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RESUMO

de ANDRADE, LFLI. Efeitos cardiovasculares do 6leo essencial de Aniba canelilla e
seu principal constituinte, 1-nitro-2-feniletano, em ratos espontaneamente
hipertensos. 2011. Tese de Doutorado. Universidade Federal de Pernambuco,
Recife, Pernambuco, Brasil.

Este estudo investigou os possiveis mecanismos dos efeitos cardiovasculares do
Oleo essencial da Aniba canelilla (OEAC) e seu principal constituinte o 1-nitro-2-
feniletano (NF) em ratos espontaneamente hipertensos (SHRs). Para tal, foram
realizados experimentos in vitro e in vivo. Ratos machos SHRs foram submetidos a
cirurgia para implantagdo dos cateteres na artéria aorta e veia cava inferior. Para os
estudos de reatividade vascular os animais foram sacrificados e a artéria
mesentérica superior foi isolada. Os anéis foram mantidos em cubas com solucéo
Krebs-Henseleit, (37°C) e gaseificada com carbogénio. Em ratos anestesiados,
injecoes intravenosas (i.v.) em bolus do OEAC (1-20 mg/kg) ou NF (1-10 mg/kg)
induziram efeitos hipotensor e bradicardizante, dose-dependentes, que foram
caracterizados em dois periodos (fase 1 e 2). O componente rapido (fase 1) da
resposta hipotensora e bradicardizante induzido pelo OEAC e NF, ambos na dose
de 10 mg/kg, foi ausente apds a administragao direta no ventriculo esquerdo. A fase
1 foi também abolida apds a bivagotomia ou pelo tratamento perineural dos nervos
vagos com capsaicina (250 pg/mL). No entanto, a fase 1 permaneceu inalterada pelo
pré-tratamento i.v. com capsazepina (1 mg/kg) ou ondasetron (30 pg/kg). Em ratos
acordados, o NF (5 e 10 mg/kg) induziu efeitos hipotensor e bradicardizante rapidos
(fase 1) que foram completamente abolidos pelo pré-tratamento com metilatropina (1
mg/kg, i.v.). Nas concentragbes de 0,1-1000 ug/mL, o OEAC e o NF induziram um
relaxamento reversivel e concentragcdo-dependente nas preparacdes isoladas de
artéria mesentérica pré-contraidas com KCI (75 mM) com a ICsy [média geométrica
(95% de intervalo de confianga)] de 294,19 [158,20-94,64] e 501,27 [378,60-624,00]
Mg/mL, respectivamente, ou com fenilefrina (FEN; 1 uM) [ICso = 11,07 [6,40-15,68] e
7,91 [4,08-11,74) ug/mL, respectivamente]. O efeito vasorrelaxante do OEAC nas
preparagdes pré-contraidas pela FEN ndo foi dependente da integridade do
endotélio. OEAC e NF também inibiram a curva de concentracido-resposta para a
FEN (107°- 3 x10* M) ou KCI (25-125 mM). Em meio isento de Ca**, o OEAC (100
pug/mL) reduziu significativamente a contracdo induzida pela FEN (1 mM) sem alterar
aquela induzida pela cafeina (20 mM). Em meio isento de Ca** contendo alta
concentragdo de potassio (75 mM), as contragdes induzidas por CaCl, e BaCl,
foram reduzidas ou até completamente abolidas pelo OEAC nas concentracdes de
100 e 600 pg/mL, respectivamente. Um efeito similar nas contragdes induzidas por
CaCl; foi também observado com o NF. O OEAC reduziu de maneira concentragao-
dependente (ICsop = 52,66 [10,82-94,64]) a contragdo induzida pelo dibutirato de
forbol (1 uM), um ativador da proteina kinase C. Em conclusdo, o OEAC e o NF
induzem um reflexo vago-vagal bradicardizante e hipotensor (fase 1) que
aparentemente resultou da estimulagdo das fibras C aferentes vagais pulmonares
mas ndo cardiacas. Este reflexo ndo parece envolver a ativacdo dos receptores
vaniléides TPRV; nem dos receptores 5-HT; localizados nestas fibras sensoriais
vagais. O componente tardio (fase 2) da resposta hipotensora do OEAC parece ser
decorrente, pelo menos em parte, de um 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 calcio dependentes de voltagem ou de receptor. Este efeito
vasorrelaxante do OEAC, preferencialmente dependente do acoplamento
farmacomecanico, foi principalmente atribuido a acdo de seu maior constituinte, o
NF.

Palavras-chave:

Aniba canelilla; Artéria mesentérica isolada; Efeito vasorrelaxante; 1-Nitro-2-
feniletano; Oleo essencial; Ratos espontaneamente hipertensos; Reflexo vago-vagal.



ABSTRACT

de ANDRADE, LFLI. Cardiovascular effects of the essential oil of Aniba canelilla and
its main constituent, of 1-nitro-2-phenylethane, in spontaneously hypertensive rats.
2011. Doctoral Thesis. Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco,
Brazil.

This study investigated the mechanisms underlying the cardiovascular responses to
the essential oil of Aniba canelilla (EOAC) and its main constituent 1-nitro-2-
phenylethane (NP) in spontaneously hypertensive rats (SHRs) by using a combined
in vivo and in vitro approach. Rats were anesthetized, and catheters were implanted
in the abdominal aorta and inferior vena cava. For vascular reactivity studies, rats
were sacrificed and the superior mesenteric artery (SMA) was isolated. The rings
were suspended in organ baths containing continuously aerated perfusion medium at
37°C. In anesthetized SHRs, intravenous (i.v.) bolus injections of EOAC (1-20 mg/kg)
or NP (1-10 mg/kg) elicited dose-dependent hypotensive and bradycardiac effects,
which were characterized in two periods (phases 1 and 2). The first rapid component
(phase 1) evoked by EOAC and NP (both at 10 mg/kg) was absent after left ventricle
injection, fully abolished by bilateral vagotomy or perineural treatment of both cervical
vagus nerves with capsaicin (250 pg/mL) while remained unaltered by i.v.
pretreatment with capsazepine (1 mg/kg) or ondansetron (30 pg/kg). In conscious
SHRs, NP (5 and 10 mg/kg, i.v.) evoked rapid hypotensive and bradycardiac effects
(phase 1) that were fully abolished by methylatropine (1 mg/kg, i.v.) pretreatment. At
0.1-1000 pg/mL, EOAC and NP relaxed SMA preparations pre-contracted with 75
mM KCI with ICso [geometric mean (95% confidence interval)] values of 294.19
[158.20-94.64] and 501.27 [378.60-624.00] pg/mL, respectively); or with
phenylephrine (PHE) (ICso= 11.07 [6.40-15.68] and 7.91 [4.08-11.74) pg/mL,
respectively). Relaxant effects of EOAC on SMA pré-contracted with PHE remained
unaltered by vascular endothelium removal. EOAC and NP also inhibited the
concentration-response curves of KCI (25-125 mM) or PHE (107°-3x10™ M). In SMA
preparations maintained under Ca?*-free conditions, EOAC (100 pg/mL) reduced the
PHE, but not the caffeine-induced contraction. In Ca**-free and high K* (75 mM)
medium, the contractions produced by CaCl, or BaCl, were reduced or even
abolished by EOAC at 100 and 600 pg/mL, respectively. Similar effects were also
observed with NP on the contractions induced by CaCl,. EOAC also relaxed the
contraction evoked by phorbol dibutyrate (ICsp = 52.66 [10.82-94.64] ug/mL) in a
concentration related manner. It is concluded that EOAC and NP induces a vago-
vagal bradycardiac and depressor reflex (phase 1) that apparently results from the
stimulation of vagal pulmonary rather than cardiac C-fiber afferents. This effect does
not appear to involve activation of either vanilloid TPRV4 or 5-HT3 receptors located
on vagal sensory nerves. The second hypotensive response (phase 2 ) to i.v. EOAC
seems to result, at least in part, from a myogenic endothelium-independent
vasorelaxation through inhibitory actions on contractile events that include
intracellular pathways, more than a superficial action restricted to the membrane
environment such as a simple blocking activity on a given receptor or ion channel.
This vasorelaxant effect of EOAC appears preferential to receptor-activated
pathways and is mainly attributed to the action of its main constituent, NP.
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Aniba canelilla; Essential oil; Isolated mesenteric preparation; 1-Nitro-2-
phenylethane; Spontaneously hypertensive rats; Vago-vagal reflex; Vasorelaxant
effect.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Folhas e flores da Aniba canelilla. ...............ccccooiiie 48
Figura 2. Estrutura quimica do 1-nitro-2-feniletano (OGER et al., 1994).................. 50
Figura 3. Arco barorrefleX0 .........ouuuuiiiii e 52

Figura 4. Mecanismo de acdo de determinado agonista no acoplamento
farmacomecénico. (Adaptado Benjamin Cummings, na imprint of Addison Wesley

o] a0 =1 o ) PSSP 65

Figura 5. Regulacdo da contragcdo do musculo liso. Varios agonistas atuam em
receptores especificos ocasionando a contragdo do musculo liso. Subseqlente a
ligacdo, ocorre aumento da atividade da PLC. A PLC produz a partir do PIP, o DAG
e o IPs. O IP; se liga aos receptores especificos no RS, liberando Ca?*. O DAG junto
com o Ca®" ativa a PKC, que fosforila proteinas especificas. O Ca®" ativado liga-se a
calmodulina, promovendo a ativagdo da miosina quinase de cadeia leve (MCL
quinase) (Adaptado de WEBB, 2003). .......cccoiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 67

Figura 6. A ativacdo do trocador Na*/Ca®" (NCX) pelo GMPc. GC, guanilato ciclase;
NO 6xido nitrico; PKG, GMPc dependente (Adaptado de NISHIMURA, 2006)......... 69

Figura 7. A ativacdo do trocador Na*/Ca?* (NCX) pelo AMPc. AC, adenilato ciclase;
Gs, proteina G ligado ao GTP; PKA, proteina quinase dependente-AMPc (Adaptado
de NISHIMURA, 20006). ......coeeiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeeeeeeeeeeeeeeneees 71

Figura 8. Relaxamento do musculo liso. O processo de relaxamento requer uma
concentracdo intracelular diminuida de Ca** e uma atividade aumentada da miosina
fosfatase de cadeia leve de miosina (MLC fosfatase). O reticulo sarcoplasmatico
(RS) e a membrana plasmatica contém a Ca,Mg-ATPase que remove o Ca®" do
citosol. O trocador Na*/Ca®" localizado na membrana plasmatica também reduz a
[Ca®].. Durante o relaxamento, os canais de Ca®" operados por voltagem ou por
receptor presente na membrana plasmatica permanecem fechados resultando na
diminuigao da entrada de Ca?* para a célula (Adaptado de WEBB, 2003)................ 72



Figura 9. Substancias secretadas pelo endotélio. O papel do aumento da
concentracdo citosélica de Ca®* na liberagdo dos fatores relaxantes derivados do
endotélio (FRDE). A ativagéo de receptores endoteliais induz um influxo de Ca** no
citoplasma da célula endotelial. Apos a interagdo do Ca?* com a calmodulina, ativa a
NO-sintase e as cicloxigenases, e leva a liberagdo de fatores hiperpolarizantes
derivados do endotélio (FHDE). O ON causa relaxamento pela ativacéo e formacéao
de GMP ciclico (GMPc) a partir do GTP. FHDE causa hiperpolarizagao e
relaxamento pela abertura dos canais de K'. As prostaciclinas (PGl,) causam
relaxamento pela ativagdo da AC que conduz a formagdo de AMP ciclico (AMPc).
Quando os agonistas ativam as células endoteliais, 0 aumento do IP; pode contribuir
para o aumento de Ca®" citoplasmatico liberado pelo RS (Adaptado de
VANHOUTTE, 2003). oottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaans 73

Figura 10. Rato SHR oriundo do biotério do Departamento de Fisiologia e

Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco.. ...........cccoovviiiiiiiiiiiinneennn. 81

Figura 11. Fotografia do procedimento cirurgico realizado para implantacdo dos

catéteres na artéria € veia femoral. ..o 82

Figura 12. Fotografia do sistema utilizado para registro de pressédo arterial e

freqUéncia cardiaca €m ratoS. .........uuiiiiii i 83

Figura 13. Esquema simplificado do set up utilizado nos experimentos de
reatividade vascular; 1.Transdutor de tensdo isométrica (LETICA Scientic
Instruments, TRI-210); 2. Fonte de carbogénio (95% de O, e 5% de COy); 3. Sistema
de Aquisicao de Dados (Powerlab, ADIntruments, Bella Vista, Australia); 4. Software
PowerLab 7.1; 5. Banho de circulacao Haake FJ; 6. Cuba de 5 mL; 7.Haste Fixa; 8.
(O] = (o ] 88

Figura 14. Representagao esquematica do protocolo experimental para o estudo de
viabilidade da preparagao e o teste do endotélio em anéis de artéria mesentérica

SUperior iSolada de ratOS. .........ooiiiiiiiiie e 889

Figura 15. Representagdo esquematica do protocolo experimental para avaliar o
efeito do OEAC sobre o tbnus basal em anéis de artéria mesentérica superior

101 = (o = Mo (=X = | (0 1= T r o 889



Figura 16. Representacao esquematica do protocolo experimental para estudo do
efeito de concentragdes crescentes do OEAC ou NF em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de ratos pré-contraidas com FEN (1 uM) com e sem
endotélio ou KCI (75 mM). Em um grupo foi incubado o TEA (5 mM).............eeeennn... 90

Figura 17. Representagao esquematica do protocolo experimental para estudo do
efeito de uma determinada concentragdo do OEAC sobre a contragao induzida pela
curva de FEN (107" — 10* M) ou curva ao KCI (25 — 150 mM) em anéis de artéria

mesentérica superior isolada de ratoS...........ccovvei i 91

Figura 18. Representagao esquematica do protocolo experimental para estudo do
efeito do OEAC ou NF sobre a curva ao CaCl, previamente despolarizada com KCL

75 mM em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos. ...................... 8892

Figura 19. Representagcdo esquematica do protocolo experimental para estudo do
efeito do OEAC ou nifedifipa sobre a curva ao Ba** previamente despolarizada com

KCL 75 mM em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos. .................. 93

Figura 20. Representagdo esquematica do protocolo experimental para estudo do
efeito de concentragdes crescentes do OEAC sobre a contragéo induzida pelo PDB

em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos. ............ccccoevviiiiiiiiiieeen, 93

Figura 21. Representagcao esquematica do protocolo experimental para estudo do
efeito do OEAC sobre a contracéo induzida pela cafeina em meio sem Ca* de anéis

de artéria mesentérica superior isolada de ratos...........cccoovviiiiiiiiiiie i 88

Figura 22. Representagao esquematica do protocolo experimental para estudo do
efeito do OEAC sobre a contracgdo induzida pela FEN em meio sem Ca** de anéis de

artéria mesentérica superior isolada de ratos. ..o 885

Figura 23. Esquema demonstrando os principais componentes da preparagao para
o estudo de vasos de resisténcia isolados, desenvolvido por Mulvany & Halpern
(1977). (a) Leito mesentérico e seus ramos, (b) diagrama mostrando como a parte
terminal da artéria € montada entre dois fios de tungsténio de 32 ym de diametro
cada, (c) diagrama mostrando a as placas de ago, entre as quais esta montada uma

artéria de até 2 mm de comprimento e uma das placas esta conectada a um



transdutor de forga de alta sensibilidade enquanto a segunda esta conectada a um

(8]1e] 0] 1 1= | (o TRRTT TR 96



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Classificagcao da hipertensao (lll Consenso Brasileiro HAS).................... 75

Tabela 2. Composi¢cao quimica e indice de retencdo dos constituintes do dleo

essencial da AnIba CANEIIIAL ... 79



LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

AC Adenilato ciclase

Ach Acetilcolina

AMPc 3’ 5’ - adenosina monofosfato ciclico

AR Adrenorreceptores ou receptores adrenérgicos ou
a-AR Adrenorreceptores alfa-1

B-AR Adrenorreceptores beta

ca” Célcio

CAP Capsaicina

CGRP  Peptideo relacionado ao gene da calcitonina
CVLM Regido caudal do bulbo ventro lateral

DAG Diacilglicerol

EAZ Extrato de Alpinia zerumbet
ECA Enzima conversora de angiotensina
Em Potencial de membrana

E.P.M.  Erro padrdo da média

EUG Eugenol

FC Frequéncia cardiaca

FEN Fenilefrina

FHDE Fator hiperpolarizante derivado do endotélio
FRDE Fator relaxante derivado do endotélio
GABA  Aminoacido gama-aminobutirico

GC Guanilato ciclase

GDP Difosfato guanosina



GMPc  3'5°-guanosina monofosfato ciclico

Gs Proteina G estimulatoria
GTP Trifosfato de guanosina
HAS Hipertensao arterial sistémica

HDL Lipoproteina de alta densidade

ICs0 Concentragao que reduz em 50 % o efeito maximo
V. Intravenosa

i. p. Intraperitoneal

IP3 1,4,5-trifosfato de inositol

ISO Organizacgao de padronizacgao internacional

KCI Cloreto de potassio

LDL Lipoproteina de baixa densidade

ME Metileugenol

min Minutos

MLCK  Quinase da cadeia leve de miosina

MLV Musculo liso vascular

NA Noradrenalina

NANC  Neurotransmissao n&o-adrenérgica e ndo-colinérgica

NCX Atividade trocadora Na*/Ca®*

NF 1-Nitro-2-feniletano

Nm Receptores nicotinicos musculares e ganglionares
Nn Receptores nicotinicos neuronais

NOS Oxido nitrico sintase

NPY Neuropeptideo Y

NTS Nucleo do trato solitario



OEAC  Oleo essencial da Aniba canelilla
OEAZ  Oleo essencial da Alpinia zerumbet
OECN  Oleo essencial do Croton nepetaefolius
OECZ  Oleo essencial do Croton zehntneri
OEMV  Oleo essencial da Mentha villosa
OEOG Oleo essencial do Ocimum gratissimum
OEs Oleos essenciais

OMS Organizagdo Mundial de Saude

ON Oxido nitrico

OP Oxido de piperitenona
PA Presséo arterial

PAM Pressao arterial média
PGl; Prostaciclinas

PIP2 Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato

PKA Proteina quinase dependente de AMPc
PKC Proteina quinase C

PKG Proteina quinase dependente de GMPc
PLC Fosfolipase C

RBJ Reflexo cardiopulmonar de Bezold-Jarisch
ROCCs Canais para Ca** operados por receptor
RS Reticulo sarcoplasmatico

RVLM Regido rostral do bulbo ventro lateral
RVP Resisténcia vascular periférica

SHR Ratos espontaneamente hipertensos

SNA Sistema nervoso autbnomo



SNC
SP
SuUS
TEA
Trp-4-ol
TRPV1
VIP
VOCCs
VSPA

5-HT3

Sistema nervoso central

Substancia P

Sistema Unico de Saude

Tetratilamonio

Terpinen-4-ol

Receptores vanildides tipo 1

Peptideo vasoativo intestinal

Canais para Ca®" operados por voltagem
Neurbnio aferente primario sensivel a vanildide

Receptor serotoninérgico



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt ettt n et eete et nnanas 25
2. OBUIETIVOS . ...ttt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaas 29
2 1= = 29
2.2. OBUETIVOS ESPECIFICOS.....uuuuuttetieteaeeeeaaaitiieieeeaaeeaasssnsseeeeeeaaeassaannssseeeeaaaeesaanns 29
3. REVISAO DE LITERATURA ...ttt oottt 31
3.1. OLEOS ESSENCIAIS .......vveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteseeeeseeeeeneaeesees e s eteaseeneeeneeenneeneeea, 31
3.1.1. EFEITOS CARDIOVASCULARES OES E SEUS PRINCIPAIS CONSTITUINTES ............. 37
K NN 1= 7N 0 = I 48
3.3. CONTROLE DA PRESSAO ARTERIAL ......uuuiitiiiieeeeeeeeeeeinteeeeeeeaeessssnnnsseneeeaaeessanns 51
3.3.1. Sistema Nervoso autdNOMO.........ccooriiiiiiiiiee e 54
3.3.2. Neurotransmissao nao-adrenérgica € Nnao-colinergica............coocccouriiiienennns 58

3.4. MECANISMOS VASCULARES .....ccetiiiiuuuaaeaeeeeeeeannnaaaeeaaeeeaasannnaaaeaeeeeeeesnnnnaaeaeaees 61
3.4.1. ions de CAICIO € SEUS CANAIS .........ccveeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 62
3.4.2. Contragao MUSCUIAK ............uuiiiiiiee e 65
3.4.3. Relaxamento MUSCUIAT........... oo 67

3.5. TRATAMENTO FARMACOLOGICO DA HIPERTENSAO .....ciieeieieiiiiiiieeeeeeeeeeeennnee e e e 74
4. METODOLOGIA ..ottt e e e s ettt e e e e e e e s b b e e e e aeeeeannnnreees 78
4.1. EXTRAGAO E ANALISE QUIMICA. .....uutiiiieeeeeaeaeiiiteeeeeeeeeeeessinteeeeeeeaeeeesaennnneeeeeaeeas 78
4.2. SOLUCOES E DROGAS .. .cotiiietiiete ettt e e et e e e e e e e e e e e e raaeeeeaaaas 80
4.3 MATERIAL ..ottt ettt e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e ra e e e eeaaans 80
4.4. EXPERIMENTOS FARMACOLOGICOS “IN VIVO .. .uiiiieeeeeeeiiiiiiee e e e e eeeeeeatinn e e e e e eeeeeens 81
4.4.1. Cateterizacio dOS animaiS .........ceeeiivuiieiiiiiie e 81
4.4.2. Sistema de regiStro ........cciiiiiiiieeece e 83
4.4.3. Protocolos experimentais “in VIVO”.........ccooe i 83

4.5. EXPERIMENTOS “IN VITRO...cetttutiiieeeeaeeeeeetinteaaeeeeeeeeeeaannnaaeaeeeeeseesssnnnaeeeaeeeeennnns 87
4.5.1. Estudo de reatividade vascular em artérias mesentéricas superiores......87
4.5.1.1. Protocolos experimentais para as preparagdes "in vitro" ...................... 88

4 .5.2. Estudo de reatividade vascular em artérias mesentéricas de resisténcia 95

4.5.2.1. Protocolo experimental em artérias de resisténcia..........cc.ccccceovvvee. 97



4.6 ANALISE ESTATISTICA «.eetiiieeeetiie e e ettt e e e et e e e ettt e e e e e et e e e e e ea e e e e e aa e e e eesaneeeeesnans 97

B, RESULTADOS ..o ettt ettt et 98
B. DISCUSSAD ...ttt 150
7 CONCLUSAOD ..ottt e et e e e et e e e e e e e e e e eneireaeas 160

8. REFERENCIAS ......c.oiioeeeeeeeee ettt ettt ettt ettt anis 161



APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta tese estao apresentados sob a forma de

artigos.

O item metodologia descreve em detalhes todo procedimento metodoldgico.
Com relagédo aos itens, discussdo e conclusdes encontradas no final desta tese
apresentam interpretagdes e comentarios gerais sobre os artigos cientificos gerados

durante esta tese.

As referéncias bibliograficas referem-se somente as citagdes que aparecem

nos itens introducéo, reviséo bibliografica, metodologia e discussao.
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1. INTRODUCAO

Existe um interesse crescente nos estudos sobre plantas medicinais como
fonte de recursos terapéuticos. Essa veeméncia também €& clara nas politicas e
programas do governo que tem demonstrado interesse em programas de fitoterapia,
fazendo surgir uma Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos com o
objetivo de garantir a populagao brasileira 0 acesso seguro e o uso racional, além de
promover o0 uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia

produtiva e da industria nacional (Ministério da Saude, 2006).

De acordo com a Organizagao Mundial de Saude (OMS), 80% da populagao
mundial faz uso de medicamentos obtidos a partir das plantas medicinais. No Brasil,
as pesquisas indicam que 90% da populagdo ja fizeram uso de alguma planta

medicinal (CORREA; ALVES, 2008).

Nas regides mais pobres do Brasil e até mesmo nas grandes cidades, plantas
medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontradas
em quintais residenciais (MACIEL et al., 2002). Durante a ultima década, o consumo
de ervas tem aumentado consideravelmente em paises da América do Norte e da
Europa, particularmente na Alemanha e na Franga (CAPASSO et al., 2003). Ernest e
colaboradores em 2004 mostraram que dois tercos das mulheres usam ervas para
sintomas da pré-menopausa, 45% dos pais tratam as criancas com ervas e 45% das
gestantes utilizam as ervas como remeédio. Mas, a maioria dos produtos utilizados
nao é licenciada e nao possui uma demonstracdo de eficacia, seguranga ou

qualidade (DE SMET et al.,, 2002). Embora, as ervas sejam frequentemente
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promovidas como natural, elas ndo sao desprovidas de efeitos adversos (PALMER,

et al., 2003).

As plantas medicinais sao utilizadas para o tratamento de diversas doencas,
desde transtornos leves como desordens do trato gastrointestinal, inflamacgdes
dermatoldgicas, tratamento da tosse, dores musculares, gripe e insbnia, até
enfermidades mais graves como desordens cardiovasculares, obesidade, diabetes e
cancer (SILANO et al., 2004; FOGLIO et al., 2006, AHMAD et al., 2010, BEN-ARYE

et al. 2010; REUTER et al. 2010; BALAZ, 2010).

Planta medicinal pode ser considerada aquela que contém substancias bio-
ativas, possuindo um ou mais principios ativos com propriedades terapéuticas,
profilaticas ou paliativas (VALE, 2002). Enquanto que os fitoterapicos sao definidos
como medicamentos produzidos a partir de material botanico integral ou seus

extratos com o propésito de tratamento médico (FRANCA et al., 2008).

O uso da fitoterapia, para o tratamento e prevengao de doencas, se deve a
presenca de metabdlitos secundarios sintetizados pelas plantas. Varios
medicamentos foram e vem sendo desenvolvidos, direta ou indiretamente a partir de
plantas, podendo ser citados como exemplo a digoxina, a morfina, a rutina, a
pilocarpina, a atropina, a escopolamina, a tubocurarina, a hipericina, a artemisinina,
a vimblastina, a vincristina, o etoposideo, o teniposideo, o taxol, a camptotecina,
dentre outros (CALIXTO, 2001; BOLDI, 2004; VIEGAS et al., 2006; FOGLIO et al.,
2006). A utilizagao de plantas para a obtengcédo de farmacos € tao intensa que de
1940 até 2007 das 155 moléculas utilizadas para o tratamento do cancer 47% eram

provenientes ou derivadas de produtos naturais (NEWMAN; CRAGG, 2007). Em
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2005, cerca de 25 - 30% de todas as drogas disponiveis como terapéutica eram

derivados de produtos naturais (CALIXTO, 2005).

Esses dados justificam o grande interesse da industria farmacéutica na
producdo de agentes terapéuticos de origem natural, principalmente em paises de
clima tropical, como o Brasil, que possui uma enorme biodiversidade. Entre os
paises da América Latina, somente o Brasil detém cerca de 20-22% das plantas e

micro-organismos do planeta (CALIXTO, 2005).

Neste contexto, os 6leos essenciais (OEs), que sado produtos obtidos de
partes das plantas aromaticas, vém sendo muito estudados pelas suas diversas
acdes farmacoldgicas, no entanto ainda sdo escassos os trabalhos que investigam
os efeitos cardiovasculares principalmente quando se destina a descrever o
mecanismo de acdo. Diante desta lacuna, a nossa equipe tem pesquisado os efeitos
cardiovasculares de varios OEs com largo uso na medicina popular no tratamento de

disturbios gastrointestinais.

Sabemos que é de interesse nacional o estudo de plantas medicinais,
sinalizado desde 1998 através de diversas conferéncias e seminarios que
forneceram subsidios para a normatizacdo das agdes governamentais para plantas
medicinais e fitoterapicos. Essas acbes se concretizaram em varias politicas
subsequentes culminando com a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (MINISTERIO DA SAUDE, 2006) que tem dentre seus objetivos a
pesquisa, o desenvolvimento de tecnologias e inovagdes em plantas medicinais e
fitoterapicos, nas diversas fases da cadeia produtiva (MINISTERIO DA SAUDE,

2006).



28

Em 2009 o Ministério da Saude divulgou uma lista com 71 plantas medicinais
que poderdo ser usadas como medicamentos fitoterapicos pelo Sistema Unico de

Saude (SUS).

A necessidade de estudos que validem o uso das plantas na medicina
popular, estimulou a adequagao das linhas de pesquisas desenvolvidas no nosso
laboratorio com o intuito de atender as demandas das Politicas Nacionais nesta
area, visando contribuir nos estudos de plantas com potencial farmacolégico sobre

o sistema cardiovascular.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

- Estudar o mecanismo de agéo envolvido nos efeitos cardiovasculares induzido pelo
oleo essencial da Aniba canelilla (OEAC) e pelo 1-nitro-2-feniletano (NF) em ratos

espontaneamente hipertensos (SHR).

2.2. Objetivos especificos

In vivo

- Estudar os efeitos do OEAC e do NF sobre a presséao arterial média (PAM) e a

frequéncia cardiaca (FC) em SHR anestesiados ou acordados;

- Estudar os efeitos cardiovasculares do OEAC e do NF;

- Caracterizar a participacao de fibras sensoriais nos efeitos causados pelo OEAC e

NF;

- Estudar a participagdo colinérgica nos efeitos cardiovasculares induzidos pelo

OEAC e NF.

In vitro

- Estudar a acdo vascular do OEAC e do NF em preparacgdes de artéria mesentérica

superior isolada;
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- Estudar a agao vascular do OEAC em preparagdes de artéria mesentérica de

resisténcia;

- Verificar a participacao do endotélio no efeito vasorrelaxante induzido pelo OEAC e

NF;

- Estudar a participacdo dos canais para calcio (Ca**) sobre o efeito vasorrelaxante

do OEAC e NF;

- Investigar se 0 OEAC atua por vias intracelulares para produzir efeitos vasculares.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Oleos essenciais

Os OEs sao definidos como os produtos obtidos de partes de plantas, onde
de forma geral s&o misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas,
geralmente odoriferas e liquidas. Do ponto de vista quimico, os OEs das plantas s&o
constituidos principalmente de uma mistura de lipideos chamados terpenos. Os
terpenos séo hidrocarbonetos e aqueles que sédo oxigenados sao denominados
terpendides. Os OEs sado encontrados em varias plantas, mas sdo especialmente
abundantes nas mirtaceas, coniferas, labiadas, rutaceas, lauraceas e umbeliferas

(MATOS; FERNANDES, 1975-1978; CRAVEIRO et al., 1976).

Os métodos de extragdo variam conforme a localizagdo do 6leo volatil na
planta e com a proposta de utilizacdo do mesmo. Os métodos mais comuns de
extragdo sao: enfloracdo, destilagdo por arraste de vapor d’agua, extragdo com
solvente orgéanico de forma continua e descontinua, prensagem e extragdo por CO,
supercritico. O método mais empregado para a obtengdo dos OEs é a destilagéo
pelo vapor onde o OE é evaporado e condensado por resfriamento (CRAVEIRO et

al., 1976, 1981).

A 1SO (International Standard Organization) define oleos volateis como os
produtos obtidos de partes de plantas através da destilacdo por arraste de vapor
d’agua, bem como os produtos obtidos por prensagem dos pericarpos de frutos

citricos (Rutaceae).
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Dependendo da familia, os o6leos volateis podem ocorrer em estruturas
secretoras especializadas, tais como pélos glandulares nas Lamiaceae, células
parenquimaticas diferenciadas nas Lauraceae, Piperaceae e Peaceae, nos canais
oleiferos nas Apiaceae ou em bolsas lisigenas ou esquizomoégenas nas Pinaceae e
Rutaceae. Os 6leos tém a funcao de proteger as plantas de doencgas e parasitas,
aléem de atrair insetos que auxiliam na polinizagdo. Adicionalmente, catalisam
reagdes bioquimicas, agindo como horménios ou reguladores, e dessa forma

desempenham um importante papel na bioquimica da planta (LAVABRE, 1993).

Estudos mostram que a toxicidade de alguns componentes dos oOleos volateis
constitui uma protecao contra predadores e infestantes, como por exemplo, 0 mentol
e mentona que sdo inibidores do crescimento de varios tipos de larvas (SIMOES;
SPITZER, 1999). O OE de Clausena excavata e seus constituintes sdo um potencial
larvicida natural que age inibindo o crescimento de larvas do mosquito Aedes
aegypti e Aedes albopictus (CHENG et al., 2009). As plantas do género
Cymbopogon, bem como o extrato do 6leo do género Ocimum ssp sao utilizados
tradicionalmente como repelente (PADILHA DE PAULA et al., 2003; NERIO et al.,

2010).

