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RESUMO

Geissospermum argenteum Woodson (Apocynaceae), conhecida como acariquara-branca, €
utilizada popularmente para tratar malaria, desordens gastrintestinais e como curare.
Considerando o reduzido numero de publicacbes cientificas relatando a atividade
farmacoldgica da espécie, o objetivo desse trabalho foi estudar os efeitos cardiovasculares de
G. argenteum da Amazoénia em roedores. O pd das cascas do caule foi extraido em Soxhlet
obtendo-se o extrato hidroalcodlico (EHA). O EHA foi particionado com cloroférmio em
diferentes pH, dando origem a fracdo cloroférmica (FCHCI3), e esta, a fracdo contendo os
alcaloides totais (FAT). A purificacdo da FCHCI3; por cromatografia em coluna (CC), gerou
13 fracbes semipurificadas. A padronizacdo da FAT em CLAE a 260 nm mostrou 9 picos
principais com tempos de retengdo que variaram de 3,5 a 23,5 min. A administragéo oral da
FAT (10 a 100 mg/kg) ndo indicou acdo central, no entanto, foram observados efeitos
indicativos de agdo curarizante quando administrados por via i.p. e e.v. Essa agdo foi
confirmada in vitro. A FAT (10 a 100 pg/mL) bloqueou as contracdes do diafragma de rato
induzidas por estimulo elétrico do nervo frénico. O bloqueio neuromuscular foi proporcional
as concentracdes e revertido ap6s lavagem, mas ndo pela neostigmina (10 M). Nas mesmas
concentragdes, as contracOes induzidas por estimulacdo direta das fibras do diafragma foram
potenciadas. Em ratos anestesiados e sob respiracdo artificial, a injecdo endovenosa da FAT
(0,3 a 3,0 mg/kg) produziu hipotensao rapida e reversivel, ndo bloqueada pela atropina (1,0
mg/kg). Em animais anestesiados e tratados com hexamet6nio, a hipertensdo produzida pela
FAT (2,0 mg/kg) ndo foi alterada pelo prazosin (1,0 mg/kg), indicando que o efeito
hipertensor da FAT ndo é pelo aumento na liberacdo de noradrenalina (Nor) por estimulacdo
ganglionar. A FAT (1,0 mg/kg) também n&o alterou os efeitos pressoricos produzidos pela
Nor ou acetilcolina (ACh), indicando que ndo houve interacdo aparente dos alcaloides com
receptores oy dos vasos e, muscarinicos do coracdo (M,) e vasos (Ms). Em outro protocolo, a
FAT inibiu a hipertensdo produzida pela maior dose do DMPP, que pode ter sido por reducédo
na liberacdo da Nor por um bloqueio nicotinico ganglionar da FAT. Esse efeito também
poderia explicar a bradicardia produzida simultaneamente ao efeito hipotensor da FAT. Em
atrios isolados de rato, a FAT (10 a 100 pg/mL) produziu cronotropismo negativo e
inotropismo positivo. Em musculo papilar de rato, o periodo refratario efetivo ndo foi
alterado, indicando que a FAT ndo interfere com o potencial de acdo cardiaco. Na aorta
isolada de rato, a FAT (1,0 a 10 pg/mL) produziu vasodilatacdo independente do endotélio
vascular e deslocamento da curva-cumulativa de Nor para a direita, sem diminuicéo do efeito
maximo, indicando bloqueio competitivo dos receptores os-adrenérgicos ou bloqueio do
influxo de célcio por canais do tipo L. No entanto, a FAT ndo inibiu o influxo de célcio em
culturas celulares com o método do Fura-4. Em ducto deferente de rato (DDR), a FAT (10 a
100 pg/mL) deslocou a curva-cumulativa de Nor para a direita e potenciou o efeito contratil
maximo produzido pela Nor e ACh. Os resultados obtidos mostraram muitos efeitos
diferentes produzidos pela FAT da G. argenteum: bloqueio competitivo de receptores o;-
adrenérgicos nao-competitivo de receptores nicotinicos musculares; aumento do inotropismo
e potenciacdo da contracdo do diafragma, ndo explicados por um bloqueio de canais de
potassio durante a repolarizacdo celular, nem por inibicdo da atividade da Ca*’-ATPase
muscular. A potenciacdo do efeito maximo dos agonistas no DDR parece ser por ativagdo de
segundos mensageiros intracelulares (talvez 1P3, DAG ou PKC), mas ndo existem dados
comprobatorios dessa agéo.

PALAVRAS-CHAVE: Geissospermum argenteum Woodson, alcaloides, cardiovascular



ABSTRACT

Geissospermum argenteum Woodson (Apocynaceae), known as ‘“acariquara-branca” is
popularly used to treat malaria, gastrointestinal disorders and as curare. Considering that there
are no published data reporting the pharmacological activities of this species, the aim of this
work was to study the cardiovascular effects of Amazonian G. argenteum in rodents. The bark
was extracted with ethanol in Soxhlet apparatus generating the hydroalcoholic extract (EHA).
The EHA was partitioned with chloroform in different pH, yielding the chloroform fraction
(FCHCI5); further partition yielded the total alkaloids fraction (TAF). FCHCI3 purification in
silica gel column chromatography (CC) yielded thirteen fractions. FAT standardization in
HPLC showed nine major peaks with retention times from 3.5 to 23.5 min. FAT oral
administration did not indicate a central nervous system action, however, curare-like effect
was observed after i.p. and i.v. injections. This action was confirmed in vitro. FAT (10, 30
and 100 pg/mL) blocked rat diaphragm contractions induced by phrenic nerve electrical
stimulation. The neuromuscular blockade was proportional to the concentrations and was
reverted by washing, but not by neostigmine (10°M). On the same concentrations,
contractions induced by direct electrical stimulation were potentiated in rat diaphragm. In
anesthetized rats under mechanical respiration, FAT intravenous injection (0.3; 1.0 and 3.0
mg/kg) produced fast and reversible hypotension, not blocked by atropine (1.0 mg/kg). In
anesthetized animals treated with the nicotinic ganglion blocker hexamethonium,
hypertension induced by FAT was not changed by previous prazosin (1.0 mg/kg) injection,
indicating that FAT hypertensive effect is not caused by an increase in noradrenaline (Nor)
release by ganglion stimulation. FAT did not alter Nor or acetylcholine (ACh) effects on the
blood pressure, indicating that there was not an apparent interaction among the alkaloids and
a1, My or Ms receptors. On another protocol, FAT inhibited the hypertension induced by the
ganglion stimulant DMPP; this effect could due to ganglion blockade and decreased Nor
release at sympathetic nerve terminals which could also explain bradycardia and hypotension
induced by FAT. In rat isolated atria, FAT (10, 30 and 100 pg/mL), caused negative
chronotropism and positive inotropism. In rat papillary muscle, the effective refractory period
was not altered, indicating that FAT did not interfere with the cardiac action potential. In rat
isolated aorta, FAT (1.0; 3.0 and 10 pg/mL) produced endothelium- independent
vasodilatation and shifted Nor cumulative concentration-response curve to the right, without
inhibiting the agonist maximal response. This effect indicated oj-adrenergic receptors
competitive blockade. Blockade of L-type calcium channel by FAT was not confirmed in
cultured cardiac and uterus cells using the FURA-4 method to measure calcium influx. In rat
vas deferens (DDR), FAT (10, 30 and 100 pg/mL) shifted Nor and ACh cumulative
concentration-response curves to the right and potentiated the maximal effects. The results
indicated many different activities of the total alkaloid fraction of G. argenteum: competitive
az-adrenergic receptors blockade and a non-competitive muscular nicotinic receptor blockade;
positive inotropism and diaphragm twitch potentiation unrelated to potassium channel
blockade during the muscle fiber repolarization, no inhibition of the muscle Ca**-ATPase
activity; potentiation of the rat vas deferens maximal responses to agonists is probably caused
by intracellular second-messengers (IP;, DAG, PKC) activation, although no direct data
confirm this possibility.

PALAVRAS-CHAVE: Geissospermum argenteum Woodson, alkaloids, cardiovascular
system
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O valor dos produtos de origem natural, em especial das plantas, sobre a saude
humana pode ser observado, historicamente, nos dados publicados referentes ao uso delas por
diversos grupos étnicos para o tratamento das suas enfermidades. Esses registros datam da
utilizacdo desde as civilizacbes mais antigas até os dias de hoje (HALBERSTEIN, 2005). No
mundo moderno, inimeras substancias foram isoladas de plantas tradicionalmente utilizadas
como medicinais e estdo inseridas em fases avancadas de estudos clinicos. Constituem
candidatos promissores com atividades anti-infecciosas, anticancerigenas, analgésicas, anti-
inflamatdrias e com acdo sobre doencas cardiovasculares (SAKLANI; KUTTY, 2008).

O conhecimento técnico-cientifico em conjunto com as experiéncias baseadas na
tradicdo tem transformado o uso empirico dessas plantas em produtos tecnicamente
elaborados e dotados de validacdo cientifica. Nesse contexto, € importante enfatizar que no
estudo da planta medicinal, a multidisciplinaridade € essencial para a validacdo do uso
terapéutico. Em geral, as etapas devem envolver estudos etnobotanicos/etnofarmacoldgicos,
fitoquimicos e farmacoldgicos, dentre as quais estdo inseridas a selecdo, a coleta, a
identificacdo taxonbmica da espécie, a extracdo, o isolamento e a identificacdo dos
constituintes quimicos, além dos ensaios farmacoldgicos e toxicoldgicos (MACIEL; PINTO;
VEIGA Jr., 2002). Os ensaios pre-clinicos realizados em animais, envolvem estudos em
laboratdrio da farmacodinamica, da farmacocinética e da toxicologia, e tem 0 objetivo de
validar a acéo proposta e identificar a toxicidade do novo composto (LAPA et al, 2004).

O registro e a comercializacdo desses produtos séo passiveis a normas e diretrizes,
internacionais e singulares a cada pais, para a comprovacdo da eficacia e da seguranca
toxicologica (CALIXTO, 2000). No Brasil, de forma semelhante as drogas sintéticas, essa
comprovacao é pré-requisito legal para o registro dos fitoterapicos, que entre outras formas,

pode ser demonstrada por meio de testes pré-clinicos e clinicos (CARVALHO et al, 2011).
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Em resumo, uma planta medicinal somente podera ser utilizada como medicamento,
quando a sua eficacia e sua seguranca toxicologica forem comprovadas na espécie humana e,
portanto, validadas cientificamente (LAPA et al, 2004).

Nos ultimos anos, trabalhos cientificos tém sido publicados descrevendo os
constituintes quimicos, as atividades farmacoldgicas e a potencial toxicidade das espécies do
género em estudo (Geissospermum). Atividades do tipo bloqueadora neuromuscular (TANAE
et al, 2006), antimicrobiana (CORREIA et al, 2008), anticolinesterasica (LIMA et al, 2009;
TANAE et al, 2006), antinoceptiva (WERNER et al, 2009), entre outras, foram anteriormente
descritas e algumas relacionadas aos compostos isolados.

Utilizadas por diferentes povos amaz6nicos para tratar e/ou prevenir o impaludismo,
algumas espécies do género (G. laeve, G. urceolatum e G. argenteum) tiveram a sua eficacia
contra 0 Plasmodium descrita em laboratério (MARTINS, 2010; MUNOZ et al, 2000;
VIGNERON et al, 2005). Apesar do amplo espectro de atividade j& descrito para 0 género,
pouco se tem publicado sobre a farmacologia da Geissospermum argenteum Woodson.

O presente trabalho tem como proposta descrever a farmacologia secundaria dessa
planta nativa amazonica utilizada popularmente como antimalérica. Em vista da escassa
literatura cientifica referente a farmacologia da espécie, o estudo foi iniciado com uma
triagem geral das atividades farmacologicas, produzidas em animais de laboratdrio, que nos
permitiu relacionar os efeitos as doses estabelecidas e definir os estudos sobre as acfes

cardiovasculares dos alcaloides da acariquara-branca.



20

2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Estudar o espectro de acdo dos alcaloides da espécie amazOnica utilizada
popularmente como antimalarica Geissospermum argenteum Woodson (APOCYNACEAE)

no sistema cardiovascular e caracterizar o(s) mecanismo(s) de acéo de seus alcaloides.

2.2 Objetivos Especificos

e Coletar e estabilizar o material vegetal;

e Extrair, padronizar e purificar quimicamente os alcaloides da casca de G. argenteum;

e Analisar quantitativamente o0s efeitos farmacologicos do extrato alcaloidico
semipurificado com técnicas in vivo e in vitro;

e Avaliar os efeitos da fracdo alcaloides totais na musculatura vascular e identificar 0s

mecanismos moleculares especificos.
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3.1 Geissospermum argenteum Woodson

A acariquara-branca como é conhecida a Geissospermum argenteum Woodson na
Amazonia central e oriental € uma Apocynaceae representada por arvores de dossel de grande
porte, frequentemente encontradas em florestas de platd e vertente (RIBEIRO et al, 1999).
Também conhecida como maria-congo nas Guianas (GRENAND; MORETTI; JACQUEMIN,
1987) e quinarana da fruta pequena no Brasil (CORREIA et al, 2008) a espécie, assim como
outras plantas do género, tem sido destacada pelo seu valor na medicina tradicional dessas
regides, onde a casca de G. argenteum é empregada desde veneno para caca (curare), a
remédios para o tratamento de diversas enfermidades (DeFILIPPS; MAINA; CREPIN, 2004).

