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ENVOLVIMENTO DOS CANAIS DE CALCIO TIPO L (CayL) NO EFEITO
CARDIOVASCULAR DA RESINA DE Protium heptaphyllum March EM MODELO
DE HIPERTENSAO.

RESUMO

A hipertensdo é umas das maiores causas de morte no Brasil e no mundo. A espécie vegetal
Protium heptaphyllum March (Burseraceae), conhecida como Almécega, tem uso popular para
fins analgésico, cicatrizante e cardiovascular e contém uma resina extraida do caule composta
de uma mistura de terpenos. Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da
fracdo acida obtida da resina de Almécega (F.A.R.A.) sobre o sistema cardiovascular em
animais normotensos e hipertensos (SHR), bem como avaliar o seu potencial citotéxico,
hipoglicemiante e analise in silico. Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo
Comité de Etica em Uso de Animais da UFPI (CEUA 739/2022). A avaliacdo da citotoxicidade
foi investigada através de teste de viabilidade celular (MTT) em células tronco mesenquimais
extraidas da medula éssea de ratas SHR. Os resultados demonstram que: nos testes in vitro
de MTT néo houve evidéncia de citotoxicidade nos diferentes nos intervalos de 24, 48 e 72h.
Para os testes in vivo (pletismografia de cauda e efeito hipoglicemiante) foram utilizados ratos
Wistar (n=5) e ratos SHR (n=5). Para a avaliacdo da atividade hipotensora, anti-hipertensiva
e hipoglicemiante foram administradas as doses de 25, 50, 100mg/Kg da fracdo. Os resultados
evidenciaram efeito hipotensor de maneira dose dependente em ratos normotensos. Apés 30
minutos do tratamento os valores pressoéricos basais dos grupos: controle (126mmHg) e
captopril (93mmHg), mostraram diferenca significativa quando comparados com as doses da
F.AR.A (PAS: 115; 94; 79mmHg) para as doses de (25 50 e 100mg/Kg, respectivamente),
sem alteracbes na frequéncia cardiaca. Para os animais SHR (hipertensos) a F.A.R.A
demonstrou efeito anti-hipertensivo dose dependente e bradicardico de forma ndo dependente
de dose. Os valores de pressao arterial apdés 120 minutos foram de: 168 mmHg (controle),
125mmHg (captopril), e 155; 134 e 123 mmHg para as doses (25, 50 e 100mg/Kg,
respectivamente). Os valores de frequéncia cardiaca foram de 393 bpm (controle); 389
(captopril) e 375; 390; 353bpm para as doses (25, 50 e 100mg/Kg, respectivamente). A fracao
também demonstrou efeito hipoglicémico, dose-dependente, nos modelos animais testados
com reducdo dos valores basais [149,75] em animais normotensos na dose de 25mg/Kg
[125,80], 50mg/Kg [99,80] e 100mg/Kg [74,00]. Para os animais SHR ap6s 120 minutos da
administracdo os indices basais [96,00] foram reduzidos nas doses de 25mg/Kg [82,00]; 50
mg/Kg [74,4] e 100mg/Kg [63,00]. A fim de avaliar o possivel efeito vasorrelaxante da fracédo
acida foram realizados testes in vitro/ex vivo de reatividade vascular (n=5), em que 0s anéis
de aorta de ratas SHR foram pré-contraidos com Fenilefrina 10°M e em seguida
administradas concentragbes da F.A.R.A. (0,1-1000pg/mL). A fracdo demonstrou efeito
vasorrelaxante de maneira dose dependente na presenca do endotélio (pD2 = 2.3 £ 0,6) e
na auséncia do endotélio (pD2 = 2.7 % 1,3) sem diferenca significativa. Apds verificagdo do
efeito vasorrelaxante da F.A.R.A., realizou-se experimento com Bay K 8644 (10°M) um
ativador de Cauvl, a fim de verificar o mecanismo de acéo relacionado ao efeito vasorrelaxante.
Os resultados evidenciaram que a concentragdo de 243ug/mL promoveu uma reversao total
(pD2 = 1.6 = 0,3) dos valores de contracdo induzidas pelo Bay K8644. Verificou-se a
participacdo dos canais de potassio no efeito vasorrelaxante da fracdo (TEA 3mM). Os
resultados demonstraram atenuacdo da resposta vasorrelaxante induzida pela fracdo. Nas
analises in silico com o acido beta elemdnico resultados de ancoragem molecular
evidenciaram interacdo do terpeno majoritdrio com aminoacidos proximo ao sitio ativo da
proteina alvo (CavL) com energia de interacdo de -10.7kcal/mol. Os resultados obtidos
permitem inferir que a fragdo possui atividade sobre o sistema cardiovascular, apresentando
certa margem de seguranca em sua utilizacao.

