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RESUMO

Previamente, foi mostrado por nossa equipe de pesquisa que o0 1-nitro-2-feniletano (NF), o
principal constituinte do 6leo essencial de Aniba canellila, uma planta nativa da Amazonia,
reduz a pressao arterial e possui efeitos vasorrelaxantes. Mais recentemente, foi observado
que o 1-nitro-2-fenileteno (NFE), um derivado obtido de maneira sintética através de restricdo
conformacional da molécula do NF, possui uma poténcia 3 a 4 vezes maior para relaxar
preparacdes isoladas de aorta torcica de rato em comparacdo ao NF (de origem natural). No
presente estudo, visando melhorar a interacdo farmaco-receptor, nds investigamos os efeitos
cardiovasculares de dois derivados do NFE, o 1-nitro-2-[(4'-metoxi)-fenil]-eteno (derivado |
com grupamento metoxila) e 1-nitro-2-[(4'-dimetilamina)-fenil]-eteno (derivado Il com
grupamento dimetilamina) em ratos espontaneamente hipertensos. Sabe-se que 0s
grupamentos metoxila e dimetilamina sdo elétron-doadores e podem alterar o aspecto
eletrénico da molécula do NFE. Dados preliminares mostram que inje¢@es intravenosas em
bolus do NFE e dos derivados | e Il induziram efeito hipotensor e bradicardizante biféasicos
(fase 1 réapida e fase 2 mais tardia). A fase 1 da hipotensdo e bradicardia tende a ser reduzida
ou abolida ap6s a bivagotomia e o tratamento perineural dos vagos com capsaicina (250
ug/mL). A magnitude da segunda hipotensdo (fase 2) tende a ser 3-4 vezes maior para 0S
derivados | e Il comparada ao NFE. Os dados dos experimentos in vitro mostram que
derivados | e Il induziram vasorrelaxamento em anéis de artéria mesentérica superior, pré-
contraidas com fenilefrina (1 uM) com valores de Clso [(média geométrica - intervalo de
confianca de 95%)] de 22,41 [27,52-15,23] e 17,13 [31,29-11,82] UM, respectivamente. Estes
efeitos vasorrelaxantes ndo foram influenciados pela remocéo do endotélio vascular, portanto
foram significativamente reduzidos pelo pre-tratamento com o ODQ (1H-[1,2,4]-oxadiazol-
[4,3-a]-quinoxalin-1-ona, 10 uM), um inibidor da guanilato ciclase. Além disso, foi mostrado
gue a poténcia dos derivados | e Il (avaliada através dos valores da Clso) em relaxar
preparacdes de SMA de ratos SHR foi aumentada em comparacdo ao NFE (37,95 [95,83-
17,74] puM). Apesar de que este aumento nédo atingiu nivel de significancia, € interessante
correlaciona-lo com a aparente amplificacdo da resposta hipotensora da fase 2 induzida pelos
os derivados | e Il em relagdo ao NFE. Em concluséo, os derivados I e 11, assim como o NFE,
induziram um reflexo depressor e bradicardizante vago-vagal (fase 1). A hipotenséo tardia
(fase 2) parece ser resultante de um efeito vasodilatador por um mecanismo miogénico
independente da integridade endotelial e parece envolver a participacdo da via guanilato
ciclase/GMPc/PKG.



PALAVRAS-CHAVE: 1-nitro-2-fenileteno, artéria  mesentérica  isolada, ratos
espontaneamente hipertensos, reflexo vago-vagal, relagdo estrutura-atividade



ABSTRACT

Previously, we showed that 1-nitro-2-pheyletane (NP), the main constituent of the essential
oil of the Aniba canellila, a plant native to the Amazon, lowers blood pressure and induces
vasorelaxant effects. Recently, it was reported that 1-nitro-2-phenyletene (NPE), a structural
analogue of NP obtained synthetically, was more potent than NF to relax aortic ring
preparations than NP (of natural origin). Here, in order to improve drug-receptor interaction,
we intended to investigate the cardiovascular effects of two derivates of NPE, the 1-nitro-2-[(4'-
methoxy)-phenyl]-ethene (derivate 1) and 1-nitro-2-[(4'-dimethylamine)-phenyl]-ethene
(derivate 11) in spontaneously hypertensive rats. It is well-known that methoxy and
dimethylamine groups are electron donors and can alter the electronic parameters of the
molecule of NPE. The present preliminary results showed that intravenous injection of NPE
induced two periods of hypotension and bradycardiac (phases 1 and 2). A phase 1 tended to
be reduced or even abolished by bivagotomy and perineural treatment with capsaicin
(250ug/mL) and magnitude of hypotensive phase 2 induced by derivates | and 1l tended to be
3-4 times higher than that evoked by NPE. Derivates | and Il relaxed endothelium-intact
superior mesenteric artery (SMA) ring preparations pre-contracted with phenylephrine (1 uM)
with 1Cso (geometric mean [95% confidence interval]) values of 22.41 [27.52-15.23] and
17.13 [31.29-11.82] uM, respectively). These vasorelaxant effects remained unchanged by
removal of the vascular endothelium but were significantly reduced by pretreatment with
ODQ (1H-[1,2,4] oxadiazol [4,3-a] quinoxalin-1-one, 10 uM), an inhibitor of guanylate
cyclase. Furthermore, it was shown that potency of the derivatives | and Il (as measured by
ICso values) in relaxing preparations SMA was increased when compared to that of NPE.
Although this increase did not reach significance level, it is interesting to correlate it with the
apparent amplification of the hypotensive phase 2 response induced by both derivatives | and
Il compared to that NPE. In conclusion, NPE and its two derivatives induced a vago-vagal
bradycardiac and depressor reflex (phase 1). The delayed hypotension (phase 2) seems to
result from a vasodilatory effect by a miogenic mechanism independent of endothelial
integrity and appears to involve the participation of adenylate cyclase /cGMP/PKG pathway.

KEYWORDS: 1-nitro-2-phenyletene, mesenteric artery isolated, spontaneously hypertensive

rats, vago-vagal reflex, structure-activity relationship
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1. INTRODUCAO

A hipertensdo arterial (HA) é um grande problema de saude publica com alta
prevaléncia e baixas taxas de controle, sendo um dos fatores de risco mais importante para
doenga cardiovascular (DCV). No Brasil, inqueéritos populacionais sugerem uma prevaléncia
de HA acima de 30% (VI Diretrizes Brasileira de Hipertensdo, 2010). Apesar das
recomendacdes enfaticas de mudancas dos habitos alimentares e estilo de vida, ndo ha uma
grande adesdo por parte da populacdo. O uso de plantas indicadas pela crenca popular para o
tratamento da HA, principalmente na populacdo de baixa renda € muito comum. Tal prética,
muitas vezes agrava 0 quadro do paciente pela conduta empirica e sem acompanhamento
adequado.

O uso de plantas ao longo dos séculos para auxiliar o tratamento de varias doencas tem
exercido um papel importante na preservacao da salde e faz parte da denominada medicina
tradicional, que é baseada nas crencas e praticas que existiam antes do desenvolvimento da
medicina moderna, fazendo parte da heranca cultural de um povo.

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), planta medicinal € definida
como todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais de seus 6rgédos, substancias bioativas
que possam ser utilizadas para fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos
semissintéticos (OLIVEIRA & AKISUE, 2009). Segundo a OMS, 80% da populacdo mundial
utiliza medicamentos derivados de plantas medicinais (CORREA & ALVES, 2008).

No Brasil, cerca de 90% da populacdo ja utilizou alguma planta medicinal, o que é
justificado pela ampla diversidade vegetal do pais, que possui cerca de 23% de todas as
espécies vegetais do planeta (CALIXTO, 2003; CORREA & ALVES, 2008). As plantas
medicinais nas regifes mais pobres e também nas grandes cidades brasileiras sdo encontradas,
em sua grande maioria, nas residéncias e sua comercializacdo e feita geralmente em feiras
livres e mercados populares. Atualmente, sdo também comercializadas em farmacias e lojas de
produtos naturais (MACIEL et al., 2002; VEIGA et al., 2005). Na medicina caseira, as plantas
medicinais sdo utilizadas na forma de chas, xaropes ou infusdes para o tratamento de varias
doengas, como inflamacdes, disturbios gastrointestinais, dores musculares, gripe e insénia,
como também em doencas mais graves, como cancer, transtornos cardiovasculares, obesidade
e diabetes (FOGLIO et al., 2006; MACEDO et al., 2007; COSTA-LOTUFO et al., 2010). No
entanto, a maioria dos produtos utilizados de forma popular e tradicional como medicamentos
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ndo é licenciada e ndo possui garantia de qualidade, eficicia e seguranga (de SMET et al.,
2002; ARGENTA et al., 2011).

Dentre os compostos bioativos mais encontrados nas plantas, incluem-se antioxidantes,
vitaminas, carotendides, acidos graxos insaturados e acUcares redutores, que podem ser
utilizados para diversas aplicacOes, principalmente como aditivos alimentares, ingredientes na
formulacdo de alimentos funcionais e nutracéuticos (LOZIENE et al., 2007). Ainda, 0s
grupos de compostos mais conhecidos por sua potencialidade farmacoldgica incluem o acido
citrico, mélico e o tartéarico, que tém uma agdo laxante e diurética. Os &cidos aromaticos e 0s
seus ésteres sdo responsaveis por numerosos efeitos farmacoldgicos. Deste grupo destaca-se 0
acido rosmarinico, cumarico e fumarico, que tém acdo hepatoprotetora e antioxidante,
antisséptica, antifangica, diurética, analgésica e espasmolitica. Outros compostos sdo 0s
alcaléides como a piridina, indol, quinolina, isoquinolina e purina, além dos taninos
(compostos polifendlicos com afinidade para as proteinas) que possuem acéo antibacteriana e
antifingica; o0s heterésideos como antocianosideos, antraquinonas, cardiotdnicos,
cumarinicos, flavondides, iriddides, naftoquinonas, saponosideos e sulfo-heterosideos
(CUNHA, 2006).

Nos ultimos anos ha uma orientacdo dos 6rgdos governamentais para implementar o uso
de fitoterapicos no Sistema Unico de Saude (SUS). Para a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) fitoterdpicos ¢ definido como “todo medicamento tecnicamente obtido e
elaborado, empregando-se exclusivamente matérias-primas vegetais com finalidade
profilatica, curativa ou para fins de diagnostico, com beneficios para o usuario. Ndo podem
estar incluidas substdncias ativas de outras origens, nao sendo considerado produto
fitoterapico quaisquer substancias ativas, ainda que de origem vegetal, isoladas ou mesmo
suas misturas (Portaria n.6 de 31 de janeiro de 1995)”. Esse ultimo conceito refere-se ao
fitofarmaco que corresponde a substancia ativa pura, isolada de matérias-primas vegetais, ou
mesmo a mistura de compostos ativos vegetais, com propriedades farmacoldgicas
(RODRIGUES & CARLINI, 2002; VEIGA et al., 2005). Alguns fatores justificam o uso de
fitoterapicos como fonte terapéutica alternativa: os efeitos prejudiciais do uso abusivo ou
incorreto de medicamentos sintéticos; a falta de acesso a medicamentos industrializados por
grande parte da populacdo, além da consciéncia ecoldgica e a crenca popular de que o natural
é inofensivo (RATES, 2001).

Pela diversidade de moléculas bioativas, a utilizacdo de plantas medicinais tornou-se um

recurso terapéutico alternativo que é de grande aceitacdo pela populacdo e vem crescendo
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junto da comunidade médica, desde que sejam utilizadas plantas cujas atividades bioldgicas
tenham sido investigadas cientificamente, comprovando a sua eficacia e seguranca.

Na conferéncia das Nacgdes Unidas sobre meio ambiente e desenvolvimento (Rio-92),
foi assumido pelo Brasil e os paises participantes desse encontro, 0 compromisso de induzir
politicas de desenvolvimento sustentivel, sendo entdo criada por decreto presidencial a
Agenda 21 brasileira, que é baseada nos eixos tematicos: gestdo dos recursos naturais,
agricultura sustentavel, cidades sustentaveis, infraestrutura e integracao regional, reducéo das
desigualdades sociais, ciéncia e tecnologia para o desenvolvimento sustentavel. Desde entéo,
as politicas publicas em plantas medicinais e fitoterapicos tém sido elaboradas com o objetivo
de garantir a populacdo brasileira 0 acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e
fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia
produtiva e da industria nacional. Nesse contexto, a riqueza da biodiversidade genética
vegetal brasileira contribui para que a utilizacdo das plantas medicinais seja considerada uma
area estratégica promissora para o pais (PLETSCHI, 1998; KLEIN et al., 2009).

A revolucdo industrial e o desenvolvimento da quimica organica foram de grande
incentivo para os produtos farmacéuticos sintéticos, devido a facilidade de obtencdo de
compostos puros, a possibilidade de alteracbes estruturais que potencializem a acdo desses
compostos e ao avanco tecnoldgico das industrias farmacéuticas. Considera-se que
aproximadamente 25% de todos os medicamentos modernos sejam direta ou indiretamente
derivados de plantas. Em casos como os de medicamentos utilizados para o tratamento de
cancer e os antimicrobianos, aproximadamente 60% dos atualmente disponiveis no mercado e
dos que estdo em ultimos estagios de testes clinicos sdo derivados de produtos naturais,
principalmente de plantas (CALIXTO, 2000).

A flora Brasileira, especialmente das regides Norte-Nordeste, possui uma variedade de
especies vegetais produtoras de compostos biologicamente ativos que desperta grande
interesse da biotecnologia farmacéutica. Nesta regido hd uma abundéncia de plantas
aromaticas com um contetdo relativamente rico (1 a 2% de peso seco de folhas e de ramos)
em oOleos essenciais (OEs), que representa o conjunto de substancias volateis e lipofilicas,
obtido de diferentes partes destas plantas, que produzem o aroma (MATOS E FERNANDES,
1978; LAVABRE, 1993) e sdo responsaveis pela defesa da planta. Frequentemente, os OEs
possuem propriedades antibacterianas, antiparasitarias, antivirais e antiflngicas e representam
fonte de interesse para inddstria alimentar, primariamente como flavorizante. Nesse sentido é

utilizado o linalol, eugenol, carvacrol, citral e limoneno que séo considerados sem riscos para
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salde do consumidor e como uma fonte natural de conservante por seus efeitos
antimicrobianos (CUNHA et al., 2006).

As plantas aromaticas nas ultimas décadas vém sendo estudadas tanto do ponto de vista
quimico como farmacolégico, permitindo a confirmacdo de suas atividades e dos seus
constituintes (CUNHA et al. 2007). Quimicamente, os OEs sdo misturas complexas que podem
conter cerca de 20 a 60 componentes em diferentes concentracdes, sendo caracterizados por 2
ou 3 constituintes maiores, em altas concentracdes (em geral, 20 a 70%) quando comparados a
outros constituintes. Geralmente esses constituintes com maior concentracdo determinam as
propriedades bioldgicas de OEs e incluem dois grupos: compostos de terpenos e constituintes
alifaticos.

As novas ferramentas metodoldgicas de isolamento sdo fundamentais para identificar
novos constituintes das plantas. Quando estes estudos sdo acompanhados de testes capazes de
por em evidéncia as acGes farmacoldgicas, pode relacionar-se a sua respectiva atividade
bioldgica. Esta tem sido a rota usada pela industria farmacéutica quando pretende obter um
constituinte ativo de uma planta ja usada na terapéutica tradicional e transforma-lo em
medicamento (CUNHA et al., 2006). Neste contexto, nos ultimos anos, nosso grupo de
pesquisa tem investigado os efeitos cardiovasculares de alguns OEs, oriundos do Croton
nepetaefolius Baill. (Euphorbiaceae) conhecido como marmeleiro vermelho, Mentha x villosa
Huds. (Labiatae) chamada menta rasteira, Alpinia zerumbet Burt e Smith (Zingiberaceae) (sin:
Alpinia speciosa Schum) denominada colonia, Croton zehntneri Pax et Hoffm (Euphorbiaceae)
popularmente chamado de canela de cunhd, Ocimum gratissimum L (Labiatae) conhecido
como alfavaca e mais recentemente da Aniba canelilla (H.B.K.) Mez (Lauraceae) [Syn. A.
Elliptica A.C. SM., Cryptocarya canelilla Kunth] (casca-preciosa). Essas plantas medicinais
aromaticas tem largo uso na medicina popular principalmente no tratamento de distdrbios
gastrointestinais.

A Familia Lauraceae possui aproximadamente 50 géneros e 2500 espécies, sendo que no
Brasil existem cerca de 400 espécies distribuidas em 25 géneros e sdo principalmente
encontradas nas florestas centro e sul-americanas (WERFF & RICHTER, 1996;
YAMAGUCHI, et al., 2012). E uma das familias botanicas de grande interesse econdémico
com Vvarias espécies apreciadas pelo mercado madeireiro e outras como produtoras de OEs. As
espécies aromaticas compreendem os géneros Aniba, Licaria, Dycipellium e Octea. O género
Aniba compreende cerca de 40 espécies, dentre elas a Aniba rosaeodora, rica em linalol (de
SIQUEIRA et al., 2013) e a Aniba canellila da qual foi isolada o Unico nitroderivado 1-nitro-2-
feniletano (NF) (de SIQUEIRA et al., 2013; INTERAMINENSE et al., 2013) encontrado em
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um vegetal. Ele esta presente em todos os 6rgdos dessa planta e sua concentragdo varia com a
época do ano. No periodo chuvoso a concentracdo de NF é de 95% e na época da seca é
reduzida para 39% (TAVEIRA et al., 2003).

