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RESUMO 

A espécie Sida santaremnensis H. Monteiro (Malvaceae) é um arbusto conhecido 

como “guaxuma” ou “vassourinha”. Estudo anterior demonstrou efeito vasorrelaxante 

do extrato etanólico (Ssan-EtOH) obtido das partes aéreas desta espécie em artéria 

mesentérica superior isolada de rato. O objetivo deste estudo foi investigar o efeito do 

(Ssan-EtOH) e da fração hidroalcoólica (Ssan-HA) sobre o sistema cardiovascular de 

roedores. Foram utilizados ratos Wistar machos (250-300 g) e camundongos Swiss 

(25-30 g) todos provenientes do Biotério do NPPM. Os animais foram eutanasiados de 

acordo para Resolução 2012/CFMV e CEEA-UFPI 008/2012, a artéria mesentérica foi 

removida e limpa de tecido adiposo e seccionada em anéis (2-4 mm) que foram 

imersos em cubas para órgão isolado contendo solução de Tyrode (37ºC com 95% de 

O2 e 5% de CO2). Após estabilização por 1 hora os anéis foram pré-contraídos com 

fenilefrina (10µM) ou KCl 80mM e os registros de tensões isométrica foram obtidas 

através do software AQCAD 2.06. Na avaliação da atividade antioxidante foi utilizado 

homogenato de coração de camundongos. A atividade hipotensora foi verificada 

através de implantação de cateter de polietileno na arterial femoral e veia femoral 

esquerda através de procedimento cirúrgico sob anestesia. Os registros foram obtidos 

após 24 horas seguintes a este procedimento e foram obtidos através do sistema de 

aquisição (AQCAD 2.06).  Os resultados demonstram que a Ssan-HA (0,1 a 750 

µg/mL) promove efeito vasorrelaxante em preparações com endotélio vascular (pD2= 

1,42 ± 0,04) pré-contraídas com fenilefrina. Este efeito foi atenuado após a remoção 

do endotélio (pD2 = 2,01 ± 0,05) e na presença de  L-NAME 100 μM (pD2 = 1,84 ± 

0,06* ou TEA 3 mM pD2 = 2,18 ± 0,05*). As concentrações crescentes (81, 243, 500 e 

750 µg/mL) de Ssan-HA inibiram de maneira dependente de concentração as 

contrações induzidas por adição cumulativa de fenilefrina (10-9 – 10-5 M), (Emáx = 91,64 

± 2,27%, Emáx = 51,11 ± 6,32%, Emáx = 20,16 ± 2,15%, Emáx= 7,22 ± 0,01%, 

respectivamente), resposta semelhante a obtida por KCl (20 – 120 mM).  Em anéis 

sem endotélio pré-contraídos com (KCl 80mM) Ssan-HA promoveu efeito 

vasorrelaxante (pD2 = 2,22 ± 0,09) de maneira dependente de concentração. Em 

relação a atividade antioxidante nas dosagens de GSH, MDA e H2S, observou-se que 

Ssan-HA não promove depleção de grupos sulfidrilas enquanto que os níveis de MDA 

mostram uma diminuição significativa após tratamento por via intraperitoneal em todas 

as doses testadas. Ocorreu ainda um aumento dos níveis de H2S nas doses de 1, 10 e 

20 mg/kg. Na avaliação dos parâmetros hemodinâmicos (PAM e FC) observou-se que 

o extrato etanólico Ssan-EtOH nas doses (0,5; 1; 5; 10; 20 e 30 mg.kg-1 i.v.) induziu 

hipotensão associada a bradicardia. Esse efeito não foi alterada na presença de L-

NAME (20 mg/kg, i.v.), no entanto, foi alterado  na presença de atropina (2 mg/kg, i.v.). 

Conclui-se que a fração Ssan-HA induz vasorrelaxamento envolvendo a eNOS e 

canais de K+ além da inibição do influxo de cálcio. Adicionalmente a Ssan-HA induz 

alterações nos níveis de GSH, MDA e aumento do H2S. Esses efeitos contribuem para 

a ação do Ssan-EtOH sobre a PAM uma vez que a fração Ssan-HA foi obtida a partir 

do extrato supracitado. 

Palavras chave: Sida santaremnensis, vasorrelaxamento, pressão arterial. 
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(Malvaceae) on the cardiovascular system of rodents. Fabiana de Moura Souza. Masters Dissertation. Post-graduate Program 
in Pharmacology –UFPI, 2016. 
 

ABSTRACT 

The species Sida santaremnensis H. Monteiro (Malvaceae) is a shrub known as "guaxuma" 

or "bassourinha". A previous study demonstrated a vasorelaxant effect of the ethanolic 

extract (Ssan-EtOH) obtained from the aerial parts of this species in the superior mesenteric 

artery isolated from the rat. The objective of this study was to investigate the effect of (Ssan-

EtOH) and hydroalcoholic fraction (Ssan-HA) on the cardiovascular system of rodents. Male 

Wistar rats (250-300 g) and Swiss mice (25-30 g) were all obtained from the NPPM vivarium. 

The animals were euthanized according to Resolution 2012 / CFMV and CEEA-UFPI 

008/2012, the mesenteric artery was removed and cleaned of adipose tissue and sectioned 

into rings (2-4 mm) that were immersed in vats for an isolated organ containing solution of 

Tyrode (37 ºC with 95% with O2 and 5% in CO2). After stabilization for 1 hour the rings were 

pre-contracted with phenylephrine (10μM) or 80mM KCl and the isometric stresses were 

obtained through AQCAD software 2.06. In the evaluation of the antioxidant activity, mouse 

heart homogenate was used. The hypotensive activity was verified through implantation of a 

polyethylene catheter in the femoral artery and left femoral vein through a surgical procedure 

under anesthesia. The records were obtained after 24 hours following this procedure and 

were obtained through the acquisition system (AQCAD 2.06).  The results demonstrate that 

Ssan-HA (0.1 to 750 μg / mL) promotes vasorelaxant effect in preparations with vascular 

endothelium (pD2 = 1.42 ± 0.04) pre-contracted with phenylephrine. This effect was 

attenuated after removal of the endothelium (pD2 = 2.01 ± 0.05) and in the presence of 100 

μM L-NAME (pD2 = 1.84 ± 0.06 * or TEA 3 mM pD2 = 2,18 ± 0,05*). Increasing 

concentrations (81, 243, 500 and 750 μg / mL) of Ssan-HA inhibited concentration-

dependent contractions induced by the cumulative addition of phenylephrine (10-9-10-5 M), 

(Emma = 91.64 ± 2.27%, Emma = 51.11 ± 6.32%, Emma = 20.16 ± 2.15%, Emma = 7.22 ± 

0.01%, respectively), a response similar to that obtained by KCl (20 - 120 mM). In non-

endothelial rings pre-contracted with (KCl 80 mM) Ssan-HA promoted vasorelaxant effect 

(pD2 = 2.22 ± 0.09) in a concentration-dependent manner. In relation to the antioxidant 

activity in the dosages of GSH, MDA and H2S, it was observed that Ssan-HA does not 

promote depletion of sulfhydryl groups whereas MDA levels show a significant decrease after 

intraperitoneal treatment at all doses tested. There was also an increase in H2S levels at 

doses of 1, 10 and 20 mg / kg. In the evaluation of hemodynamic parameters (MAP and HR), 

it was observed that the ethanolic extract Ssan-EtOH at doses (0.5, 1, 5, 10, 20 and 30 

mg.kg-1 i.v.) induced hypotension associated with bradycardia. This effect was not altered in 

the presence of L-NAME (20 mg / kg, i.v.), however, it was altered in the presence of 

atropine (2 mg / kg, i.v.). We conclude that the Ssan-HA fraction induces vasorelaxation 

involving eNOS and K + channels in addition to inhibition of calcium influx. In addition to 

Ssan-HA induces changes in GSH, MDA and H2S increase levels. These effects contribute 

to the action of Ssan-EtOH on MAP since the Ssan-HA fraction was obtained from the 

aforementioned extract. 

 

Key words: Sida santaremnensis, vasorelaxation, blood pressure. 
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1.0 INTRODUÇÃO 

 

1.1  Plantas Medicinais 

 

As plantas são empregadas na medicina tradicional desde a antiguidade, e 

utilizadas como recurso terapêutico por aproximadamente 80% da população do 

planeta (AMIRMOHAMMADI et al., 2014). Sendo que em algumas partes do mundo 

as pessoas dependem essencialmente das plantas medicinais para cuidados 

médicos primários (ISMAIL, 2010).  

O comércio internacional de produtos à base de plantas tem grande 

expressão na economia global e o crescimento da demanda é notório nos países 

desenvolvidos e em desenvolvimento (NEWMASTER et al., 2013). Isso se deve em 

parte ao aumento da conscientização dos consumidores sobre a saúde, ao 

pressuposto das pessoas que os medicamentos à base de plantas são isentos de 

efeitos colaterais e o alto custo das drogas sintéticas (PANDEY et al., 2011). 

As observações populares sobre o uso e a eficácia de plantas medicinais são 

a base da divulgação das virtudes terapêuticas dos vegetais, apesar de não terem 

seus constituintes químicos conhecidos. Este tipo de cultura medicinal desperta o 

interesse de pesquisadores em estudos envolvendo áreas como botânica, 

farmacologia e fitoquímica, que interligam os conhecimentos sobre a flora mundial 

(MACIEL et al., 2002). 

Um recurso para a investigação de plantas medicinais são os estudos 

etnofarmacológicos que se baseiam na combinação de informações adquiridas junto 

a comunidades locais que utilizam a flora medicinal, com estudos químico-

farmacológicos realizados em laboratórios especializados (SIMÕES et al., 2003). 

Esses estudos mostram efeitos promissores para uma ampla variedade de doenças, 

tais como câncer (SHIRZAD et al., 2013), diabetes (ASGARY et al., 2014), diarréia 

(ARAÚJO et al., 2015) aterosclerose e doenças cardiovasculares (ASGARY et al., 

2014), inflamação (LIMA et al., 2015), dor (HASSAN et al., 2015), infecções (DUDA 

et al., 2015) entre outras doenças.  

No Brasil o tratamento dos problemas de saúde da população com plantas 

medicinais é histórico, e deve ao fato do Brasil possui a maior biodiversidade do 

mundo, estimada em cerca de 20% do número total de espécies do planeta, com 
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destaque para sua potencialidade para o desenvolvimento de novos medicamentos. 

A importância do uso de plantas no Brasil foi reconhecida no ano de 2006, através 

do Decreto da Presidência da República nº. 5.813, de 22 de junho, crianda a Política 

Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos (BRASIL, 2006). 

Os produtos à base de plantas são comercializados sob a forma de chás, 

tinturas, ervas secas e trituradas ou extratos de plantas secas e líquidos, os extratos 

secos estão disponíveis na forma de cápsulas e comprimidos (BANKER, RHODES, 

2002). 

As plantas medicinais e seus extratos já demonstraram ser uma fonte 

promissora para a aplicação no sistema medicinal (MEHTA et al., 2015). Entre os 

motivos de utilização dos extratos pode-se apontar o sinergismo dos diferentes 

compostos, a perda da atividade de substâncias após o isolamento, a instabilidade 

química, dificuldade na purificação e a possibilidade de atuar em múltiplos alvos 

(GERTSCH, 2011). 

Pesquisas nas áreas de química medicinal e farmacologia que avaliam as 

plantas medicinais apontam um caminho promissor e eficaz para descobertas de 

novos medicamentos (MACIEL et al., 2002). 

 

1.2  Familia Malvaceae 

 

A família Malvaceae pertence à ordem Malvales é constituída por 243 

gêneros e 4225 espécies (STEVENS, 2003), no entanto segundo Hinsely, (2008) a 

família Malvaceae contêm mais de 200 gêneros, com cerca de 2300 espécies, os 

dados diferentes podem estar relacionados a estudos fitogenéticos. As espécies 

desta família são amplamente distribuídas em quase todo o mundo, ocorrendo 

principalmente nas regiões tropicais, com maior expressão na América do Sul 

(HEYWOOD, 1993). No Brasil, a família Malvaceae está representada por cerca de 

35 gêneros e 400 espécies, disseminadas por todas as regiões do país (BARROSO 

et al., 1991; DINDA et al., 2015). 