Os vapores de certas substancias como o citronelal e a-pineno podem causar
irritacdo suficiente em um predador para fazé-lo desistir de um ataque. Certos
himendpteros, por exemplo, sequestram (sem alteragcdo quimica) a- e - pineno,
entre outros componentes, do Pinus sylvestris L. (uma conifera européia), dessa
forma, as larvas desses insetos se defendem de predadores como as formigas

(HARBORNE, 1993).
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Na Uniao Européia, o maior uso de OEs nas industrias € como flavorizante,
em fragrancias de perfumes e logdes pds-barba e por suas propriedades funcionais
(FROSCH et al., 2002). A industria utiliza amplamente os OEs, como aromatizantes
para preparacao de perfumes, sabdes, desinfetantes e cosméticos, e na preparagao
de alimentos como doces caseiros, licores, bebidas aromaticas, refrescos e
aguardentes de cana (JACOBS, 1948; LE BOURHIS, 1968, 1970; LE MOAN, 1973;
CRAVEIRO et al., 1977; ITOKAWA et al., 1981). Ademais, sdo empregados também
para mascarar odores desagradaveis em ambientes de trabalho e instalagbes
sanitarias, além de serem usados como insumo em diversos produtos das industrias
de plastico, tintas, borrachas, inseticidas e outras (CRAVEIRO, 1981; PADILHA DE
PAULA et al., 2003; CAPUTI; APREA, 2011). Entretanto, a utilizacdo dos OEs deve
ser cautelosa, pois sdo crescentes os relatos clinicos sobre a toxicidade associada
ao consumo de medicamentos fitoterapicos (ZHOU et al., 2004). Alguns OEs podem
ser convertidos em substancias toxicas ou metabdlitos carcinogénicos e
mutagénicos (ZHOU et al., 2007), portanto € importante avaliar a sensibilidade dos
individuos aos inumeros componentes quimicos de um o6leo volatil e a ingestao
concomitante de certos medicamentos, que podem provocar o aparecimento de
reagcdes adversas e/ou toxicas (ZHOU et al.,, 2007). Geralmente a toxicidade dos
Oleos volateis é dose dependente, entretanto, em alguns casos a utilizagdo de doses
baixas pode provocar reagdes adversas, principalmente nos casos de alergias de
contato (sensibilizagado cutanea) (SEN et al., 2010). O grau de toxicidade também
depende da via de administragdo, sendo a ingestdo oral aquela que apresenta

maiores riscos, especialmente se os Oleos volateis forem ingeridos concentrados.
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Esta é a via mais estudada sob o aspecto da toxicidade dos 6leos volateis (SIMOES;

SPTIZER, 1999).

A maioria dos OEs possui indice de refracao e sdo opticamente ativos, sendo
essas propriedades utilizadas na sua identificacdo e no controle de qualidade. Seus
constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos,
aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, Oxidos, peroxidos, furanos, acidos
organicos, lactonas, cumarinas, até compostos sulfurados (MATOS; FERNANDES,
1975-1978; LAVABRE, 1993). Esses constituintes podem ser ativos ou inativos do
ponto de vista farmacolégico ocasionando distintas acdes decorrentes da interagao
dos constituintes presentes nos OEs, podendo atuar de forma sinérgica ou ndo. Um
exemplo desse efeito sinérgico encontra-se nos constituintes da papoula (Papaver
somniferum), onde a morfina apresenta acdo analgésica e a papaverina possui
efeito relaxante na musculatura lisa. A associagcdo desses dois componentes
intensifica seus efeitos (VEIGA et al., 2005). Na composi¢cdo quimica dos OEs, os
constituintes estdo presentes em diferentes concentragbes, e normalmente, um
deles € o composto majoritario. Esta composi¢ao pode variar durante o dia e ao
longo do ano, como também por diversos outros motivos como: clima, solo,
variedade e parte da planta onde é extraido (folha, casca, caule ou raiz). Devido a
complexa composi¢cao quimica, postula-se que os OEs apresentam também uma
diversidade de acbes farmacolégicas, sendo fontes potenciais para o
desenvolvimento de novas drogas (CRAVEIRO et al., 1978, 1980; ALBUQUERQUE,

1982; MAGALHAES, 1997).

Os terperndides possuem uma importante participacdo nas industrias de

aromas e fragrancias, por possuirem uma variedade de aromas agradaveis de
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florido para frutado, com notas amadeiradas e balsémicas. A expectativa € que em
2012 a venda desses produtos demande por volta dos US$ 5,3 bilhdes apenas nos

Estados Unidos (CAPUTI; APREA, 2011).

Os OEs, assim como as plantas aromaticas, sdo empregados na medicina
popular na forma de chas e infusatos para o tratamento da rinite alérgica
(BEZERRA, 1994), da cdlica menstrual, da diarréia sanguinolenta, da amebiase e
giardiase, e como sedativos, estomaquicos (FREISE, 1935; ITOKAWA et al., 1981;
KIUCHI et al., 1992; BEZERRA, 1994), antimicrobianos, analgésicos, diuréticos (LUZ
et al., 1984; MENDONCA, 1989; MENDONCA et al., 1991), antimalaricos
(KLAYMAN, 1985), anti-sifiliticos (MENDONCA, 1989) e anti-hipertensivos (LUZ et

al., 1984; MENDONCA, 1989).

Algumas propriedades farmacoldgicas dos OEs estdo relativamente bem
estabelecidas: i) acdo carminativa — promove uma reducdo dos gases intestinais
através de uma leve anestesia sobre a cardia, permitindo seu relaxamento e
consequente expulsado do ar do trato gastrintestinal. Sado propriedades encontradas
no Foeniculum vulgare, Pimpinella anisum, Matricaria recutita,, Mentha piperita,
Aniba canelilla, Lavandula angustifolia; Bunium persicum; ii) agao antiespasmadica -
alguns 6leos relaxam a musculatura lisa intestinal, diminuindo ou mesmo suprimindo
espasmos, por exemplo a Foeniculum vulgare, Pimpinella anisum, Matricaria
recutita, Achyrocline satureiodes, Allium sativum, Salvia officinalis, Aniba canelilla,
Tripleurospermum disciforme, Bunium persicum, Origanum acutidens; iii) acao
estimulante sobre secregbes do aparelho digestivo, justificando a propriedade
estimulante do apetite, cita-se como exemplo plantas como o Zingiber spectabile,

Gentiana Lutea, Juniperus communis; iv) acgao irritante tépica ou repulsiva (uso
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externo) - alguns produtos, tais como a esséncia de terebintina, provocam um
aumento da microcirculagcao local com consequente efeito rubefaciente (sensacéao
de calor) e, em certos casos, uma ag¢ao anestésica local; v) agao secretolitica - a
acao irritante topica pode provocar a atividade secretora do epitélio respiratoério,
facilitando a fluidificagdo e a expulsdao do muco, benéfica a em alguns problemas
respiratorios sdo exemplos, o Eucalyptus robusta e lllicium verum; vi) agdes sobre o
sistema nervoso central (SNC) - estimulante (Aniba canelilla), depressora (Melissa
officinalis, Cymbopogon citratus) ou mesmo provocando convulsdes em doses
elevadas (Artemisia absinthium, Chenopodium ambrosioides, Salvia officinalis,
Cinnamomum zeylanicum); vii) acdo anestésica local - 6leo volatil do Caryophillus
aromaticus, pelo seu alto teor em Eugenol (EUG), que também tem atividade anti-
séptica; viii) acdo anti-séptica (uso externo) - alguns Oleos volateis inibem o
crescimento de varias bactérias e fungos devido a presenga de compostos fendlicos,
aldeidos e alcodis; ix) agdo anti-obesidade — alguns 6leos como o Citrus aurantifolia
e Bunium persicum vem demonstrando reduzir o peso corporal (SIMOES;
SPTIZER,1999; LIS-BALCHIN; HART, 1999; de LIMA et al., 2009; CHEHREGANI et

al., 2010; SHARIFIFAR et al., 2010; GOZE et al., 2010; ASNAASHARI et al., 2010).

Dos OEs investigados por nossa equipe, seis tiveram interesse especial, sdo
os provenientes do Croton nepetaefolius Baill. (Euphorbiaceae) conhecido como
marmeleiro vermelho, Mentha villosa Huds. (Labiatae) denominada popularmente
como menta rasteira, Alpinia zerumbet ou speciosa K. Schum (Zingiberaceae)
vulgarmente chamada de col6nia, do Croton zehntneri Pax. (Euphorbiaceae) ou
canela de cunha, da Aniba canelilla Mez. (Lauraceae) mais conhecida como casca

preciosa e do Ocimum gratissimum L. (Labiatae) (alfavaca). Essas plantas
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medicinais aromaticas tém grande uso na medicina popular, particularmente devido
ao seu efeito antiespasmaddico. O Ocimum gratissimum é utilizado como calmante e
a Alpinia zerumbet como anti-hipertensivo. No Nordeste do Brasil, fitoterapicos da
Mentha villosa sdo comercializados industrialmente para o tratamento de giardiase e

amebiase.

Estudos realizados em roedores mostraram que os OEs supramencionados,
assim como seus principais constituintes, apresentam grande eficacia farmacolégica
em tecidos excitaveis. E, em preparacées de musculo liso possuem um efeito em
comum: sao depressores da contratiidade (miorrelaxantes e antiespasmadicos)
(MAGALHAES, 1997; COELHO-DE-SOUZA, 1997; MAGALHAES et al., 1998a;
COELHO-DE-SOUZA et al., 1998; SOUSA, 1999; LEAL-CARDOSO; FONTELES,
1999; BEZERRA et al., 2000; MAGALHAES, 2002; MAGALHAES et al., 2003, 2004).
Um conjunto de argumentos sugere que eles agem diretamente sobre a célula
muscular lisa, atuando provavelmente a nivel intracelular, independentemente dos
mecanismos situados na membrana plasmatica (MAGALHAES, 1997; COELHO-DE-
SOUZA, 1997; COELHO-DE-SOUZA et al., 1997, 1998; MAGALHAES et al., 1998a;
SOUSA, 1999; MAGALHAES, 2002, MAGALHAES et al., 2003, 2004). Porém, os
efeitos sobre 0 musculo liso ndo sao idénticos, possuindo aspectos que sugerem

mecanismos de acao diferenciados.

No item abaixo (3.1.1) estdo descritas plantas que foram objeto de estudo do

nosso laboratério nos Ultimos anos, suas caracteristicas e efeitos cardiovasculares.

3.1.1. Efeitos cardiovasculares de alguns OEs e de seus principais

constituintes
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Croton nepetaefolius

O C. nepetaefolius é utilizado na medicina popular como antiespasmadico.
Seu OE possui como principais constituintes o 1,8-cineol e o metileugenol (ME),
tendo sido mostrado por nossa equipe que a administracao intravenosa (i.v.) do OE
do C. nepetaefolius (OECN) induz quedas dose-dependentes da PAM e da FC em
ratos normotensos anestesiados ou acordados (LAHLOU et al., 1996; LAHLOU et
al., 1999), e que a hipotensao e bradicardia sdo independentes. A bradicardia é de
origem vagal, uma vez que foi bloqueada pelo pré-tratamento com metilatropina ou
por bivagotomia, e reduzida pelo pré-tratamento com hexametdnio, enquanto a
hipotensao parece nédo ser de origem pré-juncional, visto que continua ocorrendo
mesmo quando a transmissdo autonémica central para o sistema vascular foi
bloqueada pelo hexametdnio (LAHLOU et al., 1999). Essas observacdes levaram a
sugerir que a atividade hipotensora do OECN poderia resultar de efeitos
vasodilatadores diretos sobre o musculo liso vascular (MLV) (LAHLOU et al., 1999),
e que a estimulacdo dos receptores muscarinicos vasculares, que normalmente
induz uma hipotensdo, nao estaria envolvida neste processo, uma vez que o pré-

tratamento com metilatropina ndo afetou a hipotensao induzida pelo OECN.

A hipétese de uma acao direta do OECN sobre o MLV para induzir o efeito
hipotensor foi corroborada pelos achados obtidos em estudos in vivo e in vitro
utilizando ratos hipertensos (LAHLOU et al., 2000). Experimentos in vivo mostraram
que a administracao i.v. do OECN em ratos DOCA-sal, acordados, também induzia
quedas dose-dependentes da PAM e da FC, mas os efeitos hipotensores eram
significativamente amplificados, tanto na magnitude (absoluta ou relativa) quanto na

duragdo, quando comparados aos ratos controles (uninefrectomizados),
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normotensos (LAHLOU et al., 1999, 2000). Em ratos hipertensos, o pré-tratamento
com hexameténio (i.v.) reduziu a magnitude da bradicardia sem alterar a hipotensao.
Utilizando preparagbes de aorta isolada, observou-se que os efeitos inibitérios do
OECN na contragao induzida pela fenilefrina (FEN) foram significativamente maiores
em ratos hipertensos DOCA-sal quando comparada aos controles
uninefrectomizados (MAGALHAES et al., 1998b; LAHLOU et al, 2000;
MAGALHAES, 2002). O conjunto desses resultados sugere que a amplificacdo do
efeito hipotensor induzido pelo OECN em ratos hipertensos DOCA-sal é devido
principalmente ao aumento da resposta vascular ao 6leo do que ao aumento da
atividade do sistema nervoso simpatico, neste modelo de hipertensdo (LAHLOU et
al., 2000). Ainda, o efeito hipotensor do OECN é independente do sistema nervoso
autbnomo (SNA) e parece ser consequente da acdo vasodilatadora direta do OE

sobre o MLV.

Em 2004 Lahlou e colaboradores, demonstraram que a hipotensao induzida
pelo ME (10 mg/kg) tanto em ratos anestesiados como acordados, era associada a
uma bradicardia que parecia ser de origem vagal, uma vez que foi reduzida pela
bivagotomia ou por metilatropina (i.v.), como demonstrado para as respostas
bradicardizantes ao OECN (LAHLOU et al.,, 1999). Tais achados sugeriram
mecanismos independentes para a hipotensdo e bradicardia induzida pelo ME,
excluindo a possibilidade da hipotensao ser devido a uma bradicardia concomitante.
A combinacao de experimentos in vivo e in vitro mostraram pela primeira vez que o
tratamento i.v. com ME, em ratos anestesiados e acordados, reduzia a pressao
arterial (PA) e que isto era provavelmente devido a um relaxamento vascular e, néo

a inibicdo do ténus simpatico. Este mesmo efeito foi observado, tanto em ratos
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acordados como anestesiados, com o uso do 1,8-cineol (LAHLOU et al., 2002d),
sugerindo que tanto o ME quanto o 1,8-cineol contribuem na mediacdo dos efeitos
hipotensores do OE de algumas plantas aromaticas usadas popularmente para o

tratamento da hipertensao.

Mentha x villosa

Mentha x villosa Huds. (Labiatae) € uma planta rasteira aromatica,
comumente encontrada em jardins de casas no nordeste do Brasil (MATOS, 1994).
Ela recebe varios nomes populares como hortela-rasteira, hortela-comum ou hortela-
da-folha-miuda (MATOS, 1994). Infusdes e decoccbes das folhas de Mentha x
villosa sao geralmente usadas como estomaquico, ansiolitico, e também para o
tratamento de cdlicas menstruais e diarréia sanguinolenta (MATOS, 1994). O OE de
Mentha villosa (OEMV), e o seu principal constituinte, o 6xido de piperitenona (OP)
foi reportado por possuir efeito miorrelaxante intestinal e antiespasmddico em

animais de laboratério (SOUSA et al., 1997; SOUSA et al., 2009).

Lahlou e colaboradores (2001) mostraram que o tratamento i.v. com o OEMV,
em ratos anestesiados, induzia hipotensdo e bradicardia que foram atribuidas as
acdes do principal constituinte desse 6leo, o OP. Estes efeitos cardiovasculares sao
independentes, verificando-se que a bradicardia, mas ndo a hipotensido, necessita
da presenca de um fluxo neural simpatico funcional e operacional para o coracao.
Neste caso, a atividade hipotensora do OEMV poderia ser consequente a um efeito
vasodilatador direto sobre o MLV. Esta hip6tese foi corroborada por algumas
evidéncias: i) o OEMV reduziu a contragéo induzida pelo cloreto de potassio (KCI, 60

mM) em preparagdes de anéis de aorta. A contragao foi significativamente reduzida
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quando os anéis com endotélio intacto foram incubados na presenca de L-NAME, ou
quando ocorreu remocao do endotélio (LAHLOU et al., 2002b), o que sugere que o
ON liberado das células endoteliais vasculares estaria envolvido, pelo menos
parcialmente, no efeito vasorrelaxante induzido pelo OEMV, e consequentemente na
mediag¢ao da hipotensao. ii) a resposta hipotensora para o OEMV foi maior em ratos
hipertensos DOCA-sal, acordados, do que nos animais uninefrectomizados controles
(LAHLOU et al., 2002b). Ademais, o aumento da hipotensdo nao foi afetado pelo
pré-tratamento com hexametdnio (i.v.), sugerindo que esse efeito estaria relacionado
principalmente ao aumento da resposta vascular para o OEMV (LAHLOU et al.,

2002b).

Outros dados encontrados na literatura, também mostram que o efeito hipotensor
do OEMV (GUEDES et al., 2004a) e do OP (GUEDES et al., 2002, 2004b), é devido
a uma acao vasodilatadora, atribuida a mecanismos que tanto sdo dependentes do
endotélio (via ON e prostaciclina) quanto independentes (bloqueio dos canais para
Ca?*). Nas acdes de bloqueio de canais para Ca**, o OP inibiu a contragdo induzida
pela FEN, mas ndo aquelas induzidas por cafeina. Isto sugere que o efeito inibitério

do OP nao pode ser atribuido a inibicao direta da maquinaria contratil do MLV.

A liberacdo de Ca®* induzida pela FEN ¢ atribuida a formacao de 1,4,5-trifosfato
de inositol (IP3), enquanto a liberacdo de Ca** induzida pela cafeina é devido a um
mecanismo de liberagdo de Ca** induzido pelo Ca®** (KARAKI; WEISS, 1988). Assim,
o OP poderia inibir de uma maneira relativamente seletiva a liberagdo do Ca**
mediada pelo IP; dos estoques intracelulares em preparacdes de aorta de ratos

(GUEDES et al., 2004a).
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Alpinia zerumbet

A Alpinia zerumbet, uma planta aromatica originada no oeste da Asia
(MATOS, 2001), é abundante na regidao nordeste do Brasil, onde € comumente
conhecida como “colénia”. Infusées e decocgcbes de suas folhas sao
corriqueiramente usadas por atribuir-se a estas, propriedade diurética e anti-
hipertensiva (MENDONCA et al.,, 1991; MATOS, 2001). Experimentalmente, foi
observado que a administragao (i.v.) do 6leo essencial da Alpinia zerumbet (OEAZ),
em ratos acordados normotensos, induzia uma hipotensao que foi atribuida a acao
do seu principal constituinte, o terpinen-4-ol (Trp-4-ol) (LAHLOU et al., 2002c). Essa
hipotensdao do OEAZ parece ser independente do SNA, sugerindo que ele atue

como um agente dilatador do MLV.

Estudos realizados em ratos hipertensos DOCA-sal mostraram que a
magnitude da resposta hipotensora para a administragao i.v. de OEAZ, Trp-4-ol ou
de hexameténio € maior em ratos DOCA-sal do que em ratos normotensos
uninefrectomizados, acordados (LAHLOU et al.,, 2002c). A amplificacdo dessa
hipotensao induzida pelo OEAZ permaneceu inalterada pelo pré-tratamento i.v. com
hexametbnio ou com metilatropina, corroborando a hipétese de que o OEAZ atua
diretamente sobre o sistema vascular. O aumento da hipotensdo em ratos
hipertensos DOCA-sal € sugerida como consequente do aumento da resposta

vascular para o OEAZ (LAHLOU et al., 2002c).

Em 2005, MOURA e colaboradores demonstraram que o extrato de Alpinia
zerumbet (EAZ) promoveu um efeito vasodilatador que foi dependente da ativagéo

da via ON-GMPc e independente da abertura de canais para Katp ou Kca Esses
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autores sugeriram que os receptores para bradicinina também poderiam participar

do efeito vasodilatador do EAZ.

Pinto e colaboradores estudaram o efeito vasorelaxante do OEAZ e do seu
principal constituinte o 1,8-cineol e constataram que este efeito parece ser
totalmente dependente da integridade funcional do endotélio vascular e que nao

poderia ser totalmente atribuido as ag¢des do 1,8-cineol, (PINTO et al., 2009).

Croton zehntneri

O Croton zehntneri (Euphorbiaceae) é abundante no nordeste do Brasil, onde
€ comumente conhecida como "canela de cunhad" e suas folhas usadas em infusdes
e decocgodes para o tratamento de ansiedade, anorexia e disturbios gastrointestinais
(BATATINHA et al., 1995; CRAVEIRO et al., 1997; LEAL-CARDOSO et al., 1999).
Esta planta aromatica é caracterizada por um odor forte e agradavel, remanescente
de anis e dos cravos-da-india. Por essa caracteristica, os extratos do caule e das
folhas sdo usados como flavorizantes nos alimentos e bebidas (CRAVEIRO et al.,

1978, 1997).

Experimentalmente foi observado que, a administracao i.v. do 6leo essencial
do croton zehntneri (OECZ) induziu uma queda inicial da PAM seguida de uma
resposta pressora, em ratos normotensos acordados. Estes efeitos foram atribuidos
principalmente as acgbes dos seus principais constituintes - anetol e estragol. A
hipotensao inicial induzida pelo OECZ (fase |) foi mediada por mecanismos
colinérgicos e é decorrente de uma bradicardia concomitante, de origem reflexa,

enquanto a resposta pressora subsequente (fase Il) parece ser resultado de uma

N e ap e
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endotelial. Esta hipotese foi suportada pelos achados “in vitro” que mostraram que
baixas concentracbes de OECZ amplificaram as contragdes da FEN em anéis de
aorta, efeito este que foi abolido pela retirada do endotélio ou pelo bloqueio da éxido
nitrico sintase (NOS) com L-NAME. Estes dados in vivo e in vitro foram os primeiros
relatos dos efeitos farmacolégicos do OECZ sobre o sistema cardiovascular (de
SIQUEIRA et al., 2006a). Mais tarde, em estudos realizados em ratos anestesiados,
0s mesmos autores corroboraram a natureza reflexa da fase 1 demonstrando que a
hipotensao inicial induzida pelo OECZ e seus principais constituintes foi abolida pela
bivagotomia, pelo tratamento perineural com a CAP e pelo pré-tratamento i.v. com a
capsazepina. Tais resultados levam a crer que este reflexo vago-vagal parece ser
mediado através da estimulacdo dos receptores vanildides tipo 1 (TPRV1)

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

Ocimum gratissimum

O Ocimum gratissimum, popularmente conhecido como “alfavaca” pertence a
familia “Lamiaceae” e ao género Ocimum. Esta planta é geralmente usado na
culinaria como condimento. Na medicina popular, infusbes e decocgbes das suas
folhas sdo geralmente usadas para o tratamento de problemas digestivos e como
anti-séptico bucal (MATOS, 2001). No Oeste da Africa, extratos desta planta sdo
usados como diaforético, laxante e também no tratamento de tosse, febre e

conjuntivite (OLIVER et al., 1960).

Em nosso laboratério, estudos realizados em ratos normotensos acordados
ou anestesiados mostraram que a administragdo do OE de Ocimum gratissimum

(OEOQG) (i.v.) induzia efeitos hipotensores e bradicardizantes, atribuidos, ao menos
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em parte, as agcbes do EUG - seu principal constituinte. Estas respostas séao
decorrentes de mecanismos distintos - a hipotensdo induzida pelo OEOG é
independente da presenca do SNA, parecendo resultar de efeitos vasodilatadores
diretos sobre o MLV (LAHLOU et al., 2004b). Resultados obtidos pelo tratamento i.v.
com EUG, em ratos anestesiados e acordados, mostram reducdo da PAM,
provavelmente devido a um relaxamento vascular ativo. Nao parece que esse

relaxamento seja mediado pela via endotelial L-arginina/ON.

Diversas plantas aromaticas que possuem o EUG na composicao de seus
OEs sao utilizadas na medicina popular para o tratamento da hipertensao,
acreditando-se que este componente seja o responsavel pelos efeitos hipotensores

(LAHLOU et al., 2004a).

Em 2005, n6s estudamos os efeitos cardiovasculares da administracao (i.v.)
do OEOG e do EUG em ratos hipertensos DOCA-sal e mostramos que a
administracdo OEOG ou EUG induziu hipotensao e bradicardia dose-dependentes,
tanto em ratos acordados DOCA-sal como em seus controles normotensos
uninefrectomizados. Entretanto, o tratamento DOCA-sal aumentou
significativamente a redugdo da PAM induzida pelo hexameténio, assim como a
resposta hipotensora para ambos OEOG e EUG, mas a bradicardia n&o foi alterada.
O pré-tratamento i.v com o hexametdnio ou com a metilatropina ndo modificou a
resposta hipotensora em ratos hipertensos, parecendo ser mediado principalmente
pelo aumento do relaxamento do MLV induzido pelo OEOG (INTERAMINENSE et

al., 2005).

Para corroborar a hipétese de que o efeito hipotensor do OEOG era mediado

pela atividade vascular, ndés estudamos o mecanismo de agao do OEOG e do EUG.
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Para isto, foram utilizadas preparagdes de aorta isolada (na presenca do endotélio),
oriundas de ratos hipertensos DOCA-sal, sendo demonstrado que o OEOG e o0 EUG
foram capazes de relaxar a contragado induzida pela FEN. Porém, em preparagoes
sem endotélio esse efeito foi significativamente reduzido. Tanto o OEOG como o
EUG reduziu ou aboliu (dependendo da concentragao) as contragdes induzidas pelo
CaCl, em meio sem calcio. Esses resultados sugerem que a resposta hipotensora
para o OEOG em ratos hipertensos DOCA-sal é devido a um relaxamento vascular,
que é parcialmente dependente da integridade do endotélio vascular e parece ser
predominantemente mediado pela inibicdo do influxo de Ca®* (INTERAMINENSE et

al., 2007).

Aniba canelilla

Ainda em 2005, os efeitos cardiovasculares induzidos pelo OEAC foram
avaliados em ratos normotensos acordados e anestesiados, verificando-se que a
administragdo i.v. do OEAC induziu uma hipotensdo e bradicardia dose-
dependentes, dois efeitos que ocorreram independentemente. A resposta
hipotensora permaneceu inalterada pelo tratamento com hexametdnio (i.v.), porém,
foi reduzida parcialmente com a metilatropina ou com o L-NAME. Além disso, o
OEAC causou um relaxamento concentracdo-dependente em anéis de aorta pré-
contraidos com KCI, um efeito que foi significativa e similarmente inibido pela
remocao do endotélio ou pela adicdo da atropina no meio de perfusao. Por outro
lado, o OEAC aboliu a contracao induzida pelo CaCl,, mas n&o aquela induzida pela
cafeina, em meio sem Ca**. Esses resultados sugeriram que a hipotensao induzida

pelo OEAC ¢é devida a um relaxamento ativo do vaso, que é parcialmente
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ocasionado por fatores dependentes da integridade do endotélio, mediado pelos
receptores muscarinicos periféricos promovendo a liberagdo de ON, e
predominantemente, mediado por fatores que independem da integridade do
endotélio, através da inibicdo do influxo de Ca** para o interior da célula. Embora a
bradicardia seja dependente principalmente da presenca do ténus parassimpatico

para o coragcado (LAHLOU et al., 2005).

Em 2010, o efeito reflexo induzido pela administracdo do NF o principal
constituinte do OEAC foi avaliado em ratos normotensos anestesiados, a
administracdo do NF induziu um efeito hipotensor e bradicardizante dose-
dependente que foi caracterizado por dois periodos (fase 1 e 2). O administragao do
NF diretamente no ventriculo esquerdo foi capaz de abolir o efeito hipotensor e
bradicardizante da fase 1, efeito semelhante foi observado apds a bivagotomia ou
pelo tratamento perineural dos nervos vagos com capsaicina (CAP, 250 ug/ml). No
entanto, permaneceu inalterado pelo pré-tratamento i.v. com capsazepina (1 mg/kg)
ou ondasetron (30 ug/kg). Em ratos acordados o NF (5 e 10 mg/kg) induziu um
rapido efeito hipotensor e bradicardizante (fase 1) que foi completamente abolido
pelo pré-tratamento com metilatropina (1 mg/kg, i.v.). Em conjunto esses resultados
permitem sugerir que 0 OEAC e o NF induzem um efeito reflexo bradicardizante e
hipotensor (fase 1) que é aparentemente resultado da estimulacdo das fibras C
aferentes vagais pulmonares e néo das fibras C aferentes cardiacas. Este efeito ndo
parece envolver a ativagcao dos receptores vanildides TPRV4 nem dos receptores 5-
HT3 localizados em nervos sensoriais vagais. A resposta hipotensora da fase 2
parece ser resultado, pelo menos em parte, do efeito direto do NF no musculo liso

vascular.
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3.2. Aniba Canelilla

A A. canelilla € uma arvore medindo aproximadamente 10 m, seu tronco é
retilineo com um didmetro em torno de 60 cm, (Figura 1), pertence a familia
Lauraceae. E uma planta abundante na regido Amazdnica do Brasil, sendo
conhecida como “casca-preciosa”. A familia Lauraceae encontra-se vastamente
distribuida nas regides tropicais e subtropicais do planeta, sendo composta por 49
géneros e 2.500 a 3.000 espécies (WERFF; RICHTER, 1996). No Brasil, existem
aproximadamente 40 espécies de Aniba (MARQUES, 2001), dentre essas as mais
utilizadas na culinaria, em marcenaria e construgao civil, na fabricagdo de papel, na
industria de perfumaria, na industria quimica e na medicina popular sdo: Aniba
burchelli, Aniba canellila, Aniba duckei, Aniba firmula, Aniba fragans, Aniba gardneri,
Aniba guianensis, Aniba hastmanniana, Aniba parviflora, Aniba permolis, Aniba

pseudocoto, Aniba rosaeodora, Aniba riparia e Aniba terminalis.

Figura 1. Folhas e flores da Aniba canelilla.
Fonte:http://www.sbq.org.br/filiais/adm/Upload/subconteudo/pdf/Historias_Interessantes_de_Produtos
_Naturais10.pdf.
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A familia Lauraceae difere das demais pela sua importancia econbémica.
Algumas espécies sao utilizadas pela industria para a fabricagao de varios produtos,
como perfumes e medicamentos, porém a grande maioria das espécies é
empregada pelas comunidades tradicionais que detém o conhecimento empirico de

sua utilizacao (MARQUES, 2001).

Na familia Lauraceae, o OE é armazenado em células secretoras que podem

ser encontradas nas folhas, na casca e no lenho (BARROS, 1997).

A A. canelilla faz parte de uma espécie historicamente importante na regiao
amazodnica por ter sido confundida com as arvores da canela (cinamomo). Pouco
tempo apdés o descobrimento do Brasil os irmaos Pizarro, Francisco e Gonzalo,
tomaram conhecimento que a canela crescia em abundancia por tras da muralha
Andina. Diante dessa informagao os irmaos Pizarro, foram em busca da canela para
romper 0 monopolio dessa especiaria, que naquela época estava na mao dos
portugueses (PINTO, 1995). A canela era a especiaria mais procurada no mercado
europeu, e seu comércio era bastante lucrativo. Durante a expedicdo, Pizarro
determinou que o tenente Francisco Orellana descesse pelo rio Amazonas em busca
de comida e Pizarro acompanhado de 80 espanhdis resolveu adentrar a mata. Apés
2 meses de caminhada pensavam ter encontrado as arvores de canela, todavia,
Pizarro ndo sabia que aquela ndo era o famoso cinamomo e sim a A. canelilla
(PINTO, 1995). Anos mais tarde, os quimicos Magalhdes e Gottlieb (1960)
identificaram que o OEAC continha o nitro-derivado odorifero conhecido como NF
(Figura 2) que é o verdadeiro responsavel pelo aroma de canela apresentado pela A.

canelilla (PINTO, 1995).



50

NO,

Figura 2. Estrutura quimica do 1-nitro-2-feniletano (OGER et al., 1994)

Na medicina popular, decoccdes de cascas de A. canelilla sdo comumente
usadas por seus efeitos antiespasméddicos, estimulante digestivo e por suas
propriedades carminativas (MAIA et al., 2001). Suas folhas contém 0,8% de OE do
peso seco da planta, sendo considerado um rendimento relativamente baixo, uma
vez que alguns 6leos apresentam rendimentos por volta dos 6% (LIMA, 2004). A
composi¢cao do OEAC varia de acordo com a estacao climatica, no periodo chuvoso,
o NF chega a valores préximos a 95%, enquanto o ME permanece abaixo de 18%.
Por outro lado, no periodo de estiagem, o NF reduz para 40%, enquanto o ME chega
a 45%. O maior teor de NF foi encontrado nas folhas durante a estagdo chuvosa
atingindo 95,3% da composi¢céo do 6leo enquanto que o teor de ME foi de 0,2 %

(TAVEIRA et al., 2003).

Pouco é conhecido acerca das agdes farmacoldgicas do OEAC, Orger e
colaboradores (1994), relataram sua propriedades fungistatica. Também, foi relatado
que esse OE possui efeitos relaxantes na musculatura lisa intestinal, justificando seu
uso na medicina popular para o tratamento de desordens gastrointestinais (MAIA et
al., 2001). A atividade miorrelaxante também foi demonstrada para o ME em ileo
isolado de rato (LIMA et al., 2000), o que sugere que a atividade miorrelaxante do

OEAC pode ser, parcialmente, atribuida as acées do ME.



51

O NF possui atividade analgésica que provavelmente é de origem periférica,
embora este mecanismo ainda nido esteja completamente elucidado, no entanto, &
provavel que os receptores para opioides estejam envolvidos na sua atividade
antinoceptiva (de LIMA et al., 2009). As cascas de A. canelilla possuem uma notavel
capacidade antioxidante, provavelmente atribuida a presencga dos alcaldides benzil-

tetra-hidroisoquinolona e tetra-hidroprotoberberina (da SILVA et al., 2007).

Estudos demonstram que os antioxidantes podem prevenir as doencgas
cardiovasculares. Sao varias as hipéteses que corroboram esse efeito protetor,
dentre elas: i) a capacidade de retardar o desenvolvimento e progressao das lesdes
aterosclerdticas iniciais, através da redugao da oxidagao do LDL. As LDLs oxidadas
estimulam as células endoteliais a produzirem quimiocinas e outros fatores que tém
atividade quimiotatica para mondcitos causando adesdo no endotélio e
desencadeando a aterosclerose; ii) a redugdo do estresse oxidativo, promovendo
uma melhora da funcado endotelial; iii) protegdo contra episédios aterotrombdéticos
incluindo isquemia do miocardico; iv) inibicdo da agregacao plaquetaria (LEIFERT;
MAHINDA, 2008). Alguns trabalhos mostram ainda, a relagdo direta do uso de
antioxidantes com reducdo da PA (SOARES DE MOURA et al., 2002; TOM et al.,

2010; LEE et al., 2011).

