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RESUMO

Justificativa: Preparados d€ostus spiraligém sido usados pela medicina popular
(diurético, hipotensor, citotoxico, imunomoduladantilitiasico, antidiarréico, anti-
espasmadico, antiurolitico, antimicrobiano, antifitn, antioxidante, antileishmania,
anti-inflamatorio e antiedematogénico). Apesar dmg de acdes a eles atribuidas,
nada péde ser encontrado na literatura cientifica espeito ao possivel efeito dos
preparados dessa planta sobre o musculo cardidgetivo: Este trabalho visou
determinar os efeitos inotrépicos obtidos das ®ldaC. spiralis que apresentava
maior poténcia, bem como contribuir para 0 mecanidmacao desse preparado no
miocardio de mamiferodMetodologia: Os experimentos sobre contracdo foram
realizados em atrio esquerdo de cob@avia porcelluy, enquanto que as medidas
de transiente de calcio intracelular e de correldemembrana foram feitas em
cardiomiocitos de camundongo. A investigacao fitogca do preparado mais ativo
foi conduzida segundo Matos (1997). Os teores de s de potassio presentes na
fracdo mais potente, foram determinados por fotomete chama. A forca de
contragao atrial foi captada isometricamente epideamplificada, foi armazenada
em computador. O transiente de calcio intraceltdaravaliado com microscopia
confocal de varredura a laser. As correntes deocéézcolemais foram medidas em
cardiomiocitos submetidos a técnica do “patch claftwhole cell”). Resultados:A
fracdo aquosa (FAQ) foi a que apresentou maiorimerdo (69,40%) e a que
exerceu maior efeito inotropico negativo ¢gE 305 + 41,00mg/L, Hill = 1,46 +
0,19) Na sua constituicdo foram detectadas as segulateses de metabdlitos
secundariostaninos e saponinas, com reacdo fortemente pgséies polifendis,
com reacdo positiva (flavonois, flavononois, flaasn xantonas, fendis e
flavondides). Em 1 g/L de FAq foram encontradod IvtM de potéassio e 0,15 mM
de sodio. A adicdo de FAg ao Tyrode ndo modificogniScativamente a
concentracdo desses ions. Os tempos de contrag@aetaxamento, bem como o
tempo de acoplamento eletromecéanico ndo foramadherpela FAq. Contudo, ela
reduziu os indices de Eficiéncia da contracdo eralaxamento. A FAq aboliu
completamente o fendbmeno de Bowditch induzido ptia drequéncia de
estimulacao, indicando que ela reduz a entradadessas células. Com base nessa
evidéncia, foram realizados protocolos para apadduro conhecimento sobre a
participacdo das correntes de calcio no mecanissndioclepressor da FAqQ. Esta
fracdo produziu os seguintes resultados: 1) alwoliopletamente o efeito inotrépico
positivo do isoproterenol (¥0a 1G pM); 2) deslocou para a direita a curva
concentracdo-efeito para o Ca(@,5 a 7,0 mM), aumentando a §g8e 1,12 + 0,07
(Hill = 1,5) para 7,23 £ 0,47 mM (Hill = 7,4) (n 3; p < 0,05); 3) aboliu
completamente o efeito inotrépico positivo do (ABK8644 (5 a 2000 nM); 4)
reduziu em cerca de 20% o pico da fluorescénciadelular correspondente ao
transiente de calcio citoplasmatico (controle: 80=células; teste: n = 27 células; 4
animais); 5) ndo modificou a velocidade de decatmelio sinal de fluorescéncia, o
gue significa que ela nao interfere com o funciomatm da bomba de calcio do
reticulo sarcoplasmatico; 6) reduziu em 23% a dewis de corrente de calcio tipo-L
gue variou de -6,29 + 0,34 para -4,9 £ 0,2 A/F animais, p < 0,05Conclusdes:

1) a FAq foi a fragcdo com maior poténcia inotropiga os principais metabdlitos
secundarios presentes na FAqg foram taninos, sagmeipolifendis; 3) a FAQ reduz
a forca de contracdo do atrio; 4) o mecanismo d® a@rdiodepressora da FA(Q
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sobre a contratilidade miocéardica se deve a dig@wuda disponibilizacao do célcio
durante a contracéo.

Palavras-chave:Costus spiralis inotropismo, miocardio, transiente intracelular d
calcio, corrente sarcolemal de calcio, mamiferos
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ABSTRACT

Biological effects: Teas and infusions froi@. spiralis leaf have largely been used
by folk medicine as diuretic, hypotensor, cytotoximmunomodulator, antilithiasic,
antidiarrheic, antispasmodic, antiurolitic, antinoigian, antifungic, antioxidant,
antileishmania activity, antiinflamatory, and adgenatogenic activity. In spite of
these biological effects attributed to the extraft€. spiralis nothing so far could
be found in the scientific literature dealing wilts effects on the mammalian
myocardium. Aims: The present study aimed to describe the inotragffects
produced by extracts from tli& spiralisleaf on isolated guinea pig atrium, as well
as to contribute for a better understanding abtsutmechanism of action in that
tissue. In isolated mouse cardiomyocytes, the effeeduced by those extracts on
the intracellular calcium transient and on the sl@mal L-type calcium current were
also measuredviethods: Experiments performed to evaluate the contraefilects
were carried out on isolated atrium from guinea (@gvia porcelluy Firstly, our
purpose was to determine the most potent fractiaimed from theC. spiralisleaf.
This was done by comparing the hydroalchoolic cragract with the following
ones: aqueous, chloroform, and ethyl acetate. Atgohgmical analysis was
performed on the fraction exhibiting the greatetepoy. This evaluation followed
the procedures proposed by Matos (1997). The cbofesodium and potassium in
the most potent fraction was determined by flametqetry. In the contractile
experiments, the atrial force was measured isooadlyi Biological signals were
captured, amplified, and then stored in computer b® processed off line.
Intracellular calcium transients were studied byfooal microscopy with laser
scanning by using the fluorescent dye FLUO 4AM.ciLah inward currents were
measured in mouse cardiomyocytes by using patchpctachnique in the whole cell
configuration.Results: Yield percentage of the aqueous fraction (AqF) 62%0%.
This fraction showed the most potent depressocetiie the myocardial contractility
(ECso = 305 + 41,00 mg/L, Hill constant = 1,46 £+ 0,1%he following metabolites
were found in the AgQF: tannins, saponins, and eobfs (flavonol, flavononol,
flavone, xanthone, phenol, and flavonoid). The g&itan and sodium contents in 1
g/L of AgF were 1,91 and 0,15 mM, respectively.slWwas not enough to change the
myocardial inotropism, even in the highest con@mn of AqF used in the
experiments. The contraction and the relaxatiore tias well as the time related to
the excitation-contraction coupling (stimulus-respe) were not modified by adding
AgF to the organ bath. However, AqF reduced thecigficy Index for the
contraction and relaxation phases. The Neyler &riees protocol was employed
to evaluate the AgF effect on the calcium inwardrent in myocardial cells. Our
results showed that AqF is able to completely ahothe Bowditch phenomenon,
suggesting that it could be acting by reducing #aecolemal calcium current.
Supported by those experimental evidences, expetsmwere proposed to better
understand the relationship between AgF and calenenhanisms in cardiac cells.
The following results were obtained with 1,5 g/LFAdl) AgF completely abolished
the positive inotropic effect induced by isoprotere (10" to 10° pM); 2) AqF
shifted rightwardly the concentration-effect cufee CaC} (0.5 to 7.0 mM) and
increased the Bfgfrom 1.12 + 0.07 (Hill = 1.5) to 7.23 + 0.47 mMi(H=7.4) (n =

3; p < 0.05); 3) AgF completely abolished the pesitnotropic effect of (-) BAY
K8644 (5 to 2000 nM); 4) AgF reduced the intradaliufluorescence from 4.66 +



12

1.17 to 3.74 £ 1.0 a.u. (n = 30 cells, 4 mice, p.85); 5) AgF did not modify the

decay rate of the fluorescent signal (892 + 3730 # 30 ms, n = 30 cells, 4 mice, p
> 0.05), indicating that it does not interfiere hithe calcium removal from the
sarcoplasm; 6) AgF reduced the calcium inward atrterough L-type calcium

channels from 6,29 £ 0,34 to 4,9 + 0,2 A/F (23% =rb animals, p < 0,05).

Conclusions: This study brought us unto the following conclusinl) AgF is the

most potent fraction obtained froth spirallisleaves; 2) AgF contains the following
secondary metabolites: tannins, saponins, and lpps; 3) AqF reduces the
contraction force of the guinea pig left atrium; AYF acts on the myocardium
contractility by reducing the calcium entry in myodial cells during contraction.

Key words: Costus spiralisinotropism, myocardium, intracellular calciumrnsgent,
L-type calcium current, mammals
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proteina quinase A

fosfolamban

Resolucao da Diretoria Colegiada

Reticulo sarcoplasmatico

18



19

RyR Receptor de rianodina

SERCA C4&"-ATPasedo reticulo sarcoplasmatico

St d- Intervalo de tempo do estimulo a derivadaimaxo relaxamento
Std+ Intervalo de tempo do estimulo a derivadaimaxia contracao
StPico Intervalo de tempo entre a estimulacao ie@da contracéo

Tc Tempo de contracao

TEA Tetraetilamoénio

Tm Tropomiosina

Tn Troponina

Tr Tempo de relaxamento

1T Tabulos T

VOCs “Voltage-operated channels”
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1 INTRODUCAO

O uso de medicamentos obtidos a partir de planediomais é a mais
antiga forma de cuidados a saude, tendo recelidatabuicdo de muitos cientistas,
dentre esses: Hipocrates (460-377 A.C.), ChoChi(8@00 A.C.), Galeno (123-199
D.C.) e Avicena (980-1037 D.C.). Paracelsus (14981) foi o primeiro a
conceituar a diferenca entre remédio e venenoa%ab substancias sdo venenos,
ndo ha uma que ndo seja veneno. A posologia codiéteencia o veneno do
remédio” (WAGNER; WISENAUER, 2006).

O potencial brasileiro na area de fitoterapicoduincerca de 120 mil
espécies, a grande maioria na regido amazonicéad)@ssaber popular selecionou
cerca de duas mil que ja pertencem a medicinallpopipodavia, apenas 10% destas
foram cientificamente investigadas do ponto deavigtiimico-farmacolégico (DI
STASI; LIMA, 2002). Observa-se, portanto, que hdawmande disparidade entre a
diversidade da flora medicinal e os esforcos dejyea para estabelecer critérios
etnofarmacoldgicos adequad@£RREIRA, 1998).

A Histéria é a principal testemunha da importania estudo cientifico
sobre plantas medicinais, pois muitos dos medictoeamsados na pratica médica,
provieram das plantas. Por exemplo, entre os fittdéos, que tém acdo sobre o
sistema cardiovascular, destacam-se: glicosidimBotanicos, como a estrofantina e
a ouabainaStrophantus komb@liv.), digoxina Digitalis purpureal.) e digitoxina
(Digitalis lanata Ehrhart), antimalarico e anti-arritmicos, como ainglina
(Cinchona succirubrd?avon), anticolinérgico, como a atropif#tropa belladonna
L.), anti-hipertensivo, como a reserpin@a(wolfia serpentinaBenth.), agonista
adrenérgico, como a efedriraphedra vulgarise a ergotamina extraida do fungo do
espordo do centeicClaviceps purpurep bloqueadores de canais de*@omo a
tetrandina Radix stephaniae tetrandrpe bloqueadores do canal liberador dé*Ca
existente no reticulo sarcoplasmatico, como a dem@o Ryania specioga
(VASCONCELOS, 2005).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) conceituatplamedicinal como
sendo aquela, de origem silvestre ou cultivada,s@ioeutilizadas como recurso para
prevenir, aliviar, curar ou modificar um processiofogico normal ou patoldgico

(FERRO, 2006), ou entdo que sirvam como fonte piarde farmacos ou dos seus
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precursores (ARIAS, 1999). A OMS preceitua aindaaditoterapicos os “produtos
medicinais acabados e etiquetados, cujos ingrediextivos sdo formados por partes
aéreas ou subterraneas de plantas, ou outro nhaeyietal, ou combinacdes destes,
em estado bruto ou em formas de preparacbes vegétar material vegetal,
entendem-se sucos, resinas, 6leos fixos, 6leose®l@ qualquer outro de natureza
semelhante. Os fitoterdpicos podem conter excipéeraiém dos ingredientes ativos.
Se ao material vegetal estdo associadas substaitnias, definidas do ponto de
vista quimico, sintéticas ou isoladas de plantgaroaluto final ndo é considerado um
fitoterapico” (OMS, 1991).

A familia Costaceae pertence a ordem Zingiberajas, consiste de oito
familias de monocotiledéneas: Zingiberaceae, CeatgcMarantaceae, Cannaceae,
Lowiaceae, Musaceae, Heliconiaceae e Strelitzia@¢AKAl, 1941; CRONQUIST,
1981; DAHLGREN et al.,1985; KRESS, 1990; APG I1,03). Ela é constituida
pelos géneroostus Monocostus Dimerocostuse Tapeinocheilasps quais sao
encontrados em areas tropicais e subtropicaisp taot Novo, quanto no Velho
Mundo. Elas podem ser vistas em florestas pluwdaisoutros ambientes Umidos.
Costusé o maior dos géneros, abrangendo de 125 a 17%iespdistribuidas
pantropicalmente, sendo que a maioria delas oc@reegido neotropical (MAAS,
1972; STEVENSON & STEVENSON, 2004).

As plantas do génerdCostus geralmente tém ramos espirais com
inflorescéncias terminais que produzem uma flor giar raramente duas, além de
terem um periodo de floragdo estendido (SCHEMSKIB011981, 1982; KAY &
SCHEMSKE, 2003).

A Costus spiraligJacq.) Roscoe ocorre na parte tropical da Ameélacgul.
Ela é encontrada nas florestas chuvosas ou emeeegié afloramento granitico
(MAAS, 1972). Esta espécie tem sido usada na medigopular brasileira para o
tratamento de afecc¢des urinarias, como cicatrizaliteético e para o controle do
diabetes, entre outros usos (ALBUQUERQUE, 1989; MM et al., 2003;
MEDEIROS et al.2004).

Apesar da variedade de acbes imputadas aos extiasstus spiralisa
literatura cientifica ndo menciona se ela foi @stam tecido muscular cardiaco.
Todavia, o LBC/UFS mostrou que o extrato brutofdfisas deCostus spiraligeduz

a contratilidade do atrio de cobaia de forma depetadde concentracdo. Este achado
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representou uma janela de oportunidade para supesta pesquisa. O nosso
objetivo principal foi descrever, de modo sistenwti os efeitos contrateis

produzidos pelo preparado das folhas que apresenta@aior poténcia inotropica, em
miocardio atrial de cobaia. Neste trabalho, buscaidentificar pistas que possam
contribuir para esclarecer o mecanismo de acaaola&ncia cardioativa presente no

preparado d€. spiralis
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Plantas Medicinais

A propriedade sedativa da valeriana ja era conhgoida medicina grega,
mesmo antes da Era Crista. Depois, ela foi empeegadGaleno e também referida
por Dioscorides, em sua obie Materia MedicaMais recentemente, a atividade
terapéutica dessa planta tem sido objeto de ime&Esto e varias das suas
propriedades biolégicas foram cientificamente campdas (CIRCOSTA et al.,
2007; BENT et al., 2006).

O emprego de plantas medicinais como instrumentcuta passou por
diferentes paradigmas ao longo da historia da Ntemlig¢dUHN, 1985). Inicialmente,
utilizadas de forma empirica, tinham suas qualiganmlansmitidas oralmente de
geragdo a geracdo. Recentemente, as plantas naeslicornaram-se alvo de
interesse para as pesquisas cientificas. Destecestn pratica médica beneficiou-se
com um novo e importante arsenal terapéutico cotoppsr fitoterapicos e seus
derivados (LEITE, 2009).

Apesar de se ter perdido muito do conhecimentoesolpoder curativo das
plantas, uma sélida documentagcédo sobre elas falupida por paises da Europa
Central e também pela China, Tibete, india (Ayuajed Japdo (Kampo). Ainda
hoje, todos os povos utilizam plantas ou seus deéos para tratar doencas (SALES,
2005; WAGNER;WISENAUER, 2006).

Estima-se que cerca de 25% dos medicamentos dedegptantas. De um
total de 252 drogas, contidas na lista médica d&SOM% tém, exclusivamente,
origem vegetal (RATES, 2001). Mukherjee (2006) teelgue cerca de 80% da
populacdo da Africa, Asia e India dependem do @serdas medicinais para atender
aos seus cuidados de saude (OMS, 2008).

Entre os paises latino-americanos, o Brasil, a Whga e 0 México sdo o0s
gue mais devotam atencdo ao potencial terapéusisopthntas medicinais. O uso
dessas plantas com fins terapéuticos, esta regutadte no Brasil, desde 1967.
Plantas medicinais sdo vendidas como medicament@s-the-counter”, isto é que

tém venda livre ndo exigindo prescricdo médicardggsiisitos legais para o registro
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de fitoterapicos no Brasil estdo estabelecidos Rekolucdo da Diretoria Colegiada
RDC/48/2004 da ANVISA (SAHOO, 2010).

O Brasil é considerado ser o detentor da maioriveosidade do planeta.
Nele estdo cerca de 20% de todas as espécies igedgetanundo e sua rica
diversidade cultural e étnica permitiu um acumubosideravel de conhecimentos
gue usualmente s&o passados de geracdo a gera§BbQGIAGUS; PILOSOF,
2006). Apesar disso, somente muito recentementee éog laboratorios de pesquisa
tém dedicado esforcos para avaliar a flora medicioi abordagem cientifica.

Para Ferreira (1998), apesar da riqueza da floagilera e da ampla
utilizacdo de plantas medicinais pela populacadstexa insuficiéncia de estudos
cientificos acerca do assunto. Portanto, tornaesessario estimular a realizacéo
desses estudos, tendo em vista a importancia dssresultados tanto individuais,
como sociais. Matos (2001) propds que fossem aladigientificamente as plantas
popularmente conhecidas como terapéuticas. Estardagmm foi depois
recomendada na RDC/48/2004, da ANVISA, como sencengtnho mais curto para
a producédo nacional de fitoterapicos.

As estimativas apontam que 82% da populacao hbirasilélizam produtos
a base de ervas. O setor de fitoterapico contaa@oa de duzentas empresas, que
movimentam em torno de US$ 400 milhdes, o que septa 6,7 % das vendas de
medicamentos no Brasil e emprega mais de cem msgoas no pais, sendo um
mercado promissor e em franca expansao (ALVES,e2G08).

A RDC No. 48/2004 da ANVISA conceitua fitoterapicosomo
medicamentos preparados exclusivamente com planéakcinais ou com partes
delas e que possuem propriedades reconhecidasraepcavencdo ou tratamento
sintomatico de doencas, mas também que tenham \@tidadas por estudo
etnofarmacoldgico, apresentem documentacéo técieodiica ou que tenham sido
submetidas a ensaios clinicos até a Fase 3.

2.2 Costus spiralis (Jacq.)Roscoe

2.2.1 Aspectos botéanicos
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Pertence a familia Zingiberaceae que inclui 52 g&n@os quais estao
distribuidas 1.100 espécies. Destas, varias saas ezem rizomas aromaticos e
células secretoras que contém Oleos etéricos ddoaogm. Os géneros estdo
distribuidos em duas subfamilias, a saber (DI STABIA, 2002):

v/ Costoideae, na qual se encontram as espécies dwyogéCostus,
especialmente apiralis (Cana-do-brejo), de amplo uso nas regides de
Mata Atlantica;

v’ Zingiberoideae, que incluem os génemtisgiber, Alpiniae Hedychium,
Curcuma, Renealmia Riedelia, com varias espécies medicingiBl
STASI; LIMA, 2002).

A familia Zingiberaceae (Costaceae) é bem conhgmttaseu valor medicinal.
Esta amplamente distribuida entre os tropicosjcpdatrmente no Sudoeste da Asia. Os
seus membros constituem um importante recurso alatferecendo muitos produtos
Uteis para alimentos, especiarias, medicamentosntes, perfumes e estética (JANTAN
et al., 2003). A india é uma das regides mais riagdiversificadas no emprego e
manipulacdo das Zingiberaceae. A regido Nordesténdia é a zona onde ha maior
concentracdo destas plantas, podendo ser encaomtrB@logéneros e 88 espécies
(PRAKASH; MEHROTRA, 1995). A maioria dos membros rtpacentes a
Zingiberaceae cresce na india em estado selvagg@HAR et al., 2010).

Costus spiralis (Jacqg.) Roscoe, da familia Zinziberaceae/Costaceae
popularmente chamada no Brasil como ‘cana-do-bréagy. 1), € uma espécie
nativa, encontrada em locais umidos do Sul do Méxia peninsula de Yucatan, na
Costa Rica, norte da Coldmbia e no Brasil (SILVét,al 1999). A denominacao
cana-do-brejo inclui duas espéciesCastus spiralis Rosce a Costus spicatus
Swartz, ambas com a mesma utilidade na medicidecimaal (GASPARRI, 2005).

E uma planta perene, rizomatosa, ereta, ndo ramijade 1 a 2m de altura,
nativa em quase todo o Brasil, principalmente me@gdes da mata Atlantica e da
Amazobnia. Apresenta folhas alternas, membranadetajas de bainhas papiraceas,
velutina, em ambas as faces, de 25 a 40 cm de cusego por 6 a 10 cm de
largura. Possui inflorescéncias em espigas termiesirobiliformes, com grandes
bracteas vistosas de cor vermelha, que protegerfloess de cor amarelada.

Multiplica-se tanto por sementes, como por rizontasultivada como ornamental,
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tanto para jardins, como para a producéo de flocatee. Suas folhas, hastes e
rizomas sdo empregadas na medicina tradicionahcipalmente na regiao
Amazonica (LORENZI; MATOS, 2002).

Phil Henrigtte Kress
CHwwihenriettesherbal. com™

=

Figura 2 - Foto daCostus spiraligJacq.)
Roscoe (http://www.henriettesherbal.com)

2.2.2 Aspectos etnofarmacoldgicos

No Brasil, aCostus spiralisé usada na medicina popular como diurético,
analgésico para a bexiga e uretra, bem como padarano processo de eliminagédo
de célculo renal (CORREA, 1984; CRUZ, 1965). Na aatlantica, a infusdo das
folhas é usada contra hipertensdo e o decocto @ felhas, contra diarreia. A
infusdo obtida dos colmos é usada contra hepatif@ieas intestinais (DI STASI;
LIMA, 2002).

Boorhem (1999) relata que o decoctoQizstus spiralise empregado para
aliviar irritacdes vaginais e a leucorreia. Nasdeg Norte e Centro-oeste Castus
spiralis é utilizada no tratamento do reumatismo (TRESVENZ& al., 2006).
Segundo o conhecimento empirico, a cana-do-brejbéen auxilia no tratamento do
diabetes mellitu¢SILVEIRA; RIEDER, 2009).
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Corréa (1984) refere que o suco das folhas desmatapé util contra
arteriosclerose e como calmante, e que as follessds s&o usadas topicamente na

resolucéo de abscessos.

2.2.3 Efeitos bioldgicos

2.2.3.1 Atividade antiurolitica

Viel et al. (1999) testaram a atividade antiurcéitido extrato aquoso de
Costus spiralisimplantando cristais de oxalato de calcio e distmginco na bexiga
urinaria de ratos Wistar. Este procedimento indaziormacao de calculos urinarios,
bem como a hipertrofia da musculatura lisa da l@ex@ tratamento com o extrato
aquoso (0,25 — 0,5 g/kg/dia, 4 semanas, v.0.) reduzxrescimento dos calculos,
porém ndo preveniu a hipertrofia do 6rgdo. A cdititade da bexiga provocada
pelo agonista muscarinico betanecol, néo foi diferentre os grupos tratados com
extrato ou com a atropina. Nao houve, contudorag® do volume urinario dos
ratos tratados, quando comparados com os animajsugo controle. Os resultados
indicaram que o extrato deéCostus spiralis possui atividade antiurolitica,

confirmando, assim, seu uso pela medicina popular.

2.2.3.2 Atividade antimicrobiana, antifingica e anbxidante

Habsah et al. (2000) estudaram a atividade antifi@na e antioxidante
dos extratos metandlico e diclorometanicdCaestus spiralisPara o estudo do efeito
antimicrobiano, seis micro-organismos foram avals&adBacillus substilis (gram
positivo), Staphylococcus aureussistente a meticilina (gram positiv&scherichia
coli (gram negativo)Pseudomonas aeruginoggram negativo)Candida albicanse
Aspergilus ochraceoudD extrato metandlico inibiu o crescimento de guatos
micro-organismos testadoBgcillus substilis, Staphylococcus aureBseudomonas
aeruginosaAspergilus ochraceousgu ando usado em concentragdes maiores que 1
mg/disco. Para &scherichia coli e Candida albicangs extratos ndo tiveram acao.

O extrato diclorometéanico na concentracao de 1 isggdnibiu oBacillus substilise

o Staphylococcus aureussistente a meticilina, enquanto que, paRseudomonas
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aeruginosa e para Aspergilus ochraceoasjnibicdo ocorreu com concentragoes
maiores que 1 mg/disco. Os autores nao realizaoatnode positivo.

Com relacdo a atividade antifingica, Braga et24l07) avaliaram o efeito
do extrato metandlico das folhas @®stus spiralisem dois tipos de fungo, a
Candida albicanse o Cryptococcus neoformangontra eles, o extrato daostus
spiralis ndo mostrou atividade.

A atividade antioxidante dos extratos obtidos cometamol ou
diclorometano foi testada por Habsah et al. (200@ram avaliados o efeito
antioxidante dos extratos obtidos das seguintegcesp de Costusdiscolor,
megalobractea, spiralis @llosissimus A Costus spiralidoi a que apresentou maior
acao antioxidante para ambos 0s extratos.

Gasparri (2005) concluiu que a fracdo metandliceexkvato da cana-do-
brejo produziu um efeito antioxidante contra astkwras deS. cerevisiagquando
expostas ao peroxido de hidrogénio ou ao paracueferindo que esta fracdo

concentra uma quantidade significativa de agemtsxadantes.