A Aniba canellila apresenta ampla distribui¢cdo na regido amazonica e o cha de suas
folhas é utilizado como digestivo, carminativo e anti-inflamatdrio. Até pouco tempo atrés,
pouco se conhecia acerca dos efeitos cardiovasculares do OE de Aniba canellila (OEAC) e do
seu principal constituinte NF, porém nosso grupo de pesquisa tem mostrado que a injecao
intravenosa (i.v.) do NF induz uma queda da presséo arterial média (PAM) e da frequéncia
cardiaca (FC), bifasica: o primeiro componente (fase 1) é rapido e foi caracterizado como um
reflexo vago-vagal, o segundo componente (fase 2) ocorre mais tardiamente e parece ser
decorrente de uma acao direta do NF na musculatura lisa vascular. A fase 1 esta ausente ap0s
injecdo do NF no ventriculo esquerdo, sendo abolida pela bivagotomia ou pelo tratamento
perineural (TPN) com a capsaicina, mas permanece inalterada pelo pré-tratamento com
capsazepina (antagonista dos receptores vanildides TPRV1), ou com ondansetron (antagonista
dos receptores serotoninérgicos 5-HTz). Em ratos normotensos acordados, a hipotensdo e a
bradicardia (fase 1) induzidas pelo NF foram abolidas pelo pré-tratamento com metilatropina.
Em preparagdes de aorta desses animais, 0 NF relaxou de forma dependente da concentragéo a
contracdo sustentada induzida por fenilefrina (de SIQUEIRA et al., 2010). In conjunto, estes
dados permitiram sugerir que o NF induziu um reflexo vago-vagal (fase 1) que parece ser
iniciado nas aferéncias vagais pulmonares e ndao nas cardiacas, porém seu mecanismo de
transducédo deste—reflexe ainda ndo foi esclarecido. A fase 2 da resposta hipotensora do NF
parece ser mediada, pelo menos em parte, por um mecanismo vasodilatador periférico (de
SIQUEIRA et al., 2010). Efeitos similares do NF sobre a PAM e a FC foram também
observados em ratos espontaneamente hipertensos (SHRsS) cujo mecanismo de acdo foi
idéntico ao que foi descrito em ratos normotensos (INTERAMINENSE et al., 2010).
Recentemente, 0s mecanismos responsaveis pela mediagdo dos efeitos vasorrelaxantes do NF
foram estudados em preparacGes isoladas de artéria mesentérica oriundas de ratos SHR
(INTERAMINENSE et al., 2010) ou de artéria toracica oriundas de ratos normotensos
(BRITO et al., 2013). Os efeitos vasodilatadores do NF sdo independentes da integridade da
camada endotelial nos vasos sanguineos e da liberacdo do oxido nitrico (ON) visto que
ocorrem mesmo na vigéncia de inibicdo farmacoldgica da enzima ON sintetase (NOS) pelo L-
NAME (Nw-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride) (INTERAMINENSE et al., 2010;
BRITO et al., 2013). Entretanto, a inibicdo da atividade da enzima guanilato ciclase (GC)

solivel pela oxidacdo do grupamento heme com ODQ (1H-[1,2,4]-oxadiazol-[4,3-a]-
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quinoxalin-1-ona) reduz o efeito vasorrelaxante do NF. Em segmentos de aorta, 0 NF aumenta
0s niveis intracelulares do guanosina monofosfato ciclico (GMPc), efeito também abolido pelo
ODQ. Estes dados mostram que o NF induz seu efeito vasodilatador através da estimulacdo da
via guanilato ciclase/GMPc de forma independente da liberacdo de ON pelo endotélio
vascular, mas dependente do grupamento heme da enzima GC (BRITO et al., 2013). Dentre
todos constituintes de OEs testados até 0 momento pelo nosso grupo de pesquisa, a poténcia
farmacoldgica do NF em relacdo ao seu efeito vasorrelaxante € a maior registrada, o que o
torna bastante promissor.

O NF pode adotar diferentes conformacdes, portanto, o interesse nesta molécula deve-se
as possibilidades de estudar a correlacao entre sua estrutura quimica e atividade bioldgica, uma
vez que modificacdes desse composto podem gerar outros, com uma acao mais pronunciada e
de facil obtencdo. Derivados do NF e nitro-estireno foram recentemente testados como agentes
anticancerigenos pro-apoptoticas e o grupamento beta-nitroestireno foi identificado como
farmacdforo para esta atividade (KAAP et al., 2003). A parte nitrovinil da cadeia anexa ao anel
aromatico mostrou-se como sendo uma caracteristica quimica essencial e uma conformacéo
critica padrdo que confere a substancia suas atividades bioldgicas (KAAP et al., 2003). Sendo
que, o efeito pré-apoptotico, foi observado em algumas células tumorais multi-resistentes
(FATHI et al., 2000). Atraves de modificacdes especificas em alguns pontos da molécula de
NF, é possivel promover restricdo conformacional em virtude da substituicio dos carbonos sp®
por sp?, hipGtese que pode favorecer melhor interagio farmaco-receptor. O derivado sintético
assim formado, trans-nitrofenileteno ou 1-nitro-2-fenileteno (NFE), possui poténcia 3 a 4 vezes
maior para relaxar preparagdes isoladas de aorta toracica de rato normotenso em comparagao
ao NF (de origem natural) (BARBOSA et al.,, 2012). Portanto, o aprofundamento dessas
investigagOes visa contribuir para o conhecimento dos mecanismos de agdo de OES e seus
constituintes, bem como buscar através da relagcdo estrutura quimica-atividade farmacoldgica,

novos derivados mais potentes e de interesse para industria farmacéutica.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Sistema Nervoso Autdbnomo

O sistema nervoso pode ser dividido em nivel estrutural e funcional, em componente
periférico e central. O sistema nervoso periférico inclui todos os nervos que seguem seu
percurso entre o sistema nervoso central (SNC) e os locais somaticos e viscerais.
Funcionalmente é dividido em sistema nervoso autbnomo (SNA), sistema nervoso sensitivo e
somatico (voluntéario). O SNA, que costuma ser subdivido em simpético, parasimpatico e
entérico, regula as respostas involuntérias, controlando o tonus vascular, a contratilidade e
frequéncia cardiaca, a constricdo pupilar, a secrecdo salivar, piloerecdo, contracdo uterina,
funcdo da bexiga e motilidade do trato gastrointestinal (GOLAN et al., 2009).

As fibras nervosas autbnomas interagem com os 6rgdos-alvo através de uma via de dois
neurdnios: pre-ganglionar (que seguem do tronco encefdlico ou da medula espinal aos
ganglios) e pés-ganglionar (que partem dos ganglios e inervam os 6rgaos periféricos). Esses
ganglios autbnomos contém as terminagdes nervosas das fibras pré-ganglionares e os corpos
celulares dos neurénios pés-ganglionares (SIQUEIRA-BATISTA et al., 2004; GOLAN et al.,
2009). Todas as fibras pré-ganglionares simpaticas e parassimpaticas liberam o
neurotransmissor acetilcolina (ACh) que age em receptores colinérgicos nicotinicos e em
menor propor¢do, nos muscarinicos. No sistema nervoso parassimpatico (SNP), cujos
neurdnios estdo presentes na regido craniossacral, as fibras pds-ganglionares sao colinérgicas
e liberam ACh, que atua nos receptores muscarinicos. Com relacdo ao sistema nervoso
simpatico (SNS), cujos neurbnios localizam-se na regido toracolombar, as fibras pos-
ganglionares liberam a noradrenalina (NA), que age em receptores adrenérgicos ou
adrenoceptores. Entretanto, a inervagdo simpatica nas glandulas sudoriparas consiste na acao
da ACh nos receptores muscarinicos (SIQUEIRA-BATISTA et al., 2004).

O SNA exerce influéncia tonica e reflexa sobre o SCV, visto que tanto a ACh quanto a
NA liberadas no coracdo, alteram o débito cardiaco, pela modificagdo da forca de contragdo
das fibras miocérdicas; e a FC. A acdo da NA nos vasos de resisténcia da circulacdo
sistémica, altera a contratilidade muscular lisa vascular e deste modo, a resisténcia vascular
periférica (RVP). O SNS também pode exercer efeito trofico sobre as células musculares lisas

e miocardicas. Além disso, outros neurotransmissores pds-ganglionares simpaticos e
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parassimpaticos podem potencializar ou minimizar a acdo da ACh e NA, por alterarem a
sensibilidade muscular cardiaca e vascular a estimulacdo simpatica e parassimpatica,
aumentando o controle cardiovascular na manutencdo da pressdo arterial sistémica (de
ANGELIS et al., 2004).

Existem duas principais classes de receptores colinérgicos: o0s nicotinicos e
muscarinicos. Os receptores nicotinicos (nNAChR) pertencem a familia de receptores
ionotrépicos (canais i6nicos regulados por ligantes) constituidos por cinco subunidades
proteicas que quando ativadas adquirem a conformacao de canal aberto permeavel a ions Na*
e K'. Esses receptores estdo localizados, poés-sinapticamente, em numerosas Sinapses
excitatorias e sdo divididos em dois subtipos, os neurais (Nn) e 0os musculares e ganglionares
(Nm), sendo expressos no SNC, na juncdo neuromuscular esquelética e nos ganglios
autdbnomos. Esses receptores participam da regulagdo e ativacdo de neurotransmissores nas
regides pré e pods-sindptica, podendo controlar a eficicia da transmissdo sindptica e tém
importancia em diversos processos, como o aprendizado, memdria e desenvolvimento
neuronal (GOLAN et al., 2009; VENTURA et al., 2010).

Os receptores muscarinicos (MAChR) pertencem a superfamilia de receptores
metabotrépicos (acoplados a proteina G). Estruturalmente sdo proteinas de membrana
formada por sete dominios transmembranares. Existem cinco subtipos de mMAChR (M1, M,
Mz, M4 e Ms) que formam dois grupos funcionais: M1, M3 e Ms, sdo responsaveis pela
estimulacgdo da fosfolipase C (vias fosfatos de inositol) através da proteina Gq . Os receptores
Ma e My, através da proteina Gi inibitdria, atuam na inibicéo da adenilil ciclase e ativacdo dos
canais de K*. Esses receptores geralmente sdo expressos nos neurénios do SNC e periféricos
(M1, M2, M4 e Ms), nas células parietais do estbmago (M), no musculo cardiaco (M2), na
musculatura lisa visceral (M2 e Mzs), no tecido glandular e musculo liso (Ms) (GOLAN et al.,
2009). A ativacao desses receptores no sistema nervoso periférico resulta em reducéo da FC e
da forca de contracdo (cronotropismo e inotropismo negativo), vasorrelaxamento periférico e
constricdo das vias respiratorias (brénquios e bronquiolos). No SNC, estdo envolvidos em
funcbes cognitivas como memoria, aprendizado e atencdo em respostas emocionais, na
modulacéo do estresse, no sono e na vigilia (VENTURA et al., 2010).

A NA liberada numa sinapse colinérgica, também age em receptores especificos,
chamados de adrenoceptores ou receptores adrenérgicos (AR), do tipo a e B, que fazem parte
da familia de receptores metabotrdpicos. Esses receptores sdo subdivididos em: a1a, 01B, 0up,

a2a, 028, ozc € B1, B2 ¢ B3 (UETA, 2009).



24

Os receptores P-adrenérgicos (BAR) estdo envolvidos em diferentes processos
fisioldgicos, como na regulacdo hormonal (Ex. liberacdo de insulina pelas ilhotas de
Langerhans no pancreas), no controle metabdlico (Ex. lipolise) e na modulagéo cardiovascular
(Ex. contratilidade). No SCV, os BAR estdo presentes nos vasos (B2) e nas células musculares
cardiacas (B1 > PB2) e quando ativados pela ligacdo de catecolaminas liberadas pelas fibras
autondmicas (adrenalina e noradrenalina), promove vasodilatacdo, inotropismo e
cronotropismo positivo cardiaco, levando a um aumento da forca de contracdo e da FC,
respectivamente. E esse efeito no coracdo é devido ao acoplamento desses receptores a
proteina Gs estimulatoria, que estimula a adenilil ciclase levando ao aumento do AMPc
intracelular, que por sua vez ativa a proteina kinase A, fosforilando proteinas membranares e
produz um aumento de calcio intracelular (SILVA & ZANESCO, 2010; MOURA & VIDAL,
2011). Os receptores P1 e P2 foram os primeiros a serem classificados, através do uso de
agonistas e antagonistas seletivos. O receptor Bz € encontrado nos adipdcitos, atuando no
metabolismo de lipideos e na liberacdo da leptina, um horménio relacionado a saciedade,
sendo um alvo para o tratamento da obesidade (ATALA & CONSOLIM-COLOMBO, 2007,
SILVA & ZANESCO, 2010).

2.2. Acoplamento excitacdo-contragdo

Os vasos sanguineos séo estruturalmente formados por trés camadas: a camada intima,
mais interna, sendo constituida essencialmente por células endoteliais; a camada média, com
células musculares lisas; e a camada adventicia, composta de tecido conjuntivo fibroso,
revestindo externamente os vasos (Figura 1). As celulas musculares lisas sdo fusiformes e
possuem dimens@es que variam de 40 a 600um de comprimento e 2 a 10 um de diametro
(SILVA & ZANESCO, 2010; JOCA, 2012).
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Figura 1. Estrutura vascular (Fonte: JOCA, 2012).

As fibras musculares possuem feixes de filamentos, chamados de miofibrilas que
consistem num arranjo de filamentos finos (actina) e grossos (miosina) que percorrem toda a
célula muscular e estdo organizados em unidades contrateis analogas aos sarcomeros do
musculo esquelético. Os sarcdmeros sdo subdivididos em regides, sendo a primeira
correspondente a unidade contratil da célula muscular e € demarcada por duas linhas escuras
(linhas Z), que possui em cada lado uma linha clara (banda I) com filamentos finos de actina.
Entre as bandas | (dentro do sarcdmero), ha filamentos grossos de miosina, sendo essa regiao
chamada de banda A e é onde os filamentos de actina e miosina se sobrepdem. A outra regido
do sarcomero € representada por uma area clara em seu centro, denominada de banda H que
representa uma porcdo da banda A que contém apenas filamentos de miosina. Por ultimo,
existe uma linha escura no centro do sarcdmero, chamada de linha M e inclui proteinas
essenciais envolvidas na organizacdo e disposi¢do dos filamentos grossos no sarcémero
(Figura 2). O masculo liso possui estruturas chamadas de corpos densos (Figura 3), que
conduzem forca mecéanica ao musculo e favorecem o acoplamento entre os miofilamentos
(actina e miosina) e o estroma do tecido conjuntivo, exercendo fungdo comparével aos discos
Z do masculo estriado (BERNE & LEVY, 2004; JOCA, 2012).
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Figura 2. Organizagéo das fibras musculares. Miofibrilas compostas por um arranjo de filamentos
finos (actina) e grossos (miosina) organizados em unidades contréteis andlogas aos sarcdbmeros do
musculo esquelético. (Fonte: http://www.sobiologia.com.br/conteudos/Histologia/epitelio22.php)
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Interagcao
actina-miosina

Figura 3. Célula do masculo liso vascular composta por corpos densos que favorecem a interacao
entre os miofilamentos (JOCA, 2012).
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O reticulo sarcoplasmatico (RS) envolve cada miofibrila e tem papel essencial nos
mecanismos de excitacdo-contracdo cardiaca, atuando tanto na liberacdo quanto na recaptura
de Ca?* intracelular que ira ativar as proteinas contrateis, ou seja, exerce influéncia direta na
contragdo muscular. Além disso, invaginacfes do sarcolema, os tdbulos T, estendem-se ao
interior da fibra muscular (proximo a banda A) e estdo em contato com o meio extracelular,
auxiliando no processo de contratilidade, pois a ativacdo de canais de Ca?* tipo L, presentes
no fundo desses tabulos T, leva a um aumento desse ion nas regides vizinhas das cisternas do
RS, que estimula a abertura dos canais de Ca®* membranares do RS (Figura 2) (MILL &
VASSALLO, 2001; BERNE & LEVY, 2004).

O acoplamento excitacdo-contracdo refere-se aos mecanismos envolvidos na alteracédo
da concentracdo de Ca?* citoplasmatico, a partir de um estimulo celular (AGUIAR, 2009). O
gradiente de Ca?" é mantido através do RS pela Ca?*-ATPase (conhecida como SERCA 2a —
isoforma expressa no tecido cardiaco). No tecido cardiaco, a SERCA 2a facilita 0 estoque e a
distribuicdo de fons Ca?* no RS. Durante a sistole, o potencial de a¢io induz menor influxo de
Ca?* através dos canais para calcio tipo L, iniciando maior liberagdo dos estoques de Ca?*
através dos receptores de rianodina (RyR) que resulta na contracdo (FRANK et al., 2003).

Brevemente, a transmissao do sinal originado na membrana plasmatica até a maquinaria
contratil do musculo liso, ou seja, a ligacdo entre a excitabilidade e contratilidade muscular é
realizada por dois principais mecanismos: um eletromecéanico, que depende do potencial
transmembrana e envolve canais e fluxos i6nicos; e outro farmacomecanico, mediado por
substancias quimicas e independentes do potencial transmembrana. Esse acoplamento
excitagdo-contracdo € regulado principalmente pelo ion Ca®*, que além dessa funcdo,
desempenha um papel determinante em outros processos bioldgicos, incluindo regulacéo
enzimatica, expressao génica, trafego de proteinas, proliferacdo celular, apoptose, ativacdo da
fosforilagdo oxidativa e auxilio a manutencdo da integridade sarcolemal (NETO &
VILARTA, 2012). A principal fonte de Ca?* necessario para que ocorra a contragdo muscular
é 0 meio extracelular, que permite o influxo do ion para o interior da célula através de canais
ionicos, presentes na membrana plasmatica, como canais de Ca®" operados por voltagem
(VOCCs) e por receptores (ROCCs), canais de cations ndo-seletivos e tambeém pelo trocador
Na*/Ca2*. A outra fonte de Ca®* envolve os estoques internos, principalmente o RS que libera
este ion para o citosol, através do segundo mensageiro IPs ou da estimulacdo pelo proprio
Ca?" (MONTEIRO, 2009).