3.3. Controle da Presséao Arterial

A homeostase do sistema cardiovascular é resultante da integracdo do
sistema enddcrino, nervoso e da regulagéo local do fluxo sanguineo. A modulagéo

cardiovascular da PA pelo sistema neural abrange a ativacdo de receptores
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periféricos (pressorreceptores, quimiorreceptores e receptores cardiopulmonares)

(CHAPLEAU et al., 1989).

O barorreflexo é o principal responsavel pela regulagdo momento a momento
da PA, uma vez que exerce importante papel na regulacéo da FC, débito cardiaco,
contratiidade do miocardio, vasomotricidade e distribuicdo regional do fluxo

sanguineo (DI RIENZO et al., 2009).

Em 1927, Heinrich Ewald Hering estudou o reflexo carotideo e propds o seu
funcionamento que continua sendo aceito até hoje. Hering observou que a
manipulacdo mecanica do seio carotideo induz alteragdes hemodinamicas nos
animais (HAIBARA; SANTOS, 2000). A partir deste momento varias investigagdes
foram realizadas com o intuito de descrever melhor o funcionamento do controle
barorreflexo arterial (KRIEGER, 1964; MICHELINI, 2008; CHAPLEAU et al., 1995;

CHAPLEAU, 2001; IRIGOYEN et al., 2003).

Os receptores do controle barorreflexo arterial, denominados de
pressorreceptores, estao localizados no arco aodrtico e no seio carotideo. E foram
descritos como terminagdes nervosas livres localizadas na camada adventicia das

artérias aorta e carétidas (KRAUHS, 1979).

Uma contribuicido importante para a compreensao do controle central da PA
foi dada através de estudos eletrofisioldgicos e histoldgicos, os quais identificaram a
regido no nucleo do trato solitario (NTS) como a estrutura chave no controle reflexo

da PA (MCCALL et al., 1977).

Quando o NTS é excitado através do IX e X pares cranianos pela ativagao

dos pressoreceptores ira projetar informagées ao nucleo dorsal motor do vago e
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nucleo ambiguo, determinando aumento do ténus vagal. Ainda, o NTS também
estimula a regido caudal do bulbo ventro lateral (CVLM) secretando o aminoacido
inibitério y-aminobutirico (GABA). O GABA inibe os neurbnios pré-motores
simpaticos localizados na regido rostral do bulbo ventro lateral (RVLM),
determinando a diminuicdo do tdénus simpatico (Figura 3) (MICHELINI, 2008;

KORNET et al., 2005).

VAGO

INIBICAO

BARORRECEPTORES [:;

AUMENTO DA
PRESSAOQ

VASOCONSTRICAD

Medula Espinhal
& ADRENALINA

Figura 3. Arco barorreflexo
Fonte:http://www.uam.es/personal_pdi/medicina/algvilla/t_presion/baroreceptor.html

Outro importante reflexo no controle neural da circulacdo € o reflexo
cardiopulmonar Bezold-Jarisch (RBJ). Este reflexo € desencadeado pela ativagéo
das fibras C cardiopulmonares, cujas terminagdes receptoras estdo localizadas nas
camaras cardiacas e nos grandes vasos pulmonares. Essas fibras sdo estimuladas

por substancias quimicas tais como: CAP, serotonina ou fenilbiguanida e alcaloides
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da veratridina (MARK; DUNLAP, 2008). A ativagao desses receptores induz

hipotensao, bradicardia e apneia que caracteriza o RBJ (THOREN, 1979).

O sistema neural atua através dos mecanismos regulatérios centrais e
periféricos. Os mecanismos periféricos que conduzem a informagao para a periferia
sao determinados pela inervagdo autondémica adrenérgica e colinérgica e pela

neurotransmissao nao-adrenérgica e nao-colinérgica (NANC).

3.3.1. Sistema nervoso autbnomo

O SNA ¢é um sistema que conduz as informacdées do SNC para regular os
6rgdos periféricos. E formado pelo componente simpatico, pelo parassimpatico e
pelo sistema nervoso entérico. As fibras nervosas do SNA fazem sinapse num
ganglio antes de alcancarem o o¢rgao-alvo, desta forma as fibras que fazem a
sinapse antes do ganglio sdo denominadas de fibras pré-ganglionares e as que
fazem sinapse apds o ganglio sao as fibras pds-ganglionares. As fibras pré-
ganglionares liberam o neurotransmissor acetilcolina (ACh) sendo denominadas de
fibras colinérgicas. No caso do sistema nervoso parassimpatico, as fibras poés-
ganglionares também sao colinérgicas, no entanto as fibras pds-ganglionares
simpaticas possuem como neurotransmissor a noradrenalina (NA) (GUYTON; HALL,
2006). Em alguns casos, o simpatico libera a adrenalina, como por exemplo nas
glandulas sudoriparas. A maioria dos 6rgaos recebe ambas as inervagdes, simpatica
e parassimpatica. No sistema parassimpatico periférico, a ACh atua nos receptores
muscarinicos e nicotinicos, enquanto no sistema nervoso simpatico a NA atua nos

receptores adrenérgicos ou adrenorreceptores (AR) (KIRSTEIN; INSEL, 2004).
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Neurotransmissao colinérgica

Os receptores nicotinicos sao canais ibnicos ativados por ligantes que
medeiam um sinal de transmissado rapido e possuem uma estrutura pentamérica
(KIRSTEIN; INSEL, 2004). Esses receptores se dividem em dois subtipos: Nn
(neuronais) e Nm (musculares e ganglionares), os quais estao presentes no SNC, na

juncao neuromuscular e nos ganglios autonémicos (RYALL, 1982; EGLEN, 1996).

Os receptores muscarinicos sdao membros de uma grande familia de
receptores acoplados a proteina G (FREDRIKSSON et al., 2003) e sao classificados
em cinco subtipos, designados My, My, M3, M4 e Ms. No coracéo, a ativagao dos
receptores muscarinicos M, (HAMMER; GIACHETTI, 1982) produz uma resposta
cronotropica e inotrépica negativa decorrente da inibigdo da enzima adenilato ciclase
(AC), desencadeada pelo acoplamento do receptor a proteina Gi (MAEDA et al.,
1988; EGLEN et al., 1996). Os locais de atuacdo do sistema parassimpatico no
coracdo sao os atrios e os tecidos especializados na geracdo e condugao do
impulso elétrico (nodo sinoatrial, atrioventricular e fibras de Purkinje) (LEVY;
SCHWARTZ, 1994). No endotélio, a predominancia € do tipo Ms, cuja ativagao induz
a liberacdo de ON que se difunde para as células adjacentes do musculo liso

causando relaxamento (FURCHGOTT, 1984; MONCADA, 1991).
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Neurotransmissao adrenérgica

A NA produz seus efeitos nas células através da ligagdo aos AR e séao
divididos em diversas subclasses: aia, Q1g, Q1p, O2a, 28, O2c, B1, B2 € B3 (DALLY;

MCGRATH, 2011).

Ha alguns anos, os (B-adrenorreceptores (B-ARs) eram classificados em dois
subtipos (B1 € B2) (LANDS et al., 1967), os quais pertencem a classe de receptores
acoplados a proteina G, com sete dominios transmembranas. Mas, atualmente, é
admitido que no sistema cardiovascular existam 3 subtipos de B-ARs, onde o
subtipo B3 apresenta uma estrutura molecular e um perfil farmacolégico que o
diferencia dos outros dois subtipos (ROSEC; GAUTHIER, 2006). Aparentemente,
esse novo subtipo de receptor é ativado quando o ténus catecolaminérgico € alto
(GAUTHIER et al., 2011). Os receptores B3 sao ativados pelos agonistas BRL
37344, SR58611 A, CGP 12177 A e cianopindolol e sao bloqueados pelo SR
529230 A. Experimentalmente, foi verificado em roedores e coelhos que a
estimulacédo desses receptores leva a um efeito inotrépico negativo (GAUTHIER et

al., 2000; ROSEC; GAUTHIER, 2006 ; GAUTHIER et al., 2006).

No coracdo a ativagdo dos B-ARs é a principal forma de aumentar o
desempenho cardiaco. No passado, apenas os B € B2 - ARs foram descritos no
coragdao e apresentavam uma relagcdo de aproximadamente 80:20 (B+/B2 )
(BRISTOW et al,, 1986; KAUMANN; MOLENAAR, 1997; ATALA; CONSOLIM-
COLOMBO, 2007). Classicamente, os efeitos da estimulagdo do $1-AR no coracgao,
€ cronotropico e inotropico positivo. Este ultimo é decorrente da ativacao da via do 3’

5’-adenosina monofosfato ciclico (AMPc) (SARSERO et al., 2003). Zheng e
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colaboradores (2004) verificaram que os efeitos da estimulacdo do (1-AR induz
hipertrofia cardiaca e apoptose das células cardiacas. Algumas evidéncias sugerem
que os efeitos prejudiciais da estimulacdo dos B¢-AR em células cardiacas sao
provavelmente mediadas pela via de sinalizagdo Ca**/calmodulina-dependente de
quinase |Il, independente da cascata da proteina quinase dependente de AMPc
(PKA). No entanto, a ativacao dos B2-AR pode proteger o coragao por seus efeitos
anti-apoptoéticos e arritmogénico (ZHENG et al., 2004). A ativagao dos 3 subtipos de
AR no coragado produz efeitos complexos, de acordo com o tipo de agonista, a
densidade do subtipo de receptor e sua sensibilidade, podendo variar quando ocorre
a presenca de algumas doengas (WORKMAN, 2010). Zhou e colaboradores (2011)
relataram que a expressao e fungao dos B3-AR exibem ritmo circadiano no coragao
normal e que este ritmo pode ser alterado em algumas doencgas. A estimulagao
desses receptores foi associada a redugao da ocorrencia de taquicardia ventricular e
arritmias (ZHOU et al., 2011). Segundo esses autores, tais dados sugerem a
importancia dos B3-AR nas desordens orginarias do ritmo circadiano cardiaco apos o

infarto do miocardio.

Nos vasos a estimulacdo de [B-ARs localizados na musculatura lisa e no
endotélio levam ao relaxamento do MLV, controlando a distribuicdo do fluxo
sanguineo nos diferentes 6rgdos. Embora o subtipo B2 seja predominante (LANDS
et al., 1967), outros subtipos podem estar implicados neste controle e seu
envolvimento varia de acordo com o leito vascular e a espécie animal (OSSWALD;
GUIMARAES, 1983 ; GAUTHIER et al., 2011). Em 2009, Olivier e colaboradores
mostraram que na aorta de ratos, o principal receptor expresso € o subtipo B3

seguido do B¢ e depois do B,. Evidéncias experimentais apontam para que a
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estimulacao de B3 no leito da artéria mesentérica, em camundongos knockout, leva a
vasodilatacao independente de eNOS. Esse subtipo de receptor foi associado a
resposta vasorelaxante em pequenas artérias coronarias humanas agindo atraves
da liberagao de ON e através de fatores hiperpolarizantes dependentes do endotélio
(DESSY, et al. 2004).

Os adrenorreceptores a4 (a1-AR) existem em predominancia, na musculatura
lisa das artérias e arteriolas, sabe-se que os trés subtipos do a4-AR contribuem para
a regulacao da PA destacando a participacao para o asa € aip (COTECCHIA, 2010).
Ao se ligar a esses receptores, a NA produz vasoconstricdo, levando ao aumento da
resisténcia vascular periférica (RVP) e consequentemente da PA (JACKSON et al.,
2008; YAMAGUCHI et al., 2009).

Inserir informacgao sobre a participagao constitutiva SHR

O receptor a, € conhecido como receptor pré-ganglionar, e também recebe o
nome de auto-receptor. A atuagado de um agonista nesse receptor inibe a liberagao
de NA, modulando sua resposta como uma al¢a reflexa de retroalimentacao

negativa (KINNAM; LEVINE, 1995; OSTOPOVICI-HALIP et al., 2011).

3.3.2. Neurotransmissao ndo-adrenérgica e ndo-colinergica

A denominagcdo NANC vem sendo utilizada para designar o conjunto de fibras
do SNA em que os neurotransmissores da jungdo neuro-efetora ndo sdo a NA ou a
ACh (BURNSTOCK, 1986; HOLZER, 1992; MAGGI, 1995a). Os neurotransmissores
liberados do componente sensorial NANC sao neuropeptideos. O primeiro
neuropeptideo a ser descoberto liberado por essas fibras foi a substancia P (SP).

Outros neuropeptideos sao o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP),



59

o neuropeptideo Y (NPY) e o peptideo vasoativo intestinal (VIP) (BRAIN; COX,

2006).

Os neurbnios sensoriais que secretam os neuropeptideos sao as fibras-C
nao-mielinizadas e as fibras mielinizadas Ad. Esses neurbnios fornecem uma densa
inervacao para a maioria dos Orgaos e tecidos, em especial para os vasos
sanguineos, onde os nervos perivasculares frequentemente terminam em estreita

associacao com as células endotéliais (BRAIN; COX, 2006).

Esses neuropeptideos liberados atuam em células alvo, produzindo diversos
efeitos bioldgicos, tais como vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular,
alteragbes na contratilidade do musculo liso, cronotropismo positivo, degranulagao
de mastoécitos e uma variedade de efeitos sobre leucdcitos e fibroblastos (MAGGI,

1995b).

A CAP é capaz de estimular seletivamente subtipos de neurbnio aferente
primario sensivel a vanildide (VSPA), tais como a fibra C e Ad levando a liberagao
de neuropeptideos (JANCSO et al., 1967). Apos este efeito os neurdnios tornam-se
dessensibilizados e impossibilitados de conduzir novos estimulos. Dependendo da
concentracdo e do tempo de exposicdo a este agente, ocorrem as acdes
neurotéxicas, com consequente degeneracéo (JANCSO et al., 1967; MAGGI; MELLI,
1988; HOLZER, 1991). A CAP atua em TRPV1 e o primeiro antagonista descrito
para este receptor foi a capsazepina em 1992 por Bevan e colaboradores. A
liberacdo de neuropeptideos destas fibras pode ser modulada por agao de diversas
substancias tais como a 5-hidroxitriptamina (receptor 5-HT,), acido y-aminobutirico
(receptor GABA), histamina (receptor Hiz) e também NPY, peptideos opidides

endégenos, somatostatina, o VIP e galanina (MAGGI, 1991).
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Alguns estudos mostram que as fibras nervosas sensoriais primarias,
sensiveis a CAP encontram-se distribuidas por todo o sistema cardiovascular
(BARJA et al.,, 1983; WHARTON et al., 1986), especialmente nas artérias de
resisténcia, sugerindo que esses nervos possam estar envolvidos na regulagdo da
homeostase cardiovascular (MULDERRY et al., 1985). Essas fibras sdo encontradas
na camada adventicia e sao ativadas por estimulos quimicos e mecanicos (MAGGI;
MELI, 1988; HOLZER, 1992). A ativagao das terminagdes periféricas dos nervos
sensoriais elucida uma funcdo aferente — quando a informacdo €& percebida e
transmitida para o SNC, iniciam-se reflexos voluntarios e autonémicos — e uma
funcao eferente, através da qual neurotransmissores sao liberados das terminagdes
periféricas, induzindo o relaxamento arteriolar e o0 aumento da permeabilidade das

vénulas (MEEHAN; KREULEN, 1992).

Os nervos sensoriais perivasculares liberam varios neurotransmissores,
incluindo a SP e o CGRP. Adicionalmente, os nervos sensoriais na mesentérica
podem exercer o papel fisiolégico na coordenagao, por ativacado reflexa, do fluxo
mesentérico com alteragdes da motilidade intestinal (MEEHAN; KREULEN, 1992).
Apesar de ser separado por varias camadas de células do MLV, podem ocorrer
interacdes entre o endotélio e os nervos perivasculares. Assim, o ON que se difunde
facilmente, através das membranas, pode modular a liberagdo do neurotransmissor
contratil dos nervos simpaticos nos vasos sanguineos. Logo, € possivel que uma
lesdo no endotélio, onde ha perda de mecanismos vasorrelaxantes e potencializacao
das respostas contrateis, os nervos sensoriais assumam um papel mais importante

na regulagao do ténus vascular (RALEVIC, 2002)
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Com relagao ao controle da PA sabe-se que um dos fatores que a influencia é
a regulacao do fluxo simpatico, onde tradicionalmente o papel do sistema nervoso
sensorial sobre a regulagcao desse fluxo é exercido através de mecanismos do
barorreflexo. No entanto, recentemente achados apontam que os nervos sensoriais
somaticos sensiveis a CAP e seus neuropeptideos exercem uma influéncia
reguladora sobre a atividade simpatica. O ganglio da raiz dorsal contém corpos
celulares de neurdnios sensiveis ao CGRP, os quais enviam axénios para os tecidos
periféricos (coragao, vasos sanguineos e rins) e centralmente para o corno dorsal da
medula espinhal. Essas aferéncias sinapticas com as células intermediolateral da
coluna espinhal, contém os neurdnios pré-ganglionares sinapticos. Esta ligagao
fornece evidéncias morfolégicas apoiando a hipotése de que os aferentes primarios
podem influenciar a regulacédo da atividade simpatica ao nivel da medula espinhal e
assim, a funcao cardiovascular tardia (WANG; WANG, 2007). Recentemente, Yang
e colaboradores demonstraram que a estimulacdo dos TRPV1 promovem liberagao

de ON e reduzem a PA (YANG et al., 2010).

3.4. Mecanismos vasculares

O musculo liso encontrado na camada média dos vasos sanguineos
apresenta caracteristicas do musculo liso unitario, o que significa que se comporta
como um sincicio funcional (GUYTON, 2006). As células do MLV sao células que
apresentam aspecto fusiforme com um comprimento de 30 a 60 ym e um diametro
relativamente constante de 4 ym. O nucleo da célula se localiza no centro e tem
forma elipisdide e compreende 20-30% do volume celular. O sarcolema no musculo

liso apresenta em torno de 2 a 6% do volume celular e possui uma bicamada lipidica
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rica em subunidades proteicas. O reticulo sarcoplasmatico (RS) existe como uma
estrutura tubular, mas apresenta uma organizagao diferente daquela observada no
musculo estriado. Nao ha sarcémeros bem definidos, porém apresentam estruturas
chamadas “corpos densos” (analogos dos discos Z dos musculos estriados) que
funcionam como meios de transmissdo de forcas mecanicas, de maneira a
proporcionar um acoplamento entre os miofilamentos e o estroma do tecido

conectivo (BOLTON et al., 2002).

As principais proteinas envolvidas no processo de contragdo do musculo liso
sao: miosina, actina, caldesmon e tropomiosina. A miosina € composta por duas
cadeias pesadas e dois pares de cadeias leves. A actina € uma proteina globular e
sua forma é de um filamento helicoidal duplo. A calmodulina € uma proteina
multifuncional ligante de Ca®*, sendo um importante mediador de muitos efeitos
regulatorios inclusive na contratilidade do musculo liso. O caldesmon apresenta uma
estrutura dimérica que se encontra associada & actina na auséncia de Ca®". Em
presenca deste fon, forma-se o complexo Ca®*'-calmodulina que se liga ao
caldesmon deslocando-o da sua ligacdo com o filamento de actina, expondo assim
os seus sitios de ligagdo com a miosina. A tropomiosina € uma proteina fibrosa, que
junto com o caldesmon ocupa o sulco formado pelos dois filamentos de actina

(PAIVA; FARIAS, 2005).

3.4.1. lons de célcio e seus canais

A contragdo do MLV é regulada principalmente pela concentragao de Ca**

intracelular ([Ca®*])) e pela sensibilidade dos elementos contrateis a este ion.
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No MLV, a principal origem do Ca?* mioplasmatico é o meio extracelular, cuja
entrada é mediada: pelos canais para Ca** operados por voltagem (VOCCs), pelos
canais para Ca®" operados por receptor (ROCCs), pelos canais para cations nao-
seletivos e pelo trocador Na*/Ca®*. Além disso, o RS também contribui para o
aumento do Ca®' intracelular, cuja liberagdo pode ser mediada pelo IP3 ou pelo

préprio Ca®* (WELLMAN et al., 2003).

No MLV, a variagdo da [Ca®']

é bastante estreita, variando de 100 nM,
quando as artérias estdo completamente dilatadas a 350 nM em artérias contraidas
(FARACI et al., 1996; KNOT et al., 1998). A entrada de Ca®* através dos VOCCs é
determinada pelo potencial de membrana (Em) celular que € modulado por varios

tipos diferentes de canais idnicos, incluindo os canais para K*, CI" e outros cétions

(WELLMAN et al., 2003).

Os ROCCs sao ativados pela ligacdo de hormdnios, neurotransmissores ou
farmacos a receptores especificos localizados na membrana das células musculares
lisas, cuja contracdo acontece através de um mecanismo semelhante. Dentre estas
substancias pode-se citar a NA, a adrenalina, a serotonina, a endotelina-1, a

angiotensina I, etc.

No musculo liso, o acoplamento excitagcdo-contracdo se faz através de dois
mecanismos principais: um eletromecanico e outro farmacomecéanico (SOMLYO et
al., 1994). O eletromecanico inicia-se com a despolarizacdo da membrana
plasmatica decorrente da entrada de ions (Na® e K*) alterando a diferenca de
potencial transmembrana e promovendo a abertura de VOOCs (PAIVA; FARIAS,
2005). Essa despolarizagdo induz a difusdo de Ca?* extracelular para o interior da

célula (NELSON et al., 1990).
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No MLV estao presentes dois tipos de canais para calcio, o canal tipo L (long
lasting) e o canal do tipo T (transient). No MLV existe predominancia dos canais tipo
L, sendo este responsavel pela principal via de entrada de Ca** do meio extracelular
para o intracelular (CRIBBS, 2006). Ap6s a despolarizacdo da membrana os canais
tipo L se abrem e seu fechamento acontece quando a membrana é repolarizada ou

hiperpolarizada (PAIVA; FARIAS, 2005).

O acoplamento farmacomecanico envolve a interagcdo de agonistas com os
seus receptores na membrana das células musculares lisas, que, em sua grande
maioria, sao receptores formados por sete dominios transmembranais e acoplados a
um complexo de proteinas G (a, B e y) (MELDRUM et al., 1991) (Figura 4). No
estado inativado, estas proteinas G estdo acopladas entre si e a subunidade alfa
esta ligada ao difosfato de guanosina (GDP). Durante a ativagéo, ou seja, quando o
ligante se liga ao seu receptor, esse complexo protéico é ativado, e a subunidade
G,, entéo ativada, liga-se agora ao trifosfato de guanosina (GTP). A subunidade alfa-
GTP se dissocia das demais e estimula a atividade da fosfolipase C (PLC). Esta
enzima hidrolisa o fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), um fosfolipidio de membrana,
em dois potentes segundos mensageiros: o IP; e o diacilglicerol (DAG). O IP3 atua
no RS induzindo a liberacdo de Ca®** e o DAG, junto com o Ca**, ativa a proteina
quinase C (PKC), responsavel pelo aumento da sensibilidade das proteinas
contrateis ao Ca?*, fosforilagdo da cadeia leve da miosina e pelo aumento da
condutancia i6nica dos canais transmembranas (tipo L). Os ésteres de forbol sao
utilizados para ativar a PKC, imitando as acdes desenvolvidas pela DAG e causam a

contragao do musculo liso (WEBB, 2003).
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Figura 4. Mecanismo de agao de determinado agonista no acoplamento farmacomecanico.

3.4.2. Contragcao Muscular

O processo de contragdo inicia-se com o aumento da concentracdo de Ca?*
no citoplasma (VOROTNIKOV et al., 2002). Os canais ibnicos sdo importantes na
regulacdo da contragdo do musculo liso, pois atuam modulando o Em e
consequentemente da concentragdo de [Ca®']; (GOLLASCH et al., 2000). O Ca?
presente no citoplasma liga-se a quatro sitios presentes na calmodulina formando o
complexo Ca**-calmodulina. Essa ligacdo do Ca?* com a calmodulina altera sua
conformagao permitindo a interacdo com a Quinase da cadeia leve de miosina
(MLCK). Para que a miosina seja fosforilada & necessario a associagdo do complexo

Ca?*-calmodulina com a MLCK que altera a conformac&o do complexo deslocando a
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sequéncia auto-inibitéria. Apds a fosforilagdo da miosina esta torna-se apta a
interagir com a actina formando o complexo actino-miosina (HUXLEY et al., 1954).
Durante o repouso, os sitios de ligacdo da actina com a miosina estdao encobertos
pelo complexo tropomiosina-caldesmon, presente em toda extensao dos filamentos
finos. A modificacdo conformacional do caldesmon (ocasionada pelo complexo Ca**-
calmodulina) libera a tropomiosina, tornando exposto os sitios de ligagado da actina
proporcionando a formagao do complexo actino-miosina. Contudo o processo de
contracdo do MLV depende de dois componentes: ativagdo da miosina através de
sua fosforilagcdo e a ativacdo da actina pela saida do complexo tropomiosina-
caldesmon. Vale salientar que para a realizagcdo do processo acima descrito €
necessaria energia proveniente da hidrolise do ATP pela ATPase da miosina

(HOROWITZ et al., 1996).

O desenvolvimento da contragdo do musculo liso € na maioria das vezes
decorrente da fosforilagdo da cadeia regulatéria da miosina, no entanto o caldesmon
exerce um efeito modulatério neste processo (HOROWITZ et al., 1996). No mesmo
momento em que a PKC é ativada, ocorre a ativacdo do GTP ligado a proteina Rho-
A. O mecanismo preciso de ativagao desta ultima pela proteina G ainda nao esta
claro, mas envolve um fator de troca do nucleotideo guanina (RhoGEF) e a migragao
do Rho-A da membrana plasmatica. Apds a ativacdo, o aumento do Rho-quinase

leva a inibicdo da miosina fosfatase (Figura 5) contraindo a célula (WEBB, 2003).
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Figura 5. Regulagdo da contragdo do musculo liso. Varios agonistas atuam em receptores
especificos ocasionando a contragdo do musculo liso. Subsequente a ligagdo, ocorre aumento da
atividade da PLC. A PLC produz a partir do PIP, o DAG e o IP;. O IP; se liga aos receptores
especificos no RS, liberando Ca*. O DAG junto com o Ca” ativa a PKC, que fosforila proteinas
especificas. O Ca’" ativado liga-se a calmodulina, promovendo a ativagdo da miosina quinase de
cadeia leve (MCL quinase).

3.4.3. Relaxamento muscular

Estabelecida uma contragao, o relaxamento do MLV pode ocorrer por varios
processos que, na maioria dos casos, é devido a reducéo da [Ca®']i. Esta reducéo é

ocasionada pelo sequestro do Ca** através do RS ou pela extrusdo pelas Ca*

ATPases da membrana plasmatica, levando a dissociacdo do complexo
calmodulina-MLCK. A enzima fosfatase da cadeia leve da miosina desfosforila a

miosina, diminuindo o numero de pontes actina-miosina (HAI et al., 1989).
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Substancias como o ON e o fator atrial natriurético aumentam a concentragao
d0 3'5'-guanosina monofosfato ciclico (GMPc) o qual na PKG promovendo o
relaxamento do MLV através da reducdo da [Ca®*]; em células isoladas e tecidos
intactos (RAPAPORT et al., 1985; KARAKI; WEISS, 1988). Esta redugao, mediada

pela via GMPc/PKG, pode envolver as seguintes vias:

- abertura de canais para K' e consequente hiperpolariza¢do, causando uma

diminuigdo do influxo do Ca?* (ROBERTSON et al., 1993)

- diminuigdo da entrada do Ca** independente da alteragdo do Em, como o efeito do

8-bromo-GMPc em células musculares vasculares (ISHIKAWA et al., 1993)

- ativagdo da bomba Ca?*-ATPase do RS e da membrana citoplasmatica,
dependente do GMPc com consequente diminuicdo do Ca®* livre no citoplasma

(POPESCU et al., 1985; TWORT; VAN BREEMAN, 1988)

- aumento da atividade trocadora Na*/Ca®* (NCX) como evidenciado em aorta

isolada de rato (ITOH et al., 1983)
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Figura 6. A ativagdo do trocador Na*/Ca** (NCX) pelo GMPc. GC, guanilato ciclase; ON 6xido nitrico;
PKG, GMPc dependente (Adaptado de NISHIMURA, 2006).

NISHIMURA (2006), verificou que o ON induz relaxamento no MLV
principalmente através da ativagao da guanilato ciclase (GC) soluvel, que atua no
GTP gerando o GMPc. O relaxamento mediado pelo GMPc envolve uma diminui¢gao
da [Ca®']; através da ativacdo da Ca®’-ATPase presente tanto na membrana
plasmatica como no RS, como também através da Na’/K* ATPase e os varios canais
para K*. O estimulo da bomba Na*/K* ATPase encontrada na membrana plasmatica
€ dado pela proteina quinase dependente de GMPc (PKG), com a ativagao da PKG
e consequentemente da bomba, ocorrendo uma diminuicdo da concentracao
intracelular de Na*, que estimula o trocador Na*/ Ca®* e resulta na diminuigcdo da
[Ca®*]; (Figura 6). Ainda, segundo Nishimura, o trocador Na*/Ca®* também poderia

2+]i

estar envolvido na redugdo da [Ca“’]imediada pelo AMPc. O isoproterenol (agonista
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B-adrenérgico), por exemplo, atua no receptor ativando a proteina G que estimula a
AC. O aumento de AC via isoproterenol ou forskolin (um ativador da AC) leva a
producao do AMPc pela quebra do ATP. Este AMPc atua sobre a PKA que estimula
o trocador Na*/Ca2+, causando a saida de Ca®* do interior celular e aumentando a
entrada do Na*. Consequentemente, ocorre uma reducdo da [Ca®'] o que leva ao
relaxamento (Figura 7). O relaxamento do musculo liso também pode ocorrer devido
ao aumento de AMPc cujo mecanismo principal € a fosforilagdo da MLCK via PKA,
reduzindo a sua afinidade pela calmodulina (MCDANIEL et al., 1991; SOMLYO et
al., 1994). Além disso, o AMPc pode reduzir a [Ca*']; por diminuir o influxo de Ca®*
no MLV (CHEN et al., 1992) elou por ativar canais para K' levando a
hiperpolarizacdo de membrana e redugédo do influxo de Ca** via VOCCs (LINCOLN
et al.,, 1990; SADOSHIMA et al., 1988). De acordo com estes ultimos autores,
durante o relaxamento do MLV induzido pelo AMPc pode ocorrer: i) hiperpolarizagao
da membrana pela ativacdo de canais para Kcs e inativacdo de canais para Ca®*
dependente de voltagem do tipo L; ii) inibicdo da liberacdo de Ca** de estoques
intracelulares; iii) redugao da fosforilagao da cadeia leve da miosina; iv) aumento do

efluxo de Ca?".
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Figura 7. A ativacdo do trocador Na*/Ca** (NCX) pelo AMPc. AC, adenilato ciclase; Gs, proteina G
ligado ao GTP; PKA, proteina quinase dependente-AMPc (Adaptado de NISHIMURA, 2006).

O mecanismo primario para a diminuigdo do [Ca?];

induzido pelo aumento do
AMPc é a ativagdo da PKG (LINCOLN et al., 1990). Embora a PKG seja ativada
pelo aumento de GMPc, altas concentragcdes de AMPc no meio intracelular também
pode ativa-la (FRANCIS; CORBIN, 1994). Assim, o relaxamento do MLV mediado
pelo AMPc pode também ser devido a fosforilagdo via PKG e a ativagdo de

proteinas que atuariam na homeostasia do Ca*' intracelular, incluindo a Ca**-

ATPase da membrana plasmatica e o trocador Na*/Ca®* (LOHMANN et al., 1997).

Na figura 8, pode-se observar que a diminuicdo da [Ca®] é
consequente a atuagdo da Ca,Mg-ATPase tanto no RS como na membrana
plasmatica, e também pelo trocador Na*/Ca?*, resultando na redugdo da [Ca®'] O
complexo Ca?*/calmodulina ndo serad formado e consequentemente ocorrera a

inativacdo MLCK, desviando o balanco de atividade quinase para fosfatase, o que
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resultara em desfosforilacdo da cadeia leve de miosina e relaxamente muscular

(WEBB, 2003).
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Ca,Mg-ATPase
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! Fosfatase
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Figura 8. Relaxamento do musculo liso. O processo de relaxamento requer uma concentragéo
intracelular diminuida de Ca®* e uma atividade aumentada da miosina fosfatase de cadeia leve de
miosina (MLC fosfatase). O reticulo sarcoplasmatico (RS) e a membrana plasmatica contém a Ca,Mg-
ATPase que remove o Ca® do citosol. O trocador Na*/Ca®* localizado na membrana plasmatica
também reduz a [Ca2+]i. Durante o relaxamento, os canais de Ca®* operados por voltagem ou por
receptor presente na membrana plasmatica permanecem fechados resultando na diminuicdo da
entrada de Ca** para a célula (Adaptado de WEBB, 2003).