As investigações fitoquímicas realizadas com espécies da família 

Malvaceae, evidenciaram que estas espécies são ricas em ácidos graxos, óleos 

essenciais, sesquiterpenóides, esteróides, triterpenos, compostos fenólicos, 
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flavonóides, entre muitos outros compostos (SILVA et al., 2006; COSTA et al., 2007; 

SILVA et al., 2010). 

 

1.3  Gênero Sida 

 

Faz parte da família Malvaceae o gênero Sida que apresenta ampla distribuição 

neotropical com várias espécies bem representadas nas Américas, África e Ásia, com 

um número aproximado de 200 espécies. No Brasil este gênero possui muitos 

representantes nas regiões Nordeste e Sul e, em menor proporção, nas regiões Norte, 

Centro-Oeste e Sudeste (SILVA et al., 2006). São herbáceas e semi-arbustivas, todas 

consideradas infestantes, invasoras de lavouras anuais e perenes, e com pouco ou 

nenhum valor comercial. São conhecidas genericamente como “guanxuma”, 

“vassourinha”, “guaxima” ou “malva” (PEIXOTO, 2007). 

Algumas plantas deste gênero como, Sida acuta Burm. F., Sida cordifolia L., 

Sida rhombifolia L., Sida alnifolia V., Sida spinosa L. e Sida veronicaefolia L. tem uso 

etnobotânico abundante a séculos em muitos países asiáticos, africanos e 

americanos (DINDA et al., 2015). 

As diferentes partes de plantas do gênero Sida são utilizados na medicina 

indígena no tratamento de distúrbios como: neurológicos e uterinos, cefaleia, 

tuberculose, diabetes, febre da malária, hemorróidas, úlceras, feridas, doenças 

reumáticas, problemas cardíacos, diarréia e doenças de pele (MILLS, 1994; 

PARROTTA, 2001). 

A literatura científica relata que diferentes extratos e substâncias isoladas a 

partir das plantas desse gênero apresentam atividadade antimicrobiana, anti-

inflamatória e analgésica, hepatoprotetora, anti-úlcera, cardioprotetora, neuroprotetora, 

antioxidante, nefroprotetora, antidiabética e antiobesidade, abortiva e atividades 

antipiréticas (AJITHABAI et al., 2012; PRADHAN et al., 2013; SRINITHYA, 

MUTHURAMAN, 2014;  GALAL et al., 2015). Essas atividades são relacionadas aos 

componentes bioativos presentes nessas plantas sendo que cerca de 142 

componentes químicos já foram identificados em diferentes espécies de Sida, onde os 

alcalóides, flavonóides e ecdisteróides são os grupos predominantes (DINDA et al., 

2015). Vários grupos de pesquisa têm avaliado a toxicidade aguda e segurança dos 

extratos de diferentes espécies do gênero Sida. A toxicidade aguda de longo prazo do 
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extrato de acetona aquoso de Sida rhombifolia foi avaliada após administração por via 

oral (v.o.) nas doses 1-6 g/kg de peso corporal em ratos e não apresentou sintomas 

tóxicos (SIREERATAWONG et al., 2008), em outro estudo o extrato de Sida 

rhombifolia não demosntrou ser tóxico a ratos até à dose de 5 g/kg (OUEDRAOGO et 

al., 2013). Segundo Franco et al. (2005),  a administração do extrato etanólico aquoso 

das folhas de Sida cordifolia em camundongos Swiss por via intraperitoneal (i.p.) (500 - 

3000 mg/kg) mostrou que o valor de DL50 é 2639 mg/kg para essa via e no mesmo 

estudo o tratamento por v.o. (500-5000 mg/kg) não foi observado a morte dos 

camundongos. 

1.4 Sida santaremnsis H. Monteiro  

 

A espécie Sida santaremnsis H. Monteiro (figura 1) ocorre em quase todo o 

Brasil à exceção da Região Sul, onde não se tem registro (BOVINI, 2010).  Apesar 

de sua ampla distribuição, não há relato da utilização dessa espécie na medicina 

popular. Contudo, verificando-se uma variedade de compostos naturais, 

propriedades farmacológicas e relatos de uso descritos para espécies da família 

Malvaceae, e do gênero Sida (NASCIMENTO et al., 2015), e com base em estudo 

anterior realizado por nosso grupo de pesquisa que mostrou que o extrato etanólico 

obtido a partir de partes aéreas da espécie promoveu efeito vasorrelaxante em anéis 

de artéria mesentérica de ratos, envolvendo a participação de fatores relaxantes 

derivados de endotélio, como o óxido nítrico, prostaciclina e fator hiperpolarizante, 

bem como o bloqueio dos canais de cálcio (Ca2+) (ARCANJO et al., 2011).  

Como o estudo anterior demonstra que a espécie Sida santaremnensis possui 

atividade biológica importante que pode refletir sobre a pressão arterial e frequencia 

cardíaca, é oportuno biomonitora a ação do extrato e sua fração hidroalcóolica sobre 

os parâmetros cardiovasculares de ratos. 
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FIGURA 1. Sida santaremnensis H. Monteiro 

 

 FONTE: ARCANJO, 2009. 

 

1.5 Sistema Cardiovascular e a Hipertensão arterial 

 

Segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia (2016) as doenças 

cardiovasculares, são líderes de mortalidade no Brasil, onde representam 29% dos 

óbitos e nos primeiros meses de 2016 são responsáveis por mais de 83.410 mil 

óbitos no país. Um dos principais fatores que influência no risco cardiovascular é a 

hipertensão arterial sistêmica (HAS) que também têm uma alta prevalência e 

impacto na morbi-mortalidade dos indivíduos (KEARNEY et al., 2005). Dentre os 

possíveis mecanismos responsáveis pela HAS pode-se destacar: maior consumo de 

sal, obesidade, alteração dos sistemas renina-angiotensina-aldosterona e do 

sistema nervoso simpático, e disfunção endotelial (PAGE et al., 1999; AMODEO, 

HEIMANN, 2003). 

O sistema cardiovascular é o principal responsável pela regulação e 

manutenção da pressão arterial (PA), mas ele necessita da ação integrada de outros 

sistemas, como o renal, neural e endócrino. Estes, por outro lado, são responsáveis 

pela redistribuição dos vários fluxos sanguíneos regionais através de alterações na 

resistência vascular periférica total (RVPT) e no débito cardíaco (DC) 

(CAMPAGNOLE-SANTOS, HAIBARA, 2001; ROBINSON, GRIEVE, 2009). 

A PA é uma entidade física definida como força ou unidade de área 

(IRIGOYENI et al., 2003). De maneira simplificada, a pressão arterial média (PAM) 
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pode ser determinada pelo produto de duas variáveis: DC e da RVPT. A interação 

dessas variáveis pode ser expressa pela seguinte equação: PAM = DC x RVPT, 

onde o DC é determinado pelo produto entre o volume de ejeção sistólica e a 

freqüência cardíaca (FC), expresso na equação: DC = VES x FC. Desse modo, a FC 

participa da homeostase da PAM como um de seus determinantes primários 

(IRIGOYEN et al., 2005).  

Uma elevação da PAM pode acontecer como resultado de um aumento do 

DC, RVPT, ou uma combinação de ambos. O DC é uma consequência da função do 

bombeamento do ventrículo esquerdo, que por sua vez depende de uma série de 

fatores que inclui a pré-carga (retorno venoso ou volume diastólico ventricular 

esquerdo), o estado contrátil do músculo ventricular, e a pós-carga, (complexa 

relação entre fluxo e a pressão instável durante todo o ciclo cardíaco) (MAYET, 

HUGHES, 2003; PATEL, BURNAND, 2009).  

Assim, pequenas alterações no diâmetro da artéria (ou o raio) têm um 

profundo efeito sobre o fluxo (ou resistência). A curto prazo, o diâmetro das 

pequenas artérias e arteríolas é controlado pelo estado contráctil do músculo liso. 

Mudanças na estrutura da relação parede/lumem vascular, finalizam em um 

remodelamento dificultando a contração da musculatura lisa vascular (STAESSEN et 

al., 2003). 

Considera-se hipertensão arterial, segundo critérios estabelecidos pela VI 

Diretrizes Brasileiras de Hipertensão Arterial (2010), quando a pressão arterial 

sistólica (PAS) ≥140 mmHg e a pressão arterial diastólica (PAD) ≥90 mmHg.  

  

1.6 Terapêutica 

 

 Fármacos anti-hipertensivos independentemente dos mecanismos 

moleculares envolvidos, tem como principal objetivo terapêutico reduzir a pressão 

arterial sistólica e diastólica a valores não considerados perigosos (SILVA et al., 

2012). Como a HAS trata-se de uma patologia multiparamétrica, os principais 

tratamentos utilizados hoje em países desenvolvidos envolvem muitos fármacos, tais 

como beta-bloqueadores, doadores de NO, inibidores da enzima conversora da 

angiotensina (ECA), bloqueadores do receptor da angiotensina II, diuréticos e 

bloqueadores dos canais de cálcio (CALHOUN et al., 2008; CARRÉ et al., 2014). 
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Os diuréticos são drogas que promovem a produção e excreção de urina, 

compreendendo três tipos principais com base em seus locais de ação nos rins: os 

diuréticos de alça, os poupadores de potássio e os tiazídicos. Diuréticos de alça 

agem sobre o ramo ascendente da alça de Henle, bloqueando a reabsorção de até 

20-30% do sódio filtrado através da inibição do sódio, K+, e co-transportador de 

cloreto; os poupadores de potássio produzem um efeito diurético suave, bloqueando 

a bomba de troca de sódio/ K+ no túbulo distal e os diuréticos de tiazida atuam no 

túbulo distal, inibindo a reabsorção de sódio e cloreto, e bloqueando 10-15% da 

reabsorção de sódio. Esses últimos são os mais utilizados como anti-hipertensivos. 

(JESSUP et al., 2009; MCMURRAY et al., 2012; VAZIR ,  COWIE, 2016) 

Os betabloqueadores tem um papel importante no tratamento das doenças 

cardiovasculares, são utilizados ha anos por causa da sua atividade anti-isquémica, 

anti-arrítmica, e propriedades anti-hipertensivas (LOPEZ-SENDON et al., 2004). 

Entretanto, recentemente o emprego de betabloqueadores como anti-hipertensivo de 

primeira escolha tem sido questionado especialmente para o tratamento de pessoas 

idosas (LINDHOLM et al., 2005; KAHN, McALISTER, 2006). 

Os inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA) e os 

bloqueadores de receptores de angiotensina II são drogas que atuam no sistema 

renina angiotensina, que é um sistema endócrino de auto-regulação, com importante 

papel no controle da pressão arterial e na fisiopatologia da HAS. Os IECA reduzem a 

morbidade e mortalidade nos pacientes com insuficiência cardíaca, infarto agudo do 

miocárdio, sendo úteis na prevenção secundária do acidente vascular encefálico 

(COSTA et al., 2009).  

Os bloqueadores de canais de cálcio (chamados comumente de antagonistas 

de cálcio) têm exercido um importante papel no tratamento da hipertensão por mais 

de 20 anos. Segundo Ribeiro, Muscará (2001), o aumento do número de 

bloqueadores de canais de cálcio (sejam novas formulações ou novas estruturas 

químicas) tem contribuído para uma mudança no cenário, possibilitando um 

emprego mais apropriado quando comparado com outros agentes anti-hipertensivos. 

Os doadores de NO têm sido utilizados na prática clínica há décadas (por 

exemplo, nitroglicerina e nitroprussiato de sódio). O NO liberado de dadores de NO 

ou cGMP têm mostrado sua capacidade em ativar canais de K+ no músculo liso, 
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promovendo vasorrelaxamento reduzindo a pressão arterial (BOLOTINA et al., 1994; 

IGNARRO et al., 2002). 