O acoplamento eletromecénico se inicia pela despolarizacdo da membrana plasmatica,

pela entrada de ions, como Na*, K* e ClI-, promovendo alteracdo do potencial de membrana e
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consequente abertura dos canais VOCCs. Com isso, os fons Ca?* por meio de um gradiente de
concentracdo, se difundem do meio extracelular para o interior da célula. Existem dois tipos
de canais de Ca?*no musculo liso vascular, o tipo T (transient) e o tipo L (long lasting), o mais
predominante, sendo ativado (aberto) pela despolarizacdo da membrana celular e é lentamente
inativado (fechado) tanto pela repolarizagdo ou hiperpolarizagéo celular, quanto pelo préprio
Ca?*intracelular, em um mecanismo regulatorio (PAIVA & FARIAS, 2005).

Ja o acoplamento farmacomecanico independe da despolarizacdo celular, porém
envolve a interacdo de agonistas com seus receptores presentes na membrana das células
musculares lisas. Esses receptores sdo acoplados a proteina G, um heterodimero formado
pelas subunidades o, f e vy, que encontram-se associadas entre si e com uma molécula de
difosfato de guanosina (GDP) ligada a subunidade o, quando a proteina est4 no estado inativo
(PAIVA & FARIAS, 2005). No momento em que o receptor é ativado pela ligacdo de
agonistas, inicia-se uma cascata de ativacdo intracelular da proteina G. E esse mecanismo
ocorre por meio de uma proteina auxiliar, guanosine nucleotide exchange factor (GEF), que
promove a troca do GDP por uma molecula de trifosfato de guanosina (GTP), configurando
portando, seu estado ativo. Com isso, hd uma dissociacao do dimero By da subunidade a-ATP,
as quais ddo inicio a cascatas de sinalizacdo intracelular, resultando na ativacdo de proteinas
efetoras, que podem ser enzimas (adenilato ciclase, fosfolipase C, pequenas GTPases e
cinases), canais idnicos (canais para Ca®*, Na* ou K*) ou proteinas de transporte (trocador
Na*-H*). A subunidade o possui uma atividade GTPase intrinseca, que hidroliza o GTP a
GDP, resultando na reassociacdo das subunidades a, B e y e inativagdo da proteina G. E essa
ativacdo temporaria é suficiente para que ocorra uma considerdvel amplificacdo do sinal de
transmissdo trazido pela molécula sinalizadora (MONTEZANO & TOSTES, 2005; MOURA
& VIDAL, 2011). Quando ativa, a enzima fosfolipase C (PLC) hidroliza o fosfatidilinositol-
4,5-bifosfato (PIP2) presente na membrana, formando os segundos mensageiros, 1,4,5-
trifosfato de inositol (IP3) e 1,2-diacilglicerol (DAG) que atuam em diferentes alvos. O IP3,
por ser hidrossoltvel, migra pelo citosol e se liga a receptores especificos na membrana do
RS, causando a liberagdo de Ca?* para o citosol. Enquanto que o DAG, por ser hidrofébico,
permanece na membrana plasmatica e junto com o Ca?* ativa a proteina quinase C (PKC) que
além de promover a fosforilagdo de outras proteinas intracelulares, é responsavel pelo
aumento da condutancia idnica dos canais transmembranares de célcio do tipo L, pela
fosforilacdo da cadeia leve da miosina e pela modulacdo da sensibilidade das proteinas
contrateis ao Ca?* (PAIVA & FARIAS, 2005; MOURA & VIDAL, 2011). Além disso, 0

aumento da concentragio intracelular de Ca?* pelos canais membranares VOCC e pela sua
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saida do RS para o citosol por canais dependentes do IPs, ativam outros canais presentes no
RS sensiveis ao Ca®". E essa ativacdo permite a saida adicional de Ca®* pelo RS, um
fendmeno conhecido como liberacdo de calcio induzida por calcio, favorecendo a
contratilidade muscular (FRANK et al., 2003; JOCA, 2012).

Dentre as proteinas que participam da contragdo muscular, temos a actina, miosina,
calmodulina, caldesmom e tropomiosina. A actina possui estrutura globular e € um polimero
helicoidal de cadeia dupla. A miosina € um hexdmero formado por duas cadeias
polipeptidicas pesadas em dupla hélice e dois pares de cadeias leves. A calmodulina é uma
proteina que participa do controle de varios processos metabdlicos, como a contratilidade
muscular, possuindo quatro sitios de ligacio ao Ca*?, formando o complexo Ca®-
calmodulina, regulando assim a concentracdo intracelular desse ion em varios tecidos. O
caldesmon € um dimero que, na auséncia de Ca?*, estd associada a actina. Em presenca do
Ca?*, o complexo Ca?*-calmodulina se liga ao caldesmon deslocando-o da sua ligagdo com a
actina, expondo assim os seus sitios de ligacdo com a miosina, dando inicio ao processo de
contracdo muscular. A tropomiosina € uma proteina fibrosa, que associada ao caldesmon
ocupa os sulcos formados pelos filamentos de actina (SALDANHA, 1989; MAGALHAES et
al., 2002; PAIVA & FARIAS, 2005).

A contracdo do musculo liso vascular pelas proteinas contrateis depende primariamente
do aumento da concentragdo de Ca*? intracelular, através de canais ibnicos membranares e do
RS, que podem ser ativados pela despolarizacdo da célula, por estimulos mecénicos ou pela
acdo de agonistas. Em resposta a essa elevacgio de Ca*?, quatro moléculas desse ion se ligam a
calmodulina (complexo Ca?*-calmodulina) que interage com a quinase de cadeia leve de
miosina (MLCK). Essa associagcdo promove uma alteracdo conformacional desse complexo e
desloca a sequéncia auto-inibitoria da MLCK, ativando esta quinase que fosforila a cadeia
leve de miosina (MLC). Essa fosforilagcdo permite a exposicao dos sitios de ligagdo da porgéo
globular da miosina que favorece sua interagcdo com os filamentos de actina, formando o
complexo actina-miosina. Essa interagdo entre os filamentos, promove a ativagdo da miosina
ATPase, que hidrolisa o ATP em ADP e Pi e a energia liberada pela quebra da ligacdo do
grupamento fosfato é necessaria para manter o complexo actina-miosina ativo. Depois de
formado esse complexo, ha uma mudanca em seu angulo de orientacdo, permitindo o
deslizamento dos filamentos de miosina sobre a actina e gerando a for¢a necessaria para que
ocorra a contracdo muscular (Figura 4) (BERNE & LEVY, 2004; PAIVA & FARIAS, 2005;
AGUIAR, 2009; JOCA, 2012).
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Figura 4. Contracdo muscular lisa induzida por um agonista. O aumento dos niveis de Ca*?
intracelular, promove a formacgdo do complexo Ca*?-calmodulina, que ativa a quinase de cadeia leve
de miosina (MLCK), para estimular a fosforilagdo da cadeia leve de miosina (MLC), resultando na
contragdo muscular. PIP,, fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (Fonte: AGUIAR, 2009).

No estado de repouso do musculo liso, 0 complexo tropomiosina-caldesmon, presente
ao longo dos filamentos finos, bloqueia os sitios de ligacdo da actina com a miosina.
Entretanto, o complexo Ca?*-calmodulina induz uma mudanca na conformagc&o do caldesmon,
liberando a tropomiosina e os sitios de ligacdo da actina, proporcionando a formacdo do
complexo actina-miosina. Portanto, a contracdo muscular lisa depende tanto da fosforilacdo e
ativacdo da miosina, quanto da ativacdo da actina devido a saida do complexo tropomiosina-
caldesmon. Sendo este processo dependente da energia fornecida pelo ATP, liberado pela
miosina ATPase apés interacdo com a actina e € modulado pelo caldesmon (HOROWITZ et
al., 1996).

2.3. Relaxamento do musculo liso

O relaxamento muscular é decorrente da remocéo dos estimulos contrateis ou por agdo
direta de substancias que inibem a contratilidade e consiste, principalmente, na diminuicao da

concentragdo de Ca*? intracelular a niveis basais por meio de alguns mecanismos, que
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envolvem o ndcleo, a mitocondria e proteinas que se ligam ao célcio. Além disso, a
mobilizacdo deste ion para 0 RS e para o meio extracelular também contribui para essa
reducdo, através do fechamento de canais de Ca*? do tipo L (VOCCs), da extrus&o do ion pela
membrana plasmatica (trocador Na*-Ca*?) e da recaptura do Ca*? pelo RS (bomba Ca*?-
ATPase) (Figura 5) (MILL & VASSALLO, 2001; WEEB, 2003; AKATA, 2007a).
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i MP

2H

ATP ATP
MPCA
ADP + Pi
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Proteinas
ligadas
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Figura 5. Regulacdo da concentracdo de Ca*? intracelular. SERCA, bomba de célcio do reticulo sarco-
sarcoplasmatico; MPCA, bomba de céalcio da membrana plasmética (Fonte: AKATA, 2007a).

A captacio do Ca*? pelo RS ¢ devida a acdo da bomba de célcio, ou seja, da Ca*?-
ATPase. Essa bomba esta associada ao RS, sendo chamada de SERCA (Sarcoplasmic
Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase), que transporta dois fons Ca*? para a luz do RS e
um ion K* e um H* para o citosol, por cada molécula de ATP hidrolisada. Outra Ca*?-
ATPase esta presente na membrana plasmatica (MPCA), fazendo o transporte de um ion Ca*?
para o meio extracelular e dois ions H* para o interior da célula. Outro transportador é o
trocador Na*/Ca*?, que usa o gradiente eletroquimico do sédio para mover o célcio para o
meio extracelular, sendo uma molécula de Ca*? para cada trés moléculas de sodio (BERNE &
LEVY, 2004; JOCA, 2012).
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Quando os niveis de Ca'™ intracelular estio reduzidos, pela diminuicdo ou
desaparecimento do estimulo (hiperpolarizacdo da membrana ou pela remocao de agonistas),
o complexo Ca*?-calmodulina é desfeito e se dissocia da MLCK, inativando-a, com
consequente desfosforilagdo da MLC e vasorrelaxamento (PAIVA & FARIAS, 2005;
AKATA, 2007a).

2.4. Regulacéao da contracéo e relaxamento do musculo liso vascular

Existe uma série de agentes vasoativos que interferem na contratilidade muscular,
agindo pela via de sinalizacdo de segundos mensageiros, como é o caso da NA, vasopressina,
angiotensina Il e endotelina I, que ativam seus receptores especificos (o1 adrenérgico , Vi,
AT1, ET-A, respectivamente) presentes na membrana plasmatica e que estdo acoplados a
proteina G. Resultando na ativacdo da PLC e formacéo de IP3 e DAG, que por sua vez, atua
no RS e ativa a PKC, respectivamente, como ja foi descrito anteriormente (WEEB, 2003;
BERNE & LEVY, 2004; JOCA, 2012).

A fosforilagdo da MLC também € regulada por uma enzima fosfatase da cadeia leve da
miosina (miosina fosfatase - MP), formada por trés subunidades: uma catalitca (37 KDa), uma
variavel (20 KDa) e uma de ligacdo a miosina (110-130 KDa). A PKC quando ativa, fosforila
a subunidade de ligacdo a miosina da MP, inibindo sua atividade enzimatica, permitindo que a
MLC permaneca fosforilada favorecendo a contracdo muscular. Além disso, a PKC pode
promover uma mudanga estrutural da MP, inibindo sua interagdo com a MLC. O &cido
araquidénico tem efeito similar sobre a estrutura da MP (AGUIAR, 2009).

Existem algumas proteinas que participam da regulacdo das proteinas contrateis, como a
RhoA (pequena proteina G monomeérica). No momento em que a PKC é ativada, um fator de
troca do nucleotideo guanina da RhoA (RhoGEF) é ativado, fazendo a troca do GDP ligado a
RhoA por GTP, tornando-a ativa. A RhoA, por sua vez, ativa a Rho-quinase (RhoK), que
fosforila e inibe a MP, que néo desfosforila a MLC, contraindo a célula. Além disso, a RhoK
pode fosforilar diretamente a MLC, independente da MLCK e da presenca do Ca*?, induzindo
a contracdo. Inibidores farmacolégicos da RhoK, como o fasudil e Y-27632, competem pelo
sitio de ligagdo do ATP da enzima, bloqueando sua atividade, consequentemente, favorece o
vasorrelaxamento (Figura 6) (WEBB, 2003; AKATA, 2007b).
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Figura 6. Regulac&o da contracdo do musculo liso vascular. Quando a PKC é ativada, a RhoA, atraves
da acdo do RhoGEF, ¢ ativada. Esta proteina por sua vez, ativa a RhoK que inativa a MP, favorecendo
na contragcdo muscular. CCOV, canais para calcio operados por voltagem; CCOR, canais para calcio
operados por receptor; DAG, diacilglicerol; IPs, inositol 1,4,5-trifosfato; PKC, proteina quinase C;
MLCK, Quinase da cadeia leve de miosina; MLC, cadeia leve de miosina; MP, Miosina fosfatase;
RhoGEF; Fator de troca de guanina-nucleotideo da Rho; RhoK; Rho quinase; ATP. adenosina
trifosfato; RS, reticulo sarcoplasmatico; P, fosfato (indicando a fosforilacdo) (Fonte: WEBB, 2003).

Com relacdo ao relaxamento muscular, alguns agentes vasodilatadores atuam ativando
os receptores ligados a GC na membrana plasmaética, como os peptideos natriuréticos ou
ativam a GC solavel no citosol, como o ON. As duas vias promovem um aumento dos niveis
celulares de guanina monosfosfato ciclico (GMPc) que ativa a proteina quinase dependente de
GMPc (PKG). Outros vasodilatadores, como a prostraciclina e a adenosina, se ligam aos seus
receptores e ativam a enzima adenilato ciclase (AC), aumentando a quantidade de adenosina
monofosfato ciclico (AMPc), ativando a proteina quinase dependente de AMPc (PKA). Essas
proteinas quinases também realizam uma ativacdo cruzada, de forma que a PKA pode ser
ativada pelo GMPc, assim como a PKG, pelo AMPc (WEBB, 2003; AKATA, 2007b). Tanto
a PKG quanto a PKA, além de outras fung¢bes, promovem a diminuicdo da concentracdo de
Ca*? intracelular devido a algumas vias: 1) Aumento da extrusdo de Ca*? para 0 meio
extracelular pela ativacdo da Ca*2-ATPase; 2) Maior recaptacio do Ca*2 pelo RS pela bomba
SERCA, através da fosforilacdo da enzima fosfolambam, diminuindo sua acdo inibitdria sobre
a SERCA; 3) Inibicdo da formacéo de IP3 e ativagcdo de seu receptor (IPsR), diminuindo a
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liberagdo de Ca*? induzida pelo 1P do RS. Adicionalmente, a PKA e a PKG também reduzem
a sensibilidade das proteinas contrateis ao Ca*? , pela desfosforilagdo da MLC e pela
fosforilagdo da MLCK que diminui sua afinidade pelo complexo Ca*2-calmodulina,

respectivamente, contribuindo para o relaxamento muscular (Figura 7) (AKATA, 2007b).
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Figura 7. Mecanismos do vasorrelaxamento mediado por nucleotideos ciclicos (GMPc e AMPc).
GMPc, guanosina monofosfato ciclico; AMPc, adenosina monofosfato ciclico; PKG, proteina quinase
dependente de GMPc; PKA, proteina quinase dependente de AMPc; LCII, liberacdo de célcio
induzida por IP3; R, receptor (Fonte: AKATA, 2007b).
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A bomba Na*/K*-ATPase encontrada na membrana plasmatica também contribui para a
reducdo citoplasmatica de Ca*?. Essa bomba é estimulada pela PKG, via ON, e quando
ativada, promove diminuicdo da concentracdo intracelular de Na*, que estimula o trocador
Na*/Ca?*, diminuindo os niveis de Ca®* intracelular, pela saida deste fon da célula em troca da
entrada de Na*. E essa reducdo de Ca®** mediada pelo trocador Na*/Ca?*, pode envolver
também a via do AMPc. Por exemplo, o isoproterenol, um agonista B-adrenérgico, quando
ligado a seu receptor, ativa a proteina G, estimulando a ativacdo da AC e producdo, pela
quebra do ATP, de AMPc, que ativa a PKA e esta, estimula o trocador Na*/Ca?*
(NISHIMURA, 2006). Além disso, 0 AMPc também atua nos canais de K* ativados por Ca*?
ou por ATP, hiperpolarizando a membrana e reduzindo o influxo de deste ion via VOCCs,
com consequente vasodilatacdo. O relaxamento muscular a partir do GMPc deve-se também
pela abertura dos canais de K" (hiperpolarizacdo da membrana), pela ativacdo da bomba
SERCA do RS, pelo aumento da atividade do trocador Na*/Ca?*, como também pela inibicdo
da PLC (REMBOLD, 1992, BERNE & LEVY, 2004).

O endotélio, como mencionado anteriormente, possui um papel essencial no
relaxamento do musculo liso, pois suas células produzem além de sustancias
vasoconstrictoras (endotelina, angiotensina Il e tromboxano A;), alguns agentes
vasodilatadores, como a prostaciclina (PGl,), o fator hiperpolarizante derivado do endotélio
(EDHF) e 0 ON (BATLOUNI, 2001).

