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(57) Resumo: USO DE EXTRATOS
ETANOLICO E AQUOSO DE Peperomia
pellucida L. (H.B.K.) COMO AGENTE V
ASORRELAXANTE A presente patente de
invencéo refere-se ao uso de extratos etanoélico
e aquoso liofilizados de Peperomia pellucida (L.)
H.B.K. como agentes vasorrelaxante. Foram
realizadas analises sobre o sistema
cardiovascular de animais, avaliando, in vitro, o
efeito dos extratos etandlico e aquoso de P.
pellucida em artéria mesentérica superior isolada
através da medida de tens&o isométrica. Foi
demonstrado que os extratos etandlico e aquoso
de P. pellucida apresentaram atividade
vasorrelaxante sobre estes anéis mesentéricos.
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USO DE EXTRATOS ETANOLICO E AQUOSO DE Peperomia pellucida L.
(H.B.K.) COMO AGENTE VASORRELAXANTE

A presente patente de invengfo refere-se ao uso de extratos etandlico e aquoso
liofilizados de Peperomia pellucida (L.) HB.K. como agente vasorrelaxante. Foram
realizadas andlises sobre o sistema cardiovascular de ratos, avaliando in vitro, o efeito
dos extratos etandlico e aquoso de P. pellucida em artéria mesentérica superior isolada
de rato através da medida de tensdo isométrica. Foi demonstrado que os extratos etandlico
¢ aquoso de P. pellucida apresentaram atividade vasorrelaxante sobre estes anéis

mesentéricos.

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus) pesando entre 250-350
gramas, com idade entre 10 a 14 semanas e mantidos em caixas de pldstico sob ciclo
claro-escuro de 12 horas e temperatura de 21 + 1°C, tendo livre acesso a alimentacfio e

agua, conforme recomendag¢des internacionais.

Foram testados os extratos etandlico e aquoso liofilizados de P. pellucida

representados respectivamente pela siglas EEPP ¢ EAPP,

Para o extrato aquoso, foi preparada uma infusdo, conforme uso popular,

adicionando 0,5 L de d4gua quente sobre 300-500 g da planta inteira.

Para a obtengdo do extrato etandlico seco da P. pellucida, o material vegetal
fresco, apds a limpeza foram deixadas 3-5 dias secando a temperatura ambiente e
levadas, para finalizagdo da secagem, em estufa de fluxo de ar continuo (40-50°C). O
material vegetal foi triturado e submerso em solvente etanol & 50-80%, seguindo-se a
extragdo por maceragdo. A amostra foi filtrada em pépel de filtro e armazenada em

frasco de vidro.

Os extratos aquoso e etandlico foram liofilizados.

Durante a realizagdo dos experimentos farmacoldgicos, foram utilizadas os
farmacos tiopental sodico, sal sédico de heparina, nitroprussiato de sodio, cloridrato de

L (-) fenileftina e cloridrato de acetilcolina.
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Os extratos etanolico e aquoso foram inicialmente pesados em balanga analitica
e, em seguida, foram triturados em céapsula de porcelana com ajuda de um pistilo e
solubilizados em 4gua destilada para obtengfo de uma solugéio com aspecto homogéneo.
A partir desta solugo-mée, foram obtidas outras solu¢des de concentragdes menores

por meio de diluigSes em agua destilada.

Nos protocolos in vitro, foram utilizadas solugdes nutritivas (pH=7,4) aeradas

com mistura carbogénica (95% de O, e 5% de CO,) e mantidas a 37°C.

Para a preparagdo das solu¢Ges nutritivas foram utilizados solugdo de Tyrode
(mM): NaCl 158,3; KCl 4,0; CaCl,.2H,0 2,0; MgCl,.6H,0 1,05; C¢H ;06 5,6;
NaHCO; 10,0; NaH;PO4.H,0 0,42. Na preparagdo da solugio despolarizante de Tyrode,
o KClI foi elevado para 50-70 mM e o NaCl foi isosmoticamente alterado para 60-70
mM.

Para realizagfio dos estudos farmacoldgicos in vitro, foi utilizado o modelo de
banho de 6rgéo isolado com artéria mesentérica superior isolada de rato para obtengfo
de medidas de tens8io isométrica.