2.2.3.3 Atividade antileishmania e citotdxica

Braga et al. (2007) mostraram que o extrato meitandhs folhas d€ostus
spiralis possui atividade antileishmania com unyl@e 250 pg/mL, tanto para a
Leishmania amazonensisomo para d.eishmania chagasiNa concentracdo de
250pg/mL, o extrato metandlico déostus spiralisndo apresentou sinais de

toxicidade significativa para células de mamiferos.

2.2.3.4 Atividade anti-inflamatéria e imunomoduladoa

Das folhas daCostus spiralisfoi isolado e descrito um novo diglicosideo
flavbnico, o 3,5-dihidroxi-7,4’-dimetoxiflavona @-neohesperidosideo. Ja eram
conhecidos a tamarixetina @Gneohesperidosideo, canferidio O3-
neohesperidosideo, quercetina O3weohesperidosideo e o canferol O3-
neohesperidosideo. Estes glicosideos flavonicosodsinaram atividade inibidora
para a producdo de 6xido nitrico em macrofagosads, bem como atividade anti-
inflamatoria (SILVA et al., 2000).
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Dos rizomas daCostus spiralis,foram isoladas duas novas saponinas
esteroidais (SILVA; PARENTE, 2004): aA25R)-26-(3-D-glucopiranosiloxe)-22-
hidroxifurose-5-3-ylO-D-apio-D-furanosil-(2> 2)-O-[a-L-ramnopiranosil- (P 4)]-
S-D-glucopiranoside e a g25R)-26-(5-D-glucopiranosiloxe)-22-hidroxifurose-5-3-
yl-O-D-apiof-D-furanosil-(1>4)-O-[a-L-ramnopiranosil-($ 2)]-4-D-lucopiranosi-
de. Os autores avaliaram suas atividades farmacakgNa dose de 100mg/kg, as
saponinas estoroidais mostraram ser capazes dedrélamento da permeabilidade
vascular. Estes resultados sugerem que estas sapompiodem ser agentes
terapéuticos para situagcdes que envolvem desomfeamatodria, justificando, assim,
0 uso da&Costus spiralippela medicina tradicional brasileira.

Muitos polissacarideos do tipo glicano encontragtosvegetais mostraram
possuir atividade anti-inflamatéria (CZARNECKI;, GRBEK, 1995) e
imunomoduladora (TOMODA et al., 1994). Os estudogesem que 0 mecanismo
de acdo desses polissacarideos pode estar reldmiantatores como a sua acao
sobre o sistema reticulo-endotelial, a estimulagdocapacidade fagocitaria dos
leucécitos e a sua acéo sobre os vasos, afetaed@lpermeabilidade (WHISTLER
et al., 1976).

Silva e Parente (2003) isolaram de talos frescoca@a-do-brejo, trés
polissacarideos do tipo glicanos denominados Cs2 eGCs3. Os estudos quimicos e
espectroscopicos indicaram que eles tém uma estrramificada do tipo glicano.
Mostraram ainda que a capacidade fagocitaria desbéitos foi aumentada pela
adicdo desses glicanos, sugerindo haver neles @@ iemunomoduladora. Em
adicdo a isto, estes glicanos também inibiram oemtionda permeabilidade vascular
produzido pelo acido acético (WHITTLE, 1964).

2.2.3.5 Outras atividades e perspectivas

Uma pesquisa pré-clinica objetivando avaliar easrata cana-do-bregob
o ponto de vista farmacolégico, confirmou ser aéeip possuidorale atividade
analgésica, bem como possuir acdo antiedematogéaicantiespasmaodica
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Na composicao quimica do decocto da planta foistegla a presenca de

inulina, acido oxalico, taninos, sistosterol, sdapag, sapogeninas, mucilagens e
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pectinas (ALBUQUERQUE, 1989 CORREA et al, 1998; ENRA;
ALBUQUERQUE, 1998). Por outro lado, Braga et al0Q2) encontraram o0s
seguintes constituintes na andlise fitoquimica gwat metanolico obtidos das
folhas deCostus spiralisflavonoides, esterois e alcaloides.

Um levantamento bibliografico do efeito biolégicoosd constituintes
fitoquimicos daCostus spiralissobre o musculo cardiaco, musculo liso e musculo
esquelético foi realizado nos seguintes ‘sites’ lulesca: SCIENCEDIRECT,
PUBMED, MEDLINE, SCIELO. Esta avaliacdo mostrou guw®s constituintes
fitoquimicos mencionados, ndo houve relato de ag#we o funcionamento do
musculo esquelético. Porém, alguns efeitos fordatados nos muasculos cardiaco e
liso.

Os polifendis foram os constituintes fitoquimicasegmais apresentaram
efeitos bioldgicos. Dentre eles estdo: flavondidasequinas, taninos e xantonas. As
saponinas e os alcaldides também apresentaramsdbegil0gicos sobre os musculos

cardiaco e liso.

2.3 Musculo liso vascular: efeito de constituintedo géneroCostus

2.3.1 Consideragdes gerais sobre o estresse oxmat doencas cardiovasculares

As doencas cardiovasculares continuam a ser aigalrcausa de morte em
paises desenvolvidos e em desenvolvimento, repeggkn cerca de 20% da
mortalidade (COADY et al., 2001). No Brasil estdsengas causam uma
mortalidade geral de 158,91 0bitos/100.000 hals&anO elo comum entre as
doencas cardiovasculares, incluindo a aterosclemsenca cardiaca coronariana
(DCC), hipertensdo arterial e insuficiéncia cardjag o estresse oxidativo. Este
mecanismo € caracterizado por uma condi¢cdo de wiébeq entre antioxidantes
enddégenos e espécies reativas do oxigénio e/ou ittegémio (ERON)
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

As ERONs podem ser geradas por acao enzimaticagcybarmente pela
oxidase do NADPH, oxidase da xantina (OX) e lipexigse (LOX). A producéo de

ERONs pode ser ampliada pelo papel catalisadorcieloepelo ferro ou cobre. A



36

modificagdo do colesterol LDL (“light density limt) produzida por estresse
oxidativo leva a inducdo de processo inflamatéraamcaumento da aderéncia
leucocitaria e da perda de propriedades protetirandotélio vascular (Mladenka
al., 2010). Estes mecanismos sao importantes nagéradse da aterosclerose
(MLADENKA et al., 2010 cita: KUHN et al ., 1994; @KI et al.,, 2002; ALP;
CHANNON, 2004; MIYOSHI et al., 2006; CHENG,; LI, 2000GURA et al., 2009;
HUANG, 2009; NAPOLI; IGNARRO, 2009).

A disfuncdo endotelial e o aumento da agregacaguptaria séo fatores
pré-coagulantes e podem levar a trombose. Esterguaditas vezes conduz ao
infarto agudo do miocéardio (IAM). Na fase isquémiackd I|AM, ocorre
frequentemente agregacao plaquetaria, ativacaeuteofilos, aumento intracelular
do ferro redutor livre e a transformacao da xandi@sidrogenase em espécie reativa
de oxigénio (ERO), produzindo oxidase de xantinate§ fatos desempenham
importante papel no processo inflamatério do IAMHAMBERS et al., 1985;
TERADA et al.,, 1997; BERRY; HARE, 2004). Quando loxb coronariano é
restaurado (reperfuséo) a recuperacao tissulansenga comprometida devido a
grande liberacdo de EROs e de metais transitdrices|(MLADENKA et al., 2010
cita: AMBROSIO et al.,, 1987; BOLLI et al.,, 1990; B@HER et al., 1992,
CHEVION et al ., 1993; BERENSHTEIN et al., 2002).

Consequéncias comuns do IAM séo a insuficiéncia ardtmias cardiacas
(ZWEIER; TALUKDER, 2006). Nestes casos, as EROsepo@star envolvidas no
surgimento de hipertrofia do muasculo do coragad. \Fsto que pacientes com
insuficiéncia cardiaca tém a producédo de ERO awdan({DE BIASE et al., 2003).
Os superéxidos podem desempenhar um papel imppmanbrigem de arritmias do
coracdo (GOLDBERG et al., 1983; BERNIER et al.,&9ANNING et al., 1984).
Pacientes com hipertensdo arterial sdo propensdssanvolver maior estresse
oxidativo (PARAVICINI et al ., 2008). O papel dotesse oxidativo nessa condi¢ao
€, provavelmente, mais complexo e envolve tantoeadsp hemodinamicos
(vasoconstriccdo), quanto estruturais (remodelag&oular) (MA et al., 2008). No
que diz respeito a contribuicdo hemodinamica, getdem ser devidas a inativacado
direta do o6xido nitrico (NO), promovida pelos ra$c superoxidos e pela
estimulacdo da NADPH oxidase (ZALBA et al., 200BRAVICINI et al ., 2008).
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2.3.1.1 Efeito de flavondéides sobre doencas cardasculares

Os flavondides exercem acgdo positiva sobre a sa@deamundongos
ateroscleroticos. Aléem disso, eles contribuem paethorar o espectro lipoprotéico
de ratos diabéticos sem interferir nos niveis glicés dos animais (CAYATTE et
al., 2001; KRISHNA et al., 2005; XIAO et al., 200Hiladénka et al. (2010),
revisando os trabalhos de Van Jaarsveld et @6)1®e Celle et al. (2004), Ji et al.
(2004), Ralay et Al. (2004), Lapchak et al. (2000g¢ckman et al. (2007), Ha et al.
(2008) e Akhlaghi; Bandy (2009), relataram que lasdnoides podem prevenir o
aparecimento de efeitos colaterais em pacientesimi@mo cerebral ou miocérdico.
Relataram ainda que, nos trabalhos de Karthickl €2@06), Rajadurai; Prince
(2007), Mlagnka et al. (2009), os flavondides exerceram umtefeositivo em
animais com IAM, porém a rutina lhes agravou o qoadinico. Os flavondides
foram capazes de reduzir a pressdo arterial dosashipertensos, porém nenhum
efeito foi visto em animais normotensos, conforrakatam Negishi et al. (2004),
Sanchez et al. (2006), Sarr et al. (2006), Jacketal. (2007), estes revisados por
Miladénka et al. (2010).

Na sua revisdo, Milaghka et al. (2010), analisando os trabalhos de WANG
et al. (1999), DUAN et al. (2000), VIANNA et al. 26) realizados tanto em
modelos animais, quanto no homem, mostraram quéagendides exerceram
efeitos positivos nos pacientes com insuficiénaia@iaca e também no controle das
arritmias do coracdo. Relataram ainda que algumofiibides foram capazes de
reduzir a cardiotoxicidade da doxorrubicina em icanibcito de rato (KOZLUCA et
al., 1996; VAN ACKER et al., 2001; PSOTOVA et &004; BAST et al., 2007;
KAISEROVA et al., 2007).

Miladénka et al. (2010) sumarizam 0s mecanismos de agamv@os com
os efeitos positivos dos flavondides (Tabela 1l)prevencdo e no tratamento de
doencgas cardiovasculares, nas seguintes categorias:
> Diminuic&o do estresse oxidativo por:

Acao direta na remocao de radicais livres;

Quelacéao de radicais livres mediada pelo ferroatue;
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Inibicdo de enzimas produtoras de EROs, em péaticda oxidase de

xantina, oxidase do NADPH e das lipoxigenases

> Diminuicéo da expressao de moléculas que sinaleaascata inflamatoria:

Inibicdo da expresséo da sintase induzida do Giigico (INOS)

Inibicdo da expresséo da ciclo-oxigenase 2 (COX-2);

Inibicdo da ativacao leucocitaria (inibicdo da s@icdo dependente de NF-

ooy

> Inibicdo da agregacéao plaquetaria

> Acao direta vasodilatadora

Tabela 1- Acéo de flavondides em doencas cardiovasculares

Doenca cardiovascular

Acao potencialmente positiva

Aterosclerose e formasDiminuicdo na oxidagdo do LDL (inibicdo da LOX) e

estaveis de CDC

IAM

Insuficiéncia cardiaca

Arritmias

Hipertensao arterial

atenuacao do estresse oxidativo. Diminuigdo dogsisiz
inflamatério (inibicio da adesdo leucocitaria, das
mieloperoxidases e diminuicdo da expressao de iHOS
COX-2).

Diminuicdo da producdo de EROs (quelamento e
eliminacdo de EROs por metais, inibicdo da OX e

oxidase do NADPH) e inibicdo da agregacéo plagizetar

Diminuicéo do estresse dixidgeliminacdo de EROS),
acao inotdpica positiva e inibicdo de metaloprateés.
Diminuigéo do estresse oxidativo (elingga direta de

EROs ou por quelamento feito por metais).

Acédo vasodilatadora, inibigho oxidase do NADPH,

recuperacdo do NO devido a inibicdo da producéo de

superoxido
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2.3.2 Considerac0Oes gerais sobre a vasoconstricgha vasodilatacao

Scholz et al. (2010) descreveram que a pressanahsisstémica depende
da resisténcia do sistema vascular ao fluxo deusagge por ele passa. Afirmaram
gue o principal determinante da resisténcia vas@ildecorréncia da contratilidade
das células vasculares do musculo liso, que séizananas paredes das artérias de
resisténcia e das arteriolas. A atividade desdaksé controlada com precisédo por
estimulos vasodilatadores e vasoconstrictores, sgioe mediados por horménios
circulantes, por neurotransmissores e fatoresdatsrivados do endotélio.

A atividade contratil das células do muasculo lissaular € controlada por
canais ibnicos que se localizam na membrana plasm@IACKSON, 2000;
BRAYDEN, 2002). O calcio citoplasmatico livre regulde forma precisa a
contratilidade da musculatura vascular. Este iansita pela membrana celular via
canais idnicos especializados que sao controladlms gmtencial de membrana. O
influxo de célcio, através dos canais para caleanembrana plasmatica, inicia a
cascata que leva a contracdo muscular, desencadediizeracdo do calcio que se
encontra estocado nas organelas intracelularesolRar lado, quando ha ativacéo
dos canais para potassio, a célula hiperpolarizaddeao aumento do efluxo deste
ion. A modificacdo da voltagem da membrana levaadiviacdo dos canais para
calcio, o que contribui para a vasodilatacdo (BRAXD 2002). As células do
musculo liso vascular expressam diversos tipos a®is idnicos, entre eles, o0s
canais para potassio, para célcio, para cloretonbdém o0s canais que sao ativados
pelo estiramento mecanico do muasculo, ajudanddomass regular sua atividade
contratil (JACKSON, 2000).

2.3.2.1 Efeitos de flavondides sobre a corrente dslcio em células do

musculo liso vascular

O calcio que entra nas células do musculo liso wlasgromove uma
despolarizacdo e inicia a contracdo desse muskEvando a vasoconstricgéo.
Assim, farmacos anti-hipertensivos tém sido prodiogibaseados na ideia de
inibir as correntes de entrada de calcio. Variagdhoides mostraram-se capazes

de inibir essa corrente e foram reconhecidos confmst&8ncias dotadas de
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potencialidade terapéutica contra a hipertensdialtt Wijetunge et al. (1992)
relataram que a isoflavona e a genisteina, estmibidor da quinase de tirosina,
podem inibir, de forma dose-dependente, a corr@lgecalcio nas células
musculares dos vasos. Resultados semelhantes fanasipém obtidos por Figtree
et al. (2000). Estes mostraram que a genisteinae-equm fitoestrégeno — bem
como a floretina e a biocanina A, relaxam as a$écioronarias de coelhos por
inibirem a corrente de calcio da célula vasculéejt@ que ocorre de forma
independente do endotélio. Curiosamente, em pasieiuntarios que ingeriram
proteina de soja, foram observados efeitos vasaaetes com concentracdes
plasmaticas de flavondides que estavam na mesma f@iada nos estudas
vitro (FIGTREE, 2000).

Pan et al. (2008) relataram que o flavondide ekmite, extraido da
Scutellaria barbatee daScutellaria lateriflora,relaxa anéis de aorta de rato dotados
ou ndo de endotélio. Os autores sugeriram queb&do do influxo de calcio pode
estar envolvida no efeito vasorrelaxante observadbicdo da corrente de calcio
vascular foi também relatada para o flavondidecoaiha, isolado d&arcococa
saligna, e também para o flavondide de origem vegetal cbande catequina
(GHAYUR; GILANI, 2006; WU et al., 2006; GHAYUR el.a2007).

Os efeitos produzidos pela epigalocatequina gala®CG) - principal
flavondide do chéa verde - sobre preparacdes vassulém sido muito estudados. A
EGCG produz efeito bifasico, promovendo uma vassit@ao inicial, que se deve a
um aumento do influxo de célcio e, em seguida, asorelaxamento, este devido a
inibicdo dos canais para calcio vasculares (HUANGIl.¢ 1998; ALVAREZ et al.,
2004; KIM et al., 2004). Fusi et al. (2003) mosararque o flavondide miricetina
exerce efeitos similares a EGCG em canais par@ogcaésultando em uma reducéo

da corrente de calcio em células isoladas de ardércalda do rato.

2.3.2.2 Efeitos de flavondides sobre as corrente® ghotassio das células do

musculo liso vascular

Quatro principais canais para potassio estdo descrias células do
musculo liso vascular. Sao eles: canal ativadogadrio (BKcg), canal sensivel a

ATP (Katp), canal dependente de voltagem, ke o canal com retificacdo para
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corrente de entrada (“inward rectifier channel 7"KKO et al., 2008). A ativacao
destes canais promove o0 aumento das correntestéssiop levando as células do

musculo liso vascular a hiperpolarizacdo, o queravasodilatacéo.

2.3.2.2.1 Efeito de flavonoides sobre os canais 8K

Os canais Bk, tém sua condutancia aumentada sempre que a cagant
de calcio intracelular se eleva (EICHHORN; DOBRE2007). Com isso, o efluxo
de potassio aumenta, produzindo hiperpolarizacdonsequente vasodilatacdo. A
acao de flavonoides sobre os BKiem sido muito estudada. XU et al.(2008)
relataram que o canferol exerce parte da sua atleidvasodilatadora por ativacao
destes canais. Efeitos similares tém sido relatpdos a isoflavona pueranina (SUN
et al.,, 2007). A diocleina, um flavondide da ra& Dioclea grandiflora causa
hipotensdo em ratos normotensos (CORTES et al.])200sando preparacdes
isoladas de artérias mesentéricas de ratos, CORTES (2001) mostraram que o0
efeito vasorrelaxante da diocleina se deve, prahtipnte, a hiperpolarizacéo devido
a ativacdo de canais BK Saponara et al. (2006), encontraram que o fladeno
naringenina, obtido de citricos, também dilata st aorta de rato privados de
endotélio. O mecanismo envolve a ativagédo de calwaipo BKc,. Efeitos similares
foram obtidos com os flavondides quercetina, pureareGCG e proantocianidinas
e também para o polifenol ndo flavonoide resvelrd&@HLMANN et al., 2005;
COGOLLUDO et al., 2007; GAO et al., 2007; NAGAOKAa., 2007; DALBO et
al., 2008; ROMANO; LOGRANO, 2009). A ativacdo denas do tipo Bk, € uma
chave importante para explicar o efeito vasorreitxale flavonoides, o que pode
ser um mecanismo importante para explicar o efmttefico dessas substancias nas

doencas cardiovasculares (SCHOLZ et al., 2010).

2.3.2.2.2 Efeito de flavonodides sobre os\¥¢ e outros canais

A acdo de flavondides sobre canais para potasgiolados pelo ATP
(Katp) foi estudada por Ogata et al.(1997). Eles redatague a genisteina inibe os
Kate €m musculo liso da veia porta de coelho. Propuseiada que a inibicdo da

corrente desse canal pode ser devida a uma agfwebldora feita em conjunto com
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a ativacdo da quinase de tirosina. Jin et al. (R6@®&traram que o chéa verde, que é
rico em flavondides EGCG e em epicatequina, tamitsthaz a atividade dos canais
Katp. Em concentracdes elevadas, o EGCG inibe diretnsstes canais, porém em
baixa concentracdo a reducdo da corrente pareagesiEla ao desacoplamento de
fosfoinositideos e ATP, da proteina formadora dmta

O papel exato da inibicdo do canaltK na regulacdo do tonus vascular
ainda nao foi completamente entendido. Khan; Gi{2aD6), analizando os efeitos
do flavondide crisoeriol, obtido do cha éapalathus linearismostraram que, em
ratos anestesiados, havia uma vasodilatacdo prdmper ativacdo dos canaigis.

Ko et al. (2009) relataram que a genisteina podaris canais para
potassio dependente de voltageny)(Kndependentemente da ativagdo da quinase de
tirosina. Analizando os efeitos de procianidinamket al.(2000) mostraram que o
efeito vasodilatador pode ser devido a ativacdeedesanais. Iwasaki-Kurashinge et
al. (2006) relataram que concentrados Ri#es nigrumexercem um efeito
vasodilatador por ativacdo de varios canais pataspm. Eles sugeriram ainda que
duas delfinidinas, abundantes R#ébes nigrum podem ser causadoras do efeito
observado.

O flavondide tilianina, isolado dAgastache mexicangaambém promove
um efeito anti-hipertensivo, relaxando anéis dé¢aaisolados. O mecanismo de acao
deste relaxamento envolve a abertura de canais gEgssio independentes de
endotélio (HERNANDEZ-ABREU et al., 2009). Recenteree Matsui et al.(2009)
mostraram que a procianidina, obtida da macd, aekmxéis de aorta de rato,
possivelmente por ativar canais para potassio stigelA vasodilatacdo relatada para
amentoflavona, colavirona, pinocembrina, luteolgaardamonina, envolve uma
acao sinérgica entre a ativacdo de correntes dsgote a reducdo de corrente de
calcio (KANG et al., 2004; JIANG et al., 2005; ZHif al., 2007; ADARAMOYE;
MEDEIROS, 2009; FUSI et al., 2010).

2.4 Musculo cardiaco: efeitos de flavonodides sobcerrentes idbnicas

2.4.1 Considerac0Oes gerais
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A atividade mecéanica do coragcdo é controlada caenigfio por estimulos
elétricos que se propagam ordenadamente atravéscdtd miocardico. Células
especializadas, localizadas no nodulo sinusal, dorno marcapasso primario do
coracdo. Depois da despolarizacéo dos atrios, a @aexcitacdo passa pelo nodulo
atrio-ventricular e entdo se espalha seguindo ters& His-Purkinje para, por fim,
alcancar o miocardio ventricular. A ativacdo dosfitamentos promovida pelo
calcio intracelular livre acopla as atividades red@s e mecanicas do musculo
cardiaco, promovendo entdo a sistole. Com a abhedrcanais para potassio, as
células do coracdo repolarizam, o que mecanicanlente & didstole (CONDE-
GARCIA, 2002; SCHOLZ et al., 2010).

2.4.2 Efeito sobre a corrente “funny”

A corrente marcapasso “funny’s)(E uma corrente transportada por cations
nao especificos e que se ativa pela hiperpolanzdgdmembrana das células do
tecido marcapasso (RODEN et al., 2002). A inibigle k reduz a taxa da
despolarizacdo diastdlica lenta (DDL), que € caréstica dos potenciais de agéo
marcapasso (CONDE-GARCIA, 2002). Com isto, a vaoeago potencial de
membrana que se observa nas células marcapassoaenais lenta, aumentando o
tempo para que o limiar de estimulacdo seja alckn@ consequentemente,
reduzindo a frequéncia dos disparos da regido passa. Ma et al. (2002)
encontraram que a isoflavona e a genisteina, estaibidor natural da quinase de
tirosina, exercem um efeito cronotropico negativo €lulas isoladas do ndédulo
sinoatrial de coelho. Altomare et al. (2006) demavain que a genisteina pode inibir

a k, interagindo com sitio intracelular da proteina éarma o canak.

2.4.3 Efeito sobre a corrente de sédio

A fase de despolarizacdo do potencial de acdo ndiccaé produzida
gracas a corrente de sodiQgflque transita pelos canais r4pidos para esteEfte.
canal é operado pela voltagem da membrana ceR@DEN et al., 2002). O influxo
prolongado de sédio, durante a fase do platd, siderado ser um mecanismo pro-

arritmogénico, pois favorece ao aparecimento delagées prematuras pos-
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despolarizacdo o que pode levar ao aparecimentaguecardia ventricular. Nesse
sentido, a inibicdo da,d permite que as atividades elétricas pro-fibrilaspossam
ser supressas (KNELLER et al.,2005). Usando adaaho “patch-clamp”, Zhang et
al. (2003) mostraram que, entre outras correntasas, a isoflavona puerarina inibe
diretamente\, de forma dose dependente. Os autores afirmarama qubicao das
correntes\, feita pela puerarina pode ter efeito antiaritimespecialmente sobre as
arritmias observadas durante a reperfusdo mio@ardic

Wallace et al. (2006) encontraram que os flavor®idgiercetina e
catequinas, ambos constituintes das uvas vermeligas, como o polifenol n&o-
flavondide resveratrol, inibem o0s canais para soéde célula miocardica.
Curiosamente, os autores mostraram que 0 resVeexerce parte deste efeito
inibindo a k, tardia. Esta corrente parece ser um elemento-clgara o
desenvolvimento das poOs-despolarizacdes prematguasinduzem o aparecimento
de taquiarritmias ventriculares, bem como as tesnidBorsade-de-Pointes
(WALLACE et al., 2006).

2.4.4 Efeito sobre correntes de calcio

A corrente de calcio das células miocardicag fpfodem ser sub-divididas
em dois grupos principais: a) corrente de calgo-ti e b) corrente de calcio pelos
canais tipo—T (RODEN et al., 2002). O influxo dé&iavia canais para calcio tipo-L
€ um dos elementos responsaveis pela manutencgtatdodos potenciais de agéo
dos cardiomidcitos. Além do mais, esse influxo d&io provoca a liberagdo do
calcio estocado intracelularmente, promovendo, ngssio acoplamento
eletromecanico. No entanto, um excesso na entradaldio tem sido associado ao
desenvolvimento de fendmenos prematuros e osdlacbehecidos como poés-
despolarizacdo precoce, que séo causa de grauesiaar(MARBAN et al., 1986;
GREENSTEIN et al., 2000; KEATING; SANGUINETTI, 200MA et al., 2002;
RODEN et al., 2002; ZHANG et al., 2003; KNELLERa&t, 2005; ALTOMARE et
al., 2006; WALLACE et al., 2006).