Dentre os vasodilatadores endoteliais, 0 ON é considerado o mais potente e o controle
de sua producdo estd associada diretamente a varias patologias, como HA, aterosclerose e
doenca arterial coronaria. E formado a partir do aminoécido L-arginina através da enzima NO
sintetase endotelial (eNOS), ativada pelo complexo Ca*?-calmodulina. A eNOS promove a
oxidacdo do grupamento guanidino da L-arginina, formando NO e L-citrulina (Figura 8a).
Uma vez formado, o NO se difunde rapidamente das células endoteliais para o musculo liso
vascular, onde interage com o grupamento heme da GC sollvel ativando sua atividade
catalitica, formando GMPc. Este por sua vez, diminui os niveis de Ca*?, inibindo o processo
contratil (Figura 8b). A resposta vasodilatadora por estimulagdo dos receptores f-adrenérgicos
pode ser diminuida ou inibida pela retirada do endotélio ou por inibidores da sintese de eNOS,
como o L-NAME. Essa resposta também pode eliminada pela inibicdo da GC solivel ou
restaurada, por exemplo, pela adi¢do de nitroprussiato de sodio (doador de ON), mostrando o
papel do ON no relaxamento via estimulagdo B-adrenérgica (BATLOUNI, 2001; ZANESCO
& ZAROS, 2009; SILVA & ZANESCO, 2010).
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O efeito vasodilatador do EDHF é maior nos vasos de resisténcia e ¢ mediado pela
ativacdo dos canais de K™ no musculo liso vascular, levando a hiperpolarizacéo e diminuicédo
de Ca*? intracelular, enquanto o relaxamento pelas PGI, envolve a ativagdo da AC, formagéo
de AMPc e ativagdo da PKA, e consequente hiperpolarizagdo da membrana, efluxo de Ca*2
intracelular e diminuigéo da afinidade entre os miofilamentos actina e miosina (BATLOUNI,
2001). A disfuncdo endotelial estd intimamente associada ao desenvolvimento da HA e
envolve mecanismos como a diminuicdo da liberacdo e biodisponibilidade dos fatores
vasorrelaxantes derivados do endotélio, assim como uma disfuncéo nas vias de transducdo de
sinais e reducdo da sensibilidade do musculo liso a esses fatores relaxantes. Além disso, ha

um aumento na producdo dos fatores vasoconstrictores endoteliais (BATLOUNI, 2001).

2.5. Regulacdo da pressao arterial

Em condi¢bes normais, a PA deve ser mantida em uma faixa de normalidade para que
ocorra uma perfusdo tecidual adequada, nas mais diferentes condigcdes. Esse controle envolve
a participacdo de mecanismos neurais (curto prazo) e neuro-humorais (longo prazo) que
atuam modulando tanto a atividade do sistema nervoso autdbnomo (SNA) para o sistema
cardiovascular, como também o volume sanguineo e a secrecdo de varios hormonios, como a
renina, vasopressina e o peptideo natriurético. Dessa forma, alteracdes da PA encontradas, por
exemplo, na hipertensdo, sdo decorrentes da disfuncdo desses sistemas moduladores
pressoricos (IRIGOYEN et al., 2001, 2005).

Existem diversos sistemas que participam da regulacdo neuro-humoral da PA, dentre
eles destaca-se o sistema renina-angiotensina-aldosterona que atua por meio da angiotensina
I, que dentre suas diversas agdes, atua como um potente vasoconstritor. Este hormonio
peptidico provém de uma cascata enzimatica iniciada pela renina, que é secretada pelas
células justaglomerulares renais, em resposta a estimulagdo simpatica. Essa enzima quando
atinge a circulagdo, catalisa a quebra do angiotensinogénio, produzido no figado, em angiotensina
I, que, por sua vez, sofre acdo da enzima conversora de angiotensina (ECA) que lisa sua molécula
e forma a angiotensina II. A angiotensina Il também estimula a sintese e liberacdo de
aldosterona, um hormonio secretado pelo cortex adrenal importante na regulacdo da volemia,
pois aumenta a retencdo renal de sédio e consequentemente, a PA. Esse sistema neuro-

hormonal intensifica as respostas cardiovasculares comandadas pelos barorreceptores ou



38

pressorreceptores (IRIGOYEN et al., 2001, ZAGO & ZANESCO, 2006; QUADROS &
RIBEIRO, 2008).

O mecanismo de controle pressorico em curto prazo envolve o controle da PA momento
a momento. Vérias evidéncias, nas Ultimas décadas, tém mostrado o importante papel do SNC
nessa regulacdo e manutencdo pressorica dentro de uma faixa de normalidade (GUYENET,
2006). Alteracbes na PA promovem ativacdo de receptores, gerando sinais que Sao
conduzidos ao SNC, que por sua vez, transmite uma resposta por vias eferentes aos 0rgaos
efetores. O nucleo do trato solitario (NTS) € o principal local de terminagdes das fibras
aferentes cardiovasculares no SNC e atua na modulagdo da atividade autondmica eferente
para 0 SCV (AMARAL, 2005). Dentre as vias aferentes cardiovasculares envolvidas nessa
regulacdo autonémica da PA, destacam-se as aferéncias dos barorreceptores adrticos e
carotideos, os quimiorreceptores carotideos e 0s receptores cardiopulmonares, que Sao
projetadas ao SNC através dos nervos vagos e glossofaringeos. Essas informacdes aferentes
guando processadas pelo SNC, promove uma regulacdo das vias autonémicas eferentes, que
irdo atuar no sistema cardiovascular, influenciando diretamente a FC, o volume sistolico e a
resisténcia periférica (AMARAL, 2005; VALENTI et al., 2007).

Alguns mecanismos reflexos estdo envolvidos nesse controle neural da HA e séo
mediados pelos barorreceptores ou pressorreceptores, receptores cardiopulmonares e pelos
quimiorreceptores. Os barorreceptores arteriais, localizados no seio carotideo e no arco adrtico,
sdo constituidos por terminacfes nervosas livres, densamente ramificadas, que se distribuem
na camada adventicia de grandes vasos sisttmicos com propriedades altamente elasticas, como
as artérias aorta e cardtidas. SA0 mecanorreceptores sensiveis ao estiramento das paredes
desses vasos, normalmente provocados por ondas de pressdo. A tensdo gerada e consequente
distensdo dos vasos promovem deformac6es das terminacdes livres dos barorreceptores, que
sdo responsaveis pela transducdo dessas deformacdes mecanicas em potenciais de acdo de
forma réapida (barorreflexo). E a rapidez desse mecanismo regulatorio deve-se a processos de
retroalimentacdo pelo SNA (CAMPAGNOLE-SANTOS et al., 2001; IRIGOYEN et al., 2001;
ZAGO & ZANESCO, 2006). Devido a associacdo da sua atividade com o ciclo cardiaco e a
alta sensibilidade em detectar variagdes agudas da PA, os barorreceptores comandam o mais
importante e refinado mecanismo de regulacdo reflexa neural de ajuste momento a momento
da PA (PEREIRA, 20009).

O reflexo cardiopulmonar (reflexo Bezold-Jarisch) envolve receptores cardiopulmonares
que estdo divididos em trés grupos: O primeiro é conectado ao SNC por fibras vagais

mielinizadas e localiza-se nas jungdes venoatriais, cuja distensdo mecéanica (enchimento e
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contracdo atrial) leva ao aumento da atividade simpética para o nodo sinoatrial sem alterar a
atividade das fibras eferentes vagais para o coragdo ou das fibras simpéaticas. Como resposta
reflexa, ha um aumento da FC que mantém, em condicGes de aumento do retorno venoso, o
volume cardiaco relativamente constante. No segundo grupo, 0s receptores cujas aferéncias
ndo-mielinizadas trafegam pelo nervo vago, estdo distribuidos em todas as cAmeras cardiacas e
quando ativados agem como 0s barorreceptores carotideos e aorticos, diminuindo a atividade
simpatica e aumentando a acdo vagal para o coracdo. O Gltimo grupo refere-se aos receptores
também presentes nas cameras cardiacas e suas aferéncias (mielinizadas e ndo-mielinizadas)
trafegam até a medula espinhal. Esses receptores sdo ativados por estimulacdo mecéanica
(mecanorreceptores) ou por substancias quimicas diretas no epicardio (IRIGOYEN et al.,
2005). O outro mecanismo reflexo do controle da PA é mediado pelos quimiorreceptores
arteriais encontrados nos corpusculos adrticos e carotideos e séo sensiveis a mudancas da PO,
PCO: e pH. Quando hé elevacdo da PCO> e/ou reducdo da PO> e do pH, ocorre alteracdo das
aferéncias quimiorreceptoras que se projetam ao nucleo do trato solitario (NTS), no bulbo,
promovendo alteracdo na PA, além da elevagdo da frequéncia e amplitude respiratoria para
normalizar os gases sanguineos e o pH (IRIGOYEN et al., 2005).

Quando estimulados, por um aumento da PA acima de valores basais, as informacoes
aferentes tanto dos barorreceptores quanto dos receptores pulmonares sdo conduzidas através
de suas projecdes ao SNC, especificamente na regido intermediaria do NTS via nervo
glossofaringeo (inerva o seio carotideo) e nervo vago (inerva o arco adrtico). Neurbnios
secundarios do NTS, por sua vez, excitam neurénios pré-ganglionares do SNP, presente no
nacleo dorsal motor do vago e no nucleo ambiguo, que se projetam (eferéncias vagais) aos
neurbnios pos-ganglionares intramurais, situados no coragdo, levando ao aumento do toénus
vagal no corago e reducio da FC (IRIGOYEN et al., 2001; NEGRAO et al., 2001). Ademais,
outros neurénios do NTS estimulam a regido caudal do bulbo ventrolateral (CVLM) que inibe
0s neurbnios pré-motores simpaticos da regido rostral do bulbo ventrolateral (RVLM),
diminuindo o tdnus simpéatico no coragdo e vasos, levando a bradicardia, diminuicdo da
contratilidade cardiaca e da secrecdo de catecolaminas pela medula adrenal, queda da
resisténcia vascular periférica (RVP) (vasodilatacdo) e consequente hipotensdo. Logo, a
ativacdo dessas vias neuronais resulta em inibicdo da descarga simpética e intensificacdo da
resposta vagal (atividade parassimpatica) (Figura 9) (ACCORSI-MENDONCA et al., 2005;
ZAGO & ZANESCO, 2006; VALENT]I, 2007).
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Figura 9. Representagdo esquematica da via neural do barorreflexo na modulagdo da atividade
simpatica (Fonte: ACCORSI-MENDONCA et al., 2005).

Deste modo, o barorreflexo e o RBJ desempenham ajustes autonémicos
cardiovasculares que atuam na manutencdo da PA. E essas informacgdes sdo conduzidas a
periferia através de mecanismos periféricos definidos pela inervacdo autondémica. Quando
esses ajustes ndo sdo mantidos, pode ser desencadeado um quadro de HA que envolve tanto
componentes ambientais como genéticos, sendo relacionada, principalmente a alteracdes
cardiovasculares morfo-funcionais e ao controle autonomico (IRIGOYEN et al., 2005).

A HA é uma doenga cronica, considerada um problema de saude publica devido a sua
magnitude, risco e dificuldades no seu controle, sendo caracterizada quando um individuo
adulto apresenta os valores de pressdo sistolica e diastolica iguais ou superiores a 140 mmHg
e 90 mmHg, respectivamente. Sua prevaléncia na populacdo brasileira esta acima de 30%,
sendo responsavel por cerca de 40% das mortes por acidente vascular cerebral (AVC) e por
25% das mortes por doenga arterial coronariana (V DIRETRIZES BRASILEIRAS DE
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HIPERTENSAO, 2006). Independente dos fatores genéticos e ambientais (dieta, obesidade,
etilismo, tabagismo, estresse) e dos processos regulatérios da HAS, o aumento da resisténcia
vascular periférica (RVP) é o fator determinante no estabelecimento da HAS.

O tratamento da HAS tem por objetivo reduzir a morbidade e a mortalidade
cardiovascular. Existem varias classes farmacoldgicas utilizadas para o tratamento da HAS,
dentre elas destacam-se: 1) Diuréticos, que reduzem o volume sanguineo; 2) Inibidores
adrenérgicos, como B-blogueadores, que diminuem a contratilidade miocardica e a FC, sendo
usados principalmente, no tratamento da HAS associada a arritmias e doenca arterial
coronaria; e a-blogueadores; 3) Vasodilatadores diretos, que através do vasorrelaxamento,
reduzem a RVP; 4) Inibidores da ECA, diminuindo a producdo de angiotensina Il, sendo
usados principalmente em pacientes com insuficiéncia cardiaca, com infarto agudo no
miocardio, com risco para aterosclerose; 5) Bloqueadores dos receptores de angiotensina Il
(AT4); 6) Inibidores diretos da renina; 7) Bloqueadores dos canais de Ca*?, que diminuem a
contratilidade muscular lisa e a RVP, pela reducio da concentracdo intracelular de Ca*? nas
células musculares lisas vasculares (V1 DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO
ARTERIAL, 2010).

O outro tipo de tratamento é o ndo-farmacoldgico, que se refere a adocdo de habitos de
vida saudaveis para a prevencao do desenvolvimento da HAS e deve cursar com o tratamento
farmacoldgico. Inclui: controle de peso, modificacdo dos habitos alimentares (suplementagédo
de potassio, calcio e magnésio), reducdo do consumo de sal e de bebidas alcoodlicas, inclusao
de exercicio fisico a rotina (CORREA et al., 2005; V DIRETRIZES BRASILEIRAS DE
HIPERTENSAO ARTERIAL, 2006).

Diante da alta incidéncia da HA é premente a investigacdo de recursos terapéuticos mais
eficazes com o objetivo de aperfeicoar o tratamento da hipertensdo. Nesse contexto, ndo sé a

descoberta de novos farmacos é importante, mas também a inclusdo racional de fitoterapicos.

2.6. Plantas aromaticas e 6leos essenciais

As plantas aromaticas sdo abundantes na regido Norte-Nordeste do Brasil e a maioria
possui um conteudo relativamente rico (1 a 2% de peso seco de folhas e de ramos) em Gleos
essenciais (OEs). De acordo com a familia a que pertencem, as diversas espécies de plantas

acumulam esses elementos volateis em Orgdos anatdmicos especificos, como cavidades
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secretoras subepidérmicas foliares (Myrtaceae), tricomas glandulares (Lamiaceae), idioblastos
(Lauraceae, Piperaceae e Poaceae), canais oleiferos (Apiaceae) ou em bolsas lisigenas ou
esquizolisigenas (Pinaceae e Rutaceae) (TOLEDO et al., 2004; DONATO & de MORRETES,
2007). Os oleos essenciais podem ser extraidos de diferentes partes da mesma planta e, apesar
de apresentarem cor e aspecto semelhantes, podem apresentar diferentes composicOes
quimicas, caracteristicas fisico-quimicas e odores (ROBBERS et al., 1997).

De maneira geral, os OEs representam o conjunto de substancias volateis e lipofilicas,
obtido de diferentes partes das plantas aromaticas, que produzem o aroma destas (MATOS E
FERNANDES, 1978; LAVABRE, 1993). Quimicamente, os OEs sdo uma combinagdo de
diversos compostos quimicos como terpenos, sesquiterpenos, alcoois, aldeidos, cetonas, fendis,
compostos nitrogenados e sulfurados. Esses OEs sdo encontrados em varias plantas, mas sao
abundantes especialmente nas labiadas, mirtaceas, coniferas, rutaceas, lauraceas e umbeliferas
(MATOS E FERNANDES, 1978; LAVABRE, 1993). A maioria dos OEs é largamente
utilizada na inddstria, como aromatizantes, para preparacdo de perfumes, sabdes, desinfetantes
e cosmeéticos, na preparacdo de alimentos como doces caseiros, licores, bebidas aromaticas e
refrescantes assim como aguardente de cana (BIZZO et al., 2009). Além disso, os OEs, devido
a sua complexa composi¢cdo quimica, apresentam uma diversidade de a¢des farmacoldgicas,

sendo fontes potenciais para o desenvolvimento de novas drogas (SANTQOS, 1997).

Embora haja um grande incentivo ao uso de fitoterapicos, é preciso uma melhor
avaliacdo na sua prescricdo, pois ao longo dos anos foi mostrado que vérias plantas possuem
substancias agressivas e apresentam riscos toxicologicos, entre os quais toxicidade renal e
hepatica, dermatite, atividade carcinogénica, que podem ser exemplificados: pelo confrei
(Symphytum officinale — Boraginaceae) usado como cicatrizante, nos disturbios e irritacdo
gastrointestinal, mas que possui efeitos hepatotoxicos e carcinogénicos; por plantas do género
Senecio, como a jurubeba (Solanum paniculatum L.), ipeca (Cephaelis ipecacuanha) e arnica
(Arnica montana L.) mastruco (Chenopodium ambrosioides L.) e a trombeteira (Datura
suaveolens), também do género Senecio (VEIGA et al., 2005).