Conhecida pelo sabor amargo, a casca de G. argenteum macerada em alcool é
utilizada na Guiana Francesa no tratamento empirico da malaria (GRENAND; MORETTI,
JACQUEMIN, 1987) e a sua decoccdo é utilizada para diabetes, diarreia, febres, infeccoes e
como vermifugo (DeFILIPPS; MAINA; CREPIN, 2004).

Outras espécies do género Geissospermum, como G. sericeum e G. laeve (sinonimia
G. vellosii), também sdo descritas como antimalaricas por diferentes grupos étnicos no Brasil
(BRANDAO et al, 1992; MILLIKEN, 1997), na Guiana francesa (VIGNERON et al, 2005) e
na Bolivia (MUNOZ et al, 2000).

Nos ultimos anos, tém sido crescentes os estudos em laboratério descrevendo a
atividade antiparasitaria das espécies do género. Alguns trabalhos demonstraram in vivo e in
vitro a acdo dos compostos sobre diferentes cepas de Plasmodium. Em um desses trabalhos,
foi demonstrado que G. laeve (EtOH) foi ativo contra cepas de P. falciparum resistentes e
sensiveis a cloroquina (in vitro) e inativo contra P. berghei (in vivo), além de apresentar
elevada toxicidade em doses de 100 mg/kg, i.p, em camundongos (MUNOZ et al, 2000). O

mesmo nao foi observado por Bertani et al (2005), G. laevis (EA) néo apresentou efeito sobre
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o P. falciparum resistentes a cloroquina. Contudo, no mesmo trabalho, os autores
demonstraram que a casca de G. argenteum macerada em alcool, tradicionalmente utilizada
como preventiva (VIGNERON et al, 2005), inibiu de forma significativa o estagio intra-
hepatico do Plasmodium yoelli.

Em estudos mais recentes, Martins (2010) mostrou que uma fracédo alcaloidica de G.
urceolatum foi ativa contra o P. chabaudi (in vitro), mas, em camundongos BalbC tratados
por via oral (100 mg/kg/4 dias), a FAT ndo reduziu o nimero de hemdcias infectadas pelo
parasita. A atividade antiparasitaria sobre o Leishmania infantum e o Trypanosoma cruzi
também foi relacionada recentemente aos alcaloides da espécie G. reticulatum (REINA et al,
2012).

Além das atividades antiparasitarias descritas, outros trabalhos tém relatado distintas
acOes farmacoldgicas, anteriormente citadas nas farmacopeias tradicionais, e a toxicidade de
compostos quimicos isolados das espécies do género Geissospermum.

Em 2008, Correia et al demonstraram a ag¢do antimicrobiana do extrato etandlico de
G. argenteum em cepas multirresistentes de Staphylococcus aureus.

Lima et al (2009) e Werner et al (2009) demonstraram, respectivamente, os efeitos
anticolinesterasicos in vitro e antinoceptivo em camundongos da Geissospermum vellosii.
Nesses estudos, os autores também isolaram e identificaram, respectivamente, os alcaloides
geissospermine e 12-metoxy-1-methyl-aspidospermidine.

A atividade antitumoral in vivo e in vitro de um extrato rico em alcaloides B-
carbolina de G. vellosii sobre células de cancer de prdstata, foi descrito por Bemis et al
(2009). Anteriormente, Steele et al (2002) observaram a citotoxicidade da flavopereirina
(alcaloide do tipo B-carbolina) extraido da casca de G. sericeum em linhagem de células

humanas.
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Utilizando larvas de Aedes aegypti, ndo foi observada toxicidade nos extratos
etanolicos e metandlicos obtidos da casca de Geissospermum argenteum Woodson e G.
urceolatum A.H. Gentry (POHLIT et al, 2004). No entanto, em outro estudo, foi mostrado que
0 extrato metanolico da madeira de G. argenteum foi ativo/letal para Artemia franciscana na
mesma concentracdo (500 pg/mL) (QUIGNARD et al, 2003).

Lima-Landman et al (2006) descreveram a acdo inibitoria dos alcaloides
geissospermina, flavopereirina e geissoschizolina isolados de G. laeve sobre a recaptacédo de
serotonina em sinaptossomas isolados de rato.

Ribeiro (1986) observou sinais de curarizacdo em animais tratados por via
intraperitoneal, com o extrato etandlico de G. laeve. Resultado semelhante foi observado por
Martins (2010) utilizando uma fracdo alcaloidica de G. urceolatum. No trabalho descrito por
Ribeiro, ap6s purificacdo e obtencdo de uma fracdo contendo provavelmente a
geissoschizolina, o efeito observado foi confirmado in vitro, sendo descrita uma inibicdo nédo
competitiva da transmissdo neuromuscular, ndo relacionada a uma inibicdo da liberacdo de
acetilcolina ou da excitabilidade da membrana, e nem a uma estimulacdo persistente da
membrana.

Utilizando uma fracdo rica em alcaloides obtida da mesma espécie, Tanae (1999)
reproduziu o bloqueio neuromuscular ndo competitivo. No trabalho foram isolados a
geissospermina e outro alcaloide, provavelmente a geissoschizolina, que in vitro produziu o
efeito, com indicacdo de bloqueio do complexo canal ibnico/receptor nicotinico. Mais tarde, o
mesmo tipo de bloqueio foi descrito para os alcaloides geissospermina, geissoschizolina e
flavopereirina, este ultimo também apresentou expressiva atividade anticolinesterasica
(TANAE et al, 2006).

Em meados do século XI1X, j& havia relatos descrevendo o isolamento de alcaloides

da G. vellosii Allemé&o (Pau-pereira), na época chamado de pereirina (ALMEIDA et al, 2009).
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Mais tarde, da mesma espécie foram isolados e identificados os alcaloides flavopereirina
(HUGHES; RAPOPORT, 1958), apogeissoschizina, geissoschizina, geissoschizolina,
geissospermina (RAPOPORT et al, 1958), geissolosimina, geissoschizona e vellosimol
(MBEUNKUI; GRACE; LILA, 2012). A flavopereirina e a geissoschizolina foram também
isolados da casca de G. sericeum (STEELE et al, 2002).

Pouco se tem descrito sobre a constituicdo quimica da planta em estudo. Em um
trabalho realizado por Paccioni e Husson (1978) foram identificados os alcaloides (-)
dimetoxiaspidospermina, (-) aspidospermina, (+) aspidocarpina e (+) dimetilaspidospermina,
a partir da folha e da casca de G. argenteum (figura 1).

Em estudo mais recente, Reina et al (2012) isolou e identificou alcaloides da G.

reticulatum, entre eles 0 composto O-dimetilaspidospermina.

|
HILl Ac
I {—} Desméthoxyaspidospermme R, = H
2{—=)Asmdospermine R, = OMc

3 (+) Aspidocarpine R, = OH, R, = OMe
4 (+) Desmethylaspidospermine R, = OH. R, = H

Figura 1 - Estrutura dos alcaloides de Geissospermum argenteum Woodson
FONTE: PACCIONE; HUSSON, 1978.
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Da mesma forma, poucos trabalhos tém descrito os efeitos cardiovasculares dos
alcaloides do género Geissospermum. Em trabalho de tese recente, os alcaloides de G.
urceolatum apresentaram acOes hipotensora e vasodilatadora, com provavel participacdo da
via do 6xido nitrico e inibicdo do influxo de calcio em células musculares lisas (MARTINS,
2010).

O presente trabalho tem como objetivo principal estudar os efeitos cardiovasculares
da fracdo alcaloidica extraida da casca de G. argenteum Woodson, uma espécie nativa da

Amaz6nia, comumente utilizada na medicina tradicional das popula¢des locais dessa regido.

3.2 Eventos envolvidos na contracdo e no relaxamento dos musculos

cardiaco e liso

Os eventos celulares que resultam na contragdo ou no relaxamento das musculaturas
cardiaca e lisa envolvem distintas vias de sinaliza¢&o direcionadas por segundos mensageiros
e a participacdo de estruturas proteicas que tém em comum o controle sobre os niveis
intracelulares do calcio. No coracdo, esse processo € regulado por mecanismos elétricos e
autondmicos (BERS, 2002).

No primeiro caso, células excitaveis do marcapasso (nodo SA) geram potenciais de
acdo que sdo deflagrados sobre a membrana das células do miocérdio. Essa onda de
despolarizacéo resulta na abertura de canais de calcio dependentes de voltagem (tipo L) que
estdo presentes nas invagina¢fes da membrana dos cardiomidcitos (tubulos T), permitindo o
influxo do célcio extracelular para o citosol. Os receptores de rianodina (RyR) presentes na
membrana do reticulo sarcoplasmatico (RS) e proximos aos canais de calcio do tipo L
(SCRIVEN; DAN; MORE, 2000) sdo estimulados por esse calcio e o estoque do ion na

organela é liberado (FABIATO, 1985; BEUCKELMANN; WIER, 1988) aumentando a sua
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concentracdo dentro da célula. Em seguida, o calcio se liga a proteinas chamadas troponina C
e ativa quinases da cadeia leve de miosina (MCLK), promovendo o deslizamento dos
filamentos de actina sobre os de miosina e a contragdo do musculo.

Os mediadores autondmicos liberados neuronalmente sobre as células do marcapasso
e sobre o midcitos ventriculares interferem, respectivamente, com a frequéncia dos batimentos
cardiacos (cronotropismo) e com a forca de contracdo (inotropismo). A transmissdo simpatica
produz efeitos positivos, enquanto que a colinérgica liberada vagalmente produz bradicardia.

Na membrana das células cardiacas, os receptores Bi-adrenérgicos sdo ativados pela
noradrenalina desencadeando a cascata de sinalizacdo da adenosina monofosfato ciclico
(AMPc), que resulta, em um primeiro momento, no aumento da [Ca*’]i. O segundo
mensageiro formado ativa proteinas quinases (PKA) responsaveis pela fosforilacdo dos canais
de célcio (RyR e tipo L) e de estruturas responsaveis pelo relaxamento muscular. Como ja
mencionado, a abertura desses canais resultam na entrada de mais célcio para o citosol
(LINDENGGER; NIGGLI, 2005; SHEN, J.X, 2006; XIAO, et al, 2007) e, por conseguinte,
no aumento da forca de contragdo. Em seguida, o célcio é recaptado para o RS pela Ca*-
ATPase e o musculo relaxado ap6s fosforilagdo da troponina | pela PKA (ZHANG, et al,
1995), enquanto que, o trocador Na*/Ca*? remove o célcio para o meio extracelular.

A membrana das células do marcapasso também possuem receptores muscarinicos
que quando ativados produzem bradicardia. A acetilcolina é liberada vagalmente sobre os
cardiomidcitos e atua sobre receptores muscarinicos do tipo M,. Ao contrario dos receptores
adrenérgicos, esses diminuem a frequéncia cardiaca e inibem a enzima adenilato ciclase (AC),
blogueando a via do AMPc (LA, et al, 1991).

No mdasculo liso (vascular e ndo vascular) a contracdo e o relaxamento também sao

dependentes da [Ca*?];, no entanto, 0 aumento deste envolve outras vias de sinalizacéo.
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O tbnus simpatico dos vasos sanguineos € promovido pela noradrenalina. Liberada
sobre os vasos produz contra¢do da musculatura via receptores aj-adrenérgicos. Esses
receptores sdo acoplados a proteina G que ativam enzimas membranares (fosfolipase C)
causando a clivagem dos fosfolipidios (fosfatidilinositol 4,5-bifosfato, PIP;) em inositol
(1,4,5)-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). Os receptores para IP3 presentes na membrana
do RS quando ativados pelo segundo mensageiro liberam o calcio estocado e aumentam a
concentracdo do ion no citoplasma da célula. O DAG ativa proteinas quinases (PKC) que
assim como o calcio liberado do RS fosforilam a MCLK promovendo a contra¢do do muasculo
liso (para revisdo ver WEBB, 2003).

Os receptores Py-adrenérgicos, também presentes na membrana das células do vaso,
produzm aumento no AMPc, que no masculo liso vascular inibe a ativacdo da miosina
quinase e produz relaxamento (QUEEN; FERRO, 2006).

O lamen dos vasos sanguineos € revestido por células endoteliais, onde € sintetizado
o fator de relaxamento muscular 6xido nitrico (NO). Esse gas € obtido da clivagem enzimatica
do aminoacido L-arginina pela enzima oOxido nitrico sintase (eNOS), em uma via
desencadeada pela ativacdo de receptores muscarinicos (M3) presentes na membrana dessas
células (FURCHGOTT, 1999; VANHOUTTE, 2009). O célcio liberado do RS pelo IP3 se
liga a calmodulina e ativa a enzima eNOS levando a produ¢do do NO. O gas produzido no
endotélio se difunde para as células musculares lisas e promove a formacdo de GMPc e 0
relaxamento muscular (VANHOUTTE, 2001).