A inibicdo das correntes de célcio tipo-L tem smloduzida por varios
flavondides. Chiang et al. (1996) relataram queseaflavona genisteina inibe

diretamente d, em midcito ventricular de cobaia. Além do maistddae et al.
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(1998), encontraram que a genisteina reduz a pimzae do estado aberto dos
canais para calcio, sem afetar, contudo, o tem@bddgura médio destes canais nem
as variacdes da condutancia da membrana. Resulbadosihantes foram também
obtidos por outros grupos (BELEVYCH et al.,, 2002;ed al., 2004). Os dados
experimentais analisados em conjunto mostraramegiste um grande numero de
evidéncias de que a isoflavona e inibidores da ap@nde tirosina, tal como a
genisteina, podem exercer acao negativa e dirdtiee S5 canais para calcio das
células do musculo cardiaco.

Quian et al. (1999) estudaram os efeitos da pueradbre a corrente de
calcio em cardiomiécitos isolados de cobaia. Estemres encontraram que a
isoflavona inibe d, de forma dose-dependente, com uma poténcia semelpara a
inibicao da ka pela puerarina.

Assim, semelhantemente a isoflavona genisteina,uerapna também
parece agir como um inibidor multicanal em cardiitos. Analisando os efeitos
de flavondides derivados de extrato de planta, s®lo sugerido que o extrato da
Averrhoa carambolaHyoscyamus Nigez Ginkgo bilobainibem a corrente de célcio
nas células do coracdo (SATOH; NISHIDA, 2004; VASGIELOS et al., 2005;
KHAN;GILANI, 2008;).

2.4.5 Efeito sobre correntes de potassio

A corrente de potassio sarcolemal nos cardiomisgtme ser sub-dividida
em uma corrente transiente de saiday)JKima corrente com retificagéo tardia {I1K
ou IK) e uma corrente com retificacéo de entraladu IK;)) (GREENSTEIN et al.,
2000; KEATING; SANGUINETTI, 2001; MA et al., 200RODEN et al., 2002;
ZHANG et al., 2003; KNELLER et al.,, 2005; ALTOMAREt al., 2006).
Principalmente expressadas nas camadas epicadbcasiocardio, a lis produz
uma breve corrente de saida, logo apos a fasal@spelarizacéo, contribuindo para
que o potencial de acdo miocardico tenha uma faipoa‘ponta e capula”. As IK
podem ser divididas em correntes de ativagdo tdpalas (IK,), ativacdo rapida
(IK)) e ativacao lenta (I§ Enquanto que a IKesta intimamente relacionada com a

repolarizacao de células atriais humanas, & [& IK;estdo envolvidas com a fase de
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repolarizacdo de células ventriculares (GREENSTEtNal., 2000; KEATING;
SANGUINETTI, 2001; RODEN et al., 2002).

A reativacdo da corrente;lrecupera o potencial de repouso da membrana
no final da repolarizacéo. Até o momento, someateps flavonoides tém mostrado
ser capazes de inibir as correnteg.lR isoflavona puerarina (ZHANG et al., 2001)
e a genisteina (GAO et al., 2004; OUYANG et alQ&0inibem a Ik,. A flavona
acacetina foi considerada ser uma droga promigsmraua capacidade seletiva de
tratar arritmias atriais (LI et al., 2008). Li dt £008) mostraram que a acacetina
prolonga o potencial de agdo cardiaco porque iaibk, e a IK,, sem produzir
efeito sobre as correntes despolarizantgs & k. A inibicdo da IK, pela
isoliquiritigenina - extraida do alcacuz - foiatlda por Noguchi et al. (2008).

A repolarizacao ventricular depende fortementetdl@@io da corrente K
(KIEHN et al., 1999). Sua inibicdo € um efeito ¢efal comum em um grande
namero de drogas e tem sido associada com o ddégemsoto de arritmias
ventriculares malignas (Torsade-de-Pointes). Nargaf a inibicdo desta corrente
também estd relacionada a propriedades antiardasmide compostos bem
conhecidos, tais como: a amiodarona, dronedar@ajma&ina (KIEHN et al., 1999;
THOMAS et al., 2003; KIESECKER et al., 2004). Rdeemente, foi realizado um
amplo estudo envolvendo muitos flavondides. Nelets®rvou que, entre outros, 0s
flavondides citricos hesperetina e naringenina Uud@m os canais para potassio
HERG, que sédo a base molecular gaeém seres humanos (SCHOLZ et al., 2005;
ZITRON et al., 2005; SCHOLZ et al.,, 2007). Resubsdsimilares foram
encontrados com o EGCG (KELEMEN et al., 2007). M¢aeto, deve ser ainda
elucidado se esse efeito € pré ou anti-arritmogéric IK; € uma das principais
correntes responsaveis pela repolarizacao celyataeestabilizacdo do potencial de
repouso da membrana (GREENSTEIN et al., 2000; KBSl SANGUINETTI,
2001; RODEN et al., 2002).

Analisando a corrente de potassio, em midcito ianérr de cobaia, Chiang
et al.(2002) encontraram que o inibidor da quirtsérosina - genisteina - bloqueia
a IKq, levando a despolarizagdo do potencial de membeaaa aparecimento de
automaticidade anormal. A inibicdo dos canaj2R foi identificada por Zhao et al.
(2008) como sendo a base molecular para a redugdl;djue é promovida pela

genisteina. Analizando os mecanismos causadoreaudmento de duracdo do
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potencial de acdo cardiaco observado com extraftaprdo d€rataegus Muller et

al. (1999) encontraram que;jlke IKy podem ser bloqueadas por este extrato. Scholz
et al (2010) resumiram numa tabela a acédo de disdlgvondides sobre diferentes
tipos de canais ibnicos importantes na eletrofigjial celular do miocardio e do
musculo liso vascular.

Bidase et al.(2000) mostraram que as isoflavonat®rtdina e 3-hidroxi-
tectoridina, isoladas de ervas Ayurvédicas, podetigar e modular os receptores de
rianodina, que sdo responsaveis pela liberacdo allmocestocado no reticulo
sarcoplasmatico. Lorenz et al.(2008) encontrarama&GCG, componente do cha
verde, ativa os trocadores cardiacos pard/Hlae N&/C&*, modulando a
contratilidade miocardica. A puerarina, que é unbidor multicanal, tem sido
mostrada ser capaz de inibir a permeabilidade dabrama mitocondrial e também

de ativar o canal para potassio sensivel ao AT®adaganela (GAO et al., 2006).

2.5 Aparelho cardiovascular: efeito de substanciagxtraidas de plantas do

géneroCostus

2.5.1 Efeito de catequinas

Estudando a acdo das catequinas sobre o muscudacmare vascular,
Velayutham et al. (2008) relataram que dados epaégicos e resultados de
estudos clinicos e experimentais tém demonstrad@aqunsumo de cha verde pode
ter efeitos benéficos para a saude cardiovascOarpolifendis sdo os principais
compostos do cha verde, sendo que as catequinas S0 principal componente.
Esta substancia exerce efeito vasculo-protetor spieda por meio de diversos
mecanismos, entre eles: antioxidantes, anti-hipsittes, anti-inflamatorios, anti-
proliferativos, anti-trobogénicos e redutores dipsdeos plasmaticos. Descrevem
ainda o mecanismo de acdo da catequina sobre @ofuwescular, citando: 1)
atividade antioxidante, eliminando radicais livregjelando ions de metais de
transicdo ativos, inibindo os fatores de transorig@ibindo enzimas pro-oxidantes e
induzindo enzimas antioxidantes; 2) As catequiohascha inibem enzimas-chave
envolvidas na biossintese de lipideos e reduzenbsargio intestinal destas

substancias, melhorando assim o perfil lipidicasdiogue; 3) As catequinas regulam
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o tébnus vascular, ativando o Oxido nitrico endatel) As catequinas previnem a
inflamag&o vascular, que desempenha um papelccnitéc progressdo das lesdes
ateroscleroticas. Esta atividade anti-inflamatpode ser devida a supresséo que ela
promove da aderéncia de leucocitos ao endotéliqueo facilita a transmigracao
destas células. Este efeito anti-inflamatério s@padmeio da inibicdo da producao
de citocinas que sdo mediadas pelo fator nucl&(NF-kB) nas células endoteliais
e inflamatdrias; 5) As catequinas inibem a prodiééo de células do musculo liso
vascular, interferindo com fatores de crescimeesiab células que estdo envolvidos
no processo de aterogenesis; 6) As catequinasnspria aderéncia de plaquetas,
inibindo assim a trombogenesis. Esses efeitos aporgara o fato de que as
catequinas podem ser novas moléculas derivadaksa® Uteis na prevencao e no
tratamento de doencas cardiovasculares.

Para testar a hipétese de que as catequinas pddamarla remodelacdo
ventricular crénica depois de isquemia miocardicGyzuki et al. (2007)
administraram oralmente estas substancias a nabosesidos a isquemia miocardica.
Embora tenha sido observado em animais isquémicts al producéo de fibrose
tissular e a exacerbagdo de fatores proé-inflanwgprs catequinas promoveram,
nestes animais, uma atenuacao dessa reacao pwermmitanto o fator NF4B,
guanto as metaloproteinases matriciais. Estesosfeifio foram acompanhados de
reacOes adversas sistémicas. Os autores conclujtemas catequinas podem
prevenir o remodelamento do coracdo poés-isquemrgupopodem suprimir a

expressao de varios genes pro-inflamataorios.

2.5.2 Efeito de xantonas

Wang et al. (2001) realizaram um ‘screening’ salgeefeitos hipotensores
e vasorrelaxantes produzidos por derivados singtias xantonas. Com isso, foram
identificados varios compostos com propriedadesopicas. CHEN et al. (1993)
sugeriram que um dos compostos, o composto 13 pagibloqueio dos canais para
calcio e dos receptores adrenérgicos. Os resultimmsrentes do estudo de Wang et
al. indicaram que este composto, usado em concéotralevada, é um inibidor
relativamente seletivo de canais-receptores opsrpdoC&%. Os autores sugeriram

ainda que o efeito inibidor sobre a resposta cthwhservado com elevado*K
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extracelular ou com a norepinefrina em aorta toeacde rato, se devia
principalmente & inibicdo do influxo de Batanto através de canais dependente de
voltagem, quanto pelos canais-receptores operadp<Cg’. Chen et al. (1992)
mostraram que o composto 9 podia inibir a atividddeenzima conversora de
angiotensina | (ECA). Sua atividade hipotensoradsee, simultaneamente, ao
blogueio dos canais para calcio, a inativacdo da E@ um antagonismo ao sistema
parassimpatico.

Marona et al.(2009) estudaram varios derivadosetstais de xantonas,
examinado suas atividades eletrocardiograficagténsoras e anti-convulsivantes,
bem como suas afinidades para os receptores agiarsdos tiposi1l e[11. Entre
0S compostos estudados, alguns apresentaram imigoréividade anti-arritmica
e/ou hipotensora. Os compostos 4 e 7 apresentaraars maior poténcia contra
arritmias induzidas pela adrenalina.

Wang et al. (2009) mostraram que xantonas isolddddalenia elliptica
promoveram vasodilatacdo na artéria coronaria e gaando ela foi pré-contraida
pela 5-hidroxitriptamina (5-HT). Eles estudaramseguintes derivados: 1-hidroxi-
2,3,5-trimetoxi-xantona (HM-1), 1-hidroxi-2,3,4 &#tametoxi-xantona (HM-2), 1-
hidroxi-2,3,4,5-tetrametoxi-xantona (HM-3), 1,7- hidiroxi-2,3,4,5-tetrametoxi-
xantona (HM-4), 1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxi-xantor(&M-5) e 1,7-dihidroxi-2,3-
dimetoxi-xantona (HM-7). A remocdo do endotélio oo os efeitos
vasorrelaxante da HM-1, HM-7, mas nao da HM-2, H\NHBI-4 ou HM-5.

2.5.3 Efeito de taninos

Os taninos séo polifendis naturais capazes de piaaci alcaldides
hidrossollveis e que possuem uma acao inibitotimesa ECA. Liu et al. (2003)
identificaram 18 polifendis taninicos a partir deas chinesas e examinaram o efeito
in vitro desses taninos sobre a ECA, bem como o0s seus ismoarde acdo. Nesse
trabalho, os autores analisaram o efeito dos tangwire a elevacdo da pressao
sanguinea induzida por angiotensina |, em ratosnéapeamente hipertensivos.
Nove taninos inibiram a ECA com 4€< 200 uM e foram identificados como
pertencentes a trés classes: cafeoilquinatos, nlawals e galotaninos. Dois dos

flavan-3-ols, a saber, a epigalocatequin@-8alato e epigalocatequinacs-
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metilgalato, e um dos galotaninos, o 1,2,3,4,63engaloil-3-D-glicose
apresentaram acdo inibitéria nédo-especifica dadatie das enzimas tripsina e
quimiotripsina. A inibicdo da ECA pelo 1,2,3,4,6ape0-galoil-B-D-glicose foi
também reduzida pela adicdo de albumina séricandosugerindo um modo de
acdo nao-especifico.In vivo, a 1,2,3,6-tetr®-galoil--D-glicose e a
epigalocatequina-8-metilgalato tiveram um forte efeito hipotensor, daedose-
dependente e que reduziu de forma significativaresgdo arterial de ratos
hipertensos. Os achados sugerem que alguns dosodamsolados das ervas
medicinais chinesas inibem a atividade da ECA demdon&o-especifica. A agao
inibitéria exercida por esses taninos pode expbsagfeitos hipotensores observados
no uso de algumas ervas da Medicina tradicionaledai.

Lee et al. (2010) estudaram os efeitos de tanindolisaveis sobre as
contracdes do musculo papilar de rato, comparasdmm o efeito do propanolol
tomado como controle positivo. Os valores dag I@ara o acido digdlico, acido
galico, germina D, praecoxina A e 1l-desgaloil ruggd- foram, respectivamente,
4.2x10° , 1.3x10*, 1,4x10* , 1.5x10* e 1.7x10" M. A incubacdo com taninos
atenuou a resposta inotrépica negativa induzida pebpanolol e potenciou as
atividades 1-adrenérgicas do bloqueador.

Xie et al. (2007) examinaram os efeitos vasorreltesado extrato bruto e
de taninos purificados obtidos @eum japonicunThunberg (Rosaceae). Os estudos
foram conduzidos em aorta toracica isolada de rmatéim de avaliar os efeitos
hipotensores produzido por extratos e taninos, &os mormotensos e hipertensos.
Os autores mostraram que o0s extratos acetbnico tendico usados numa
concentracdo 30 pg/mL, relaxaram os anéis de pogtaontraidos pela fenilefrina
sem, contudo, afetar a tensdo repouso da prepata@gligica. A remocao do
endotélio vascular, a inibicdo da éxido nitricotase (NOS), promovida pela [N
nitro-L-arginina (L-NA) ou a inibicdo da biossintkedo GMPc, feita com azul de
metileno, todos aboliram o efeito vasorrelaxanteedtrato daGeum japonicum
Thunberg. A adicdo de L-arginina, que € substrata piossintese do oxido nitrico
(NO), reverteu os efeitos inibitérios da L-NA. Béevasorrelaxante semelhante foi
observado com os taninos pefayaloil-B-glicosideo, casuarina e 5-
desgaloilestaqgiurina. A injecdo intravenosa do aatr butandlico, em ratos

hipertensos e normotenso, resultou em uma redwcfcedsao arterial, efeito que foi



51

abolido pela injecdo prévia de L-NA. Estes resutasligerem que os taninos podem
ser responsaveis pelos efeitos vasorrelaxanteaehigores d&eum japonicume
que tais efeitos sdo mediados pela producdo enddédenNO com formacéao
subsequente de GMPc. Estes dados indicam que mosxtleGeum japonicum
podem vir a ter uso como novos agentes anti-hipgktes.

Chiesi; Schwaller (1994) descreveram que o tanicapaz de estimular a
ATPase-C&-dependente do reticulo sarcoplasmatico (SERCA) aivédade de
bombeamento do célcio citoplasmatico livre paraeticulo sarcoplasmatico (RS),
em miocardio de cdo. Entretanto, ndo houve estghalasobre SR de musculo
esquelético, pois essa preparacdo expressa pousfolafoban (PLB). As
caracteristicas da estimulacdo foram semelhante®le®y observadas apos a
fosforilacdo da proteina regulatéria PLB feita pglanase de proteina A (PKA).
Como a capacidade de essa enzima fosforilar o RiiBnfpedida pelo tanino,
conclui-se que ele ao interagir com o PLB promowe fdrma semelhante a
fosforilacdo, a liberagdo da SERCA para que elampbsmbear Gapara o RS. A
fosforilacdo da troponina |, que é outro substpaia a PKA, ndo sofre influéncia da
inibicdo feita pelo tanino. Os resultados experit@ien sugeriram que, em
concentragdes submicromolares, os taninos previaerfosforilagdo do PLB,
interagindo com uma porcdo hidrofilica e citosoOlsesta estrutura. Os autores
concluiram que a ligacéo especifica do tanino a@ iRlpede a inibicdo exercida por
ele sobre a SERCA do RS.

2.5.4 Efeito de saponinas

Saponinas esterdides tém atraido a atencédo desnp@sguisadores devido
a sua diversidade estrutural e significante atolédbiolégica. Saponinas esteroidais
totais, extraidas do rizoma dAioscorea zingiberensisC.H. Wright (DZW)
constituem um tratamento eficaz para a doencamasicular. Hua i et al. (2010)
isolaram muitos compostos da DZW e avaliaram suadatle anti-trombdtica,
usando o modelo de trombose induzida por ligadaraeia cava inferior do rato e
também avaliando a trombose pulmonar em modelaadeiedongo. Os principais
constituintes encontrados foram: parviflosida, gulettonina, protodioscina,

protogracilina, saponina zingiberensis, deltonidi@scina e trilina. As saponinas
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extraidas dos rizomas mostraram capacidade der iaitagregacdo plaquetéria,
evitando assim a formacgao de trombo. Elas prologaradempo de tromboplastina
ativado e também os tempos de trombina e de prbtnanEssas saponinas também
aumentaram o tempo de sangramento e de coagulagéartira dose-dependente.

Li et al (2010) estudaram os efeitos da saponirmzesaponina VI (ASA
VI), extraida da plant®ipsacus aspefXuduan), em modelo animal de isquemia
miocéardica. A isquemia foi produzida por ligadura drtéria coronaria. O preé-
tratamento dos animais com ASA VI protegeu o caradéminuindo os niveis da
creatinoquinase-MB, lactato desidrogenase, tramssaiglutamico-oxalacética e da
troponina T séricas. Os niveis de catalase, pasgiglutatibnica e de dismutase de
superoxido foram aumentados no miocardio, enquamb@ oS niveis de
malonoaldeido sofreram reducdo em ratos com is@uenmcardica. A ASA VI
também elevou as atividades das enzimas mitocasdeiatre elas as desidrogenases
do acido succinico, do isocitrato e do maleato, lwemo a dol-cetoglutarato.
Ainda elevou o nivel intracelular de ATP, porémuzd os de calcio. O seu efeito
cardio-protetor foi visto no eletrocardiograma e hstopatologia. Em estudas
vitro, a ASA VI mostrou ser citoprotetora contra a exgis ao peroxido de
hidrogénio. Usada antes da exposicdo a este perOgidASA VI aumentou a
viabilidade celular e inibiu a formacédo de espécestivas induzidas pela,€,.
Também aumentou a atividade da desidrogenase titolaco sobrenadante de
cultura de células e da desmutase de superoxida;aediomiocitos, reduzindo os
niveis de malonodialdeido. Concluiram os autoresagASA VI pode ter um efeito
cardioprotetor significante contra danos causadeta psquemia miocardica,
sugerindo que o mecanismo de acdo para isto sajinmacéao (“scavenging”) de
produtos da lipoperoxidacdo decorrentes da acdespécies reativa derivadas do
oxigénio. Esta acdo seria responsavel por aumaatanzimas de defesa a agresséo
oxidativa, prevenindo o dano mitocondrial.

Os efeitos da glicosideo saponina no musculo emdr de furdo foram
investigados por Noireaud et al. (1989). A sapomrauziu um efeito inotropico
positivo em preparagdo isolada mantida em camara pPagdo. Quando a
concentracdo de calcio no banho foi reduzida pavais equivalentes aqueles
encontrados no meio intracelular, entdo a sapofnacapaz de promover a

destruicdo do sarcolema das células cardiacade@ssdoram também investigados



53

em fibras de Purkinje de coragdo de ovelhas. Neepga de concentracdes de calcio
extracelular normal, usado para prevenir a agredsaembrana celular, a saponina
aumentou a atividade do sédio, diminui a atividddepotassio, mas pouca alteracao
fez no pH intracelular. A diminuicdo da atividade mbtassio foi comparada aquela
decorrente do efeito da estrofantidina. As altezagips niveis idnicos intracelulares
foram acompanhadas pelo desenvolvimento de cordraf@s efeitos da saponina
podem ser explicados por sua interagdo com o eotdsha membrana celular,
resultando em um aumento na permeabilidade da naemkao sédio. Os autores
sugerem que este mecanismo pode ser pelo menosadm rpsponsavel pelo

aumento inespecifico da permeabilidade da memimelnéar.

2.5.5 Efeito de alcaldides

Li et al (2010) estudaram o mecanismo da ac&aorangénica produzida por
compostos extraidos de plantas do género Aconitistes derivados sao
empregados desde muito tempo na China para o #atarde doencas. No entanto,
0 uso inadequado dos produtos derivados dessa ade resultar em intoxicagao
grave. Aconitina (ACO), um alcaldide diterpendidetido de plantas do género
Aconitum, contribui para os efeitos cardiotoxicobservados, sendo também
conhecido que esta substancia induz arritmias erdelo® animais. Os autores
investigaram os efeitos da aconitina sobre caraia potassio tipo Kvl1.1 que sao
codificados pelo gene HERG (“ether-a-go-go relateahnel” ) e sobre os Kv1.5. Os
canais HERG e Kv1.5 foram expressos em ovOcitosem@pus laevig as correntes
ibnicas foram registradas usando a técnica de dgelclamp” com dois
microeletrodos. Nos canais HERG, a ACO promoveubloqueio que evoluiu de
maneira dependente de tempo e voltagem. Nos ckrais, a ACO produziu uma
inibicdo que foi dependente da voltagem, do tempa &equéncia de estimulagéo.
Estes fatos sugeriram que a acdo da ACO sobredaas se deve a uma ligacao
preferencial desta substéncia com a proteina Kvqu&ndo esta se encontra em seu
estado aberto. Os autores concluem que a ACO hiaqanais para potassio,
preferencialmente os canais HERG e Kv1.5, quandm eé® estado aberto. Sugerem

que tais bloqueios podem contribuir para o0 mecamigmitmogénico da ACO.
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No &trio esquerdo isolado de cobaia, contraindissenetricamente, a
sanguinarina - uma benzofenantridina - um alcal@ideextraido dé&anguinaria
canadensis pertencente a familia papaveracea, produziu ueitoefinotrépico
positivo e dependente de concentracdo. A conttatie aumentou em 108% o que
foi comparavel ao efeito méximo produzido pela @iadh. Na mesma faixa de
concentracdo empregada para a ouabaina (2,3 x 8% x 10° M), a sanguinarina
produziu inibicdo da NaK*-ATPase do miocéardio de cobaia. A completa inibicéo
desta bomba ocorreu na concentracdo de 4ML(ERNST et al., 2002).

A acéo hipotensiva da berbamina, um alcal6ide dsotiaBerberis lycium
foi investigada por Khan et al. (1969). Os estudoasm feitos em gatos anesteziados
com nembutal e neles foram registradas as varial@esesséao arterial e da forca de
contracdo cardiaca apos a administracdo desseéidécaPreparacdes de musculo
esquelético de rato, ileo isolado de cobaia e @or&éplado e perfundido de coelho
foram usadas para avaliar os efeitos da locaisedaamina. Nas doses de 5 e 10
mg/kg, a berbamina produziu uma diminuicdo sigatfia da pressao arterial média
e da amplitude da contracdo cardiaca. O efeitotdmgor foi antagonizado pelo
dimetano-maleato. Estas doses ndo alteraram astaspontrati da membrana
nictitante estimulada pré-ganglionarmente no tromeovical do simpético. A
resposta hipotensiva nao foi modificada pela ati@apgdo ou vagotomia bilateral.
Em experimentos de circulacdo cruzada, a berbanardose de 10 mg/kg, injetada
na carétida comum do gato receptor, produziu hisdte apenas no gato doador. A
berbamina reduziu a amplitude da contracdo do #&oragolado de coelho. O
perfusato coletado em preparacbes de musculo eésigoelde rato, apods
administracdo de berbamina, contraiu o ileo isolddocobaia. Este efeito foi
antagonizado pelo dimetano-maleato. Com base nedsservacfes, 0s autores
sugeriram que a berbamina produz seu efeito hipotgoor acdo depressora direta
no miocardio e pela liberacdo de histamina tissular

2.6 Breve revisao sobre a contratilidade cardiaca

2.6.1 Aspectos da fisiologia cardiaca
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O coracdo é o responséavel pela funcdo do sistendioeascular de
distribuir sangue aos tecidos, fornecendo-lhesenigs essenciais ao metabolismo
celular e removendo-lhes os catabolitos. O muscatdiaco funciona como uma
bomba que, ao contrair-se, impulsiona 0 sangue/ésralos vasos sanguineos
(COSTANZO, 2004). Esse orgao é formado por duasblbsnem série: uma delas
impele o sangue através dos pulmdes, permitindmesas de oxigénio e didéxido de
carbono, e a outra, bombeia 0 sangue para os démgaiss e tecidos do corpo. Cada
uma é constituida por duas cavidades, sendo quenwiculo assume a funcéo
mecanica principal. Os étrios, contudo, atuam coéAmaras de compensacao para
estabilizar a pressédo venosa pulmonar durante ree;&as do retorno venoso e da
demanda ventricular. Para o exercicio dessa fungdims mecanismos de controle,
quer de natureza mecanica, quer elétrica, convepggenque o 0rgao atue pronta e
harmonicamente (BERNE et al., 2004).

2.6.1.1 Consideracdes sobre o coracao elétrico ecqeico

O coracao é um o6rgao elétrico, mas também mec&GONDE GARCIA,
2002). No miocardio, existem estruturas especiddigana génese e conducdo da
atividade elétrica. No atrio direito, situa-se auld sinusal, que é um conjunto de
células especializadas localizadas proximo a desesdora da veia cava superior.
Este ndédulo €, no coracdo normal, o local onde rggna a atividade elétrica
cardiaca espontanea. Por isso, € chamado de nmegoapardiaco (CARVALHO,
1999).