Outra alternativa utilizada para o tratamento da hipertensão são os 

fitoterápicos, que são medicamentos produzidos a partir de plantas. Sendo a 

fitoterapia caracterizada pelo tratamento com o uso de plantas medicinais e suas 

diferentes formas farmacêuticas, sem a utilização de princípios ativos isolados 

(SCHENKEL, GOSMAN, PETROVICK, 2000). Uma das plantas usadas no 

tratamento da hipertensão arterial é o alho (Allium sativum) (PANTOJA et al., 1991), 

que também apresenta efeitos natriurético e diurético (PANTOJA et al., 2000), 

antiagregante plaquetário e fibrinolítico (RAHMAM, 2001) e cardioprotetor na 

reperfusão e na isquemia (PEDRAZZA-CHAVERRI, 1998). Outra planta que tem 

efeito sobre a pressão arterial é o capim-limão (Cymbopogon citratus), cuja ação 

anti-hipertensiva, e também diurética, foi citada por Carbajal et al. (1989). E estudo 

anterior mostrou que os extratos hidroalcoólicos do alho e do capim-limão foram 

igualmente potentes na redução da pressão arterial média de ratos anestesiados 

(SINGI et al., 2005). 

 

1.7 Considerações gerais sobre contração e relaxamento do músculo liso 

vascular  

 

Uma das funções essenciais do sistema vascular é permitir a troca de 

substâncias entre o sangue e os tecidos, que ocorre em nível de capilares, sendo as 

artérias e veias as condutoras do sangue entre o coração e os capilares (SCANLON, 

SANDERS, 2007). O músculo liso vascular (MLV) contribui fundamentalmente na 

regulação da pressão arterial através de seu estado contrátil. As células do músculo 

liso vascular (CMLVs) relaxam e contraem, distribuindo assim o sangue para áreas 

onde a oxigenação tecidual e os nutrientes são necessários (LI et al., 1999; DAVANI 

et al., 2003).  

As células CMLVs recebem inervação neural do sistema nervoso autônomo 

simpático e, além disso, o estado contráctil do MLV é controlado por hormônios, 

agentes autócrinos/parácrinos e outros sinais químicos locais (WEB, 2003). 

Os mecanismos responsáveis pela contração do MLV estão divididos em 

duas classes: acoplamento eletromecânico, contração dependente das mudanças 



30 
Efeito do extrato etanólico e da sua fração hidroalcóolica obtidos das partes aéreas de Sida santaremnensis H. Monteiro 
(Malvaceae) sobre o sistema cardiovascular de roedores. Fabiana de Moura Souza. Dissertação de Mestrado. Programa de 
Pós-graduação em Farmacologia–UFPI, 2016. 

 

no potencial de membrana celular e farmacomecânico, contração induzida por 

agonista de receptores acoplado a proteína-G (SOMLYO, 1994; ZHU et al., 2007).    

O acoplamento eletromecânico ocorre por despolarização da membrana, 

ativando canais de cálcio dependentes de voltagem (Cav) e canais de Ca2+ operados 

por receptor (CCORs); e no acoplamento farmacomecânico ocorre a interação de 

agonistas com receptores ligados à proteína G, gerando uma mudança 

conformacional fazendo com que diminua a afinidade de GDP este é substituído por 

GTP, em seguida acontece o desacoplamento da subunidade α da βγ, a subunidade 

α ativa a fosfolipase C do tipo β que irá fosforilar fosfolípideos de membrana dando 

origem ao 1,4,5- fosfatidil inositol trifosfato (IP3) e o diacilglicerol (DAG). O IP3 se liga 

ao seu receptor (IP3R) presente na membrana do retículo sarcoplasmático (RS), 

promovendo assim, a liberação do Ca2+ do RS e o DAG ativa a proteína quinase C 

(PKC) que ira ativar proteínas envolvidas com a contração como quinases 1 e 2 

reguladas por sinais extracelulares (ERK 1/2), Rho quinase e a proteína quinase 

dependente de calmodulina (CaM) II e também atuara na fosforilação dos canais de 

Ca2+ sensíveis a voltagem na membrana, aumentando a condutância do íon Ca2+, 

este então combina-se com a proteína calmodulina (CaM), um dímero com quatro 

sítios de ligação ao Ca2+, o complexo Ca2+/CaM complexo ativa quinase da cadeia 

leve de miosina (MLCK) para fosforilar a miosina de cadeia leve (MLC), permitindo a 

interação da miosina com a actina, resultando na ativação da miosina ATPase, que 

hidrolisa a adenosina trifosfato (ATP) em adenosina difosfato (ADP) e fosfato 

inorgânico, a energia liberada pela quebra da ligação do grupamento fosfato é 

utilizada para continuar a interação miosina-actina, promovendo a contração do 

músculo (HOROWITZ et al., 1996; BERS, 2002; WEBB, 2003; PAIVA, FARIAS, 

2005). Em CMLVs, a fosforilação da MLC é mantida em níveis reduzidos capazes de 

manter a contração ainda que na ausência de estímulos mecânicos ou da ativação 

de receptores e esta atividade resulta no tônus do músculo liso (NELSON et 

al.,1990; WEBB, 2003; KROON, 2011). 

Quando ocorre a diminuição ou desaparecimento do estimulo (remoção de 

agonistas, hiperpolarização da membrana), o Ca2+ intracelular diminui para valores 

menores que 1μM, o complexo cálcio/calmodulina se desfaz e se separa da MCLK, 

o que inativa a mesma, que por sua vez deixa de fosforilar a MCL, causando a 

inativação da miosina ATPase, consequentemente, o relaxamento do MLV (AKATA, 
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2007). Dentre os mecanismos de diminuição da concentração de Ca2+ no citosol e 

posterior vasorrelaxamento, pode-se citar o sequestro do Ca2+ para RS, diminuição 

da formação do IP3, extrusão dos íons Ca2+ pelas cálcio-ATPase e trocador Na+/Ca2+ 

da membrana plasmática; diminuição da liberação de Ca2+ dos estoques 

intracelulares; ou bloqueio direto dos canais de Ca2+ da membrana ou do RS 

(SALAMANCA; KHALIL, 2005). 

Outro mecanismo importante para o relaxamento do MLV envolve o endotélio. 

O controle do tônus da musculatura lisa vascular pelo endotélio esta relacionada a 

produção de mediadores que podem produzir vasodilatação ou vasoconstrição. Os 

principais fatores relaxantes derivados do endotélio são: o óxido nítrico (NO), o fator 

hiperpolarizante derivado do endotélio e a prostaciclina.  

O NO é uma molécula gasosa lipofílica que atua em vários processos 

biológicos (COCKCROFT, 2005; VILLANUEVA GIULIVI, 2010). A precursora da 

síntese de NO é a L-arginina, na presença da enzima óxido nítrico sintase (eNOS) 

que é a enzima responsável pela síntese do NO (MONCADA et al., 1991). Três 

isoformas de eNOS são descritas, sendo uma eNOS indutiva e duas eNOS 

constitutivas (ŠIMKO et al., 2007). O NO atravessa o espaço do endotélio para o 

músculo liso vascular e estimula diretamente a enzima guanilil ciclase solúvel (GCs) 

e a consequente formação de cGMP (guanosina monofosfato cíclico) intracelular. O 

aumento no GMPc ativa a proteína cinase G (PKG) (RASCADO, BENDHACKT, 

2005) levando a ativação de canais para K+ na membrana plasmática, e 

consequente hiperpolarização, reduzindo o influxo de Ca2+ através dos CaV do tipo 

L, diminuindo portanto o Ca2+ intracelular, com isso a miosina deixa de ser 

fosforilada, este estímulo no músculo liso vascular, promove vasodilatação. 

(REMBOLD, 1996; SALAMANCA, KHALIL, 2005). Se a formação de NO diminui, 

ocorre uma vasoconstrição moderada (WENNMALM, 1994). 

 

1.8 Considerações gerais sobre cardioproteção e atividade antioxidante 

 

 A manutenção da saúde cardíaca é essencial e qualquer disfunção que 

comprometa o coração resulta em consequências para todo o organismo 

(AKINMOLADUN et al., 2014). Para a manutenção da homeostase cardíaca, 

compostos considerados cardioprotetores são aliados, dentre esses compostos 
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pode-se ressaltar os que apresentam propriedades anti-trombótica, anti-isquêmica, 

vasorrelaxante, propriedades anti-hipertensivas e antioxidantes (ZERN, LUZ, 2005). 

Os antioxidantes são considerados benéficos para o sistema cardiovascular, 

já que evidencias bioquímicas, biológicas e clínicas mostram o envolvimento do 

estresse oxidativo induzido por radicais livres na fisiopatologia das doenças 

cardiovasculares (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2006).   

O estresse oxidativo é um estado de desequilíbrio entre oxidantes e 

antioxidantes em favor do oxidantes, conduzindo a efeitos prejudiciais (SIES, 1997). 

Ao longo do processo evolutivo, o organismo vivo desenvolveu diversas maneiras de 

combater as espécies de reativas radicais através de ações enzimáticas como as 

da, superóxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, e também através de 

processos não enzimáticos utilizando substâncias com atividade antioxidante como, 

por exemplo, glutationa e ácido ascórbico (GONZÁLEZ-TORRES et al., 2000; 

CARTAYA, 2001; MARTÍNEZFLÓREZ et al., 2002). 

A glutationa, possui papel central na biotransformação e eliminação de 

xenobióticos e na defesa das células contra o estresse oxidativo, uma enzima 

envolvida no ciclo catalítico da glutationa é a glutationa redutase (GSH), que exibe 

um grande número de funções essenciais para a célula, incluindo transporte de 

aminoácidos, catálise enzimática e proteção contra os efeitos deletérios de radicais 

livres endógenos e metabólitos tóxicos (MEISTER, 1991; ROSS, 1988). A atividade 

antioxidante do GSH é mediada por dois mecanismos: primeiro, a GSH pode 

diretamente remover radicais livres; segundo, a GSH pode funcionar como um 

substrato para a glutationa peroxidase, eliminando peróxido de hidrogênio e 

hidroperóxidos no citosol e mitocôndrias (REED; FARISS, 1984). 

Os oxidantes, também chamado de espécies reativas de oxigênio (EROs), 

são produto do metabolismo celular aeróbico por redução da molécula de oxigênio, 

inclui radicais livres, como superóxido, peroxinitrito e hidroxilo, e não-radicais, tais 

como peróxido de hidrogénio (NICKENING, HARRISON, 2002). As EROs podem 

lesar moléculas como os lipídeos que são mais suscetíveis à oxidação. Os danos 

em lipídios são de grande importância, pois acarretam consequências importantes 

para a estrutura e função da membranas. Peroxidadas as membranas tornam-se 

rígidas e perdem permeabilidade e integridade. Além disso, o dano oxidativo de 

lipídeos tem efeitos generalizados, provocado pela peroxidação lipídica que 
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desencadeia uma reação em cadeia complexa que envolve uma série de reativos 

intermediários que podem causar danos a proteínas e também ao DNA (HULBERT 

et al., 2007). A degradação dos lipídeos de membrana e a peroxidação lipídica, leva 

a produtos finais como malondialdeído (MDA), considerado um marcador de 

estresse oxidativo (TUKAMOTO, 2008). 

Outro componente que causa resistência ao estresse oxidativo é o sulfeto de 

hidrogênio (H2S) que é considerado um regulador crítico de funções 

cardiovasculares e desempenha um papel protetor na patogênese e 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares (POLHEMUS, LEFER, 2014). De 

acordo com Yu et al., 2014 o H2S é capaz de prevenir a geração de ROS, limpeza 

de ROS e fortalecimento do sistema antioxidante endógeno. 

Considerando a importância das pesquisas com plantas medicinais com 

potencial atividade sobre o sistema cardiovascular para a obtenção de novos 

fármacos ou como modelos e ferramentas farmacológicas que direcionem o 

desenvolvimento destes fármacos, o extrato etanólico (Ssan-EtOH) e a fração 

hidroalcóolica de Sida santaremnensis (Ssan-HA) podem ser aliados em potencial, 

visto que, as pesquisas tem demonstrado que extratos de plantas desse gênero 

apresentam potencialidade farmacológica no sistema cardiovascular 

(KUBAVAT, ASDAQ, 2009; MENAKA et al., 2011).  