No MLV, o relaxamento produzido por algumas substancias como ADP/ATP,
adenosina, histamina, trombina e ACh sao mediados pelo endotélio vascular através
da liberagdo do ON ou do chamado fator hiperpolarizante derivado do endotélio
(FRDE) (RAPAPORT et al., 1985, FELETOU; VANHOUTTE, 1988). O ON ¢ formado
em células endoteliais a partir do aminoacido L-arginina, na presenga da enzima
NOS (VANHOUTTE, 2003). A ativagdo da NOS é dependente da [Ca®] nas células

endoteliais, sendo Ca®'/calmodulina dependente. O ON se difunde das células
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endoteliais para o MLV, onde atua estimulando a enzima GC, que catalisa a
producdo de GMPc, causando a inibigdo do processo contratil (Figura 9)
(VANHOUTTE, 2003).
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Ca** Ca?t/ E%Imndulina AA
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soldvel
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ATP cAMP = J.Ca?t <«
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Figura 9. Substancias secretadas pelo endotélio. O papel do aumento da concentracao citosdlica de
Ca®" na liberagdo dos fatores relaxantes derivados do endotélio (FRDE). A ativacao de receptores
endoteliais induz um influxo de Ca®" no citoplasma da célula endotelial. Apés a interacéo do Ca* com
a calmodulina, ativa a NO-sintetase e as cicloxigenases, e leva a liberacdo de fatores
hiperpolarizantes derivados do endotélio (FHDE). O ON causa relaxamento pela ativagéo e formagao
de GMP ciclico (GMPc) a partir do GTP. FHDE causa hiperpolarizagao e relaxamento pela abertura
dos canais de K'. As prostaciclinas (PGl,) causam relaxamento pela ativacdo da AC que conduz a
formacao de AMP ciclico (AMPc). Quando os agonistas ativam as células endoteliais, 0 aumento do
IP; pode contribuir para o aumento de ca* citoplasmatico liberado pelo RS (Adaptado de

VANHOUTTE, 2003).
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Além de atuar sobre o processo de relaxamento, o ON atua inibindo a
proliferacdo celular, a agregacao plaquetaria, a adesao de leucdcitos a parede
vascular, além de ser um ativador do processo fibrinolitico (VANHOUTTE, 2003).
Sendo, portanto, considerado o fator de origem endotelial mais importante e quando
a sua sintese e/ou liberagao esta reduzida compromete a homeostasia do endotélio

vascular.

3.5. Tratamento farmacoldgico da hipertensédo

A hipertensao arterial sistémica (HAS) € uma condig¢do clinica multifatorial
caracterizada por niveis elevados e sustentados de PA (VI Diretrizes Brasileiras de
Hipertensdo). Associa-se frequentemente a alteragdes funcionais e/ou estruturais
dos orgaos-alvo (coragao, encéfalo, rins e vasos sanguineos) e a alteragdes
metabdlicas, com consequente aumento do risco de eventos cardiovasculares fatais

e nao-fatais (WRIGHT et al., 1999; PADWAL et al., 2001; WILLIAMS, 2010).

Existem diversas hipoteses a respeito da patogénese da hipertenséo arterial.
Um dos primeiros pesquisadores a tentar explicar a patogénese da hipertensao
arterial foi Goldblatt em 1934, argumentando que uma diminuicdo do fluxo
sanguineo e, consequentemente uma reducdo de oxigénio nos rins (isquemia)
poderia de alguma forma induzir a hipertensdo. Para testar esta idéia, Goldblatt
restringiu parcialmente o fluxo de grandes artérias renais de cées e essa constrigao
parcial de ambas as artérias renais resultam em um aumento persistente e
reprodutivel na PA. Neste trabalho também foi realizada a oclusao de outras grandes
artérias como a femoral e a esplénica, porém essa oclusdo nao induziu nenhum

efeito, indicando que a hipertensao resultava especificamente da isquemia renal.
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Entretanto, Grassi (2004) enfatizou a atividade do sistema nervoso simpatico, que
em individuos hipertensos, apresenta-se em um estado reativo hiperadrenérgico
cronico. Outra hipétese importante considera a microcirculagdo como a principal
causa da  hipertensdo e de suas manifestagcbes iniciais nas doencgas

cardiovasculares (STRUIJKER et al., 1992; MULVANY, 1993).

Vale salientar que hipertensdo arterial é caracterizada quando os niveis
pressoéricos sao iguais ou superiores a 140/90 mmHg, quando encontrado em pelo
menos duas afericbes, no mesmo momento (VI Consesso Brasileiro de HAS). A

tabela a seguir mostra a classificagao dos niveis de PA em adultos.

Tabela 1. Classificagdo da hipertensao (VI Consenso Brasileiro HAS).

Presséo Arterial Presséo Arterial
Classificacao Sistélica (mmHg) Diastolica (mmHgQ)

PAS PAD
Normal <130 <85
Normal limitrofe 130 -139 85 -89
Hipertenséo leve (estagio 1) 140 - 159 90 -99
Hipertensdo moderada (estagio 2) 160 - 179 100 - 109
Hipertenséo grave (estagio 3) =180 =110
Hipertenséo sistolica (isolada) =140 <90

Atualmente existe um grande numero de drogas disponiveis para tratar a
hipertensdo. Ensaios clinicos com diferentes drogas anti-hipertensivas tém mostrado
o impacto positivo do tratamento farmacolégico na morbimortalidade cardiovascular
(COLLINS et al., 1990; PEREZ et al., 2009; PEREZ; MUSINI, 2008; CHEN et al.,

2010, PSATY et al., 2003). Varias classes farmacoldgicas estdo disponiveis, como
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os inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA) (RIEGGER et al., 1982;
SCHIFFRIN et al., 1994), os antagonistas do receptor AT (PITT et al., 2000), os
antagonistas dos canais para Ca?* (BUHLER et al., 1985), bloqueadores dos
receptores B, adrenérgicos (SCHIFFRIN et al., 1994) e os diuréticos (ZENG et al.,

2011).

O antagonismo dos receptores [-adrenérgicos atua na regulagcdo da
circulagao através de diversos mecanismos, incluindo redugao na contratilidade do
miocardio e da FC, consequentemente, do débito cardiaco (MOLENAAR et al.,
2007). Os antagonistas do receptor de angiotensina Il superam teoricamente
algumas desvantagens dos IECA, ja que estes ultimos ndo apenas impedem a
conversao de angiotensina | em angiotensina Il, mas também impedem a
degradacao de bradicinina e de SP mediada pela ECA, o efeito colateral mais
importante dos IECA ¢é a tosse seca que é muito improvavel de ocorrer com 0 uso
dos antagonistas do receptor da angiotensina |l uma vez que essa classe de
medicamentos nao exerce efeito sobre a ECA melhorando assim a qualidade de

vida de seus usuarios (ROSA et al., 2002; WRIGHT; MUSINI, 2010).

O uso dos antagonistas do canal para Ca®* na hipertensdo arterial é
decorrente do aumento da resisténcia vascular periférica nesta doencga, uma vez que
a contracdo do MLV é dependente da [Ca®']; livre. Sendo assim, a inibicdo da
movimentacdo transmembranar de Ca®* deve diminuir a quantidade total de Ca?*
que alcanca os sitios intracelulares. Os bloqueadores dos canais para Ca**
diminuem a PA pelo relaxamento do musculo liso arteriolar e pela diminuicido da
RVP (RINALDI; CINGOLANI, 1994). Os antagonistas de canais para Ca*'

constituem um grupo heterogéneo de drogas, existindo, no presente, quatro familias



77

distintas: os derivados das diidropiridinas (como, por exemplo, nifedipina, felodipina,
lacidipina e amlodipina), dos benzotiazepinicos (como, por exemplo, diltiazem), das

fenilalquilaminas (como, por exemplo, verapamil) e tetralol (mebefradil) (PITT, 1997).

Foi demonstrado que a associagdo de farmacos com mecanismo de agao
semelhante traz poucos beneficios adicionais. No entanto, o uso concomitante de
farmacos que pertencem a diferentes classes € uma estratégia para se atingir o
controle efetivo da PA, além de ser possivel reduzir a dose terapéutica de cada

grupo do medicamento reduzindo assim os efeitos adversos (STUMPE, 1992).

Apesar da existéncia de varios farmacos para o tratamento da hipertenséo,
cada vez mais se busca novas drogas, visto que esta doenga € uma das principais
causas de morte entre adultos sendo responsavel por aproximadamente 40% dos
Obitos no Brasil (SBH, 2002). Portanto, torna-se necessario investir em novos
estudos para identificar substancias eficazes que possam oferecer novas acgdes
terapéuticas. Neste sentido, o uso de fitomedicamentos para o tratamento da

hipertensdo pode ser uma alternativa terapéutica.
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4. METODOLOGIA

4.1. Extracao e analise quimica

As cascas do A. canelilla foram coletadas durante o periodo chuvoso, maio de
2005 na area do Rio Cauaxi, municipio de Paragominas, sudeste do Estado do Para,
Brasil. Sua identificagdo foi confirmada pelo Dr. da Silva M.H.L. (Departamento de
Botanica, Museu Emilio Goeldi, Belém, Brasil). Um voucher (# 174904) foi
depositado no herbario do Museu Emilio Goeldi, na cidade de Belém, Para, Brasil. O
OEAC foi cedido pelo Prof. Dr. José Guilherme Soares Maia da Universidade

Federal do Para.

O OEAC foi obtido das cascas da planta, as quais foram secas em ar seco,
moidas e submetidas a hidrodestilacdo (100g, 4h), usando um aparelho do tipo
Clevenger. A analise do OEAC foi feita em cromatografia gasosa (Finnigan Mat
Incos XL) e espectometria em massa (GC/MS). Resumidamente, utilizou-se uma
coluna capilar de silica fundida WCOT DB-5MS (30 m x 0.25 mm; espessura de 0.25
pMm); temperatura programada de 60 a 240 °C (3 °C/min); temperatura do injetor 220
°C; gas: hélio, ajustado a velocidade linear de 32 cm/s (medido a 100 °C); fluxo de
separacgao foi ajustado para dar uma proporgéo de 20:1; tipo de injegao splitless (1
mL, de solugdo hexano 1:1000); EIMS, a energia de elétrons, 70 eV. Para purificar o
principal componente o NF, o OE da casca (15g) foi submetido a fracionamento em
coluna cromatografica de silica gel utilizando éter de petrdleo (isocratica) e
cromatografia em camada delgada (hexano-acetato de etila, 9:1. O Thermo Foco

GC/FID funciona sob as seguintes condi¢ées: WCOT DB-5 ms (30m - 0,25mm; 0,25
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Im de espessura do filme), coluna capilar de silica fundida; temperatura programada

entre 60-240 °C; (3 °C/min); injetor e detectador de temperaturas, 220 e 250 °C; gas,

nitrogénio; tipo de injecao, splitless (2 pL, solugao de hexano 1:1000).

A composicdo quimica do OEAC utilizado em nosso estudo encontra-se

descrita na tabela 2.

Tabela 2. Composi¢cao quimica e indice de retencéo dos constituintes do OEAC.

Composition Retention

Compounds (% of total weight) Indices
o-Pinene 0.3 938
B-Pinene 0.2 Q78
A’ Carene 0.2 1009
Limonene 0.1 1029
B-Phellandrene 0.1 1030
Benzene acetaldehyde 0.3 1043
Benzonitrile 0.1 1142
o~ Terpineol traces 1188
Safrole 0.4 1284
l-nitro-2-phenylethane 524 1304
c-Cubebene 0.2 1350
Eugenol 1.7 1355
o-Copaene 0.2 1375
B-Elemene 0.1 1392
Methyleugenol 386 1400
oe-Humulene 0.2 1453
B-Selinene 0.4 1483
oe-Selinene 0.4 1492
v-Cadinene 0.3 1522
trans-Calamenene 0.1 1530
Cadina-1.4-diene tr 1533
1-epi-Cubenol 0.1 1626
Cubenol 0.1 1643
Selin-11-en4-o-0l 2.5 1653
Total identified 99_66
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4.2. Solugdes e Reagentes

Foram utilizadas algumas solugdes injetaveis que estdo disponiveis no mercado
como o pentobarbital sédico (Sanofi, Libourne, Franca) e heparina (Laboratoires Léo
SA Montigny-le-Bretonneux, Franca). A penicilina benzatina foi adquirida no Lafepe
(Recife, PE, Brasil). Para os experimentos in vivo, OEAC e NF, foram dissolvidos em
tween 80 (2%) e solugao salina isotbnica imediatamente antes do uso. Capsazepina
(Tocris, Ballwin, MO, EUA) foi diluida em dimetilsulféxido (Sigma) a 0,1 mol/L (37
mg/ml) e diluido em solugéo salina contendo 10% de Tween 80 e 10% de etanol a
concentracao final de 1mg/mL. O ondansetron (Sigma) e brometo de metilatropina
(Sigma) foram dissolvidos em solugédo salina, e a CAP (Sigma) foi preparada em
Tween 80 a 1 %, 1% de etanol e 98% de soro fisiolégico. As drogas foram injetadas
manualmente em bolus, no volume de 0,1 mL, seguido de 0,2 mL de soro fisioldgico
para lavar o cateter. Nos experimentos in vitro, o cloridrato de FEN (Sigma) e de
ACh (Sigma) foram dissolvidos diretamente no meio de perfusdo, enquanto o OEAC
e o NF, foram dissolvidos em DMSO (1%) e homogeneizados imediatamente antes
do uso. O meio de perfusao utilizado foi a solugao Krebs-Henseleit com tampéo de
bicarbonato (KHB) (pH 7,4) com a seguinte composi¢gdao em (mM): NaCl 118; KCI
4,7, NaHCO3 25; CaCl,. 2H20 2,5; KH,PO4 1,2; MgS04.7H,0 1,2; glicose 11 e EDTA

0,01.

4.3. Material

Foram utilizados ratos machos adultos SHR (Figura 10) com 12 semanas

para os estudos in vivo e com 24 semanas para os estudos in vitro, provenientes do
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Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de
Pernambuco, mantidos sob condicbes de temperatura constante (22 + 2 °C) ciclo
claro escuro padrao (12 horas claro/12 horas escuro) com agua e racgao 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
publicagbes 85-23, revisado em 1996) e aprovado pelo Comité de Etica para Uso de

Animais da Universidade Federal de Pernambuco, sob o n° do processo:

23076.038710/2010-12.

Figura 10. Rato SHR oriundo do biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Universidade Federal de Pernambuco.

4.4, Experimentos farmacoldgicos “in vivo”

4.4.1. Cateterizagdo dos animais

Os ratos foram anestesiados com pentobarbital sodico (50 mg/kg) por via

intraperitoneal (i.p.) e catéteres heparinizados (125 Ul/mL em salina isotbnica),
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foram implantados: um na aorta abdominal (para o registro da PA) e outro na veia
cava inferior (para administracdo de drogas), através da artéria e veia femoral
esquerda, respectivamente; ambos 1 cm abaixo da artéria renal, como descrito
previamente (Figura 11) (LAHLOU et al., 1990). Estes catéteres foram exteriorizados
dorsalmente, ao nivel da nuca. Posteriormente, os animais foram alojados em
gaiolas individuais e receberam uma injegao intramuscular de penicilina (24 000 Ul).
Todos os experimentos de registro cardiovascular foram realizados 24 horas apés o
procedimento cirurgico. Em alguns animais, um cateter de Teflon foi introduzido na
artéria carotida direita e foi avancado de maneira retrograda até que sua
extremidade distal fosse posicionada dentro do ventriculo esquerdo (de SIQUEIRA
et al., 2010). A posicao deste catéter dentro do ventriculo foi verificada pela medida

da pressdo sistolica do ventriculo esquerdo e pelo exame pos-mortem.

Figura 11. Fotografia do procedimento cirurgico realizado para implantacdo dos catéteres na artéria e
veia femoral.
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4.4.2. Sistema de registro

No momento do experimento, o cateter arterial foi conectado a um transdutor de
pressao (Statham P23 DI) acoplado a um poligrafo Gilson modelo 5/6H (Gilson
Medical Eletronics, Middletown, USA). Esta unidade forneceu as pressdes arteriais
sistolica (PAS) e diastdlica (PAD). A PAM foi calculada através da férmula: PAM =
PAD + [(PAS — PAD) / 3]. A FC foi obtida por derivagao do sinal da PA através de

um cardiotacOmetro (Figura 12).

Figura 12. Fotografia do sistema utilizado para registro de pressao arterial e frequéncia cardiaca em
ratos.

4.4.3. Protocolos experimentais “in vivo”

A administracao i.v do OEAC e do NF foi sempre efetuada apés um periodo de
estabilizacdo (45-60 minutos (min) para ratos acordados e 15-20 min para ratos

anestesiados) da PA e da FC. Estes parametros foram registrados durante 5 a 10 min,
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de acordo com a duragao dos efeitos. Quando injegdes subsequentes do OEAC ou
NF foram administradas, os valores da PA e da FC foram acompanhados até
retornarem aos seus respectivos niveis de controle. Os tempos de cada resposta
foram medidos a partir do fim da administragcao até o aparecimento da bradicardia ou
hipotensao. Injecbes sucessivas do OEAC ou do NF foram separadas por intervalos
de 10 min para evitar taquifilaxia. Doses dos antagonistas foram escolhidas de acordo
com as recomendadas na literatura e com base em experimentos previamente
realizados em nosso laboratério. Cada série de experimentos (isto €, curva dose-efeito
com ou sem pré-tratamento com o antagonista) foi realizada em 5 a 7 animais por
grupo. Todas as séries de experimentos, exceto a série 6 (ratos acordados), foram

realizadas em ratos SHR anestesiados com pentobarbital (50 mg/kg, i.p.).

Série 1: Esta série de experimentos teve por objetivo estabelecer uma relagao dose-
efeito. Cada animal intacto recebeu doses crescentes do NF (1, 3, 5 e 10 mg/kg) e do
OEAC (1, 5, 10 e 20 mg/kg) através do catéter intravenoso, o curso temporal e as
mudancas da PAM e FC foram registradas. Em outros grupos de animais, o NF (10
mg/kg, n = 6) e o OEAC (10 mg/kg, n = 5) também foram injetados antes e 20 min

apos a bivagotomia realizada em nivel cervical.

Série 2. Esta série de experimentos foi realizada para avaliar o papel das fibras C
aferentes vagais na mediacéo dos eventos cardiovasculares induzidos pelo OEAC e
NF. Para estudar este papel, foi utilizado o método conhecido de tratamento perineural
dos nervos vagos com CAP (JANSCO et al., 1983; SCHELEGLE et al.,cols., 2000),
um procedimento que vem sendo utilizado com sucesso em nosso laboratério, a fim

de produzir um bloqueio seletivo da condugao neural dos aferentes vagais via fibra-C
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(de SIQUEIRA et al., 2006b; 2010). Resumidamente, tendo isolado os nervos vagais,
foi colocado CAP (250 ug/mL) embebida em cotonetes em torno de um segmento de
2-3 mm de nervo durante 20 min, em seguida, os cotonetes foram removidos.
Alteracbes maximas na PAM e FC provocadas pelo NF (10 mg/kg, i.v.) e OEAC (10
mg/kg i.v.) foram avaliadas antes e depois do tratamento perineural dos nervos vagos
com CAP ou seu veiculo. A abolicdo imediata do reflexo hipotensor e bradicardizante
(reflexo vagal) induzido pela administracédo i.v. de CAP (1 pg/kg) foi tomada como

critério de sucesso do tratamento perineural com CAP.

Série 3: Esta série de experimentos foi realizada para avaliar o envolvimento da
ativacao dos TPRV4 na mediacéo das alteragdes cardiovasculares induzidas pelo NF
e OEAC. Portanto, cada animal recebeu uma inje¢cao de NF (10 mg/kg, i.v.) ou OEAC
(10 mg/kg, i.v.) e as alteragdes maximas na PAM e FC foram determinadas. Oito min
mais tarde e, dois min antes de uma segunda injegcdo do NF (10 mg/kg, i.v.) ou OEAC
(10 mg/kg, i.v.), os ratos foram pré-tratados com capsazepina (1 mg/kg, i.v.), um
antagonista competitivo do TPRV1, (MALINOWSKA et al., 2001; SMITH; Mc QUEEN,
2001), ou com o veiculo e novamente as alteragdes PAM e a FC foram determinadas.
Como controle positivo, o efeito do pré-tratamento com capsazepina (1 mg/kg, i.v.) nas
respostas hipotensora e bradicardizante induzidas pela CAP (1 ug/kg, i.v.) também

foram determinados seguindo o mesmo protocolo descrito acima.

Série 4: Para determinar o envolvimento dos receptores serotoninérgicos (5-HT3) na
mediacdo das alteragdes cardiovasculares induzida pelo NF e OEAC, cada animal
recebeu uma injecdo de NF (10 mg/kg, i.v.) ou OEAC (10 mg/kg, i.v.) e as alteragbes

maximas na PAM e FC foram determinadas cinco min mais tarde e, cinco min antes
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da segunda injecdo do NF (10 mg/kg, i.v.) ou do OEAC (10 mg/kg, i.v.), na presenca
de um antagonista dos receptores 5-HT3 (ondasetron) (30 ug/kg, i.v.) (BAGCHI;
DESHPANDE, 1999) foi administrado e as alteragdes maximas da PAM e FC foram
novamente determinadas. Como controle positivo do experimento, o efeito do pré-
tratamento com ondasetron (30 pg/kg, i.v.) nas respostas iniciais hipotensoras e
bradicardizantes a serotonina (5 mg/kg, i.v.) foram determinados seguindo o0 mesmo

protocolo.

Série 5. Para determinar a localizagdo das fibras aferentes C envolvidas nas
respostas cardiovasculares ao NF e ao OEAC, foram comparadas as respostas
sistémicas e no ventriculo esquerdo a administragcdo do NF (10mg/kg, i.v.) e do OEAC
(10 mg/kg, i.v.). Injetado no ventriculo esquerdo, o NF ou OEAC nao atinge a
circulagcdo pulmonar e, presumivelmente nao tem acesso imediato as fibras-C

pulmonares.

Série 6: Nesta série de experimentos foram utilizados ratos acordados, a fim de
avaliar o papel do mecanismo colinérgico na mediacdo das alteragbes
cardiovasculares induzida pelo NF. Portanto, o curso temporal das mudancas na PAM
e FC provocada pelas inje¢gdes do NF (5 e 10 mg/kg, i.v.) foram determinadas em
ratos previamente tratados via i.v., 10 min antes com o veiculo (1 ml/kg) ou
metilatropina (1 mg/kg) (VASQUEZ; KRIEGER, 1982). Cada animal recebeu doses

crescentes em bolus, conforme descrito anteriormente.
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4.5. Experimentos “in vitro”

4.5.1. Estudo de reatividade vascular em artérias mesentéricas superiores

Os ratos foram sacrificados por deslocamento cervical e por meio de uma
incisdo na regidao abdominal foi retirada a artéria mesentérica superior. A artéria foi
cuidadosamente colocada em um recipiente (placa de Petri). Apés a remogao do
tecido conectivo, o vaso foi seccionado em anéis medindo aproximadamente 3 mm.
Os anéis foram acondicionados, por meio de hastes, em cubas de vidro contendo 5 ml
de solugdo Krebs-Henseleit. A solugdo nutritiva de Krebs-Henseleit utilizada nestes
experimentos apresentava a seguinte composicdo (concentragdes em mM): NaCl
(133), KCL (5,0), CaCl; (2,5), MgSO4 (1,3), KH2PO4 (1,2), NaHCO3 (20) e glicose (10),
mantida a 37°C e gaseificada com uma mistura de 95% de O, e 5% de CO,. Uma das
hastes foi conectada a um transdutor de forga acoplado a um sistema de aquisi¢cao
(PowerLab 8/30, modelo ML870, ADInstruments, Bella Vista, NSW, Australia) e a
outra extremidade foi presa a cuba (Figura 13). Em seguida, os anéis de mesentérica
foram submetidos a uma tensdo basal de 0,5 g durante 60 min, periodo para a

estabilizagcdo da preparagao antes do inicio dos protocolos experimentais.
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=

Figura 13. Esquema simplificado do set up utilizado nos experimentos de reatividade vascular;
1.Transdutor de tensao isométrica (LETICA Scientic Instruments, TRI-210); 2. Fonte de carbogénio
(95% de O, e 5% de COy); 3. Sistema de Aquisi¢cdo de Dados (Powerlab, ADIntruments, Bella Vista,
Australia); 4. Software PowerLab 7.1; 5. Banho de circulagdo Haake FJ; 6. Cuba de 5 mL; 7.Haste
Fixa; 8. Coletor.

4.5.1.1. Protocolos experimentais para as preparagdes "in vitro"

Ao término do periodo de estabilizacdo, contragdes controles foram induzidas
pela adicdo de KCI (75 mM) no banho. Quando duas contragbes sucessivas
apresentaram uma magnitude similar, as preparagcbes foram consideradas em
equilibrio (teste de viabilidade da preparagao). Apés 30 min, foi adicionado a FEN (um
agonista seletivo de receptores as-adrenérgicos; 1 uM) para induzir uma contragao
sustentada, sobre a qual foi adicionada a ACh (um agonista muscarinico; 1 yM) com o
objetivo de confirmar a presenca ou auséncia de endotélio nas preparagdes estudadas

(teste do endotélio). Foram considerados anéis com endotélio funcional aqueles cujo
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relaxamento induzido pela ACh foi igual ou superior a 50% da contragao induzida pelo

FEN (1 pM) (Figura 14).

1 Ach (1uM)

Lav. Lav.

1h | l

1 KCI (75mM) 1 KCI(75mM) 1 FEN (1uM)

Figura 14. Representacdo esquematica do protocolo experimental para o estudo de viabilidade da
preparacgao e o teste do endotélio em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos.

Para a execugao dos protocolos experimentais em artérias sem endotélio
vascular, esta camada foi removida mecanicamente por meio da friccdo com uma
canula metalica no lumen da artéria. Apos a realizagdo do teste de viabilidade da
preparacao e o teste da presenca do endotélio como descrito acima, foram realizadas

as seguintes séries de experimentos:

Série 1. Para avaliar os efeitos do OEAC (0,1-1000 ug/mL) sobre o ténus basal das
preparacdes de artérias mesentéricas contendo endotélio, esta série foi realizada

(Figura 15).

Estab. 1 OEAC (0,1-1000 pg/mL)

Figura 15. Representagdo esquematica do protocolo experimental para avaliar o efeito do OEAC
sobre o tdnus basal em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos.

Série 2. Os efeitos de concentragbes crescentes do OEAC (0,1-1000 ug/mL) ou NF

(0,1-1000 pg/mL) foram estudados apds a indugdo de contragbes sustentadas com
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KCI (75 mM) ou FEN (1 uM) (Figura 16). Nas preparagdes que foram contraidas com a
FEN foi avaliado o efeito do 6leo e do seu constituinte em preparagdes com e sem
endotélio. A fim de avaliar o papel dos canais para K*, foram realizados experimentos

em preparagdes contendo endotélio incubadas por 20 min com tetratilaménio (TEA) (5

mM).
OEAC (0,1-1000 pg/mL)
NF (0,1-1000 pg/mL)
1 FEN (1pM)
ou
1 KCI (75 mM)
OEAC (0,1-1000 pg/mL)
20 min
TEA (5 mM) T FEN (1pM)

Figura 16. Representagdo esquematica do protocolo experimental para estudo do efeito de
concentragdes crescentes do OEAC ou NF em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos
pré-contraidas com FEN (1 pM) com e sem endotélio ou KCI (75 mM). Em um grupo foi incubado o
TEA (5 mM).
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Série 3: Nesta série de experimentos os efeitos inibitérios da pré-exposicdo (10 min)
para uma concentragéo (3-1000 pug/mL) do OEAC sobre a curva de contragao induzida
pela FEN (10"°%-10* M) ou KCI (25 — 150 mM), foram estudados em preparacdes

contendo endotélio, em meio com Ca?*(Figura 17).

10 -4

FEN (10" -10" M)
ou

KCI (25 — 150 mM)

OEAC

Figura 17. Representacdo esquematica do protocolo experimental para estudo do efeito de uma
determinada concentracdo do OEAC sobre a contracdo induzida pela curva da FEN (10'10 -10* M)
ou curva ao KCI (25 — 150 mM) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos.

Série 4. Esta série de experimentos foi realizada para avaliar os efeitos inibitérios do
OEAC sobre as contracdes induzidas pelo Ca®* exdgeno em anéis de artéria
mesentérica despolarizados pelo KCl em meio sem Ca?*. As solugdes sem Ca®* foram
preparadas pela omissdo do CaCl, na solucdo de Krebs-Henseleit. Apds a verificagao
da viabilidade do tecido, a preparacao foi mantida em solugcado de Krebs-Henseleit sem
Ca?* na presenca do EDTA (1 mM), para quelar o Ca** extracelular, e KCI (75 mM).
Em seguida uma curva cumulativa concentracdo-resposta de Ca®* (0,1 — 20 mM) foi
executada. No término da curva, a preparagao foi lavada e o mesmo protocolo
descrito acima foi realizado na presenca do OEAC ou NF (100 e 600 pug/mL). O 6leo

ou o constituinte foi adicionado a preparacdo 10 min antes de se realizar uma curva
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concentracdo-resposta cumulativa para o Ca®*(Figura 18). A resposta contratil maxima
obtida na primeira curva concentragdo-resposta foi tomada como controle, e as

contragdes foram calculadas em fungao desse valor.

Ca’ (0,1—20mM

Lav.

Ca’ (0,1 — 20 mM)

™ OEAC ou NF
(100 ou 600 pg/mL)

2 KCI (75 mM) 2 KCI (75 mM)

Figura 18. Representagdo esquematica do protocolo experimental para estudo do efeito do OEAC ou
NF sobre a curva ao CaCl, previamente despolarizada com KCL 75 mM em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de ratos.

Série 5: Esta série foi realizada para avaliar os efeitos inibitorios do OEAC sobre as
contragdes induzidas pelo Ba** exdégeno em anéis de mesentérica despolarizados
pelo KCI em meio sem Ca®*. As solugdes sem Ca®* foram preparadas pela omissdo do
CaCl, na solucao de Krebs-Henseleit. Apds a verificagao da viabilidade do tecido, a
preparacdo foi mantida em solugdo de Krebs- Henseleit sem Ca** na presenca do
EDTA (1 mM) para quelar o Ca®* extracelular e KCI (75 mM). Em seguida, uma curva
cumulativa concentracdo-resposta ao Ba** (0,1 — 20 mM) foi executada. No término da
curva, a preparacao foi lavada e o mesmo protocolo descrito acima foi realizado na
presenca do OEAC (100 e 600 pg/mL). O éleo foi adicionado a preparagdo 10 min
antes da curva cumulativa concentragdo-resposta para o Ba?*, foi feito também um
grupo que foi pré-incubado com a nifidepina (1 uM) (Figura 19). A resposta contratil
maxima obtida na primeira curva concentracado-resposta foi tomada como controle, e

as contracdes foram calculadas em funcéo desse valor.
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Ba~ (0,1 — 20 mM

Lav.

Ba~ (0,1 — 20 mM)

2 KCI (75 mM) 2 OEAC 2 KCI (75 mM)

(100 ou 600 pg/mL)
ou
Nifidepina

Figura 19. Representagdo esquematica do protocolo experimental para estudo do efeito do OEAC ou
nifedifipa sobre a curva ao Ba* previamente despolarizada com KCL 75 mM em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de ratos.

Série 6: Nesta série de experimentos, foi avaliado o efeito de concentracbes
crescentes (10, 30, 100, 300, 600 e 1000 pg/mL) do OEAC sobre a contragéo
induzida pelo PDB (1 uM) em preparagdes de artéria mesentérica com endotélio em

meio sem Ca** com EDTA (1 mM) (Figura 20).

OEAC (10-1000 pg/mL)

1 PDB
(1uM)

Figura 20. Representagdo esquematica do protocolo experimental para estudo do efeito de
concentragcbes crescentes do OEAC sobre a contragao induzida pelo PDB em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de ratos.

Série 7: Com a finalidade de avaliar os efeitos do OEAC na contragao induzida pela
cafeina em meio sem Ca?*, apds o periodo de estabilizacdo, as preparacées

contendo endotélio foram contraidas com KCI 75 mM e em seguida foram lavadas
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varias vezes por um periodo de 10 min com solugdo sem Ca** contendo EDTA (1
mM) mantida a uma temperatura de 25°C. Em seguida, a cafeina (20 mM) foi
adicionada ao banho e produziu uma contragao transitéria, a preparagao foi lavada
com o Krebs-Henseleit com Ca?*, e o KCI (75 mM) foi adicionado ao banho para
promover o retorno do Ca?* aos estoques intracelulares. As preparacdes foram
lavadas com solugdo sem Ca®* e o OEAC (100 pg/mL), foi adicionado 5 min antes

da administracéo de cafeina (Figura 21).

1 (75 mM) 1 KCI 1OEAC
(75 mM) (100 pg/mL)

Figura 21. Representacdo esquematica do protocolo experimental para estudo do efeito do OEAC
sobre a contragdo induzida pela cafeina em meio sem Ca” de anéis de artéria mesentérica superior
isolada de ratos.

Série 8: Com o intuito de avaliar os efeitos do OEAC na contragao induzida pela
FEN em meio sem Ca®', apds o periodo de estabilizacdo, as preparacdes com
endotélio foram contraidas com KCI 75 mM e em seguida foram lavadas varias
vezes por um periodo de 10 min com solugdo sem Ca?* contendo EDTA (1 mM). Em
seguida a FEN (1 mM) foi adicionada ao banho e produziu uma contragdo, a
preparacdo foi lavada com o Krebs-Henseleit com Ca®**, e o KCI (75 mM) foi

adicionado ao banho para promover o retorno do Ca®* aos estoques intracelulares.
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As preparacdes foram lavadas com solucdo sem Ca?* e o OEAC (100 pg/mL), foi

adicionado 5 min antes da administracdo da FEN (Figura 22).

1 KCl 1 KCl 1OEAC
(75 mM) (75 mM) (100 pg/mL)
Figura 22. Representacdo esquematica do protocolo ex?erimental para estudo do efeito do OEAC

sobre a contragdo induzida pela FEN em meio sem Ca”" de anéis de artéria mesentérica superior
isolada de ratos.