As células marcapasso sdo encarregadas de promavegoestimulacdo do
orgao, a partir da geracdo espontanea e repetiBvaotenciais de acdo que se
propagam para comandar a atividade cardiaca. Télidas estdo localizadas
principalmente nos nodulos (sinusal e atriovenizigle nas bordas do anel valvular,
porém podem ser encontradas em qualquer ponto aidoteardiaco (CONDE
GARCIA, 2002).

Também no atrio direito, localiza-se o nddulo aeidricular, outra
estrutura muscular especializada, situada préximoseio coronariano, além de
alguns feixes de conducdao intra-atriais. Outrodie@specializado em conducéo € o

feixe de His. Este se inicia no nodulo atrio-veniiar e se estende para a
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musculatura ventricular. Inicialmente é um troneocd que logo sofre divisdo e
termina sobre o endocardio, formando uma extemade fibras (fibras de Purkinje)
responsaveis por levar a estimulacdo elétrica a cutatsira ventricular
(CARVALHO, 1999).

O miocardio é um tecido muscular que, além de apaaidade inotrépica,
especializou-se também em conduzir ondas elétdeasmodo rapido e sustentado,
propagando o estimulo gerado pelas células masapgzera todo o 6rgdo. Este
evento elétrico precede e dispara a atividade nscéaio coracdo. O principal
gerador primario de impulsos elétricos é o nodinoisal. Em virtude da conexdo
direita das fibras sinusais com as atriais, osnoes de acdo daquela estrutura sao
facilmente propagados para a parede atrial (CONBR@A, 2002).

No coracdo existem dois sincicios musculares ¢tistin Um deles
corresponde ao mausculo cardiaco que forma a padede atrios e o outro
corresponde ao musculo cardiaco que forma a paleslesentriculos (GUYTON;
HALL, 2002). O sincicio muscular cardiaco ndo &weaeeiro, pois, conceitualmente,
sincicio € o resultado da fusdo de muitas célui@spando uma sO estrutura
multinucleada (BERNE; LEVY, 2001). O musculo caotiaao contrario, € formado
por células individualizadas que estdo, de fatparsglas umas das outras por
membranas celulares chamadas de juncionais ousdistercalares, tais como
descritos por Rothschuh (1950) como “barreiragie#& transversas”. Entretanto, o
musculo cardiaco funciona como se um sincicio feoaque, quando um estimulo &
aplicado a qualquer parte desse musculo, o resuétasna onda de excitacdo que se
propaga por todo o tecido miocardico (BERNE; LE\2001; CONDE-GARCIA,
2002).

No tecido cardiaco, a velocidade de propagacaontimsisos elétricos € de
60 e 80 cm/s. O anel valvular, regido onde se dramonancoradas as valvulas do
coracdo, é constituido por tecido elétrico ndo taxel. Deste modo, a Unica via
normal para que o impulso elétrico despolarizaritanae os ventriculos esta
localizada no nodulo atrioventricular. No interggsta estrutura, a onda elétrica se
propaga a uma velocidade relativamente baixa (D ani/s). Dai por diante, ela
segue através do feixe de His e dos seus ram@scaltdo as fibras de Purkinje.
Estas Ultimas, apesar de musculares, tornaram-geciakzadas em conduzir

potenciais de acdo com grande velocidade e pre¢feza 4 m/s). Suas células
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apresentam poucas miofibrilas e tém elevado grauadsplamento entre si
(WEIDMANN, 1966; CONDE-GARCIA, 2002).

O potencial de repouso se deve a acdo de varioes$atonhecidos, entre
eles o mais importante é a alta permeabilidadeatabrana ao Kem relagdo as que
se observam para os fons'NaCd?. As células, em repouso, possuem um potencial
gue se situa, normalmente, entre -80mV a -95mV,uamgp que nas fibras
especializadas na conducédo do impulso, essa difedmpotencial se situa entre -90
mV e -100 mV (GUYTON, 2002; CONDE-GARCIA, 2002; BEE; LEVY, 2001;
AIRES, 1999; PAES DE CARVALHO, 1976).

2.6.2 Organizacao das ceélulas miocéardicas

As “barreiras elétricas tranversas” descritas pogdimann (1877) e por
Rothschuh (1950), que separam as células cardificasm conhecidas também,
como discos intercalares. Ao microscopio eletromssas estruturas se apresentam
como mostrado na Fig. 2. Nela se podem ver regépscializadas constituindo o
gue foi chamado ddascia adherensdesmossomosm@acula densaou macula
adheren}y nexuse regides nédo-diferenciadas. As regidesfatxia e damacula
adherensséo eletrodensas e apresentam, com nitidez, uagesgtracelular entre as
membranas apostas (McNUTT; FAWCETT, 1974; FAWCEMGNUTT, 1969).

Os nexi, no entanto, sdo segmentos curtos, também densas,neles ndo se
distingue uma separagao entre as membranas jurssidaado a impressao de tratar-
se de uma Unica membrana. @xi também chamados de junc¢des “gap”, sao o sitio
de baixa impedancia entre as células dos tecidogaegis (CONDE-GARCIA,
2002).

A estrutura das juncdes “gap” € formada por congxguoe Sao arranjos
protéicos hexagonais. A reunido de dois conexagsdds de forma término-
terminal, permite a formacédo de um canal de conagéit intercelular, conectando o
citosol de células adjacentes. Esses canais atoamo wia de baixa resisténcia
elétrica, permitindo que correntes ibnicas possann €&ntre células adjacentes
(CONDE-GARCIA, 2002; BERNE et al, 2004).
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Figura 2 — Micrografia eletronica dos discos intercalares
mostrando regides correspondentesascia aderens(FA),
macula aderengMA) e nexus(N) (McNutt, N.S. & Fawcett,
D.W., in Langer & Brady, 1974, p.33).

2.6.2.1 Estruturas contrateis

O musculo cardiaco é estriado. Isso significa deepessui um padréao
morfolégico bem diferenciado, onde as miofibrilatde distribuidas ordenadamente
(CONDE-GARCIA, 2002). A presenca de estrias trarsaie no musculo cardiaco
cria um padrdo de bandas. O tecido miocardico mddo por células alongadas e
ramificadas que se unem por meio dos discos inéeesa Os componentes das
células musculares recebem nomes especiais. A mamptasmatica é chamada de
sarcolema; o citoplasma, de sarcoplasma; e o Ietiendoplasmatico liso, de
reticulo sarcoplasmatico (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1299

A unidade contratil basica do musculo € o sarcOneemste se encontra
formando uma unidade que se repete ao longo deaamdula muscular cardiaca
(SILVERTHORN, 2003).

O sarcomero € demarcado na miscroscopia eletrgocalinhas escuras
chamadas de linhas Z. O comprimento médio de ucds@mro é 2um. Em cada
lado da linha Z existe uma linha clara, que conf@éamentos finos, compostos
primariamente da proteina actina chamada Banda Lma regido isotropica, que

ndo desvia a luz polarizada, por isso nomeada ddaBHFig. 3). A area entre duas
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bandas |, dentro do sarcébmero, e que contém filleegrossos compostos
principalmente de miosina, &€ a BandaMAfaixa escura é anisotropica, desviando a

luz polarizada, dai sua aparéncia escura, quasti ad microscopio de polarizacao.

Figura 3 - A organizagdo ultra-estrutural do muasculo cardiaco
Esta micrografia eletrbnica em corte longitudinalostna o
complexo padrédo de bandas produzido pela sobré&modigs dois
conjuntos de filamentos. Sarcébmero atrial de gadbstrando suas
bandas A e I, e os discos ou linhas Z e M (43.00Refyroduzido
de LANGER, 1974, p. 11).

O filamento fino da actina se estende da linhara pacentro do sarcémero,
sobrepondo-se a uma porc¢éo dos filamentos gro8s@ga escura, nos extremos da
Banda A, representa a regido de sobreposicéo estfgamentos grossos e finos.
Uma area clara presente no centro do sarcOmercamacta de Banda H. Esta
representa a porcédo de Banda A que contém filame@mtssos de miosina, mas néo
os filamentos de actina. Uma linha escura, chardadmha M, é evidente no centro
do sarcbmero e inclui proteinas que parecem s#casipara a organizacdo e
alinhamento dos filamentos grossos no sarcomer®s8AL0, 1999; BERNE et al.,
2004).

As principais proteinas contrateis estdo repredast@squematicamente na
Fig. 4 e sé@o a actina (42 kD), a tropomiosina (B3 ks troponinas (80 a 90 kD) e a
miosina (480 kD). As trés primeiras formam os filaros finos e a Ultima, os
filamentos grossos (VOET et al., 2000).

A actina pode ser isolada sob duas formas: G (dopau F (filamentosa).
A actina G € uma proteina que se polimeriza parmdp a actina F, que tem
estrutura filamentar e se apresenta em forma dia dhdfice. A tropomiosina € uma
molécula longa com cerca de 40 nm de comprimenbofeado duas cadeia
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polipeptidicas, que se dobram em forma de hélitzes& dispde ao lado das cadeias
de actina F. Na fibra ndo contraida, a tropomioglma) est4 posicionada de modo a
bloguear os sitios de interacdo entre os filametoactina e as cabecas da miosina
(CARVALHO et al., 1999).

Tropanin T «-Tropomyosin f
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Figura 4 — Componentes do sarcomero. Os sarcOmeros consisterrdnjos
altamente organizados de dois tipos de filamentbamentos de actina e miosina
(reproduzido de SEIDMAN;SEIDMAN, 1995).

A tropomiosina e o complexo das troponinas saonegss para a regulacéo
da ativagdo dos miofilamentos contrateis. As trapas (Tn) sdo proteinas hetero-
triméricas produzidas por trés genes distintosr:oponina cardiaca C (cTn-C), que é
o sitio de ligagéo para o €a2) troponina cardiaca | (cTn-1), que cobre cosdfile
permite a interacdo da actina com a miosina eoBptrina cardiaca T (cTn-T), que &
uma proteina que se liga fortemente a tropomioSIENQUEIRA;CARNEIRO,
1999; DE TOMBE, 2003).

Os filamentos grossos sdo formados pela assocideamoléculas de
miosina. Esta é uma proteina com peso molecula50ekDa, composta por duas
cadeias entrelacadas que terminam numa regidolgtoBuhidrélise enzimatica da
miosina pela tripsina a divide em duas partes: lewa, formada por sua cauda
(meromiosina leve, PM=140 kDa) e outra mais pes@daromiosina pesada,
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PM=340 kDa), que contém a regido globular. Comasggguimento da hidrdlise, a
meromiosina pesada é partida em duas subunidatlesS3, com peso molecular de
120 e 60 kDa, respectivamente. A regido S1 correlpoa regido globular
propriamente dita, possuindo atividade ATPasicaalEsibunidade é formada por um
par de estruturas globulares, cada uma contendocad®a polipeptidica pesada e
duas cadeias polipeptidicas leves. A cadeia pesadstitui 0 corpo da enzima
ATPase miosinica, posto que a sua remocéao leveda da atividade de hidrolise do
ATP. Também uma destas cadeias leves é fosforilavefjue pode alterar a
velocidade de hidrélise do ATP. A associacdo dakcotas de miosina forma o
filamento grosso, estando as cabecas sempre Wlf@ta a linha Z. Projetam-se
para fora do tronco do filamento, assemelhando-smalseca de uma fecha e
correspondem as projecdes dos filamentos grossadiregéio aos filamentos finos
(VASSALLO; STEEMON, 1999).

As regifes da “cabeca” das moléculas de miosimagtpdas lateralmente a
partir do filamento, sdo chamadas de pontes crgzadantém o sitio de ligacdo da
actina com o ATP (BERNE et al., 2000). Associada &lamentos de miosina
encontra-se a titina, uma grande proteina (2500 gDa parece estar envolvida com
a manutencdo do padrdo das estriagbes do musdiN&E,. FERNANDEZ,2002;
GRANZIER; LABEIT, 2002).

A relacdo entre as propriedades biomecanicas debrmearo e o
comportamento mecanico do coracdo € complexa. Elat&rminada ndo sé pela
orientacdo e densidade dos constituintes das filmasculares (parametros
espaciais), mas também pelo ritmo de ativacdoaxaelento das fibras cardiacas
(parametros temporais) (DE TOMBE, 2003).

A geracéo de forca muscular é funcdo do namerootéep cruzadas que
podem interagir com os filamentos delgados. Umdestie alta energia livre ocorre
depois da hidrélise do ATP e da ligacdo dos sebpredutos com a miosina, a fim
de formar o complexo miosina-ADP-Pi que apreseletgada afinidade pelo sitio de
interacdo com a actina. Se nessa situacao tal edtiver liberado, ocorrera uma
ligacdo rapida da cabeca da miosina com a actorajahdo, inicialmente, um
angulo de 90 graus. Quando o ADP e Pi se desligagoohplexo inicial, a energia
livre da miosina alcanca seu nivel mais baixo, ® guwoduz uma mudanca

conformacional na sua ligacdo com o filamento fia@aendo com que o angulo de
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interacdo seja reduzido para 45 graus. Essas maglgroduzem uma forgca no
filamento delgado e movimentagcdo em direcdo aor@edb sarcOmero. A
fosforilacdo da troponina | e a ligacdo de uma mwéde ATP a cabeca de miosina
fazem com que a afinidade da miosina pela actijgareduzida e, por isso, permite
gue as pontes cruzadas se desconectem dos filasEigados. Isto leva a um novo
ciclo de geracéo de forga ou entdo cria as consligds que se instale o processo de
relaxamento (BERNE et al., 2004).

As células miocéardicas apresentam um complexonsistde tubulacdes
tranversas - os tubulos T (TT) - que séo invagieag® sarcolema a altura de cada
disco Z. Os TT fazem com que o0 meio interstici@lué mais proximo dos
filamentos. Ao longo das células miocardicas, exisina extensa rede de tubos
denominados de reticulo sarcoplasmatico (RS). Btambre completamente cada
sarcOmero e sua fisiologia esta intimamente retacia com os eventos que se
passam nos TT. Devido a disposicdo morfoldgicaTdgsos seus canais para célcio
ficam proximos dos canais liberadores dé*@aistentes na membrana das cisternas
dos RS. Estes canais, por serem bloqueados peladima, sdo chamados de
receptores de rianodina (RyR) (OGAWA, 1994).

Por alguns anos, pensou-se que o sistema de T¥es foma simples
invaginacdo da superficie da membrana de midcierdriculares cardiacos, que
permitia a propagacao do potencial de acdo pardeadr das ceélulas. Entretanto,
publicacbes recentes mostraram que algumas dasimastenvolvidas no processo
acoplamento excitagao-contracdo estdo localizadesominantemente nos TTs,
sugerindo que eles tém funcdo especializada e tergerno manejo do célcio e no
processo acoplamento excitacdo-contracdo (BRETREKARD, 2007).

Tanto no sarcolema, quanto nos tubulos TT, existamais ionicos,
proteinas receptoras, trocadores ibnicos e oustateras especializadas. Canais
para N3, canais para Ke bombas de N&* sdo mais abundantes no sarcolema do
que nos tubulos TT do musculo esquelético. Porodanto, a densidade de canais
para calcio operados por voltagem (como os caraisliidropiridina — DHPRs,
também chamados de canais do tipo-L para calajopé&o vezes maior nos tubulos
TT do que no sarcolema (ALMERS et al., 1981). Aribsicdo de canais para calcio
ao longo da membrana plasmatica, ndo € uniformes B02) ao estudar a

membrana de células miocardicas de coelho, obsejueunela existia uma alta
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concentracdo de receptores das DHPRs nos tubulgsqiidndo comparada a
concentracdo existente no sarcolema.

O conjunto formado pelo TT com as cisternas dogjiRSse dispdem a sua
volta, é conhecido como triade. Ao conjunto formpdim TT com uma das cisternas
do RS, denomina-se de diade. As diades sdo caédennidades funcionais para o
processo excitagdo-contracdo do musculo cardiddN € al., 1995).

A juncado diadica € representada pela membranalsarabdo TT, pela
fenda diadica e pela cisterna do RS. Nesta estrudstédo os “couplons” formados
por 10 a 25 receptores de diidropiridinas (DHPR)aglos no sarcolema e que estéo
posicionados em frente a 100 RyR, estes localizatwsmembrana do RS
(GATHERCOLE et al., 2000). Esta proporcédo cria umergem de seguranca para
garantir que cada “couplon” desenvolva a liberagi® C&? dos estoques
intracelulares, quando for solicitado pela desjmdgbo da membrana celular
(FRANZINI-ARMSTRONG et al., 1999).

As células atriais ndo possuem TT e 0 RS exibetgms de membrana: a
juncional, localizada na periferia da célula, pndxia superficie da membrana e a
ndo-juncional, localizada mais internamente entésao centro da célula. Os RyRs
estdo ancorados em ambos os tipos de membrandi@ppan, efetivamente , no
processo de acoplamento excitagdo-contracao (BLART&Eal., 2003; TANAKA et
al., 2003).

O reticulo sarcoplasmatico (RS) é uma organeladonahtal no processo de
acoplamento excitacdo-contracdo de todas as cétulasulares, embora seja mais
abundante em células musculares esqueléticas doemueardiomiocitos. Isto
demonstra que ele exerce maior contribuicdo pdrxerad contracdo na ceélula
muscular estriada esquelética. O RS armazefiagDa é captado do mioplasma por
meio de uma poderosa bomba dé*@a durante o processo da contracdo muscular,
libera C&" estocado para esse meio. O local da liberacioreG&* é a cisterna
terminal do RS. Nesta regido, encontram-se pratemnsge estdo ancoradas na
membrana e que sdo comumente conhecida como rezemia rianodina (RyR),
devido a sua alta afinidade para se ligar a est@léédle de origem vegetal. A
rianodina bloqueia esses canais (SAITO et al., 1988GENKNECHT et al.,
1989).
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A unidade funcional da membrana relacionada a a&o&ir chama-se
“couplon”. Este esta localizado nas diades e éddopor 10 a 25 canais do tipo-L
para célcio presentes na membrana dos tubulos PR3MHe 100 canais liberadores
de C&" (RyR) localizados na membrana das cisternas d(BERS, 2002). J& Wibo
et al. (1991) sugerem uma estequiometria na qualRyR se acopla com dois
DHPRs, em células musculares esqueléticas, e qBatio se acoplam com dez
DHPRs, em midcitos ventriculares de mamiferos.

A membrana do RS possui uma potente bomba dé die é responséavel
pela remoc&o dos ions €alo mioplasma para dentro do reticulo. No intelioiRS,
pode se encontrar uma proteina que apresentaagié@idade e baixa afinidade para
se ligar aos fons €4 Ela é conhecida como calsequestrina e uma dasisugdes é
minimizar a energia necessaria para o0 bombeamestdotis calcio para o interior
do RS (BERS, 1985; BERS, 2001). A localizagdo datefmas de membrana do RS
foi estudada por Scriven et al. (2000).

As mitocondrias respondem & elevacédo df @éracelular e contribuem para
a regulacdo espacial e temporal dos niveis citodtsos deste ion, sobretudo
durante os picos dos transientes de calcio intrkzelivre. Por conseguinte, a
mitocondria esta também envolvida na recaptagdoaeliberacdo do calcio
intracelular, contribuindo assim para a recarga GE® existente no RS. A
homeostase mitocondrial de ‘€& complexa e regulada por numerosos canais para
Ca'?, bombas e trocadores. Notavelmente, o papel dzémitria na homeostase do
Ca? é influenciado fundamentalmente pela organizaginuteral desta organela
(GRALER; FRIEDEN;MELIL,2007).

Além de gerar energia para a contracdo musculamitagdndrias possuem
um papel direto, ainda que pequeno, no acoplamexutitacdo da célula miocardica.
A mitocondria possui um sistema uniporte de ioas" gue serve para capturar o ion
para o interior da organela, contribuindo, assimrapreduzir sua concentracao
citoplasmatica e, por isso, para o0 relaxamento alalac muscular cardiaca. Esta
contribuicédo, contudo, é de 1 a 3% do total de (% ] gue sao recaptados durante

o relaxamento muscular (BERS, 2002).



65

2.6.3 O acoplamento excitagdo-contragao no coragao

Acoplamento excitagdo-contracdo € 0 processo quareocdesde a
despolarizacdo da membrana excitavel até a liberalg calcio do reticulo
sarcoplasmatico (RS) e a contracdo da célula mas¢BRANDAO, 2007). Para
isso, ha a necessidade de que haja um influxo rie délcio proveniente do meio
extracelular (HOBAI;LEVI, 1999). O calcio penetrasncélulas através de dois tipos
de canais chamados de canais tipo L e tipo T pal@oc ambos operados por
voltagem (VOCs - “voltage-operated channels”) (PAéal., 2002).

A Fig. 5 mostra esquematicamente o acoplamentaag&d-contracdo no
musculo estriado cardiaco. O Ca2+ € essencial aivalade elétrica cardiaca
juntamente com outros ions. Ele é o ativador didet® miofilamentos, induzindo a
contracao e permitindo que o sangue seja proppdma as grandes artérias. Durante
o potencial de acdo cardiaco, o Ca2+ provenienteneio extracelular alcanca o
meio intracelular principalmente através dos candgs tipo-L para célcio,
contribuindo para a formacao do platé do poterdgahcao. Além disso, existe uma
contribuicdo de menor significancia do trocador’/R&* que, agindo no sentido
reverso, ajuda a elevar os niveis intracelularesatizo (BRANDAO, 2007).

O aumento do GAintracelular estimula a abertura de canais libeeside
Ca&* (canais-receptores da rianodina) existentes nabmeera do RS, um processo
denominado de liberacdo de célcio induzida pori@&CICR, “calcium-induced
calcium release”) (FABIATO, 1983). A entrada de?Caa célula muscular,
juntamente com o Gaque é liberado do RS, eleva a concentracéo intiaceleste
ion e, como consequéncia, proporciona sua ligagéo a troponina C, iniciando o
processo de geracdo de forca contratil. E notavielta de que é necessario que
apenas uma pequena fracdo dos canais calcio tijmoskarcolema e dos receptores de
rianodina existentes na membrana do RS sejam asvpdra que a contracao
muscular possa ocorrer (BERS, 2002). GGaum agente inotrépico positivo.
Assim, uma diminuicdo da concentragdo extraceld&ste ion reduz a forca de
contracdo miocardica o que reduz o débito cardiBERS, 2006).

Trés diferentes genes (ryrl, ryr2 e ryr3) expresdderentes isoformas de
RyR, estando presente no coracdo a isoforma d2t{pyR2) (OGAWA, 1994). O
RyR1 ¢ o principal canal liberador de calcio do iSmusculo estriado (SAMSO,
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1998), seguido do canal para calcio ativado pelp (iRositol 1,4,5-trifosfato)

(OGAWA, 1994).
3Na 2K
Sarcolemma @ ﬁ
Ca 3Ma

T-tubule

Figura 5 - Mecanismos celulares da contracdo muscular nmakira fendmeno da
liberacdo de G4 induzido por C&(CICR) No inserto, estdo curvas relativas ao
potencial de acdo (AP), a variacdo da’[Galurante a contracéo, bem como a forca
de contracdo muscular (contraction); NCX: trocagtmtio/calcio; PLB: fosfolamban;
Cyt: citocromos; RyR: receptores de rianodina (Bdpzido de BERS, 2006).

Uma caracteristica importante do mecanismo de G3GRsua capacidade
para amplificar a informacé&o recebida, pois umaipeq entrada de calcio na célula
leva a uma grande elevacéo do “Catosdlico. A elevacdo do ¢ano citoplasma
contribui para que, num mecanismo de “feedback’itipos ocorra uma maior
ativacdo dos RyRs, elevando, assim, rapidamenteorcentracdo de calcio
intracelular livre (NIGGLI, 1999).

A liberacdo de CZ do RS no musculo cardiaco que pode ser detectada p
técnicas de fluorescéncia, é chamada de sparks atido c(NIGGLI, 1999;
GUATIMOSIM et al., 2002; BERS, 2002). O calcio “ska(Fig. 6) foi inicialmente
observado com auxilio da microscopia confocal dotel varredura a laser e com o

uso de indicadores fluorescentes sensiveis 44 Cam esta técnica, foi possivel
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mapear alguns eventos fundamentais do processbedaddo do calcio estocado do
RS (NIGGLI, 1999). O “spark” de Caé caracterizado por uma duracdo muito curta
(20 a 50 ms) e apresenta uma distribuicdo esplamighda (1,5 a 2 pm). Durante
este evento, a concentracao local d& @amenta muito rapidamente e, em cerca de
10 ms, alcanca uma concentracdo de pico de 200Onbélcio “spark” desaparece
mais lentamente, pois em 20 ms, o sinal Opticoigera 50% do seu valor maximo
(GUATIMOSIM et al., 2002).

Figura 6 — Calcio “spark”. As imagens foram obtidas por no$copia confocal de
varredura. Os painéia e b mostram a relacdo espacial entre tdbulos T (TT)
revelados com sulfrodamina B e célcio “spark” radel com fluo-3. O painet
mostra a superficie de “plot” do Ca'spark” na relacdo com o TT (Reproduzido de
GUATIMOSIM et al., 2002).

O processo de acoplamento excitagdo-contracao esmpaese de forma
diferente nas células atriais e ventriculares. &kilas ventriculares evocam o
processo de CICR no reticulo sarcoplasmatico atrdaéentrada de Capor canais
para C& do tipo L localizados nas invaginacdes do sarcalefais estruturas,
garantem uma proximidade entre os canais pafd @a tipo-L e os canais de
liberacdo de C4 do RS (RyR), permitindo haver uma liberacdo mai$oume de
calcio (Fig. 7) (BLATTER et al., 2003).