Para a realizagdo dos experimentos, inicialmente os animais foram eutanasiados e,
em seguida, foi realizada uma incisfo em seu abdome para identifica¢do e retirada do
segmento de artéria mesentérica superior, posteriormente, foi retirado todo o tecido
conectivo e adiposo e entfio seccionada em anéis com comprimento de 1 — 2 mm. Os
anéis foram mantidos em cubas contendo 10 mL de solugdo de Tyrode, a 37°C ¢
gaseificada com uma mistura de 95% de O, ¢ 5% de CO, (carbogénio) onde foram
suspensos por linhas de algoddo fixadas a um transdutor de for¢a acoplado a um sistema
de aquisi¢fio, para o registro de tensdes isométricas. |

Antes da realizag@io dos protocolos, as prepara¢des foram mantidas a uma tenséo
de 0,70 — 0,80 g por um periodo de estabilizagfio de 1 hora, sendo a solugfo nutritiva
trocada a cada 15 minutos para retirada de qualquer metabdlito interferente.

presenga do endotélio funcional foi verificada pelo relaxamento dos anéis apds
adigdo de acetilcolina (ACh, 8-12 uM). Foram considerados com endotélio, os anéis

pré-contraidos com fenilefrina (FEN, 8-12 uM) que apresentaram relaxamento com

ACh (8-12 pM) superior a 90%. J4 para realizagdo dos experimentos na auséncia do
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endotélio funcional, os anéis foram submetidos a um leve atrito mecénico entre as
paredes internas do vaso e uma haste de metal, e seus relaxamentos induzidos por ACh
(8-12 pM) em anéis pré-contraidos com FEN (8-12 uM) deveriam ser inferiores a 10%.
Anéis com relaxamentos entre 10 e 90% tiveram seu endotélio novamente removido e

confirmado como acima descrito.

Inicialmente, foi avaliada sua atividade vasorelaxante frente contra¢des induzidas
pdr FEN. O experimento teve inicio apds a estabilizag@io das preparagdes por um
periodo de 50 minutos. Concentragdes crescentes dos extratos de P. pellucida, etandlico
e aquoso, foram adicionadas cumulativamente aos anéis pré-contraidos com FEN (8-12
uM). O possivel efeito vasorelaxante induzido pelos diferentes extratos foi avaliado em
anéis com endotélio funcional intacto e em anéis com endotélio mecanicamente
removido. Em ambas as preparagGes, a concentragdo de FEN (8-12 pM) foi ajustada
para obter contragdes de magnitude semelhante.

Foi desenvolvido um protocolo para avaliar os efeitos induzidos, tanto pelo
extrato etanolico quanto pelo extrato aquoso de P. pellucida, em anéis mesentéticos pré-
contraidos com um agente contraturante diferente cujo mecanismo de agdo para gerar
aumento de tensdo difere do induzido por fenilefrina. Apés a verificagio da auséncia do
endotélio funcional como descrito anteriormente, os diferentes extratos foram

adicionados cumulativamente, em experimentos separados, aos anéis pré-contraidos

~ com solugdo de Tyrode KCl 50-70 mM. A percentagem de relaxamento induzida pelos

extratos foi calculada pela comparag8o da resposta antes e apds a adigdo dos extratos.

Os valores foram apresentados como média + erro padrio da média (e.p.m).
Foram utilizados, quando necessario, os testes ¢ de Student ¢ analise de varidncia “one
way” (ANOVA) seguida de Bonferroni, onde os valores de p < 0,05 foram considerados
significantes. Para estudar os efeitos vasorelaxante induzidos pelds extratos de P.
pellucida, o pardmetro farmacolégico Emsx (resposta méaxima induzida pela substancia)
foi analisado. A anélise dos dados foi realizada através de um programa computacional,

O extrato aquoso de P. pellucida (EAPP), nas concentra¢des entre entre 1 ¢ 500
ug/mlL, induziu vasorelaxamento dependente de concentragdo em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato, com e sem endotélio, pré-contraidos com

fenilefrina 8-12 puM. Os valores de En.x obtidos a partir das curvas concentragfo-
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resposta de EAPP em anéis com e sem endotélio, nfio apresentaram diferenca
estatisticamente significativa (n=5).

O extrato etanolico de P. pellucida (EEPP), nas concentragdes entre 1 ¢ 500
ug/mL), induziu vasorelaxamento dependente de concentragio em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato, com e sem endotélio, pré-contraidos com
fenilefrina 8-12 uM. A curva concentragfo-resposta para EEPP em anéis com endotélio
funcional, nfo apresentou alteragdes nos valores de Ema= 38 £ 6,9 (n=5) quando
comparados aos anéis sem endotélio funcional pré-contraidos com FEN E.= 20,3 +
13,7 (n=6).

Os extratos aquoso (EAPP) e etandlico (EEPP) de P. pellucida, nas
concentragdes entre 1 e 500 ug/mL, induziram vasorelaxamento dependente de
concentragdo em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato, sem endotélio,
pré-contraidos com KCI 50-70 mM. A curva concentragfo-resposta em anéis sem
endotélio funcional apresentou maior efeito méximo (Emax= 60,8 £ 6,4 - n=6) para
EEPP quando comparado ao efeito mdximo obtido na presenga do EAPP (Epa= 25 £
6,4 - n=0).