O fracionamento dos extratos de plantas é um importante passo para a 

obtenção de compostos bioativos isolados, assim o extrato etanólico da espécie S. 

santaremnensis foi particionado em solventes de ordem crescente de polaridade, 

sendo obtido a fração hidoalcóolica, que foi fornecida pela Profa. Dra. Danielly 

Albuquerque da Costa da Universidade Federal de Campina Grande, Parnaíba. 
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OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 Investigar o efeito do extrato etanólico (Ssan-EtOH) e da fração hidroalcoólica 

(Ssan-HA) de Sida santaremnensis H. Monteiro sobre o sistema cardiovascular de 

roedores. 

 

2.2 Objetivos Específicos: 

 

 Avaliar o efeito vasorrelaxante da Ssan-HA em anéis de artéria mesentérica 

isolada de ratos. 

 Examinar a participação das vias de relaxamento dependentes do endotélio 

vascular no vasorrelaxamento promovido pela fração (Ssan-HA) em anéis de artéria 

mesentérica. 

 Verificar a participação dos canais para potássio no efeito induzido pela Ssan-

HA; em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos. 

 Avaliar a participação dos canais para cálcio no efeito vasorrelaxante induzido 

pela Ssan-HA e anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos. 

 Investigar a atividade antioxidande do Ssan-HA em tecido cardíaco de 

camundongos. 

 Verificar o efeito da Ssan-HA sobre a concentração de sulfeto de hidrogênio 

em tecido cardíaco de camundongos. 

 Caracterizar o mecanismo de ação hipotensora do extrato etanólico (Ssan-

EtOH) em ratos. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Material e métodos 
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3.0 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

Foram utilizados nos experimentos in vitro e in vivo ratos Wistar machos 

(Rattus norvegicus) com peso entre 250 - 300 gramas e nos experimentos ex vivo 

camundongos Swiss pesando de 25 - 30 gramas, provenientes do Biotério do 

Núcleo de Pesquisas em Plantas Medicinais da Universidade Federal do Piauí 

(UFPI) mantidos sob condições controle de temperatura (22  2 ºC) e ciclo claro-

escuro de 12 horas, tendo livre acesso à alimentação e água. Os experimentos 

foram realizados no período de 7:00 às 19:00hs. 

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética 

em Experimentação com Animais da UFPI (CEEA/UFPI/Nº 08/12). Os 

procedimentos referentes à eutanásia dos animais (anestésico tiopental sódico 100 

mg/kg i.p) estão em conformidade ao Parágrafo Único do Art. 2º da Resolução Nº 

1000, de 11 de maio de 2012 do CFMV. 

3.2 Substâncias Químicas e Sais 

Para a realização dos experimentos, foram utilizados o cloridrato de L-(-)-

fenilefrina (FEN); o cloridrato de acetilcolina (ACh); cremofor; nitroprussiato de sódio 

(NPS); atropina; cloridrato de tetraetilamônio (TEA); L-NAME (NG-nitro-L-arginina-

metil éster); ácido tricloroacético, ácido 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoico); heparina; Tris 

0,4M (tris(hidroximetil)aminometano); EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético); 

Cloreto de potássio; Ácido fosfórico, ácido tiobarbitúrico; n-butanol; NaHS 

(Hidrossulfeto de sódio) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), tiopental sódico 

(Cristália), salicilato de sódio, ácido ascórbico, NaOH (hidróxido de sódio) 

(Dinâmica). 

Para a preparação das soluções-estoque, as drogas foram dissolvidas em 

água destilada e diluídas a concentrações adequadas. O extrato e a fração foram 

solubilizados em cremofor (0,1% v/v) e diluídos em salina ou água destilada, de 

modo a serem obtidas as concentrações e doses, respectivamente, desejadas para 

cada protocolo experimental. Todas as soluções foram armazenadas a 0º C. 
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3.3 Soluções Nutritivas 

A preparação das soluções nutritivas (Tyrode normal e KCl 80 mM) foram 

baseadas na metodologia desenvolvida por Tanaka et al. (1999). Foram utilizados os 

seguintes sais para a composição da solução de Tyrode normal e com modificações: 

cloreto de sódio (NaCl), cloreto de potássio (KCl), cloreto de cálcio diidratado 

(CaCl2.2H2O), cloreto de magnésio hexahidratado (MgCl2.6H2O), glicose (C6H12O6), 

bicarbonato de sódio (NaHCO3), fosfato de sódio monoidratado (NaH2PO4.H2O). A 

solução despolarizantes de KCl 80 mM foi obtida com alterações isosmolar nas 

concentrações de NaCl e KCl. Após o preparo das soluções mediu-se o pH e 

ajustou-se para 7,4 quando necessário (tabela 1). 

 

TABELA 01. Composição da solução de Tyrode normal e outras soluções com 

modificações. 

Soluções/ 

Substâncias 

Tyrode 

Normal 
KCl 80 mM KCl 20 mM 

NaCl 158,3* 82,3* 142,3* 

KCl 4,0* 80,0* 20,0* 

CaCl2.2H2O 2,0* 2,0* 2,0* 

MgCl2.6H2O 1,0* 1,0* 1,0* 

NaHCO3 10,0* 10,0* 10,0* 

NaH2PO4.H2O 0,4* 0,4* 0,4* 

Glicose 5,6* 5,6* 5,6* 

*Concentrações em mM   

FONTE: SILVA-FILHO, 2012; SANTOS, 2014. 
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4.0 ENSAIOS FARMACOLÓGICOS 

Foram realizados ensaios farmacológicos in vitro, utilizando anéis de artéria 

mesentérica superior isolados de ratos normotensos, ensaios farmacológicos ex 

vivo, utilizando tecido cardíaco de camundongos. Na abordagem in vivo, foram 

utilizados animais normotensos.  

4.1 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL “IN VITRO” 

4.1.1 Preparação de anéis de artéria mesentérica de ratos normotensos com ou 

sem endotélio vascular 

Os animais foram submetidos ao processo de eutanásia por anestesia com 

tiopental sódico (100 mg/Kg, i.p.) de acordo com a resolução n0 1000, de 11 de maio 

de 2012, sob a responsabilidade da médica veterinária Dr. Adeline de Andrade 

Carvalho. 

Após laparotomia, a artéria mesentérica superior foi retirada e livre de tecido 

conectivo e adiposo. Anéis do primeiro segmento da artéria (2- 4 mm) foram obtidos, 

livres de tecido conectivo e mantidos em cubas contendo 6 mL de solução de 

Tyrode, a 37 ºC e aerados com uma mistura de carbogênio (95% de O2 e 5% de 

CO2). Os anéis foram acoplados a alças de aço inoxidável e suspensos por linhas de 

algodão fixadas a um transdutor de tensão acoplado a um amplificador de sinal 

(AECAD 1604, software AQCAD 2.3.6, AVS Projetos, SP) para o registro das 

tensões isométricas (figura 2 e 3). Cada anel foi submetido a uma tensão constante 

de 0,75 gf por um período de 60 minutos. Durante este tempo, as soluções nutritivas 

foram trocadas a cada 15 minutos para prevenir a interferência de metabólitos 

(ALTURA, ALTURA, 1970). 

Os anéis sem endotélio vascular foram obtidos mecanicamente através do 

atrito entre as paredes externa do vaso com uma haste de metal. A presença do 

endotélio vascular foi verificada pelo relaxamento dos anéis após adição de 10-5 M 

de acetilcolina (ACh). Foram considerados com endotélio funcional os anéis com 

relaxamento superior a 70% da pré-contração com fenilefrina (10-5 M). Já os anéis 

com relaxamento inferior a 10%, foram considerados sem endotélio funcional 

(FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980). Anéis com relaxamento entre 10 e 70% foram 

descartados. 
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FIGURA 2 - A – Artéria mesentérica superior isolada de rato, B – Cuba para órgão isolado 
contendo anel de artéria mesentérica superior isolado de rato em solução de Tyrode, C - 
Sistema de cubas para órgão isolado do Laboratório de Farmacologia Cardiovascular do 
NPPM - UFPI - AVS Projetos, SP. 

 

 

 

 
FIGURA 3 - Sistema de aquisição de dados do Laboratório de Farmacologia Cardiovascular 
do NPPM - UFPI (AECAD 1604, AQCAD 2.0.5., AVS Projetos, SP). 

 

 

 

 

 

 

 

A 

C 

A B C 

B A 



39 
Efeito do extrato etanólico e da sua fração hidroalcóolica obtidos das partes aéreas de Sida santaremnensis H. Monteiro 
(Malvaceae) sobre o sistema cardiovascular de roedores. Fabiana de Moura Souza. Dissertação de Mestrado. Programa de 
Pós-graduação em Farmacologia–UFPI, 2016. 

 

4.1.2 Verificação do efeito do Ssan-HA sobre contrações tônicas induzidas por 

fenilefrina em anéis de artéria mesentérica de ratos 

Após um período de estabilização de 60 minutos, durante a fase tônica de 

uma pré-contração com fenilefrina 10-5 M, foi adicionado cumulativamente o Ssan-

HA nas concentrações (0,1 - 750 µg/mL) às cuba, (figura 4) para obtenção de uma 

curva concentração-resposta. Os experimentos foram realizados de acordo com 

ADARAMOYE et al. (2009). A potência vasorrelaxante e a resposta por Emáx da 

Ssan-HA foi avaliada através dos valores de pD2 na presença ou na ausência do 

endotélio vascular. 

 

FIGURA 4. Representação esquemática do protocolo experimental para estudo do efeito 
vasorrelaxante induzido por Ssan-HA (0,1 - 750 µg/mL) em anéis de artéria mesentérica pré-
contraídos com FEN na presença (A) e na ausência do endotélio vascular (B).  
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4.1.3 Verificação da participação da eNOS e dos canais de potássio no efeito 

vasorrelaxante promovido pela Ssan-HA em anéis de artéria mesentérica de 

ratos 

Os anéis de artéria mesentérica com endotélio vascular foram pré-incubados 

por 30 minutos com L-NAME (100 µM), um inibidor competitivo da NO sintase 

(REES et al, 1989) ou TEA (3 mM), um bloqueador não-seletivo dos canais para 

potássio (MA et al, 2008). Após 30 minutos deste procedimento foi induzida uma 

contração com fenilefrina (10-5 M), na fase sustentada da contração adicionou-se de 

maneira cumulativa a Ssan-HA (0,1 - 750 µg/mL) (figura 5). A resposta obtida foi 

comparada com o controle na ausência do L-NAME ou TEA 3 mM. A potência 

vasorrelaxante da Ssan-HA foi avaliada através de comparação dos valores de pD2 

na presença e na ausência do inibidor competitivo da eNOS ou do TEA 3 mM . Os 

experimentos foram realizados de acordo com Monteiro et al. (2012). 

FIGURA 5. Protocolo experimental para verificação da participação da eNOS e dos canais 
de potássio na resposta vasorrelaxante induzida por Ssan-HA em anéis de artéria 
mesentérica de ratos na ausência do endotélio vascular.  

  
 

4.1.4 Investigação do efeito inibitório das contrações cumulativas de FEN e KCl 

promovido pela Ssan-HA em anéis de artéria mesentérica de ratos 

Após a obtenção de uma curva controle a partir de adições cumulativas de 

FEN (10-9 - 10-5) ou KCl (20 – 120 mM), as preparações foram lavadas e ao retorno 

dos valores ao tônus basal, incubou-se por 30 minutos, separadamente 

concentrações do Ssan-HA (80, 250, 500 e 750 µg/mL). Após esse processo as 

preparações foram submetidas novamente a adição cumulativa de FEN (10-9 – 10-5) 

ou KCl (20 - 120 mM) para obtenção de uma segunda curva concentração-resposta 
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(figura 6). Os resultados foram avaliados comparando-se a porcentagem da resposta 

contrátil na presença do Ssan-HA com aquela obtida pela amplitude média das 

curvas controle (na ausência do Ssan-HA). 