Nos midcitos atriais, 0 mecanismo de acoplamentitaéo-contracdo e a
regulacéo da concentracdo intracelular d& arecem ser eventos mais complexos.
Estudos ultra-estruturais de Mcnut; Fawcett (1980ud Blatter et al., (2003),
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Tanaka et al. (2003), tém mostrado a auséncia lidosl TT nas células atriais.
Além disto, dois tipos de membrana do reticulogaesmatico foram identificados:
um deles situado perifericamente, isto €, voltadoapo sarcolema (membrana
juncional — jJRS) e que esta em intima associac&o @amembrana plasmatica e
outro localizado mais para o centro da célula, esimado de membrana néo
juncional do RS (njRS). Os RyRs estdo ancoradosdnastipos de membrana do
reticulo sarcoplasmatico e, provavelmente, padmipdo acoplamento excitagdo-
contracdo. Devido ao padrdo ultra-estrutural décukt sarcoplasmatico atrial, a
elevacdo da concentracéo intracelular dff @arante o acoplamento n&o é uniforme,
mas aumenta progressivamente a partir da regidmesubranar, em direcdo ao
centro do miécito (Fig. 8) (GONDIM, 2005). Com oxdio da microscopia
confocal, foi possivel registrar um transiente dé”@tracelular em forma de U,
indicado que primeiramente ha um aumento d& @a periferia da célula antes de

gue ele se propague para o citosol.
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Figura 7 — Representacdo esquematica da organizacao sittdaueal do miocito
ventricular @) e atrial 8). No midcito ventricular, o influxo de Casarcolemal
dispara a liberacdo de Baa partir de canais de Gana membrana do reticulo
sarcoplasmatico (RS) resultando em um aumento imed do C¥ no citoplasma.
No miécito atrial B), o influxo de C# sarcolemal dispara a liberacédo de“Gio
RS subsarcolemal e uma onda de liberagéo dé iGduzida por C¥ propaga-se
para o interior da célula (Reproduzido de TANAKAakt 2003).



69

Figura 8 — Acoplamento excitacdo-contracdo do midécito atrah A,
pode-se observar fluorescéncia (sonda di-2-ANEP&gSghas na regiao
subsarcolemal confirmando a auséncia de tabulos ihterior da célula.
Em B, pode se observar que o‘€aomeca a aumentar na periferia da
célula e depois se espalha para o seu interiorrgdepido de TANAKA

et al., 2003).

2.6.4 O relaxamento da célula miocéardica

O relaxamento muscular € o processo pelo qual @sutas retornam, apos
uma contracdo, a sua condicao inicial. Do pontwiska fisioldgico, o relaxamento
rapido e completo € um pré-requisito para a adaptaardiaca a mudancas nas
condicOes de carga, estimulacéo inotropica ouaa@er na frequéncia (CHEMLA et
al., 2000).

Para que o relaxamento da fibra muscular ocorrag@ssario que a
concentracado intracelular de célcio diminua paraadgres de repouso. O processo
de relaxamento € iniciado pela dissociacdo do aalcs miofilamentos e pela
diminuicdo de sua concentracdo no citosol. Sacooscprincipais mecanismos de
remocédo do calcio do citosol: 1) ativacdoS3aRCA na membrana do RS, o que
promove a recaptacdo do calcio para o lumen doutefi2) ativacao d&Ca ™

ATPase do sarcolema, o que permite a transferéocian para o0 meio extracelular;
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3) o NCXpresente na membrana celular, que, utilizando egenproveniente do
gradiente eletroquimico do ion sédio, a cada digdransporte move 3 ions sodio
para 0 meio intracelular e 1 ion calcio no seniiteerso. Tal mecanismo pode
operar também em sentido reverso. Este sistemailmantassim, tanto para a
elevacdo, quanto para a diminuicdo da concentralgnéfiiaz+ livre intracelular,
modulando a intensidade da contracéo ou a veloeidadelaxamento; 4) inativacao
dos canais par@‘l.a2+ do tipo L, que ocorre com a repolarizacao celumapedindo o
influxo deste ion para o sarcoplasma; 5) sistenifgoutie mitocondrial que remove o
calcio do sarcoplasma, sequestrando-o no interaw ohitocbndrias, porém a
contribuicdo deste sistema para o relaxamento éntanto, pequena (BRANDAO,
2007; MAACK; O'ROURKE, 2007) (Fig. 5).

A SERCA estd presente na membrana do RS, sendonsgsml pela
remocdo da maior fracdo do calcio citoplasmatiaa palimen do reticulo (BERS,
2002). Sua ativacao € regulada pelo PLB, o qualestado desfosforilado, inibe a
SERCA. Assim, a fosforilacgdo do PLB acelera a cgmade calcio pelo RS
(ORCHARD:; BRETTE, 2008).
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Descrever os efeitos produzidos pelo extrato dem@oténcia obtido das
folhas deCostus spiralissobre a contratilidade do atrio esquerdo de colieam
como elucidar o seu mecanismo de acdo neste texidambém avaliar, em
cardiomiocitos de camundongo, o seu efeito soldransiente intracelular de calcio

e sobre a corrente sarcolemal de célcio do tipo-L.

3.2 Especificos

»  Obter o extrato bruto hidroalcodlico e as fracée€dstus spiralis;

»  Obter curvas concentracéo-efeito dos extratos abtahs folhas de
Costus spiraligpara determinar qual deles apresenta efeito ipictvGmais
potente sobre o atrio esquerdo de cobaia;

»  Caracterizar, do ponto de vista fitoquimico, a cosigho do extrato
de maior poténcia déostus spiralis

»  Avaliar o efeito do extrato de maior poténciaClestus spiralissobre
0S parametros contrateis do atrio esquerdo dea&obai

» Investigar o possivel envolvimento de receptoresaaminicos no

mecanismo de acdo do extrato de maior poténczodeus spiralis

>  Avaliar no miocéardio atrial de cobaia a participagk canais de K
no efeito inotrépico do extrato de maior potén@&dstus spiralis

> Avaliar no tecido atrial de cobaia, a participaci&ocanais de célcio
no efeito inotropico do extrato de maior potén@&dstus spiralis

» Investigar se 0 extrato de maior poténcia interfeaenomeostase do

célcio intracelular.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta, identificacdo e tratamento do materidbotanico

Neste trabalho, foram utilizadas folhas @estus spiralis(Jacq.) Roscoe
coletadas na Farmacia Viva (Parque da Sementé&iz6'42.14"S, 3703'09.17"0,
Aracaju/SE), durante o inverno (julho/2007). A itkcacao do material botanico foi
feita pela Dra Maria Olivia de Oliveira Cano, dorbt&io IPA “Dardano de Andrade
Lima”, em Recife/PE, onde se encontra depositada arsicata, que recebeu o
namero 70.285 (ANEXO A). Logo apdés o processo detap as folhas foram
separadas, lavadas rapidamente com agua destiladti@ desidratadas em estufa
com circulacdo de ar quente, a uma temperatura8de 2C, durante oito dias. O
processo de secagem lenta visou a preservacaoetabdtitos secundéarios contidos
nas folhas. Depois de secas, foram trituradas @ i@gultante foi entdo conservado
em “freezer” a -21°C (FRICON - VCV -1C PVR, Brasil)

4.2 Obtengéo de extratos e fracoes das folhas @estus spiralis

4.2.1 Extrato bruto hidroalcodlico

O extrato bruto hidroalcodlico (EBH) foi obtido oochndo sachés, contendo
folhas secas trituradas, imersos em solucéo deeignal (6:4, v/v) e macerado com
extracdo continua durante 15 dias a temperaturéeatel(27 + 2C). Em seguida, a
solucéo extrativa foi filtrada. Inicialmente, eng@dldo e depois, em papel de filtro.
Os solventes foram evaporados, usando-se equipametativo (TE- 210,
TECNAL, Brasil) e o residuo foi levado a estufass€s0+ 2°C) para completar a

evaporacao. Uma vez obtido, o EBH seco, este fs@wado em “freezer” a -21°C.
4.2.2 Fracdes obtidas por particéo liquido-liquido
Para obtencéo das fracbes do EBH este foi submatita fracionamento

pela técnica de particdo com solventes organicadassde acordo com a polaridade

crescente (particdo liquido-liquido) (SIMOES et @D00). Foram empregados o0s
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seguintes solventes: cloroférmio, acetato de atilagua, tendo sido obtidas as
respectivas fragcbes. Em seguida, cada fracédo fmerdrada em evaporador rotativo
(TE-210, TECNAL, Brasil) e levada a estufa (b@®°C) para a completa secagem.
Uma vez secos, os respectivos rendimentos foranuladbs e as fragdes foram

estocadas a -21°C.

4.3 Substancias e sais

v' Cloroférmio P.A, acetato de etila P.A, etanol P.Aleool etilico (VETEC
Quimica Fina, Rio de Janeiro, RJ, Brasil);

v Cloreto de potassio (KCI), glicoseff;,Og), bicarbonato de sddio (NaHGO
e o cloreto de calcio (Caf) adquiridos da MERCK S.A (Rio de Janeiro,
RJ, Brasil), cloreto de magnésio (Mg CEk fosfato de sédio monobasico
(NaH,PQy), adquiridos da VETEC Quimica Fina (Brasil) e etorde sodio
(NaCl), adquirido da QUIMIS (Sao Paulo, SP, Brasil)

v' Cloreto de tetraetilaménio (TEA), sulfato de atrapi reserpina (metil-
reserpato 3,4,5, trimetoxibenzoico acido éstey)BAY K8644 (1,4-diidro-
2-6-dimetil-5-nitro-4-[2-(trifluorometil)fenil]-3-ridina acido carboxilico
metil éster), bitartarato de isoproterenol, EGTAildao glicol bis$-
aminometilester-N,N,N’,N’-acido tetraacético), HERHN-[2-hidroxietil]
piperazina-N’-[2-acido etanosulfénico]), cloreto désio (CsCl), cloreto de
bario (BaC}), hidroxido de césio (CsOH), colagenase tipo fbtgase tipo
XIV, &cido lactico, acido piravico, DMEM (“Dulbect® modified Eagle’s
medium” com 25 mM de HEPES, L-glutamina, 4500 mggtieose, sem
bicarbonato de soédio, Catalogo SIGMA No. D1152)xtaese, EDTA
(acido etilenodiaminotetraacético), albumina bovin@ DMSO
(dimetilsulfoxido), foram obtidos da SIGMA-ALDRICHSt. Louis, MO,
EUA), enquanto que a heparina foi adquirida da R@C¢Rio de Janeiro,
RJ, Brasil);

v" Fluo-4 AM foi adquirido da MOLECULAR PROBES (EugerOR, USA).



4.4 Agua e solucgdes

4.4.1 Agua

Agua ultrapura foi obtida com o sistema Mill?P@cademic A10 (Quantum

EX Ultrapure Organex, Q-Gard 1, Millipore S.A.S.plgheim, Franca)

4.4.2 Solucdes de Tyrode

Tabela 2-Solucéo de Tyrode modificada por Dorigo et al. 99yD)

Substancias

Concentragao (mM)

NaCl
KCI
MgCl,
NaHCG;
CaCb
Glicose

NaHPOu

120,00
2,70
0,90
11,90
1,37
5,50
0,40

Tabela 3-Solucéo de Tyrode segundo Conde-Garcia (ndo pudialjca

Substancias

Concentracao (mM)

NaCl
KCI
MgCl,
NaHCG;
CaCl

Glicose
NaH,PO,

120,00
2,70
0,90
11,90
0,5
5,50
0,40
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4.4.3 Solucdes para a dissociacdo enzimatica do ndadio

4.4.3.1 Solucao tamponada

Tabela 4-Solucdo tamponada ‘Digest buffer’ (DB)

Substancias Concentracao (mM)
NacCl 130,00

KCI 5,40

Acido piravico 3,00
HEPES 25,00
MgCl, 0,50
Dextrose 22,00
NaH,PO, 0,33

O pH 7,4 foi ajustado com NaOH (1 M)

A partir da solucdo especificada na Tabela 4, fofamas as solugbes de | a IV
abaixo mencionadas.]

4.4.3.2 Solucao |

Adicionou-se para cada 12,5 mL de solucdo DB, 1@engolagenase tipo ll,
1 mg de protease XIV e 0,63 pL de cloreto de caclidf.

4.4.3.3 Solugéo |l

Adicionou-se para cada 6,25 mL de solucédo DB, 1j68e cloreto de calcio

1M, 62,5 mg de albumina e 5 mg de colagenase tipo |

4.4.3.4 Solugéo Il

Adicionou-se para cada 6,25 mL de solucdo DB, 1,@¢icloreto de calcio

1M e 125 mg de albumina.



4.4.3.5 Solucao IV

76

Adicionou-se para cada 6,25 mL de solucédo DB, fl18e cloreto de calcio

1M e 125 mg de albumina.

4.4.3.6 Solucao V

Para preparar esta solucdo, foram usados 0,87 “Pudeelcco’s modified
Eagle’s medium” (DMEM), 550 puL de NaCl (4 M), 10 pde insulina
(100 Ul/mL), dissolvidos em agua Milli-Q (g.s.p. BL). O pH foi ajustado

para 7,4.

4.4.4 Solugdes usadas no procedimento para medir@srentes de calcio

4.4.4.1 Solucdes externa e interna

Tabel: 5 - Solucao exterr

Tabela 6 — Solucao interna

Substancias Concentragcao (mM)

Substancias Concentracdo (mM)

NaCl 140,00
KCI 5,40
NaH,PO, 0,33
MgCl, 0,50
CaCb 1,80
HEPES 4,00
Glicose 11,00

O pH foi ajustado para 7,4 com NaOH

NaCl 5,00
CsCl 120,00
TEACI 20,00
EGTA 5,00
HEPES 10,00

O pH foi ajustado para 7,2 com CsOH

4.5 Dissolucao e conservacao do EBH, fracdes e déhbsias

O EBH e suas fragbes, obtidas @estus spiralis foram dissolvidas em

solucéo TyD ou entdo na solucéo Tyrode modificamtaGonde-Garcia, a depender

do protocolo experimental a ser realizado. Até onextto da utilizacédo, o EBH e as

fracbes permaneceram a -21 °C. As solucOes-estdgqué) BAY K8644 (0,5
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mg/mL), isoproterenol (1 mg/ml) e reserpina (2 mg/foram dissolvidas em &gua
ultra-pura. Os estoques foram conservados a -218@ é¢rasco Eppendorf de cor
ambar. No momento dos experimentos, essas suladocam diluidas em solucéo-
estoque de Tyrode modificado por Conde-Garcia ébaoncentracao de calcio). As
demais substancias utilizadas nos experimentosnfaliasolvidas apenas em agua
ultra-pura a fim de produzir solugbes-estoque, dirpdas quais foram feitas

diluicdes no Tyrode com a composicéo proposta moigo et al. (1990).

4.6 Animais usados nos experimentos

4.6.1 Avaliacao dos efeitos de preparados d& spiralis sobre a contratilidade

miocardica

Foram usadas cobaias adult@ayia porcellusFig. 9) de ambos os sexos,
pesando entre 300 e 500 g, provenientes do BiotEidJFS. Os animais foram
alimentados com racado comercial (Nutricobaia, Agrbls do Brasil Ltda, Brasil) e
estiveram submetidos a ciclos claros/escuros dbeot@s. Durante a execucao dos
experimentos, foram obedecidas as normas de maggwldos animais propostas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentaggimal (CONCEA/MCT).
Os procedimentos metodolégicos realizados nestealla foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com @si(CEPA) da UFS, sob o
namero 038/2008 (ANEXO B).

Os animais foram sacrificados no dia do experimesxgeto aqueles em
que o protocolo de experimentacdo exigia resemggdd. Quando isso foi
necessario, 0s animais receberam por via intrapead 5 mg/kg de reserpina, 24 h
antes do experimento. Os animais sacrificados foeatnegues ao biotério para
destinagédo adequada.
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Figura 9 — Cavia porcellus

4.6.2 Avaliacdo dos efeitos de preparados de spiralis sobre a corrente de

célcio tipo-L e sobre o transiente intracelular decalcio

Nestes experimentos foram usados camundongos matdoBnhagem
C57BL6/J (Fig. 10), pesando cerca de 30 g e premtes do Biotério da
Universidade Federal de Minas Gerais. Estes animegisberam heparina sodica
(200 Ul/animal, via i.p.) cerca de 15 a 20 minwoges de serem sacrificados.

Figura 10 — Camundongo C57BL6/J
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4.7 Isolamento e montagem experimental do atrio eggrdo de cobaia

Os animais foram sacrificados por concusséo cdrdbmaseguida, a caixa
toraxica foi aberta e o coracéo rapidamente rensovadatrio esquerdo foi separado
do coragcédo e colocado em placa de Petri, conteaitlo dle parafina. Ali, suas
extremidades foram fixadas a suportes de aco iAol depois foi transferido para
o interior de uma cuba para 6rgdo isolado (5 mLQ 290,PC, 2 Hz), contendo
solucéo de Tyrode aerada com carbogénio (95% @i e 5% de gas carbonico).
Um fino fio de aco inoxidavel, preso a uma dasemtdades da preparacao, foi
acoplado a um transdutor isométrico de forca (FTREOSUNBORN, EUA), a fim
de permitir a captacdo da forca de contracao do. #&rsolucdo do banho pbde ser
trocada rapidamente por aspiracao realizada comda de um sistema a vacuo. A
temperatura do banho foi mantida constante (29°€), fazendo-se circular 4gua
termo-estabilizada (HAAKE FJ, Alemanha e refrigeratBBL, modelo FN2000,
Brasil) através de uma jaqueta disposta em tornmuba. A temperatura da solucao
de Tyrode contida na cuba foi monitorada continugm@or meio de um termistor
YSI 401 acoplado a um SIRECUST 322 (SIEMENS, Aleh@nOs atrios foram
entdo estirados para uma tensdo de repouso deN,BLgh) e submetidos a uma
estimulacdo de campo de 2 Hz (DIGITIMER D4030, 30iglaterra). Este método
de estimular a preparacéo se baseia no fato degjaketrodos pelos quais os pulso
elétricos de estimulacdo sdo aplicados sdo postmrayp de toda a preparacao
bioldgica, porém sem manter qualquer contato diceta ela. Com isso, garante-se
que a preparacdo sera toda estimulada simultanefioememente e também que os
subprodutos da decomposicdo da agua em virtudéettalise, ndo irdo danificar o
tecido. Foram, assim, aplicados pulsos elétricogi@@ V e duracdo de 0,5 ms,
usando-se um par de eletrodos de Ag/AgCl. O perfada estabilizacdo do tecido
nas condi¢des experimentais usadas foi de 30 nsinuto

A forca de contracdo atrial, captada isometricameftti amplificada (HP
8805B, EUA), o sinal digitalizado (conversor A/D) RO5, DI 400, Windaq Pro
Aquisition, DATAQ Instruments, EUA) e entdo gravadon computador. A
frequéncia de amostragem foi de 512 amostras/$/ffaigall). Os sinais biolégicos
foram processados “off line” pelos softwares PRARRATOR e CONEXON,

ambos de autoria do Dr. Eduardo Antonio Conde Gagcdepositado no INPI do
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Ministério da Industria e Comércio sob o No. 00a%1,lem 26 de abril de 2003 - 26
de maio de 2008 - e também registrado no Cartéoiol@ Oficio de Titulos,

Documentos e Pessoas Juridicas, Aracaju/SE.

HP FTA10
Poligrafo
— HP 7754A
(T | Conv. A/D
| | DI 400
_ o)
Digitimer c.{:} :
D3072 o
| = Amp.
HP 8805B
Digitimer
D4030

Figura 11 - Esquema da montagem experimental para determirdgg&orca de
contracao isométrica do atrio esquerdo de cobaitri® foi montado em cuba para
6rgdo isolado (5 mL, Tyrode, 95 % de ®5 % de CQ 29,0 +0,2C, tensdo de
repouso: 1 gf). A forca foi medida com um transdutométrico (HP FTAL0)
acoplado a um amplificador (HP 8805B). Os sinararfo enviados a um poligrafo
(HP 7754A) e, depois de digitalizados por um conversor @jiab—digital (A/D, DI
400), foram armazenados em computador. O atri@gtimulado eletricamente (2
Hz, 400V e 0,5 ms; Digtimer D3072 e D4030).

4.8 Protocolos experimentais

4.8.1 Avaliagédo inotropica do EBH e de suas fra¢des

Com a finalidade de determinar o preparado dassotteC. spiralis que
apresentava maior poténcia inotropica, o atrio @shpisolado foi mantido em cuba
para 6rgdo e testado com concentragfes crescentestrdto bruto hidroalcodlico
(EBH), bem como das seguintes fragdes: cloroforifit€do), acetato de etila (FAce)
e aquosa (FAqQ). Cada um destes preparados foioadad cumulativamente ao
banho, a fim de avaliar os seus efeitos sobre #&atiidade atrial. A poténcia
inotrépica foi avaliada por meio de curva conceyiteaefeito, o que permitiu que
fossem determinadas as 4gkconcentracao do preparado capaz de produzir 86 %
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seu efeito maximo) de cada preparado. Os dadosimgrgais foram ajustados pela
equacao de Hill-Langmuir (CASTELLAN, 1967, p. 54400RE, 1968, p. 358;
MAHLER; CORDES, 1971, p. 307; VOLKENSHTEIN, 1983,228; RANG et al.,
2004). Durante esse ajustamento, foi possivel mi@tar também a constante de Hill,
0 que permitiu que fosse identificado o tipo depavatividade existente entre a
substancia cardioativa presente no extrato oudrag@seu alvo bioldgico (VOET et
al., 2000).

4.8.1.1 Determinacédo da Ck e da constante de Hill

A CE50 bem como a constante de Hill foram obtidam @ ajuda da equacao de
Hill-Langmuir usada para o ajustamento dos pontgeem®@mentais obtidos com o

protocolo para curvas do tipo concentracao-ef&it€@E50 é definida como sendo a
concentracdo de substancia necessaria para pr&®3zido efeito maximo induzido

por essa substancia. A constante de Hill esta @as&o@ inclinacdo da curva
sigmoidal gerada pela equacéo de Hill-Langmuirdéicano grau de cooperatividade
entre a substancia cardioativa e o seu sitio de aca

A equacédo de Hill-Langmuir é a seguinte:

onde:
E : efeito inotrdpico
[C] : concentracdo no banho da substancia testada
CEso: variavel relacionada a poténcia da substanciadas

n: constante de Hill
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4.8.2 Avaliagdo fitoquimica qualitativa do preparad de maior poténcia
inotrépica

A investigacdo dos principais grupos de metabdlitescundarios
(flavonoides, alcaldides, taninos, saponinas e@des), presentes no preparado que
apresentou maior poténcia inotropica, foi realizagaacordo com os testes de
prospeccao fitoquimica qualitativa propostos potdd41997).

4.8.3 Avaliacédo do contetdo de sodio e potassio preparado de maior poténcia
inotrépica

Os niveis de potassio e sbédio presentes no prepaladnaior poténcia
inotopica obtido das folhas deostus spiraliforam determinados pelo Instituto de
Tecnologia e Pesquisa de Sergipe, usando a fotangetrchama (Digimed DM-61,
Séo Paulo, SP, Brasil, Fig. 12).

Figural? - Fotdmetro de chama DIGIMED DM-61
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4.8.4 Avaliagéo do efeito do preparado de maior péncia inotrépica sobre os
tempos de contragdo, relaxamento e acoplamento et@hecanico

Os tempos de contracdo (Tc) e de relaxamento ¢fant medidos em trés
niveis diferentes da amplitude da curva de for¢atdo esquerdo de cobaia (20, 50 e
80 %). Para isso, 50 contracdes foram selecionquiasdo a forca atrial ja estava
estabilizada em cada concentracdo do extrato @ddsade maior poténcia e 0s
tempos médios foram obtidos com ajuda de um pranessto automatico realizado
pelo software CONEXON. Os tempos foram determinasmscontrole e também
apos a adicdo ao banho do preparado de maior pmté&ste usado nas seguintes
concentracdes: 10, 100, 300, 800, 1500 mg/L (RBy. 1

tcad tra0

tcal trad

Forga (mh)

tc20 tr20

Figura 13 - Esquema indicando as variaveis medidas nas curgaforga de
contragao atrial. Amplitude da forca (Forca, mMnpo de contracdo a 80% (tc80,
ms); tempo de contracdo a 50% (tc50, ms); tempoodé&racdo a 20% (tc20, ms);
tempo de relaxamento a 80% (tr80, ms), tempo @xaeiento a 50% (tr50, ms) e
tempo de relaxamento a 20% (tr20, ms).

O intervalo de acoplamento eletromecéanico (AEM)rfidido do inicio da
estimulacdo até o pico da contragdo (StPico) (F)gBoram também determinados
os indices de Eficiéncia para a contracdo e pam@laxamento (IEc e IEr). Estes
indices foram obtidos em gf/s, dividindo-se a atogk da forca atrial pelos tempos

de contracdo ou de relaxamento em cada um dositéis da forca (80, 50 e 20%).
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Os parametros inotrépicos foram determinados tamtocontrole, quanto ao se

submeter o atrio ao preparadoClespiralisque apresentou maior poténcia.

d+ d-

Std+
St pico
Std-

Figura 14 — Tempos referentes ao acoplamento eletromecéanicstrando os
intervalos de tempo do estimulo a derivada méaxirmacdntracdo (St d+), do
estimulo ao pico (St pico) e do estimulo a derivadaxima do relaxamento (St d-).
A curva superior refere-se a forca de contracdal @&ra inferior mostra o momento
da estimulacéo (pulso retangular negativo)

4.8.5 Avaliacdo do efeito do preparado de maior péhciasobre as correntes de

potassio

4.8.5.1 Prospeccéo guiada pelo blogueio muscarinipoomovido pela atropina

Com a intencdo de investigar, em atrio esquerdacabaia, o possivel
envolvimento dos receptores muscarinicos no efedtropico do extrato ou fracao
de maior poténcia de. spiralis a preparacéo biolégica, mantida em cuba parabérga
isolado, foi estimulada eletricamente com pulsos2ddz, 400 V e 0,5 ms. Em
solucdo TyD (Tabela 2), uma vez estabilizada agregjdo, a resposta contratil
induzida pelo preparado mais potente foi testad@sae depois do bloqueio
muscarinico feito pela atropina (1u®1; tempo de incubacgéo: 20 minutos). O extrato
ou fracdo mais potente da spiralisfoi adicionado cumulativamente ao banho, de
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modo a que fossem obtidas as seguintes concergrdigdés: 10, 100, 300, 800,
1000 e 1500 mg/L. A Fig. 15 esquematiza a sequé@eceventos deste protocolo.