Outros mediadores vasculares atuam sobre a musculatura lisa e sobre o endotélio
promovendo a contracdo ou o relaxamento do masculo. A angiotensina Il e a endotelina |
produzem contracdo via receptores AT, e ETx, respectivamente (WYNNE; CHIAO, WEBB,
2009), enquanto que a prostaciclina produz relaxamento (DUSTING; MONCADA,; VANE,

1977).
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4 MATERIAL
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4.1 Material vegetal

Cascas do tronco da arvore nativa amazonica Geissospermum argenteum Woodson
foram obtidas e utilizadas no presente trabalho. A coleta foi realizada em agosto de 2009, na
Reserva Florestal Adolpho Ducke — Manaus - Amazonas (S 02° 55> 27.8”, W 059° 58’ 28.1”),
de um exemplar registrado (placa n°® 3062) no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia -
INPA (Projeto Flora da Reserva Ducke) (figura 2).

Sob condi¢bes ambientais de temperatura e iluminacdo, o material coletado foi seco
e, em seguida, pulverizado (moinho de facas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas —
UFAM). Durante o armazenamento, evitou-se o contato do material com a umidade, a luz e

temperaturas extremas (figura 3).

4.2 Material bioldgico

Os animais utilizados nos testes farmacoldgicos foram criados no biotério do Centro
de Biotecnologia da Amazbdnia — CBA. Antes de cada experimento, os animais foram
previamente mantidos em biotério experimental, sob condi¢Ges controladas de temperatura
(21 + 2 °C) e iluminacdo (ciclo claro/escuro 12 horas) e sem restri¢cGes a dgua e racao.

Nos testes in vivo foram utilizados camundongos machos Swiss albinos da espécie
Mus musculus, pesando entre 40 e 60 g e ratas Wistar da espécie Rattus norvegicus pesando
entre 200 e 400 g. Nos testes in vitro, foram utilizados ratos (as) e coelhos. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da UNIFESP (CEP/EPM 0760/07) e
todos os protocolos foram realizados de acordo com os Principios Internacionais para a

Pesquisa e 0 Manuseio de Animais (GILES, 1987).
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I Geissospermum argenteum Woodson

Figura 2 - (A) Marcacdo da area em que foi coletado o material vegetal (S 02° 55° 27.8”, W 059° 58’ 28.1”).
(B) Espécime localizado em area de floresta-virgem dentro da Reserva Florestal Adolpho Ducke
FONTE: Google Earth 6.0.3.2197.



Figura 3 - Geissospermum argenteum Woodson. (A) Arvore de grande porte, (B) tronco fenestrado e/ou acanalado, (C)
folhas discolores de base assimétrica, reticulagdo inconspicua, encoberta por pelos adpressos prateados (RIBEIRO et
al, 1999), (D) casca fresca, (E) casca moida em moinho de facas e (F) fracdo alcaloides totais (FAT) liofilizada de

acariquara-branca
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4.3 Material quimico

4.3.1 Solventes, reagentes e sais

Acetonitrila (Merck), acido acético glacial (Nuclear-Brasil), acido ascorbico (Vetec-
Brasil), acido cloridrico (Nuclear-Brasil), acido etilenodiaminotetracético — EDTA (Sigma),
acido fosforico 85% (C.P.Q), &cido tricloroacético-TCA (Nuclear), albumina de soro bovino
(Sigma), adenosina trifosfato - ATP (sigma), bicarbonato de sodio (C.P.Q), butanol (Synth),
cloreto de calcio (Vetec), cloreto de magnésio (Merck-Brasil), cloreto de potassio (Vetec-
Brasil), cloreto de sodio (Merck-Brasil), cloroformio (Nuclear-Brasil), Coomassie Brilliant
Blue G-250, etanol (Merck-Brasil), éter etilico (Nuclear-Brasil), fosfato monossodico
(Merck-Brasil), glicose (C.P.Q), hidroxido de aménio (ECIBRA-Brasil), hidroxido de sédio
(Reagen-Brasil), iodeto de potassio (Sigma-Brasil), metanol P.A. (Nuclear-Brasil), silica gel

(Merck), subnitrato de bismuto (Nuclear-Brasil).

4.3.2 Drogas

Acetilcolina cloreto (Sigma-Brasil), atropina sulfato (Sigma-Brasil), dantrolene
sodico (Sigma), dimetilfenilpiperazino iodeto (Aldrich), d-tubocurarina cloridrato (Sigma-
Brasil), heparina (Hipolabor), hexametdnio brometo (Sigma), neostigmina brometo (Sigma-
Brasil), noradrenalina cloridrato (Sigma-Brasil), pentobarbital sodico (Sigma-Brasil), prazosin

hidrocloreto (Sigma) e tapsigargina (Sigma).
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4.4 Liquidos nutritivos, solucdes e reveladores

4.4.1 D-MEM (mg/L): Gibco Life Technologies: CaCl, 200; Fe (NO3); 0,1; KCI 400; MgSO,
7H,0 200; NaCl 6400; NaH,PO,4 125; NaHCO3 3700; L-arginina HCI 84; L-cistina 62570; L-
glutamina 548; glicina 30; L-histamina HCI H,0 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 célcio 4; acido folico 4; inositol 7200; nicotimamida 4; piridoxal
HCI 4; riboflavina 0,4; tiamina HCI 4; glicose 1000; piruvato de sédio 110; vermelho de fenol

15. Foram adicionados gentemicina 40; cloreto de colina 4; D-glucose 3500.

4.4.2 Liquido Nutritivo de Krebs-Bicarbonato: NaCl 119,0 mM; KCI 4,6 mM; MgCl,.6H,0
1,2 mM; NaHCO;3; 15,0 mM; NaH,PO,.H,O 1,2 mM; CaCl,.2H,0 1,5 mM e glicose 11,0
mM.

4.4.3 Liquido Nutritivo Tyrode: NaCl 135,0 mM; KCI 5,0 mM; MgCl,.6H,O 1,0 mM;
NaHCOj3 15,0 mM; NaH,PO4.H,0 1,0 mM; CaCl,.2H,0 2,0 mM e glicose 11,0mM.

4.4.4 Liquido Nutritivo Vesicular (LNV): NaCl 138 mM; KCI 5,7 mM; NaHCO3; 15 mM;
NaH,PO, 0,4 mM; glicose 5,5 mM; CaCl, 1,8 mM.

4.4.5 Reagente de Bradford: Coomassie Brilliant Blue 0,01 %; etanol 4,7 % e acido fosférico
8,5 %.

4.4.6 Reagente de Dragendorff: Solugdo A — 0,85 g de subnitrato de bismuto em 50 mL de
acido acetico 20%. Solucdo B — 8 g de iodeto de potédssio em 20 mL de agua destilada. Sol. A
(5mL) + Sol. B (5mL) em 20 mL de acido acético. Volume final de 100 mL com &gua
destilada.

4.4.7 Reagente de molibdato de aménio: 4,58 g de molibdato de aménio e 23,8 mL de acido

sulfarico para 1 L de agua destilada. 15 mL dessa solucédo para 0,36 g de acido ascorbico.
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4.4.8 Solugdo de HBSS (mM): KCI 5,4; KH,PO, 0,4; NaCl 136,9; Na,HPO, 0,34; D-glucose (1
mg/mL); NaHCO3; 4,2 mM.
4.4.9 Solucdes para a extracdo da Ca?*-ATPase de musculo esquelético
4.4.9.1 Solugéo I: MOPS 10 mM; sacarose 10% e EDTA 0,1 mM, pH 7,0.
4.4.9.2 Solucéo 11: MOPS 10 mM e KCI 0,6 mM, pH 7,0.
4.4.9.3 Solucéo I11: MOPS 10 mM e sacarose 30%, pH 7,0.
4.4.10 Tampao para dosagem de proteina: Tris/HCI 100 mM, pH 7,4; trizma base 12,1 g;
HCI 6 N 13,8mL; EDTA 200 mM, pH 8,0.
4.4.11 Tampé&o de reacdo para Ca’*-ATPase: Tris-maleato 50 mM, pH 7.4; MgCl, 8 mM; KCI

120 mM; EGTA 1 mM; ion6foro A23187 10 uM; CaCl, 1 mM e ATP 5 mM.
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5 METODOS
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5.1 Extracéo e purificacao

5.1.1 Extrato hidroalcodlico (EHA) de G. argenteum Woodson

Ap0s secagem e trituracdo, o pé das cascas do caule de G. argenteum foi submetido a
extracao e o extrato obtido foi purificado e padronizado. O extrato hidroalcodlico foi obtido a
partir da extracdo da casca moida (100 g) com etanol a 80% (800 mL) em aparelho de Soxhlet
por 18 h. Ao final da extracdo, o material foi filtrado e concentrado a vacuo em

rotaevaporador (RE47-Yamato) a 50 °C até secura (figura 4).

5.1.2 Fracdo alcaloides totais (FAT) e Fracéo cloroformica (FCHCI,)

O EHA foi suspenso em 200 mL de cloroférmio (CHCI3) e particionado com agua
acidificada (pH 3,0) com HCI 1 N, por quatro vezes consecutivas. A fracdo aquosa obtida foi
alcalinizada com NH4OH até pH 10,0 e particionada com CHCI; (250 mL, 4 vezes). Em
seguida, a fracdo cloroférmica foi extraida por quatro vezes com agua acidificada (pH 3,0). A
fracdo aquosa resultante foi concentrada a vacuo em rotaevaporador (50 °C) e liofilizada
(Modulayo-ThermoFischer), originando a fracdo alcaloides totais.

Para a obtengdo da fragdo alcaloidica cloroférmica (FCHCI3) 100 g da casca
triturada de G. argenteum, foram submetidos as mesmas condi¢fes de extracdo descritas
acima. Apos particdo com agua &cida, a fragdo aquosa obtida foi alcalinizada com hidroxido
de amonio e extraida com cloroférmio, dando origem a fracéo alcaloidica cloroférmica (figura

4),
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5.1.3 Padronizacdo quimica da FAT de G. argenteum Woodson

A FAT de G. argenteum foi padronizada em um sistema de cromatografia liquida
analitica (Shimadzu — Japdo) composto por duas bombas injetoras LC—20AT, modulo de
comunicacdo CBM-20A e detector UV-VIS SPD-10A, operando a 260 nm. O sistema estava
acoplado a um computador, sendo operado por software Shimadzu LC solution, versao 1.21,
SP1.

A fase mdvel consistiu de gradiente linear de dgua/acetonitrila de 10 a 60% em 30
min, em coluna analitica C18 (250 x 0,46 cm) empacotada com particulas esféricas de 5 um ¢
fluxo constante de 0,8 mL/min. A amostra foi dissolvida em agua/acetonitrila 10%, filtrada

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

5.1.4 Purificacdo da FCHCI; de G. argenteum Woodson

A FCHCI; foi purificada por cromatografia em coluna (CC), utilizando silica gel
(Aldrich, 70 a 230 mesh) como fase estacionaria. A eluicdo foi efetuada com gradiente
crescente de metanol em cloroférmio, sendo coletadas 159 fragfes de 20 mL cada. As fracGes
foram concentradas e submetidas a analise qualitativa por cromatografia em camada delgada
(CCD) em cromatofolhas de aluminio recobertas com silica gel Fzs4 (Merck), eluidas com
uma mistura de butanol : &cido acético : &gua (BAW 4 : 2 : 1). As placas foram reveladas

com reagente de Dragendorff e as fragdes reunidas por similaridade.
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Geissospermum argenteum Woodson

Casca moida (100 g)

Extracdo por Soxhlet (Etanol 80%, 18h)
Filtracdo

Concentragdo a vacuo (Rotavapor), 50 °C

Extrato Hidroalcodlico (EHA)

Concentragdo a vacuo (Rotavapor), 50 °C
Suspensao em CHCl3
Particdo com agua acida (pH 3,0), 4x

FCHCI; FH,O
Alcalinizacdo com NH,OH (pH 10)
Particdo com CHCl3, 4x

FCHCI; FH,O

CC silica gel Concerjtragéo ellvécqo_(Rotavapor), 50 °C
(CHCl3/MeOH) E?drg(.;ao com agua acida (pH 3,0), 4x
Liofilizacdo
FRACOES (159) FRACAO ALCALOIDES TOTAIS (FAT)
CCD silica gel (BAW 4: 2: 1)
Fi3.31 Fa1.47 Fs7.65 Fa1-95 Fios.111 | Fi20143 | Fusz1s0
Fa3.39 Fa9-55 Fe7-79 For10s  Fi13127 Fi45.151

Figura 4 — Representacdo esquematica da extragdo e purificagdo dos alcaloides de G. argenteum Woodson



41

5.2 Avaliacdo da atividade farmacologica da FAT de G. argenteum Woodson

Os testes foram, em sua maioria, realizados seguindo os protocolos padrdes descritos
no livro “M¢étodos de Avaliacao da Atividade Farmacologica de Plantas Medicinais” (LAPA
et al, 2008), com as devidas adaptacdes.

Para o teste de observacao geral da atividade farmacoldgica, a FAT de G. argenteum
foi dissolvida em agua para a administracdo oral e em salina 0,9% para a administracdo
intraperitoneal. Os equipamentos utilizados foram limpos (etanol a 10%) e secos antes de
cada experimento. Testes especificos no sistema nervoso central (SNC) foram realizados para

investigar alteracdes relevantes nas mudancas no padrdo normal de comportamento.