4.5.2. Estudo de reatividade vascular em artérias mesentéricas de resisténcia

Para estudar a reatividade vascular em artérias mesentéricas de resisténcia,
foi utilizado o método descrito por Mulvany & Halpern (1977). Os animais foram
sacrificados e o leito mesentérico foi removido e colocado em uma placa de petri
contendo solugdo de Krebs-Henseleit a 4°C. O terceiro ramo da artéria mesentérica
superior foi dissecado e cortado em segmentos de 1,5 - 2,0 mm de comprimento
com o auxilio de um microscopio de dissecgao. Dois fios de tungsténio (40 ym de
didametro) foram inseridos no lumen das artérias e montados em um miografo para
vasos resisténcia (Danish Mvo Tech, model 610M; JP-Trading I/S) para estudos de
tensdo isométrica. Um dos fios foi acoplado a um transdutor de tensédo e o outro a
um micrémetro que permitia o estiramento das artérias (Figura 23). Esse midgrafo foi
conectado a um sistema para aquisicdo de dados (PowerLab 8/30, modelo ML870,

ADInstruments, Bella Vista, NSW, Australia) e este a um computador.
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Figura 23. Esquema demonstrando os principais componentes da preparagdo para o estudo de
vasos de resisténcia isolados, desenvolvido por Mulvany & Halpern (1977). (a) Leito mesentérico e
seus ramos, (b) diagrama mostrando como a parte terminal da artéria € montada entre dois fios de
tungsténio de 32 ym de didmetro cada, (c) diagrama mostrando a as placas de acgo, entre as quais
esta montada uma artéria de até 2 mm de comprimento e uma das placas esta conectada a um
transdutor de forga de alta sensibilidade enquanto a segunda esta conectada a um micrémetro
(MULVANY; HALPERN,1977).

Apds a montagem das artérias de resisténcia, estas foram estabilizadas por
um periodo de 30 min em solugdo de Krebs-Henseleit, gaseificada com mistura
carbogénica (95% de O, e 5% de CO; e mantida a temperatura de 37° C. Apds o
periodo de estabilizagdo, as artérias foram estiradas a uma tensdo de repouso
considerada otima em relacdo ao seu diametro interno. Para isso, em cada
segmento arterial a relagao tensao/diametro interno foi calculado e a circunferéncia
interna correspondente a uma pressao transmural de 100 mmHg para um vaso
relaxado in situ (Ligo) foi determinada (MULVANY; HALPERN, 1977). Para a
realizacdo dos experimentos, as artérias foram mantidas com uma circunferéncia

interna L4, calculado como L = 0,90 x L4qo, circunferéncia na qual o desenvolvimento
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de for¢ca € maximo (MULVANY; HALPERN, 1977). O didmetro luminar efetivo (l1) foi

determinado de acordo com a equagéo |y = L4/x.

4.5.2.1. Protocolo experimental em artérias de resisténcia

Apés as artérias terem sido normalizadas, foram submetidas a um periodo de
estabilizacdo de 30 min e em seguida, contraidas com KCI (75 mM), para avaliar sua
integridade funcional. Apés 30 min foi adicionado NA (1 uM) para induzir uma
contragdo sustentada, sobre a qual foi adicionada a ACh (1 uM) para confirmar a
presenga ou auséncia de endotélio nas preparagdes estudadas. Em seguida, foram

avaliados os efeitos de concentragdes crescentes do OEAC (0,1-1000 ug/mL) apos

a inducao de contragdes sustentadas com NA (1 uM).

4.6 Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos como média + erro padrdao da média
(EPM). Variagdes maximas da PAM e da FC apds cada dose do OEAC e do NF
foram expressas em porcentagem dos valores basais. O valor da ICsp, definido como
a concentragdo do OEAC (ug/ml) requerida para produzir 50% da redugdo da
resposta maxima da contracado induzida por KCIl ou FEN, foi utilizado para avaliar a
sensibilidade vascular para o OEAC e NF, e foi determinada graficamente em cada
experimento individual. 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 (ANOVA) a uma via ou duas vias, seguida pelo teste de Dunnett

ou Bonferroni quando apropriado.
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5. RESULTADOS

Artigo 1. Cardiovascular effects of 1-nitro-2-phenylethane, the main constituent of

the essential oil of Aniba canelilla, in spontaneously hypertensive rats

Artigo 2. Vasorelaxant effects of the essential oil of Aniba canelilla and its main
constituent, 1-nitro-2-phenylethane, on mesenteric artery from spontaneously

hypertensive rats

OUTROS RESULTADOS

1-Nitro-2-phenylethane, the main constituent of the essential oil of Aniba canelilla,

elicits a vago-vagal bradycardiac and depressor reflex in normotensive rats
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ABSTRACT

This study investigated the cardiovascular responses to the essential oil of Aniba
canelilla (EQOAC) and its main constituent 1-nitro-2-phenylethane (NP) in spontane-
ously hypertensive rats (SHRs). In anesthetized SHRs, intravenous (i.v.) bolus
injections of EOAC (1-20 mg/kg) or NP (1-10 mg/kg) elicited dose-dependent
hypotensive and bradycardiac effects, which were characterized in two periods
(phases 1 and 2). The first rapid component (phase 1) evoked by EOAC and NP both
at 10 mg/kg was absent after left ventricle injection, fully abolished by bilateral
vagotomy and perineural treatment of both cervical vagus nerves with capsaicin
(250 pg/mL) while remained unaltered by i.v. pretreatment with capsazepine (1 mg/
kg) or ondansetron (30 pg/kg). In conscious SHRs, NP (5 and 10 mg/kg, i.v.) evoked
rapid hypotensive and bradycardiac effects (phase 1) that were fully abolished by
methylatropine (1 mg/kg, i.v.) pretreatment. In rat endothelium-containing mesen-
teric preparations, increasing concentrations (0.1-1000 pg/mL) of EOAC and NP
relaxed the phenylephrine-induced contraction in a concentration-dependent man-
ner. It is concluded that NP induces a vago-vagal bradycardiac and depressor reflex
(phase 1) that apparently results from the stimulation of vagal pulmonary rather
than cardiac C-fiber afferents. This effect does not appear to involve activation of
either vanilloid TPRV; or 5-HT; receptors located on vagal sensory nerves. The phase
2 hypotensive response to i.v. NP seems to result, at least in part, from its direct
vasodilatory effect on the peripheral smooth muscle. All in vivo and in vitro effects of
EOAC are mostly attributed to the actions of its main constituent NP.

INTRODUCTION

Aniba canelilla (H.B.K.) Mez (syn. Aniba elliptica A. C. Sm.,
Cryptocarya canelilla Kunth), (Lauraceae) is an aromatic

plant abundant in the Amazon region, where it is
commonly known as ‘casca-preciosa’ (precious bark).
This plant is an important and historically interesting
species in the Amazon forest because it was confused
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Fundamental & Clinical Pharmacology 1



with cinnamon trees (Cinnamomum zeylanicum Blume)
during the 1540 vovage of Pizarro and Orellana from the
Andes to the Amazon estuary and during Humbolt and
Bonpland's 1800 expedition in the Orinoco River basin
to find the ‘famous cinnamon’ [1].

The trunk wood, fine stems and leaves of casca-
preciosa are used as spices and ingredients for local
dishes, fragrances, and sachets. [n folk medicine, decoc-
tions of bark from A. canelilla are commonly used for
their antispasmodic, digestive-stimulating and carmina-
tive properties [2]. Stem bark of A. canelilla has an
essential oil content of 1% by dry weight. The odorifer-
ous principle of leaf, bark, and trunk wood of A. canelilla
is 1-nitro-2-phenylethane (NP) (Figure 1a), also respon-
sible for the plant's cinnamon scent |3]. Methyleugenol
is also an important volatile constituent of the essential
oil of A. canelilla (EOAC) [3]. NP is considered to be a
major contributor to tomato flavor, as are 2-phenylacet-
aldehyde and 2-phenylethanol [4]. Nitroderivatives
found in higher plants are rare. In the case of NP, its
biogenesis involves phenylalanine oxidation followed by
spontaneous decarboxylation [5]. Oger et al. reported
fungistatic properties for bark EOAC |6]. Furthermore, it
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Figure 1 Chemical structure of 1-nitro-2-phenylethane (NP) (Panel
a). Representative recordings showing changes in mean arterial
pressure (MAP, Panel b) and heart rate (HR, Panel ¢) induced by
intravenous injection of NP (10 mg/kg) in pentobarbital-anesthe-
tized spontaneously hypertensive rats without any preireatment.
The same time course was observed after intravenous injection of
the essential oil of Aniba canelilla. Arrows indicate the time of
injection.
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has been reported that bark EOAC exerts relaxant effects
on intestinal smooth muscle, supporting the use of the
plant in folk medicine for the treatment of gastrointes-
tinal disorders [7]. Recently, antioxidant activity of the
EOAC and NP [8] as well as antinociceptive activity of
NP |9] have been reported.

Previously, we showed that the hypotensive response
fo intravenous (Lv.) administration of the EOAC in
normotensive rats is mainly because of active vascular
relaxation rather than the withdrawal of sympathetic
tone [10]. Cardiovascular effects of the EOAC could be
attributed, at least in part, to the actions of its main
constituent NP, This study examined this possibility by
comparing the mechanism underlying the cardiovascu-
lar responses to i.v. administration of EQAC to that of
NP, in anesthetized, spontaneously hypertensive rats
(SHRs).

MATERIALS AND METHODS

Plant material

Barks of A. canelilla were collected in May, 2005, in the
area of Cauaxi River, Municipality of Paragominas,
southeast of Pard state, Brazil. Its identification was
confirmed by Dr. da Silva M.H.L. (Department of Botanic,
Emilio Goeldi Museum, Belém, Pard, Brazil). A voucher
specimen (#174904) is deposited in the herbarium of
Emilio Goeldi Museum, in the city of Belém, Para State,
Brazil.

Essential oil distillation, fractionation, and analysis
Bark was air-dried, grinded, and submitted to hydro-
distillation (100 g, 4 h)using a Clevenger-type apparatus.
Analytical conditions, composition of the EOAC used in
this study and retention indices of its constituents have
been previously reported [10]. The sample of EOAC used
in this study contained 52.4% of NP, 38.6% of methyl-
eugenol and other minor constituents [10]. To purify the
main constituent NP, bark essential oil (15 g) was
submitted to fractionation in a silica gel chromato-
graphic column using petroleum ether (isocratic elution)
and thin-layer chromatography (hexane-ethyl acetate,
9 : 1). The percentage content of NP in the oil and in the
purified fractions was obtained in a Thermo Focus GC/
FID operated under the following conditions: WCOT
DB-5ms (30 m x 0.25 mm; 0.25 pym film thickness)
fused silica capillary column; temperature programmed,
60-240 °C (3 °C/min); injector and detector tempera-
tures, 220 and 250 °C; carrier gas, nitrogen: injection
type, splitless (2 pL, of a 1 : 1000 hexane solution).
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NP-¢voked bradycardiac and depressor reflex

Solutions and drugs

Sodium pentobarbital (Sanofi, Libourne, France) and
heparin (Laboratoires Léo SA, Montigny-le-Bretonneux,
France) were used as commercially available injectable
solutions. Penicillin G benzathine salt was purchased
from Lafepe (Recife, PE, Brazil). For in vivo experiments,
EOAC and NP were dissolved in Tween 80 (2%), brought
to the chosen volume with sterile isotonic saline and
sonicated just before use. Capsazepine (Tocris, Ballwin,
MO, USA) was first diluted in dimethyl sulphoxide
(Sigma) to 0.1 mol/L (~ 37 mg/mL) and further diluted
with saline containing 10% Tween 80 and 10% ethanol
to a final concentration of 1 mg/mL. Ondansetron
(Sigma) and methylatropine bromide (Sigma) were
dissolved in saline, and capsaicin (CAP, Sigma) was
prepared in 1% Tween 80, 1% ethanol and 98% saline.

Drugs were injected manually as a bolus in a volume of

0.1 mL, followed by a (.2 mL flush with physiological
saline. For in vitro experiments, phenylephrine (PHE)
hydrochloride (Sigma), and acetylcholine (Sigma) were
dissolved directly in the perfusion medium, while EOAC
and NP were dissolved in Tween 80 (2%) and sonicated
just before use. The perfusion medium used was fresh
Krebs—Henseleit bicarbonate (KHB) buffer (pH 7.4) of the
following composition (in mm): NaCl 118; KCl 4.7
NaHCOj; 25; CaCl,.2H,0 2.5; KH5PO4 1.2: MgS04.7H,0
1.2; glucose 11: and EDTA 0.01.

Animals
Adult male SHRs (age: 16—18 weeks) were obtained from

our local colonies maintained at the Department of
Physiology and Pharmacology, Federal University of

Pernambuco, Recife, Brazil. They were kept under condi-
tions of constant temperature (22 £ 2 °C) with a 12 h
light/12 hdark cycle and free access to food and water, All
animals were cared for in compliance with the Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals, published by the
[US National Institutes of Health (NIH Publication §5-23,
revised 1996). All procedures described here were
reviewed by and had prior approval from local animal
ethics committee.

In vivo experiments

Catheterization procedure

Rats were anesthetized with intraperitoneal (i.p.) injec-
tion of sodium pentobarbital (50 mg/kg), and catheters
(PE-10 fused to PE-50) were implanted in the abdominal
aorta (for the recording of arterial blood pressure) and in
the inferior vena cava (for drug administration) through
the left femoral artery and vein, respectively as previously

reported [11]. Postoperatively, rats received an intra-
muscular injection of penicillin (24 000 [U). They were
housed individually in plastic cages and allowed to
recover for 24-48 h before any circulatory experiments.
In some animals (n = 7), a Teflon catheter was inserted
into the right carotid artery and was advanced retro-
gradely until its tip was positioned in the left ventricle.
The position of the tip within the left ventricle was veritied
by measurement of left ventricular blood pressure and
confirmed by postmortem examination,

Recordings of mean arterial pressure and heart rate

At the time of experiments, rats were again anesthetized
with sodium pentobarbital (50 mg/kg, ip.). A short
tracheal cannula was inserted via a tracheotomy,
through which rats breathed spontaneously in the supine
position. Body temperature was maintained by an electric
heating pad. The arterial catheter was therefore con-
nected to a blood pressure transducer coupled to a
polygraph recorder. Heart rate (HR) was obtained using a
cardiotachometer triggered by the pressure pulses. Both
signals were recorded on a Gilson model 5/6H polygraph
(Gilson Medical Electronics, Middletown, WI, USA). Mean
arterial pressure (MAP) was calculated as diastolic +
|(systolic blood pressure—diastolic blood pressure)/3].

Experimental design and protocols

To explore the cardiovascular responses to EQAC and
NP, the following protocol was used. Before each
experiment, a period of 15-20 min was allowed to
obtain a stable MAP and HR tracing. Baseline values of
these variables were determined, and their changes were
measured during a 10-min postinjection period. Injec-
tion response times were measured from the end of an
injection to the onset of bradycardia or hypotension.
Successive injections of EOAC or NP were separated by
10-min intervals to avoid tachyphylaxis. Doses of
agonists and antagonists were chosen according to those
recommended in the literature. The following series of
experiments, except series 7 (conscious rats), were
performed in anesthetized SHRs.

In a first series of experiments that was carried out to
establish a dose—effect relationship, each intact animal
received a series of increasing bolus doses of EOAC (1-
20 mg/kg, n = 6) or NP (1-10 mg/kg, n = 6) via the i.v.
catheter, and time course of the changes in MAP and HR
was recorded (Series 1). In four different groups of rats,
maximal changes in MAP and HR elicited by iv.
injection of EOAC and NP (both at 10 mg/kg) were
determined before and 20 min after a cervical bilateral
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vagotomy (Series 2; m = 5 and b, respectively), before
and 20 min after bilateral perineural treatment (PNT)
with CAP (250 pg/mL; n = 5 and 6, respectively) (Series
3) as previously described [11], before and 2 min after
Lv. pretreatment with the competitive TPRV, receptor
antagonist, capsazepine (1 mg/kg) [12] (n= 6 and 6,
respectively) (Series 4), and before and 5 min after i.v.
prefreatment with the 5-HT; receptor antagonist,
ondansetron (30 pg/kg) [13] (n = 6 and 3, respectively)
(Series 5). To determine the location of the afferent
C-fiber endings involved in elicitation of cardiovascular
responses, EOAC and NP (10 mg/kg, n=4 and 3,
respectively) were injected into the left ventricle, thereby
bypassing the pulmonary circulation so that they would
not have immediate access to the pulmonary C-fibers
(Series 6). Abolition of the immediate hypotension and
bradycardiac reflex (vagal reflex) of i.v. CAP (1 ng/kg,
n = 3) was taken as the criterion of successtul PNT with
CAP (results not shown). As a control positive experi-
ment, i.v. pretreatment with capsazepine (1 mg/kg,
n = 3} and ondansetron (30 pg/kg, n = 3) almost abol-
ished the well-known retlex bradycardiac and hypoten-
sive responses to CAP (1 uglkg, iv.) and serotonine
(10 pg/kg, i.v.), respectively (results not shown).

The last series of experiments (Series 7) was performed
in conscious SHRs to assess the role of cholinergic
mechanism in the mediation of NP-induced cardiovas-
cular changes. Therefore, changes in MAP and HR
elicited by i.v. injections of NP (5 and 10 mg/kg) was
determined in conscious rats that had been pretreated
intravenously 10 min earlier with vehicle (1 mL/kg,
n = 7) or methylatropine (1 mg/kg, n = 5) [14].

In vitro experiments

For isometric tension recording, each segment of superior
mesenteric artery (SMA) was removed and placed in cold
oxygenated KHB buffer. Segments of SMA (3 mm in
length), free of fat and connective tissue, were mounted
between two steel hooks in isolated tissue chambers
containing gassed (95% 0, and 5% CO,) KHB, at 37 °C,
under a resting tension of 0.5 g (optimal resting tension),
which was readjusted every 15 min during a 45-min
equilibration period before drug administration. [sometric
tension was recorded by using an isometric force
displacement transducer (Letica TRI 201; Panlab, S.L.,
Barcelona, Spain) connected to an acquisition system
(ML870/P ADinstruments Pty Ltd, Castle Hill, Australia).
Vessels were initially exposed twice to 75 mm KCl to
check their functional integrity. After 30 min, rings were
confracted with a concentration of PHE inducing

LF.L Interaminense et al.

50-70% of the contraction induced by KCI and acetyl-
choline (1 pv) was then added to assess endothelium
integrity. Sixty minutes later, relaxation to increasing
concentrations (0.1-1000 pg/mL) of the EOAC (n = 3)
or NP (n = 6) was assessed in endothelium-intact SMAs
precontracted with PHE. Contraction data were expressed
as a percentage of the PHE-induced contraction.

Statistical analysis

All results are expressed as the mean + SEM. Maximal
changes in MAP and HR were expressed as a percentage
of baseline values. For in vitro experiments, the [Cs
value, defined as the EOAC and NP concentration (ug/
mL) required producing a half maximum reduction of
PHE-induced contraction was used to evaluate vascular
sensitivity to EOAC and NP. The significance (P < ().05)
of results was assessed by paired Student's t-test, Mann-
Whitney U-test and one-way (doses) analysis of variance
(anova), followed by Dunnett's multiple comparison test
when appropriate.

RESULTS

The purity of NP isolated from EQAC by silica column
chromatography was 98%. Average baseline MAP
and HR values recorded in anesthetized SHRs (n = 64)
before any treatment were 152.2 £ 3.2 mmHg and
354 £ 5 beats/min, respectively.

In vivo experiments

Injections of EOAC (1-20 mg/kg, iv.) and NP (1-
10 mg/kg, i.v.) elicited dose-dependent (P < (.01, one-
way ANOVA) hypotensive (Figure 2; panels a and b,
respectively) and bradycardiac (Figure 2; panels ¢ and d,
respectively) effects, which became significant (Figure 2;
P < (.05, Dunnett's test) at 1 mg/kg. At 5 and 10 mg/
kg of NP, the hypotensive (Figure 1, panel b) and
bradycardiac (Figure 1, panel c) responses to NP are
biphasic. The same was observed for those elicited by 10
and 20 mg/kg of EQOAC. The first rapid component of
EOAC- and NP-induced bradycardia and hypotension
(phase 1) occurred at 1-1.5 and 1.5-2.5 s after injection,
respectively, while the second component of EOAC- and
NP-induced bradycardia and hypotension (phase 2
occurred at 3-6 and 4-8 s after injection, respectively.
Cardiovascular responses to EOAC and NP both returned
to baseline within 40-60s. As previously reported
[8,9], the same volume of vehicle (Tween 80) did not
induce any significant changes in either baseline MAP or
HR values.
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Phase 1 of hypotensive and bradycardiac responses to
EOAC (Figure 3; panels a and b, respectively) and NP
(Figure 4; panels a and b, respectively) was completely
abolished (P <0.01, paired Student's t-test) by either
cervical bivagotomy or PNT with CAP, while it was
significantly unaltered by capsazepine and ondansefron
pretreatments. By contrast, phase 2 of hypotensive and
bradycardiac responses to EOAC (Figure 3; panelscandd,
respectively) and NP (Figure 4; panels c¢ and d, respec-
tively) was partly but significantly reduced (P < 0.05,
paired Student’s t-test) by either cervical bivagotomy or
PNT with CAP, while it remained significantly unchanged
by capsazepine and ondansetron pretreatments.

When injected directly into the left ventricle via the
carotid arterial catheter with intact vagi, EOAC and NP
both at 10 mg/kgdid notevoke the rapid hypotension and
bradycardia responses (phase 1). However, EOAC and NP
induced a delayed systemic hypotension (-28.42 + §.92
and =13.13 £ 2.90%, respectively; baseline MAP =
149.8 £ 5.4 and 149.3 £ 7.3, respectively) and brady-
cardia (—39.73 £ 15.15 and —53.94 * 17.92%, respec-
tively; baseline HR = 418 £ 11 and 416 £ 12 beats/
min, respectively) that occurred with the same latency
when compared to that observed for the phase 2 responses
after their i.v. injection.

In conscious SHRs, average baseline values of MAP
and HR before any treatment were 170.1 £ 4.9 mmHg
and 373 * 14 beats/min, respectively (pooled data from
12 rats). Neither baseline MAP nor HR values was

significantly changed following iv. administration of

vehicle or NP at the lowest dose of 1 mg/kg (data not

shown). However, bolus injection of higher doses (5 and
10 mg/kg, iv.) of NP-evoked significant (P < (.01,
Dunnett's test) and very brief monophasic decreases in
MAP (-48.50 + 4.61 and -55.34 + 3.41%, respec-
tively) and HR (-78.76 £ 5.01 and -88.85 £ 3.02%,
respectively), which occurred within about 1-3 s after
the injection of NP. Pretreatment with methylatropine
(1 mg/kg, i.v.) increased significantly (P < .05, paired
Student's t-test) the baseline HR (448 £ 11 vs. 387 &
21 beats/min} without affecting baseline MAP (175.0 £
9.3 vs. 170.6 = 11.3 mmHg). The phase 1 decreases in
MAP and HR evoked by NP (5 and 10 mg/kg) were fully
abolished by methylatropine pretreatment. Similar
results were observed for the monophasic hypotensive
and bradycardiac responses to EOAC (10 and 20 mg/kg)
(data not shown).

In vitro experiments

In SMA preparations with intact endothelium from
SHRs, increasing concentrations (0.1-1000 pg/mL) of
EOAC and NP inhibited the PHE-induced contractions in
a concentration-dependent manner (P < (0.001, one-
way ANOVA). The first inhibitory effect of EOAC and NP
became significant at a concentration of 1 and 3 pg/mL,
respectively, while their maximal relaxation occurred
at a concentration of 600 pg/mL. The ICs;, (ng/mL) for
EOAC- and NP-induced vasorelaxant effects were 19.0 £
3.9 and 29.6 £ 5.4 pg/mL, respectively. There is no
significant (P > 0.05, Mann-Whitney U-test) difference
between the 1Cs; values for EOAC- and NP-induced
vasorelaxant effects.
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Figure 3 Phase 1 decreases in mean arterial pressure (AMAP) and heart rate (AHR) (Panels a and b, respectively) and phase 2 hypotensive
and bradycardiac eflects (Panels c and d. respectively) elicited by Intravenous (L.v.) adminisiration of the essentlal oll of Aniba canelilla (EOAC)

{10 mg/kg) in four groups of pentobarbital-anesthetized spontaneously hypertensive rats: (i) before and after bivagotomy (Biv) at cervical
level, (11) before and after perineural pretreatment (PNT) of both cervical vagi with capsaicin (CAP) (230 ug/mL), (iil) before and after

pretreatment with capsazepine (Capz: 1 mg/kg, i.v.), and (iv) before and after pretreatment with ondansetron (Ond: 30 pg/kg. i.v.). Phases 1
and 2 hypotensive and bradyeardiac ellects elicited by EOAC were, respectively, abolished and significantly reduced by bivagotomy and PNT

with CAP but remained unaltered by capsazepine or ondansetron pretreatment. Data are mean + SEM and expressed as a percentage of
baseline (1 = 5-6 rats per group). *P < (.01 and 7P < (1.05 by paired Student’s i-test vs, the baseline values and the corresponding responses

belore any pretreatment, respectively.

DISCUSSION

This study shows that i.v. administration of higher doses
of EDAC (10 and 20 mg/kg) and its main constituent NP
(5 and 10 mg/kg) induced two periods of hypotension
and bradycardia in anesthetized SHRs. Initially, a rapid
bradycardia (onset time of 1-2 s) occurred coincidentally
(onset time of 2 s) with an arterial hypotension (phase 1)
and then a delayed decrease in blood pressure associated
with a second bradycardia (phase 2). All these effects are
reversible excluding therefore the possibility that they
might have been related to a putative toxic effect of
EOAC and NP.

This study focused on the initial and rapid bradycardia
that occurred concomitantly with the initial hypotension
(phase 1). Phase 1 hypotensive and bradycardiac
responses to EQOAC and NP were fully abolished in
bivagotomized, anesthetized SHRs, Following pretreat-
ment of conscious SHRs with iv, methylatropine, a
peripheral nonselective muscarinic receptor antagonist,

NP-induced phase 1 cardiovascular responses were
also abolished. Our data indicate that EOAC- and
NP-induced phase 1 hypotensive and bradycardiac
responses are mediated by a vagal reflex and an efferent
cholinergic mechanism. Furthermore, PNT with CAP of
both cervical vagi, which has been demonstrated to
selectively block the conduction of C-fiber afferents
[(15). the present study] fully prevented the phase 1
bradycardia and hypotension evoked by EOAC and NP,
Taken together, these findings suggest that iv. treat-
ment with EOAC and NP stimulates vagal sensory
C-fibers to elicit vago-vagal reflex decreases in HR and
blood pressure. It is well known that baroreceptor-
mediated responses to vasodepressor stimuli become
blunted in anesthetized pentobarbital rats [16.17]. It is
possible that intact reflex regulation of blood pressure in
conscious rats may mask phase 2 of NP-induced
cardiovascular responses seen in anesthetized rats,
and therefore it is responsible for the monophasic nature
of the NP-induced cardiovascular effects in conscious
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Figure 4 Phase 1 decreases in mean arterial pressure (AMAP) and heart rate (AHR) (panels a and b, respectively) and phase 2 hypotensive

and bradycardiac effects (panels ¢ and d, respectively) elicited by intravenous (i.v.) administration of 1-nitro-2-phenylethane (NP; 10 mg/kg)

in four groups of pentobarbital-anesthetized spontaneously hypertensive rats: (i) before and after bivagotomy (Biv) at cervical level,
(ii) before and after perineural pretreatment (PNT) of both cervical vagi with capsaicin (CAP) (250 ug/mL), (iii) belore and after pretreatment
with capsazepine (Capz 1 mg/kg, i.v.), and (iv) before and after pretreatment with ondansetron (Ond; 30 pg/kg, Lv.). Phases 1 and 2

hypotensive and bradycardiac effects elicited by 1-nitro-2-phenylethane (NP) were, respectively, abolished and significantly reduced by

bivagotomy and PNT with CAP but remained unaltered by capsazepine or ondansetron pretreatment. Dala are mean * SEM and expressed as
a percentage of baseline (n = 5-6 rats per group). *P < (.01 and *P < (.03 by paired Student’s t-test vs. the baseline values and the

corresponding responses before any pretreatment, respectively.

SHRs. One may suggest that EOAC and NP activate
vagal sensory C-fibers indirectly via its metabolites.
However, this hypothesis seems unlikely because the
latency of the EOAC- and NP-induced reflex response is
too short to be the result of a metabolic pathway and/or
a secondary effect of the release of other substances by
EOAC and NP. To examine the origin of the EOAC- and
NP-induced reflex, we compared the cardiovascular
responses to EOAC and NP injected into the left ventricle
to those elicited by their i.v. injections. When EQAC and
NP were injected into the left ventricle, the rapid
bradycardia and hypotension reflex (phase 1) was
absent, suggesting that it is not due to reflex originating
from the heart, but seems to result from stimulation of
pulmonary C-fiber afferents. It is known that activation
of these afferents by various chemical agents induces the
transient systemic hypotension that accompanies the
reflex bradycardia [18-20].

Attempts have been made to examine the receptor
specificity of the EOAC- and NP-induced bradycar-
diac and depressor reflex. As phase 1 cardiovascular

responses to EQOAC and NP occurred as rapidly as the
well-known vago-vagal reflex responses elicited by i.v.
injections of CAP [21,22] or the 5-HT; receptor agonist
serotonin |[23], we investigated therefore the possibility
that EOAC and NP could induce a CAP- or serotonin-like
bradycardiac and depressor reflex. However, the vago-
vagal reflex evoked by EOAC and NP is not mediated by
activation of vanilloid TPRV; or 3-HT}; receptors (and/or
secondary to release of endogenous 5-HT) because it was
unaffected by capsazepine and the selective 5-HT,
receptor antagonist ondansetron pretreatment, respec-
tively. At the present time, we have no clues regarding
the nature of receptors present on sensory vagal afferents
that initiate the EOAC- and NP-induced reflex activity
involving vagal afferent and efferent nerve fibers. Further
experiments are necessary to address this issue.

It is noteworthy that phase 2 bradycardiac and
hypotensive responses to EOAC and NP were slightly
but significantly reduced by either bilateral vagotomy or
PNT of both vagus nerves with CAP. This indicates that
part of this phase 2 response appears to be mediated
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partially through activation of afferent vagal C-fibers.
The remaining phase 2 hypotension after these pretreat-

ments seems to result from a direct vasodilatory effect of

EOQAC or NP on the peripheral smooth muscle. This
hypothesis is supported by the following lines of evi-
dence. First, EOAC and NP induced a concentration-
dependent vasorelaxation in PHE-precontracted isolated
SMA preparations. This study was not aimed to assess
the mechanism underlying these vasorelaxant effects,
and further experiments are needed to address this issue.
Second, a hypotensive response was also observed after
left ventricle injection of EQAC and NP and could not be
completely abolished by either bilateral vagotomy or
PNT with CAP of both vagus nerves, and finally EOAC-
and NP-induced phase 2 hypotension was more potent
on diastolic arterial blood pressure, suggesting that it is
most likely due to the decrease in the peripheral vascular
resistances.

The eftects of NP described in this study in SHRs were
similar to those recently reported in normotensive rats
by de Siqueira et al. [24]. In brief, NP-induced cardio-
vascular responses also characterized by two phases
(phases 1 and 2) mediated through a similar mechanism
as that reported herein in SHRs, i.e. stimulation of vagal
pulmonary C-fiber afferents with no participation of both
vanilloid TPRV; and 5-HT; receptors for NP-induced
phase 1 vago-vagal reflex and peripheral vasodilatation
for NP-induced phase 2 hypotension response [24].
Assuming that a similar phenomenon would probably be
observed in Wistar Kyoto rats, control experiments in
these animals were not considered as necessary in this
study.

Both in vivo and in vitro effects of the EOAC in SHRs
are mimicked by its main constituent NP, indicating that
they are mostly attributed to the action of NP, Methyl-
eugenol, the second constituent of the EOAC, could not
mediate the vago-vagal hypotensive and bradycardiac
responses (phase 1) to EOAC because bilateral vagotomy

in anesthetized rats reduced the bradycardiac effects of

methyleugenol without affecting the hypotension [25].
However, a putative partial contribution of methyleuge-

nol in mediating the vasorelaxant effects (phase 2) of

EOAC could not be discarded.