C-E C-E
o Extrato/Fracao _ Extrato/Fracao
Inicio  de maior poténcia Atropina de maior poténcia

60 min washout 20 min

Figura 15 — Protocolo para estudar a participacdo de receptongscarinicos no
efeito inotropico do preparado de maior poténcigdobdas folhas d€.spiralis,em
atrio de cobaia. Inicialmente, foi permitido aoictestabilizar com as condi¢cbes
experimentais por cerca de 60 min. Em seguida,epgrado de maior poténcia
inotrépica, obtidos das folhas de.spiralis foi adicionado cumulativamente ao
banho para produzir as seguintes concentracdeacektlares: 10, 100, 300, 800,
1000 e 1500 mg/L. Em cada concentragdo, a amplitiadéorca de contragéo foi
determinada e, com os dados obtidos, foi constmumda curva concentracao-efeito
(C-E) para a qual a GEfoi determinada. O procedimento foi repetido rmiogtré-
incubado com 1,5 mM de atropina — bloqueador indfipe de receptores
muscarinicos Nesta condi¢cdo, uma nova §Hoi determinada para comparacéo
(29,0 + 0,1°C; Estimulacao: 400 V; 0,5 ms e 2 Hz).

4.8.5.2 Prospeccao guiada pelo bloqueio inespeaifide canais para potassio

promovido pelo tetraetilamonio

Para avaliar, em atrio esquerdo de cobaia, a pgsvticipacdo de canais de
potéssio no efeito inotropico promovido pelo extrat fracdo de maior poténcia de
Costus spiralisutilizou-se como ferramenta farmacoldgica o téti@adnio (TEA),
que é um bloqueador inespecifico desses canaisHMRE et al.,1992). Neste
protocolo, foram obtidas curvas concentracédo-efdit@reparado de maior poténcia
antes e ap0s a incubacdo do atrio com tetraetii@nmdnFig. 16 esquematiza a
sequéncia de eventos usados nesses experimentoalmante, foi permitida a
preparacao estabilizar-se com a situacdo experaniemposta, por cerca de 60 min.

Depois, foi adicionado ao banho de forma cumulativapreparado (fracdo ou
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extrato) mais potente, de modo a que fossem obaisiagguintes concentracdes: 10,
100, 300, 800, 1000 e 1500 mg/L. As amplitudesfdagsas em cada concentragéo
foram determinadas e com elas foi construida umaaailp tipo concentracéo-efeito
0 que permitiu fosse conhecido o valor daCEto foi repetido apos a incubacéo do
atrio com TEA (20 mM, 20 min). Os eventos experitaenestdo esquematizados na
Fig. 20.

C-E C-E
_ Extrato/Fragao Extrato/Fragao
Inicio  de maior poténcia TEA de maior poténcia

60 min washout 20 min

Figura 16 - Protocolo para estudar a participacdo de canajsotiEssio no efeito
inotrépico do preparado de maior poténcia obtide fothas deC.spiralis em atrio
de cobaia.lnicialmente, foi permitido ao atrio estabilizar ncoas condicdes
experimentais por cerca de 60 min. Em seguida, epgrado foi adicionado
cumulativamente ao banho para produzir as seguiatiesentracdes extracelulares:
10, 100, 300, 800, 1000 e 1500 mg/L. Em cada cdraggio, a amplitude da forca de
contracdo foi determinada e, com os dados obtiflmsconstruida uma curva
concentracdo-efeito (C-E) para a qual adJ&i determinada. O procedimento foi
repetido no atrio pré-incubado com 20 mM de TEAlegbeador inespecifico de
canais sarcolemais para potasdiesta condicdo, uma nova &Hoi determinada
para comparacéao (29,0 = 0,1°C; Estimulacéo: 400.%ms e 2 Hz).

4.8.6 Avaliacdo do efeito do preparado de maior péncia inotrépica sobre a
entrada de célcio nas células do miocardio

4.8.6.1 Prospeccéao guiada pelo fendbmeno de BowditelProtocolo de Nayler &

Merrillees

Para testar se o preparado de maior poténcia picir@eCostus spiralis
podia interferir com a entrada de célcio nas ceélula tecido miocardico, foram
realizados experimentos usando-se o protocolo déeiNadVerrillees (1971). Para
iIsso, as cobaias foram reserpinizadas (5 mg/kg, ipa 24 horas antes do

experimento, a fim de promover a deplecao de cltedoas dos terminais nervosos
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adrenérgicos do miocardio. Esse procedimento vismimizar o aparecimento de
arritmias atriais, geralmente extrassistolia pradupor focos ectépicos.

O protocolo de Nayler; Merrillees (1971) esta bdseao aumento da forca
de contracdo observado apos a elevacéo da frequémastimulacdo (fendbmeno de
Bowditch, 1871, apud SEED; WALKER, 1987).

A Fig. 17 mostra um exemplo representativo do neétagado nos
experimentos referente ao protocolo de Nayler; Megs (1971). Durante a
investigacdo, o atrio esquerdo foi estimulado cana drequéncia-controle de 0,2
Hz. Uma vez em equilibrio inotrépico, a frequénitaelevada para alcangcar uma
dada frequéncia-teste (FT). Nela, a preparagédo ggeyoeu estimulada por 150 s.
Depois disso, a estimulacdo foi interrompida pors46, entdo, reiniciada com a
mesma frequéncia-controle (0,2 Hz). Em diferente$os experimentais foram
testadas as seguintes FTs: 0,33/0,50/0,6®/ 1,33/ 1,66; 2,00/ 2,50/ 3,33 Hz.

FT

A

400 =

180 5 405

Figura 17 — Experimento representativo mostrando a sequénceveetos usados
para reproduzir o protocolo Nayler; Merrillees (197a fim de avaliar a captacao de
célcio pelo miocardio. (Frequéncia-controle: 0,2; I#Z: 1,66 Hz; 29,0 + 0,C;
Estimulacéo: 400 V; 0,5 ms).

4.8.6.2 Prospeccao guiada pela curva concentracé@ito para o isoproterenol
O efeito do preparado de maior poténcia inotropttido das folhas d€.

spiralis sobre as correntes sarcolemais de célcio foi testd experimentos

realizados em atrio de cobaia nos quais foram mé@tadas curvas concentracao-
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efeito para concentracdes crescentes de isoprotefeste agonista adrenérgico foi
adicionado ao banho de forma cumulativa, antesdés apincubacdo da preparagédo
com o extrato ou fracdo obtida @e spiralis Os animais foram reserpinizados 24
horas antes do experimento. O isoproterenol faiawiado ao banho para alcancar as
seguintes concentracoes: 0,1; 1; 3; 6; 10; 30; 300;e 1000 pM). As amplitudes da
forca atrial foram determinadas para cada concgidrae, com elas, foram
construidas curvas do tipo concentracao-efeitoeopguimitiu que fossem calculadas
as Ckp antes e apds a acédo do preparad&€dspiralis A Fig. 18 esquematiza a

sequéncia dos eventos experimentais.

C-E Preparado C-E
Inicio ISO C.spiralis ISO
60 min washout 20 min

Figura 18 - Protocolo experimental para estudar a participagdcorrentes de calcio
sensiveis ao isoproterenol no efeito inotrépic@parado de maior poténcia obtido
das folhas deC.spiralis em atrio de cobaidnicialmente, foi permitido ao atrio
estabilizar com as condi¢cdes experimentais poracdec 60 min. Em seguida, foi
adicionado isoproterenol (ISO) cumulativamente @ahio para produzir as seguintes
concentracdes extracelulares: 0,1; 1; 6; 10; 3@; BDO e 1000 pM. Em cada
concentracdo, a amplitude da forca de contracaddt@rminada e, com os dados
obtidos, foi construida uma curva concentracadee{@-E) para a qual a Ggfoi
determinada. O procedimento foi repetido no atré&sipcubado com o preparado de
maior poténcia inotropica, obtido das folhas @espiralis. Nesta condi¢do, uma
nova Ck, foi determinada para comparacgao (29,0 + 0,1°Gmisicao: 400 V; 0,5
ms e 2 Hz).

4.8.6.3 Prospeccao guiada pela curva concentracéeito para o CaCh

O efeito do preparado mais potente @estus spiralissobre a resposta
inotropica produzida por concentracdes crescentes GhAC} foi estudado
adicionando-se diretamente o sal ao banho de feumaulativa de tal forma que
alcancasse os niveis extracelulares desejados@¥9 1,0/1,2/1,5/2,0/2,5/3,0
/4,0/50/6,0e 7,0 mM). A Fig. 19 mostra, esgaticamente, a sequéncia dos
eventos empregados nesse estudo. A solucdo deelTysadla foi a de baixo calcio,

cuja composicao esta descrita na Tabela 2. Osimgmos foram realizados a 29,0
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+ 0,1°C e os atrios, previamente estirados paratansio de repouso 4,58 mN (0,5
gf), foram estimulados eletricamente com pulsosd@s com frequéncia constante.
A forca atrial foi determinada isometricamente ¢almo se descreveu antes. A
concentracdo inicial de calcio foi de 0,5 mM (TyCGpdos os animais foram
reserpinizados, por via intra-peritoneal, 24 henates do experimento.

A forca atrial foi medida em situagdo-controle mlb@m apds a incubagéo
da preparacdo com o preparadoQlestus spiralisque apresentou maior poténcia
inotropica. Para cada concentracdo, a amplitudéodza atrial foi determinada,
permitindo, assim, que curvas dose-resposta naoaterdg no teste fossem obtidas e
também que fossem determinadas as respectivas @&mitindo, assim, uma

comparagao.
CE Preparado C-E
Inicio CaC, C.spiralis CaC),
60 min washout 20min

Figura 19 - Protocolo experimental para estudar a participagaoorrentes de calcio
sensiveis ao célcio extracelular no efeito inotromlo preparado de maior poténcia
obtido das folhas d€.spiralis em atrio de cobaidnicialmente, foi permitido ao
atrio estabilizar com as condi¢cdes experimentaiscpeca de 60 min. Em seguida,
foi adicionado CaGl cumulativamente ao banho para produzir concerggco
extracelulares entre 0,5 e 7,0 mM. Em cada coragidt a amplitude da forca de
contracdo foi determinada e, com os dados obtiflmsconstruida uma curva
concentracdo-efeito (C-E) para a qual adJ&i determinada. O procedimento foi
repetido no atrio repetido pré-incubado com o peg@ de maior poténcia
inotrépica, obtidos das folhas d& spiralis nesta condi¢cdo, uma nova 4gHEoi
determinada para comparacéo (29,0 £+ 0,1°C; Estgaalat00 V; 0,5 ms e 2 Hz).

4.8.6.4 Prospeccao guiada pela curva concentracdeito para o (-) BAY K8644

Para estudar se o preparado de maior poténciaootitis folhas d€ostus
spiralis, produzia efeito inotrépico por meio do bloqueiocdmais de calcio tipo-L,
foram usadas concentracdes crescentes de (-) BAMK&ue € um agonista deste

canal e, entdo, curvas concentracao-efeito forasrrdaadas antes e apos a adicao
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do preparado d€. spiralisno banho. O (-)BAY K8644 foi adicionado ao bantso d
forma cumulativa para alcancgar as seguintes coragg@as 5, 50, 100, 300, 500, 800
e 1000 nM. Os experimentos foram feitos a 29,012@, Todos os animais foram
reserpinizados por via intraperitoneal, 24 horakesamlo experimento. A Fig. 20

esquematiza a sequéncia de eventos desses exgesmen

CE Preparado CE
Inicio (-) BAY K8644 C.spiralis  (-) BAY K8644

60 min washout 20 min

Figura 20 - Protocolo experimental para estudar a participagdoorrentes de célcio
ativadas pelo agonista (-) BAY K8644 no efeito imptco do preparado de maior
poténcia obtido das folhas de.spiralis em atrio de cobaialnicialmente, foi
permitido ao atrio estabilizar com as condi¢cdesedrgentais por cerca de 60 min.
Em seguida, foi adicionado (-) BAY K8644 cumulativente ao banho para produzir
as seguintes concentragoes extracelulares: 5,080,300, 500, 800 e 1000 nM. Em
cada concentracdo, a amplitude da forca de contrEgédeterminada e, com 0s
dados obtidos, foi construida uma curva concentraféito (C-E) para a qual a GE
foi determinada. O procedimento foi repetido naogtré-incubado com o preparado
de maior poténcia inotrépica, obtido das folhaCdepiralis. Nesta condi¢cdo, uma
nova Ck, foi determinada para comparacao (29,0 £ 0,1°Gmiasicao: 400 V; 0,5
ms e 2 Hz).

4.8.7 Avaliacéo do efeito do preparado de maior péncia, obtido das folhas de

Costus spiralis, sobre o transiente citoplasmatico de calcio

4.8.7.1 Preparacao de cardiomidcitos isolados

Para estudar o efeito do preparado das folha<C.depiralis sobre o
comportamento do calcio intracelular, foram usadamundongos da linhagem
C57BL6/J sacrificados em guilhotina. O coracdo fapidamente removido e
colocado em solucdo DB gelada. A dissociacdo enimiandos cardiomiocitos (Fig.
21) foi feita segundo o protocolo proposto por BtitMorad (1985). Basicamente,
esse procedimento constitui-se das seguintes etapas
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. Perfusédo do coracgédo, através das artérias corespgona 5 a 10 minutos
com solucdo DB mantida a temperatura ambientemadé remover o
sangue contido nos vasos coronarios;

. Perfusdo do coracdo (6 a 8 min) com Solucdo I,nmadée iniciar o

processo de digestdo enzimatica do miocardidQB7

3. Fragmentacdo do miocardio ventricular em placaeds; P

4. Agitacdo mecanica do tecido fragmentado em Solucémtida em tubo

Falcon (50 mL) e usando pipeta de transferéncianade promover a
separacao dos cardiomiocitos;
. Filtracdo em rede de nylon para a remocéo de “slebri

6. Centrifugacao (10 s, 1000 rpm) da suspensao dasglu

. Remocéo do sobrenadante e ressuspenséo do ‘glelleélulas isoladas,
na Solucao Il, contida em tubo Falcon (10 mL), opdemaneceram por
cerca de 2 minutos, a fim de interromper a acaorgtica;

. Centrifugacédo por 10 s (1000 rpm) e remocao doesaolante com
posterior ressuspensao do ‘pellet’ de células nac8o Ill, onde foram

mantidas por 2 minutos;

. Centrifugacédo (10 s) e remocado do sobrenadante posterior

ressuspensédo do ‘pellet’ de células na Solucammde foram mantidas

por 2 minutos;

10.Centrifugacdo (10 s) e remocdo do sobrenadante posterior

ressuspensdo do ‘pellet’ de células na solugdo DMBEddificada onde

permaneceram até serem usadas no experimento.

Figura 21- Cardiomiécitos isolados do coracdo de
camundongo (Reproduzido de LAUTON-SANTOS, 2007).
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4.8.7.2 Medida do transiente intracelular de célcio

A avaliacéo do efeito do preparado de maior po&gmtitido das folhas de.
spiralis, sobre os transientes intracelulares de&*Clai feita no Centro de
Microscopia Eletrénica (CEMEL) do Instituto de Giéas Bioldgicas (ICB) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) usaw®lanicroscopio confocal
(Zeiss LSM 510 Meta, Zeiss GmbH, Jena, Alemanha). ). Os cardiomidcitos
previamente isolados foram carregados comrbl/L Fluo-4 AM sensivel ao Ca
(Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) por 30 minga@stemperatura ambiente (22
+ 3°C). ApGs este procedimento, as células foramadias, para remover 0 excesso da
sonda fluorescente, e colocadas novamente em soDEM. A sonda FLUO-
4/AM, quando adequadamente excitada e complexadasacalcio, emite um sinal
de fluorescéncia que pode ser medido em 515 nmtehsidade desta fluorescéncia
esta relacionada com as variagcdes do calcio sasmoglico livre. As variacdes do
Ccd" intracelular livre (transiente intracelular de aid) foram produzidas pela
estimulacao elétrica dos cardiomiécitos aplicadanpeio de um par de eletrodos de
platina (1Hz, 5 ms, 30 V, GRASS Technologies SDIAE. Esta sonda foi entao
excitada com laser de argbnio (488 nm), tendo Asansido executada ao longo de
uma linha (51%ixel9 posicionada aleatériamente ao longo do eixo todgial da
célula, tomando-se o cuidado para nao cruzar @agedps nucleos. As varreduras
foram repetidas a cada 1,54 ms e sempre sobrernartegeto e se iniciaram apoés a
aplicacdo de oito pulsos elétricos de estimulaggoeovisou estabilizar a preparacéo
bioldgica. Os sinais de fluorescéncia emitidos pettula foram usados para a
criacao de imagens bidimensionais onde a variéngbo foi colocada no eixo X. As
imagens foram processadas pelo software IDL 5.8¢&eh Systems, Inc., Boulder,
CO, EUA). Os niveis de Gaforam expressos como k/Fonde [g representa a
fluorescéncia basal da sonda Fluo 4AM (GOM&Zzal., 2001; OLIVEIRA et al.,
2007; LAUTON - SANTOS:t al,, 2007).
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Figura 22- Microscopio confocal Zeiss LSM 510 Meta

4.8.8 Avaliacédo do efeito do preparado de maior péhcia, obtido das folhas de

Costus spiralis, sobre a remocéo do calcio citoplasmatico livre
4.8.8.1 Prospeccao guiada pela equacédo de Conde-Gar

A velocidade de remocdao do calcio citoplasmatieelfoi estudada, em atrio
de cobaia, aplicando-se a equacdo de Conde-Gard@a@a atriais obtidas apds a
pausa da estimulagdo descrita no protocolo expetahale Nayler; Merrillees
(1971).

Para determinar a velocidade de recuperacdao damsfopds-pausa, as
amplitudes das contracdes, obtidas nesta fasemfapstadas pela equacéo
desenvolvida pelo Prof. Dr.Eduardo Antonio Condeeiaa a saber:

100 - Fn'"n
Ki

F(i) = +

Onde:

F(i) : Amplitude da forca pos-pausa de ordem i
Fmin : Amplitude minima das for¢as pos-pausa
K : Constante de decaimento das for¢as no pos-pausa

i : nUmero de ordem da contracdo das forcas ngpadsa
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A Eqg. 1 permitiu que a taxa de variagdo da ampditdd forca de contracéo
atrial no periodo poOs-pausa pudesse ser conhef@a isto, esta equacdo foi
logaritmada, resultando na seguinte expressao:

log (Y — Fmin) = log ( 100-Fmin) — i log(K)
que é, em Ultima instancia, uma equacao de retipald = B — AxX.

Nesta equacao,

Y =log (F(i) — Fmin)
B =log (100 — Fmin)
A=logKeX=i

Com isso, o coeficiente angular A = log K referemteta de decaimento

pdde ser conhecido e, assim, avaliado na presenga auséncia do preparado de

maior poténcia.

4.8.9 Avaliacdo do efeito do preparado de maior péhcia sobre as correntes de

calcio tipo-L

O estudo foi feito em cardiomiocitos de camundongeguindo-se o0s
procedimentos da técnica de ‘patch clamp’ na cardigho ‘whole-cell’
(MATSUDA & CRUZ, 1993; CRUZet al., 1999). Para isto foi empregado um
amplificador EPC-10 (HEKA Instruments, Alemanha)nitolado pelo software
PULSE (HEKA Instruments).

Os miécitos cardiacos foram colocados em solucderrex (Tabela 5)
contida em camara de fundo transparente que fad&a platina de um microscopio
invertido (Axiovert 20, Zeiss, Alemanha). Para gis&o das d, foram utilizadas
pipetas de vidro comum preparadas com ‘puller’ ais dstagios (PP830, Narishige,
Japao), com resisténcia entre 0,7 e 1¢3, [dreenchidas com solucao interna (Tabela
6).

Para analisar o efeito do extrato ou da fracdo d@mpotencia inotropica
sobre as correntes de célcio tipo-L, foi executamgrotocolo experimental visando
medir o curso temporal das correntes macroscopéasionadas com a entrada de
calcio nas células. Foi usado o seguinte protogelpulsos: inicialmente a voltagem
da membrana foi mantida em -80 mV (‘holding’) epartir dela, foi aplicado um

pré-pulso de -40 mV por 50 ms, a fim de inativacasais rapidos para sodio. Em
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seguida, foi aplicado um pulso-teste de 200 mgyalaszando a membrana para 0

mV, para, em seguida, retornar-se ao potenciatlthgl original (Fig. 23).

omv

200 ms

-40 mV

50 ms

80 mV—{j——— —

50 ms 50 ms

Figura 23 - Protocolo de pulsos utilizado em ‘patch-clamp’ nafiguracéo
‘whole-cell’ para o registro das correntes de @aldipo-L, em
cardiomiocitos de camundongo.

As correntes obtidas foram submetidas a um filedBéssel do tipo passa-
baixa, com frequéncia de corte de 2,9 kHz e foragitatizados a 10 kHz. Os
miocitos que apresentaram resisténcia em sérierma®6 M2 foram descartados.
Naqgueles validos, a resisténcia em série foi cosgma em 40%. Os experimentos
foram realizados a temperatura ambiente (28 + 2°C).

As correntes foram registradas e analisadas ussedo-software Pulse-
Pulsefit (HEKA Instruments, Alemanha). Os gréafidosis foram obtidos com o
softwareSigmaPlot 8.0 (Jandel Scientific, EUA).

4.9 Tratamento estatistico dos dados

Para a sistematizacdo e observagdo, o0s resultamtas ftabulados e
confeccionados graficos pertinentes, usando-seotisvases EXCEL (Microsoft
Office 2003, EUA) e GRAPHPAD PRISMA v. 3.0 (GraplPsoftware, Inc., EUA).

O software estatistico MINITAB v.14 (Minitab IndEUA) foi usado para analise.
Para a deciséo entre diferencas de médias foi ganioeo teste ANOVA ‘one-way’,
seguido do teste de Tukey, tendo sido adotado uet dé significancia de p < 0,05
para rejeitar a hipotese de nulidade. Onde cowb@pficado o teste t de Student na
sua modalidade pareada.

A deciséo sobre a diferencga entre curvas obtidasdado teste experimental
foi realizada por meio do método dos Fatores derBifciacdo (f1) e de Similaridade

(f2), proposto por Moore; Flanner (1996). Adotoueseno curvas diferentes aquelas
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cujo teste resultou nas desigualdades f1 > 15«50 e para aceitar a semelhanca
entre elas os intervalos 9 f1 < 15 e 50< f2 < 100. Neste trabalho, os dados

guantitativos estao apresentados como méediao padrao da média (EPM).
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5 RESULTADOS

5.1 Rendimentos do EBH e de suas frac6es

Depois de secas e trituradas, as folhaS.dspiralispesaram 222 g tendo
sido obtido 23,37g de EBH. Desse total, 7,659 fodastinados a um novo processo
de separacao, empregando-se a técnica de paftjoétotiquido. Os rendimentos
finais das fracdes obtidas foraralculados e estdoostradopercentualmentea
Tabela 7.

Tabela 7 -Rendimento do processo de obtencao das fracdeBldo

Fracoes Rendimento (%)
Aquosa 69,40
Acetato 6,14
Cloroformio 1,70

5.2 Avaliacédo do efeito inotrépico do EBH e de sudrmcdes

O processo de particdo liquido-liquido feito a ipatd EBH, permitiu que
fossem obtidas fracbes extraidas com solventesoldgigades crescentes. Foram
obtidas as seguintes fragcdes na ordem crescermelaiédade: cloroférmica (FClo),
acetato de etila (FAcet) e aquosa (FAQ).

A Fig. 24 mostra que o EBH e suas fra¢cdes promavera efeito inotropico
negativo sobre o miocardio atrial da cobaia. Edkitee foi dependente de
concentracdo e desapareceu parcialmente com adeetilo extrato ou da fracdo da

solucéo contida na cuba para érgéo isolado (‘waghou
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“I ler
2500 wsh 1000 3000 8000  wsh
Extrato bruto hidroalcoolico (mg/L) Fragdo cloroférmica (mg/1.)
10m|r 10m|r
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Fracdo aquosa (mg/L) Fracdo acetato de etila (mg/L)

Figura 24 - Registrosexperimentais representativos mostrando o efeitrdgpico
negativo promovido pelo EBH e por suas fracdesrgidomica, acetato de etila e
aquosa), obtidas das folhas @estus spiralisO final de cada tragado corresponde a
10 min ap06s o ‘washout’ (wsh) (ctr: controle; 2%,0,1 °C; estimulacéo: 2 Hz; 400
V; 0,5 ms; Barras de calibragdo: 5 mN, 1 min).

Com a finalidade de determinar que preparado déssogpossuia maior
efeito depressor sobre o inotropismo miocardicoyasi concentragdo—efeito foram
obtidas com cada um deles e suas respectivag fGEm calculadas. A Fig. 25
mostra estas curvas ajustadas aos pontos expesigmgla equacdo de Hill-
Langmuir. Com elas, foi possivel determinar o va®ICEg para o efeito inotrépico
de cada extrato ou fracao testada. A FAq foi a ipaiente, deprimindo a forca atrial
com uma Cky de 305 £ 41,00ng/L e uma constante de Hill de 1,460 + 0,196,
indicando que a reacédo de ligacdo do metabdlitdiaztivo com o sitio receptor se
faz de forma positivamente cooperativa (VOET et2000).Na Tabela 8, podem
ser vistas a£Es, bem como as constantes de Hill das fracdes eBld E

avaliado.
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Figura 25 - Curvas concentracdo-efeito relativas ao efeitdrépico negativo dos
preparados das folhas @mstus spiralisEBH: extrato bruto hidroalcodlica( n =

3), FAQ: fracdo aquosaa( n = 3), Acetato: fracdo acetato de etidg (i = 3) e
Cloroférmio: fracao cloroférmicad( n = 3) Os pontos experimentais foram ajustados
por curvas geradas com a equacao de Hill-Langr2ui0(+ 0,1°C; estimulacéo: 2
Hz; 400 V; 0,5 ms).

Tabela 8 -CEg e constante de Hill de preparados obtidos das$@bstus spiralis

Preparado Cé £ DP (mg/L) Constante de Hill £ DP
EBH 712 + 41,00 1,590 + 0,079
FAqQ 305 + 41,00 1,460 + 0,196
FAcet 788 + 121,00 1,360 +0,399
FClo 8948 + 1346,00 1,017 + 0,055

Uma vez determinado que a FAqQ foi o preparado ddsas deC.
spiralis com maior poténcia inotropica, entdo todos os ix@stos subsquentes

foram realizados com a mesma.
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5.3 Prospeccéo quimica e fitoquimica da FAqQ

5.3.1 Determinacao do sodio e do potassio

Os resultados obtidos com a ajuda da fotometriahdena revelaram que,
na concentracdo de 1 g/L de FAq, havia 1,91 mMadésgio e 0,1525 mM de sodio.
Estes resultados, somados com as concentracoestasip e sodio existentes na
solucéo de Tyrode, segundo Dorigo et al. (199@val o potassio da solucéao para
4,61 mM e o sédio para 120,1525 mM.