5.2.1 Teste da atividade geral da FAT in vivo (Teste hipocrético)

O estudo farmacolégico iniciou-se com o teste geral da atividade farmacoldgica
descrito por Irwin (1968), com devidas modificacbes. A finalidade do teste foi avaliar
possiveis efeitos dos alcaloides de G. argenteum no comportamento dos animais.

Camundongos adultos, machos, divididos em grupos experimentais (n=3), foram
tratados oralmente com veiculo dgua (5 mL/kg, grupo controle) ou com FAT de G. argenteum
nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg. Apds 60 minutos dos tratamentos, os animais foram
colocados, individualmente, em caixas e observados quanto a mudancas no padrdo normal de
comportamento e outros sinais em diferentes intervalos de tempo (0.5, 1, 2, 3 e 24 horas).
Animais tratados por via intraperitoneal receberam a FAT apenas na dose de 10 mg/kg e os
efeitos foram avaliados logo apds a sua administragéo.

Os animais foram observados em livre movimentacdo e os efeitos gerais anotados em

tabela padréo de triagem farmacologica (Irwin, 1968) com as devidas adaptagdes.
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5.2.2 Avaliacdo da atividade da FAT de G. argenteum na transmisséo

neuromuscular esquelética

Ratos machos, adultos, sob anestesia etérea foram mortos por deslocamento cervical.
Apds sangramento da aorta abdominal, o conjunto nervo frénico-musculo diafragma foi
removido e dissecado em placa de Petri recoberta com parafina, contendo liquido nutritivo
Tyrode, pH 7,4. Apos dissecacdo do 6rgdo, as amarras foram posicionadas e as preparacoes
foram montadas em cuba de vidro contendo liquido nutritivo a 30 °C (pH 7,4) aerado com
mistura carbogénica.

Para o registro das contracGes obtidas por estimulacdo elétrica do nervo, o tronco
nervoso foi introduzido em um eletrodo bipolar de platina e estimulado com pulsos de 0,5 ms
de duracdo, frequéncia de 0,2 Hz e voltagem supramaxima. As contracdes por estimulacao
direta do diafragma foram obtidas com pulsos de 2 ms de duracdo, frequéncia de 0,2 Hz e
voltagem supramaxima, através de um eletrodo bipolar de platina imerso no banho. Esses
registros foram obtidos utilizando-se um transdutor de forca conectado a um poligrafo digital
(PowerLab — ADInstruments), sob tensdo inicial de 1 g.

Apo6s um periodo de estabilizacdo de 30 minutos, a FAT (10, 30 e 100 pg/mL) foi
incubada durante 30 minutos e as contragfes comparadas aquelas obtidas antes da incubacgéo

da FAT. Somente uma concentracdo foi testada por preparacao.
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5.2.3 Efeito da FAT de G. argenteum na atividade enziméatica da Ca**-ATPase

(SERCA 1) de musculo esquelético

Para avaliar a ag4o dos alcaloides da FAT na atividade da Ca*>-ATPase (SERCA I) a
enzima foi isolada dos musculos da coxa de coelho. Apds o isolamento da enzima, a
concentracdo proteica das amostras foi determinada e a atividade da Ca*’-ATPase/mg de

proteina/min foi medida em condigdes controle e na presenca dos alcaloides da G. argenteum.

5.2.3.1 Obtencéo da enzima 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 &gua destilada gelada. Os
musculos foram cortados e homogeneizados em tamp&do MOPS (170 g: 510 mL solugéo 1),
pH 7,0 por 5 min e o 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 11, homogeneizado em homogeneizador de vidro e o material
foi mantido em camara fria por 40 minutos. A suspensédo 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 solucdo Il e mantido em freezer -80 °C até a

realizacéo dos ensaios de atividade enzimatica.
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5.2.3.2 Determinacdo do teor de proteinas na amostra de SERCA 1

A concentracdo de proteinas das amostras membranares contendo a SERCA 1 foi
determinada pelo método de Bradford (1976) que se baseia na mudanca de coloracao
vermelha do corante 4cido Coomassie Brilliant Blue G-250, presente no reagente de Bradford,
para coloracdo azul apds sua ligacdo a proteina das amostras. O complexo proteina—corante
tem alto coeficiente de exting¢do, o que permite uma medida precisa da quantidade de proteina
das amostras.

O ensaio foi realizado em triplicata, incubando-se as amostras com reagente de
Bradford. A leitura foi realizada em espectrofotometro UV-1650 PC (Shimadzu) a 595 nm e a
concentracdo de proteina (3,32 mg/mL) foi determinada por interpolacdo da curva padrdo

obtida com albumina de soro bovino (1 a 8 pug/mL).

5.2.3.3 Avaliacdo dos efeitos da FAT de G. argenteum na atividade enzimatica

da Ca**-ATPase (SERCA I)

A atividade da Ca®-ATPase foi determinada de acordo com o método de
Fiske;Subbarow (1925) adaptado, utilizando microplaca transparente de 96 pocos com fundo
chato. A velocidade de hidrolise enzimatica do ATP foi determinada colorimetricamente por
quantificacdo de fosfato inorganico (Pi) resultante da hidrolise do ATP em funcdo do tempo
(MURAKAMI et al, 1992). As amostras membranares contendo 0,6 pg de proteina em
tampado tris-maleato 50 mM foram incubadas na auséncia e na presencga de FAT (1, 3, 10, 30 e
100 pg/mL) em volume final de 75 pL/pogo. A reacdo foi iniciada com 7,5 pL de ATP 30
mM a 37 °C. Ap6s 10 min, a reacdo foi interrompida com 25 puL de TCA 50% sob banho de

gelo. Adicionou-se 200 uL de reagente de molibdato de aménio (15 mL/0,36 g de acido
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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 pumol Pi/mg proteina/min.

5.2.4 Avaliacéo da atividade da FAT de G. argenteum na pressao arterial

Ratas normotensas, adultas, pesando entre 200 a 240 g foram anestesiadas com
pentobarbital (65 mg/kg, i.p.) para o registro da pressdo arterial. Os animais foram fixos em
decubito dorsal em uma placa de cortica, a veia iliaca foi canulada para a administracdo das
drogas e extratos/fracGes e a artéria cardtida foi utilizada para o registro das variacdes
pressoricas. A FAT (0,3, 1,0 e 3,0 mg/kg) foi dissolvida em salina 0,9% e administrada por
via endovenosa. O registro pressérico foi obtido através de um transdutor de pressdo
conectado a um poligrafo digital (PowerLab — ADInstruments). A frequéncia cardiaca foi
obtida eletronicamente das oscilagdes da pressdo arterial a cada sistole. Durante o
experimento, os animais foram mantidos sob ventilacio mecénica (Ugo Basile 7025) e
heparina (100 UI/mL) foi utilizada para evitar codgulos e obstrugdes na canula.

Em alguns animais o efeito da FAT foi medido nas respostas a agonista conhecidos
como acetilcolina (0,1, 0,3 e 1,0 ng/kg), noradrenalina (0,1, 0,3 e 1,0 ug/kg) e DMPP (100,
150 e 300 pg/kg), Antagonistas muscarinicos (atropina, 1 mg/kg e.v.), blogueadores a;-
adrenérgicos (prazosin, 1 mg/kg e.v.) e bloqueadores ganglionares (hexametdnio, 30 mg/kg
e.v.) foram administrados antes da repeticdo de uma nova dose da FAT e os efeitos

comparados.
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5.2.5 Avaliacdo da atividade da FAT de G. argenteum no cronotropismo e no

inotropismo cardiacos

Ratos machos e fémeas, adultos, foram anestesiados com éter etilico e mortos por
deslocamento cervical. Apos sangramento da aorta abdominal e remocgdo do pericardio, as
amarras foram posicionadas nas extremidades dos musculos e os atrios foram rapidamente
retirados e montados em uma cuba de vidro com capacidade para 5 mL, contendo liquido
nutritivo Tyrode a 35 °C (pH 7,4) aerado com mistura carbogénica (O, 95% e CO, 5%).

O étrio esquerdo, desprovido de atividade esponténea, foi estimulado eletricamente
através de um eletrodo bipolar de platina imerso no banho, com pulsos transmurais de 2 ms de
duracdo, frequéncia de 1,0 Hz e voltagem supramaxima. O atrio direito apresentou batimentos
espontaneos, os quais foram registrados para verificar a agdo da FAT sobre a frequéncia do
marcapasso. O registro das contracbes e da frequéncia de batimentos, foram obtidos
utilizando-se um transdutor de forca conectado a um poligrafo digital (PowerLab -
ADInstruments), sob tensdo inicial de 1 g para a contracao.

Apds estabilizacdo de 30 minutos, a FAT (10, 30 e 100 pg/mL) foi incubada durante
30 minutos e os resultados comparados aqueles obtidos antes da incubacdo da droga. Somente

uma concentracao foi testada por preparagéo.
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5.2.6 Avaliacdo da atividade da FAT de G. argenteum no periodo refratario do

musculo papilar de rato

Ratos foram mortos por deslocamento cervical sob anestesia etérea. Apos retirada do
coragdo, o musculo papilar foi dissecado e preso entre uma haste de vidro e um transdutor de
forga para registro das contragdes isométricas em Tyrode carbogenado a 37 °C. Durante 30
min, as preparacdes foram estimuladas com pulsos de 1 Hz, 2 ms e voltagem supraméxima
através de eletrodos de platina imersos na cuba. As respostas contrateis foram registradas
através do sistema PowerLab conectado a um computador operado por software LabChart
(ADInstruments). O periodo refratario efetivo 50% (PRE50%) foi determinado com a técnica
de pulsos duplos (twin pulses) variando-se o intervalo entre o primeiro e o segundo estimulo
em: 50, 100, 130, 160, 190, 220, 250, 280, 310, 340, 370, 400, 430, 460, 490, 520, 550, 580 e
610 ms. Os registros das contracGes foram efetuados antes da incubacdo (controle) e apds 10
min na presenca da FAT (3,0; 10 e 30 ug/mL). O PRE50% foi determinado matematicamente,
interpolando-se a porcentagem de contracdo obtida com o segundo estimulo em relacdo a
contracdo obtida com o primeiro estimulo versus o logaritmo do intervalo de tempo entre os

estimulos em milissegundos.

5.2.7 Avaliagdo da atividade da FAT de G. argenteum na musculatura lisa

vascular com e sem endotélio

Ratos machos, adultos, sob anestesia etérea foram mortos por deslocamento cervical.
Apds sangramento da aorta abdominal e remocao da aorta toracica, o vaso foi dissecado em

Krebs-bicarbonato, pH 7,4 e cortado em anéis (~2 mm) que foram montados em cubas de
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vidro contendo solucdo nutritiva a 35 °C, aerada com mistura carbogénica. Quando
necessario, o endotélio vascular foi removido mecanicamente pela introducdo e rolagem
intraluminal de uma linha cordoné. Apds estabilizacdo de 30 minutos sob tensdo de 2 g, a
presenca de endotélio foi testada observando-se o relaxamento induzido pela incubacdo de
acetilcolina (10° M) na preparacdo previamente contraida pela noradrenalina (107 M). A
contracdo da artéria foi registrada com um transdutor de forca conectado a um poligrafo
digital (PowerLab — ADInstruments), e 0 relaxamento expresso em porcentagem da contracdo
méxima produzida pela noradrenalina (10" M). A FAT (1,0; 3,0 e 10,0 pg/mL) foi testada em
anéis de aorta com e sem endotélio, previamente contraidas pela noradrenalina (107 M).

Somente uma concentracéo foi testada por preparacao.

5.2.7.1 Atividade da FAT na contracdo produzida pela noradrenalina em anéis

de aorta de rato sem endotélio

Anéis de aorta (2 mm) foram isolados, o endotélio destruido mecanicamente e a
auséncia de endotélio comprovada pela auséncia do relaxamento muscular a incubacédo de
acetilcolina (10° M) em tonus induzido pela noradrenalina (107 M), como descrito
anteriormente.

Depois de lavagem e 30 minutos de estabilizagdo, curvas cumulativas de
noradrenalina (10™° a 10 M) foram obtidas antes e 10 minutos apds a incubacgéo da FAT (0,3
e 1,0 pg/mL). Somente uma concentracdo foi testada por preparacgdo. O efeito produzido pela
Nor na auséncia e na presenca da FAT foi expresso em porcentagem da contracdo maxima
produzido pela noradrenalina controle e relacionado ao logaritmo negativo das concentragdes
molares do agonista. A partir dos resultados obtidos, a concentracdo efetiva 50% (CEsp) e 0

efeito méximo (Emax) foram calculados.
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5.2.8 Atividade da FAT na contracdo da musculatura lisa ndo vascular

Ratos machos, adultos, sob anestesia etérea foram mortos por deslocamento cervical.
Em seguida, os ductos deferentes foram removidos, dissecados em liquido nutritivo vesicular
(LNV), pH 7, e. montados em cuba de 5 mL, contendo o liquido nutritivo a 30 °C (pH 7,4)
aerado com mistura carbogénica. O registro da contracdo foi obtido utilizando-se um
transdutor de forca conectado a um poligrafo digital (PowerLab — ADInstruments), sob tensdo
inicial de 1 g. Apos 30 minutos de estabilizacdo, foram obtidas curvas concentracdo-efeito a
adicdo cumulativa de noradrenalina ou acetilcolina (10 a 10° M), antes e 10 minutos apés a
incubacdo da FAT (10, 30 e 100 pg/mL). Somente uma concentracdo da FAT foi testada por
preparacdo. Os resultados foram apresentados em porcentagem da contracdo méaxima obtida
nas curvas controles e relacionados aos logaritmos negativos das concentracfes molares dos
agonistas. Em seguida, foram calculadas a CEsy (concentracdo efetiva 50%) e o valor do

efeito maximo (Emax) produzido pelos agonistas na presenca da FAT.