Assim como as plantas medicinais aromaticas, das quais sdo extraidos, os OEs séo
empregados na medicina popular, na forma de chés e infusatos, como sedativos, estomaquicos,
antiespasmadicos, antidiarreicos (KIUCHI et al., 1992; BEZERRA, 1994), antiparasitarios,
antimicrobianos, analgésicos, diuréticos e hipotensores (LUZ et al., 1984; MENDONCA,
1989, MENDONCA et al.,, 1991), antimaldricos (KLAYMAN, 1985), antissifilitico

(MENDONCGCA, 1989) e no tratamento da asma, doencgas respiratorias e rinite alérgica
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(BEZERRA, 1994; SILVA et al., 2003), da cdlica menstrual, da diarreia sanguinolenta, da
amebiase e giardiase (BORBA et al., 1990; MATOS, 2001) além de outras aplicacdes. Os
OEs, assim como seus constituintes, mostraram efeitos farmacologicos como atividade
antibacteriana,  pré-inflamatéria,  pré-nociceptiva, antiinflamatéria,  anti-nociceptiva,
analgésica, antioxidante, anticonvulsivante e moduladora contractil do musculo esquelético,
cardiaco e liso (BEZERRA, 1994; ALBUQUERQUE et al., 1995; FOGACA et al., 1997;
MAGALHAES, 1997, 2002; COELHO-DE-SOUZA et al., 1997, 1998; SANTOS et al., 1996,
1997a,b; SANTOS & RAO, 1997, 1998; para referéncias, ver LEAL-CARDOSO &
FONTELES, 1999; BEZERRA et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2001; LEAL-CARDQOSO et al.,
2002, 2010a,b; MADEIRA et al., 2002; CAMARA et al., 2003; CARVALHO et al., 2003;
MAGALHAES et al., 1998a,b, 2003, 2004, 2008; BENNIS et al., 2004; HAJHASHEMI et al.,
2004; AZAZ et al., 2004; JAFFARY et al., 2004; PINA-VAZ et al., 2004; VIGO et al., 2004;
COELHO-DE-SOUSA et al., 2005; LIMA-ACCIOLY et al., 2006; EVANGELISTA et al.,
2007; LEONHARDT et al., 2010; PEIXOTO-NEVES et al., 2010; MOREIRA-LOBO et al.,
2010; PINHO-DA-SILVA et al., 2010; LIMA et al., 2011). Entretanto, ao nosso conhecimento
ainda sdo pouquissimos os dados na literatura que comprovam suas a¢des cardiovasculares,
particularmente no que se refere a possiveis efeitos hipotensores e menos ainda, aqueles que
reportam o mecanismo de acdo desses OEs nesse sistema. Portanto, estudos nessa direcdo
podem vir a corroborar 0 uso destas plantas aromaticas, na medicina popular, para o

tratamento da HA.

Nos ultimos anos, nosso grupo tem investigado os efeitos cardiovasculares dos OEs
provenientes de plantas medicinais aromaticas que tem largo uso na medicina popular
principalmente no tratamento de distirbios gastrointestinais. Dentre os quais, destacam-se 0S
OEs oriundos do Croton nepetaefolius Baill. (Euphorbiaceae) conhecido como marmeleiro
vermelho, Mentha x villosa Huds. (Labiatae) conhecida como menta rasteira, Alpinia zerumbet
Burt e Smith (Zingiberaceae) (sin: Alpinia speciosa Schum) denominada col6nia, Croton
zehntneri Pax et Hoffm (Euphorbiaceae) popularmente chamada de canela de cunhd, Ocimum
gratissimum L (Labiatae) conhecida como alfavaca e, mais recentemente, da Aniba canelilla
(H.B.K.) Mez (Lauraceae) [Syn. A. Elliptica A.C. SM., Cryptocarya canelilla Kunth] chamada
de casca-preciosa. Estes estudos mostraram que a administracdo intravenosa (i.v.) do OE de
Croton nepetaefolius (OECN; cujos principais constituintes séo o 1,8-cineol e metil-eugenol),
da Mentha x villosa (OEMV; cujo constituinte majoritario é o éxido de piperitenona), da
Alpinia zerumbet (OEAZ; onde o principal constituinte é o terpinen-4-ol), do Croton zehntneri
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(OECZ; cujos constituintes principais sdo anetol e estragol), do Ocimum gratissimum (OEOG,
cujo constituinte principal é o eugenol) e da Aniba canelilla (OEAC; cujos constituintes
principais sdo o 1-nitro-2-feniletano e metil-eugenol) induz quedas dose-dependentes da
pressao arterial média (PAM) e da freqliéncia cardiaca (FC) em ratos normotensos (LAHLOU
et al., 1996a, 1999, 2001, 2002c,d, 2004c, 2005; de SIQUEIRA et al., 2006a,b), ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) (INTERAMINENSE et al., 2010) ou hipertensos, DOCA-
sal (LAHLOU et al., 1996b, 2000, 2002a, 2003; INTERAMINENSE et al., 2005), acordados.
Efeitos similares foram observados ap6s o tratamento i.v. com 0s principais constituintes
desses OEs, tais como 1,8-cineol (LAHLOU et al., 2002b), metil-eugenol (LAHLOU et al.,
2004a), eugenol (LAHLOU et al., 2004b), oxido de piperitenona (LAHLOU et al., 2001,
2002a), anetol (de SIQUEIRA et al., 2006a), estragol (de SIQUEIRA et al., 2006a) e terpinen-
4-ol (LAHLOU et al., 2002c, 2003), sugerindo que os efeitos cardiovasculares do OECN,
OEMV, OEAZ, OEAC, OECZ e OEOG podem ser parcialmente atribuidos as a¢des do (s) seu
(s) respectivo (s) principal (ais) constituinte (s). Um conjunto de argumentos decorrentes de
experimentos realizados tanto “in vivo” quanto “in vitro” sugere que o efeito hipotensor desses
OEs, assim como de seus principais constituintes seja consequente, em grande parte, de uma
acao vasodilatadora direta na musculatura lisa vascular (LAHLOU et al., 1999, 2000, 2001,
2002a,b,c,d, 2003, 2004a,b,c, 2005; INTERAMINENSE et al., 2007; PINTO et al., 2009).
Entretanto, o mecanismo envolvido na mediacao da hipotensdo e da bradicardia induzidas pelo
OECZ (i.v.) em ratos normotensos, difere daquele dos demais OEs estudados até hoje. De fato,
alguns dos estudos realizados por nossa equipe, mostraram que a hipotensédo induzida pelo
OECZ assim como seus principais constituintes, anetol e estragol, sdo principalmente de
origem reflexa (reflexo vago-vagal) através da estimulacdo dos receptores vanildides (TPRV1),

localizados nas fibras sensoriais vagais (de SIQUEIRA et al., 2006a,b).

2.6.1. Aniba canelilla

A Aniba canelilla (H.B.K.) Mez. é uma planta aromética, pertencente a familia
Lauraceae, abundante na regido Amazonia do Brasil, sendo conhecida popularmente no estado
do Para como “casca-preciosa” (Figura 10). No Brasil, o género Aniba ¢ constituido por cerca
de 40 espécies que séo divididas de acordo com a natureza quimica do principal constituinte do
seu Oleo essencial. Dentre elas destacam-se: Aniba burchelli, Aniba canellila, Aniba duckei,
Aniba firmula, Aniba fragans, Aniba gardneri, Aniba guianensis, Aniba hastmanniana, Aniba
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parviflora, Aniba permolis, Aniba pseudocoto, Aniba rosaeodora, Aniba riparia e Aniba
terminalis (MARQUES, 2001).

Figura 10. Folha e flores da Aniba canelilla
Fonte: http://www.kew.org/science/tropamerica/neotropikey/families/Lauraceae.htm

Varias espécies pertencentes a familia Lauraceae tém frutos comestiveis, substancias
aromaticas e 6leos essenciais que sdo empregados na fabricacdo de aromatizantes, perfumes e
medicamentos, destacando a importancia econémica dessa familia (MARQUES, 2001;
MARANHO et al., 2009).

As espécies aromaticas de Lauraceae estdo compreendidas principalmente entre o0s
géneros Licaria, Dicypellium, Aniba, Nectandra e Ocotea, nos quais 0s trés ultimos
apresentam o maior nimero de espécies de importancia econémica, visto que sdo as mais
utilizadas na culinéria, marcenaria e construgdo civil, na fabricagdo de papel, na industria
quimica e de perfumaria, como também na medicina popular (ZOGHBI et al., 2003;
MARQUES, 2001).

A A. canellila é uma espécie importante e historicamente interessante da floresta
Amazonica, porque foi confundida com as arvores da canela (cinamomo - Cinnamomum
zeylanicum) durante uma viagem de Pizarro e Orellana, desde os Andes até a foz do rio
Amazonas, em 1540 e durante uma expedi¢do em 1800, por Humbolt e Bonpland na América
do Sul, em busca da “canela famosa” do rio Orinoco (NARANJO et al., 1981). Durante a
expedicdo, pensaram ter encontrado arvores de canela (cinamomo), porém, eram na verdade

arvores de A canellila. Em 1960, os quimicos Gottlieb e Magalh&es identificaram que o OE da



46

A. canellila possuia um nitro-derivado odorifero, conhecido como NF, sendo este o verdadeiro
responsavel pelo aroma de canela encontrado na A. canellila (PINTO, 1995).

As partes utilizadas da A. canellila sdo as cascas, caules finos, folhas e sementes, com
indicacOes de uso como especiaria, ingredientes para pratos locais, fragrancias, sachés e como
afrodisiaco. Na medicina popular, decoc¢des da casca da A. canellila sdo normalmente
utilizadas por seus efeitos analgésicos, anticonvulsivantes, antidepressivos, antimicrobianos,
antissépticos, antiespamodicos, bactericidas e carminativos (MAIA et al., 2001;
INTERAMINENSE et al., 2010). Além disso, a A. canelilla possui uma importante atividade
antioxidante devido a presenca dos alcaldides benzil-tetra-hidroisoquinolona e tetra-

hidroprotoberberina em sua casca (da SILVA et al., 2007).

A casca do caule da A. canellila contém 1% de OE do peso seco da planta e o NF (Figura
11), o constituinte majoritario do OEAC. Como mencionado anteriormente, o0 NF é o Unico
nitro-derivado odorifero que se conhece, sendo responséavel pelo cheiro de canela das cascas
desta planta (GOTTLIEB & MAGALHAES, 1960). O NF é também encontrado como
substancia intermediaria da metabolizacdo da fenilalanina em feniletanol pela via de
descarboxilacdo ocorrida em frutos de Solanum lycopersicum. O metileugenol (ME) é outro
importante constituinte volatil do EOAC e a porcentagem desses dois compostos determina a
composi¢cdo do OEAC e varia de acordo com a estacdo climatica. O teor percentual do NF no
EOAC chega a 90-95% no periodo chuvoso, enquanto que o ME permanece em torno de 5-
10%. Em contrapartida, em épocas secas o teor de NF atinge valores diminuidos, em torno de
39% e 0 ME chega a 45% (TAVEIRA et al., 2003; de SIQUEIRA et al., 2010).

NO,

Figura 11. Estrutura quimica do 1-nitro-2-feniletano (Fonte: de SIQUEIRA, 2010)

Pouco é conhecido acerca das a¢Bes farmacoldgicas do OEAC. Relatos sobre esse OE
sugerem que ele possui propriedade fungistatica (OGER et al., 1994) e que é capaz de relaxar a
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musculatura lisa intestinal, o que justifica seu uso no tratamento de desordens gastrointestinais
na medicina popular (MAIA et al.,, 2001). O NF mostrou possuir atividade analgésica e
antiinflamatdria, provavelmente de origem periférica. Embora este mecanismo ainda néo esteja
completamente elucidado, é provavel que os receptores para opiodides estejam envolvidos na
sua atividade antinociceptiva (de LIMA et al., 2009). A dose letal (DLso) correspondente a 712
+ 17,4 mg/kg, classificando-a como pertencente aos agentes xenobiéticos de classe 4 (pouco
toxica) (de LIMA et al., 2009).

2.6.1.1 Efeitos cardiovasculares do nitrofeniletano

Recentemente os efeitos cardiovasculares do NF foram investigados através do uso de
preparacdes in vivo e in vitro, mostrando-se que a injecao intravenosa (i.v.) deste constituinte
do OEAC induziu uma queda da PAM e da FC, bifasica: o primeiro componente (fase 1) é
rapido e foi caracterizado como um reflexo vago-vagal, o segundo componente (fase 2) ocorre
mais tardiamente e parece ser decorrente de uma acdo direta do NF na musculatura lisa
vascular. A fase 1 induzida pelo NF esta ausente ap0s injecdo direta no ventriculo esquerdo,
sendo abolida pela bivagotomia ou pelo pré-tratamento perineural com a capsaicina, mas
permanecendo inalterada pelo pré-tratamento com o antagonista dos receptores vanildides
TPRVi, capsazepina, ou com o0 antagonista dos receptores serotoninérgicos 5-HTs,
ondansetron. Em ratos normotensos acordados, a hipotensao e a bradicardia (fase 1) induzidas
pelo NF foram abolidas pelo pré-tratamento com metilatropina. Em preparacGes de aorta
oriundas de ratos normotensos, 0 NF induziu um relaxamento concentracdo-dependente da
contracdo induzida por FEN (de SIQUEIRA et al., 2010). Ao contrario do OEAZ e seus
constituintes, estes dados sugerem que o reflexo vago-vagal induzido pelo NF é iniciado nas
aferéncias vagais pulmonares e ndo nas cardiacas. Porém, o mecanismo de transducdo deste
reflexo ainda ndo foi definido, e parece ndo envolver a ativacdo dos receptores vanildides nem
dos receptores serotoninérgicos 5-HTz localizados nos nervos vagais sensoriais. A fase 2 da
resposta hipotensora do NF parece ser mediada, pelo menos em parte, através de um
mecanismo vasodilatador periférico (de SIQUEIRA et al., 2010).

Efeitos similares ao NF sobre a PAM e a FC foram também foram observados em SHRs,
seguindo 0 mesmo mecanismo de acdo daquele supramencionado observado em ratos
normotensos (INTERAMINENSE et al., 2010). Recentemente, 0s mecanismos responsaveis

pela mediacdo dos efeitos vasorrelaxantes do NF foram avaliados em preparac6es isoladas de
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artéria mesentérica oriundas de ratos SHR. Os dados obtidos permitiram concluir que o NF
(assim como o OEAC) induz seu efeito vasorrelaxante principalmente através de um
mecanismo miogénico independente da integridade do endotélio, do que através de um
mecanismo dependente de eventos na membrana celular, envolvendo canais de célcio
dependentes de voltagem ou de receptor (INTERAMINENSE, 2010). Este efeito
vasorrelaxante, que foi preferencialmente dependente do acoplamento farmacomecéanico é
responsavel pela fase 2 da resposta hipotensora do NF em SHR. Dentre os constituintes de
OEs testados até o momento, a poténcia farmacoldgica do NF em relacdo ao efeito

vasorrelaxante é a maior registrada.

3. JUSTIFICATIVA

O NF pode adotar diferentes conformacd@es, principalmente pela rotacdo em torno da
ligacdo dos carbonos sp® da cadeia lateral, responsaveis pela ocorréncia dos isémeros
conformacionais anti e vici (Figura 12), sendo o anel aromatico coplanar em relacdo ao

grupamento nitro (comunicagéo Dr. Rosivaldo dos Santos Borges, UFPA)

H > H H > NO,
H™N"H H™N"H
NO, H

Figura 12. Estruturas conformacionais anti (a esquerda) e vici (a direita) do 1-nitro-2-feniletano

Nossa equipe de pesquisa tem interesse nesta molécula devido as possibilidades de
estudar a correlacdo entre a estrutura quimica do NF versus sua atividade bioldgica, uma vez
que este composto dispbe de pontos de modificagdo que permitem a geracdo de outros
compostos que podem ter acdo mais pronunciada e serem de facil obtencdo. Portanto, a
primeira sugestdo de modificacdo da molécula é a substituicio dos carbonos sp® por sp?,
promovendo uma restricdo conformacional, que podera favorecer a melhor interagdo farmaco-
receptor. Neste sentido, é de grande interesse obter moléculas preferencialmente na
conformacdo trans (E) em relagdo a conformacdo cis (Z), formando o trans-nitrofenileteno ou

B-nitro-estireno (1-nitro-2-fenileteno) (Figura 13).
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o N’O

Figura 13. Estrutura dos isdmeros trans (A) e cis (B) do 1-nitro-2-fenileteno.

4. OBJETIVOS

4.1. Geral

Investigar os efeitos cardiovasculares de dois derivados do—NFE, o 1-nitro-2-[(4'-
metoxi)-fenil]-eteno (derivado | com grupamento metoxila) e 1-nitro-2-[(4'-dimetilamina)-
fenil]-eteno (derivado Il com grupamento dimetilamina) (Figura 14) assim como oS

mecanismos envolvidos nestes efeitos, em ratos SHRs anestesiados.

O O

H,CO HaG.

Figura 14. Estrutura quimica do derivado | (direita) e Il (esquerda) do 1-nitro-2-fenileteno a serem
estudados.

4.2. Especificos

- Estudar a relagéo estrutura quimica e atividade vasorrelaxante do NFE e seus derivados (I e
I1) em preparacgOes de artéria mesentérica superior, bem como a participa¢do da enzima GC na
mediacdo destes efeitos.

- Investigar os efeitos cardiovasculares dos derivados | e Il comparando-os ao NFE;

- Determinar o papel das fibras sensoriais do tipo C sensiveis a capsaicina
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Animais

Foram utilizados ratos SHRs, machos, entre 12-18 meses de idade, provenientes do
biotério setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do
Pernambuco (UFPE), mantidos & temperatura constante de 22 + 2°C, ciclo claro/escuro
padrdo (12 horas claro/12 horas escuro), agua e racdo ad libitum. Os experimentos foram
realizados conforme o “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, publicado pelo
“US National Institute of Health” (NIH publicagdes 85-23, revisado em 1996) e aprovado
pelo Comité de Etica em Experimentacido Animal da Universidade Federal de Pernambuco
(Processo: n° 23076.050472/2012-77).

5.2. Solucbes e drogas

O NFE e os derivados | e Il foram fornecidos pelo Prof. Dr. Rosivaldo dos Santos
Borges (Coordenador do Laboratoério de Sintese de Farmacos, Grupo de Quimica Farmacéutica
e Medicinal da Amazonia, Universidade Federal do Para). Os compostos foram dissolvidos em
etanol e solucdo salina e foram administrados (i.v.) em um volume final de 100 pL, seguido
por 0,2 mL de solucdo salina fisioldgica para garantir a completa administracdo da dosagem.