 

FIGURA 6. Representação esquemática do protocolo experimental para avaliação da 
inibição das contrações induzidas por concentrações de KCl ou FEN cumulativas em anéis 
de artéria mesentérica sem endotélio funcional na presença e ausência do Ssan-HA (81, 
243, 500 e 750 μg/mL). 
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4.1.5 Investigação da participação dos canais de Ca2+ no efeito vasorrelaxante 

promovido pela Ssan-HA em anéis de artéria mesentérica de ratos 

 Após procedimentos realizados para verificação da presença ou da ausência 

do endotélio vascular, como descrito no item 4.1.1, nos anéis de artéria sem 

endotélio vascular a solução de tyrode da cuba foi substituída por uma solução de  

KCl 80 mM (tabela 1) que permaneceu durante todo o experimento (figura 7). Nesta 

concentração de potássio externo ocorre uma despolarização que promove uma 

contração por aumento do influxo de Ca2+ extracelular através de Cav tipo L e T 

(OLIVEIRA et al, 2006). No componente tônico desta contração, a fração Ssan-HA 

foi adicionada de maneira cumulativa (0,1 - 750 µg/mL) para obtenção de uma curva 

concentração-resposta. A potência vasorrelaxante da fração foi avaliada através de 

comparação dos valores de pD2. 

 

FIGURA 7. Representação esquemática do protocolo experimental para estudo do efeito 
vasorrelaxante induzido por Ssan-HA (0,1 - 750 µg/mL) em anéis de artéria mesentérica pré-
contraídos com KCl 80 mM, na ausência do endotélio vascular. 

 

 

 

4.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL “EX VIVO” 

 

4.2.1 Protocolo experimental 

Camundongos Swiss (25 - 30g), foram divididos aleatoriamente em 04 

grupos: Grupo I, os animais foram pré-tratados por via i.p. com salina, no grupo II foi 

administrado a Ssan-HA 1mg/kg i.p., no grupo III foi administrado 10 mg/Kg (i.p.) da 

Ssan-HA e o grupo IV foi tratado com a Ssan-HA na dose de 20 mg/kg (i.p.). Quatro 
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horas após o tratamento os animais foram eutanasiados e o coração foi removido 

para dosagem de glutationa reduzida (GSH), malondialdeído (MDA) e sulfeto de 

hidrogênio (H2S). 

 
4.2.2 Determinação da concentração de glutationa reduzida (GSH) em tecido 

cardíaco de camundongos 

Conforme os procedimentos de Horn e Burns (1978), 100 µL de homogenato 

do tecido cardíaco foi precipitado pela adição de 200 µL de TCA 5% (ácido 

tricloroacético) e em seguida agitados.  A mistura então foi centrifugada a 3000 rpm 

por 15 minutos a 4°C. Retirou-se 75 µL do sobrenadante e adicionou-se 150 µL de 

Tris 0,4M EDTA 0,2 M pH 8,9 e 40 µL de ácido 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoico). As 

dosagens foram realizadas em espectrofotômetro de luz visível a 412 nm (ELLMAN, 

1959).  

 
4.2.3 Determinação da concentração de malondialdeído (MDA) no tecido 

cardíaco de camundongos 

 

Os níveis de MDA foram determinados pelo método de Mihara e Uchiyama 

(1978). Para avaliar os níveis de MDA, fragmentos do tecido cardíaco pesando entre 

50 e 100 mg foram homogeneizados com KCl 1,15% para preparar 10% do 

homogenato. Em seguida, 250 µl do homogenato foi pipetado dentro de um tubo de 

centrífuga de 10 mL, contendo 1,5 ml de H3PO4 (1%) e 0,5 ml de uma solução 

aquosa de ácido tiobarbitúrico aquoso (0,6%). Posteriormente, os tubos foram 

aquecidos, por um período de 45 minutos, em um banho de água a 100ºC e a 

mistura reacional foi, então, resfriada em um banho de água gelada, seguida da 

adição de 2 ml de n-butanol. Após a adição de n-butanol, as amostras foram 

homogeneizadas em agitador por 1 minuto, e centrifugados a 1200 x g por 10 

minutos. A absorbância da camada orgânica foi mensurada em 520 e 535 nm, sendo 

o resultado obtido pela diferença de absorbância nas duas leituras (ELLMAN, 1959).  
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4.2.4 Determinação da concentração do sulfeto de hidrogênio (H2S) no tecido 

cardíaco de camundongos 

 Após o tratamento os animais foram eutanasiados, o coração foi removido em 

seguida o tecido cardíaco foi homogeneizado no tampão antioxidante diluído (que 

contém salicilato de sódio, ácido ascórbico e NaOH), que converte o H2S em S2-, 

que então foi mensurado nesse homogenato a 10% por um microeletrodo de íon 

sulfeto (Laboratório de Fisio-Farmacologia Experimental – UFPI) ligado a um 

medidor de pH modelo 6230M (Jenco Instruments), seguindo as especificações do 

fabricante. As soluções padrões forão preparadas usando-se NaHS (GU et al., 

2013). 

 

4.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL “IN VIVO” 

 

4.3.1 Medida direta da pressão arterial média (PAM) e frequência cardíaca (FC) 

em ratos não anestesiados 

Os animais foram anestesiados com tiopental sódico (45 mg/kg, i.p.), e em seguida, 

foram colocados em decúbito dorsal em uma prancha cirúrgica. Uma pequena 

incisão na região inguinal dos animais foi realizada separando a musculatura para 

localização do feixe de vasos e nervos, seguido da dissecação e exposição da 

artéria e veia femorais. Catéteres de polietileno (PE), um segmento de PE-10 

(diâmetro interno e externo de 0,28 e 0,61 mm, respectivamente), soldado a um 

segmento de PE-50 (diâmetro interno e externo de 0,58 e 0,96 mm, 

respectivamente), foram implantados na artéria e veia femoral esquerda. Após a 

inserção e fixação, os catéteres foram encapsulados por via subcutânea e 

exteriorizados através de uma incisão na região cervical posterior do animal 

(scapulae) e foram mantidos com solução salina heparinizada (100 U/mL) 

imediatamente após a colocação e antes do registro do sinal da PA (OLIVEIRA et 

al., 1996) (figura 10). 

A PA e FC foram medidas 24 h após a cirurgia pela conexão do cateter 

arterial a um transdutor de pressão pré-calibrado (Statham P23 ID; Gould, 

Cleveland, OH, EUA) acoplado a um amplificador (AVS projetos – SP/Brasil) 

conectado a um microcomputador equipado com placa conversora analógico-digital 

e com o programa AQCAD (AVS projetos – SP/Brasil) (figura 8). A frequência 
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escolhida para amostragem dos dados foi de 500 Hz. Para cada ciclo cardíaco, o 

computador calculou pressão arterial sistólica, diastólica e média, e o intervalo de 

pulso (referido como frequência cardíaca).  

 
 
FIGURA 8. Sistema de aquisição de dados para registro da PA e FC em ratos normotensos 

não anestesiados.        
    

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.2 Protocolo experimental para verificação do efeito do EtOH-Ssan sobre a 

pressão arterial e frequência cardíaca em ratos 

Para obtenção de uma curva dose-resposta controle, as aferições da pressão 

arterial foram realizadas conforme a descrição de Lahlou, (2002). Os animais foram 

mantidos em aclimatação por um período de, no mínimo, 60 min para estabilização 

dos parâmetros cardiovasculares (PAM e FC). Em seguida administrou-se 

nitroprussiato de sódio (10 µg/Kg, i.v.) para verificar a eficácia da implantação do 

cateter. Após 30 min, doses crescentes do Ssan-EtOH (0,5; 1; 5; 10; 20 e 30 mg.kg-1 

i.v.) foram administradas com intervalos de tempo suficiente (± 30 min) para que os 

parâmetros cardiovasculares retornassem aos seus valores da linha de base. Como 

controle positivo foi utilizado um grupo de animais normotensos que receberam 

nitroprussiato de sódio (10 µg/Kg i.v.).  

Os valores de PAM e FC foram computados antes (valores da linha de base) 

e imediatamente após a administração das substâncias, e suas variações foram 

expressas como diferença da pressão arterial média/frequência cardíaca final menos 

a inicial: ΔPAM= PAMf – PAMi / ΔFC= FCf – FCi, onde PAMf: pressão arterial média 

final, PAi: pressão arterial média inicial, FCf: frequência cardíaca final, FCi: 

frequência cárdica. 
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4.3.3 Investigação da participação da eNOS no efeito hipotensor e bradicárdico 

promovido pelo Ssan-EtHO em ratos 

Após estabilização dos parâmetros hemodinâmicos utilizou-se NPS 10 µg/Kg 

(i.v.), um doador de óxido nítrico (CASTRO et al., 2011), como controle positivo. 

Após o retorno ao seu estado basal (≈ 30 min) os animais foram tratados com L-

NAME, um inibidor não seletivo da enzima NO-sintase na dose de (20 mg/kg-1 i.v.), e 

após 30 min do bloqueio uma curva dose-resposta para Ssan-EtOH (0,5, 1, 5, 10, 20 

e 30 mg/kg) foi obtida e os valores da PAM e FC foram então registrados como 

descrito no item 4.3.1.  

4.3.4 Investigação da participação dos receptores muscarínicos no efeito 

hipotensor e bradicardico do Ssan-EtOH de ratos 

Após estabilização dos parâmetros hemodinâmicos utilizou-se NPS            

10 µg/Kg (i.v.), um doador de óxido nítrico (CASTRO et al., 2011), como controle 

positivo. Após o retorno ao seu estado basal (≈ 30 min) os animais foram tratados 

com atropina (2 mg/kg, i.v.), um antagonista não-seletivo dos receptores 

muscarínicos (MITCHELSON, 1984), e após 30 min do bloqueio uma curva dose-

resposta para Ssan-EtOH (0,5, 1, 5, 10, 20 e 30 mg/kg) foi obtida e os valores da 

PAM e FC foram então registrados como descrito no item 4.3.1.  
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5.0 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os valores foram expressos como média  erro padrão da média (e.p.m.). 
Para os ensaios in vitro foram utilizados:  

 
- Teste-t de“Student” para análise de significância entre as médias para 

amostras não pareadas; 

 

- Foram analisados também, os parâmetros farmacológicos de efeito máximo 

(Emáx) e potência pelos valores pD2 (Logaritmo negativo da concentração da droga 

que promove 50% da resposta máxima) através de regressões não lineares das 

curvas traçadas a partir dos valores percentuais das respostas obtidas com as 

substâncias testadas.  

 

 Para os ensaios in vivo foram utilizados: 

 

- Teste-t de “Student” não pareado para avaliar se há significância nas 

diferenças entre as médias.  

 

 Para os ensaios ex vivo foram utilizados: 

- ANOVA “one-way”, seguido do teste de Newman Keuls, para análise de 

significância entre as médias. 

 
Consideraram-se estatisticamente significantes os valores para *p<0,05. Em 

todos estes procedimentos, foi utilizado o programa estatístico Graph-PadPrims 

6.00 (Graph-PadPrism Software Inc., San Diego, CA, USA). 
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6.0 RESULTADOS 

6.1 Efeito da Ssan-HA sobre as contrações tônicas induzidas por 

fenilefrina em anéis de artéria mesentérica superior isoladas de ratos  

  
A fração Ssan-HA promoveu vasorrelaxamento de maneira dependente 

de concentração (0,1 – 750 µg/mL) em preparações de artéria mesentérica 

com endotélio funcional (pD2 = 1,42 ± 0,04), este efeito foi atenuado após a 

remoção do endotélio vascular (pD2 = 2,01 ± 0,05), porém sem alteração no 

efeito máximo (Com endotélio Emáx= 107,79 ± 2,45; sem endotélio Emax= 109,08 

± 5,71 %) (figura 9). Após o experimento controle, as preparações foram 

lavadas por 30 min e induziu-se então uma contração com fenilefrina para 

verificação da reversão do relaxamento induzido por Ssan-HA, e em todas as 

preparações houve uma reversão de 100% da resposta contrátil. 