5.2.9 Atividade da FAT de G. argenteum no influxo e concentracdo de célcio

citosolico em cardiomiécitos e Utero de rata mantidos em cultura

5.2.9.1 Cultura de cardiomidcito de rato

Ratos com um dia de vida, machos ou fémeas foram mortos por inalacdo de gas
carbonico; a cavidade toracica foi aberta e o coracéo retirado. Apos dissec¢do em solucéo de
HBSS, o musculo cardiaco ventricular foi picado com tesoura fina durante 20 minutos e

incubado por uma hora em solugdo com colagenase, CaCl, e albumina bovina a 37 °C e 5%
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CO,. Apos o periodo de incubacdo, as células foram homogeneizadas com pipeta Pasteur de
ponta fina, centrifugadas (2500 rpm, 5 minutos, 23 °C) e o0 sobrenadante desprezado. A
colagenase foi lavada das células por ressuspenséo e centrifugagdo sucessivas em HBSS, nas
mesmas condi¢cdes anteriores. Foram adicionados as células 10 mL de meio de cultivo D-
MEM, acrescido de 10% de soro de cavalo, 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidtico
(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 plagueadas na densidade de 0,4 x 106 células em placas de 35 mm cobertas com colageno.
No terceiro dia p6s-plaqueamento, o meio de cultivo foi trocado para D-MEM acrescido de
10% de soro de cavalo, 2% de soro fetal bovino e 1% de antibiético. As culturas foram
mantidas em incubadora a 37 °C, 5% CO,, trocando-se 0 meio de cultura em dias alternados

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

5.2.9.2 Cultura de utero de rata

Ratas adultas foram superficialmente anestesiadas com éter e exsanguinadas por
incisdo da carotida; a cavidade abdominal foi aberta, o Gtero retirado e transferido para placa
contendo HBSS para disseccédo fina. Os 6rgédos foram cortados em pedacos 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 minutos, 37 °C, com agitacdo
a cada 5 minutos). Apo6s novas lavagens com HBSS (4x), os 6rgdos foram delicadamente
picados durante 30 minutos, foi adicionada colagenase seguida por incubagdo a 37 °C por 1,5
h com agitacdo a cada 5 minutos. O homogenato foi centrifugado (2500 rpm, 10 minutos), o
sobrenadante desprezado e o precipitado ressuspenso em 10 mL de D-MEM; o processo de

lavagem foi repetido por 4 vezes. O pellet obtido foi suspenso em D-MEM acrescido de 10%
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de soro fetal de cavalo e 1% de antibiotico (penicilina 10.000 Ul + estreptomicina 10 mg).
Apdbs contagem em placa de Neubauer, as células foram plagueadas na densidade de 5 x 105 a
106 células/placa. As culturas foram mantidas em incubadora a 37 °C, 5% CO,, trocando-se o

meio de cultura em dias alternados e utilizadas ap06s 15 dias de cultivo.

5.2.9.3 Medida do célcio citosalico livre por fluorimetria em células de utero e

cardiomidcitos de rato mantidos em cultura

Para os ensaios de influxo de célcio foram utilizadas microplacas de 96 pocos,
FLIPR® Calcium-4 assay kit (Molecular Devices) e KCI 70 mM para abertura dos canais de
calcio. Cardiomidcitos ou células de utero em cultura foram plagueadas nas microplacas 24
horas antes do experimento na densidade de 40.000 e 20.000 células/pogo, respectivamente, e
incubadas a 37 °C. Decorridas 24 horas, 0 meio de cultura foi aspirado e foram adicionados
100 pL da mistura: loading buffer (Fura-4) + probenecida + HBSS. Apds 50 minutos de
incubacdo a 37 °C foram adicionados 10 puL da FAT (10, 30 e 100 pg/mL) ou do controle
positivo verapamil (100 uM), em triplicata. As placas foram incubadas por mais 10 minutos e
lidas em fluorimetro 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 minutos de leitura/poco, a partir da pipetagem de KCI 70 mM.

5.3 Analises estatisticas

Os resultados foram apresentados como médias + erros/desvios padrdo das médias,
com excecdo dos valores de ICsp que foram expressos como médias geométricas e limites de

confianca (LC) superior e inferior.
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Nos testes para comparacao dos efeitos dos compostos isolados foi utilizada a analise
de variancia ANOVA (uma via) seguido do p0s teste de Dunnett, Bonferroni, Newman-Kells
ou teste t de Student. As diferencas entre os grupos foram consideradas significativas quando

p<0,05 utilizando-se o Programa GraphPad Prism® verséo 5.0.
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6 RESULTADOS
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6.1 Extracéo, padronizacao e purificacdo do material vegetal

O extrato hidroalcodlico EHA em Soxhlet foi utilizado para a obtencdo da fracdo
cloroférmica FCHCI3, que teve rendimento de 0,32%.

As particdes sucessivas do extrato hidroalcodlico, com cloroférmio em meio &cido
(pH 3,0) e em meio alcalino (pH 10,0), deram origem a fracdo alcaloides totais (FAT), de
coloracdo amarela e rendimento de 0,05%. A cromatografia da FAT em camada delgada em
silica gel, eluida com BAW e revelada com reagente de Draggendorf mostrou sete manchas
bem definidas.

A FCHCI; anterior a FAT teve rendimento 5 vezes maior e em cromatografia de
coluna de silica gel separou 13 fragbes. O perfil cromatografico das fracdes analisadas por
CCD teve semelhanca com a FAT: delimitou uma mancha para a Fs3.39 (Rf 0,59), duas
manchas para a Fg7-79 (Rf 0,54 e 0,59), trés manchas para a Fios.111 (Rf 0,49; 0,54 e 0,59) e
uma mancha para a Fis3.159 (Rf 0,49) (figura 5).

O perfil cromatografico da FAT liofilizada foi determinado por CLAE pela Dra.
Mirtes Midori Tanae e por CCD em silica gel. As analises revelaram, respectivamente, um
total de sete manchas com fatores de retencdo (Rfs) de 0,34; 0,37; 0,41; 0,45; 0,50; 0,55 e
0,60 (figura 5) e no cromatograma da CLAE nove picos principais com tempos de retengéo
(min) / érea total (%) de: 3,5 min / 4,3%; 8,9 min / 2,3%; 12,2 min / 3,9%; 12,8 min / 8,4%);
15,3 min / 4,2%; 15,8 min / 8,4%; 19,2 min / 6,4%; 20,3 min / 4,3 % e 23,5 min / 1,8%

(figura 6).



FAT F33—39 I:67—79 F105—11 F153—159 FAT

Figura 5- Andlise cromatogréafica (CCD) da G. argenteum Woodson. Cromatofolhas com silica gel eluidas
com BAW 4:2:1 e reveladas por reagente de Dragendorff. As machas correspondem ao perfil
cromatografico da FAT e fragbes purificadas
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Figura 6 - Cromatograma da CLAE com os principais picos da FAT de G. argenteum. A figura descreve o perfil
cromatografico da amostra com os respectivos tempos de retencdo dos picos detectados em A 260 nm durante 30
min de elui¢cdo com &gua/acetonitrila (10 a 60%).
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6.2 Avaliacdo dos efeitos gerais da FAT de G. argenteum em camundongos

Apobs administracdo oral Unica de 10, 30 ou 100 mg/kg da FAT de G. argenteum,
camundongos (n=3) foram observados aos 30 min, 1, 2, 3 e 24 horas quanto a mudancas no
padrdo normal de comportamento e outros sinais.

Comportamentos de levantar as patas dianteiras (“rearing”) e de corrida ao elevar as
patas posteriores, estiveram presentes em alguns animais tratados em todas as doses e tempos
descritos, assim como no grupo controle.

Alguns animais tratados com 10 e 30 mg/kg, apresentaram comportamentos de
subida nas paredes da caixa de observacdo, e apenas em animais tratados com 30 mg/kg foi
observado algum nivel de hiperatividade.

Apds administracdo de 10 mg/kg por via intraperitoneal, 0s animais apresentaram
dificuldade de locomocdo, diminuicdo da motricidade, ptose e cianose, ocorrendo morte nos
30 minutos iniciais.

Para avaliar os efeitos observados na triagem farmacoldgica, foram realizados testes
especificos no SNC. Em todos os testes, a FAT de G. argenteum foi administrada por via oral
nas mesmas doses determinadas no teste hipocratico e os animais (n=6) foram avaliados uma
hora ap6s os tratamentos. Os grupos controle receberam somente o veiculo agua (5 mL/kg,
v.0.). Em todos os testes, os aparelhos foram limpos com etanol a 10% e secos antes de cada
avaliacdo.

Os animais foram submetidos a avaliagdo da atividade exploratoria e do desempenho
motor, onde foram utilizados os testes do campo aberto (“Open-Field”) e do “Rota-Rod”,
respectivamente. A atividade hipno-sedativa foi observada no teste do sono induzido por
pentobarbital (50 mg/kg, i.p.), a atividade tipo antidepressiva com o teste da suspensdo pela

cauda (“Tail Suspension Test”), a atividade tipo ansiolitica no labirinto em cruz elevado
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(“Elevated Plus-Maze”, LCE) e, por ultimo, foi aferida a temperatura corporal dos
camundongos.

A FAT de Geissospermum argenteum na maior dose (100 mg/kg, v.0.) reduziu de
forma significativa (p<0,05) a frequéncia de entrada nos bracos abertos do LCE (%EBA 5,5 +
2,5) e aumentou a frequéncia de entrada nos braco fechados (%EBF 94,5 + 2,5), quando
comparados ao grupo controle (%EBA 23,8 + 4,6 e %EBF 76,2 + 4,6), sem alterar
significativamente (p>0,05) o tempo de permanéncia em ambos os bragcos (%TBA 1,4+ 09¢
%TBF 98,7 £ 0,9), em comparacdo ao grupo controle (%TBA 10,4 + 2,7 e %TBF 89,6 + 2,7).
A mesma dose também produziu aumento significativo (p<0,01) na postura de estiramento
(43,3 £ 3,0; controle - 29,2 + 1,3) (Tabela 1).

No teste do sono induzido por barbitirico, a laténcia para o sono diminuiu na dose de
10 mg/kg (211,0 + 11,8), porém sem significancia estatistica (p>0,05) ao ser comparado ao
grupo controle (246,7 + 18,5). Nas doses de 30 e 100 mg/kg, houve reducao significativa da
laténcia, p<0,05 (189,8 + 8,3 e 190,7 = 13,2, respectivamente). Ndo foram observadas
diferencas estatisticas significantes nas doses estudadas, sobre o tempo de duracdo do efeito
hipnosedativo induzido pelo barbiturico (Tabela 1).

Nos outros testes e na temperatura retal dos animais, todos os efeitos observados nao
parecem estar relacionados ao tratamento, ndo atingiram significancia estatistica (p>0,05) ao
serem comparados ao grupo controle e, portanto, ndo apresentaram relevancia farmacolégica

(dados ndo mostrados).
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Testes experimentais FAT FAT FAT
(parametros analisados) Controle 10 mg/kg 30 mg/kg 100 mg/kg
Freq. entrada 238+46 | 176+52 | 8357 | 55+25*
bracos aberto (%) T e T T
;/eor)“po bracos aberto | 154157 | 115+44 | 75+53 1,4+0,9
Labirinto em
Freq. entrada *
Cruz Elevado bracos fechados (%) 76,2+ 4,6 82,4+5,2 91,757 945+25
(LCE)
Tempo bragos
fechados (%) 89,6 +2,7 88,5+4,4 925+5,3 98,7+0,9
N° de estiramentos (%) | 29,2+ 1,3 36,5+29 42,5+2,6** | 43,3+ 3,0**
Laténcia (s) 246,7+185 | 211,0+11,8 | 189,8+8,3* | 190,7 + 13,2*
Sono Induzido
por pentobarbital
Duracédo (min) 105,8 + 25,1 67,0+6,5 96,5+19,7 | 1155+16,3

Tabela 1 — Testes do labirinto em cruz elevado e do sono induzido por pentobarbital. Os valores descrevem os efeitos da
FAT de G. argenteum (10 a 100 mg/kg) em camundongos apds 60 min do tratamento (n=6). Os resultados sdo mostrados
como a média + erro padréo e analisados por ANOVA, seguida do teste Dunnett. As diferencas estatisticas em relagéo ao

controle sdo descritas como *p<0,05 e **p<0,01
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6.3 Avaliacdo dos efeitos neuromusculares esquelético da FAT de G.

argenteum em diafragma de rato

Em preparacbes de nervo frénico-musculo diafragma de rato a FAT produziu
respostas proporcionais a concentracdo durante o periodo de incubacdo (30 min). Quando
estimuladas indiretamente (nervo), as contracdes foram inibidas em 13,4 + 1,7%, 94,5 + 1,8%
e 100%, respectivamente as concentragdes individuais de 10, 30 e 100 ug/mL (figura 7A). O
efeito maximo produzido pela maior concentracdo da FAT foi alcancado nos 10 primeiros
minutos ap6s a incubacdo. Em outra preparacdo, a neostigmina foi incubada na vigéncia do
bloqueio neuromuscular produzido pela FAT (20 pg/mL). Na concentracdo de 10° M, o
anticolinesterasico ndo reverteu o efeito da FAT, ao contrario, potenciou o bloqueio (figura
8B). Em condicdes controle, a inibicdo (50%) produzida pela d-Tubocurarina (10° M) foi
parcialmente revertida pela adicdo da neostigmina na mesma concentracdo (figura 8A).