O cloridrato de FEN (Sigma) e de ACh (Sigma) foram dissolvidos diretamente no meio
de perfusdo utilizado, que consiste na solucdo Krebs-Henseleit (KH) com tampédo de
bicarbonato (pH 7,4) com a seguinte composi¢do em (mM): NaCl 118; KCI 4,7; NaHCOs3 25;
CaClz. 2H,0 2,5; KH2PO4 1,2; MgSO4.7H20 1,2; glicose 11 e EDTA 0,01. A capsaicina
(Sigma®, St. Louis, MO, USA) foi preparada em Tween 80 a 1%, 1% de etanol e 98% de soro
fisiologico. A 1H-oxadiazolol[4,3-a] quinoxalina-1-ona (ODQ) foi obtida da Tocris®, USA.
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5.3. Experimentos "'in vitro™

5.3.1. Estudo de reatividade vascular em anéis de mesentérica superior

Os animais foram sacrificados, as artérias mesentéricas superiores foram removidas e
imersas em meio de perfusdo KH a temperatura ambiente. Apds remocéo do tecido adiposo e
do tecido conectivo aderido, as artérias foram cortadas em anéis medindo aproximadamente 3
mm, que foram suspensos, por meio de hastes, em cubas para 6rgdo isolado (5 mL), contendo
0 meio de perfuséo KH a 37 °C (pH = 7,4), aerado continuamente com a mistura de 95% O, e
5% CO,. As tiras de artéria mesentérica foram contraidas com uma tensdo passivade 0,59, e a
tensdo foi registrada através de um transdutor de forca isométrico acoplado a um sistema de
aquisicdo (PowerLab 8/30, modelo ML870, ADInstruments, Bella Vista, NSW, Australia).

5.3.2. Protocolos experimentais "'in vitro"

Ap0s o periodo de equilibrio da preparagdo (cerca de 60 minutos), a contragdo controle
foi induzida pela adigdo de 75 mM de KCI ao banho. Quando duas contragdes controles,
sucessivas, mostraram amplitudes similares, a preparacdo foi considerada em equilibrio (teste
de viabilidade da preparacdo). Cada preparacdo integra ou sem endotélio, pré-contraida, com
FEN (1 puM) foi exposta no inicio do experimento a 10 pM de ACh. A auséncia do efeito
vasorrelaxante induzido pela ACh foi tomada como evidéncia de que a preparacdo foi
efetivamente desnudada do endotélio. A retirada do endotélio foi realizada por raspagem
cuidadosa da luz vascular. Os experimentos foram realizados de forma “pareada”, ou seja, a
cada sessdo experimental foram montados quatro anéis em 4 cubas separadas, sendo duas

experimentais e duas controles foram realizadas as seguintes séries de experimentos:

Série 1. Os efeitos vasculares de concentragdes crescentes do NFE e dos derivados 1 e 11
sobre as contracdes sustentadas provocadas por FEN (1 uM) foram estudados em preparacoes
com ou sem endotélio. Experimentos similares foram realizados utilizando apenas o veiculo

(Etanol 40%) em concentracGes equivalentes as utilizadas para dissolver os compostos.
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Série 2. Foi realizada para avaliar a participacdo da enzima GC no efeito vasorrelaxante
do NFE e dos derivados | e Il. Para isto, preparacdes com endotélio foram pré-contraidas com
FEN e pré-tratadas com ODQ (10 uM), um inibidor da GC.

5.4. Experimentos “in vivo”

5.4.1. Cateterizacdo dos animais

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg/kg, i.p.) e dois catéteres
heparinizados (125 UlI/mL em salina isot6nica), foram implantados na aorta abdominal (para o
registro da PA e da FC) e na veia cava inferior (para administracdo de drogas) e foram
imediatamente registrados. No final dos experimentos, os ratos foram eutanasiados com uma

"overdose" de pentobarbital sodico.

5.4.2. Sistema de registro

O catéter aortico foi conectado a um transdutor de pressdo (Statham P23 DI) acoplado a
um sistema de aquisi¢do de dados Power Lab - ADinstruments™ para a medida da presséo
arterial sistolica (PAS), diastolica (PAD) e da frequéncia cardiaca (FC). A PAM de base foi
calculada através da formula: PAD + [(PAS - PAD)/3].

5.4.3. Protocolos experimentais *'in vivo''

A administracdo i.v. dos derivados | e Il foi sempre efetuada ap6s um periodo de
estabilizacdo da PA e da FC. Estes parametros foram registrados durante 10 a 20 minutos, de
acordo com a duracdo dos efeitos. O tempo de laténcia para resposta foi medido a partir do fim
da administracdo até o aparecimento da bradicardia ou da hipotenséo. Injecdes sucessivas de
um dado derivado foram separadas por intervalo de 10 minutos para evitar possivel o

fendmeno de taquifilaxia.

Série 1. Nesta série de experimentos uma dose (15 mg/kg), em bolus, do NFE e dos

derivados | e Il foi injetada por via i.v. e 0 curso temporal das variacdes da PAM e da FC foi
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registrado. A temperatura retal foi mantida proxima a 37°C com o auxilio de uma mesa
termostatica. A acdo do NFE e dos derivados | e Il foi também determinada 20 minutos apos

bivagotomia realizada em nivel cervical.

Série 2. Esta série foi realizada para avaliar o papel das fibras C aferentes vagais
sensiveis a capsaicina na mediacdo dos eventos cardiovasculares induzidos pelo NFE e pelos
derivados | e Il. Para este fim, foram estudadas as variacbes maximas da PAM e da FC
induzidas pelo NFE e derivados I e Il (15 mg/kg, i.v.) antes e 20 minutos ap6so TPN de ambos
0S nervos vagos com capsaicina (250 ug/mL) - que induz uma dessensibilizacdo das fibras
sensoriais do tipo C, segundo protocolo previamente descrito (SCHELEGLE et al., 2000). A
abolicdo imediata do reflexo hipotensor e bradicardizante (reflexo vago-vagal) induzido pela
capsaicina (1 ug/kg, i.v.) foi considerada como critério de validacdo da dessensibilizacdo das
fibras C.

5.5. Andlise estatistica

Todos os resultados foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM). As
variacdes maximas da PAM e da FC ap6s cada dose de um composto (NFE, derivados I e 1)
foram expressas em porcentagem dos valores basais. O valor da Cls, (média geométrica + 95%
intervalo de confianca), definido como a concentragdo de um dado composto (ug/mL)
requerida para produzir 50% da reducdo da resposta méxima da contracdo induzida por FEN,
foi utilizado para avaliar a sensibilidade vascular para estes compostos. A significancia (P <
0,05) dos resultados foi determinada pelo uso de testes t de Student (pareado ou ndo pareado),
U de Mann-Whitney e analise de variancia a uma via (concentragdes, doses ou grupos) ou duas
vias (tratamento x doses ou tratamento x concentragdes), seguida pelo teste de contraste

quando apropriado.
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RESUMO

Previamente, foi mostrado por nossa equipe de pesquisa que o0 1-nitro-2-feniletano (NF), o
principal constituinte do éleo essencial de Aniba canellila, uma planta nativa da Amazonia,
reduz a pressao arterial e possui efeitos vasorrelaxantes. Mais recentemente, foi observado
que o 1-nitro-2-fenileteno (NFE), um derivado obtido de maneira sintética atraves de restricdo
conformacional da molécula do NF, possui uma poténcia 3 a 4 vezes maior para relaxar
preparacdes isoladas de aorta toracica de rato em comparacdo ao NF (de origem natural). No
presente estudo, visando melhorar a interagdo farmaco-receptor, nds investigamos os efeitos
cardiovasculares de dois derivados do NFE, o 1-nitro-2-[(4'-metoxi)-fenil]-eteno (derivado |
com grupamento metoxila) e 1-nitro-2-[(4'-dimetilamina)-fenil]-eteno (derivado Il com
grupamento dimetilamina) em ratos espontaneamente hipertensos. Sabe-se que 0s
grupamentos metoxila e dimetilamina sdo elétron-doadores e podem alterar o aspecto
eletronico da molécula do NFE. Dados preliminares mostram que injecdes intravenosas em
bolus do NFE e dos derivados I e Il induziram efeito hipotensor e bradicardizante bifasicos
(fase 1 réapida e fase 2 mais tardia). A fase 1 da hipotensao e bradicardia tende a ser reduzida
ou abolida apo6s a bivagotomia e o tratamento perineural dos vagos com capsaicina (250
ug/mL). A magnitude da segunda hipotenséo (fase 2) tende a ser 3-4 vezes maior para 0s
derivados | e Il comparada ao NFE. Os dados dos experimentos in vitro mostram que
derivados | e Il induziram vasorrelaxamento em anéis de artéria mesentérica superior, pré-
contraidas com fenilefrina (1 puM) com valores de Clso [(média geométrica - intervalo de
confianca de 95%)] de 22,41 [27,52-15,23] e 17,13 [31,29-11,82] uM, respectivamente. Estes
efeitos vasorrelaxantes ndo foram influenciados pela remocéo do endotélio vascular, portanto
foram significativamente reduzidos pelo pre-tratamento com o ODQ (1H-[1,2,4]-oxadiazol-
[4,3-a]-quinoxalin-1-ona, 10 uM), um inibidor da guanilato ciclase. Além disso, foi mostrado
que a poténcia dos derivados | e Il (avaliada através dos valores da Clso) em relaxar
preparacdes de SMA de ratos SHR foi aumentada em comparagdo ao NFE (37,95 [95,83-
17,74] uM). Apesar de que este aumento ndo atingiu nivel de significancia, é interessante
correlacioné-lo com a aparente amplificagdo da resposta hipotensora da fase 2 induzida pelos
os derivados | e Il em relacdo ao NFE. Em concluséo, os derivados I e 11, assim como o NFE,
induziram um reflexo depressor e bradicardizante vago-vagal (fase 1). A hipotenséo tardia
(fase 2) parece ser resultante de um efeito vasodilatador por um mecanismo miogénico



48
49

50
51

52
53

54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95

66

independente da integridade endotelial e parece envolver a participacdo da via guanilato
ciclase/GMPc/PKG.

PALAVRAS-CHAVE: 1-nitro-2-fenileteno, artéria mesentérica isolada, reflexo vago-vagal
ratos espontaneamente hipertensos, relacao estrutura-atividade

ABSTRACT:

Previously, we showed that 1-nitro-2-pheyletane (NP), the main constituent of the essential
oil of the Aniba canellila, a plant native to the Amazon, lowers blood pressure and induces
vasorelaxant effects. Recently, it was reported that 1-nitro-2-phenyletene (NPE), a structural
analogue of NP obtained synthetically, was more potent than NF to relax aortic ring
preparations than NP (of natural origin). Here, in order to improve drug-receptor interaction,
we intended to investigate the cardiovascular effects of two derivates of NPE, the 1-nitro-2-
[(4'-methoxy)-phenyl]-ethene (derivate 1) and 1-nitro-2-[(4'-dimethylamine)-phenyl]-ethene
(derivate 11) in spontaneously hypertensive rats. It is well-known that methoxy and
dimethylamine groups are electron donors and can alter the electronic parameters of the
molecule of NPE. The present preliminary results showed that intravenous injection of NPE
induced two periods of hypotension and bradycardiac (phases 1 and 2). A phase 1 tended to
be reduced or even abolished by bivagotomy and perineural treatment with capsaicin
(250pg/mL) and magnitude of hypotensive phase 2 induced by derivates | and 1l tended to be
3-4 times higher than that evoked by NPE. Derivates | and Il relaxed endothelium-intact
superior mesenteric artery (SMA) ring preparations pre-contracted with phenylephrine (1 uM)
with 1Cso (geometric mean [95% confidence interval]) values of 22.41 [27.52-15.23] and
17.13 [31.29-11.82] uM, respectively). These vasorelaxant effects remained unchanged by
removal of the vascular endothelium but were significantly reduced by pretreatment with
ODQ (1H-[1,2,4] oxadiazol [4,3-a] quinoxalin-1-one, 10 pM), an inhibitor of guanylate
cyclase. Furthermore, it was shown that potency of the derivatives | and Il (as measured by
ICso values) in relaxing preparations SMA was increased when compared to that of NPE.
Although this increase did not reach significance level, it is interesting to correlate it with the
apparent amplification of the hypotensive phase 2 response induced by both derivatives | and
Il compared to that NPE. In conclusion, NPE and its two derivatives induced a vago-vagal
bradycardiac and depressor reflex (phase 1). The delayed hypotension (phase 2) seems to
result from a vasodilatory effect by a miogenic mechanism independent of endothelial
integrity and appears to involve the participation of adenylate cyclase /cGMP/PKG pathway.
KEYWORDS: 1-nitro-2-phenyletene, mesenteric artery isolated, spontaneously hypertensive
rats, vago-vagal reflex, structure-activity relationship
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INTRODUCAO

1-Nitro-2-feniletano (NF) é um derivado nitro, que é raramente encontrado em plantas
superiores e ao qual se atribui o odor de canela da Aniba canellila (PINTO 1995), uma planta
abundante na Amazonia. O cha das folhas dessa planta é utilizado como antiespasmaodico,
carminativo e digestivo. Em estudos anteriores nossa equipe mostrou que o 0leo essencial da
Aniba canellila (OEAC), bem como seu maior constituinte, o0 NF, induziu queda da pressdo
arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) bifasica, tanto em ratos normotensos (de
SIQUEIRA et al. 2010), quanto em ratos espontaneamente hipertensos (SHR)
(INTERAMINENSE et al. 2010). A primeira fase rapida é de origem reflexa vago-vagal e a
segunda fase tardia resulta do efeito vasodilatador do NF através da estimulacdo da via
guanilato ciclase/GMPc.

Recentemente, os mecanismos responsaveis pela mediacdo dos efeitos vasorrelaxantes do
NF foram estudados em preparagdes isoladas de artéria mesentérica oriundas de ratos SHR
(INTERAMINENSE et al., 2010) ou de artéria toracica oriundas de ratos normotensos
(BRITO et al., 2013). Os efeitos vasodilatadores do NF sdo independentes da integridade da
camada endotelial nos vasos sanguineos e da liberacdo do oxido nitrico (ON) visto que
ocorrem mesmo na vigéncia de inibi¢do farmacoldgica da enzima ON sintetase (NOS) pelo L-
NAME (No-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride) (INTERAMINENSE et al., 2010;
BRITO et al., 2013). Entretanto, a inibicdo da atividade da enzima guanilato ciclase (GC)
soluvel pela oxidacdo do grupamento heme com ODQ (1H-[1,2,4]-oxadiazol-[4,3-a]-
quinoxalin-1-ona) reduz o efeito vasorrelaxante do NF. Em segmentos de aorta, 0 NF aumenta
0s niveis intracelulares do guanosina monofosfato ciclico (GMPc), efeito também abolido
pelo ODQ. Estes dados mostram que o NF induz seu efeito vasodilatador através da
estimulacdo da via guanilato ciclase/GMPc de forma independente da liberagcdo de ON pelo

endotélio vascular, mas dependente do grupamento heme da enzima GC (BRITO et al., 2013).
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Considerando que a molécula do NF pode adotar diferentes conformacdes, a correlacdo
entre a estrutura quimica do NF versus atividade bioldgica passa a ser de especial interesse
(VALE et al. 2013). Recentemente, foi mostrado que o 1-nitro-2-fenileteno (NFE), um
derivado sintético formado apés restricdo conformacional em virtude da substituicdo dos
carbonos sp® por sp?, possui uma maior poténcia vasorrelaxante em comparacio ao NF
(BARBOSA 2012).

Nesse trabalho, investigou-se os efeitos cardiovasculares de dois derivados do
nitrofenileteno (NFE), o 1-nitro-2-[(4'-metoxi)-fenil]-eteno (derivado | com grupamento
metoxila) e 1-nitro-2-[(4'-dimetilamina)-fenil]-eteno (derivado Il com grupamento
dimetilamina), assim como 0s mecanismos envolvidos nestes efeitos, em ratos

espontaneamente hipertensos anestesiados.

MATERIAIS E METODOS

Animais: Foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos, machos, entre 12-18 meses de
idade, provenientes do biotério setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Universidade Federal do Pernambuco (UFPE), mantidos a temperatura constante de 22 + 2°C,
ciclo claro/escuro padrédo (12 horas claro/12 horas escuro), agua e racdo ad libitum. Os
protocolos foram realizados obedecendo as normas preconizadas “Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals, publicado pelo “US National Institute of Health” (NIH publicagdes 85-
23, revisado em 1996) e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Pernambuco (Processo: n® 23076.050472/2012-77).

Solucdes e drogas: Para experimentos in vivo, 0 NFE e os derivados 1-nitro-2-[(4'-metoxi)-
fenil]-eteno (1) e 1-nitro-2-[(4'-dimetilamina)-fenil]-eteno (I1), foram dissolvidos em etanol e
agua destilada. Para injecdes i.v., 0s compostos foram administrados em um volume final de

100 pL, seguido por 0,2 mL de solucdo salina fisiologica para garantir a completa
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administracdo da dosagem. O cloridrato de FEN (Sigma) e de ACh (Sigma) foram dissolvidos
diretamente no meio de perfusdo utilizado, que consiste na solugdo Krebs-Henseleit com
tampédo de bicarbonato (pH 7,4) com a seguinte composi¢cao em (mM): NaCl 118; KCI 4,7;
NaHCOs3 25; CaCl,. 2H20 2,5; KH2PO4 1,2; MgS04.7H20 1,2; glicose 11 e EDTA 0,01. A
capsaicina (Sigma®, St. Louis, MO, USA) foi preparada em Tween 80 a 1%, 1% de etanol e
98% de soro fisiologico. A 1H-oxadiazolol[4,3-a] quinoxalina-1-ona (ODQ) foi obtida da

Tocris®, USA.