It is concluded that i.v. treatment of pentobarbital-
anesthetized SHRs with NP induces a vago-vagal brady-
cardiac and depressor reflex (phase 1) that apparently
result from the stimulation of vagal pulmonary rather
than cardiac C-fiber afferents. The transduction mecha-
nism of the NP excitation of C-fiber endings is not fully

understood and seems not to involve the activation of

LF.L Interaminense et al.

either vanilloid TPRV, or 5-HT; receptors located on
vagal sensory nerves. The second hypotensive response
(phase 2) to i.v. NP seems to result, at least in part, from
its direct a vasodilatory effect on the peripheral smooth
muscle. All in vivo and in vitro effects of EOAC reported
herein are mainly attributed to the actions of its main
constituent NP.
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ABSTRACT

The present study investigated the mechanisms underlying vasorelaxant effects of the
essential oil of Aniba canelilla (EOAC) and its main constituent 1-nitro-2-phenylethane (NP)
in isolated superior mesenteric artery (SMA) from spontaneously hypertensive rats (SHRs).
At 0.1-1000 pg/mL, EOAC and NP relaxed SMA preparations pre-contracted with 75 mM
KCI with 1Csp [geometric mean (95% confidence interval)] values of 294.19 [158.20-94.64]
and 501.27 [378.60-624.00] pg/mL, respectively); or with phenylephrine (PHE) (ICs5ys =
11.07 [6.40-15.68] and 7.91 [4.08-11.74) pg/mL, respectively). All these effects are reversible
and remained unaltered by vascular endothelium removal. At 3-1000 pg/mL, EOAC and NP
inhibited the concentration-response curves of KCL (25-125 mM) or PHE (10"°-3x10™* M).
In SMA preparations maintained under Ca™*-free conditions, EOAC (600 pg/mL) reduced the
PHE-, but not the caffeine-induced contraction. In Ca’*-free and high K* (75 mM) medium,
the contractions produced by CaCl, or BaCl; were reduced or even abolished by EOAC at 100
and 600 pg/mL, respectively. Similar effects were also observed with NP on the contractions
induced by CaCl,. EOAC (10-1000 pg/mL) also relaxed the contraction evoked by phorbol
dibutyrate (ICsp = 52.66 [10.82-94.64] pg/mL). It is concluded that EOAC has a myogenic
endothelium-independent vasorelaxation through inhibitory actions on contractile events that
include intracellular pathways, more than a superficial action restricted to the membrane
environment such as a simple blocking activity on a given receptor or ion channel. This
vasorelaxant effect of EOAC appears preferential to receptor-activated pathways and is

mainly attributed to the action of its main constituent, NP.

Keywords: Essential oil of Aniba canelilla; Isolated mesenteric artery; 1-Nitro-2-

phenylethane; Vasorelaxant effect; Spontaneously hypertensive rats.
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INTRODUCTION

Aniba canelilla (H.B.K.) Mez [syn. Aniba elliptica A. C. Sm., Cryptocarya canelilla Kunth],
(Lauraceae) is an aromatic plant abundant in the Amazon region, where it is commonly
known as “casca-preciosa” (precious bark). This plant is an important and historically
interesting species in the Amazon forest because it was confused with cinnamon trees
(Cinnamomum zeylanicum Blume) during the 1540 voyage of Pizarro and Orellana from the
Andes to the Amazon estuary and during Humbolt and Bonpland’s 1800 expedition in the
Orinoco River basin to find the *famous cinnamon™ [1].

The trunk wood, fine stems and leaves of casca-preciosa are used as spices and ingredients
for local dishes, fragrances, and sachets. In folk medicine, decoctions of bark from A.
canelilla are commonly used for their antispasmodic, digestive stimulating and carminative
properties [2]. Stem bark of A. canelilla has an essential oil content of 1% by dry weight. The
odoriferous principle of leaf, bark, and trunk wood of A. canelilla is 1-nitro-2-phenylethane
(NP) (Figure 1), also responsible for the plant’s cinnamon scent [3]. Methyleugenol is also an
important volatile constituent of the essential oil of A. canelilla (EOAC) [3]. NP is considered
to be a major contributor to tomato flavor, as are 2-phenylacetaldehyde and 2-phenylethanol
[4]. Nitroderivatives found in higher plants are rare. In the case of NP, its biogenesis involves
phenylalanine oxidation followed by spontaneous decarboxylation [3]. Oger and co-workers
reported fungistatic properties for bark EOAC [6]. Furthermore, it has been reported that bark
EOAC exerts relaxant effects on intestinal smooth muscle, supporting the use of the plant in
folk medicine for the treatment of gastrointestinal disorders [7]. Recently, antioxidant activity
of the EOAC and NP [8] as well as antinociceptive activity of NP [9] have been reported.

Recently, we showed that intravenous (i.v.) administration of EOAC and its main
constituent NP induced two periods of hypotension and bradycardia in anesthetized,

spontaneously hypertensive rats (SHRs). Initially a rapid bradycardia (onset time of 1-2 sec)
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occurred coincidentally (onset time of 2 sec) with an arterial hypotension (phase 1) and then,
a delayed decrease in blood pressure associated with a second bradycardia (phase 2) [10].
Several lines of evidence showed that phase 1 bradycardiac and depressor responses to EOAC
are of reflex origin (vago-vagal reflex), that apparently result from the stimulation of vagal
pulmonary rather than cardiac C-fiber afferents. The transduction mechanism of the EOAC
excitation of C-fiber endings is not fully understood and seems not to involve the activation of
either vanilloid TPRV, or 5-HTj; receptors located on vagal sensory nerves [10]. The second
hypotensive response (phase 2) to i.v. EOAC resulted, at least in part, from its direct
vasodilatory effect on the peripheral smooth muscle. All in vivo and in virro effects of EOAC
reported herein are mimicked by its main constituent NP [10]. These in virro and in vivo
effects have been also observed with NP in normotensive rats [11]. The present study
investigated the mechanism(s) underlying the vasorelaxant effects of the EOAC in isolated
superior mesenteric artery (SMA) preparations from SHRs.

MATERIALS AND METHODS

Plant material

Barks of A. canelilla were collected in May, 2003, in the area of Cauaxi River, Municipality
of Paragominas, southeast of Pard state, Brazil. Its identification was confirmed by Dr. da
Silva M.H.L. (Department of Botanic, Emilio Goeldi Museum, Belém, Pard, Brazil). A
voucher specimen (#174904) is deposited in the herbarium of Emilio Goeldi Museum, in the
city of Belém, Pard State, Brazil.

Essential oil distillation, fractionation and analysis

Bark was air-dried, grinded and submitted to hydrodistillation (100g, 4 h) using a Clevenger-
type apparatus. Analytical conditions, composition of the EOAC used in the present study and
retention indices of its constituents have been previously reported [10,12]. The sample of

EOAC used in the present study contained 52.4% of NP, 38.6% of methyleugenol and other
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minor constituents [10,12]. In order to purify the main constituent NP, bark essential oil (15g)
was submitted to fractionation in a silica gel chromatographic column using petroleum ether
(isocratic elution) and thin-layer chromatography (hexane-ethyl acetate, 9:1). The percentage
content of NP in the oil and in the purified fractions was obtained in a Thermo Focus GC/FID
operated under the following conditions: WCOT DB-3ms (30 m x 0.25 mm; 0.25 um film
thickness) fused silica capillary column; temperature programmed, 60-240 °C (3 °C/min);
injector and detector temperatures, 220 and 250 °C; carrier gas, nitrogen; injection type,
splitless (2 pL, of a 1:1000 hexane solution).

Solutions and drugs

EOAC and NP were first dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma Chemicals Co., St
Louis, MO, USA) up to 1% of the total volume, made up with the perfusion medium and
sonicated just before use. The perfusion medium used was fresh Krebs-Henseleit solution
(KHS) buffer (pH 7.4) of the following composition (in mM): NaCl 118; KC1 4.7; NaHCO;
25:  CaCl.2H,0  25; KHPO: 1.2; MgSO.7TH,O0 1.2; glucose 11 and
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 0.01. In some experiments, a modified KHS's
solution containing equimolar BaCl,, instead of CaCl, was used. Phenylephrine (PHE)
hydrochloride, acetylcholine chloride, phorbol 12,13-dibutyrate (PDB), tetracthylammonium
(TEA) chloride, noradrenaline (NA), caffeine and nifedipine hydrochloride, which were all
purchased from Sigma, were first dissolved in distilled water and were made up with KHS.
Animals

Adult male SHRs (age: 16-18 weeks) were obtained from local colonies maintained at the
Department of Physiology and Pharmacology, Federal University of Pernambuco, Recife,
Brazil. They were kept under conditions of constant temperature (22 + 2 °C) with a 12 h
light/12 h dark cycle and free access to food and water. All animals were cared for in

compliance with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, published by the US
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National Institutes of Health (NIH Publication 85-23, revised 1996). All procedures described
here were reviewed by and had prior approval from local animal ethics committee.

Tissues preparation and experimental protocols

Rats were sacrificed by cervical dislocation. For isometric tension recording, SMA was
removed and placed in cold oxygenated KHS buffer. Segments of SMA (3 mm in length),
free of fat and connective tissue, were mounted between two steel hooks in isolated tissue
chambers containing gassed (95% O, and 5% CO,) KHS, at 37°C, under a resting tension of
0.5 g (optimal resting tension), which was readjusted every 15 min during a 43-min
equilibration period before drug administration. Isometric tension was recorded by using an
isometric force displacement transducer (Letica TRI 201, Panlab, S.L., Barcelona, Spain)
connected to an acquisition system (ML870/P ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill, Australia).
Vessels were initially exposed twice to 75 mM KClI to check their functional integrity. After
30 min, rings were contracted with a concentration of PHE inducing 50-70% of the
contraction induced by KCI and acetylcholine (1 pM) was then added to assess endothelium
integrity. Sixty min later, the series of experiments 1 to 8 were performed.

For wire myograph experiments, small vessels corresponding to the third-order mesenteric
arteries were removed and cleaned of surrounding adhering tissue in KHS under microscope.
Segments (2 mm of length) from these mesenteric resistance arteries were mounted in a small
dual myograph chamber (DMT, model 610 M, Aahus Denmark). Two tungsten (40 mm)
wires were introduced into the lumen of the segments and mounted according to a previously
described method [13]. After a 30 min equilibration period in oxygenated KHS at 37 °C at pH
= 74, segments were stretched to their optimal lumen diameter for active tension
development. This was determined based on the internal circumference-wall tension ratio of
the segments by setting their internal circumference, L, to 90% of what the vessels would

have if they were exposed to a passive tension equivalent to that produced by a transmural
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pressure of 100 mmHg [13]. Series 9 of experiments was performed using such an
experimental setup.

Series 1. This series of experiments were carried out to assess the effects of EOAC (1-1000
ug/mL) on the spontaneous tone of endothelium-containing SMA preparations. In other
experiments, effects of vehicle at the same concentrations used to dissolve EOAC were also
studied.

Series 2. In this series of experiments, the effects of cumulative concentrations (0.1-1000
ug/mL) of EOAC and NP on the sustained contractile responses to KCI (75 mM) were studied
in endothelium-containing SMA preparations. The effects of increasing concentrations (0.1-
1000 mg/mL) of EOAC or NP on the sustained contractile responses to PHE (1 pM) were
also studied in either endothelium-containing or endothelium-denuded SMA preparations
maintained in CazJ'-containing medium. In order to assess the role of potassium channels in
the effects of EOAC in PHE-contracted tissues, experiments were performed in endothelium-
containing SMA preparations incubated for 20 min with TEA (5 mM).

Series 3. This series of experiments were aimed to assess the inhibitory effects of pre-
exposure for 20 min to EOAC, at several concentrations (3-1000 pg/mL), or vehicle on the
contractile responses to PHE (107" 3x10™ M) or to KCI (25-125 mM) in SMA with intact
endothelium.

Series 4. This series of experiments were carried out to assess the inhibitory effects of EOAC
or NP on the contractions induced by exogenous Ca™ in SMA preparations depolarized by
KCI (75 mM) in Ca™-free medium. Calcium-free solutions were prepared by omitting CaCl,
from normal KHS solution. After verification of tissue responsiveness, the preparation was
maintained in free Ca™ KHS solution in the presence of high concentration of KCl and EDTA
(2 mM) to remove extracellular Ca™. Thereafter, a control cumulative concentration-response

curve for Ca™ (0.01-20 mM) was then performed. After washing preparation by changing
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bath chamber solution, EOAC or NP (both at 100 and 600 pg/mL) was added to the
preparation for 5 min, and their effects on cumulative concentration-response curve for CaCl,
(0.01-20 mM) were then evaluated. Maximal response to exogenous Ca”™ was obtained when
an increase in the Ca™ concentration did not induce a significant additional contraction. The
contractile response obtained with the first concentration-response curve for CaCl; was taken
as control, and the contractions were calculated as a function of the value observed to 20 mM
Ca™.

Series 5. This series of experiments was carried to assess the inhibitory effects of EOAC on
the contractions induced by exogenous Ba™, an ion that selectively passes through VOCCs
but is only slightly permeable to receptor-activated Ca™ channels [14], in mesenteric
preparations depolarized by K* under Ca™-free conditions. After verification of tissue
responsiveness, the preparation was maintained in Ca™-free medium (containing 2 mM
EDTA), and then after 5 min 75 mM KCI was added to the bath. After 1 min, Ba™ was
cumulatively added still in the presence of high K™. Thereafter, a control cumulative
concentration-response curve for Ba™ (0.1-20 mM) was then constructed. In other
preparations, following a similar protocol, EOAC (100 and 600 pg/mL) was added to the
preparation for 5 min, and then a second cumulative concentration-response curve for Ba™
was obtained.

Series 6: In this series of experiments, inhibitory effects of increasing concentrations (10-
1000 pg/mL) of EOAC on the contraction elicited by PDB (1 pM) were studied in
endothelium-containing SMA preparations incubated in Ca™*-free medium with EDTA (2
mM).

Series 7: To investigate whether OEAC inhibitory actions could also be partially due to the
blockade of sarcoplasmic reticulum Ca™ channels activated by IP;, the effects of EOAC on

PHE-induced contractions in Ca**-free medium were determined as follows. After the usual
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stabilization time, the tissues were washed with Ca™*-free solution for 6 min. PHE (1 uM) was
added to produce a transient contraction. After washing the tissues with Ca“-containing KHS
solution, 75 mM KCl was added for Ca™ internal stores loading. The preparations were
washed with Ca™-free solution followed by the addition EOAC (600 pg/mL) 1 min later.
After 5 min, PHE (1 pM) was administered still in the presence of EOAC.

Series 8: In the series of experiments, the effects of EOAC on caffeine-induced contractions
in Ca™-free medium were determined. After the usual stabilization time, the tissues were
washed with Ca’*-free solution for 6 min, with the temperature maintained at 25 °C.
Thereafter, caffeine (20 mM) was added in the medium and produced a transient contraction.
After washing the tissues with KHS solution, high KCI (75 mM) was added for Ca™ internal
stores loading. The preparations were washed with Ca™-free solution and the vasorelaxant
effects of EOAC (600 pg/mL), added for 5 min before the administration of caffeine, were
determined.

Series 9: After a 45 min-equilibration period, each mesenteric resistance arterial segment was
exposed twice to KCI (120 mM) to assess its maximum contractility. Thirty min later, rings
were contracted with a concentration of NA (1 pM) that induced approximately 50% of the
KCI contraction, and then acetylcholine (1 pnM) was added to assess the integrity of the
endothelium. After 60 min, the effects of increasing concentrations (0.1-1000 pg/mL) of
EOAC on sustained contractile responses to NA (1 pM) were studied in preparations with
intact endothelium.

Statistical analysis

All results are expressed as the mean + SEM. Peak deflection of the contraction after each
concentration of EOAC, NP, calcium, barium was used to construct a concentration-response
curve, and was expressed as a percentage of control contraction to a given contractile agent

obtained in the absence of EOAC or NP. The ICsy value, defined as the EOAC and NP

Fundamental & Clinical Pharmacology - Manuscript Proof



[le= =R = g R L e B

Fundamental & Clinical Pharmacology - Manuscript Proof Page 10 of 32

10

concentration (pg/mL) required producing a half maximum reduction of PHE- or KCl-
induced contractions was used to evaluate vascular sensitivity to EOAC or NP. It was
calculated calculated by interpolation from semi-logarithmic plots, and were expressed as
geometric mean (95% confidence interval). The significance (P < 0.05) of results was
assessed by unpaired Student’s r-test, Mann-Whitney U-tests, and one- or two-way analysis of
variance (ANOVA), followed by Bonferroni's multiple comparison tests when appropriate.
RESULTS

The purity of NP isolated from EOAC by silica column chromatography was 98%.

Effects of EOAC on the resting tonus (Series 1)

In endothelium-containing SMA preparations, EOAC (0.1-1000 pg/mL, n = 6) had no
significant (P > 0.03, one-way ANOVA) effects on resting tone (data not shown).

Relaxant effects of EOAC and NP on the sustained contraction induced by KCI or PHE
(Series 2)

At 0.1-1000 pg/mL, both EOAC (n = 4) and NP (n = 6) evoked a significant and
concentration-dependent (Figure 2a; P < 0.001, one-way ANOVA) relaxation of the
endothelium-containing SMA preparations pre-contracted with 75 mM KCl with an ICs,
value significantly (P < 0,05, Mann-Whitney U-test) lower for EOAC (294.19 [152.80-

435.50] pg/mL) when compared to that of NP (501.27 [378.60-624.00] pg/mL). Relaxant
effects of EOAC and NP became significant at a concentration of 20 ug/mL (Figure 2a; P <
0.001, one-way ANOVA and Bonferroni’s test).

In endothelium-containing SMA preparations pre-contracted with PHE (1 uM), EOAC (0.1-
1000 pg/mL, n =9) and NP (0.1-1000 pg/mL, n = 6) also induced a similar (P > 0.03, Mann-
Whitney U-test) and concentration-dependent (P < 0.001, one-way ANOVA) relaxation with
ICsq values (11.07 [6.40-5.68] and 7.91 [4.08-11.7] ng/mL, respectively) significantly lower

than those obtained for relaxant K™-induced contractions (P < 0.05, Mann-Whitney U-test).
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The first inhibitory effect of EOAC became significant (P < 0.03, one-way ANOVA and
Bonferroni’s test) at a concentration of 3 and 10 pg/mL for EOAC (Figure 2b) and NP
(Figure 2c), respectively. Maximal relaxation of the PHE-licited contraction occurred at a
concentration of 300 ug/mL (Figures 2b,2c) while the inhibition of K*-induced contraction
was yet partial even at the highest concentration (1000 pg/mL) of EOAC and NP (Figure 2a).

This smooth muscle-relaxing activity of EOAC and NP against PHE-evoked responses
remained unaltered by vascular endothelium removal (Figures 2b,2c) as evidenced by the
non-significant (P > 0.05, Mann-Whitney U-test) differences between ICs; values obtained in
endothelium-containing and those in endothelium-denuded SMA preparations (12.43 [1.51-
23.25] and 13.56 [4.11-31.23] ng/mL, n =4 and 4 respectively).

In order to assess the role of potassium channels in these effects, experiments have been
performed in PHE-contracted endothelium-containing SMA preparations incubated for 20
min with TEA, a nonspecific potassium channel antagonist. Under these conditions, EOAC
(0.1-1000 pg/ml, n = 12) relaxed in a concentration-dependent manner the contractions
evoked by PHE, with an ICsy value of 14.57 [10.32-18.81] ng/mL. This value did not differ
significantly (P > 0.05, Mann-Whitney U-test) from that obtained in the absence of TEA
(Figure 2b). Furthermore, vehicle (n = 5) added cumulatively in concentrations used to
dissolve EOAC and NP did not affect significantly (P > 0.05, one-way ANOVA) the PHE-
induced contractions (Figure 2c).

Inhibitory effects of EOAC or NP on the contractions induced by KCI or PHE (Series 3)
Pre-exposure of endothelium-containing SMA preparations for 5 min to a given concentration
(3-1000 pg/mL) of EOAC inhibited the concentration-dependent contractions induced by the
increasing cumulative concentrations of KCI (25-150 mM, n = 4-8) (Figure 3a) or PHE (10°

" 3%10* M, n = 3-T) (Figure 3b). For both contractile agents, the inhibitory effects of
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EOAC became significant (P < 0.05, two-way ANOVA) at a concentration of 10 pg/mL
(Figures 3a, 3b).

Inhibitory effects of EOAC or NP on Ca™.induced contractions in KCl-depolarized
preparations (Series 4)

In SMA preparations with intact endothelium incubated in Ca™*-free medium in the presence
of high KCI solution, increasing concentrations of CaCl; (0.1-20 mM) evoked the expected
concentration-dependent contractions (P < 0.001, one-way ANOVA), an effect that became
significant at a concentration of 0.5 mM (n =4, P < 0.05, one-way ANOVA and Bonferroni’s
test) and attained a maximal magnitude at 10 mM (Figures 4a, 4b). Contractions due to Ca™
addition were significantly (P < 0.01, two-way ANOVA) reduced or even abolished by
EOAC at 100 (n = 4) and 600 (n = 6) ug/mL, respectively (Figure 4a). Similar results were
observed for NP at 100 (n = 6) and 600 (n = 6) nug/mL (Figure 4b; P < 0.01, two-way
ANOVA). Maximal response reached with 20 mM of CaCl; in the presence of the EOAC
(600 png/mL) was of the same order of magnitude (P > 0.05, Mann-Whitney U-test) as that
observed in the presence of NP (600 png/mL) (Figures 4a, 4b).

Effects of EOAC on barium-induced contractions in SMA preparations depolarized
with KCl under Ca*-free conditions (Series 5)

In mesenteric rings incubated in Ca™*-free medium in the presence of high K™ (75 mM)
solution, increasing concentrations of BaCl, (0.1-20 mM, n = 10) evoked concentration-
dependent contractions (Figure 5) that became significant at a concentration of 0.5 mM (P <
0.05, one-way ANOVA and Bonferroni’s test). This effect was significantly (P < 0.01, two-
way ANOVA) reduced by pre-exposure of the preparation for 5 min to OEAC 100 (n=7) and
even abolished by 600 (n = 6) pg/mL EOAC. Like with OEAC (600 pg/mL), the contraction
evoked by BaCl; was also abolished (P < (.01, two-way ANOVA) by the addition of the

positive control nifedipine (1 uM, n= 6) in the bath (Figure 3).
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Effects of EOAC or NP on the sustained contraction induced by PDB under Ca™-free
conditions (Series 6)

In SMA preparations incubated in Ca**-free medium (with 2 mM EDTA), the PKC activator
PDB (1 pM) induced a sustained contraction corresponding to 173.72 + 9.98% of the K*-
induced contraction. When the contraction reached steady state, non-cumulative addition of
increasing concentrations of EOAC (10-1000 pg/mL, n = 8) significantly reduced the PDB-
induced contractions in a concentration-dependent manner (Figure 6; P < 0.001, one-way
ANOVA). The effect of EOAC became significant at 10 pg/mL (Figure 6; P < 0.001, one-
way ANOVA and Bonferroni’s tests) with an ICsq value of 52.66 [10.82-94.64] pg/mL.
Effects of OEAC on phenylephrine-induced contractions in Ca**-free medium (Series 7)
When extracellular Ca™ was removed by using a Ca™*-free solution (with 2 mM EDTA), PHE
(1 uM) induced a transient contraction which corresponded to 64.17 + 6.35% of the PHE-
induced response under normal Ca™. Pre-exposure of SMA preparations for 3 min to 600
ug/mL of EOAC (n = 7) significantly (P < 0.001, paired Student’s t-test) reduced the phasic
contraction induced by PHE to 17.07 + 1.54%.

Effects of EOAC on caffeine-induced contraction in Ca**-free medium (series 8)

In this series of experiments, caffeine was used as a pharmacological tool to assess whether
EOAC is able to inhibit a contraction induced by Ca™*-releasable Ca™ release from the
sarcoplasmatic reticulum. In SMA preparations with intact endothelium maintained under
Ca™*-free conditions, caffeine-induced contraction remained significantly (P > 0.05, paired
Student s t-test) unaltered by EOAC (600 pg/mL, n=6) ( 18.68 + 1.09 and 29.40 + 2.21% of
the contraction induced by 75 mM of potassium in the absence of EOAC)

Relaxant effects of OEAC on the sustained contractions induced by noradrenaline in

mesenteric resistance arteries (Series 9)

Fundamental & Clinical Pharmacology - Manuscript Proof



[i=R= =l = R R

Fundamental & Clinical Pharmacology - Manuscript Proof Page 14 of 32

14

In mesenteric resistance arteries preparations with intact endothelium, EOAC at the same

concentrations (0.1-1000 yg/mL, n = &) used in SMA preparations also relaxed the
contractions evoked by noradrenaline (1 M) in a concentration-dependent manner (Figure 7,
P < 0.001, one-way ANOVA) with an ICsp value of 28.76 [13.52-44.01] “gr’mL. This
vasorelaxant effect became significant at a concentration of 10 ug/’mL (Figure 7, P < 0.05,

one-way ANOVA and Bonferroni’s test). No significant (P > 0.05, Mann-Whitmey U-test)
difference was observed between the ICs; values in mesenteric resistance arteries and SMA
preparations.
DISCUSSION

The present study showed that EOAC induced an endothelium-independent relaxation in
mesenteric rings from SHRs which seems mainly attributed to the action of its main
constituent, NP. It might have suggested that EOAC- or NP-induced vasorelaxant effects have
been related to their putative toxic effects. However, two lines of evidences do not support this
hypothesis. First, under our experimental conditions, all vasodilator responses to these two
essential oils were reversible (data not shown). Second, both EOAC and NP show low toxicity,
with a LDsp of 720 and 712 mg/kg body weight, respectively, when administered per os to rats
[15,16]. In addition, in mesenteric resistance arteries preparations with intact endothelium,
EOAC evoked concentration-dependent relaxation of the contractions evoked by NA with a
pharmacological potency similar to that observed in SMA preparations. The finding
corroborated our previous hypothesis that the second hypotensive response (phase 2) to i.v.
EOAC in either normotensive [11] or SHRs [10] resulted, at least in part, from its direct
vasodilatory effect on the peripheral smooth muscle leading to reduced peripheral vascular
resistance.

In the present study, putative participation of the vascular endothelium in modulating EOAC-

and NP-induced relaxation has been investigated. Our results show that the smooth muscle-
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relaxing activity of EOAC and NP in SNA is independent on the integrity of endothelial layer
as it remained unaltered by vascular endothelium removal. This was evidenced by the non-
significant differences between ICsg values obtained in endothelium-containing and those in
endothelium-denuded SMA preparations pre-contracted with PHE. This finding contrasts with
that observed with EOAC in isolated aortic ring preparations from normotensive rats [12]. In
the latter preparations, concentration-relaxation curve of EOAC was slightly shifted to the
right following removal of vascular endothelium. Notwithstanding, since maximal efficacy for
the relaxant effect induced by EOAC was not changed by endothelium removal, it is
reasonable to think that its myorelaxant effects have a predominantly myogenic nature.

The hypothesis of a myogenic action is reinforced by the results obtained with ring
preparations depolarized with high K™ concentrations. In the present study, EOAC and NP
inhibited the concentration-dependent contractions induced by K*, suggesting that they might
interfere with electromechanical coupling. Moreover, they relaxed preparations maintained in
presence of 75 mM [K*]. These findings allow us to conclude that: (i) the relaxant effects of
EOAC and NP could not be explained by an intramural neuron influence on vascular smooth
cell layers because so high [K™], depolarizes cell membrane to approximately -20 mV [17,18],
a value that depresses action potential in neurons by slowing Na~ channel recovery from
inactivation [19]. (ii) the inhibitory actions of EOAC and NP also could not be attributed to a
putative ability of these substances in producing K™-channel opening because when smooth
muscle cell is depolarized, it activates outward rectifier channels increasing K* conductance
and turning the transmembrane potential very close to the K™ equilibrium potential as predicted
by the Nernst equation for a K™ electrode [20]. Under such conditions, it is very unlikely that a
K -channel opener could displace the transmembrane potential from the K equilibrium
potential. This conclusion was therefore supported by the finding that pre-incubation of SMA

preparations with the non-selective potassium channel antagonism TEA was unable to alter
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significantly the vasorelaxant effects of EOAC. Thus, in conjunction with the results obtained
in endothelium-denuded SMA, it is improbable that relaxation of KCl-induced contraction
may be due to a direct or even indirect (e.g. by means of endothelium-derived hyperpolarizing
factor- EDHF release) hyperpolarization caused by EOAC and NP.

Regarding the excitation-contraction coupling in vascular smooth muscle, it is well known
that high KCl induces membrane depolarization, which, in turn, opens the voltage-operated
Ca®™ channels (VOCCs), increases Ca* influx and [Caz*]i, and elicits sustained contraction
following myosin light chain (MLC) phosphorylation [21]. In contrast, contractions resulting
from o;-adrenoceptor stimulation by PHE are biphasic: an initial phase component due to IPs-
induced intracellular Ca™ release from sarcoplasmic reticulum followed by a sustained phase,
which develops slowly and depends upon dihydropyridine-insensitive Ca™ influx through
receptor-operated channels (ROCCs).

The ability of EOAC and NP to inhibit contractions caused by activation of VOCCs in SMA
rings was investigated. The involvement of VOCCs in then mediation of the EOAC- and NP-
induced vasorelaxant effects in SMA preparations is supported by following lines of evidence.
First, EOAC and NP were able to inhibit the electromechanically KCl-induced contractions.
Second, EOAC and NP also reduced or even fully abolished the contractions induced by CaCl,
in SMA preparations depolarized with high KCI in Ca™*-free medium. Under these conditions,
the contractions induced by CaCl, are due exclusively to an increase in Ca™* influx through
VOCCs. Finally, it is well known that Ba®™ is an ion that selectively passes through VOCCs
but is poorly permeable on receptor-activated Ca™ influx [14]. In preparations incubated in
Ca**-free medium in the presence of high KC1 (75 mM) solution, the contractile responses to
increasing concentrations of Ba™ were reduced or fully abolished by EOAC, an effect that was
also observed with nifedipine. However, the great difference between the equi-effective

concentrations (EOAC was used at 600 pg/mL, while nifedipine was used at 1 pM = 0.346
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pg/mL) denotes the higher capacity of nifedipine to block Ca™ channels. The Ca™ channel
antagonist profile of the EOAC is consistent with our previous report using EOAC in aortic
preparations from normotensive rats [12]. Notwithstanding, whether either EOAC or NP
inhibit the transmembrane Ca™ influx by acting directly as a channel blocker on voltage-
dependent Ca™ channels is a question that requires further investigation.

Owr results show that EOAC and NP were also able to interfere with pharmacomechanical
coupling. In the presence of nifedipine to remove the indirect influence produced by VOCC-
mediated Ca™ influx, EOAC reduced the CaCl,-induced contractions in SMA preparations
pretreated with PHE under Ca™*-free condition (data not shown). This finding, together with
the ability of EOAC and also NP to reduce PHE-induced contractions, suggests that they have
antispasmodic activity against contractile events mediated by Ca™ entry through ROCCs. It is
noteworthy, however, the finding that the vasorelaxant action of EOAC and NP is greater in
preparations pre-contracted with PHE than with KCl, as evidenced by their respect 1Csp values,
suggesting that these essential oils act preferentially upon cellular mechanisms that involve
plasmalemmal Ca™ influx by ROCCs (pharmacomechanical coupling) in SMA preparations.
In a corollary with this, EOAC and NP were able to inhibit the contractions evoked by PHE in
a concentration-dependent manner. It might be suggested that the actions of EOAC and NP
may result of o;-adrenoceptor blockade, but a putative direct interaction with such receptors
could be discarded again because of the relaxing effects on the sustained contraction induced
by a high concentration of K™. In a recent paper [22], it was demonstrated that the typical o,-
adrenoceptor blocker prazosin relaxed only the PHE-induced contraction in mesenteric rings of
normotensive rats, while it was unable to reverse the contraction induced electromechanically
by K*. Similar results were already reported with the a;-adrenoceptor clonidine that was inert

against K™-elicited contractions [23]. Thus, since EOAC or NP almost fully relaxed the
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contractions induced by 75 mM K7, it is unlikely that they act as o;-adrenoceptor blocking
agents in SMA preparations from SHRs.

The effects of EOAC on the contractions induced by intracellular events, such as Ca™ release
from the internal stores located in sarcoplasmic reticulum, were also addressed in the present
study. To investigate this issue, experiments were performed in Ca™*-free KHS. Under such
condition, tension development activated by PHE should result only from Ca™ released upon
activation of [Ps-sensitive Ca®™ channels [24]. Our results showed that PHE-induced transient
contractions in EOAC preparations were reduced by EOAC (600 pg/mL). In contrast, in SMA
preparations maintained in Ca™*-free solution but stimulated by caffeine, an experimental
condition that cause Ca”*-induced Ca® release from the sarcoplasmic reticulum [25], suffered
no change in the amplitude of the caffeine-elicited transient contractions after treatment with
EOAC. Taken together, these findings suggest that EOAC is effective on contractions induced
by intracellular the increased Ca™ availability caused by IPs, but is inert against contractions
induced by the Ca™*-induced Ca™-release pathway. This finding is in line with our previous
study showing that, in isolated aortic ring preparations from normotensive rats, EOAC did not
alter the contractions evoked by caffeine.

In pharmacomechanical coupling, it is well-known that receptor agonists cause smooth
muscle contraction by increasing Ca™ influx, [Ca™]; and by causing Ca™ sensitization [26].
Activated receptors can trigger additionally Ca™ sensitizing mechanisms involving PKC that
are independent of increases in Ca™ [27]. In order to evaluate the effect of EOAC on Ca™
sensitivity component of contraction, precisely on PKC signaling pathway, we used PDB, a
potent-specific PKC activator [28]. PDB induced a sustained contraction of endothelium-
containing SMA preparations incubated in Ca’*-free medium with EDTA. This effect was
relaxed after treatment with EOAC, indicating that this essential oil may interfere with cellular

events that increase PKC-mediated Ca™ sensitivity to contractile proteins.
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In conclusion, EOAC has a myogenic endothelium-independent relaxant activity in SMA

preparations from SHRs through inhibitory actions on contractile events that include

W0 =~ O M ok =

intracellular pathways, more than a superficial action restricted to the membrane environment
such as a simple blocking activity on a given receptor or ion channel. This vasorelaxant effect
13 of EOAC appears preferential to receptor-activated pathways and is mainly attributed to the
15 action of its main constituent, NP.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 Chemical structure of 1-nitro-2-phenylethane.