 

FIGURA 9 – Curvas concentração-resposta de Ssan-HA (0,1 – 750 µg/mL) em 
anéis de artéria mesentérica superior pré-contraídas com fenilefrina, na 
presença (○) ou na ausência (■) do endotélio vascular. Os valores foram 
expressos como média ± e.p.m de 6 experimentos.***p<0,05, teste de t de 
Student. 
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6.2 Efeito vasorrelaxante promovido pela Ssan-HA em anéis de artéria 

mesentérica de ratos normotensos na presença do inibidor da eNOS 

Na presença de L-NAME, um inibidor não seletivo da eNOS, a curva 

concentração-resposta da Ssan-HA foi deslocada para a direita de maneira 

significante com aumento significativo do pD2 (Endotélio intacto pD2 = 1,42 ± 

0,04; L-NAME+FEN pD2 = 2,27 ± 0,06), com diminuição do efeito máximo 1,6 

vezes na presença do L-NAME (Emáx= 107,79 ± 2,45; L-NAME + FENIL Emax= 

92,31 ± 8,58 %) (figura 10), caracterizando assim uma atenuação do 

vasorrelaxamento induzido pela Ssan-HA na presença do L-NAME. 

 

FIGURA 10– Curvas concentração-resposta Ssan-HA (0,1 – 500 µg/mL) em anéis de 
artéria mesentérica superior com endotélio isolados de ratos normotensos pré-
contraídos com FEN (10-5 M) na ausência (●) e na presença de L-NAME (□). Os 

valores foram expressos como média  e.p.m de 5 experimentos. ***p<0,05, teste de t 
de Student. 
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6.3 Efeito vasorrelaxante induzido pela Ssan-HA na presença de TEA 3mM 

em anéis de artéria mesentérica de ratos 

Na presença do TEA 3mM, um bloqueador inespecífico dos canais para 

potássio, a curva concentração-resposta da Ssan-HA foi deslocada para a 

direita de maneira significante com aumento significativo do pD2 (Endotélio 

intacto pD2 = 1,42 ± 0,04; TEA 3mM + FEN pD2 = 2,18 ± 0,05), com diminuição 

do efeito máximo 1,54 vezes na presença do TEA 3mM (Emax= 107,79 ± 2,45; 

TEA 3mM + FEN Emax= 91,39 ± 5,84 %) (figura 11), caracterizando assim uma 

atenuação do vasorrelaxamento induzido pela Ssan-HA na presença do TEA 

3mM. 

 

FIGURA 11 – Curvas concentração-resposta do Ssan-HA em anéis de artéria 
mesentérica superior com endotélio isolados de ratos, na ausência (●) ou na presença 

(□) de TEA 3 Mm + FEN. Os valores foram expressos como média  e.p.m de 5 
experimentos.***p<0,05, teste de t de Student. 
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6.4 Efeito inibitório da Ssan-HA sobre as contrações induzidas por 

concentrações cumulativas de fenilefrina em anéis de artéria mesentérica 

de ratos  

As curvas concentração-resposta da cumulativa para fenilefrina (10-9 - 

10-5 M) foram deslocadas para direita com redução do efeito máximo: 1,40 

vezes na concentração de 243 µg/mL, 1,61 vezes na concentração de 500 

µg/mL e 1,82 vezes na concentração de 750 µg/mL,  (pD2: Controle =  7,11 ± 

0,04; 81 µg/mL = 6,00 ± 0,04; 243 µg/mL = 5,09 ± 0,06; 500 µg/mL  = 4,41 ± 

0,02; 750 µg/mL = 3,90 ± 0,041 respectivamente) (Emáx: 98,71 ± 0,00; 91,64 ± 

2,27; 51,11 ± 6,32; 20,16 ± 2,15; 7,22 ± 0,01 respectivamente). Caracterizando 

um efeito inibitório da Ssan-HA de maneira dependente de concentração (figura 

12, tabela 02). 

 

FIGURA 12 – Curvas concentração-resposta para FEN na presença de concentrações 
isoladas do Ssan-HA. Controle (◊); 81 µg/mL (●); 243 µg/mL (○); 500 µg/mL (♦) e 750 
µg/mL (∆) em anéis de artéria mesentérica isolados de ratos sem endotélio funcional. 

Os valores foram expressos como média  e.p.m de 5 experimentos.***p<0,05, 
ANOVA. 
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Tabela 02 – Valores do efeito máximo (Emáx) e do logaritmo negativo da concentração 
da fração que promove 50% da resposta máxima (pD2) das contrações induzidas pela 
adição cumulativa de FEN (10-9 – 10-5 M) na presença de concentrações isoladas da 
Ssan-HA (µg/mL). 
 
 

Ssan-HA (µg/mL) Emáx (%) pD2 FEN 

Controle 98,71 ± 0,00 7,11 ± 0,04  

81 91,64 ± 2,27 6,00 ± 0,04  

243 51,11 ± 6,32*** 5,09 ± 0,06  

500 20,16 ± 2,15*** 4,41 ± 0,02  

750 7,22 ± 0,01*** 3,90 ± 0,041  

 

 

6.5 Efeito da Ssan-HA sobre contrações sustentadas induzidas por KCl 80 

mM em anéis de artéria mesentérica superior isolados de ratos  

 

Em anéis de artéria mesentérica superior sem endotélio funcional pré-
contraídas com KCl 80 mM, concentrações cumulativas de Ssan-HA 
promoveram vasorrelaxamento (pD2: Sem endotélio = 2,14 ± 0,05; KCl 80 = 
2,22 ± 0,09 µg/mL) com redução do efeito máximo 1,03 vezes na presença do 
KCl 80 mM (Emáx: Sem endotélio = 109,08 ± 5,71 %; KCl 80 mM = 75,42 ± 
10,51), não ocorrendo diferença estatística quando comparado com o 
vasorrelaxamento após uma pré-contração com FEN (figura 13). 
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FIGURA 13 - Curvas concentração-resposta para o Ssan-HA em anéis de artéria 
mesentérica superior sem endotélio e pré-contraídas com FEN (■) ou KCl 80 mM (□). 

Os valores foram expressos como média  e.p.m de 5 experimentos.***p<0,05, teste 
de t de Student. 
 

  

6.6 Efeito inibitório da Ssan-HA sobre as contrações induzidas por 

concentrações cumulativas de KCl em anéis de artéria mesentérica de 

ratos 

A pré-incubação com concentrações isoladas (81, 243, 500 e 750 

µg/mL) da Ssan-HA por 30 minutos inibiu significativamente, as contrações 

induzida por KCl (20 – 120 mM) com redução do efeito máximo: 1,34 vezes na 

concentração de 81 µg/mL, 1,26 vezes na concentração de 243 µg/mL, 1,25 

vezes na concentração de 500 µg/mL e 3,10 vezes na concentração de 750 

µg/mL, (Emáx: 100,00 ± 2,63; 70,25 ± 2,74; 67,53 ± 2,44; 73,04 ± 3,69; 34,06 ± 

4,40 respectivamente) (pD2: 1,35 ± 0,04; 1,81 ± 0,03; 1,71 ± 0,06; 1,69 ± 0,03; 

2,30 ± 0,03). Caracterizando um efeito inibitório da Ssan-HA de maneira 

independente de concentração (figura 14, tabela 3). 
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FIGURA 14 – Curvas concentração-resposta para KCl na presença de concentrações 
isoladas do Ssan-HA. Controle (◊); 81 µg/mL (●); 243 µg/mL (○); 500 µg/mL (♦) e 750 
µg/mL (∆) em anéis de artéria mesentérica superior isolados de ratos sem endotélio 

funcional. Os valores foram expressos como média  e.p.m de 5 
experimentos.***p<0,05, ANOVA. 
 
 

 

 
 

Tabela 03 – Valores de efeito máximo (Emáx) das contrações induzidas pela adição 
cumulativa de KCl (20 – 120 mM) na presença de concentrações isoladas da Ssan-HA 
(µg/mL). 
 

 

Ssan-HA 

(µg/mL) 

Emáx (%) pD2 KCl 

Controle 100,00 ± 2,63 1,35 ± 0,04 

81 70,25 ± 2,74 1,81 ± 0,03 

243 67,53 ± 2,44 1,71 ± 0,06 

500 73,04 ± 3,69 1,69 ± 0,03 

750 34,06 ± 4,40*** 2,30 ± 0,03 
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6.7 Efeito da Ssan-HA sobre os níveis de glutationa redutase em tecido 

cardíaco de camundongos 

Observou-se através da analise de GSH que o grupo que foi 

administrado a dose de 1 mg/kg aumentou significativamente os níveis de GSH 

(441,7  ±  42,83 mg de NPSH/gde tecido) quando comparado com o grupo 

controle (salina: 151,4  ±  66,67 mg de NPSH/gde tecido).  

Os grupos tratados com as doses de 10 e 20 mg/kg da Ssan-HA não 

demonstraram diferenças significativas comparando com o grupo controle 

(salina), ou entre as doses analisadas: 10 mg/Kg (179,8 ± 90,37mg de 

NPSH/gde tecido) e 20 mg/kg (108,4  ±  14,25mg de NPSH/gde tecido) (figura 

15). 

 

FIGURA 15 – Efeito da Ssa-HA nas doses de 1, 10 e 20 mg/Kg após quatro horas 
sobre a atividade da GSH no tecido cardíaco de camundongos. Os dados estão 
expressos como média ± E.P.M., *p<0,05, (ANOVA one-way seguida pelo teste de 
Newman Keuls) n=6. 
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6.8 Efeito da Ssan-HA sobre a concentração de malondialdeído em tecido 

cardíaco de camundongos 

 

 A concentração de MDA nos grupos tratados com todas as doses da 

Ssan-HA diminuiu significativamente quando comparado com o grupo controle 

(salina: 92,47 ± 13,93 nmol/g MDA de tecido; 51,48 ± 10,69 nmol/g MDA de 

tecido; 15,73 ± 3,64 nmol/g MDA de tecido; 29,32 ± 6,39 nmol/g MDA de 

tecido;). Não houve diferença significativa entre as doses analisadas (figura 

16). 

 

FIGURA 16 – Efeito da Ssa-HA nas doses de 1, 10 e 20 mg/Kg após quatro horas 
sobre a atividade da GSH no tecido cardíaco de camundongos. Os dados estão 
expressos como média ± E.P.M., ***p<0,05, (ANOVA one-way seguida pelo teste de 
Newman Keuls) n=6. 

 

 

 

6.9 Efeito da Ssan-HA nos níveis de sulfeto de hidrogênio em tecido 

cardíaco de camundongos  

 

Os níveis de H2S no tecido cardíaco de camundongos se elevaram de 

maneira significativa nos grupos que foram tratados com as doses de 1, 10 e 

20 mg/kg quando comparado com o grupo controle (0,30 ± 0,03; 0,52 ± 0,02; 

0,50 ± 0,01 e 0,42 ± 0,04 µmol/g de tecido respectivamente). Não houve 

diferença significativa entre os valores médios dos níveis de H2S nos grupos de 
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animais que receberam tratamento com doses de 1, 10 e 20 mg/kg da Ssan-HA 

(figura 17). 

 
 
FIGURA 17 – Efeito da Ssa-HA nas doses de 1, 10 e 20 mg/Kg após quatro horas 
sobre a concentração do H2S no tecido cardíaco de camundongos. Os dados estão 
expressos como média ± E.P.M., ***p<0,05, (ANOVA one-way seguida pelo teste de 
Newman Keuls) n=6. 
 

 

 

6.10 Efeito Ssan-EtOH sobre a Pressão arterial e Frequência Cardíaca em 

ratos  

 

O extrato etanólico das partes aéreas de S. santareminensis - Ssan-

EtOH nas doses (0,5; 1; 5; 10; 20 e 30 mg.kg-1 i.v.) foi capaz de promover 

hipotensão (-28,1 ±  2,6; -17,7 ± 5,4; -44,1 ± 8,4; -28,1 ± 5,0; -48,2 ± 7,2; -47,1 

± 5,9 mmHg, respectivamente) associado a bradicardia (-53,3 ± 13,3; -15,1 ± 

5,7; -57,5 ± 13,7; -45,7 ± 19,0; -108,2 ± 28,1; -122,9 ± 27,7 bpm, 

respectivamente) em ratos não-anestesiados. Ambos os efeitos de forma 

independente da dose (figura 18 A e B).  
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FIGURA 18: Efeito hipotensor (A) e bradicárdico (B) induzido pela administração 
aguda de doses crescentes do Ssan-EtOH (0,5; 1; 5; 10; 20 e 30 mg/kg, i.v) em ratos 
não-anestesiados. Os valores estão expressos como média ± e.p.m. (n= 5). 
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6.11 Efeito do Ssan-EtOH sobre a PAM e FC antes e após a administração 

de L-NAME em ratos  

 

         Na presença de L-NAME, um inibidor da enzima NO-sintase na 

dose de (20 mg/kg-1 i.v.), a resposta hipotensora induzida pela administração 

do extrato (0,5, 1, 5, 10, 20 e 30 mg/kg), não foi alterada de forma significativa 

(-37,3; -52,2; -35,2; -27,5; -36,9 e -34,7 mmHg, respectivamente), no entanto, 

houve uma alteração significativa em relação a bradicardia nas doses de (0,5 e 

30 mg.kg-1 i.v.). 
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Caracterizando assim uma atenuação da bradicardia de maneira independente 

da dose (figura 19 A e B). 