5.3.2 Triagem fitoquimica

A prospeccao fitoquimica da FAQ revelou os prinsipanetabolitos
secundarios. Estes se encontram listados na T@bAlgesar de investigada, ndo foi
possivel comprovar a presenca de alcaldides, asiractemlconas, antocianinas,

antocianidinas, leucoantocianidas e triterpenoides

Tabela 9—Prospeccao fitoquimica qualitativa da fracdo aquo

COMPOSTO METODO RESULTADO
Fendis FeGlou Reativo de Folin Ciocalteu Positivo
Taninos FeGl Positivo
Flavonas HCI/NaOH/Mudanca de cor Positivo
Xantonas M§"/HCl/Mudanca de cor Positivo
Auronas HCI/NaOH/Mudanca de cor Negativo
Chalconas HCI/NaOH/Mudanca de cor Negativo
Flavonoides HCI/NaOH/Mudanca de cor Positivo
Antocianinas HCI/NaOH/Mudanca de cor Negativo
Antocianidinas HCI/NaOH/Mudanca de cor Negativo
Catequinas HCI/NaOH/Mudanca de cor Negativo
Leucoantocianidinas HCI/NaOH/Mudanca de cor Negativ

Flavonadis Mg*/HCl/Mudanca de cor Positivo
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Tabela 9 -continuacéo

Flavanonois M§'/HCI/Mudanca de cor Positivo
Flavanonas Mg/HCl/Mudanca de cor Positivo
Triterpendide e Esteroides Lieberman-Burchard Negat
Saponinas Residuo cloroférmice®Espuma Positivo
Alcaloides Bouchardat Negativo
Mayer Negativo
Dragendorff Negativo
Ac. silico-tangstico Negativo

5.4 Avaliacdo do efeito da FAcsobre parametros contrateis do atrio

5.4.1 Tempos de contracao e de relaxamento

A analise de curvas de forca atrial, obtidas entridsa mostrou que a FAQ,
usada em concentracdo de até 1500 mg/L, ndo alteoiorma significativa os
tempos de contracdo (Tc) nem os de relaxamentpqdiando medidos nos niveis de
80, 50 e 20% da amplitude da curva de forca dffigl 26 e Fig. 27).

=) 75,
§« —1Tc80
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FAg (mg/L)

Figura 26- Efeito da FAQ sobre os tempos de contracdo da fangal. A FAQ n&o
alterou estes tempos, comparando com o contrade(fict 4; 29 + 0,1°C; 2 Hz; 400
V; 0,5 ms).
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Figura 27- Efeito da FAQ sobre os tempos de relaxamento dza fatrial. A FAQ
nao alterou estes tempos, comparando com o cottolén = 4; 29 £+ 0,1°C; 2 Hz;
400 V; 0,5 ms).

5.4.2 Acoplamento eletromecanico

Outro parametro avaliado foi o acoplamento eletcddneo (AEM)
considerado como sendo o intervalo de tempo exéstarire a estimulacdo elétrica e
0 pico maximo da forca de contracdo atrial. Comaepser visto na Fig. 28, a FA(Q

nao alterou de forma significativa este intervalo.

200,

° CSt/d+
2.9 T [ St/pico
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Eo0w
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ctr 10 100 300 800 1500
FAqQ (mg/L)

Figura 28 - Efeito da FAQ sobre o acoplamento eletromecan@@tdo de cobaia
determinado entre o estimulo e a derivada maximaadracdo (St/d+), entre o
estimulo e o pico da forca (St/pico) e entre onadth e a derivada maxima do
relaxamento (St/d-). A adicdo da fragdo ao banlwoatt&rou de forma significativa os
tempos de acoplamento quando comparado com osctigggecontroles (ctr) (n = 3;
29 £ 0,1°C; 2 Hz; 400 V; 0,5 ms).
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5.4.3 indices de Eficiéncia da contrac&o e do relamento

O efeito da FAQ sobre o IEc e o IEr do atrio esdoede cobaia foram
avaliados nas situacdes controle e teste. Estésptos foram medidos nos niveis
de 80, 50 e 20% da amplitude de cada forca. As E@® 30 mostram que houve
uma diminuicdo estatisticamente significativa (p 005) do IEc, quando a
concentracdo de FAQ no banho foi maior do que 3@dLne do IEr, quando a

concentracdo de FAq foi maior que 100 mg/L.

30,

.. 11EC80
IEC50
201 B [Ec20

o+

104

*
% * k%

0 ’l% |I|73._

cr 10 100 300 800 1500

FAQ (mg/L)

Figura 29- Efeito da FAq sobre o indice de Eficiéncia da @agio medido a 80
(IEc80), 50 (IEc50) e a 20% (IEc20) da amplitude aiava de forca do atrio
esquerdo de cobaia (n = 3; *p < 0,05; 29 = 0,1 2Q4z; 400 V; 0,5 ms; ctr:
controle).
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Figura 30 - Efeito da FAQ sobre o indice de Eficiéncia do Rataento medido a 80
(IEc80), 50 (IEc50) e 20% (IEc20) da amplitudecdava de forca atrial (n = 3p
<0,05; 29 £ 0,1°C; 2 Hz; 400 V; 0,5 ms; ctr: coidgj.
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5.5 Estudo do mecanismo de a¢éao da FAQ sobre a aanilidade atrial

5.5.1 Avaliacdo da participacao dos canais de pots

5.5.1.1 Prospeccéo guiada pelo bloqueio muscarinico

A fuga de potassio da célula para o meio extramelygromovida pela
abertura de canais para este ion, é condicdo iamterpara a repolarizacdo das
células miocardicas, evento que se traduz mecasit@npela fase de relaxamento
muscular. Como a FAq determina um efeito inotropiegativo, nds estudamos a
possibilidade das correntes sarcolemais de poté&starem contribuindo para a
génese deste efeito. Isto foi realizado pelos podbs experimentais abaixo
mencionados.

A Fig. 31 mostra tragados obtidos num experimespoasentativo referente
ao efeito inotrépico negativo da FAQ. Os registaram captados antes (Painel A) e
depois (Painel B) do bloqueio de receptores musicad pelo sulfato de atropina
(1,5 uM).

%

L

cr 100 300 800 1000 1500
FAq (mg/L)

=

L

ctr Atrop 100 300 800 1000 1500
FAq (mg/L)

Figura 31 — Registros experimentais representativos do efeibo bibqueio
muscarinico sobre a acdo inotropica da FAq, eno &squerdo de cobaia. Os
tracados foram obtidos em situacéo controle (Ap@&ancubacao do atrio com 1,5
UM de atropina (B, Atrop) (ctr: controle; 29,0 49C; Estimulag&o: 2Hz; 400V; 0,5
ms; Barras de calibracdo: 5 mN, 5 min).
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A Fig. 32 resume o0s resultados obtidos em quati@satos quais se testou a
acao do bloqueio muscarinico sobre o efeito inaddpegativo da FAQ. Nela se
pode ver que a adicdo de sulfato de atropina aado@dn5.'M) ndo deslocou a curva
concentracao-efeito relativa ao inotropismo negadia@ FAQ. A pequena variacao da
CEso que passou de 568,&048,06[1](Hill = 2,56 + 0,22) no controle, para 600,70 *
24,46 mg/L (Hill = 2,51 + 0,15) apds o bloqueio, nao, fedbntudo, estatisticamente

significante.
)
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Figura 32 - Efeito do bloqueio muscarinico sobre a acdoramita negativa
produzida pela FAq, em atrio esquerdo de cobaiacdsas foram obtidas em
situacéo controlem) e apds incubacdo da preparacdo com de 1,5 puMroj@ra
(A). Os pontos experimentais foram ajustados pelaggude Hill-Langmuir (n =
4; p > 0,05; 29,0 £ 0,1°C; Estimulacéo: 2 Hz; 40®@Y6 ms).

5.5.1.2 Prospeccao guiada pelo bloqueio de cana& g potéassio

A Fig. 33 mostra um experimento representativoreefie ao efeito inotrdpico
negativo da FAQ antes (painel A) e apos (paineloB)yloqueio inespecifico de

correntes de potéassio feito pelo TEA (20 mM).

! Log 568,30 (mg/L) = 2,75
% Log 600,00 (mg/L) = 2,77
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Figura 33 - Tracados representativos do bloqueio de cormsemiéepotassio sobre a
acao inotropica da FAqQ, em atrio esquerdo de cokaegistros foram obtidos em
situacao controle (A) e apods incubacédo do atrio 20nmM de tetraetilaménio (B,
TEA) (ctr: controle; 29,0 £ 0,1°C; Estimulacdo: 2H®W0V; 0,5 ms; Barras de
calibracdo: 5 mN, 5 min).

A Fig. 34 mostra que ndo houve deslocamento spgifio da curva

concentracao-efeito inotropico negativo da FAgesm® apos o bloqueio inespecifico
das correntes de potassio feito pelo TEA. ACta FAq passou de 446,7245,08
81 ha situagcdo controle, para 636,33 + 12%'g@)/L, apés o blogueio (n =4, p >

0,05). As constantes de Hill foram 2,54 + 0,563 2, 0,41, respectivamente.
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Figura 34 — Efeito do bloqueio de correntes de potassioesabacdo inotropica da
FAQ, em &trio esquerdo de cobaia. As curvas foratidas em situacdo controle)(
e apos a incubacdo da preparacdo com o 20 mM de (A Os pontos
experimentais foram ajustados pela equacao dd_&hgmuir (n = 4; p > 0,05; 29,0
+ 0,1°C; Estimulacéo: 2 Hz; 400 V; 0,5 ms).

% Log 446,72 (mg/L) = 2,65
“ Log 636,33 (mg/L) = 2,80
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5.5.2 Avaliacdo da participacao do calcio
5.5.2.1 Prospeccéao guiada pelo fenbmeno de Bowditch

A Fig. 35 mostra um experimento representativo em &pi utilizado o
protocolo de Nayler & Merrillees (1971) para induaiaparecimento do fenbmeno
de Bowditch. Em atrio esquerdo, mantido em cuba pagao isolado e estimulado
elétrica e ritmicamente a &R Hz (estimulacdo-controle), a frequéncia de
estimulacao foi subitamente aumentada pard Ha (estimulacéo-teste), a fim de
promover uma maior entrada de célcio nas célulasidoardio. Com isso, a forga
de contracao do atrio tornou-se maior, criandapgssn incremento de forca acima
da forca controle e que aqui sera denominado d&sbwot’ de forca.

No painel A da Fig. 35 (situacdo controle), o feedm de Bowditch
aumentou a amplitude da forca em 177% do valorralentQuando o mesmo teste
foi realizado na preparacéo bioldgica incubada €860 mg/L de FAQ, ndo se pbde
observar qualquer ‘overshoot’ de forca. Na reakdadob tal circunstancia, a
elevacdo da frequéncia de estimulacdo-teste, a&s ide aumentar a forca atrial,
promoveu uma reducdo de 27% na amplitude da farcaetacdo a amplitude no
controle (Fig. 35B). Este efeito, no entanto, dasageu parcialmente durante o
‘washout’ (Fig 35C).

®0,2 Hz = 12 bpm
2,0 Hz = 120 bpm
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Figura 35 —Tracados representativos do efeito da FAQ solsrendmeno da Escada
Positiva (fenbmeno de Bowditch) induzido pelo autobemla frequéncia da
estimulacao-teste de 0,2 para 2,0 Hz, em atrioeedqude cobaia. A: registro-
controle obtido na auséncia da FA(Q; B: registreetedtido na presenca de 1500
mg/L da FAqg; C: registro obtido 10 min apos a reawga FAg do banho
(‘washout’) (n = 4 étrios; 2% 0,1°C; estimulacdo: 400 V; 0,5 ms; 0,2 Hz no adatr
e 2,0 Hz na fase de teste; Calibragcdo: 5 mN, 40 s).

A Fig. 36 resume os resultados obtidos com o pobboce Nayler e
Merrillees (1971) usado para avaliar o efeito dajsabre a entrada de calcio nas
células do miocéardio atrial da cobaia. Trata-seuaegrafico em que se mostra a
variagcdo do ‘overshoot’ de forca em funcdo da féegia de estimulacdo nas
situacOes controle, teste (FAq 1500 mg/L), bem camds 30 min de ‘washout’.
Nesta figura, pode se observar que, quando a fnegué&le estimulacdo-teste foi
aumentada gradativamente dé”3fara 128 bpm, a forca no ‘overshoot” aumentou

de forma progressiva (escada positiva ou fen6merBadvditch) até alcancar 120 +

"Log 20 (bpm) = 1,30
8 Log 120 (bpm) = 2,08
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16% acima da amplitude da forca registrada duramaixa frequéncia (0,2 Hz). Na
presenca de FAQ, contudo, esse aumento da frequéacestimulacdo ao invés de
elevar a amplitude da forca atrial, promoveu umdugéo estatisticamente
significante. A inversdo do fendmeno de Bowditch @wiginalmente descrita
Woodworth (1902), tendo, por isso, recebido o ndeste pesquisador. O fendbmeno
de Woodworth induzido pela incubacéo do atrio cdkq Besapareceu parcialmente
durante o ‘washout’.

Log [estimulacao-teste (bpm)]

1.25 1.50 1.75 2.00 2.25
300 1 1 1 1 ]

2004

1004

O_

Overshoot de forca
(% do controle)

-100-

Figura 36 — Efeito da FAQ sobre o fen6meno de Bowditch obtido stuacao
controle (quadrados vazios) e apoés incubacéo gmm@medo com 1500 mg/L de
FAQ (quadrados cheios). O efeito depressor da eAgdrcialmente abolido 30
min apaos iniciado o ‘washout’ (triangulos vazios)H 4; 27 + 0,2°C, *p < 0,05
para comparacfes com o controle).

5.5.2.2 Prospeccéao guiada pela curva concentracéi@ieo para o isoproterenol

Com a finalidade de confirmar a acdo negativa dg Bébre a corrente
sarcolemal de C& foram realizados experimentos para construir @urva
concentracdo-efeito para o isoproterenol, um petagbnistgi-adrenérgico. Foram
realizadas medidas antes e depois da incubacgadridoeaquerdo de cobaia com
1500 mg/L de FAq, por cerca de 20 min. A Fig. 37stra um registro
representativo. Nela se pode ver o efeito inot@positivo do isoproterenol

adicionado ao banho. No painel A, estd mostradegistro em situacao controle,
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enquanto que, no painel B vé-se o efeito da FAdiradm o inotropismo positivo

produzido pelo isoproterenol.

A

[

ws!

L

ctr  FAq 1 30 300 1000 wsh

Figura 37 - Tracados representativos do efeito da FAq sobexd inotropica
positiva do isoproterenol, em atrio esquerdo daeolDs tracados foram obtidos em
situagdo controle (A) e apos incubacdo do atrio é&®0 mg/L de FAq (B) (ctr:
controle; wsh: washout; 29,0 + 0,1°C; Estimula¢Zidz; 400V; 0,5 ms; Barras de
calibragdo: 5 mN, 5 min).

A Fig. 38 mostra que a FAg aboliu o efeito inotoapipositivo do
isoproterenol em atrio de cobaia, tal como exemsplifo na Fig. 37. A Cg média
do efeito inotrépico positivo do isoproterenol, situacéo controle, foi de 11/fo+
1,20 pM com constante de Hill igual a 1,2. A prédibacao das preparacdes com

1500 mg/L de FAqQ aboliu completamente o efeitoriiygito do isoproterenol.

°Log 11,19 (pM) = 1,04
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Figura 38 - Efeito da FAQ sobre a acdo inotropica positiva prida pelo
isoproterenol, em atrio esquerdo de cobaia. Asasuferam obtidas em situacdo
controle @) e apoés incubacédo da preparacdo com 1500 mg/IAd€ k) (n = 3; *p

< 0,05; 29,0 + 0,1°C; Estimulagdo: 2Hz; 400 V; &%).

5.5.2.3 Prospeccéao guiada pela curva concentracéieieo para o CaCh

Os resultados obtidos com o protocolo de Nayler;rrifees (1971)
mostrados anteriormente (Fig. 36) sugerem que adRArp as correntes sarcolemais
de caélcio. Para elucidar o mecanismo celular eidolv foram realizados
experimentos em atrio esquerdo de cobaia, mediad@-amplitude da forca de
contragdo com a preparacdo submetida a diferemmesentracdes de calcio
extracelular (0,5 a 7,0 mM). A elevagéo do célcitemno promove um aumento nas
correntes de entrada desse ion nas células micagyd que aumenta a forca de
contracao desse tecido. Assim, se a FAQ bloqueeartas de calcio, tal aumento de
forca ndo seria visto.

A Fig. 39 mostra um exemplo representativo desgpsrenentos. Note-se
nela que a elevagdo progressiva do calcio no baffig. 39A) produziu
concomitantemente aumento da for¢ca de contracib, g@orém, quando a avaliacéo
foi feita em atrio pré-incubado com 1500 mg/L deqgF@ig. 39B), o efeito do
aumento do calcio extracelular, nas mesmas corgés aplicadas antes da adicao
da FAq, foi abolido. Somente com concentracfes masigue 8,0 mM o efeito
inotrépico positivo do CaGreapareceu.
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ctr 0,6 1,0 2.0 3,0 5,0 7,0 wsh wsh
CaClz(mM)

B

FAq 0.6 2,0 4,0 7,0 8,0 12,0 14,0 16,0
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Figura 39 — Tracados representativos do efeito da FAq sobagda inotrépica
produzida pelo Caglem étrio esquerdo de cobaia. Os tragados foramdosbem
situacao controle (A) e apdés incubacdo do atrio ¢&00 mg/L de FAq (B) (ctr:
controle; wsh: washout; 29,0 + 0,1°C; Estimula¢&dz; 400V; 0,5 ms; Barras de
calibracdo: 10 mN, 5 min).

Na Fig. 40 estdo plotados os resultados obtidos @arariacdo do calcio

extracelular. Nela se pode ver que a FAq (1500 jndgklocou para a direita a curva

concentracdo-efeito do CaChumentando a Gkde 1,18°! + 0,07(Hill = 1,5) para
7,23 + 0,47 mM (Hill = 7,4) (n = 3; p < 0,05).

1 0g 1,12 (mM) = 0,04

"'Log 7,23 (mM) = 0,85
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Figura 40 - Efeito da FAq sobre a acéo inotrépica produzid caC}, em atrio
esquerdo de cobaia. As curvas foram obtidas enacsitu controle o) e apds
incubacdo da preparacdo com 1500 mg/L de FAY (h = 3; *p < 0,05; 29,0 +
0,1°C; Estimulagéo: 2Hz; 400 V; 0,5 ms).

5.5.2.4 Prospeccao guiada pela curva concentracéi@ieo para o (-) BAY K8644

Para confirmar a acdo depressora da FAQ sobre r@nterde célcio
sarcolemal o efeito da FAQ sobre o inotropismo tpasipromovido pelo (-) BAY
K8644 foi avaliado. Este composto é um agonista parcanais de Gado tipo-L. A
Fig. 41A mostra um registro experimental da foreacdntracéo atrial avaliada em
diferentes concentragdes de (-) BAY K 8644 adiailmnao banho. Pode-se observar
na Fig. 41B, que a FAQ (1500 mg/L) aboliu completata a forca atrial mesmo sob
a acao do (-) BAY K 8644.
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Figura 41 — Tracados representativos do efeito da FAQ sobiga inotrépica do (-)

BAY K8644, em &trio esquerdo de cobaia. Os tracddsm obtidos em situacdo
controle (A) e apdés incubacao do atrio com 1500Lnag FAq (B) (29,0 £ 0,1°C;

Estimulacao: 2Hz; 400V; 0,5 ms; Barras de calibvagin A: 5 mN, 10 min; em B: ,
2,5 mN, 10 min).

A Fig. 42 mostra que o efeito da FAQ visto no ekpento representativo
da Fig. 41, também se repetiu em trés atrios testadl Cko média do efeito
inotropico positivo do (-) BAY K8644, em situacdontrole, foi de 77,1 + 1,07
nM com constante de Hill igual a 1,3. A pré-inclmgas preparacées com 1500
mg/L de FAq aboliu completamente o efeito inotrépio (-) BAY K8644 na faixa

de concentracbes empregadas.

2 0g 77,19 (nM) = 1,88



115

°
g E U
S .
s
© o &
é:EB 100
S0
2870
o O 10z
TR
S
0 —hh—p—hhk A
0) 1 2 3 4

Log [(-) BAY K8644 (nM)]

Figura 42 - Efeito da FAQ sobre a acao inotropica produzida p¢ BAY K8644,
em atrio esquerdo de cobaia. As curvas foram abtata situacdo controla) e
apos incubacéo da preparacdo com 1500 mg/L de BAqr( = 3; *p < 0,05; 29,0 +
0,1°C; Estimulag&o: 2Hz; 400 V; 0,5 ms).

5.6 Efeito da FAQ sobre o pico do transiente de @b citoplasmatico e sobre o

decaimento da fluorescéncia relativa a este ion
5.6.1 Prospeccéo guiada pela fluorescéncia ao calci

A Fig. 43, Painel A, mostra, em representacdo &sgoas variacbes da
concentracdo de calcio livre no citoplasma de undiamiocito incubado com a
sonda fluorescente FLUO 4AM e submetido a estinfwadétrica de campo. Neste
Painel, estdo os resultados obtidos com trés dsgnaplicados antes de a célula ser
incubada com 48 mg/L de FAgQ e também com trés skifnaplicados ao
cardiomidcito apos este ter sido submetido a agdeAd). A cor vermelha foi usada
para representar uma elevada concentracdo de tialeiano citoplasma, enquanto
que a azul serviu para sinalizar a ocorréncia dea lamxa concentracao deste ion no
citoplasma. Denomina-se pog, R fluorescéncia basal da célula, isto €., aqyeta

ocorre quando ela estd em repouso e temporalmétada do Ultimo estimulo
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elétrico a ela aplicado. Com a aplicacdo de estisnelétricos a liberacdo do calcio
no meio intracelular promove a ligacdo do mesmo @msonda, que ao ser
estimulada pelo laser emite fluorescéncia. Estafesiacao foi sempre analisada ao
longo de uma linha disposta longitudinalmente rrdioaidcito. Com a aplicacédo do
estimulo e com a consequente elevacdo da concgmtdaccélcio no citoplasma, o
transiente intracelular de calcio pode ser anadisAdprincipio, ele é muito intenso
(pico do transiente) para, em seguida, decair pao aos sistemas de remocao de
calcio. A reducéo do nivel de calcio livre vai pregsivamente sendo colorida como
azul. As variacdes do nivel de célcio livre noglidsma foram entdo convertidas nas
curvas mostradas no Painel B da Fig. 43. Deste pfodpossivel inferir-se sobre a
quantidade maxima do célcio, medindo-se, de foetaiva, a amplitude do pico do
transiente intracelular de calcio. Em seguidaragatios permitiram que a eficiéncia
dos sistemas responsaveis pela remocdo do caleie lpara o reticulo
sarcoplasmatico, mitocondrias ou para outros cotinpamtos, pudesse ser avaliada.

Os resultados das medidas de fluorescéncia estidid@xno Painel C e D
da Fig. 43. Nela, o painel C representa a intedsidalativa (F/f) da fluorescéncia
gerada pelo transiente de célcio citoplasmaticooepainel D a eficiéncia do
mecanismo de remoc¢do deste célcio. A quantificalgita eficiéncia foi feita pela
determinacdo do tempo necessario para que o detainda fluorescéncia
decrescesse até 90% (T90) do seu valor de pico.

A Fig. 43, Painel C, mostra que a FAQ reduziu alantge do pico da
fluorescéncia de 4,66 £ 1,17 para 3,74 = 1,00 (pa< 0,05), 0o que representa
19,76%, porém ndo modificou a eficiéncia dos siaterde remoc¢do do calcio
citoplasmatico, o que nos permite supor que a FAQ promove alteracdo na
atividade da SERCA, da bomba de calcio sarcolengah dos trocadores de calcio

gue operam na membrana celular.
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Figura 43 - Efeito da FAq sobre valor do pico do transiente intracelular dé<Ca
bem como do seu decaimento em cardiomiécito de wdomgo. Painel A
fluorescéncia (confocal “line-scan”) colorida poontputador, representando a
emissao de cardiomidécito incubado com FLUO 4AM, @tmacao controle e apos a
adicéo de 48 mg/L de FAq (vermelho: alta conceéirate C4' livre no citoplasma;
azul: baixa concentracéo de’Chvre no citoplasma; Painel:Burvas representando
os transientes da concentracdo de cdlcio citoplamaem cardiomiécito
estimulado. Setas indicam o pico do transientef@&se de decaimento deste pico.
Painel C Efeito da FAq sobre o pico do transiente dé*@atambém sobre o seu
decaimento (ctr: controle, n = 42 células; FAQ: B5células; n = 4 animais; *p <
0,05; Estimulacéo 30 V, 1 Hz).
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5.6.2 Efeito da FAq sobre a remocao do calcio citigsmatico livre

5.6.2.1 Prospeccéao guiada pela equacdo de Conde-Gar

A Fig. 44 mostra os resultados obtidos em quattiosiensaiados para a
determinacdo da velocidade de decaimento das pasneontracdes obtidas apos a
pausa de estimulacdo proposta no protocolo de NagleMerrillees (ver
metodologia). Esta verificacédo foi realizada paraliar a velocidade de remocéo do
calcio livre no meio intracelular. Os resultadotidos em situagéo controle ou na
presenca da FAQ (1500 mg/L), mostraram que est@drado modificou a forma
com que decairam as forcas atriais referentes aseipss contracdes (painel
superior). A logaritmacdo dessas curvas mostroy goeambas as situacdes, 0s
coeficientes angulares das retas obtidas no centoho teste, foram idénticos
(painel inferior), confirmando os achados com otudss do decaimento da

fluorescéncia nos quais se empregou a técnicaideeficéncia.
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Figura 44 — Decaimento da amplitude das primeiras forcas atraitidas apos
a pausa de estimulacdo (protocolo de Nayler & Mees). As medidas foram
feitas em situagédo controle (triangulos) e no teste FAQ (quadrados). Os
pontos experimentais foram ajustados pela equag&odde-Garcia (n = 4; p >
0,05; 29,0 + 0,iC; Estimulacdo: 400V; 0,5ms; 0,2 Hz).
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5.7 Efeito da FAQ sobre as correntes de calcio dipo L

5.7 Prospeccéao guiada pelo ‘patch clamp’

A Fig. 45 mostra o efeito da FAqQ (48 mg/L) sobrerdrada de calcio nas
células miocéardicas. O painel A ilustra tracadograsentativos desta corrente,
obtidos em cardiomiécito de camundongo e registraion pulso-teste de 0 mV.
Nele estdo apresentados trés registros obtidositaat&o controle (1), teste (2) e
também apds o washout (3). No Painel B esta mastradgrafico em que o curso
temporal da densidade dessa corrente foi plotaatte-Be ver que a FAQ reduziu em
cerca de 23%, tendo a densidade de corrente val@md®,64 + 0,02 A/F (1) para -
5,07 £ 0,04 A/F (2). Este efeito foi revertido pahmente com o washout, tendo a
densidade de corrente aumentado para -5,74 £+ GBE43). O Painel C resume o
efeito da FAq (48 mg/L) em células isoladas derdifees camundongos. Neste
painel, pode se ver que a FAQ reduziu a densidadmdente de célcio de -6,29 +
0,34 para -4,9 £ 0,2 A/F (n =5 animais, p < 0,05).
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Figura 45 — Efeito da FAq (48 mg/L) sobre a densidade aeeate de célcio tipo L
medida em cardiomiocito de camundongo. Painel #cailos da corrente de célcio
em situacdo controle (1), teste (2) e washout P&inel B: curso temporal da
densidade de corrente de calcio referente ao estgainel A; Painel C: densidade
de corrente de calcio tipo L obtida em potenciaDdaV (n = 5 células, 5 animais;
*p<0,05; Estimulacéo: 30 V, 2 ms, 1 Hz).
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6 DISCUSSAO

Importancia do estudo.Preparados d€ostus spiraligém sido usados pela
medicina popular como diurético e antilitiasico ®RREA, 1984; CRUZ, 1965), fato
que justifica o esforco empregado no presente llrabla Mata Atlantica, o infuso
das folhas € usado no controle da hipertensdoiahrter o decocto tem sido
empregado contra sindromes diarréicas. Infuséedashtios colmos sédo usadas nos
casos de hepatites e célicas intestinais (STASYA,I2002). Um levantamento
bibliografico sobre &£ostus spiralisfeito nos bancos de dados PUBMED, BIREME
e SCIENCEDIRECT, recuperou 28 referéncias relata@s efeitos bioldgicos e ao
uso popular de preparados @estus spiralis Apesar dos relatos informarem sobre
efeitos antiurolitico, antimicrobiano, antifungic@ntioxidante, antileishménia,
citotoxico; anti-inflamatério, imunomodulador; adematogénico e
antiespasmadico, nada péde ser encontrado conitceapem possivel efeito sobre o
musculo cardiaco. Esta lacuna serviu de reforca pestificar o pioneirismo deste
estudo.