Figure 2 Relaxant effects of increasing concentrations (0.1-1000 pg/mL) of the essential oil
of Aniba canelilla (EOAC) and its main constituent, 1-nitro-2-phenylethane (NP) on the
sustained contraction induced by KCl (75 mM) or phenylephrine (PHE, 1 uM) in superior
mesenteric arteries (SMA) from SHRs. (a) Relaxant effects of EOAC and NP on KCl-induced
contractions in SMA preparations with intact endothelium. (b) Relaxant effects of EOAC on
PHE-induced contractions in SMA preparations with (E”) or without (E’) endothelium and in
endothelium containing SMA preparations pretreated with tetracthylammonium (TEA, 5
mM). (¢) Relaxant effects of NP on PHE-induced contractions in SMA preparations with (E*)
or without (E') endothelium and of vehicle (DMSO: 5x107-5x10° % v/v, n = 5) in SMA
preparations with intact endothelium. Results are presented as means + SEM (n = 4-12 per

group); *first significant effect (P < 0.05, one-way ANOV A followed by Bonferroni’s test).

Figure 3 Inhibitory effects of a given concentration (3-1000 pg/mL) of the essential oil of
Aniba canelilla (EOAC) on the concentration-dependent contractions elicited by increasing
cumulative concentrations of KCI (25-125 mM, n = 4-8 per group) (a) or phenylephrine
(PHE: 10"~ 3x10* M, n = 5.7 per group) (b) in superior mesenteric arteries (SMA) from
SHRs. Results are presented as means + SEM; *P < 0.05 by two-way ANOVA vs. SMA

preparations pretreated with vehicle (control).

Figure 4 Inhibitory effects of the essential oil of Aniba canelilla (EOAC) (100 and 600
pg/mL) (a) and its main constituent, 1-nitro-2-phenylethane (NP) (100 and 600 pg/mL) (b)
on the cumulative concentration-effect curve dependent on extracellular Ca™ addition (0.1-20

mM) in endothelium-intact, KCl-depolarized superior mesenteric arteries (SMA) from SHRs
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incubated in Ca™*-free medium. Results are showed as means + SEM (n = 4-6 per group);
*first significant effect for control curve or for curves obtained in presence of EOAC or NP,
respectively (P < 0.05, one-way ANOVA followed by Bonferroni’s test); *P <0.01 by two-

way ANOVA, EOAC or NP vs. concentration-contraction curve of Ca®™ alone (control).

Figure 5 Inhibitory effects of the essential oil of Aniba canelilla (EOAC) (100 and 600
ng/mL) on the contraction evoked by cumulative Ba™ addition (0.1-20 mM) in endothelium-
intact, KCl-depolarized superior mesenteric arteries (SMA) from SHRs incubated in Ca™*-free
medium. Results are showed as means + SEM (n = 6-10 per group); *first significant effect
for control curve or for curve obtained in presence of EOAC or nifedipine (P < 0.03, one-way
ANOVA followed by Bonferroni’s test); *P <0.01 by two-way ANOVA, EOAC or nifedipine

. . )
vs. concentration-contraction curve of Ba™ alone (control).

Figure 6 Effects of cumulative and increasing concentrations of the essential oil of Aniba
canelilla (EOAC, 10-1000 pg/mL) on the sustained contractions induced by phorbol 12,13-
dibutyrate (PDB) (1 uM) in superior mesenteric arteries (SMA) from SHRs maintained under
Ca”*-free conditions (with 2 mM EDTA). Results are showed as means + SEM (n = 8); *P <

0.001, one-way ANOVA followed by Bonferroni’s test.

Figure 7 Relaxant effects of increasing concentrations (0.1-1000 pg/mL) of the essential oil
of Aniba canelilla (EOAC) on the sustained contraction induced by noradrenaline (1 nM) in
mesenteric resistance arteries preparations with intact endothelium from SHRs (solid
triangles). The concentration-effect curve of EOAC-induced relaxation in superior mesenteric
arteries from SHRs pre-contracted with phenylephrine (1 uM) (solid circles) is included
herein for comparison. Results are showed as means + SEM (n = 6-9 per group); *first

significant effect (P < 0.05, one-way ANOVA followed by Bonferroni’s test).
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Previously, it was shown that intravenous (iv.) treatment with the essential oil of Aniba canelillo (EOAC) elicited a
hypotensive response thatis due to active vascular relaxation rather than to the withdrawal of sympathe tic tone.
The present study investigated mechanisms underlying the cardiovascular responses to 1-nitro-2-phenylethane,
themain constituent of the EOAC. In pentobarbital-anesthetized normotensive rats, 1-nitro-2-phenylethane
(1-10 mg/kg, i.v.) elicited dose-dependent hypotensive and bradycardiac effects which were characterized
in two periods (phases 1 and 2). The first rapid component (phase 1) evoked by 1-nitro-2-phenylethane

fi::?orﬁ_pmmem“e (10 mg/kg) was fully abolished by bilateral vagotomy, perineural treatment of both cervical vagus nerves
Aniba canelilla with capsaicin (250ug/ml) and was absent after left ventricle injection. However, pretreatment with
Isolated thoracic aorta capsazepine (1mg/kg, iv.) or ondansetron (30pg/kg, iv.) did not alter phase 1 of the cardiovascular
Sensory C-fibers responses to 1-nitro-2-phenylethane (10 mg/kg, i.v.). In conscious rats, 1-nitro-2-phenylethane (1-10 mg/

Perineural capsaicin pretreatment
Vago-vagal reflex
(Rat)

kg, iv.) evoked rapid hypotensive and bradycardiac (phase 1) effects that were fully abolished by
methylatropine (1mg/kg, i.v.). It is concluded that 1-nitro-2-phenylethane induces a vago-vagal
bradycardiacand depressor reflex (phase 1) that apparently results from the stimulation of vagal pulmonary
rather than cardiac C-fiber afferents. The transduction mechanism of the 1-nitro-2-phenylethane excitation
of C-fiber endings is not fully understood and does not appear to involve activation of either Vanilloid TPRV,
or 5-HTs receptors. The phase 2 hypotensive response to 1-nitro-2-phenylethane seems to result, at least in
part, from adirect vasodilatory effect since 1-nitro-2-phenylethane (1-300 pug/ml) induced a concentration-
dependent reduction of phenylephrine-induced contraction in rat endothelium-containing aorta preparations.
© 2010 Elsevier BV. All rights reserved.

1. Introduction

Aniba canelilla (HB K.) Mez [syn. Aniba elliptica A. C.Sm., Cryptocarya
canelilla Kunth], (Lauraceae) is an aromatic plant abundant in the
Amazon region, where it is commonly known as “casca-precosa”
(precious bark). This plant is an important and historically interesting
species in the Amazon forest because it was confused with cinnamon
trees (Cinnamomum zeylanicum Blume) during the 1540 voyage of
Pizzaro and Orellana from the Andes to the Amazon estuary and during

* Corresponding author. Instituto Superior de Ciéncias Biomédicas, Universidade
Estadual do Ceard, Av. Paranjana, 1700 Campus Itaperi, 50740-000, Fortaleza, CE, Brazil.
Tel.: +55 853101 9814; fax: +55 85 3101 9810

E-mail address: lahlou562@gmail.com (S. Lahlou).

0014-2999/3% - see front matter © 2010 Elsevier BV, All rights reserved.
doi:10.1016/jejphar.2010,03.060

Humbolt and Bonpland's 1800 expedition in the Orinoco River to find
the “famous cinnamon” (Naranjo et al., 1981).

The trunk wood, fine stems and leaves of casca-preciosa are used as
spices and ingredients for local dishes, fragrances, and cloth aromati-
zation sachets. In folk medicine, decoctions of bark from A. canelilla are
commonly used for their antispasmodic, digestive stimulating, and
carminative properties (Maia et al., 2001). Stem bark of A. canelilla has
an essential oil content by 1% of the plant dry weight. The odoriferous
principle of leaf, bark, and trunk wood of A. canelilla is 1-nitro-2-
phenylethane (Fig. 1), also responsible for the plant's cinnamon scent
(Gottlieb and Magalhdes, 1960). Methyleugenol is also an important
volatile constituent of the essential oil of A. canelilla (EOAC) (CGottlieb
and Magalhdes, 1960; Taveira et al., 2003). The percentage content of
these two compounds is depending on the season time. In the rainy
season, 1-nitro-2-phenylethane reaches values approaching 90-95%
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NO,

Fig. 1. Chemical structure of 1-nitro-2-phenylethane,

whereas methyleugenol remains about 5-10%. By contrast, in the dry
season 1-nitro-2-phenylethane decreases to 39%, whereas methyleu-
genol reaches 45% (Taveira et al, 2003). 1-Nitro-2-phenylethane was
also reported in the essential oil of Octea pretiosa (Gottlieb and
Magalhdes, 1959) and is considered to be a major contributor to tomato
flavor, as are 2-phenylacetaldehyde and 2-phenylethanol (Tieman et al.,
2006). Nitroderivatives found in higher plants are rare. In the case of
1-nitro-2-phenylethane, its biogenesis involves phenylalanine oxida-
tion followed by spontaneous decarboxylation (Gottlieb et al., 1961).

Oger et al. (1994) reported fungistatic properties for bark EOAC.
Furthermore, it has been reported that bark EOAC exerts relaxant
effects on intestinal smooth muscle, supporting the use of the plant in
folk medicine for the treatment of gastrointestinal disorders (Maia et
al., 2003). Recently, antioxidant activity of the EOAC and 1-nitro-2-
phenylethane (da Silva et al., 2007) as well as antinociceptive activity
of 1-nitro-2-phenylethane (de Lima et al., 2009) have been reported.

Previously, we showed that hypotensive response to intravenous
(i.v.) administration of the EOAC in normotensive rats is due to active
vascular relaxation rather than withdrawal of sympathetic tone
(Lahlou et al., 2005). However, little is known about the pharmaco-
logical actions of the 1-nitro-2-phenylethane. Therefore, the aim of
the present study was to investigate the mechanism underlying the
cardiovascular responses to iv. injections of 1-nitro-2-phenylethane,
the main constituent of the EOAC, in normotensive rats. Further-
more, in vitro experiments using rat isolated thoracic aorta were
performed to assess whether the hypotensive response to 1-nitro-2-
phenylethane could result, at least in part, from its vasodilatory effects
directly upon vascular smooth muscle.

2. Materials and methods
2.1. Plant material

Barks of A. canelilla were collected during the rainy period in May,
2005, in the area of Cauaxi River, Municipality of Paragominas,
southeast of Pard state, Brazil. Its identification was confirmed by Dr.
da Silva M.H.L (Department of Botanic, Emilio Goeldi Museum, Belém,
Brazil). A voucher specimen (#174904) is deposited in the herbarium
of Emilio Goeldi Museum, in the city of Belém, Para State, Brazil.

2.2. Essential oil distillation

The bark was air-dried, grinded and submitted to hydrodistillation
(100 g, 4 h) using a Clevenger-type apparatus. Essential oil was dried
over anhydrous sodium sulfate and its percentage content was
calculated on basis of the plant dry weight. The moisture content of
samples was calculated after the phase separation in a Dean-Stark trap
(5 g, 30 min) using toluene,

2.3. Essential oil fractionation and analysis

Bark wood essential oil (15 g) was submitted to fractionation in a
silica gel chromatographic column using petroleum ether (isocratic
elution) and thin-layer chromatography (hexane-ethyl acetate, 9:1) to
purify the main constituent, 1-nitro-2-phenylethane. The percentage
content of 1-nitro-2-phenylethane in the oil and in the purified fractions
was obtained in a Thermo Focus GC/FID operated under the following
conditions: WCOT DB-5 ms (30 mx0.25 mm; 0.25 pm film thickness)

fused silica capillary column; temperature programmed, 60-240°C
(3 °C/min); injector and detector temperatures, 220 and 250 °C; carrier
gas, nitrogen; injection type, splitless (2 pl, of a1:1000 hexane solution).

24. Solutions and drugs

Sodium pentobarbital (Sanofi, Libourne, France) and heparin
(Laboratoires Léo SA, Montigny-le-Bretonneux, France) were used
as commercially available injectable solutions. Methylatropine bro-
mide, ondansetron, acetylcholine chloride, phenylephrine hydrochlo-
ride and capsaicin were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO). Penicillin G benzathine salt was purchased from Lafepe (Recife,
PE, Brazil). For in vivo experiments, 1-nitro-2-phenylethane was
dissolved in Tween 80 (2%), brought to the chosen volume with sterile
isotonic saline and sonicated just before use. Previous studies showed
that i.v. injection of this vehicle (100 pl) had no significant effects on
either baseline mean arterial pressure or heart rate over a period of
20 min (Lahlou et al., 2003, 2004, 2005). Methylatropine bromide and
ondansetron were dissolved in saline just before use and adminis-
tered in a volume of 1 ml/kg body weight. Capsaicin was used for the
perineural treatment of the vagus at a concentration of 250 pg/ml and
prepared in 1% Tween 80, 1% ethanol and 98% saline, For i.v. injection,
a solution of capsaicin at a desired concentration was prepared daily
by dilution with saline on the basis of an animal's body weight.
Capsazepine (Tocris, Ballwin, MO, USA) was first diluted in dimethyl
sulphoxide (Sigma) to 0.1 mol/l (~37 mg/ml) and further diluted
with saline containing 10% Tween 80 and 10% ethanol to a final
concentration of 1 mg/ml. For in vitro experiments, 1-nitro-2-
phenylethane was prepared directly in the perfusion medium and
sonicated just before use whereas acetylcholine was first dissolved in
distilled water and was brought to volume with the perfusion
medium. The perfusion medium used was fresh modified Tyrode
solution (pH 7.4) of the following composition (mM): NaCl 136, KCI 5,
MgCly 0.98, CaCly 2, NaH2PO4 0.36, NaHCOs 11.9, and glucose 5.5.

2.5. Animals

Male Wistar rats (280-340 g) were kept under conditions of
constant temperature (2242 °C) with a 12 h light/12 h dark cycle
and free access to food and water. All animals were cared for in
compliance with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals,
published by the US National Institutes of Health (NIH Publication 85-
23, revised 1996; http://www.nap.edu/readingroom/books/labrats/
index.html). All procedures described here were reviewed by and had
prior approval from local animal ethics committee.

2.6. In vivo experiments

2.6.1. Catheterization procedure

Rats were anesthetized with intraperitoneal (ip.) injection
of sodium pentobarbital (50 mg/kg), and catheters (PE-10 fused to
PE-50) were implanted in the abdominal aorta (for the recording of
arterial blood pressure) and in the inferior vena cava (for drug
administration) through the left femoral artery and vein, respectively.
These catheters, filled with heparin-saline solution (125 [U/ml), were
exteriorized at the dorsal neck level. In some animals (n=3), a
catheter (Teflon) was inserted into the carotid artery and advanced
into the left ventricle. 1-Nitro-2-phenylethane was then injected
through this catheter into the left ventricle. Postoperatively, rats
received an intramuscular injection of penicillin (24,000 IU). They
were housed individually in plastic cages and allowed to recover for
24-48 h before any circulatory experiments.

2.6.2. Recordings of mean arterial pressure and heart rate
At the time of the experiments, the arterial catheter was connected
to a blood pressure transducer coupled to a polygraph recorder. Heart



92 RJB. de Siqueira et al | European Journal of Pharmacology 638 (2010) 90-98

rate was obtained using a cardiotachometer triggered by the pressure
pulses. Both signals were recorded on a Gilson model 5/6H polygraph
(Gilson Medical Electronics, Middletown, WI, USA). Mean arterial
pressure was calculated as diastolic 4 [(systolic blood pressure —
diastolic blood pressure)/3].

2.6.3. Experimental design and protocols

In order to explore the cardiovascular responses to 1-nitro-2-
phenylethane, the following protocol was used. Before each experi-
ment, a period of 15-20 min was allowed to obtain a stable mean
arterial pressure and heart rate tracing. Baseline values of these
variables were determined and their changes were measured during a
10 min post-injection period. 1-Nitro-2-phenylethane and capsaicin
were injected manually as a bolus in a volume of 0.1 ml, followed by a
0.2 ml flush with physiological saline. Injection response times were
measured from the end of an injection to the onset of bradycardia.
Injections were separated by 10 min intervals in order to avoid
tachyphylaxis. Doses of agonists and antagonists were chosen
according to those recommended in the literature. For this purpose,
at the time of experiment rats were again anesthetized with sodium
pentobarbital (50 mg/kg, i.p.) and this dose of anesthesia was
supplemented by an additional 15 mg/kg whenever necessary to
maintain abolition of pain reflex evoked by pinching the skin of the
hindlimbs. A short tracheal cannula was inserted via a tracheotomy,
through which rats breathed spontaneously in the supine position.
Body temperature was maintained by an electric heating pad. The
following series of experiments, except series 6 (conscious rats), were
performed in anesthetized rats.

Series 1: This series of experiments was carried out to establish a
dose-effect relationship. Each intact animal received a series of
increasing bolus doses (1, 3, 5 and 10 mg/kg, n==6) of 1-nitro-2-
phenylethane via the i.v. catheter, and time course of the changes
in mean arterial pressure and heart rate was recorded. In some
animals, 1-nitro-2-phenylethane (10 mg/kg) was also injected in
rats before and 20 min (n=>5) after that they had been subjected
to a bilateral vagotomy performed at the cervical level.

Series 2: This series of experiments was performed to assess the
role of vagal C-fiber afferents in mediation of cardiovascular
responses to 1-nitro-2-phenylethane. For this purpose, we used
the well-known method of bilateral perineural treatment with
capsaicin (Janscé and Such, 1983; Schelegle et al, 2000), a
procedure that has been used successfully in our laboratory (de
Siqueira et al., 2006), in order to produce a selective blockade of
neural conduction of vagal C-fiber afferents. Briefly, having
isolated both cervical vagi, we wrapped capsaicin-soaked
(250 pg/ml) cotton swabs around a 2-3 mm segment of the
nerves for 20 min; then we removed the swabs and irrigated the
pocket with isotonic saline. Maximal changes in mean arterial
pressure and heart rate elicited by 1-nitro-2-phenylethane
(10 mg/ke, iv.) were assessed before and 20 min after perineural
treatment with capsaicin (n =5) or its vehicle (n =5). Abolition of
the immediate hypotensive and bradycardiac reflex (vagal reflex)
of i.v. capsaicin (1 pg/kg, n = 3) was taken as criterion of successful
perineural treatment with capsaicin.

Series 3: This series of experiments was carried out to determine
the putative involvement of Vanilloid TPRV, receptor activation in
the mediation of 1-nitro-2-phenylethane-induced cardiovascular
changes. Therefore, each animal (n=5) received an injection of 1-
nitro-2-phenylethane (10 mg/kg, iv.) and the maximal mean
arterial pressure and heart rate changes were determined. Eight
minutes later and 2 min before a second injection of 1-nitro-2-
phenylethane (10 mg/ke, iv.), the competitive TPRV; receptor
antagonist capsazepine (1 mg/kg, i.v.) (Malinowska et al., 2001;
Smith and McQueen, 2001) or its vehicle (n=3) was administered
and the maximal mean arterial pressure and heart rate changes

were again determined. As a control positive experiment, effects of
pretreatment with capsazepine (1 mg/kg, i.v.) on the initial hypo-
tensive and bradycardiac responses to capsaicin (1pg/kg; iv.,
n=3) have been also determined according to the same protocol
as described above,

Series 4: This series of experiments was performed to determine the
putative involvement of serotoninergic (5-HT;) receptor activation
in the mediation of 1-nitro-2-phenylethane-induced cardiovascular
changes. Therefore, each animal (n=5) received an injection of
1-nitro-2-phenylethane (10 mg/kg, i.v.) and the maximal mean
arterial pressure and heart rate changes were determined. Five
minutes later and 5 min before the second injection of 1-nitro-2-
phenylethane (10 mg/kg, i.v.), the 5-HT; receptor antagonist
ondansetron (30 pg/kg, i.v.) (Bagchi and Deshpande, 1999) was
administered and the maximal mean arterial pressure and heart
rate changes were again determined. As a control positive
experiment, effects of pretreatment with ondansetron (30pg/
kg, i.v.) on the initial hypotensive and bradycardiac responses to
serotonine (5 pg/kg; iv., n=4) were also determined according
to the same protocol as described above.

Series 5: To determine the location of the afferent C-fibers endings
involved in elicitation of cardiovascular responses to 1-nitro-2-
phenylethane, we compared responses to left ventricular
and systemic injection of 1-nitro-2-phenylethane (10 mg/kg,
n=3). 1-Nitro-2-phenylethane injected into the left ventricle
bypasses the pulmonary circulation and presumably does not have
immediate access to the pulmonary C-fibers. For this purpose, a
Teflon catheter was inserted into the right carotid artery and was
advanced retrogradely until its tip was positioned in the left
ventricle. The position of the tip within the left ventricle was
verified by measurement of left ventricular blood pressure and
confirmed by postmortem examination.

Series 6: This series of experiments was performed in conscious
rats in order to establish a dose-effect relationship and to assess
the role of cholinergic mechanism in the mediation of 1-nitro-2-
phenylethane-induced cardiovascular changes. Therefore, the
time course of changes in mean arterial pressure and heart rate
elicited by i.v.injections of 1-nitro-2-phenylethane (5 and 10 mg/
kg) was determined in conscious rats that had been pretreated
intravenously 10 min earlier with vehicle (1 ml/kg, n=6), or
methylatropine (1 mg/kg, n=7) (Vasquez and Krieger, 1982).
Each rat received increasing bolus doses as described previously.

2.7. In vitro experiments

Rats were stunned and then exsanguinated. Thoracic aortae were
removed and immersed in perfusion medium at room temperature.
After removing adhering fat and connective tissue, the aorta was cut
transversally into cylindrical ring-like segments (1mmx5mm)
attached to steel wire triangular pieces, which were suspended in
5ml organ baths containing continuously aerated perfusion medium
at 37 °C. Endothelium-containing strips were stretched with a passive
tension of 0.5 g and tension was recorded using an isometric force
transducer (Grass Model FTO3, Quincy, MA) connected to a PC-based
Dataq acquisition system (PM-1000, CWE Inc., Akron, OH). After an
equilibration period of at least 60 min, control contractions were
induced by adding 60 mM potassium chloride (KCl) to the bath. When
two successive control contractions showed similar amplitude,
preparations were considered to be equilibrated.

To assess the vasorelaxant effects of 1-nitro-2-phenylethane,
preparations were exposed to increasing concentrations (1, 3, 10,
30, 100 and 300ug/ml; n=8) of 1-nitro-2-phenylethane once a
sustained contraction elicited by phenylephrine (1 uM) was estab-
lished. Concentration-response curves to 1-nitro-2-phenylethane
were determined only once in each thoracic aorta preparation and
1-nitro-2-phenylethane was directly added to the buffer solution in a
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cumulative manner. Contraction data were expressed as a percentage
of the phenylephrine-induced contraction.

2.8. Statistical analysis

All results are expressed as the mean+S.EM. Maximal changes
(expressed as a percentage of baseline values) in mean arterial pressure
and heart rate after each dose of 1-nitro-2-phenylethane were used to
construct a dose-response curve. The paired Student's t-test was used to
investigate the significance of changesin cardiovascular variables of the
following: (i) i.v. administration of various drugs or their vehicles alone,
and (ii) perineural treatment with capsaicin or bilateral vagotomy. The
latter test was also used to assess the statistical significance of the effects
of i.v. pretreatment with a capsazepine or its vehicle on the mean
arterial pressure and heart rate responses to 1-nitro-2-phenylethane or
capsaicin. The ICsy value, defined as the 1-nitro-2-phenylethane
concentration (pg/ml) required to produce half maximum reduction
of phenylephrine-induced contraction, was used to evaluate vascular
sensitivity to 1-nitro-2-phenylethane. It was calculated by interpolation
from semi-logarithmic plots, and expressed as the geometric mean (95%
confidence interval). Groups of data were compared by the Mann-
Whitney U-test, one-way (doses) or two-way (treatmentx doses)
analysis of variance (ANOVA), followed by Dunnett's or Holm-Sidak
multiple comparison tests when appropriate. Differences were consid-
ered to be statistically significant at P<0.05.

3. Results

The yield of bark EOAC was 0.6% and its GC analysis showed 71% of
1-nitro-2-phenylethane. The purity of 1-nitro-2-phenylethane isolated
from EOAC by silica column chromatography was 98%.

3.1. In vivo experiments

3.1.1. Cardiovascular responses to increasing bolus intravenous doses of
1-nitro-2-phenylethane in anesthetized rats: effects of bilateral vagotomy
(Series 1)

Increasing bolus injections of 1-nitro-2-phenylethane (1-10 mg/
kg, iv.) elicited dose-dependent (Fig. 3; P<0.01, one-way ANOVA)
hypotensive and bradycardiac effects, which became significant
(Fig. 3; P<0.05, Dunnett's test) at 3 mg/kg. At 5 and 10 mg/kg of 1-
nitro-2-phenylethane, the hypotensive (Figs. 2A and 3A) and
bradycardiac (Figs. 2B and 3B) responses to 1-nitro-2-phenylethane
are biphasic. As shown in Fig. 3 (panels A and B), the first rapid
component of 1-nitro-2-phenylethane-induced bradycardia and hypo-
tension (phase 1) occurred at 1-2 and 2-3 s after injection respectively,
while the second component of 1-nitro-2-phenylethane-induced
bradycardia and hypotension (phase 2) occurred at 4-5 and 7-10's
after injection, respectively. The same volume ofvehicle ( Tween 80) did
not induce any significant changes in either baseline mean
arterial pressure or heart rate. Cardiovascular responses to 1-nitro-2-
phenylethane both retumed to baseline within 40-60 s. As shown in
Fig. 3, i.v. bolus injection of the Vanilloid receptor agonist capsaicin
(10 ng/kg) led to the typical triphasic changes in blood pressure (effects
a,b and c; Fig. 3C) and biphasic bradycardia (effects fand s; Fig. 3D), as
found previously by others (Donnerer and Lembeck, 1982, 1983; Yeh et
al, 1993; Yang et al, 1993).

Bilateral cervical vagotomy did not affect baseline mean arterial
pressure, but induced a significant (P<0.05, paired Student's t-test)
increase in baseline heart rate (Table 1). However, this treatment
completely abolished (Fig. 4; P<0.001, paired Student's t-test) the
first phase (phase 1) of hypotensive (Figs. 4A and 5A) and
bradycardiac (Figs. 4B and 5B) responses to 1-nitro-2-phenylethane
(10 mg/kg). Bivagotomy reduced slightly but significantly (P<0.05,
paired Student's t-test) the second phase of the cardiovascular
responses to 1-nitro-2-phenylethane (Figs. 4 and 5).
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Fig. 2. Maximal decreases in mean arterial pressure (A) and heart rate (B) induced by
intravenous injection of 1-nitro-2-phenylethane (1-10 mg/'kg) in pentobarbital-
anesthetized rats. Biphasic (phases 1 and 2) hypotensive and bradycardiac effects
were more evident at 5 and 10 mg/kg. Data are mean+SEM. and expressed as
percentage of baseline (n = 6). *P<0.05 and **P<0.01 by paired Student's t-test vs. the
corresponding baseline values.

3.1.2. Effects of perineural capsaicin treatment of both vagi on
maximal hypotensive and bradycardiac responses to intravenous
1-nitro-2-phenylethane (Series 2)

Perineural treatment of both vagi with capsaicin did not affect
baseline mean arterial pressure and heart rate values (Table 1). In
some animals (n=13), the immediate hypotensive and bradycardiac
responses (effects a and f, respectively) to capsaicin (1ng/ke, i.v.)
were completely abolished 20 min after perineural treatment
with capsaicin, justifying its effectiveness in blocking the vagal
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Fig. 3. Representative recordings showing changes in mean arterial pressure and heart
rate induced by intravenous injection of 1-nitro-2-phenylethane (10 mg/kg) ( panels A
and B, respectively) or capsaicin (10 pg/kg) (panels C and D, respectively) in
pentobarbital-anesthetized rats without any pretreatment. Arrows indicate the time
of injection. a, b, ¢ Typical triphasic changes in blood pressure following capsaicin
injection; f (fast) and s (slow): biphasic bradycardia following capsaicin injection.
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Table 1
Effects of various pretreatments on basal mean arterial pressure and heart rate in
anesthetized rats in which the effects of 1-nitro-2-phenylethane were investigated.

Pretreatment n  Mean arterial pressure Heart rate

(mm Hg) (beats/min)

Basal After T Basal After T
Bivagotomy 5 1032462 1062459 377411 41047
Perineural treatment 5  108.8+39 1115456 367415 370+11

with capsaidn

Capsazepine 5 100.1+£45 901161 369129 3921121
Ondansetron 1046458  996+65 300426 308428

T, Treatment. Data are the means +5.EM.
4 P<0.05 compared with respective basal values.

sensory C-fiber-mediated reflex responses. Phase 1 of hypotensive
(Figs. 5C and 6A) and bradycardiac (Figs. 5D and 6B) responses
elicited by 1-nitro-2-phenylethane (10 mg/kg, iv.) was completely
abolished (P<0.001, paired Student's t-test) after perineural treat-
ment with capsaicin. As was observed in bivagotomized rats, phase 2
of the cardiovascular responses to 1-nitro-2-phenylethane was
slightly but significantly (Figs. 5 and 6; P<0.05, paired Student's
t-test) reduced following perineural treatment with capsaicin. Both
phases 1 and 2 responses to 1-nitro-2-phenylethane recovered in
~1h and were not significantly altered after perineural treatment
with capsaicin's vehicle.

Itis noteworthy that when two subsequentinjections of 1-nitro-2-
phenylethane (10 mg/kg, iv.; n=>5) separated by a 10 min interval
were performed in the same animal, the magnitude of the initial
(phase 1) hypotensive response was —35.6+3.5 vs. —40.3+£32%
(for the first and second injections, respectively) and that of the
bradycardiac effect was —83.4+42 vs. —844+27% (for the first
and second injections, respectively). There are no statistical differ-
ences in the magnitude of the two injections for either hypotensive or
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Fig 4. Maximal changes in mean arterial pressure (A) and heart rate (B) elicited by
intravenous administration of 1-nitro-2-phenylethane (10 mg/kg) in pentobarbital-
anesthetized rats before or after bilateral vagotomy at cervical level Phase 1
hypotensive and bradycardiac effects elicited by 1-nitro-2-phenylethane were
completely abolished by bivagotomy. Data are mean+SEM. and expressed as
percentage of baseline (n =S5 rats per group). *P<001 and *P<0.05 by paired Student's
t-test vs. the baseline values and the corresponding responses before bivagotomy,

bradycardiac effects. The same was true for phase 2 of hypotensive
(—345+65 vs. —37.5+4.7% for the first and second injections,
respectively) and bradycardiac (—38.6+£7.2 vs. —40.3 £4.1% for the
first and second injections, respectively) responses. In this experi-
ment, baseline mean arterial pressure and heart rate were 1023+
4.3 mm Hg and 364 +7 beats/min.

3.1.3. Effects of intravenous pretreatment with capsazepine on the
hypotensive and bradycardiac responses to 1-nitro-2-phenylethane
(Series 3)

The selective Vanilloid receptor antagonist capsazepine (1 mg/kg,
iv.) given alone had no effects on baseline mean arterial pressure
and heart rate values (Table 1). This dose of capsazepine significantly
(P<=0.01) reduced, by nearly 60-68%, the initial hypotensive (—11.8+
33 vs. —3014+23% for capsazepine- and vehicle-pretreated rats,
respectively) and bradycardia (—24.5+7.7 vs. —7724+54% for
capsazepine- and vehicle-pretreated rats, respectively) responses to
capsaicin (1 pg/kg, i.v.; n=3). In this experiment with capsaicin, mean
arterial pressure and heart rate were 110.0+ 3.0 mm Hg and 341+19
beats/min, respectively, before and 109.2+4.8 mmHg and 370+
22 beats/min, respectively, after capsazepine pretreatment. Magnitude
of 1-nitro-2-phenylethane-induced phases 1 and 2 hypotensive
(Fig. 7A) and bradycardiac (Fig. 7B) responses was not significantly
altered by iv. pretreatment with capsazepine or with capsazepine's
vehicle (n=13, data not shown).

3.14. Effects of intravenous pretreatment with ondansetron on the
hypotensive and bradycardiac responses to 1-nitro-2-phenylethane
(Series 4)

Pretreatment with i.v. ondansetron had no significant effects on
baseline mean arterial pressure and heart rate values (Table 1). Neither
phase 1 nor phase 2 of hypotensive (Fig. 8A) and bradycardiac (Fig.8B)
responses to 1-nitro-2-phenylethane was altered by pretreatment with
ondansetron (30ug/kg, i.v.). In control experiments, this dose of
ondansetron fully abolished the well-known reflex bradycardiac
(—59.14+10.8%, baseline heart rate = 360 + 30 beats/min) and depres-
sor (—38.1+£11.0%, baseline mean arterial pressure=107.7+
59 mm Hg) responses elidted by serotonin (10 pg/kg, i.v.).

3.1.5. Cardiovascular responses to 1-nitro-2-phenylethane injected into
the left ventricle in anesthetized rats (Series 5)

When injected directly into the left ventricle via the carotid arterial
catheter with intact vagi, 1-nitro-2-phenylethane (10 mg/kg, n=3) did
not evoke the rapid hypotension (Fig. 5E) and bradycardia (Fig. 5F)
(phase 1) elicited by the same dose (10 mg/kg) after i.v. injection
30min earlier. However, left ventricular injection of 1-nitro-2-
phenylethane also induced delayed systemic hypotension (-29.1+
2.8%, baseline mean arterial pressure=96+6 mm Hg) (Fig. 5E) and
bradycardia (-360+2.3%, baseline heart rate =407 +7 beats/min)
(Fig. 5F) that occurred with the same latency (7.7+0.3 and 4.3+0.7 s,
,respectively) when compared to that observed for the hypotension and
bradycardia (phase 2) elicited byi.v. 1-nitro-2-phenylethane (~7-8 and
~5-6 s, respectively).