Em preparacdes comprovadamente sem influéncia do nervo frénico, as mesmas
concentracdes da FAT potenciaram as contrac6es induzidas por estimulacédo elétrica direta das
fibras musculares esqueléticas. Quando comparado as amplitudes de contracdo obtidas antes
da incubacéo, o efeito méximo produzido por cada concentracdo foi de 3,0 + 0,6%, 12,5 +
2,0% e 23,2 + 1,2% (figura 7B). Os efeitos descritos em ambas as preparagdes foram

reversiveis apés a lavagem.



% Contracao Basal

61

(A) (B)
150~
FAT10 pgimL FAT 10 pg/mL
—— FAT 30 pg/mL § 195- . —*— FAT 30 pg/mL
- FAT100 ygiml o f —v— FAT 100 ug/ml
I
< 1004
c
S 75
S
50-
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 7 — Efeitos da FAT de G. argenteum em preparacdes de nervo frénico-musculo diafragma de rato. (A)
Contragdes obtidas por estimulo elétrico indireto das fibras nervosas (0,5 ms; 0,2 Hz e voltagem supraméxima). (B)
ContragBes induzidas por estimulacdo elétrica direta das fibras contrateis. Os simbolos e as barras representam as
médias * erros padrdo (n=4) e os resultados analisados por ANOVA, seguida pelo teste de Dunnett. As diferencas
estatisticas em relagdo ao controle sdo descritas como *p<0,05 e **p<0,01
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Figura 8 - Registro das contracdes obtidas por estimulo elétrico indireto das fibras nervosas do diafragma de rato (0,5
ms; 0,2 Hz e voltagem supramaxima). (A) Bloqueio das contragdes produzido pela d-Tubocurarina (d-TC 10° M)
revertido ap6s a incubacdo da neostigmina (NEO 10 M) (controle). (B) Efeito do anticolinesterasico incubado na
vigéncia do bloqueio da FAT de G. argenteum
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6.4 Avaliacdo da atividade da FAT de G. argenteum na atividade da enzima

Ca*?-ATPase de musculo esquelético

Os ensaios realizados na presenca de diferentes concentracdes de enzima, de
substrato e tempos de reacdo, mostraram que a atividade 6tima da enzima foi obtida com
0,581 pg/mL de proteina, 3 mM de ATP e 10 minutos de reagdo a 37 °C.

A atividade da Ca*™-ATPase isolada de coxa de coelhos foi determinada incubando-
se a FAT (1 a 100 pg/mL), por 10 minutos a 37 °C e medindo-se o Pi liberado em
espectrofotdmetro a 820 nm. A fracdo alcaloides totais de G. argenteum nas concentragdes
utilizadas néo alterou a atividade da enzima (figura 9A). A tapsigargina (controle positivo)

inibiu a atividade da Ca®*-ATPase com ICs, = 0,18 pM (figura 9B).
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Figura 9 — Efeitos da FAT de G. argenteum sobre a atividade da enzima Ca*’-ATPase de musculo esquelético. (A)
Atividade enzimatica da SERCA | na presenga da FAT (1 a 100 pg/mL). (B) Efeito do inibidor enzimatico
especificoTapsigargina (controle). Os simbolos e as barras representam as médias + erros padrdo dos ensaios em
triplicata
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6.5 Avaliacdo dos efeitos da FAT de G. argenteum na presséo arterial de

ratos anestesiados

A pressdo arterial média inicial dos ratos anestesiados com pentobarbital (65 mg/kg,
I.p.) foi de 126 = 1,8 mmHg. Na auséncia da respiracdo artificial, a dose de 3,0 mg/kg
produziu queda acentuada e prolongada da pressdo arterial, que levou os animais a morte
(figura 10). Portanto, durante o experimento a ventilagdo artificial para roedores foi utilizada
(figura 12).

A injecé@o endovenosa da FAT de G. argenteum nas doses de 0,3; 1,0 e 3,0 mg/kg,
produziu hipotensdo méxima de 15,6 + 3,1 mmHg, 25,2 + 3,3 mmHg e 28,4 + 6,3 mmHg,
respectivamente, em relacdo a pressao basal, com pico em 15 segundos, seguida de reversao a
pressao basal em 6 minutos a maior dose (figura 11). Doses maiores foram letais mesmo na
presenca da ventilacao artificial.

A injecéo de acetilcolina 0,1; 0,3 e 1,0 pg/kg, e.v. produziu hipotensao de 10,0 + 4,6
mmHg, 21,0 £ 7,1 mmHg e 38,3 £ 7,8 mmHg, respectivamente. As mesmas doses dez
minutos apds a injecdo da FAT 1,0 mg/kg produziram hipotensdo de 12,7 £ 5,8 mmHg, 22,0 +
7,0 mmHg e 39,0 + 6,8 mmHg (figura 14B). A hipotensdo produzida pela menor dose da
fracdo ndo foi bloqueada pela injecdo prévia de atropina (1,0 mg/kg) (figura 13).

A injecdo de noradrenalina 0,1; 0,3 e 1,0 pg/kg, e.v. produziu hipertenséo de 11,0 £
0,6 mmHg, 17,5 £ 1,7 mmHg e 21,3 + 3,5 mmHg, proporcional a dose, respectivamente. As
mesmas doses dez minutos apds a injecdo da FAT 1,0 mg/kg produziram hipertenséo de 8,0 +

0,6 mmHg, 16,2 + 0,4 mmHg e 26,0 + 2,5 mmHg (figura 14A).
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FAT 3,0 mg/kg, e.v.

Channel 1 (mmHg)
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Figura 10 — Registro da pressdo arterial de ratos anestesiados. Hipotenséo acentuada e irreversivel produzida pela injecdo
da FAT (3,0 mg/kg, e.v.) na auséncia de respiracao artificial. O efeito foi revertido com o uso do respirador

A Pressao Arterial
(mmHg)
Q

Figura 11 — Efeitos pressoricos da FAT de G. argenteum em ratos anestesiados com pentobarbital (65 mg/kg, i.p.).
Hipotensdo proporcional a dose com acentuada reversao na maior dose. As colunas e as barras representam as médias +
desvios padrao (n=3)
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Figura 12 — Registros da pressdo arterial (A) e da frequéncia cardiaca (B) de ratos anestesiados. (A) Hipotensdo rapida e
com acentuada reversdo produzida pela injecdo da FAT (3,0 mg/kg, e.v.) com respiracdo artificial. (B) Efeito
bradicardizante registrado simultaneamente ao registro da PA
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Figura 13 — Efeitos pressoricos da FAT de G. argenteum e acetilcolina (ACh 0,1 ug/mL, e.v.) na presenca de atropina
(ATR 1,0 mg/kg, e.v.). As colunas e as barras representam as médias + desvios padréo (n=3) e os resultados analisados
por ANOVA, seguida do teste Bonferroni. As diferencas estatisticas em relagdo ao controle sdo descritas como
KKk

p<0,001
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Figura 14 — Efeitos pressoricos dos agonistas adrenérgico noradrenalina (A, Nor, 0,1 a 1,0 pg/kg, e.v.) e muscarinico
acetilcolina (B, ACh, 0,1 a 1,0 pg/kg, e.v.) antes e ap6s a injecdo da FAT de G. argenteum (1,0 mg/kg, e.v.). As colunas
e as barras representam as médias + desvios padrdo (n=3) e os resultados analisados por ANOVA de 2 vias seguida pelo

teste Bonferroni.
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Em animais anestesiados e sob respiracdo artificial, a injecdo de hexametonio (30
mg/kg, e.v.) reduziu a PA em 35,7 £ 13,7 mmHg apo6s 15 minutos. A injecdo da FAT (2,0
mg/kg e.v.) produziu hipertensdo de 31,2 £ 6,9 mmHg néo diferente do efeito controle antes
do hexametonio. A injecdo de prazosin (1,0 mg/kg) inibiu a hipertensdo produzida pela
injecdo de Nor 0,3 pg/kg de 30,0 = 1,8 mmHg para 15,1 = 1,7 mmHg (n=3). A FAT (2,0
mg/kg e.v.) depois do prazosin produziu hipertensdo de 27,8 £ 6,9 mmHg, ndo diferente do
efeito controle obtido antes do antagonista adrenérgico (figura 15).

Os efeitos pressoricos produzidos pela injecdo de dimetilfenilpiperazino (DMPP 100,
150 e 300 pg/kg e.v.) foram comparados antes e 10 minutos apds a injecdo da FAT (3,0
mg/kg, e.v.). O DMPP produziu hipotensdo de 8,1 + 1,3 mmHg, 17,9 £ 1,9 mmHg e
hipertensdo de 44,7 £ 4,4 mmHg, respectivamente. O efeito hipotensor das menores doses
ndo foi alterado, (9,7 £ 1,9, 15,6 + 1,7 mmHg), mas a hipertensdo produzida pelo DMPP (300

ug/kg ) foi reduzida para 27,5 = 3,7 mmHg. (figura 16).

A Pressao arterial
(mmHgQ)
w
?

Figura 15 — Efeitos pressdricos da FAT de G. argenteum e noradrenalina (Nor 0,3 pg/mL, e.v.) na presenca de prazosin
(PRZ 1,0 mg/kg, e.v.) em animais anestesiados que receberam hexameténio (30 mg/kg, e.v.). As colunas e as barras
representam as médias + desvios padrao (n=3) e os resultados analisados por ANOVA, seguida pelo teste de Bonferroni.
As diferencas estatisticas em relacdo ao controle sdo descritas como *p<0,05
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Figura 16 — Efeitos pressoricos do dimetilpiperazino (DMPP, 100 a 300 pg/kg, e.v.) antes e apos a injecao da FAT de G.
argenteum (3,0 mg/kg, e.v.). As colunas e as barras representam as médias + erros padrdo (n=-5) e os resultados
analisados por ANOVA, seguida pelo teste de Bonferroni. As diferencas estatisticas em relacdo ao controle sdo
descritas como * p<0,05 e **p<0,01

6.6 Avaliacdo dos efeitos cardiacos da FAT de G. argenteum em atrios

esquerdo e direito de rato

A incubacédo da FAT 10, 30 e 100 pg/mL, durante 30 minutos, reduziu a frequéncia
da atividade espontanea do atrio direito em 24,8 + 8,3%, 22,2 + 18,0% e 29,0 + 12,6%,
respectivamente, quando comparados ao controle (214 a 245 bpm) antes da incubacéo (figura
17A). Na auséncia da FAT, a frequéncia teve reducéo de 2,1 *+ 6,4% apds 30 minutos. Nas
mesmas concentragdes, a FAT produziu aumento da amplitude de contracdo basal do atrio
esquerdo estimulado eletricamente (1 Hz, 2 ms e voltagem supraméxima) de 10,2 + 3,5%,
16,8 + 6,4% e 32,3 + 4,1%, respectivamente, nos cinco minutos iniciais, retornando aos

valores basais ao final de 30 minutos (figura 17B).
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Figura 17 — Efeitos cardiacos da FAT de G. argenteum em preparacfes de atrio isolado de rato. (A) Frequéncia dos
batimentos espontaneos das fibras do marcapasso. (B) ContragOes induzidas por estimulagdo elétrica das fibras
musculares de atrio esquerdo (2 ms; 1,0 Hz e voltagem supramaxima). Os simbolos e as barras representam as médias +
erros padréo (n=4) e os resultados analisados por ANOVA, seguida pelo teste de Dunnett. As diferencas estatisticas em
relacdo ao controle sdo descritas como *p<0,05 e **p<0,01. BPM = batimentos por minuto
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6.7 Avaliacdo dos efeitos da FAT de G. argenteum no periodo refratario em

musculo papilar de rato

O PRE50% antes da incubacdo do extrato em condicdo controle (100%) foi 192,8
ms. Na presenca da FAT 3,0 e 30 pg/mL, o PRE50% aumentou em 3,5 e 17%,

respectivamente. Na concentracdo de 10 pg/mL o PRE50% foi 7% menor que o controle

(figura 18).
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Figura 18 — Efeitos da FAT de G. argenteum sobre o periodo refratario em preparaces de musculo papilar de rato. Os

simbolos e as barras representam as médias + desvios padrdo (n=3) e os resultados analisados por ANOVA de 2 vias
seguida pelo teste de Bonferroni.
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6.8 Avaliacdo dos efeitos vasculares da FAT de G. argenteum em anéis de

aorta toracica de rato

Sem adi¢do de vasodilatadores o tonus induzido pela noradrenalina relaxou
espontaneamente 1,1 + 7,9% e 11,8 + 6,1%, da contracdo méxima induzida pela noradrenalina
nas preparacfes com e sem endotélio, respectivamente, ap6s 30 minutos.