Determinacédo da fragdo mais potente obtida das falls deCostus spiralis.
Neste trabalho, foram avaliados o efeito inotrégico EBH e de trés fracOes dele
obtidas. Os resultados mostraram que todos osrptEsatestados reduziram, de forma
dependente de concentragdo, a for¢ca de contraga@ridode mamifero. Entre as
fracBes cloroférmica, acetato de etila e aquoda, @8ma foi a mais potente. Este
achado indica que a substancia cardioativ@.dmpiralis € de alta polaridade.

Caracteristicas do efeito inotropico da FAqQ.A FAQ e as demais fracdes,
deprimem a contratilidade do miocardio (Figs. 225¢ Infelizmente, ndo hé relato
na literatura sobre a acéo inotropica ou lusit@pde preparados de. spiralis
Porém, Di Stasi; Lima (2002) relataram que a infudas folhas dessa planta tem
sido empregada para controlar hipertensédo artelial.certa forma, oS Nnossos
resultados podem em parte explicar este efeitcs poacdo depressora sobre o
musculo cardiaco pode também ocorre na musculaas@ular. O efeito inotropico
negativo da FAQ desapareceu apos a fracao tereidovida do banho (Figs. 24 e
25), sugerindo que a(s) substancia(s) ativa(s) melatida(s) ndo se liga(m)
fortemente ao sitio sobre o qual atua(m), nem nuadih), de forma irreversivel,

qualquer etapa da bioquimica celular.
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Determinacdo do conteudo de sodio e potassio na FAgara estudar o
mecanismo de acdo do efeito depressor da FAq soboatratilidade do miocardio
atrial, iniciamos por determinar a quantidade d&gsio e sodio existente nesta
fracdo. Os resultados mostraram que, nos testegjummse empregou a maior
concentracdo de FAqQ (1,5 g/L), as concentracogsotissio e de sdédio da solugéo
de Tyrode a qual ela foi adicionada aumentaram, @@ @ara 5,56 mM e de 120,00
para 120,23 mM, respectivamente. Estas variac@@ssipmesmas, sdo pequenas
para explicar a acado depressora da FAQ sobre aatibdade. Vasconcelos et al.
(2005) mostraram que a elevacdo do potassio ekitaceara até oito mM nédo
modificava a forca de contra¢cdo do miocardio.

Prospeccao fitoquimica e efeitos inotrépicos de cstituintes. Uma vez
que as variacoes ibnicas da solucao-teste meionextéio foram suficientes para
explicar os resultados inotépicos da FAq, fomoscAusesposta na composicédo
fitoquimica desta fracdo. Albuquerque (1989), Corrét al. (1998), Vieira;
Albuquerque (1998) encontraram por decocc¢ao ddalateira, as seguintes classes
de substanciastaninos, sistosterol, saponinas, sapogeninas,lageas, pectinas,
inulina e acido oxalico, enquanto que Braga e{(2006) descreveu a presenca de
flavondides, esterois, e alcaldides, no extratoan@ico das folhas. Na nossa
prospeccao fitoquimica encontramos na FAQ as seguiclasses de metabdlitos
secundarios: polifendis (flavonoides, xantonasyditas, , flavondis, flavanonais,
flavanonas), saponinas e taninos, tal como mostreddabela 7. Houve apenas
concordancia parcial entre os metabdlitos encoosragodendo ter sido causa da
diferenca os diferentes métodos de extracdo emgwega

Efeito da FAQ sobre parametros da contracdoA avaliacdo do efeito da
FAQ sobre os parametros contrateis do miocardial ata cobaia mostrou que ela
nao altera os Tempo de Contracao (Tc), nem de Ralaxto (Tr) (Figs. 26 e 27).
Também n&do modificou o Tempo de Acoplamento Eledcdmico (AEM) (Fig. 28).
Contudo, em relacdo aos indices de Eficiéncia dar&gdo (IEc) e do Relaxamento
(IEr) (Figs. 29 e 30), a FAg promoveu uma diminaici@stas variaveis. Este achado
sugere gue a FAQ altera a cinética dos eventoacltrlares que levam ao processo
de contracédo e de relaxamento muscular. O fatooddk=d somente ter diminuido
com FAQ maior que 300 mg/L, enquanto que o IEsigo reduzido com a FAQ de

100 mg/L sugere que o mecanismo celular ligadeExamento € ligeiramente mais
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sensivel a FAqQ do que aquele que produz a contrag@aa mais foi visto na Fig. 30
gue mesmo a FAq em concentragédo de 100 ou de 3A0nmag modificou o IEr20,
sugerindo que os ultimos eventos do processo gaeale relaxamento (remocéo do
Cd" pela SERCA, defosforilacdo do fosfolaban e redutd@iafinidade da TnC ao
Cd") sdo menos sensiveis do que as primeiras (faafanl do fosfolamban e da Tnl
pela PKA e diminuicéo da afinidade Tnl —0a

Estudo sobre o mecanismo de acdo da FAQ.

Prospeccao sobre o envolvimento do potassio

FAqQ versus receptores muscarinicos e canais de ps$o. E sabido que a
acetilcolina reduz a forgca de contracdo atrial.ilis® FAQ poderia agir de forma
semelhante & acdo deste agonista muscarinico. t€stea esta hipotese, foram
realizados experimentos bloqueando receptores mingcs com atropina (Figs. 31
e 32), bem como os canais de potassio com o TE#s.(B3 e 34). Os resultados
mostraram que, nem 0 bloqueio dos receptores, neotogueio de canais de
potassio, modificaram a resposta inotropica doo &riFAg. Isto indica, que o
mecanismo de acéo inotropica da FAQ ndo envolveazsmnismos de gerenciamento

do potassio.
Prospeccao sobre o envolvimento do calcio

Efeito da FAQ sobre o fenbmeno de BowditchA Fig. 36 mostra que FA(Q
aboliu o ‘overshoot’ de forca visto na fase em quiequéncia de estimulacéo do
atrio foi aumentada de 0,2 para 2 Hz (FendmenoatediBch). Nela se vé que, com
a FAg (1500 mg/L), houve o surgimento do classiea6fmeno descrito por
Woodworth, que se caracteriza por uma reducao géitade da forca em relacéo ao
seu valor em situacao controle. Nayler e Merrillge¥71), estudando os efeitos do
tiopental sédico sobre o miocérdio, encontraramef@ito semelhante ao que neste
trabalho foi obtido para a FAQ. Estes pesquisadousando calcio radioativo
(**cd™), concluiram que a abolicdo do “overshoot” de domgroduzida pelo
tiobarbitdrico estava relacionada a uma diminuigdcentrada de Ganas células.

Esta conclusdo também foi alcancada por Grossanframchgott (1964). Embora a
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duragcdo de cada potencial de acdo esteja dimiragicea reducdo dos intervalos
entre os batimentos cardiacos, o efeito que predostbre o influxo de Caé o do
namero elevado de platds por unidade de tempasBmra concentracdo intracelular
de C&? tende a aumentar (BERNE; LEVY, 2001; LEE, 198%jo Inos permitiu
sugerir que a reducao do “overshoot” de forca asséciada a inibicdo de correntes
de entrada de célcio, o que explica o efeito ippta@depressor da FAQ.

A reducéo de forca produzida pela FAq no miocaatii@l da cobaia nao foi,
contudo, um efeito permanente, pois ele pode sertido durante o “washout” (Fig.
35C). Isto sugere que os componentes ativos pesentFAg devem se ligar com
baixa afinidade ao sitio biologico desta fracdo.ré@siltados com o protocolo de
Bowditch indicam que a FAQ age por reducédo da éatde calcio nas células do
miocéardio. Por isso, fomos investigar com outro®tqoolos esta hipdtese
(isoproterenol, CaGk (-) BAY K8644).

Efeito da FAq sobre a curva inotrépica do isoproteenol. A Fig. 38 mostra
que a adicdo de FAQ ao banho aboliu completamemigna concentracao-efeito
para o isoproterenol. Como o isoproterenol € umnigtep de receptoresi-
adrenérgicos que, quando estimulados, abrem cedaatslcio, via AMPc, entdo o
antagonismo exercido pela FAQ sugere que o localcde desta fracdo seja ou 0s
receptores-adrenérgicos, ou a via de producdo do AMPc petaitdo ciclase, ou
a acdo do AMPc sobre os canais de célcio. Mesmoioadndo-se ao banho
concentracdes elevadas de isoproterenol, o efetodpico positivo deste agonista,
nao foi restaurado. Este fato sugere que, entneoséculas cardioativas da FAQ e as
do isoproterenol, ndo existe um mecanismo de cotividide em relagdo ao alvo
bioldgico.

Efeito da FAQ sobre a curva inotropica do CaCl. A Fig. 40 mostra que a
adicdo de FAQ ao banho deslocou para a direitaaa @oncentragao-efeito para o
CaCl, indicando que a FAq antagonizou o efeito inotrégiositivo do CaGl Além
disso, ocorreu um aumento da constante de Hilyeosyigere que foram necessarias
mais moléculas de Calhteragindo com o alvo biolégico para produzir esmo
efeito visto na situacdo controle. Este fato indijcee a FAQ reduz a eficacia do
complexo agonista-receptor o que, em termos demterrde entrada de calcio nas
células, significa que ela reduz tais correntesm&celevadas concentracdes de

CaCl, foram capazes de restaurar o efeito inotropicsitivo deste sal, efeito que
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havia sido abolido pela FAQ, pode se pensar gqusaexim mecanismo competitivo
entre o CaGle a as moléculas cardioativas da FAQ, em relagéwo alvo biologico.

Efeito da FAQ sobre a curva inotropica do (-) BAY K8644. A Fig. 42
mostra que a adicdo de FAq ao banho aboliu conmpézte a curva concentracao-
efeito para o (-) BAY K8644, cuja Gkera no controle igual a 77,19 = 1,07 nM (Hill
= 1,3). Como o (-) BAY K8644 é um agonista de carge calcio tipo L, entdo o
antagonismo exercido pela FAQ sugere que o localcde desta fracdo sejam estes
canais. Mesmo adicionando-se ao banho concentrai@exdas de (-) BAY K8644,

o efeito inotrépico positivo deste agonista, ndiorégtaurado. Este fato sugere que,
entre as moléculas cardioativas da FAQ e as dBAY K8644, ndo existe um
mecanismo de competitividade em relagcdo a um abiddico comum. O (-)BAY
K8644 aumenta a condutancia do canal de calcio ltipor interagir com a sub-
unidadel]1 do Cq que é a sub-unidade formadora do poro hidrofgicpue fornece

o sitio de ligagéo extracelular para quase tod@gosistas e antagonistas de calcio,
a exemplo dos derivados de dihidropiridinas tal @omm BAY KB8644
(ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2007).

Avaliacdo do efeito da FAQ sobre o transiente e oedaimento do
transiente intracelular de célcia Os resultados experimentais até aqui descritos
apontam na direcdo de que o mecanismo de acao dad&#e envolver eventos
relacionados ao calcio intracelular. Para testais rdatalhadamente esta hipotese,
nos avaliamos o seu efeito sobre o transientecitiar de calcio. O experimento
foi feito com microscopia confocal de varredura asel, usando como sonda
fluorescente o FLUO 4AM. Os resultados estdo mdsfrana Fig. 43. Nela se pode
ver que a FAQ reduziu em aproximadamente 20% o g@edluorescéncia o que
corresponde a reduzir a concentracéo do calciacellar livre. Este efeito pode ser
explicado por sua acdo sobre a corrente de cd@moLtou por uma diminui¢cdo na
liberacdo do célcio proveniente do RS. Para testax FAQ poderia exercer alguma
acdo sobre o bombeamento de calcio para o RSnhméstigamos a velocidade de
remocao do célcio citoplasmatico livre, apés umaragao.

Avaliacdo do efeito da FAgq sobre a remocgéo do cafcicitoplasmético
livre. A Fig. 44 mostra a evolugdo das amplitudes dasgiras contracoes obtidas
apos a pausa e o retorno a frequéncia de estinoutagp@role, tal como vistas no

protocolo experimental proposto por Nayler & Méegls (1971). A reducao
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progressiva da amplitude destas contragOes faipireada como sendo decorrente
da reducdo da concentracdo de calcio livre no leopa, disponivel para a
contracdo. Os resultados mostraram que a velocidade que essas contracdes
diminuiram batimento-a-batimento foi a mesma notroé® e sob a acdo da FAq
(Fig. 44). Este achado sugere que a FAq ndao madifidinamica dos sistemas que
operam para remover o calcio livre no citoplasnsa Eoncluséo foi reforcada pelos
resultados obtidos com a logaritmacdo da equacadcCalele-Garcia, pois 0s
coeficientes angulares - parametro que refleteleaciade de variacdo da forca -
apresentaram-se com 0 mesmo valor no controle € ajricubagcdo com a FAQ. A
conclusdo de que FAQ ndo interfere com a remocacatio citoplasmatico foi
reforcada também pelos resultados obtidos com aimeato da fluorescéncia do
transiente intracelular de calcio (Fig. 43, PaiB¢] pois ndo houve diferenca no
tempo (T90) do decaimento da fluorescéncia redaiv calcio.

Avaliacao do efeito da FAqQ sobre as correntes delc#é do tipo L. A Fig.
45 mostra que, sob a acdo da FAQ (48 mg/L), a dadsided, diminuiu cerca de
23%. Esta medida confirma o que foi obtido com ostgzolos experimentais
empregados para avaliar o papel do calcio no metande acdo da FAq. O fato de
as correntes de calcio terem sido reduzidas péla dg FAQ indica que esta fragdo
age na contratilidade do miocardio por antagoniaar correntes de entrada
transportadas pelo calcio.

Que substancias presentes da FAq podem agir ingmedientrada de calcio
nas células?

Flavondides versus miocardioEntre as classes de substancias presentes na
FAQ, chamou-nos a atencéo a presenca de flavonidissa literatura cientifica tem
mostrado que substancias pertencentes a esta ratpgolem interferir com as
correntes sarcolemais de calcio e potassio. Chéngl. (1996) relataram que a
genisteina — uma isoflavona - inibecg@m midcito ventricular de cobaia. Este efeito
parece estar associado a reducdo da probabilidadsstddo aberto dos canais de
calcio induzida pela genisteina, sem contudo, afetéeempo de abertura médio
destes canais, nem as variacdes de condutanciamarana celular como proposto
por Katsube et al. (1998). Achados semelhantesnfdeambém obtidos por outros
grupos (BELEVYCH et al., 2002; JI et al.,, 2004).tdssresultados, no entanto,
confltam com o que foi relatado por Li et al. (800 Wu et al. (2008) que
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descreveram uma ac¢ao inotrépica positiva sobreczardio de cobaia. Contudo, o
fato de a genisteina relaxar a musculatura vas¢Bl@TREE et al.,2000) e de
reduzir a frequéncia espontanea do nédulo sinusatadlho (MA et al., 2002)

reforca os achados dos grupos que descreveram csita depressora sobre o
cronotropismo e o inotropismo do coragao.

A biocanina A e a floretina relaxam as artériasonéarias do coelho
(FIGTREE et al., 2000), porém n&o encontramos @ealceferéncia sobre suas acao
no miocardio. A escutelarina (PAN et al., 2008)jccaina (WU et. al, 2006) e
miricetina (ANGELONE et al., 2010), apesar de seremsorelaxantes, ndo se
conhecem suas ag¢des no tecido muscular cardiac®lli@mtemente a calicosina, a
catequina também inibe a corrente de calcio (GHAYGR.ANI, 2006; WU et al.,
2006; GHAYUR et al., 2007), porém nada se relatantpy a sua acdo sobre o
miocardio. Alguns tipos de catequinas atuam degskmsndo a cTnC para sua
ligacdo ao célcio. Com isto é de se esperar queeelaza a forca de contracao,
porém ndo ha qualquer relato de seu efeito soboentratiidade do coracéo
(TADANO et al., 2010). A guercetina, apesar dedfsito cronotropico negativo,
abolir as oscilagbes de calcio e prevenir o renamdehto cardiaco, em situacdes de
estresse, nada foi relatado sobre sua acdo natiliaede miocardica (WANG et al.,
1999).

A rutina, por sua vez, tem uma acao vasopress@aesia associada a um
aumento da entrada de calcio nas células (SAPONARAI., 2008; FUSI et al.,
2003; SAPONARA et al., 2002). Porém, Zhou et aD@Qelataram que ela também
pode relaxar os vasos, propriedade que, no miagdodideria ajudar a entender o
efeito depressor da FAQ sobre a contratilidadeotrovérsia levantada por Zhou et
al. (2006), no entanto, ndo permite que esta Sutistéseja descartada como
participante do efeito depressor da FAqQ, desde go@re os flavondides d&.
spiralis, a rutina esteja presente. Apesar dos nossos esfale busca, nédo foi
encontrado qualquer trabalho que relacionasseirmarobm a atividade contratil do
miocéardio. Estudos adicionais deverao ser realz@doa caracterizar os flavonoides
presentes na FAQ.

Nas folhas deC. spiralis um novo diglicosideo flavonico, o 3,5-dihidroxi-
7,4’ -dimetoxiflavona 39-neohesperidosideo foi isolado (ANTUNES et al., ®00

Outros quatro flavonodides, o canferolO3reohesperidosideo (DAUGUET et al.,
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1993), canferidio ®-neohesperidosideo, quercetinadO3teohesperidosideo e a
tamarixetina 39-neohesperidosideo, ja eram conhecidos existiresta manta (Da
SILVA et al., 2000). Contudo, ndo pudemos encomualquer relato na literatura
cientifica que tratasse dos efeitos desses congostbre a contratilidade
miocardica.

Saponinas versus miocardioDos rizomas deC. spiralis, foram isoladas
duas novas saponinasp(35R)-26-(5-D-glucopiranosiloxe)-22- hidroxifurose-5-3-yl
O-D-apiof-D-furanosil-(2> 2)-O-[a-L-ramnopiranosil-(24)]-#-D-glucopiranoside
e a (¥ 25)-26-(-D-glucopiranosiloxe)-22-hidroxifurose-5-3-¢-D-apios-D-
furanosil-(+>4)-O-[a-L-ramnopiranosil-(® 2)]-p-D-lucopiranoside  (PARENTE;
SILVA, 2004). Silva e Parente (2003) isolaram degdresco deC. spiralis trés
polissacarideos do tipo glicanos que foram denamomaCsl, Cs2 e Cs3.
Infelizmente, nenhum estudo de seus efeitos inmwépsobre o miocardio péde ser
encontrado.

As saponinas tém sido largamente utilizada em e@xpatacdo com o tecido
muscular cardiaco. Geralmente elas sdo empregadasa @inalidade de promover a
destruicdo do sarcolema, permitindo a obtencaocdamadas ‘skinned cells’, que
sao células em que o sarcolema € destruido, pasdmapecem funcionantes o RS e
as miofibrilas. Tendo em vista que as saponinasads 0 sarcolema, entdo seria
esperado que ela aumentasseca & que levaria a uma aumento da forca de
contracao deste tecido (NOIREAUD et al., 1989). &sin razdo, as saponinas nao
parecem ser importantes para explicar o mecanisgnacdo da FAq. Contudo, de
forma controversa, Chen et al. (1994) relataram gusaponina pode inibir a
contratilidade do musculo papilar da cobaia, fate gos impede de excluir o papel
dessas substancias no efeito inotropico da FAQ.

Taninos versus miocardio.Os taninos podem bloguear a enzima conversora
da angiotensina (ECA) (LIU et al., 2003). Este bkiQ aumenta a forca de
contracdo do miocéardio conforme mostraram Wand, ¢2@05). Por esta raz&do, ndo
podemos crer que esta classe de substancias passareum papel importante na
explicacdo do efeito depressor da FAQ sobre a atiidade do miocéardio. No
entanto, Calixto et al. (1986) relataram que o @&c¢ahinico pode exercer um efeito
bifasico em atrio. Em baixa concentracéo, ele atumao agente inotropico positivo,

mas em alta, produz ume feito inotrépico negativo.
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Xantonas versus miocardio Wang et al. (2001) mostraram que xantonas
podem produzir um efeito hipotensor e vasorrelaxamjue, algumas delas, atuavam
por meio de um bloqueio dos canais de célcio e éamibe receptores adrenérgicos
(CHEN et al.,, 1993). Chen et al. (1992) mostrarane gma xantona a qual
denominou de ‘composto 9 pode inibir a atividade ehzima conversora de
angiotensina | (ECA). Marona et al.(2009) mostrargoe alguns derivados
sintéticos de xantonas apresentavam atividadedripotas e anti-arritmica. Wang et
al. (2009) mostraram que xantonas isoladablaenia ellipticadilatavam a artéria
coronéria de rato, tendo estudado os seguintesasio 1-hidroxi-2,3,5-trimetoxi-
xantona (HM-1), 1-hidroxi-2,3,4,7-tetrametoxi-xaméo (HM-2), 1-hidroxi-2,3,4,5-
tetrametoxi-xantona (HM-3), 1,7- dihidroxi—2,3,4érametoxi-xantona (HM-4),
1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxi-xantona (HM-5) e 1,7-dihoxi-2,3-dimetoxi-xantona
(HM-7). Todavia, ndo encontramos qualquer relatoresa acdo de xantonas na
contratilidade do miocardio.
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7 CONCLUSOES

A fracdo aquosa do extrato bruto hidroalcodlicofolisas deCostus spiralis:

v/ apresenta maior poténcia inotrépica sobre o miozaadrial da cobaia
quando comparada ao EBH e com as fracfes acetatdade cloroférmica;

v’ apresenta maior rendimento entre as frac6es aaadtla e cloroférmio;

v/ contém as seguintes classes de constituintes qugnt@ninos, saponinas e
polifendis (flavondis, flavononais, flavonas, xamhs, fenois e flavondides);

v’ ndo altera os tempos de contracdo, relaxamento euaabplamento
eletromecanico, porém reduz os indices de Efici#nti contracdo e do
relaxamento;

v' ndo envolve, no seu mecanismo de acdo, a partimpae receptores
muscarinicos;

v' ndo envolve, no seu mecanismo de ac¢do, a parifmpde canais para
potassio;

v' abole o ‘overshoot’ de forca que é caracteristizdeshdmeno de Bowditch,
indicando que ela antagoniza a entrada de céalsicélalas atriais;

v' abole o efeito inotrdpico positivo produzido pedoproterenol;

<\

desloca para a direita a curva concentracao-giait o cloreto de calcio;

v' abole o efeito inotrépico positivo produzido petmaista de canais de calcio,
o (-) BAY K8644;

v' reduz a fluorescéncia intracelular correspondemtetransiente de calcio
citoplasmatico livre;

v' nao modifica a velocidade da remocao do calcioplasmatico livre, apos
uma contracgao;

v' reduz a entrada de calcio nas células atriaispqage através dos canais de

calcio do tipo L.
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DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que, & amostra de planta encaminhada pela senhora Adri-
ana Karla de Lima em 30/07/2006 para o Herbério IPA Dardano de Andrade Lima, foi identi-
ficada como Costus cf. spiralis (Jacq.) Roscoe, pertencente 4 familia Zingiberaceae, e, en-
contra-se tombada neste acervo sob o nimero 70.285.
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DECLARACAOQ

Declaro, para os devidos fins, que o Projeto de Pesquisa intitulado “Estudo de
efeitos inotropicos de extratos e fragdes obtidas das folhas de Costus spiralis
(jacq.) Roscoe (cana-do-brejo) sobre o coragdo de cobaia (Cavia pocellus)’,
sob coordenagéo do Prof. Dr. Eduardo Antonio Conde Garcia, foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Animais da Universidade Federal de
Sergipe, em reuniéo realizada dia 24/08/2008.
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