3.1.6. Effects of intravenous pretreatment with methylatropine on the
hypotensive and bradycardiac responses to 1-nitro-2-phenylethane in
conscious rats (Series 6)

In conscious rats, average baseline values of mean arterial pres-
sure and heart rate before any treatment were 126.1 +4.1 mm Hg
and 387+ 15 beats/min, respectively (pooled data from 13 rats).
Neither baseline mean arterial pressure nor heart rate values are sig-
nificantly changed following i.v. administration of vehicle or 1-nitro-
2-phenylethane at the lowest dose of 1 mg/kg (data not shown).
However, injection of bolus doses (5 and 10 mg/kg) of 1-nitro-2-
phenylethane evoked significant (Fig. 9; P<0.01, unpaired Student's
t-test) and monophasic decreases in mean arterial pressure and
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Fig. 5. Representative recordings showing changes in mean arterial pressure and heart rate induced by intravenous injection of 1-nitro-2-phenylethane (10 mg/kg) in pentobarbital-
anesthetized rats that have been submitted to bilateral vagotomy at cervical level (panels A and B, respectively) or to perineural pretreatment of both cervical vagi with capsaicin
(250 pg/ml) (panels C and D, respectively). Panels E and F correspond to representative recordings showing changes in mean arterial pressure and heart rate evoked by 1-nitro-2-
phenylethane (10 mg/kg) injected into the left ventricle. Note that phase 1 hypotensive and bradycardiac reflex responses to 1-nitro-2-phenylethane were absent following all

treatments. Arrows indicate the time of injection.

heart rate which occurred within about 1-3 s after the injection of
1-nitro-2-phenylethane, Pretreatment with methylatropine (1 mg/kg,
i.v.) increased significantly (P<0.01) the baseline heart rate (462 +14
vs. 375+ 21 beats/min) without affecting baseline mean arterial
pressure (117.5+ 2.5 vs. 118.3+ 1.7 mm Hg). The decreases in mean
arterial pressure and heart rate evoked 1-nitro-2-phenylethane (5 and
10 mg/kg, i.v.) were fully abolished by methylatropine pretreatment
(Fig.9). Under these conditions, a significant (Fig. 9; P<0.05, unpaired
Student's t-test) pressor component was unmasked for the doses of
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Fig. 6. Maximal changes in mean arterial pressure (A) and heart rate (B) elicited by
intravenous administration of 1-nitro-2-phenylethane (10 mg/kg) in pentobarbital-
anesthetized rats before or 20 min after perineural treatment of both cervical vagi with
capsaicin (250 pg/ml). Phase 1 hypotensive and bradycardiac effects elicited by 1-nitro-
2-phenylethane were completely abolished after perineural treatment with capsaicin.
Data are mean +5.EM. and expressed as percentage of baseline (n=5 rats per group).
*P<0.01 and *P<005 by paired Student's t-test vs. the baseline values and the
corresponding responses before perineural treatment with capsaicin, respectively.

5(1254 5.8 mm Hg) and 10 (2504 5.9 mm Hg) mg/kg of 1-nitro-2-
phenylethane,

3.2. In vitro experiments

In endothelium-containing aorta preparations, 1-nitro-2-
phenylethane (1-300pg/ml) inhibited the phenylephrine-induced
contraction in a concentration-dependent manner (P<0001, one-
way ANOVA) with an ICs, (geometric mean+95% confidence
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Fig. 7. Maximal decreases in mean arterial pressure (A) and heart rate (B) elicited by
intravenous (i.v.) administration of 1-nitro-2-phenylethane (10 mg/kg) in pentobarbital-
anesthetized rats before or 2 min after iv. pretreatment with capsazepine (1 mg/kg).
Neither phase 1 nor phase 2 hypotensive and bradycardiac effects elicited by 1-nitro-2-
phenylethane were significantly altered by capsazepine pretreatment. Data are mean +
SEM. and expressed as percentage of baseline (n = 5 rats per group). *P<0.01 by paired
Student's t-test vs. the corresponding baseline values.
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Fig. 8. Maximal decreases in mean arterial pressure (A) and heart rate (B) elicited by
intravenous (iv.) administration of 1-nitro-2-phenylethane (10 mg/kg) in pentobarbital-
anesthetized rats before or 5 min after iv. pretreatment with ondansetron (30 pg/ks).
Neither phase 1 nor phase 2 hypotensive and bradycardiac effects elicited by 1-nitro-2-
phenylethane were significantly altered by ondansetron pretreatment. Data are mean+
SEM. and expressed as percentage of baseline (n=35 rats per group). *P<005 and
**P<0.01 by paired Student's t-test vs. the comresponding baseline values.

interval) value of 60.1 (37.7-95.9) pg/ml. The first inhibitory effect
of 1-nitro-2-phenylethane became significant at a concentration of
30pg/ml (P<0.05, Holm-Sidak's test) while its maximal relaxation
effect (3.4+3.1% of the phenylephrine-induced contraction) oc-
curred at a concentration of 300 pg/ml. Vasorelaxant effects of 1-
nitro-2-phenylethane are reversible after wash out.

4. Discussion

Baseline mean arterial pressure and heart rate values of anesthe-
tized, normotensive rats were of the same order of magnitude as those
previously reported in the same preparation (Lahlou et al,, 2005; de
Siqueira et al., 2006). In this study, i.v. administration of higher doses
(5 and 10 mg/kg) of 1-nitro-2-phenylethane induced two periods of
hypotension and bradycardia. Initially a rapid bradycardia (onset time
of 1-2 s) occurred coincidentally (onset time of 2-3 s) with an arterial
hypotension (phase 1) and then, a delayed decrease in blood pressure
associated with a second bradycardia (phase 2). All these effects are
reversible excluding therefore the possibility that they might have
been related to a putative toxic effect of 1-nitro-2-phenylethane. To
the best of our knowledge, this is the first time that such
cardiovascular effects of 1-nitro-2-phenylethane have been reported
in normotensive rats.

Previous studies (Donnerer and Lembeck, 1982, 1983; Yeh et al,
1993 Loet al., 1994 ) have shown that the initial hypotension (effecta,
Fig. 3C) and fast bradycardiac (effect f, Fig. 3D) responses to capsaicin
are mediated by a vagal reflex involving capsaicin-sensitive fibers. The
intermediate slight increase in blood pressure (effect b) is due to
capsaicin-induced direct vasoconstriction while the delayed hypo-
tensive response (effect ¢) is also mediated by capsaicin-sensitive
sensory C-fibers. In anesthetized rats pretreated with vehicle, the time
to occurrence of the phase 1 reductionsin heart rate and mean arterial
pressure elicited by 1-nitro-2-phenylethane (10 mg/kg, iv.) was 1-2
and 2-3 s, respectively. These responses occurred as rapidly as the
vago-vagal reflex responses elicited by i.v. capsaicin (Donnerer and

Lembeck, 1982; Yehet al., 1993; Lo et al., 1994) or the 5-HT5 receptor
agonist serotonin (Whalen et al., 2000). Therefore, we investigated
the possibility that 1-nitro-2-phenylethane could induce a capsaidn-
or serotonin-like bradycardiac and depressor reflex.

The present study focused on the initial and rapid bradycardia that
occurred concomitantly with the initial hypotension (phase 1). These
1-nitro-2-phenylethane-induced initial hypotension and bradycardia
were fully abolished in bivagotomized, anesthetized rats. Following
pretreatment of conscious rats with i.v. methylatropine, a peripheral
non-selective muscarinic receptor antagonist, 1-nitro-2-phenylethane-
induced bradycardia was abolished whereas the hypotension was not
only completely abolished, but even converted to a pressor response.
This pressor component evidenced in methylatropine-pretreated
conscious rats may mask phase 2 of 1-nitro-2-phenylethane-induced
cardiovascular responses seen in anesthetized rats and therefore it is
responsible for the monophasic nature of the 1-nitro-2-phenylethane-
induced cardiovascular effects in vehicle-pretreated, conscious rats.
(Fig. 9). At the present moment, the mechanism by which 1-nitro-2-
phenylethane evoked such a pressor effect in methylatropine-
pretreated rats is unclear and requires further investigation. Neverthe-
less, the present in vitro data suggest that such a pressor effect could
not be caused by a vasoconstriction action of 1-nitro-2-phenylethane
since contractile responses to phenylephrine in rat endothelium-
containing aorta preparations were not enhanced by 1-nitro-2-
phenylethane at any concentration studied. Our data indicate that
1-nitro-2-phenylethane-induced phase 1 hypotensive and bradycardiac
responses are mediated by a vagal reflex and an efferent cholinergic
mechanism. Furthermore, perineural treatment with capsaicin of both
cervical vagi, which has been demonstrated to selectively block the
conduction of C-fiber afferents (Janscd and Such, 1983; Schelegle et al.,
2000, the present study), fully prevented the phase 1 bradycardia and
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Fig. 9. Maximal changes in mean arterial pressure (A) and heart rate (B) elidted by
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hypotension evoked by 1-nitro-2-phenylethane. Taken together, these
findings suggest that iv. treatment with 1-nitro-2-phenylethane
stimulates vagal sensory C-fibers to elicit vago-vagal reflex decreases
in heart rate and blood pressure. One may suggest that 1-nitro-2-
phenylethane activates vagal sensory C-fibers indirectly via its
metabolites. However, this hypothesis seems unlikely because the
latency of the 1-nitro-2-phenylethane-induced reflex response is too
short to be theresult of a metabolic pathwayand/ora secondary effect of
the release of other substances by 1-nitro-2-phenylethane.

To examine the origin of the 1-nitro-2-phenylethane-induced
reflex, we compared the cardiovascular responses to 1-nitro-2-
phenylethane injected into the left ventricle to those elicited by iv.
injections of 1-nitro-2-phenylethane. When 1-nitro-2-phenylethane
was injected into the left ventricle, the rapid bradycardia and
hypotension reflex (phase 1) was absent in all animals studied. In
contrast, this injection also induced delayed systemic hypotension
and bradycardia that occurred with the same latency when compared
to that observed for the hypotension and bradycardia (phase 2)
elicited by iv. 1-nitro-2-phenylethane. We conclude, therefore, that
1-nitro-2-phenylethane-induced initial bradycardia and hypotensive
effects (phase 1) is not due to a reflex originating from the heart but
seems to result from stimulation of pulmonary C-fiber afferents. It is
known that activation of these afferents by various chemical agents
induces the transient systemic hypotension that accompanies the re-
flex bradycardia (Dawes and Comroe, 1954; Coleridge and Coleridge,
1984, Brugere et al., 1986).

There are several substances that when administered intrave-
nously, are capable of inducing reflex bradycardia and hypotension.
These substances are from different chemical classes and include
serotonin, hypertonic solutions, veratridine, phenylbiguanide and
capsaicin. An attempt has been made to examine the receptor
specificity of the 1-nitro-2-phenylethane-induced bradycardiac and
depressor reflex. Our results suggest that Vanilloid TPRV; receptors
are not involved in the mediation of 1-nitro-2-phenylethane-induced
phase 1 vagus reflex, as it remained unchanged by the TPRV, receptor
antagonist capsazepine (Bevan et al, 1992; Szallasi and Blumberg,
1999). Furthermore, the vago-vagal reflex evoked by 1-nitro-2-
phenylethane is not mediated by activation of 5-HT; receptors and/
or secondary to release of endogenous 5-HT because it was unaffected
by the pretreatment with the selective 5-HT3 receptor antagonist
ondansetron. The dose of ondansetron used herein was able to
completely abolish the bradycardiac and depressor reflex elicited by i.
v. 5-HT. At the present time, we have no clues regarding the nature of
receptors present on sensory vagal afferents that initiate the 1-nitro-
2-phenylethane-induced reflex activity involving vagal afferent and
efferent nerve fibers. Further experiments are necessary to address
this issue.

It is unlikely that the blockade of 1-nitro-2-phenylethane phase 1
responses by perineural treatment with capsaicin is due to tachyphy-
laxis because no tolerance was observed in the cardiovascular effects
of i.v. 1-nitro-2-phenylethane when injected at 10 min intervals. It is
of interest to note that the phase 2 bradycardiac and hypotensive
responses to 1-nitro-2-phenylethane were slightly but significantly
reduced following bilateral vagotomy or after perineural treat-
ment with capsaicin of both vagus nerves to block the conduction of
C-fibers. This indicates that part of this phase 2 response appears to be
mediated partially through activation of afferent vagal C-fibers. The
remaining phase 2 hypotensive response to iv. 1-nitro-2-pheny-
lethane seems to result from a direct vasodilatory effect of 1-nitro-
2-phenylethane on the peripheral smooth muscle. This hypothesis is
supported by the findings that (i) 1-nitro-2-phenylethane induces a
reversible and concentration-dependent vasodilatation on phenyleph-
rine-precontracted isolated rat endothelium-containing thoracic aorta
preparations, (ii) a hypotensive response was also observed after left
ventricle injection of 1-nitro-2-phenylethane and could not be
completely abolished by either bilateral vagotomy or perineural

treatment with capsaicin of both vagus nerves, and finally (iii) 1-
nitro-2-phenylethane-induced phase 2 hypotension was more potent
on diastolic arterial blood pressure (Fig. 5) suggesting that it is most
likely due to the decrease in the peripheral vascular resistance. The
origin of the remaining bradycardia after bilateral vagotomy and
perineural treatment with capsaicin seems to result from a direct
muscarinic-like action of 1-nitro-2-phenylethane on sinoatrial node
M,-muscarinic receptors since it was not observed inrats pretreated
with the peripheral muscarinic receptor antagonist methylatropine.

It is concluded that iv. treatment of pentobarbital-anesthetized,
normotensive rats with 1-nitro-2-phenylethane induces a vago-vagal
bradycardiac and depressor reflex (phase 1) that appears initiated in
pulmonary rather than cardiac vagal afferent fibers. The transduction
mechanism of the 1-nitro-2-phenylethane excitation of C-fiber end-
ings is not fully understood and seems not to involve the activation of
either Vanilloid TPRV; or 5-HT; receptors located on vagal sensory
nerves. In vitro data suggest that the phase 2 hypotensive response to
i.v. 1-nitro-2-phenylethane resulted, at least in part, from a direct
vasodilatory effect of 1-nitro-2-phenylethane on the peripheral
smooth muscle.
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6. DISCUSSAO

A administracdo do OEAC nas doses de 10 e 20 mg/kg e, do seu principal
constituinte o NF (5 e 10 mg/kg), induziram dois periodos de hipotensdo e
bradicardia em ratos anestesiados. Inicialmente uma rapida bradicardia (tempo de
laténcia 1-1,5 s) que ocorreu coincidentemente (tempo de laténcia 1,5-2,5 s) com
uma hipotenséo arterial (fase 1), seguida de reducdo da PA que estava associada
com uma bradicardia secundaria (fase 2) aos 4-8 s e 3-6 s apds a administracéo,
respectivamente. Todos esses efeitos foram reversiveis, excluindo a possibilidade

de que poderiam estar relacionado a um suposto efeito toxico do OEAC ou do NF.

Em SHRs a administracdo do OEAC e do NF induziu uma hipotensao e
bradicardia inicial (fase 1) que foram completamente abolidas pela bivagotomia,
sugerindo que este efeito tenha uma origem reflexa vagal. Como o 6leo e o seu
constituinte possuem um perfil de resposta semelhante a CAP e a serotonina, cuja
administracdo induz uma hipotenséo e bradicardia reflexa, foi investigado se OEAC
e o NF agiria via fibras aferentes vagais do tipo C, uma vez que estudos prévios
(DONNERER; LEMBECK, 1982, 1983; YEH et al., 1993; LO et al.,, 1994) tém
demonstrado que a CAP induz uma hipotensdo inicial e uma rapida bradicardia e
que esses efeitos seriam mediados pelo reflexo vagal, envolvendo as fibras
sensiveis a CAP. Tal efeito € muito semelhante aquele induzido pelo OEAC e pelo

NF.

A CAP induz um ligeiro aumento da PAM que é ocasionado por sua agéo

direta no sistema vascular ocasionando a vasoconstricdo, enquanto a resposta
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hipotensora tardia € também mediada pelas fibras-C sensiveis a CAP. Em ratos
anestesiados pré-tratados com veiculo, o tempo de ocorréncia da fase 1 com a
reducao da FC e da PAM induzida pelo OEAC e NF (10 mg/kg, i.v.) foi de 1-2 s e 2-
3 s, respectivamente. Esta resposta ocorreu rapidamente, similar a resposta reflexa

vago-vagal induzida pela CAP i.v.

Uma vez que as respostas cardiovasculares da fase 1, induzida pelo OEAC e
NF, ocorreram tdo rapidamente como a conhecida resposta reflexa vago-vagal,
provocada pela administragcao de CAP (DONNERER; LEMBECK, 1982; YEH et al.,
1993; LO et al., 1994) ou pelo agonista serotoninérgico do receptor 5-HT; (WHALEN
et al., 2000), foi necessario avaliar a participacdo dessas fibras na resposta induzida
pelo OEAC e NF. Para isso, foi realizado o tratamento perineural dos nervos vagos
com CAP (que é capaz de bloquear seletivamente as fibras-C aferentes de
conducédo) (JANSCO; SUCH, 1983; SCHELEGLE et al., 2000), verificando-se que a
hipotensao e bradicardia da fase 1, induzida pelo OEAC e NF foi abolida. Esses
achados corroboram a hipotese de que o OEAC e NF, i.v., estimula as fibras-C
sensoriais vagais por induzir o reflexo vago-vagal diminuindo a FC e a PA. Foi
descartada a possibilidade de que o bloqueio da fase 1, induzida pelo OEAC e NF,
em animais que receberam o tratamento perineural com CAP seja devido a
taquifilaxia, pois ndo ocorreu tolerdncia nos efeitos cardiovasculares provocados

pelo OEAC e NF i.v., quando administrados em intervalos de 10 min.

Inicialmente, pensamos que o OEAC e NF agiriam em receptores para CAP
(TRPV¢) ou para serotonina (5-HT3), uma vez que a ativagado desses produz o
reflexo de Bezold-Jarisch. No entanto, nossos resultados mostram que eles nao

estdo envolvidos na mediacdo do efeito reflexo, uma vez que as repostas
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cardiovasculares mantiveram-se inalteradas pelo uso do antagonista do receptor
TPRV,, a capsazepina (BEVAN et al., 1992; SZALLASI; BLUMBERG, 1999). Ainda,
pelo pré-tratamento com o antagonista seletivo do receptor 5-HT3;, 0 ondansetron, foi
observado que nao houve alteragao dos efeitos cardiovasculares induzidos pelo
OEAC e NF. A dose de ondansetron aqui utilizada foi capaz de abolir
completamente o efeito depressor e a bradicardia reflexa provocada pela
administracao de 5-HT i.v. Até o momento, ndo € conhecida a natureza dos
receptores aferentes vagais que iniciam a atividade reflexa do OEAC e do NF,

portanto outros experimentos sdo necessarios para explicitar esse mecanismo.

Em 2006, em nosso laboratério foi estudado os efeitos cardiovasculares do
OECZ e de seus principais constituintes, o anetol e o estragol, e foi verificado que
semelhante ao OEAC, o OECZ induzia um efeito reflexo na fase 1. Na epoca foi
sugerido que este efeito € de origem reflexa e que o OECZ estaria atuando em
receptores TRPV4 uma vez que o pré-tratamento com capsazepina foi capaz de
abolir o efeito da fase 1. No entanto, diferente do OEAC e do NF, o OECZ induziu
um efeito pressor na fase 2 que parece ser decorrente de um efeito direto sobre o
sistema vascular, efeito este ocasionado pela inibicado da producdo endotelial de ON

(de SIQUEIRA et al., 2006).

Apods o pré-tratamento de ratos SHR acordados com metilatropina i.v. ( um
antagonista nao seletivo dos receptores muscarinicos periféricos), as respostas
cardiovasculares da fase 1, induzidas pelo NF, foram abolidas. Entretanto, um
componente pressor foi evidenciado, podendo mascarar a fase 2 da resposta
cardiovascular induzida pelo NF quando os ratos estdo anestesiados e, portanto,

seja responsavel pela natureza monofasica da resposta induzida pelo NF em ratos
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acordados, pré-tratados com veiculo. Este mecanismo ainda nao esta claro e requer
investigacdes futuras. Nao obstante, os dados atuais in vitro sugerem que o efeito
pressor ndo pode ser ocasionado pela agcao vasoconstritora do NF, uma vez que a
reposta contratil a FEN, em preparacdes de mesentérica contendo endotélio, nao foi
intensificada pelo NF em nenhuma das concentragcbes estudadas. Esses dados
indicam que o efeito hipotensor e bradicardizante da fase 1, induzida pelo OEAC e

do NF, sdo mediados por um reflexo vagal e um mecanismo colinérgico.

Por outro lado, € conhecido que a resposta mediada pelos baroreceptores
para o estimulo vasodepressor é alterada em ratos anestesiados com pentobarbital
(BEDRAN-DE-CASTRO et al., 1990; BARRINGER; BUNAG, 1990), logo é possivel
que a regulagao reflexa intacta, observada em ratos acordados, possa mascarar a
fase 2 da resposta cardiovascular, induzida por NF, observada em ratos

anestesiados.

A possibilidade de que as fibras C sensoriais vagais pudessem ser ativadas
indiretamente, através de metabdlitos do OEAC e NF, parece improvavel, pois a
laténcia da resposta reflexa € muito curta para resultar de uma via metabdlica e /ou

efeito secundario a liberagao de outras substancias.

Para examinar a origem reflexa induzida pelo OEAC e NF, foi comparado as
respostas cardiovasculares induzidas pelos mesmos, quando administrados
diretamente no ventriculo esquerdo, com a resposta produzida pela administragao
i.v. Quando o OEAC e o NF foram administrado no ventriculo esquerdo, a
bradicardia rapida e a hipotensdo reflexa (fase 1) foi ausente. Entretanto, esta
administragcdo induziu uma hipotensdo sistémica e uma bradicardia tardia, que

ocorreu com a mesma laténcia, quando comparado a observada para hipotensao e
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bradicardia (fase 2) provocada pela administragao i.v. do OEAC e NF. Concluimos,
portanto, que o OEAC e o NF induzem inicialmente uma bradicardia e uma
hipotensao (fase 1), que nao é devida a um reflexo proveniente do coracdo, mas

parece resultar da estimulagao das fibras-C aferentes pulmonares.

E interessante notar que a resposta hipotensora e bradicardizante da fase 2,
induzida pelo OEAC e NF, foram significativamente reduzidas apds a bivagotomia ou
apos o tratamento perineural dos nervos vagos com CAP. Isso indica que a resposta
da fase 2 é parcialmente mediada pela ativacao das fibras-C aferentes vagais. No
entanto, a resposta residual hipotensora parece resultar de um efeito direto do
OEAC e NF na musculatura lisa vascular. Esta hipotese é corroborada por varias
observacgoes: i) a resposta hipotensora também foi observada apds a administragcéao
do OEAC e NF no ventriculo esquerdo e nao foi completamente abolida pela
bivagotomia ou tratamento perineural dos nervos vagos com CAP; ii) o OEAC e o NF
induz uma hipotensao na fase 2 mais potente sobre a pressao arterial diastdlica,
sugerindo que é provavelmente devido a diminuicdo da RVP, fato este corroborado
pelo estudo de preparagdes vasculares in vitro, onde o OEAC e o NF induziu um
vasorrelaxamento concentragdo-dependente; iii) a origem da bradicardia
remanescente apos bivagotomia e tratamento perineural dos nervos vagos com
CAP, parece resultar de uma relacdo direta do OEAC e do NF em receptores
muscarinicos tipo M, no nodo sinoatrial, uma vez que nao foi observado em ratos

pré-tratados com metilatropina .

Para avaliar o mecanismo de acdo do efeito vasorrelaxante do OEAC e NF
foram realizados experimentos in vitro. Estes estudos mostraram que o OEAC e o

NF induzem um efeito vasorrelaxante em preparacbes de artéria mesentérica
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superior € nas artérias mesentéricas de resisténcia em ratos SHRs. Este efeito
poderia ser proveniente da sua toxicidade, porém essa hipétese foi descartada, pois
em nossas condicbes experimentais todas as respostas vasodilatadoras foram
reversiveis (dados ndo mostrados). Ademais, o OEAC e o NF apresentaram baixa
ordem toxicidade (DLsp = 720 e 712 mg/kg via oral, respectivamente) (de LIMA,

2008; SOUSA et al., 2009).

A influéncia do endotélio foi avaliada na resposta vasorrelaxante induzida pelo
OEAC e NF. Para isto, a resposta relaxante para o 6leo e para o constituinte foram
comparadas na presenga e na auséncia do endotélio. O OEAC e o NF foram
capazes de relaxar as preparagbes pré-contraidas com FEN com valores
semelhantes de ICsy para as preparagdes com endotélio intacto e para aquelas sem
endotélio. Isto sugere que tanto o OEAC como o NF atue independente da
integridade do endotélio. Contudo, estudos prévios realizados em nosso laboratério,
utilizando ratos normotensos mostraram que o efeito vasorrelaxante induzido pelo

OEAC era dependente da integridade do endotélio (LAHLOU et al., 2005).

Para avaliar se o OEAC era capaz de alterar o ténus vascular in vitro, foram
adicionados ao tbnus basal concentragdes crescentes do OEAC, constatando-se
que o ténus basal ndo era alterado pelo 6leo, o que sugere que o OEAC né&o exerce

efeito sobre o tonus basal.

Uma das formas de promover o relaxamento independente da integridade do
endotélio seria a ativacdo de canais para K* presentes na musculatura lisa (DORA;
GARLAND, 2001; COLEMAN et al., 2004). Esses canais estdo relacionados
diretamente com a PA e com o tdnus vascular (TAYLOR et al., 2003; KOHLER,;

RUTH, 2010). Os canais para K" ajudam a determinar o potencial de membrana em
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repouso, como também regula o volume celular. Sabe-se que a alta concentracéo de
KCI induz uma despolarizagcdo da membrana, ocasionando a abertura dos canais
para Ca®* dependentes de voltagem (VOCCs), aumentando o influxo de Ca** e
consequentemente uma contragao sustentada (SOMLYO et al., 1968). Portanto, foi
investigada a participacdo desses canais na resposta vasorrelaxante induzida pelo
OEAC e pelo NF, verificando que foram capazes de inibir a contragcao induzida pelo
KCI, o que sugere que possam interferir no acoplamento eletromecanico. Ademais, o
relaxamento mantido na presenca de KCI 75 mM permitem concluir que o efeito
relaxante do OEAC e do NF nao poderia ser explicado pela influéncia do neurdnio
intramural na camada das celulas vasculares da musculatura lisa, pois altas
concentracdes de K* despolariza a membrana celular a um potencial de membrana
de cerca de — 20mV (GRAFE et al., 1980 ; LEAL- CARDOSO et al., 2002). Esta
voltagem deprime o potencial de acao em neurénios (MEEKS; MENNERICK, 2004).
Ainda, as acoes inibitérias do OEAC e do NF podem nao ser atribuidas a capacidade
em abrir os canais para K*, pois quando a célula da musculatura lisa € despolarizada
ocorre ativagéo dos canais retificadores de entrada para K* provocando aumento da
condutancia deste ion e tornando o potencial de membrana préximo ao potencial de
equilibrio como descrito pela equacdo de Nernst para o K*. Nestas condicdes &
improvavel que a abertura do canal para K' possa deslocar o potencial de
transmembrana do potencial de equilibrio. Esta conclusdo €& apoiada pelos
resultados que mostram que a pré-incubagao da artéria mesentéricas superior com

TEA nao alterou o efeito vasorelaxante do OEAC.

O OEAC mostrou maior poténcia farmacoldgica para inibir a contragao

induzida por FEN do que em relaxar a contragao sustentada KCI (IC 50 = 20,7 + 4,77
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Mg/ml versus 294,19 + 44,42 ug/ml, respectivamente). Esta observagao sugere que o
OEAC parece agir preferencialmente através da entrada de Ca** na célula pelo do
acoplamento farmacomecanico. O ion Ca®* é um importante mensageiro intracelular,
sendo fundamental nos mecanismos de excitacdo e contracdo da musculatura lisa
do miocardio e dos vasos (OIGMAN; FRITSCH, 1998). A utilizacdo de drogas
bloqueadoras de canais para Ca®" s&o utilizadas para o tratamento da hipertens&o
arterial a mais de trés décadas, no entanto a busca de novos antagonistas para Ca?*
continua sendo investigada por possibilitar um emprego mais apropriado desses

farmacos (RIBEIRO; MUSCARA, 2001).

Para investigar em que tipo de canal o OEAC estaria atuando por interferir na
entrada de Ca®" na célula, realizamos o protocolo com o BaCl, que pode ser
utilizado como indicio de que tipo de canal o VOOC ou ROOC o OEAC estaria
atuando. O BaCl, é permeavel apenas em canais do tipo VOOC, e a adi¢cao do
BaCl, em meio sem Ca®*, pré-incubado com o OEAC ou com a nifedipina foi capaz
de abolir a contragao induzida por este ion. Todavia, as concentragdes efetivas nao
sdo equipotentes (OEAC foi utilizada na concentragdo de 600ug/mL enquanto a
nifedipina foi usada na concentragdo de 1 uM = 0,346 ug/mL). Este perfil do OEAC
como antagonista dos canais para Ca®’, é similar aos dados observados
previamente em preparacdes de aorta oriundas de ratos normotensos (LAHLOU et

al. 2005).

Provavelmente o OEAC possa estar atuando através da inibicdo do influxo de
Ca®" via canais para calcio do tipo ROOC. Pois os resultados mostram que o OEAC
foi capaz de interferir no acoplamento farmacomecanico, através da inibicdo da

curva de FEN (107 M - 10° M). Sabe-se que a ligacdo da FEN ao receptor provoca
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um estimulo que resulta em ativacdo de PLC, através da proteina G ligado ao GTP
(Gs). A PLC, uma vez ativada, atua no PIP, originando o IP; e o DAG (JAMES;
DOWNES, 1997). O IP; atua nos estoques intracelulares de Ca®" induzindo a
liberacdo deste ion, levando a contracdo muscular. Além disso, os receptores
ativados podem desencadear mecanismos adicionais de sensibilizagdo de Ca®*
envolvendo a PKC que sao independentes do aumento da concentragao desse ion

(KITAZAWA et al., 2000).

Para avaliar o efeito do OEAC sobre a sensibilidade dos componentes
contrateis ao Ca?*, mais precisamente na sinalizagcao da PKC, foi utilizado o PDB,
um potente ativador especifico da PKC (YANAGITA et al.,, 1999). A contracao
induzida pelo PDB na artéria mesentérica superior, foi reduzida na presenga do
OEAC ( ICs foi de 52,66 £ 16,26 ug/mL), mostrando que o OE é capaz de atuar na
sensibilidade das proteinas contrateis, porém a sua poténcia € maior através do

acoplamento farmacomecanico.

Com o objetivo de avaliar se o OEAC poderia interferir na saida de Ca®* do
RS, através da atuacdao do IP; (ISLAM et al., 1996), foi utilizada uma elevada
concentragdo de FEN em meio livre de Ca®** que provocou uma contragdo
(resultante da liberagdo do Ca?* presente no RS ativado pelo IP3) a qual foi inibida
pela incubagdao com o OEAC. Em semelhantes condicdes experimentais, utilizou-se
cafeina, e neste caso, o OEAC foi incapaz de inibir a contracdo. Resultados
semelhantes foram encontrados em preparacbes de aorta oriundas de ratos
normotensos expostos ao OEAC (LAHLOU et al., 2005), sugerindo que este éleo
atue inibindo de forma relativamente seletiva a liberagdo de Ca®* via IP3, mas é

ineficaz nas contracdes induzidas pela via Ca** induzindo liberacdo de Ca?".
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Em artérias de resisténcia, o efeito vasorrelaxante do OEAC possui um perfil
similar a resposta das artérias de condutancia, contribuindo com a hipétese de que o
efeito vasorrelaxante do 6leo possa causar uma reducdo da resisténcia vascular

periférica e, consequentemente, ocasionar uma reducgao da PA.

Em conjunto, os resultados sugerem que os efeitos cardiovasculares induzido
pelo OEAC, é atribuido aos efeitos do seu principal constituinte o NF, uma vez que
seu segundo constituinte, o ME, ndao poderia mediar a resposta hipotensora vago-
vagal e bradicardizante (fase 1). Foi demonstrado que em ratos anestesiados
bivagotomizados, o ME provocou uma redugdo da bradicardia sem afetar a

hipotensao (LAHLOU et al., 2004).
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7. CONCLUSAO

O tratamento i.v. com o0 OEAC e NF em elevadas doses (10 e 20 mg/kg) e (5
e 10 mg/kg), respectivamente, em ratos anestesiados com pentobarbiltal induz uma
bradicardia e um reflexo depressor vago-vagal (fase 1) que aparentemente é
resultado da estimulagao das fibras C aferentes pulmonares. Porém o mecanismo
de transducao de excitagao destas fibras nao € totalmente compreendido e parece
nao envolver a ativagao dos receptores TPRV4 ou dos receptores 5-HTj3 ,localizados
em nervos sensoriais vagais. A segunda resposta hipotensora (fase 2) para o OEAC
e NF parece ser resultado, pelo menos em parte, de um efeito vasodilatador direto

na musculatura lisa vascular.

Os dados in vitro sugerem que o OEAC tem uma atividade miogenica
relaxante independente da integridade do endotélio em preparagcdes de artéria
mesentérica superior de SHR através de agdes inibitdrias em eventos contrateis que
incluem a via intracelular, além de efeitos sobre a membrana envolvendo o bloqueio
da atividade de um receptor ou canal iénico. Este efeito vasorrelaxante do OEAC
parece ser preferencialmente ativado pela via de ativagado por receptor. Todos os
efeitos in vivo e in vitro reportados para o OEAC sdo principalmente atribuidos a

acao do seu principal constituinte, o NF.
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