Em preparacdes de anéis de aorta toracica de rato com e sem endotélio integro a FAT
produziu respostas proporcionais a concentracdo durante o periodo de incubacdo (30 min).
Nos vasos isolados com endotélio a FAT 1,0; 3,0 e 10,0 ug/mL relaxou o tonus induzido pela
Nor (107 M) em 28,4 + 3,6%, 63,1 + 5,6% e 96,3 + 1,7, respectivamente (figura 19A). Nas
artérias desprovidas de endotélio a FAT relaxou o tébnus em 30,2 + 8,0%, 35,0 + 7,1% e 85,5
+ 9,9% (figura 19B). Os relaxamentos maximos depois de 30 min ndo foram diferentes nos

vasos com ou sem endotélio.
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Figura 19 — Efeitos da FAT de G. argenteum em prepara¢des de musculo liso vascular isolado de rato. (A) Anéis de
aorta toracica com endotélio e (B) sem endotélio integro. Preparagdes com tonus induzido pela noradrenalina (107 M).
Os simbolos e as barras representam as médias + erros padrdo (n=3-6) e os resultados analisados por ANOVA, seguida
pelo teste de Dunnett. As diferencas estatisticas em relagdo ao controle sdo descritas como *p<0,05 e **p<0,01
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6.9 Efeitos da FAT de G. argenteum nas curvas cumulativas de

noradrenalina em anéis de aorta toracica de rato

As curvas concentracdo-efeito obtidas por adi¢cdes cumulativas de noradrenalina em
aorta toracica de rato desprovida de endotélio foram deslocadas para a direita na presenca da
FAT sem alterar os efeitos maximos (Emax). As CEs, obtidas na presenca das concentragdes
individuais de 0,3 pg/mL (CEso 0,55 uM, LC 0,26 - 1,16 uM) e 1,0 pg/mL (CEsq 0,63, LC
0,38 - 1,04 uM) aumentaram de 6 a 8 vezes quando comparadas ao controle (CEsg 0,08 uM,

LC 0,06 a 0,11 uM) (figura 20).
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Figura 20 — Curvas cumulativas de Nor (10™° a 10* M) em anéis de aorta toracica sem endotélio de rato, realizadas
antes e apds a incubacédo da FAT de G. argenteum. Os simbolos e as barras representam as médias + erros padrédo (n=4)
e os resultados analisados por ANOVA de 2 vias, seguida pelo teste de Bonferroni. As diferencas estatisticas em relagéo
ao controle sdo descritas como *p<0,05 e **p<0,01
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6.10 Efeitos da FAT de G. argenteum nas curvas cumulativas de

noradrenalina e acetilcolina em ducto deferente de rato

As curvas concentracdo-efeito obtidas por adi¢cdes cumulativas de noradrenalina em
preparacdes de ducto deferente de rato (DDR) foram deslocadas para a direita e 0 Emax
potenciados na presenca da FAT (10 a 100 ug/mL) As CEsy obtidas apos a incubagdo (10
min) das concentra¢des individuais de 10 pg/mL (CEsp 13,01 uM, LC 9,44 a 17,94 uM), 30
pg/mL (CEsp 17,19 uM, LC 12,28 a 24,07 uM) e 100 pg/mL (CEsp 40,06 uM, LC 30,65 a
52,34 uM) aumentaram de 3 a 10 vezes quando comparadas ao controle (CEsp 3,91 uM, LC
3,32 - 4,61 uM). A contragio méaxima induzida pela Nor (102 a 10® M) foi potenciada em
44,7 + 3,5%, 34,6 + 11,9% e 35,1 + 11,6%, respectivamente (figura 21A).

A FAT (10 a 100 ug/mL) incubada (10 min) reduziu as CEsy e potenciou o Emax
produzido pela adicdo cumulativa de ACh (10 a 10® M). As CEs obtidas na presenca de 10
pg/mL (CEsp 39,74 uM, LC 28,28 a 55,84 uM), 30 pg/mL (CEsp 97,7 uM, LC 73,84 a 127,6
uM) e 100 pg/mL (CEsp 114,4 uM, LC 71,85 a 182,2 uM) tiveram reducdo de 1 a 2 vezes
quando comparadas ao controle (CEsp 105,8 uM, LC 83,92 a 133,4 uM). A contragdo maxima
induzida pela ACh foi potenciada em 40,8 + 3,7%, 29,2 £+ 9,0% e 34,0 + 13,8%,

respectivamente as mesmas concentracgdes (figura 21B).
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Figura 21 — Curvas cumulativas (10® a 10° M) de Nor (A) e ACh (B) em ducto deferente isolado de rato, realizadas
antes e apds a incubacdo da FAT de G. argenteum. Os simbolos € as barras representam as médias + erros padrdo (n=3-
5) e os resultados analisados por ANOVA de 2 vias, seguida pelo teste de Bonferroni. As diferencas estatisticas em
relacdo ao controle sdo descritas como *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001
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6.11 Efeitos da FAT de G. argenteum no influxo de calcio em células de

Utero de rata e cardiomiocitos mantidos em cultura primaria

Em condig¢des controle, 0 Verapamil 100 uM inibiu o influxo e mobilizacdo de ions
calcio estimulados pela adi¢cdo de KCI 70 mM nos cardiomidcitos e nas células uterinas em
cultura, de 50% e 70% respectivamente. Comparativamente, a incubacdo de FAT (10, 30 e
100 pg/mL) ndo alterou a concentracdo citosdlica de calcio medida apos incubagdo de KC1 70

mM (n=3, em triplicata) (figura 22A e B).
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Figura 22 — Efeitos da FAT de G. argenteum sobre o influxo de calcio em células de Utero de rata e cardiomiocitos. (A)
Quantificacao fluorimétrica do calcio intracelular de (A) cardiomidcitos e (B) células de Utero, na presenca da FAT (10
a 100 pg/mL) ou verapamil (100 uM). As colunas e as barras representam as médias + erros padrdo e os resultados
analisados por ANOVA, seguida pelo teste de Dunnett. As diferencas estatisticas em relacdo ao controle sdo descritas
como ***p<0,01
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7 DISCUSSAO
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A medicina tradicional confere algumas propriedades terapéuticas as espécies do
género Geissospermum (Apocynaceae), com destaque para 0 uso da casca no tratamento
(BOTSARIS, 2007; MILLIKEN, 1997) e na prevencdo (VIGNERON et al, 2005) do
paludismo. Especialmente encontrada na Amazobnia central e oriental e nas Guianas
(RIBEIRO et al, 1999), a decoccdo e a maceracdo em agua ou alcool da casca de
Geissospermum argenteum Woodson sdo utilizadas como antidiabéticas, vermifugas, anti-
infecciosas, antifebris, antidiarreicas e como curares (DeFILIPPS; MAINA; CREPIN, 2004;
GRENAND; MORETTI; JACQUEMIN, 1987).

Conhecida popularmente como acariquara-branca (RIBEIRO et al, 1999), quinarana
da fruta pequena (CORREIA et al, 2008) e maria-congo (DeFILIPPS; MAINA; CREPIN,
2004; GRENAND; MORETTI; JACQUEMIN, 1987), a G. argenteum esta inserida na familia
Apocynaceae, conhecida por sua grande importancia medicinal e por ser rica em glicosideos e
alcaloides utilizados no preparo de medicamentos (RIBEIRO et al, 1999; SOUZA,
LORENZI, 2008).

Os alcaloides flavopereirina (alcaloide  P-carbolina), geissospermina e
geissosquizolina tém sido descritos como os principais constituintes quimicos de algumas
espécies do género Geissospermum (LIMA et al, 2009; STEELE et al, 2002; TANAE, 1999).
Em G. argenteum, os alcaloides (-) demetoxiaspidospermina, (-) aspidospermina, (+)
aspidocarpina e (+) dimetilaspidospermina foram identificados por Paccioni & Husson
(1978).

O uso popular do Geissospermum spp. no tratamento da maléria foi explicado por
acdo antiparasitaria in vitro (BERTANI et al, 2005; MARTINS, 2010; MUNOZ et al, 2000;
STEELE et al, 2002). A elevada citotoxicidade do extrato metanolico da G. argenteum foi
também descrita em Artemia salina (QUIGNARD et al, 2003). Além da atividade

antimalarica, outras acdes farmacologicas também foram descritas para os alcaloides do
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género, como por exemplo, acdo curarizante (RIBEIRO, 1986; TANAE, 1999), inibicdo da
captacdo de serotonina nos sinaptossomas de hipocampo de rato (LIMA-LANDMAN et al,
2006), acdo antinociceptiva (WERNER et al, 2009), acdo anticolinesterasica (TANAE et al,
2006; LIMA et al, 2009) e atividade hipotensora (MARTINS, 2010).

Os principais alcaloides de G. argenteum (PACCIONI; HUSSON, 1978) e as suas
atividades no estagio intra-hepatico do Plasmodium (BERTANI et al, 2005) e como
antimicrobianos (CORREIA et al, 2008) foram previamente descritos. No entanto, a atividade
farmacoldgica dos alcaloides em mamiferos ndo é conhecida. O presente trabalho propde
estudar o espectro de acdo dos alcaloides de Geissospermum argenteum Woodson
(acariquara-branca) em roedores, com enfoque principal na atividade cardiovascular.

Este trabalho teve como ponto de partida a extracdo hidroalcodlica da casca
pulverizada da Geissospermum argenteum, nativa da Amazonia central, como indicado no uso
popular. A extracdo foi realizada em Soxhlet e 0 extrato resultante passou por sucessivas
particdes entre agua/cloroférmio em diferentes pH para obtencdo da fracdo alcaloidica. A
extracdo foi acompanhada de analises cromatograficas em silica gel e a FAT padronizada em
CLAE.

O cromatograma da FAT em CLAE mostrou 9 picos principais detectados a 260 nm.
A FCHCI; purificada em coluna de silica gel forneceu 13 fragdes que foram levadas a analise
quimica instrumental. E parte do projeto biomonitorar as substancias purificadas até
identificacdo daquelas ativas.

A semelhanca dos trabalhos recentes que demonstraram acBes bioldgicas dos
alcaloides isolados e semipurificados de outras espécies do género (TANAE, 1999;
MARTINS, 2010) todos os testes farmacologicos foram realizados utilizando a fracao rica em

alcaloides (FAT).



81

Os estudos farmacologicos foram iniciados com a triagem da atividade geral como
descrito por Irwin (1968), com as devidas modificacdes. A finalidade dessa triagem foi
observar o comportamento dos animais, relacionando a intensidade dos efeitos com as doses
administradas da FAT. Com base nos sinais observados, os estudos foram redirecionados para
testes mais especificos.

Alguns animais tratados com a FAT por via oral apresentaram inquietacdo e
hiperatividade, mas nenhum outro sinal caracteristico de atividade central. Com a
administracdo intraperitoneal da FAT, o0s animais apresentaram, progressivamente,
dificuldade de locomocao, diminuicdo da motricidade, ptose, cianose e morte. Esses efeitos
sugeriram uma acdo curarizante da FAT que, posteriormente, foi confirmada na preparagédo
isolada nervo frénico-musculo diafragma de rato. Efeito semelhante foi descrito por Martins
(2010) e Ribeiro (1986) com a administracdo i.p. do extrato bruto etandlico da casca de G.
urceolatum e G. laeve, respectivamente. No entanto, Lima et al (2009) administrando uma
fracdo rica em alcaloides de G. vellosii, também por via i.p., ndo observou alteracdes motoras
no teste do “rota-rod”.

A hiperatividade ap6s a administracdo oral da FAT foi reavaliada com maior nimero
de animais no teste do campo-aberto, “rota-rod” e labirinto em cruz elevado. Os resultados
ndo confirmaram o observado no teste geral. No teste do labirinto em cruz elevado, que avalia
atividade tipo ansiolitica, os resultados mostraram que a administracdo oral da FAT na maior
dose aumentou as entradas nos bracos fechados e o numero de estiramentos, sinais nédo
conclusivos de hipermotilidade. No teste do sono induzido por barbiturico, a laténcia para o
sono foi menor, mas de mesma duracdo e, portanto, ndo indicativo de estimulacdo central
produzida pela FAT. No teste de suspensdo pela cauda, que avalia atividade tipo
antidepressiva, ndo foram observadas alteragdes significativas. Portanto, os resultados in vivo

ndo indicaram acgdo central da FAT ap06s administracéo oral.
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Vale ressaltar que, Werner et al (2009) descreveram ativacdo especifica de
receptores serotoninérgicos 5-HT14 com administracdo oral de uma fragdo diclorometanica da
G. vellosii, embora sem alterar o desempenho motor de camundongos. Como demonstrado
nos testes iniciais deste trabalho, nossas experiéncias ndo indicaram que os alcaloides sejam
absorvidos por via oral.