 

FIGURA 19: Efeito hipotensor (A) e bradicárdico (B) induzido pela administração 
aguda de doses crescentes do Ssan-EtOH (0,5; 1; 5; 10; 20 e 30 mg/kg, i.v) em ratos  
não-anestesiados, antes e após o bloqueio com L-NAME (20 mg/kg, i.v.) (2 mg/kg, 
i.v.). Valores estão expressos como média ± e.p.m. *p<0,05 (n= 5). ANOVA one-way 
seguindo de teste de Bonferroni. 
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6.12 Efeito de Ssan-EtOH em ratos não anestesiados antes e após o 

bloqueio com atropina 

 

 O pré-tratamento dos animais com atropina (2 mg/kg; i.v.) atenuou o 

efeito hipotensor induzido pelo extrato na dose de 5 mg/kg (-22,7 ± 2,5 mmHg, 

*p<0,05 versus controle)  e reverteu totalmente a resposta hipotensora nas 

doses de 10, 20 e 30 mg.kg-1 i.v. (13,2 ± 9,3; 15,3 ± 4,2; 24,4 ± 4,8 mmHg) bem 

como ocorreu uma atenuação do efeito bradicárdico nas doses (0,5, 5, 20 e 30 

mg.kg-1 i.v.) (-11,3 ± 2,5; -18,6 ± 7,0; -30,0 ± 16,1 bpm, *p<0,05 versus 

controle), sugerindo que os efeito hipotensor e bradicárdico induzido pelo Ssan-

EtOH, provavelmente estão relacionados com uma ação nos receptores 

muscarínicos cardíacos, provavelmente M2 (Figura 20 A e B). 
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FIGURA 20: Efeito hipotensor (A) e bradicárdico (B) induzido pela administração 
aguda de doses crescentes do Ssan-EtOH (0,5; 1; 5; 10; 20 e 30 mg/kg, i.v) em ratos  
não-anestesiados (n= 5), antes  e após o bloqueio com atropina (2 mg/kg, i.v.). Valores 
estão expressos como média ± e.p.m. *p<0.05, versus controle. ANOVA one-way 
seguindo de teste de Bonferroni. 
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7.0 - DISCUSSÃO 

 

Este estudo caracteriza-se pela investigação do mecanismo de ação do 

efeito cardiovascular da espécie Sida santareminensis em ratos, uma vez que 

estudo anterior mostrou que o extrato etanólico das partes aéreas desta 

espécie apresenta efeito vasorrelaxante em artéria mesentérica de ratos 

(ARCANJO et al., 2011). 

Estudos que investigam os efeitos farmacológicos de extratos de plantas 

medicinais são geralmente preparados utilizando diferentes métodos de 

extração. Os métodos de extração determinam quais compostos vasoativos 

estarão presentes nos extratos de plantas, com isso a avaliação dos efeitos 

farmacológicos de dois extratos diferentes oriundos de uma mesma planta é 

importante para uma avaliação precisa dos seus efeitos (SEGZI et al., 2015). 

Neste trabalho demonstrou-se, que a Ssan-HA exerce, sobre o tônus do 

músculo liso vascular de ratos efeito vasorrelaxante que se apresenta de forma 

dependente e independente do endotélio funcional e de forma dependente de 

concentração em anéis de artéria mesentérica pré-contraídas com fenilefrina 

(figura 9). No mecanismo dependente do endotélio, as células endoteliais 

sintetizam dilatadores vasculares, tais como óxido nítrico, prostaciclina e o fator 

hiperpolarizante (CHEN et al., 2009). Na ausência de endotélio o efeito 

vasorrelaxante da Ssan-HA foi atenuado, mas não abolido, os resultados 

sugerem que a Ssan-HA pode ter efeito tanto sobre o endotélio vascular, como 

ação direta sobre as células do músculo liso vascular. 

Diante desses resultados e considerando que os mecanismos de 

ação pelos quais os produtos naturais e extratos de plantas induzem 

vasorelaxamento apresentam uma importante relação com a via do NO (WANG 

et al., 2013), resolvemos então investigar a participação um dos principais 

fatores vasodilatadores, o NO, utilizando a ferramenta L-NAME (100 µM), um 

inibidor competitivo da  enzima NO-sintase (eNOS) (MONCADA e HIGGS, 

1993), nestas condições experimentais o relaxamento da musculatura lisa 

vascular induzida por Ssan-HA foi significantemente atenuado (figura 10), 

sugerindo a participação da eNOS no efeito vasorrelaxante induzido pela 

fração. O complexo cálcio/calmodulina ativa a eNOS que estimula a produção 
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de NO. O NO é um radical livre inorgânico, gasoso, altamente reativo e 

produzido a partir da oxidação do aminoácido L-arginina que se converte em L-

citrulina mediada pela eNOs, uma de suas isoformas é a NO sintase endotelial, 

que pode ser encontrada principalmente nas células endoteliais em cavéolas e 

é essencial para a manutenção do tônus vascular basal (BREDT et al, 1990; 

ARAÚJO et al., 2013). Uma vez formado, o NO difunde-se livremente através 

das membranas e liga-se à GCs, e estimula a produção de GMPc, este 

aumento de cGMP nas células da musculatura lisa leva a seu relaxamento. 

(MONCADA; HIGGS, 2006; ARAÚJO et al., 2013). 

Um dos mecanismos de relaxamento promovidos pelo aumento de 

GMPc é a ativação de canais de potássio causando hiperpolarização. Assim os 

canais para K+desempenham um papel vital na regulação da contratilidade do 

músculo e no tônus vascular, a ativação desses canais nas células musculares 

lisas vasculares causam vasodilatação e aumentam o fluxo sanguíneo 

(NELSON E QUAELY, 1995). Quatro canais para K+ foram encontrados em 

células de músculo liso vascular, são esses: os canais para K+sensíveis a ATP 

(KATP), canais retificadores de K+interno(KIR), canais para K+ ativados por Ca2+ 

(BKca) e canais para K+ dependentes de voltagem, (KV) (KO et al., 2008). 

Oefluxo de íons K+ induzido pela ativação dos canais para K+ citados acima 

conduz à hiperpolarização da membrana das células do músculo vascular, 

inibe o influxo de íons Ca2+ através de CaV e consequente vasodilatação 

(NELSON; QUAYLE, 1995).  

 De modo a investigar o papel dos canais de K+ no vasorrelaxamento 

induzido por Ssan-HA em anéis de artéria mesentérica de rato, utilizou-se um 

bloqueador não seletivo dos canais para K+, TEA 3 mM (WANG et al., 2008). 

Onde observou-se uma atenuação significativa da resposta vasorrelaxante 

frente ao bloqueio com TEA 3 mM (figura 11), sugerindo a participação de 

canais para potássio no endotélio vascular no efeito vasorrelaxante de induzido 

por Ssan-HA.  

A contração do músculo liso depende do aumento das concentrações de 

Ca2+ citosólico, um estímulo geralmente usado para aumentar os níveis de Ca2+  

citosólico são os agonistas contráteis (LEE et al., 2001), como a FEN que 

promove o aumento do tônus vascular pela estimulação do receptor α1-
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adrenérgico, que leva à formação de IP3 (EHRLICH, 1988), induzindo a 

liberação interna de Ca2+ do RS. Simultaneamente, a FEN ativa os CCORs e 

induz um influxo extracelular de Ca2+ fazendo com que ocorra uma contração 

tônica (NOGUERA et al., 1997), assim a vasoconstrição induzida por FEN é 

resultante de um acoplamento misto, farmacomecânico e eletromecânico 

(LEUNG et al., 2008). 

Em experimentos para avaliação da influência de Ssan-HA sobre anéis 

pré contraídas com FEN, observou-se que a fração foi capaz de inibir de 

maneira dependente de concentração as contrações induzidas por FEN em 

preparações de artéria mesentérica superior isolada de ratos na ausência do 

endotélio vascular (figura 12, tabela 02). Portanto, estes resultados sugerem 

que Ssan-HA atua, de algum modo, sobre a diminuição da resposta contrátil 

induzida pela FEN; agindo inibindo a liberação de Ca2+ dos estoques 

intracelulares, ou ainda pode atuar inibindo o influxo de Ca2+ através da 

membrana plasmática. 

Outro estímulo que resulta no aumento do Ca2+ citosólico é a 

despolarização da membrana induzida pelo aumento da concentração de 

potássio extracelular que abre os CaV e promove a liberação de Ca+2 do RS 

(GURNEY, 1994; JONES et al., 2003). Um agente contrátil eletromecânico 

utilizado para gerar despolarização é o KCl que causa uma resposta contrátil 

bifásica consistindo de uma contração passageira (fásica) seguida por uma 

sustentada (tônica) mantida durante a exposição ao agente contrátil 

(TANAHASHI et al., 2009). 

Para verificamos se a Ssan-HA promoveria relaxamento frente a um 

agente contrátil que atua por despolarização, utilizamos o KCl 80 mM, nesta 

concentração de potássio externo ocorre uma despolarização da membrana 

plasmática que leva ao aumento do influxo de Ca2+ extracelular através de CaV 

gerando uma contração.(VOGALIS et al., 1991). Nestas condições 

experimentais, concentrações cumulativas de Ssan-HA promoveram 

vasorrelaxamento, não ocorrendo diferença estatística quando comparado com 

o vasorrelaxamento após uma pré-contração com FEN (figura 13), mostrando 

assim que existe uma via de sinalização celular associada ao mecanismo 

eletromecânico, no efeito vasorrelaxante dessa fração. 
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Uma vez evidenciada a ação da fração Ssan-HA sobre a contração 

tônica induzida por KCl 80 mM, passou-se a avaliar a ação de concentrações 

crescentes da mesma sobre a adição cumulativa de cloreto de potássio e 

assim caracterizar a ação da fração sobre o bloqueio dos canais para Cav na 

membrana plasmática. Nestas condições observou-se que, na presença de 

Ssan-HA as curvas concentração-resposta cumulativa do KCl foram 

deslocadas para a direita com redução do efeito máximo, reafirmando uma 

ação inibitória de Ssan-HA sobre o influxo de Ca2+via Cav na membrana 

plasmática (figura 14; tabela 03). 

A atividade vasorrelaxante descrita pode esta relacionada com a 

presença de um flavonóide glicosilado já isolado a partir da fração estudada, os 

flavonóides já são conhecidos pelos seus efeitos cardiovasculares, com 

atuação na modulação do tônus vascular promovendo efeitos vasodilatadores 

(ZHU et al., 2007), sendo que a presença de endotélio não é uma condição 

para o efeito, mas pode aumentar a atividade da maioria dos flavonóides 

(CHAN et al., 2000), na presença de endotélio o vasorrelaxamento é mediado 

pelo NO (POTENZA et al., 2007), os flavonóides também são antioxidantes 

(GU et al., 2016), esses efeitos atuam diretamente na melhoria do fluxo 

sanguíneo no tecido o que justifica a atividade cardioprotetora dos flavonóides. 

A busca por plantas que exercem efeito cardioprotetor é considerada 

relevante, pois o tratamento medicamentoso cardioprotetor ainda é uma 

necessidade clínica. Nessa busca por alternativas terapêuticas com ação 

cardioprotetora algumas espécies merecem destaque como a da Sida 

rhomboidea e Sida acuta (DINDA, 2015). 