EXPERIMENTOS "IN VITRO"

Estudo de reatividade vascular em anéis de mesentérica superior: Os animais foram
sacrificados, as artérias mesentéricas superiores foram removidas e imersas em meio de
perfusdo a temperatura ambiente. Apds remocdo do tecido adiposo e do tecido conectivo
aderido, as artérias foram cortadas em anéis medindo aproximadamente 3 mm, que foram
suspensos, por meio de hastes, em cubas para 6rgdo isolado (5 mL), contendo o meio de
perfusdo (solucdo Krebs-Henseleit) a 37 °C (pH = 7,4), aerado continuamente com a mistura
de 95% O, e 5% CO,. Os anéis de artéria mesentérica foram contraidos com uma tensao
passiva de 0,5 g, e a tensdo foi registrada através de um transdutor de forga isometrico
acoplado a um sistema de aquisi¢cdo (PowerLab 8/30, modelo ML870, ADInstruments, Bella
Vista, NSW, Australia).

Protocolos experimentais "in vitro': Apés o periodo de equilibrio da preparacéo (cerca de
60 minutos), a contracdo controle foi induzida pela adicdo de 75 mM de KCI ao banho.
Quando duas contragdes controles, sucessivas, mostraram amplitudes similares, a preparacéo
foi considerada em equilibrio (teste de viabilidade da preparacéo). Cada preparacédo integra ou

sem endotélio, pré-contraida, com fenilefrina (FEN, 1 uM) foi exposta no inicio do

experimento a 10 uM de acetilcolina (ACh). A auséncia do efeito vasorrelaxante induzido pela
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ACh foi tomada como evidéncia de que a preparacao foi efetivamente desnudada do endotélio.
A retirada do endotélio foi realizada por raspagem cuidadosa da luz vascular. Foram avaliados
os efeitos vasculares de concentragdes crescentes do NFE e dos derivados | e Il sobre a
contracdo sustentada induzida por FEN (1 pM) em preparagdes com ou sem endotélio.
Experimentos similares foram realizados utilizando apenas o veiculo (etanol 40%) em
concentragdes equivalentes as utilizadas para dissolver os compostos (Série 1). Além disso, 0s
efeitos vasculares do NFE e seus derivados foram também estudados em preparacdes com

endotélio intacto pré-contraidas com FEN (1 uM) e pré-tratadas com ODQ (10 uM) (Série 2).

EXPERIMENTOS “IN VIVO”

Cateterizacdo dos animais: Ratos SHR foram anestesiados com pentobarbital sédico (50
mg/kg, i.p.) e dois catéteres heparinizados (125 Ul/mL em salina isotonica), foram
implantados na aorta abdominal (para o registro da PA e da FC) e na veia cava inferior (para
administragdo de drogas). Imediatamente apds a cirurgia, os animais foram submetidos aos
experimentos e no final, os ratos foram sacrificados com uma "overdose™ de pentobarbital
sodico.

Sistema de registro: No momento do experimento, o catéter arterial foi conectado a um
transdutor de pressdo acoplado a um sistema de aquisicdo de dados Power Lab -
ADinstruments™ para a medida da frequéncia cardiaca, das pressoes arteriais sistolica (PAS) e
diastélica (PAD). A PAM de base foi calculada através da formula: PAD + [(PAS - PAD)/3].
Protocolos experimentais "'in vivo': A administragéo i.v. dos derivados | e Il foi sempre
efetuada apds um periodo de estabilizacdo da PA e da FC. Estes parametros foram registrados
durante 10 a 20 minutos, de acordo com a duracgdo dos efeitos. O tempo de laténcia para uma
dada resposta foi medido a partir do fim da administracdo até o aparecimento da bradicardia ou

da hipotensdo. Injecdes sucessivas de um dado derivado foram separadas por intervalo de 10
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minutos para evitar possivel fendmeno de taquifilaxia. Foram realizadas algumas séries
experimentais. Na primeira série, animais receberam um injecéo i.v. em bolus de uma dose (15
mg/kg) do NFE e seus derivados | e 1l e o curso temporal das variacdes da PAM e da FC foi
registrado. A variacdes maximas de PAM e FC induzidas pelo NFE e dos derivados | e 1l
foram também determinadas antes e 20 minutos apos bivagotomia cervical (Série 1), e antes e

20 minutos apds um tratamento perineural bilateral com capsaicina (250 ug/mL) (Série 2).

ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). As variagdes
méaximas da PAM e da FC ap0s cada dose de um composto (NFE, derivados | e Il) foram
expressas em porcentagem dos valores basais. O valor da Clsy (média geométrica + 95%
intervalo de confianca), definido como a concentracdo de um dado composto requerida para
produzir 50% da reducdo da resposta maxima da contracdo induzida por FEN, foi utilizado
para avaliar a sensibilidade vascular para estes compostos. A significancia (P < 0,05) dos
resultados foi determinada pelo uso de testes t de Student (pareado ou ndo pareado), U de
Mann-Whitney e analise de variancia a uma via (concentracfes, doses ou grupos) ou duas vias
(tratamento x doses ou tratamento x concentracdes), seguida pelo teste de contraste quando

apropriado.

RESULTADOS

EXPERIMENTOS IN VITRO

Efeito vasorrelaxante de 1-nitro-2-[(4’-metoxi)-fenil]-eteno (Derivado 1) e 1-nitro-2-[(4’-

dimetilamina)-fenil]-eteno (Derivado I1): Influéncia do endotélio

Em preparacbes de anéis de SMA com endotélio intacto, concentracdes crescentes e

cumulativas dos derivados | (11-5600 uM) e Il (10,5-5200 uM) relaxaram a contragédo
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sustentada induzida por FEN (10 uM) de maneira dependente da concentracdo (P < 0,001,
ANOVA). Este efeito se tornou significativo (P < 0,05, teste de Bonferroni) na concentracéo
de 11 e 10,5 pM, respectivamente e seu maximo foi alcancado nas concentracdes de 110 e
2600 uM, respectivamente (Figs. 1C e 1D). Entretanto, o efeito relaxante concentragdo-
dependente do NFE se tornou significativo (P < 0,05, teste de Bonferroni) apenas na
concentracdo de 33 UM e atingiu seu maximo na concentracdo de 1300 uM (Fig. 1B). Os
valores da Clso (LM) para o efeito relaxante dos ambos derivados | (22,41 [27,52-15,23]) e Il
(17,13 [31,29-11,82]) foram reduzidos em relacdo aquele para o efeito relaxante do NFE
(37,95 [95,83-17,74]). Entretanto, esta reducdo ndo atingiu um nivel de significancia (P >
0,05, Teste U de Mann-Whitney). O tratamento de preparacbGes pré-contraidas com FEN
apenas com o veiculo (etanol) nos mesmos volumes dos derivados ndo induziu resposta

vascular significativa quando comparado a contragdo maxima da FEN (Fig. 1).

A remocdo do endotélio ndo alterou de maneira significativa o efeito relaxante induzido pelos
derivados | (Fig. 2A) e 1l (Fig. 2B) uma vez que o efeito relaxante foi alcancado e os valores
da Clso (22,21 [58,76-16,12] e 30,72 [52,16-14,25] UM, respectivamente) ndo foram
significativamente (P > 0,05, teste de Mann-Whitney) diferentes quando comparados aos
valores correspondentes nas preparacdes com endotélio funcional. Alem disso, o efeito
vasorrelaxante para os derivados | (Fig. 2A) e Il (Fig. 2B) em preparagdes sem endotélio
funcional pre-contraidas com FEN tambem se tornou significativo (P < 0.05, teste de

Bonferroni) nas concentragdes de 11 e 10,5 pM, respectivamente.

Influéncia do ODQ no efeito vasorrelaxante do NFE e dos derivados | e 11

O tratamento dos anéis de SMA com endotélio intacto com o ODQ (10 uM) diminui
significativamente (P < 0,05, ANOVA a duas vias) a resposta vasodilatadora induzida pelo

NFE (Fig. 3B) e seus derivados I (Fig. 3C) e Il (Fig. 3D). Os valores da Clso para o efeito
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vasorrelaxante do NFE assim como dos derivados | e Il foram significativamente (P < 0,05,
teste de Mann-Whitney) aumentados para 103,2 [114,9-92,83], 43,34 [45,40-32,78] e 487,5
[958,9-62,99] uM, respectivamente (vide tabela 1). Na presenca de ODQ, o primeiro efeito
significativo dos derivados | e 1l também foi observado nas concentracdes de 11 e 10,5 uM,

respectivamente (Figs. 3C e 3D, respectivamente).

EXPERIMENTOS IN VIVO

Estudo dos efeitos cardiovasculares do NFE e seus derivados em ratos SHR

anestesiados: Influéncia da bivagotomia (Série 1)

Os efeitos da bivagotomia e do tratamento perineural com capsaicina sobre os valores basais
da PAM e FC séo resumidos na tabela 2. A injecéo i,v, de uma dose de 15 mg/kg do NFE e
seus derivados | e Il induziu hipotensdo e bradicardia bifasicas (Fig.4). O primeiro
componente (fase 1) é rapido com um tempo de laténcia em torno de 1 segundo, ja 0 segundo
componente (fase 2) ocorre mais tardiamente com um tempo de laténcia oscilando entre de 7-
10 segundos. Vale salientar que em ratos intactos, o tempo de laténcia da fase 2 para
hipotensdo e bradicardia é similar aquele registrado em ratos que foram submetidos a

bivagotomia ou ao pré-tratamento perineural com capsaicina (em torno de 10 segundos).

Devido ao nimero reduzido dos experimentos (n = 2), nenhuma andlise estatistica pode ser

concluida a cerca da comparacdo dos efeitos cardiovasculares do NFE vs. seus derivados e da

influéncia da bivagotomia ou do TPN com capsaicina sobre estes efeitos. Entretanto, as
seguintes observagdes podem ser formuladas:

1. Em ratos intactos, a magnitude da hipotensao (fase 2) tende a ser 3-4 vezes maior para

os derivados | (Fig. 4C) e Il (Fig. 4E) em relagdo aquela registrada para o NFE (Fig.

4A);
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2. Em ratos bivagotomizados ou submetidos ao TPN com capsaicina, a fase 1 (para
hipotensdo e bradicardia) induzida pelo NFE (Figs. 4A,B e 5A,B, respectivamente)
seus derivados | (Figs. 4C,D e 5C,D, respectivamente) ou Il (Figs. 4E,F e 5E,F,
respectivamente) tende a ser reduzida ou até abolida. A mesma observacdo pode ser

feita para a fase 2 das respostas hipotensora e bradicardizante (Figs. 4 e 5).

DISCUSSAO

Neste estudo, a administracdo i.v. do NFE e seus derivados | e Il na dose de 15 mg/kg
induziu dois periodos de hipotensdo e bradicardia. Inicialmente, uma bradicardia rapida
ocorreu coincidindo com uma hipotensao arterial (fase 1, tempo de laténcia de em torno de 1
segundo), seguida de uma diminuicdo tardia na pressdo sanguinea, associada a uma segunda
bradicardia (fase 2, tempo de laténcia de em torno de 10 segundos). Todos estes efeitos sao
reversiveis excluindo a possibilidade de estarem relacionados a um efeito toxico desses
compostos. Ao nosso conhecimento, € a primeira vez que tais efeitos cardiovasculares
resultantes a administracdo i.v. do NFE e seus dois derivados foram relatados em ratos SHR

anestesiados.

Apesar de que os resultados desta investigagédo in vivo sdo ainda preliminares, é possivel
especular que a fase 1 é caracterizada como um reflexo vago-vagal como foi observado
recentemente com o 1-nitro-2-feniletano, o principal constituinte do OEAC, em ratos
normotensos (de SIQUEIRA et al, 2010) ou espontaneamente hipertensos (SHR)
(INTERAMINENSE et al, 2010). Esta hipoOtese parece estar corroborada por resultados
preliminares (n = 2) que mostram que a fase 1 para hipotensdo e bradicardia induzidas pelo
NFE e seus derivados (cuja o tempo de laténcia é similar a conhecida resposta reflexa vago-
vagal induzida pela injecéo i,v, da capsaicina) foi quase abolida pela bivagotomia, assim

como pelo tratamento perineural (TPN) de ambos nervos vagos com a capsaicina, um
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procedimento eficaz para dessensibilizar seletivamente as fibras sensoriais do tipo C de
origem cardiaca ou pulmonar projetando para o NTS (JANSCO e SUCH 1983; SCHELEGLE
et al, 2000). A possibilidade de que as fibras C sensoriais vagais pudessem ser ativadas
indiretamente, através de metabolitos do NFE e seus derivados, parece improvavel, pois a
laténcia da resposta reflexa é muito curta para resultar de uma via metabdlica e/ou efeito
secundario a liberacdo de outras substancias. Estudos estdo em andamento para elucidar a
origem e a transducdo farmacoldgica do reflexo vago-vagal induzido pelo NFE e seus
derivados. Estudos prévios mostram que o reflexo vago-vagal induzido pelo 1-nitro-2-
feniletano tanto em ratos normotensos (de SIQUEIRA et al, 2010), quando em ratos SHR
(INTERAMINENSE et al, 2010) ¢é decorrente da estimulacdo das fibras C aferentes
pulmonares e parece ndo envolver a ativacdo dos receptores vanildides (TPRV1) ou dos

receptores serotoninérgicos (5-HT3), localizados nestas fibras sensoriais vagais.

E interessante notar que a resposta hipotensora e bradicardizante da fase 2 induzida pelo
NFE e seus derivados tende a ser também reduzida ap6s a bivagotomia ou ap6s o TPN dos
nervos vagos com capsaicina. 1sso indica que parte das respostas cardiovasculares da fase 2 é
parcialmente mediada pela ativacdo das fibras-C aferentes vagais, como foi previamente
observado com o 1-nitro-2-feniletano em ratos normotensos (de SIQUEIRA et al, 2010) ou
hipertensos (SHR) (INTERAMINENSE et al, 2010). No entanto, é muito provavel que a
resposta residual hipotensora da fase 2 seja decorrente de um efeito direto do NFE e seus

derivados na musculatura lisa vascular.

Esta hipotese parece ser corroborada por duas observagdes. Primeiro, o NFE e seus dois
derivados induziram uma hipotensdo na fase 2 mais potente sobre a pressao arterial diastélica
(dados ndo mostrados), sugerindo que é provavelmente devido a diminui¢do da resisténcia
vascular periférica total (RVP). Segundo, a diminuicdo da RVP € corroborada pelo estudo in

vitro, mostrando que o NFE e seus derivados foram capazes de relaxar, de maneira
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dependente da concentracdo, a contracdo sustentada induzida por FEN em preparacGes
isoladas de artérias de resisténcia, tais como SMA com o endotélio intacto. A FEN é um
agonista al-adrenérgico, que provoca a contragdo vascular por ativar os canais para Ca?*
operados por receptor (ROCCs) (acoplamento farmacomecanico) (SOMLYO e SOMLYO

1994; WEBB 2003).

E bem conhecido o papel do endotélio vascular na regulacdo do ténus vasomotor, pela
sintese e liberacdo de substancias vasodilatadoras (CARAMORI e ZAGO 2000). Portanto, a
influéncia do endotélio foi avaliada na resposta vasorrelaxante induzida pelo NFE e seus
derivados. Para isto utilizaram-se preparacdes em que o endotélio foi mecanicamente
removido e a resposta relaxante para estes compostos foi comparada na presenca e na
auséncia do endotélio. Foi mostrado que o NFE e seus derivados | e Il induziram
vasorrelaxamento em anéis de SMA, independente da integridade do endotélio, visto que este
efeito permaneceu inalterado apds remoc¢édo da camada endotelial vascular. De fato, ndo houve
diferenga estatistica entre as Clsos para o relaxamento de prepara¢des com o endotélio intacto
e com endotélio removido, tanto para o0 NFE quando para seus derivados. Esses achados
corroboram com os resultados obtidos com 0 NFE em preparacdes isoladas de anéis de aorta
de ratos normotensos (BARBOSA 2012) e também com 1-nitro-2-feniletano em preparacées
de SMA de ratos SHR (INTERAMINENSE et al, 2010). Por outro lado, os efeitos relaxantes
do NFE e seus derivados foram significativamente reduzidos pelo pré-tratamento com o
ODQ, uma substancia capaz de inibir de forma especifica a enzima guanilato ciclase (GC)
através da oxidacdo de seu grupamento heme, o que consequentemente reduz os niveis de
GMPc intracelular (vide tabela 1). Como ja se sabe, 0 GMPc por sua vez, ativa a PKG que
dentre suas fungBes, promove uma diminuicio da concentracio intracelular de Ca'?
resultando no vasorrelaxamento (MURAD 1994). A partir deste achado, podemos sugerir que

os efeitos vasorrelaxantes do NFE e seus derivados envolvem a ativacdo da via
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GC/GMPc/PKG, como foi previamente relatado para o 1-nitro-2-feniletano em preparacdes
de aorta isolada de ratos normotensos (BRITO et al, 2013). Entretanto, foi relatado que o
efeito relaxante do NFE ndo envolve a participacdo desta via, pois permaneceu
significativamente inalterado pelo pré-tratamento com ODQ (BARBOSA 2012). Esta
discrepancia pode ser explicada pelo fato que neste presente estudo foram utilizadas
preparacdes de SMA de ratos SHR, enquanto que no estudo de BARBOSA foram utilizadas
preparacdes de aorta isolada oriundas de ratos normotensos. Estudos estdo em andamento para
elucidar o mecanismo de acdo dos efeitos vasorrelaxantes induzidos pelo NFE e seus
derivados, especialmente a medida dos niveis do GMPc intracelulares e o potencial
envolvimento dos canais de potassio nestes efeitos. O NFE e seus derivados podem ser
compostos de grande interesse em virtude de que ativadores e/ou estimuladores da GC sédo
importantes ndo apenas para o tratamento de hipertensdo arterial e pulmonar, mas também
para insuficiéncia cardiaca, aterosclerose, trombose, disfuncdo erétil, fibrose e insuficiéncia

renal, dentre outras doengas.