O uso popular atribui propriedade antifebril a G. argenteum (DeFILIPPS; MAINA;
CREPIN, 2004; GRENAND; MORETTI; JACQUEMIN, 1987). Depreende-se que no uso
popular, os extratos da planta sejam administrados por via oral. Porém, em nossas
experiéncias, nenhuma alteracdo foi observada na temperatura retal dos animais apds
administracdo da FAT por via oral. Testes complementares da atividade anti-inflamatéria ndo
foram realizados com a FAT, principalmente porque a falta de efeitos in vivo (v.0.) parece
estar relacionada a baixa biodisponibilidade da fracdo alcaloidica no trato gastrintestinal. Ao
contrario, os alcaloides mostraram efeitos intensos quando administrados pela via
intraperitoneal, onde a absor¢do é maior e as estruturas quimicas dos compostos ndo sdo
modificadas ou inativadas pelas enzimas digestivas.

In vitro, Lima-Landman et al (2006) demonstraram que os alcaloides
geissospermina, flavopereirina e geissoschizolina, isolados de G. vellosii inibiram a captagédo
de serotonina em sinaptossomas de hipocampo de rato, o que poderia interferir com o
comportamento, caso 0s produtos fossem absorvidos e poderia causar como efeito final uma
atividade do tipo antidepressiva, ndo confirmada pelos resultados observados in vivo.

Outros estudos que visem avaliar a farmacocinéetica dos compostos da FAT serdo
necessarios para uma melhor compreenséo dos resultados.

Apos a administracdo endovenosa em ratos anestesiados, a fragdo alcaloidica da G.
argenteum (3,0 mg/kg) produziu queda acentuada e prolongada da pressao arterial, que levou

0s animais a morte. Esse efeito hipotensor foi revertido pela ventilacao artificial nos animais



83

injetados, reforcando a hipdtese de que a FAT produz efeito curarizante, que leva a parada
respiratoria e andxia, sem comprometimento direto do sistema nervoso central.

O bloqueio neuromuscular do tipo curarizante ocorre por inibicdo competitiva dos
receptores nicotinicos pos-juncionais. Drogas que agem dessa forma impedem a interacdo do
neurotransmissor (acetilcolina) com os sitios de ligacdo especificos no canal e, por
consequéncia a ativacdo (BOWMAN, 2006), resultando em relaxamento da musculatura
esquelética. De outra forma (ndo curarizante), o bloqueio ocorre por dessensibilizacdo do
receptor apos despolarizacdo persistente, em um mecanismo ndo competitivo. Nesse tipo de
interacdo, o efeito ndo é revertido pela acdo da colinesterase (MARTYN et al, 2009).

Para melhor avaliar esse efeito, a acdo da FAT foi estudada em preparacbes de
diafragma de rato estimuladas eletricamente. A incubacdo in vitro da FAT 10 a 100 pg/mL
bloqueou as contracdes induzidas por estimulo do nervo frénico. Nas mesmas concentracoes,
a FAT potencializou as contracfes obtidas por estimulacdo direta do musculo diafragma. Com
a lavagem da preparacéo os efeitos foram revertidos, porém ndo houve reversdo do bloqueio
neuromuscular com a incubacdo de um anticolinesterasico (neostigmina), em concentracdo
que reverteu a acdo da d-tubocurarina na mesma preparacdo. Ao contrério, a incubacdo do
anticolinesterasico potenciou a acdo bloqueadora neuromuscular da FAT, indicando que o
mecanismo de curarizacdo da FAT ndo é competitivo (ortostérico) no receptor nicotinico da
placa terminal, como observado ap6s a incubacdo de d-Tubocurarina.

Tanae (1999), trabalhando com os alcaloides da G. vellosii, descreveu efeito de
relaxamento muscular esquelético semelhante aos obtidos com a FAT de G. argenteum.
Ribeiro (1986) demonstrou in vitro que alcaloides da G. vellosii promovem bloqueio
neuromuscular do tipo ndo competitivo, sem despolarizacdo da membrana, sem alterar a

liberacdo de acetilcolina do terminal nervoso e sem bloquear a excitabilidade muscular.
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A contracdo da musculatura esquelética € determinada por mecanismos elétricos e
quimicos. O potencial de acdo deflagrado ao longo do nervo induz a liberacdo de acetilcolina
da terminacdo nervosa na fenda sindptica. A acetilcolina presente em grande quantidade na
juncdo neuromuscular ativa os canais de sodio (nicotinicos) presentes na placa motora do
musculo esquelético, desencadeando progressivamente a despolarizacdo da membrana pos-
juncional e a ativacdo dos canais de calcio (diidropiridinicos) nos tubulos-T. Em seguida, o
neurotransmissor é hidrolisado pela enzima acetilcolinesterase. O calcio dentro da célula
promove a liberacdo de mais calcio via receptor de rianodina, presente na membrana do
reticulo sarcoplasmatico (RS), aumentando a concentracdo intracelular do fon ([Ca*?]), que
leva & contracdo das fibras musculares esqueléticas. O aumento da [Ca*?]i é regulado pela
enzima Ca*>-ATPase sarcoplasmatica que diminui a quantidade do fon apés recaptagdo para o
RS (para revisdo ver MARTYN et al, 2009; SOUCCAR, 2003).

A potenciacdo da contracdo em diafragma estimulado diretamente como mostrado
em nosso trabalho est4, provavelmente, relacionada a um aumento da mobilizagdo de ions
célcio do reticulo sarcoplasmatico, uma vez que uma diminuicdo da atividade da Ca*’-
ATPase, que também poderia explicar um aumento na contragdo muscular, ndo foi alterada na
presenca da fracdo alcaloidica.

Em ratos anestesiados e com respiracao artificial, a injecdo endovenosa da FAT
produziu hipotensao rapida e reversivel, de intensidade dependente das doses utilizadas. Com
a maior dose testada (3,0 mg/kg), a hipotensdo de 28,4 mmHg foi seguida de acentuada
hipertensdo, que pode ser devida a uma resposta reflexa induzida por ativacdo de
barorreceptores. Entretanto, como os efeitos da FAT no coragdo e na musculatura lisa
vascular ndo foram totalmente esclarecidos, a participacdo de outros mecanismos reguladores
da pressao arterial, ndo pode ser descartada neste estagio do estudo. Em animais anestesiados

e tratados com o bloqueador nicotinico ganglionar hexametonio, a hipertensdo produzida pela
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FAT néo foi alterada pela injecé@o prévia do prazosin (antagonista os-adrenérgico) na dose que
inibiu significativamente o efeito da Nor no mesmo animal, indicando que o efeito hipertensor
da FAT ndo envolve o aumento na liberagcdo de noradrenalina por estimulacdo ganglionar.

O tratamento prévio com a FAT néo alterou a amplitude dos efeitos pressoricos
produzidos pelos mediadores autonémicos noradrenalina e acetilcolina, nem a hipotensao foi
bloqueada pela injecdo prévia de atropina, indicando que ndo houve interacdo aparente dos
alcaloides com receptores as-adrenérgicos dos vasos e muscarinicos do coragdo (M) e vasos
(M3). Em outro protocolo, a FAT reduziu a amplitude da hipertensdo produzida pela maior
dose do estimulante ganglionar DMPP, que pode ser devido a uma reducdo na liberacdo da
noradrenalina devido a um bloqueio nicotinico ganglionar da FAT. Esse efeito também
poderia explicar a bradicardia produzida simultaneamente ao efeito hipotensor da FAT. No
entanto, esse resultado é inconclusivo, uma vez que no controle (salina 0,9%) o mesmo efeito
do DMPP foi reduzido significativamente. A FAT in vitro reduziu a frequéncia de batimentos
espontaneos do atrio direito, enquanto no atrio esquerdo, comandado com marca-passo
artificial, as mesmas concentracGes aumentaram a forca de contracdo. Esses resultados nao
estdo diretamente relacionados, provavelmente ndo tém o mesmo mecanismo de agéo e devem
ser reanalisados posteriormente com os alcaloides isolados. Na presenca da FAT, o periodo
refratario efetivo medido em musculo papilar de rato ndo foi alterado, indicando que a FAT
de G. argenteum néo interfere com o potencial de acdo cardiaco.

O efeito vascular da FAT foi evidente na aorta de rato com ténus induzido pela
noradrenalina. O relaxamento foi proporcional a concentracdo da fracdo no banho e, muito
intenso; ficou claro nestas experiéncias, que a FAT produz vasodilatacdo independente da
presenca do endotélio vascular, pois o efeito relaxante ocorreu com a mesma intensidade nas
artérias controle com endotélio integro, e naquelas sem endotélio funcional. Essas

observacdes indicaram que a vasodilatacdo pode ser devida ao blogueio dos receptores o;-
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adrenérgicos na musculatura lisa arterial, ou ao bloqueio de segundos mensageiros acoplados
a esses receptores, incluindo nessa possibilidade, a inibi¢cdo do influxo de ions calcio por
canais do tipo L.

A primeira possibilidade foi confirmada quando as curvas cumulativas concentracao-
resposta de noradrenalina na artéria aorta foram deslocadas paralelamente a direita na
presenca da FAT, sem diminui¢do do efeito maximo, indicando bloqueio competitivo dos
receptores og-adrenérgicos predominantes na aorta. Como descrito anteriormente, essa
interacdo ndo foi observada in vivo, talvez pela interacdo entre as muitas atividades que,
aparentemente, exercem o0s alcaloides que compdem a FAT. A segunda possibilidade,
bloqueio de canais de calcio, ndo foi comprovada em culturas celulares com o método do
Fura-4. A FAT ndo bloqueou o influxo do célcio e ndo reduziu a concentracdo citosolica do
ion.

A musculatura lisa do ducto deferente de rato (DDR) também tem inervacdo
adrenérgica predominante, mas a participacdo importante de co-transmissores e a existéncia
simultanea de atividade motora estimulada pela inervagdo colinérgica fazem do 6rgdo uma
estrutura com reatividade farmacoldgica especial (WESTFALL; WESTFALL, 2001). No
DDR, foi possivel evidenciar que a FAT potenciou o efeito contratil maximo que os agonistas
noradrenalina e acetilcolina produziram na preparacdo, antes da incubacdo dos alcaloides.
Esse efeito ndo pode ser relacionado a acOes extracelulares que protegem os mediadores da
degradacdo metabolica, ou que aumentam a concentracdo do mediador através de estimulacao
dos terminais nervosos, porque na realizacdo das curvas cumulativas de um agonista, o efeito
méaximo indica que o 6rgdo ndo mais responde ao aumento da concentracdo extrinseca do
agonista com um incremento da resposta contratil. Portanto, a potenciacdo da resposta
maxima deve ser explicada pela ativacdo de segundos mensageiros. No entanto, a

complexidade da acdo da FAT foi evidenciada nessa preparacao porgue, a0 mesmo tempo em
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que potenciou a resposta contratil, a FAT deslocou a curva dose—efeito da noradrenalina para
a direita, indicando o bloqueio dos receptores a;— adrenérgicos, como ja foi mencionado.
Comparativamente, na mesma preparacdo de DDR, o efeito maximo da acetilcolina nas
curvas concentracdo-efeito também foi potenciado na presenca da FAT, sem alteracdo da
ECso do agonista na presenca dos alcaloides.

Como ja citado, a inervacdo simpatica do DDR ¢ realizada por dois co-transmissores:
a noradrenalina e o0 ATP armazenados no mesmo granulo da varicosidade simpatica. Frente as
outras evidéncias da a¢do bloqueadora os-adrenérgica da FAT, um possivel blogueio da agédo

do co-transmissor ATP néo foi priorizado.
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8 CONCLUSAO
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Em conclusao, a partir das cascas do caule de G. argenteum foram obtidas fracdes
ricas em alcaloides, revelados com reagentes de Dragendorff e com perfil cromatogréafico
apresentando 9 picos principais. As experiéncias iniciais realizadas com o extrato alcaloidico
padronizado da Geissospermum argenteum indicaram muitas acfes farmacologicas: acéo
hipotensora em rato, acdo bradicardizante e acdo inotropica positiva no atrio in vitro, acao
vasodilatadora na aorta, acdo bloqueadora da transmissdo neuromuscular no diafragma, acédo
potenciadora da contracdo muscular no diafragma, acdo bloqueadora do estimulo simpatico
no ducto deferente, acdo potenciadora da resposta contratil maxima da noradrenalina e da
acetilcolina no ducto deferente de rato.

Evidéncias até agora obtidas indicam os seguintes mecanismos de acdo moleculares:
blogueio competitivo de receptores a-adrenérgicos (responsavel por hipotensao, relaxamento
de tobnus adrenérgico, aumento da CEsy da noradrenalina), bloqueio ndo-competitivo de
receptores nicotinicos musculares (responsavel pelo efeito curarizante in vivo e bloqueio
neuromuscular).

A potenciacdo da contragdo do diafragma e 0 aumento do inotropismo ndo contam
com indicacdo do mecanismo responsavel; a possibilidade da concentracdo do célcio
intracelular ser aumentada por prolongamento do potencial de acdo, isto é, bloqueio dos
canais de potassio durante a repolarizacdo celular ndo foi confirmada no periodo refratario do
musculo papilar de rato. Da mesma forma, ndo houve indicagdo dos mecanismos moleculares
envolvidos na potenciacdo do efeito maximo dos agonistas no ducto deferente de rato. A
interpretacdo atual favorece o aumento de segundos mensageiros intracelulares (IP3, DAG,
PKC), mas nao existem dados comprobatorios dessa acao.

Os estudos devem ser continuados com os alcaloides isolados para confirmacéo dos
mecanismos de acdo conhecidos e para evidenciar outros mecanismos de acdo apenas

suspeitados.
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