Para investigar a atividade cardiprotetora da Ssan-HA foram realizados 

testes para avaliação dos parâmetros envolvidos no estresse oxidativo e 

avaliou-se os níveis de H2S após o tratamento com Ssan-HA. O estresse 

oxidativo está envolvido no desenvolvimento de doenças vasculares e na 

promoção da disfunção endotelial através da redução da biodisponibilidade do 

NO (WELDY et al., 2012).As células produzem continuamente radicais livres e 

espécies reativas de oxigênio, como parte dos processos metabólicos. Estes 

radicais livres são neutralizados por um sistema elaborado de defesa 
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antioxidante que consiste de enzimas, tais como a catalase, superóxido 

dismutase e glutationa peroxidase (IHARA et al., 2000). 

Muitas das reações da glutationa envolvem o grupo sulfidrila, 

altamente polarizável, tornando-o um bom nucleófilo para reações com 

compostos químicos eletrofílicos. Esta habilidade de doar elétrons a outros 

compostos também faz da glutationa um bom redutor. A enzima responsável 

pela redução da L-Glutationa oxidada (GSSG) à glutationa redutase (GSH), 

que é um tripeptídeo composto de glutamato, glicina e cisteina, existente em 

praticamente todas as células de mamíferos (HUMBER, ALMEIDA, 2008).  

Após tratamento dos animais intraperitoneal da Ssan-HA observou-se que com 

a dose de 1 mg/kg aumentou significativamente os níveis de GSH quando 

comparado com o grupo controle (salina) e os grupos tratados as doses de 10 

e 20 mg/kg não demonstraram diferenças significativas comparando com o 

grupo controle, ou entre as doses analisadas (figura 15), sugerindo que a Ssan-

HA induz alterações significativas nos níveis de GSH, diminuindo a depleção 

de grupos sulfidrilas. 

 A peroxidação lipídica induzida por espécies reativas de oxigênio (ROS) 

é considerado como o principal mecanismo de destruição da membrana celular 

e danos celulares (HENROTIN et al., 2005). A decomposição dos lípidos 

peroxidados leva à produção de uma grande variedade de produtos finais, 

incluindo MDA (GAMBHIR et al., 1997). A quantificação de MDA nos sistemas 

biológicos é um parâmetro para avaliar um dano direto ao tecido provocado 

pelos radicais livres, indicando que houve peroxidação dos lipídios (DEL RIO et 

al., 2005). Após a administração intraperitoneal de Ssan-HA a concentração de 

MDA no grupo que foi tratado com a dose 20 mg/kg diminuiu significativamente 

quando comparado com o grupo controle. Não houve diferença significativa 

entre os valores médios das concentrações de MDA nos grupo de animais que 

receberam tratamento com doses de 1 mg/kg e 10 mg/kg, ou entre as doses 

analisadas (figura 16). Os resultados obtidos em conjunto sugerem que o Ssan-

HA pode atuar como antioxidante, uma vez que, ocorreu aumento dos níveis de 

GSH e diminuição da concentração de MDA. 

Outro componente fisiológico que gera resistência ao estresse oxidativo 

é o H2S (YU et al., 2014), que desempenha um papel protetor no 
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desenvolvimento e na  patogênese das doenças cardiovasculares 

(POLHEMUS et al., 2014). O H2S regula o tônus vascular e trabalho cardíaco e 

exerce cardioproteção (HUGHES et al., 2009; SUN et al. 2012). Os níveis de 

H2S no tecido cardíaco após o tratamento com Ssan-HA se elevaram de 

maneira significativa nos grupos que foram tratados com as doses de 1, 10 e 

20 mg/kg quando comparado com o grupo controle (salina). Não houve 

diferença significativa entre os valores médios dos níveis de H2S nos grupos de 

animais que receberam tratamento com doses de 1, 10 e 20 mg/kg da Ssan-HA 

(figura 17). Sugerindo que a fração pode estar atuando na via do H2S 

aumentando os níveis este gás. 

Após observar que a fração Ssan-HA obtida a partir do extrato etanólico 

bruto Ssan-EtOH produz efeitos importantes cardiovasculares aliado à ação 

vasorrelaxante do extrato, e tomando como referencia estudos de outras 

espécies com a Ssan-HA observou-se que com a dose de 1 mg/kg aumentou 

significativamente os níveis de GSH quando comparado com o grupo controle 

(salina) e os grupos tratados com as doses 10 e 20 mg/kg não demonstraram 

diferenças significativas comparando com o grupo controle, ou entre as doses 

analisadas (figura 15), sugerindo que a Ssan-HA induz alterações significativas 

nos níveis de GSH, diminuindo a depleção de grupos sulfidrilas. 

A peroxidação lipídica induzida por espécies reativas de oxigênio (ROS) é 

considerado como o principal mecanismo de destruição da membrana celular e 

danos celulares (HENROTIN et al., 2005). A decomposição dos lípidos 

peroxidados leva à produção de uma grande variedade de produtos finais, 

incluindo MDA (GAMBHIR et al., 1997). A quantificação de MDA nos sistemas 

biológicos é um parâmetro para avaliar um dano direto ao tecido provocado 

pelos radicais livres, indicando que houve peroxidação dos lipídios (DEL RIO et 

al., 2005). Após a administração intraperitoneal de Ssan-HA a concentração de 

MDA no grupo que foi tratado com a dose 20 mg/kg diminuiu significativamente 

quando comparado com o grupo controle. Não houve diferença significativa 

entre os valores médios das concentrações de MDA nos grupo de animais que 

receberam tratamento com doses de 1 mg/kg e 10 mg/kg, ou entre as doses 

analisadas (figura 16). Os resultados obtidos em conjunto sugerem que o Ssan-
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HA pode atuar como antioxidante, uma vez que, ocorreu aumento dos níveis de 

GSH e diminuição da concentração de MDA. 

Outro componente fisiológico que gera resistência ao estresse oxidativo 

é o H2S (YU et al., 2014), que desempenha um papel protetor no 

desenvolvimento e na  patogênese das doenças cardiovasculares 

(POLHEMUS et al., 2014). O H2S regula o tônus vascular e trabalho cardíaco e 

exerce cardioproteção (HUGHES et al., 2009; SUN et al. 2012). Os níveis de 

H2S no tecido cardíaco após o tratamento com Ssan-HA se elevaram de 

maneira significativa nos grupos que foram tratados com as doses de 1, 10 e 

20 mg/kg quando comparado com o grupo controle (salina). Não houve 

diferença significativa entre os valores médios dos níveis de H2S nos grupos de 

animais que receberam tratamento com doses de 1, 10 e 20 mg/kg da Ssan-HA 

(figura 17). Sugerindo que a fração pode estar atuando na via do H2S 

aumentando os níveis este gás. 

Após observar que a fração Ssan-HA obtida a partir do extrato etanólico 

bruto Ssan-EtOH produz efeitos importantes cardiovasculares aliado à ação 

vasorrelaxante do extrato, e tomando como referencia estudos de outras 

espécies do mesmo gênero botânico, como a Sida cordifolia, que apresenta 

perfil de resposta hipotensora e bradicárdica (SILVEIRA et al., 2003), 

passamos a avaliar os efeitos do Ssan-EtOH sobre a pressão artérial e 

frequência cardíaca de ratos. Os resultados obtidos demonstram que o Ssan-

EtOH induziu um potente efeito hipotensor associado a uma resposta 

bradicárdica (figura 18). 

Um importante fator relaxante envolvido na diminuição da pressão 

arterial é o NO, que participa da regulação do fluxo sanguíneo nos diversos 

leitos vasculares e, particularmente, no fluxo sanguíneo coronariano (DIAS et 

al, 2011). 

Em nosso estudo, observou-se que o tratamento agudo dos animais com 

L-NAME, um inibidor competitivo da eNOS (BARTUNEK et al, 2000),  não 

alterou a hipotensão induzida por Ssan-EtOH, assim, provavelmente o efeito 

hipotensor e bradicárdico do extrato Ssan-EtOH não envolve a ativação da 

eNOS (figura 19). 
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Outra via importante que o extrato poderia estar atuando é a dos 

receptores muscarínicos, a estimulação desses receptores por um agonista 

como acetilcolina promove a redução da taxa e força do batimento cardíaco 

resultante da ação parassimpática. E a ativação desses mesmos receptores 

(predominantemente do subtipo M2) no nodo sinoatrial, por ação vagal, induz 

bradicardia intensa (efeito inotrópico negativo) devido a um retardo na 

condução elétrica do coração, que pode ser acompanhado por hipotensão, 

devido a uma diminuição no débito cardíaco (FURCHGOTT, ZAWADZKI, 1980; 

CAULFIELD, 1993; MONCADA; HIGGS, 2006).  

Com o intuito de avaliar a participação dos receptores muscarínicos 

nessas respostas, foram realizados experimentos com animais pré-tratados 

com atropina (2 mg/kg), um antagonista não-seletivo dos receptores M3 

(MITCHELSON, 1984). Nestes animais a hipotensão e a bradicardia foram 

praticamente abolidas frente à todas as doses estudadas (figura 20 A e B), 

sugerindo dessa forma que o efeito hipotensor do Ssan-EtOH pode ser devido 

a uma ativação dos receptores muscarínicos ou indiretamente pela ativação 

vagal, levando a liberação de acetilcolina no nodo sinoatrial e consequente 

ativação muscarínica (MEDEIROS et al., 2006; MOREIRA et al., 2010; 

BERNARDES et al., 2013), SILVEIRA et al, (2003), em estudo realizado com a 

espécie Sida cordifolia também foi observado o mesmo perfil de resposta, o 

que nos leva a sugerir que esse efeito farmacológico seja algo inerente ao 

gênero. 
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8.0 CONCLUSÕES 

 

Dessa forma, o presente trabalho demonstrou que: 

 

 O efeito vasorrelaxante promovido pelaSsan-HA em anéis de artéria 

mesentérica superior isolada de rato ocorre de maneira dependente e 

independente do endotélio vascular. 

 O efeito vasorrelaxante dependente do endotélio vascular parece 

envolver a participação da enzima NOsintase, além de possível participação de 

canais para potássio. Porém outros mecanismos podem estar envolvidos na 

resposta. 

 O efeito vasorrelaxante independente do endotélio vascular parece ser 

decorrente de ativação de canais para potássio e inibição do influxo de cálcio 

através dos canais para cálcio sensíveis à voltagem (CaV). Porém outros 

mecanismos podem estar envolvidos nesta resposta. 

 A Ssan-HA parece ter efeito cardioprotetor pois promoveu aumento os 

níveis de GSH e diminuiu a concentração de MDA e ainda aumentou os níveis 

de H2S. 

 Ssan-EtOH induz hipotensão e bradicardia em ratos normotensos não-

anestesiados quando administrado por via venosa. 

 A hipotensão e bradicardia causada pelo Ssan-EtOH parece estar 

envolvendo a participação dos receptores muscarínicos.  
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FIGURA 21: Mecanismo de ação dependente do endotélio vascular propostos para a 

Ssan-HA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ARTÉRIA MESENTÉRICA DE RATO 

CaM –calmodulina;  

NOS – óxido nítrico sintase;  

NO – óxido nítrico;  

GCs – guanilato ciclase solúvel;  

GTP – guanosina trifosfato;  

GMPc - monofosfato cíclico de guanosina;  

PKG – proteína cinase G;   

P – fosfóro;  

K
+
- potássio;  

Ca
++

 - cálcio;   

Cav - canáis para cálcio sensívei a voltagem;  

Kv - canáis para potássio sensívei a voltagem;  

SKca - canais para potássio de baixa condutância sensíveis ao cálcio; 

KATP- canais para potássio sensíveis ao ATP. 
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9.0 PERSPECTIVAS 
 

 Avaliar a participação da via NO/GMPc/PKG na resposta vasorrelaxante 

da fração Ssan-HA; 

 Investigar a participação dos receptores muscarínicos na resposta 

vasorrelaxante da Ssan-HA; 

 Indentificar quais subtipos de canais de potássio estão envolvidos na 

resposta vasorrelaxante da Ssan-HA; 

 Avaliar o efeito da Ssan-HA sobre a pressão arterial e frequência 

cardíaca de ratos. 

 Investigar os efeitos do flavonóide glicosilado obtido a partir do Ssan-

EtOH sobre o sistema cardiovascular. 
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