CONCLUSOES

Os resultados preliminares do presente estudo mostram que a injecéo i.v. do NFE e seus
derivados | e Il em SHRs anestesiados promoveu um reflexo depressor e bradicardia vago-
vagal (fase 1) e uma hipotensdo tardia (fase 2) que parece ser resultante de um efeito
vasodilatador direto desses compostos no musculo liso vascular. O efeito vasorrelaxante dos
derivados | e 1l em preparacdes de SMA foi dependente da concentragdo, mas independente
da integridade endotelial. Em comparacdo ao NFE, a poténcia deste efeito para ambos
derivados é da mesma magnitude, mas a eficdcia do derivado | (com grupamento metoxila)
parece ser maior. Em termo de mecanismo de acéo, é possivel que o efeito relaxante do NFE e
seus derivados envolva a ativacdo da via GC/GMPc/PKG, entretanto sdo necessarios mais

estudos para se confirmar essa hipotese.
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Figura 1. Efeito vasorrelaxante do 1-nitro-2-fenileteno (NFE) e seus derivados | (1-nitro-2-
[(4’-metoxi)-fenil]-eteno) e Il (1-nitro-2-[(4’-dimetilamina)-fenil]-eteno) em artérias
mesentéricas superiores (SMA) isoladas de rato SHR pré-contraidas com fenilefrina (FEN, 1
MM). (A) Tracado original de um experimento mostrando a administragdo (indicada pelo
simbolo e) de forma cumulativa de concentracdes crescentes de NFE e seus derivados em
preparagdes pré-contraidas com FEN (1 uM). O efeito da administracdo do K* 75 mM antes
depois ou apds cada experimento individual é usado como teste de viabilidade da preparacéo.
(B, C e D, respectivamente) Graficos mostrando valores médios do efeito relaxante do NFE
e seus derivados | e Il em anéis de SMA com endotélio intacto. As respostas sdo expressas em
% da contracdo induzida apenas por FEN (1 uM) antes da adicdo de NFE ou seus derivados.
As barras verticais indicam E.P.M. (n = 4 por grupo). *P < 0,05, primeiro efeito significativo
pelo teste ANOVA seguido de teste de Bonferroni, em relacdo ao valor para a curva controle
(etanol como veiculo).
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Figura 3. Efeito vasorrelaxante dos derivados | (1-nitro-2-[(4’-metoxi)-fenil]-eteno ) e 1l (1-
nitro-2-[(4’-dimetilamina)-fenil]-eteno) em artérias mesentéricas superiores (MAS) isoladas
de rato SHR com endotélio funcional pré-contraidas com fenilefrina (FEN, 1 uM) pré-tratadas
ou néo (controle) com o ODQ (10 uM). (A) Tracado original de um experimento mostrando a
administracao (indicada pelo simbolo @) de forma cumulativa de concentragdes crescentes de
NFE e seus derivados em preparagdes pré-contraidas com FEN (1 uM) e pré-tratadas com
ODQ. O efeito da administracdo do K* 75 mM antes depois ou ap6s cada experimento
individual é usado como teste de viabilidade da preparacdo. As respostas sao expressas em %
da contracdo induzida apenas por FEN (1 uM) antes da adi¢@o do derivado | ou Il. As barras
verticais indicam E.P.M. (n = 4 por grupo). *P < 0,05, primeiro efeito significativo pelo teste
ANOVA seguido de teste de Bonferroni. *P < 0,05 pelo teste ANOVA a duas vias em relagio
a resposta na auséncia de ODQ (controle).
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578 Tabela 1. Valores de Clsp (uM) do 1-nitro-2-fenileteno (NFE) e seus derivados | e Il em
579  preparacdes de artéria mesentérica superior de rato SHR sob acoplamento farmacomécanico
580 (fenilefrina, 10 uM). (ODQ: 1H-oxadiazolol[4,3-a] quinoxalina-1-ona. Os valores da Clso sdo

e

581  expressos como média geométrica [intervalo de confianca de 95%] e “n”, o numero de
582  experimentos)
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COMPOSTO n Controle n oDQ
NFE 4 37,95 [95,83-17,74] 4 103,2[114,9-92,83]*
Derivado | 4 22,41 [27,52-15,23)* 4 43,34 [45,40-32,78]**
Derivado Il 4 17,13 [31,29-11,82]* 4 487,5[958,9-62,99]***

*p < 0,05, Mann-Whitney U-test; em relagdo ao correspondente valor na auséncia do ODQ (controle);

- p < 0,05, Mann-Whitney U-test; em relagéo ao correspondente valor na auséncia do ODQ (controle);

***p < 0,001, Mann-Whitney U-test; em relacdo ao correspondente valor na auséncia do ODQ (controle);

#p < 0,05, Mann-Whitney U-test; em relacdo ao valor do NFE na auséncia do ODQ (controle).
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Tabela 2. Efeitos da bivagotomia e do tratamento perineural com capsaicina sobre os valores
basais da pressdo arterial média (PAM) e da frequéncia cardiaca (FC). (TPN: tratamento
perineural)
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PAM (mmHg) FC (bpm)
Tratamento Basal Apbs T Basal Apbs T
Bivagotomia 123,20+2,68 110,10+0,85 305,30+ 23,50 298,80 + 3,24
TPN com capsaicina 123,20+ 2,68 117,60 1,37 305,30 £ 23,50 326,10 + 7,87

Os dados sdo expressos como média + E,P.M. (n = 2 por grupo)
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Figura 4. AlteracBes maximas na pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
induzidas pela administragdo intravenosa de 1-nitro-2-fenileteno (NFE) (A e B), 1-nitro-2-
[(4’-metoxi)-fenil]-eteno (Derivado 1) (C e D) e 1-nitro-2-[(4’-dimetilamina)-fenil]-eteno
(Derivado 1) (E e F) em ratos anestesiados antes e ap6s bivagotomia (Biv) a nivel cervical.
Os dados sdo expressos como média + E.P.M.
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Figura 5. AlteracGes maximas na pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
induzidas pela administracdo intravenosa de 1-nitro-2-fenileteno (NFE) (A e B), 1-nitro-2-
[(4’-metoxi)-fenil]-eteno (Derivado 1) (C e D) e 1-nitro-2-[(4’-dimetilamina)-fenil]-eteno
(Derivado I1) (E e F) em ratos anestesiados antes e 20 min apds tratamento perineural (TPN)
de ambos 0s vagos cervicais com capsaicina (250 pg/ml). Os dados sédo expressos como
média + E.P.M.
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8. CONCLUSOES

Os resultados preliminares do presente estudo mostram que a injecéo i.v. do NFE e seus
derivados | e 1l em SHRs anestesiados promoveu um reflexo depressor e bradicardia vago-
vagal (fase 1) e uma hipotensdo tardia (fase 2) que parece ser resultante de um efeito
vasodilatador direto desses compostos no masculo liso vascular. O efeito vasorrelaxante dos
derivados | e 1l em preparacdes de SMA foi dependente da concentragdo, mas independente
da integridade endotelial. Em comparacdo ao NFE, a poténcia deste efeito para ambos
derivados é da mesma magnitude, mas a eficacia do derivado | (com grupamento metoxila)
parece ser maior. Em termo de mecanismo de acéo, é possivel que o efeito relaxante do NFE e
seus derivados envolva a ativacdo da via GC/GMPc/PKG, entretanto sdo necessarios mais

estudos para se confirmar essa hipotese.
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exemplo, cmol kg?! em vez de meq/100g. Ndo apresentar a
mesma informacao (dados) em tabelas e figuras
simultaneamente. Nao utilizar sub-subtitulos nesta secdo.

20. Discussao. A discussdao deve ter como alvo os resultados
obtidos. Evitar mera especulacdo. Entretanto, hipdteses bem
fundamentadas podem ser incorporadas. Apenas referéncias
relevantes devem ser incluidas. As conclusdes devem conter uma
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interpretacdao sucinta dos resultados e uma mensagem final que
destaque as implicagdes cientificas do trabalho. As conclusdes
podem ser apresentadas como um tépico separado ou incluidas no
final da secao Discussao.

21. Agradecimentos devem ser breves e concisos. Incluir
agéncia(s) de fomento. NAO abreviar nomes de instituicdes.

22. Bibliografia Citada. Pelo menos 70% das referéncias devem
ser artigos de periddicos cientificos. As referéncias devem ser
preferencialmente dos ultimos 10 anos, evitando-se exceder 40
citacdes. Esta secao deve ser organizada em ordem alfabética e
deve incluir apenas citagdes mencionadas no manuscrito. Para
referencias com mais de dez autores, relacionar os seis primeiros
seguido de et al. Nesta secdo, o titulo do periédico NAO deve ser
abreviado. Observar os exemplos abaixo:

a) Artigos de periodicos:

Walker, I. 2009. Omnivory and resource - sharing in nutrient -
deficient Rio Negro waters: Stablilization of biodiversity? Acta
Amazonica, 39: 617-626.

Alvarenga, L.D.P.; Lisboa, R.C.L. 2009. Contribuicdo para o
conhecimento da taxonomia, ecologia e fitogeografia de bridfitas
da Amazonia Oriental. Acta Amazonica, 39: 495-504.

b) Dissertacoes e teses:

Ribeiro, M.C.L.B. 1983. As migragcoes dos jaraquis (Pisces:
Prochilodontidae) no rio Negro, Amazonas, Brasil. Dissertacdao de
Mestrado, Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia/ Fundacdo
Universidade do Amazonas, Manaus, Amazonas. 192p.

c) Livros:

Steel, R.G.D.; Torrie, J.H. 1980. Principles and procedures of
statistics: a biometrical approach. 2da ed. McGraw-Hill, New York,
1980, 633p.

d) Capitulos de livros:

Absy, M.L. 1993. Mudancas da vegetacao e clima da Amazobnia
durante o Quaternario. In: Ferreira, E.J.G.; Santos, G.M.; Ledo,
E.L.M.; Oliveira, L.A. (Ed.). Bases cientificas para estratégias de
preservacdo e desenvolvimento da Amazébnia. v.2. Instituto
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Nacional de Pesquisas da AmazoOnia, Manaus, Amazonas, p.3-10.

e) Citacao de fonte eletronica:

CPTEC, 1999, Climanalise, 14: 1-2
(www.cptec.inpe.br/products/climanalise). Acesso em
19/05/1999.

f) Citagoes com mais de dez autores:

Tseng, Y.-H.; Kokkotou, E.; Schulz, T.]J.; Huang, T.L.; Winnay,
J.N.; Taniguchi, C.M.; et al. 2008. New role of bone
morphogenetic protein 7 in brown adipogenesis and energy
expenditure. Nature, 454:1000-1004.

23. CitagOes de referencias no texto. As referéncias devem seguir
ordem cronolégica. Para duas ou mais referéncias do mesmo ano
citar conforme a ordem alfabética. Exemplos:

a) Um autor:

Pereira (1995) ou (Pereira 1995).

b) Dois autores:

Oliveira e Souza (2003) ou (Oliveira e Souza 2003).

c) Trés ou mais autores:

Rezende et al. (2002) ou (Rezende et al. 2002).

d) Citacoes de anos diferentes (ordem cronolégica):

Silva (1991), Castro (1998) e Alves (2010) ou (Silva 1991; Castro
1998; Alves 2010).

e) Citacoes no mesmo ano (ordem alfabética):

Ferreira et al. (2001) e Fonseca et al. (2001); ou (Ferreira et al.
2001; Fonseca et al. 2001).

FIGURAS

24. Fotografias, desenhos e graficos devem ser de alta resolucao,
em preto e branco com alto contraste, numerados
sequencialmente em algarismos arabicos. NAO usar tonalidades de
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cinza em graficos de dispersao (linhas ou simbolos) ou graficos de
barra. Em grafico de dispersao usar simbolos abertos ou sélidos
(circulos, quadrados, tridngulos, ou losangos) e linhas em preto
(continuas, pontilhadas ou tracejadas). Para grafico de barra, usar
barras pretas, bordas pretas, barras listradas ou pontilhadas. Na
borda da area de plotagem utilizar uma linha continua e fina,
porém NAO usar uma linha de borda na &rea do gréfico. Em
figuras compostas cada uma das imagens individuais deve ser
identificada com uma letra mailscula posicionada no canto
superior direito, dentro da area de plotagem.

25. Evitar legendas desnecessarias na area de plotagem. Nos
titulos dos eixos ou na &rea de plotagem NAO usar letras muito
pequenas (< tamanho 10 pt). Nos eixos usar marcas de escala
internas. NAO usar linhas de grade horizontais ou verticais, exceto
em mapas ou ilustragdes similares. O significado das siglas
utilizadas deve ser descrito na legenda da figura. Cada eixo do
grafico deve ter o seu titulo e a unidade. Evitar muitas subdivisdes
nos eixos (cinco a seis seriam suficientes). Em mapas incluir
escala e pelo menos um ponto cardeal.

26. As figuras devem ser elaboradas de forma compativel com as
dimensdes da Revista, ou seja, largura de uma coluna (8 cm) ou
de uma pagina 17 cm e permitir espaco para a legenda. As
ilustracbes podem ser redimensionadas durante o processo de
producdo para adequagao ao espaco da Revista. Na figura, quando
for o caso, a escala deve ser indicada por uma barra (horizontal)
e, se necessario, referenciadas na legenda da figura. Por exemplo,
barra = 1 mm.

27. Citagao de figuras no texto. As figuras devem ser citadas com
letra inicial maiudscula, na forma direta ou indireta (entre
paréntesis). Por exemplo: Figura 1 ou (Figura 1). Na legenda, a
figura deve ser numerada seguida de ponto antes do titulo. Por
exemplo: "Figura 1. Andlise...". Definir na legenda o significado de
simbolos e siglas usados. Figuras devem ser autoexplicativas.

28. Figuras de outras autorias. Para figuras de outras autorias ou
publicadas anteriormente, o0s autores devem informar
explicitamente no manuscrito que a permissao para reproducgao foi
concedida. Carregar no sistema da Revista (ndao para revisao),
como documento suplementar, o comprovante outorgado pelo
detentor dos direitos autorais.

29. Adicionalmente as figuras inseridas no sistema em formato
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TIFF ou JPG, os graficos preparados usando Excel ou SigmaPlot
podem ser carregados como arquivos suplementares
(selecionando a opgao Not for review).

30. Ilustragdes coloridas. Fotografias e outras ilustragbes devem
ser preferencialmente em preto e branco. Ilustragdes coloridas sao
aceitas, mas o custo de impressao é por conta dos autores. Sem
custo para os autores, podem ser usadas ilustragcbes em preto e
branco na versao impressa e coloridas na versdo eletronica. Nesse
caso, isso deve ser informado na legenda da figura. Por exemplo,
adicionando a sentenca: "Esta figura é colorida na versao
eletronica". Esta ultima informacdo é para os leitores da versao
impressa.

31. Os autores podem ser convidados a enviar uma fotografia
colorida, para ilustrar a capa da Revista. Nesse caso, ndao ha
custos para os autores.

TABELAS

32. As tabelas devem ser organizadas e numeradas
sequencialmente com algarismos arabicos. A numeracgao e o titulo
(legenda) devem estar em posicao superior a tabela. A tabela
pode ter notas de rodapé. O significado das siglas e dos simbolos
utilizados na tabela (cabecalhos, etc.) devem ser descritos no
titulo. Usar linhas horizontais acima e abaixo da tabela e para
separar o cabecalho do corpo da tabela. N3o usar linhas verticais.

33. As tabelas devem ser elaboradas em editor de texto (e.g. doc
ou docx) e nao devem ser inseridas no texto como imagem (e.g.
no formato JPG).

34. A citacdao das tabelas no texto pode ser na forma direta ou
indireta (entre paréntesis), por extenso, com a letra inicial
mailscula. Por exemplo: Tabela 1 ou (Tabela 1). Na legenda, a
tabela deve ser numerada seguida de ponto antes do titulo: Por
exemplo: "Tabela 1. Anadlise...". Tabelas dever ser
autoexplicativas.

INFORMAGOES ADICIONAIS

1. A Acta Amazonica pode efetuar alteragdes de formatacdo e
correcdes gramaticais no manuscrito para ajusta-lo ao padrao
editorial e linguistico. As provas finais sdao enviadas aos autores
para a verificacdo. Nesta fase, apenas os erros tipograficos e
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ortograficos podem ser corrigidos. Nessa etapa, NENHUMA
alteracdo de conteudo pode ser feita no manuscrito. Se isso for
necessario o manuscrito deve retornar ao processo de avaliagao.

2. A Acta Amazonica nao cobra taxas para publicagao.
Informacdes adicionais podem ser obtidas por e-mail
acta@inpa.gov.br. Para informagdes sobre um determinado
manuscrito, deve-se fornecer o niumero de submissao.

3. As assinaturas da Acta Amazonica podem ser pagas com
cheque ou vale postal. Para o exterior, a assinatura institucional
custa US$ 100,00 e a assinatura individual US$ 75,00. Para
contato: acta@inpa.gov.br. Tel.: (55 92) 3643-3643 ou fax: (55
92) 3643-3029.
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