Nos experimentos de reatividade vascular, foi observado efeito vasorrelaxante
tanto para o extrato etandlico quanto para o extrato aquoso em anéis de artéria
mesentérica superior pré-contraidos com Fenilefrina. Este protocolo foi realizado em
anéis com e sem endotélio vascular e nfo houve alteragdo significativa do
vasorrelaxamento observado para ambos os extratos. Assim, os resultados indicam que
o endotélio vascular exerce pouca influéncia na atividade vasorrelaxante induzida pelos
extratos.

Com o objetivo de estudar os efeitos vasorrelaxantes frente a um outro modelo de
indug8o de contragdio vascular, foi utilizado o agente despolarizante KCl (50-70 mM).
Esses experimentos foram realizados na auséncia de endotélio vascular, pois sua
participagdio nfio foi significativamente importante para a promog¢do de relaxamento,
como demonstrado no protocolo experimental anterior,

Foi observado em anéis de artéria mesentérica superior um efeito vasorrelaxante

$o , .
com eficdcia muito superior, comprovada pelos valores de Ems quando comparados

com os resultados obtidos nos experimentos com FEN, mais especificamente o efeito
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relaxante induzido pelo extrato etanodlico (cerca de 60% de relaxamento) que foi
significativamente maior do que o efeito relaxante induzido pelo extrato aquoso.
Contragdes induzidas por altas concentragdes de K, nas células de miisculo liso, séo
mediadas por uma despolarizagfio de membrana e um aumento do influxo de Ca®" através dos
canais de célcio voltagem dependentes (Cay). No entanto, a geragdo da contragfo por agonista
de receptores acoplados a proteina Gg/11 (ex. FEN), em células de musculo liso, ¢ resultado
da mobilizagio de Ca®* de ambos os espagos intracelular e extracelular. Esse tonus induzido
por solugo despolarizante com alta concentragiio de K™ é mediado inteiramente pelos canais
Cay. Os canais Ca, desempenham papel central na regulagio do tonus vascular, A
hiperpolarizagio promove fechamento destes canais, levando & vasodilatagiio, ja a
despolarizagfio induz a abertura dos mesmos, resultando em vasoconstri¢do. Baseados nesses
dados, a maior eficécia do extrato etandlico em relaxar os anéis de artéria pré-contraidos
com KCI, quando comparada a eficicia do extrato aquoso, sugere uma major
capacidade em diminuir a concentragfo intracelular de Ca*" possivelmente por inibir a

abertura dos Ca,.
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REIVINDICACOES

USO DE EXTRATOS ETANOLICO E AQUOSO DE Peperomia pellucida L.
(H.B.K.) COMO AGENTE VASORRELAXANTE

1. USO DE EXTRATOS ETANOLICO E AQUOSO DE Peperomia pellucida L.
(H.B.K.) COMO AGENTE VASORRELAXANTE, caracterizado pelos efeitos
vasorelaxantes destes extratos, em anéis de artéria mesentérica superior isolada.

2. USO DE EXTRATOS ETANOLICO E AQUOSO DE Peperomia pellucida L.
(H.BK.) COMO AGENTE VASORRELAXANTE, de acordo com a
reivindicagfo 1, caracterizado por apresentar efeito vasorrelaxante tanto para o
extrato etandlico quanto para o extrato aquoso em anéis de artéria mesentérica
superior pré-contraidos com Fenilefrina. Este protocolo foi realizado em anéis
com ¢ sem endotélio vascular e ndo houve alteragdio significativa do
vasorrelaxamento observado para ambos os extratos.

3. USO DE EXTRATOS ETANOLICO E AQUOSO DE Peperomia pellucida
L. (H.B.K.) COMO AGENTE VASORRELAXANTE, de acordo com as
reivindicagSes 1 e 2, caracterizado por apresentar maior eficdcia do extrato
etandlico em relaxar os andis de artéria pré-contraidos com KCI, quando
comparada a eficdcia do extrato aquo'so,‘ sugerindo uma maior capacidade do
extrato etanolico em diminuir a concentragio intracelular de C*** possivelmente

por inibir a abertura dos C,y.

Bt
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RESUMO

Patente de inveng¢io: USO DE EXTRATOS ETANOLICO E AQUOSO DE
Peperomia pellucida L. (H.B.K.) COMO AGENTE VASORRELAXANTE

A presente patente de invengdo refere-se ao uso de extratos etandlico e aquoso
liofilizados de Peperomia pellucida (L.) H.B.K. como agentes vasorrelaxante. Foram
realizadas andlises sobre o sistema cardiovascular de animais, avaliando, in vitro, o
efeito dos extratos etandlico e aquoso de P. pellucida em artéria mesentérica superior
isolada através da medida de tensdo isométrica. Foi demonstrado que os extratos etandlico
e aquoso de P. pellucida apresentaram atividade vasorrelaxante sobre estes anéis

mesentéricos.
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