Palavras-chaves: Terpenos; vasorrelaxamento; hipertenséo.
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INVOLVEMENT OF L-TYPE CALCIUM CHANNELS (Ca\L) IN THE
CARDIOVASCULAR EFFECT OF Protium heptaphyllum March RESIN IN A
HYPERTENSION MODEL.

ABSTRACT

Hypertension is one of the biggest causes of death in Brazil and around the world. The plant
species Protium heptaphyllum March (Burseraceae), known as Almécega, is popularly used
for analgesic, healing and cardiovascular purposes and contains a resin extracted from the
stem composed of a mixture of terpenes. Thus, the present work aimed to evaluate the effect
of the acid fraction obtained from Almécega resin (F.A.R.A.) on the cardiovascular system in
normotensive and hypertensive animals (SHR), as well as to evaluate its cytotoxic,
hypoglycemic potential and in silico analysis. All experimental protocols were approved by the
UFPI Animal Use Ethics Committee (CEUA 739/2022). The evaluation of cytotoxicity was
investigated using cell viability testing (MTT) on mesenchymal stem cells extracted from the
bone marrow of SHR rats. The results demonstrate that: in the in vitro MTT tests there was no
evidence of cytotoxicity at different intervals of 24, 48 and 72 hours. For in vivo tests (tail
plethysmography and hypoglycemic effect) Wistar rats (n=5) and SHR rats (n=5) were used.
To evaluate the hypotensive, antihypertensive and hypoglycemic activity, doses of 25, 50, 100
mg/kg of the fraction were administered. The results showed a dose-dependent hypotensive
effect in normotensive rats. After 30 minutes of treatment, the basal blood pressure values of
the groups: control (126mmHg) and captopril (93mmHg) showed a significant difference when
compared with the F.A.R.A doses (SBP: 115; 94; 79mmHg) for the doses (25, 50 and 100mg
IKg, respectively), without changes in heart rate. For SHR (hypertensive) animals, F.A.R.A
demonstrated a dose-dependent and bradycardic antihypertensive effect in a non-dose-
dependent manner. Blood pressure values after 120 minutes were: 168 mmHg (control), 125
mmHg (captopril), and 155; 134 and 123 mmHg for the doses (25, 50 and 100mg/Kg,
respectively). Heart rate values were 393 bpm (control); 389 (captopril) and 375; 390; 353bpm
for the doses (25, 50 and 100mg/Kg, respectively). The fraction also demonstrated a dose-
dependent hypoglycemic effect in the animal models tested with a reduction in baseline values
[149.75] in normotensive animals at doses of 25mg/Kg [125.80], 50mg/Kg [99.80] and 100mg
/Kg [74.00]. For SHR animals, after 120 minutes of administration, basal rates [96.00] were
reduced at doses of 25mg/kg [82.00]; 50 mg/Kg [74.4] and 100mg/Kg [63.00]. In order to
evaluate the possible vasorelaxant effect of the acid fraction, in vitro/ex vivo tests of vascular
reactivity were carried out (n=5), in which the aorta rings of SHR rats were pre-contracted with
10-6M Phenylephrine and then administered concentrations of the F.A.R.A. (0.1-1000ug/mL).
The fraction demonstrated a vasorelaxant effect in a dose-dependent manner in the presence
of the endothelium (pD2 = 2.3 £ 0,6) and in the absence of the endothelium (pD2 =2.7 £1,3)
without significant difference. After verifying the vasorelaxant effect of F.A.R.A., an experiment
was carried out with Bay K 8644 (10-6M), a CavL activator, in order to verify the mechanism
of action related to the vasorelaxant effect. The results showed that the concentration of
243ug/mL promoted a total reversal (pD2 = 1.6 + 0,3) of the contraction values induced by
Bay K8644. The participation of potassium channels in the vasorelaxant effect of the fraction
(TEA 3mM) was verified. The results demonstrated attenuation of the vasorelaxant response
induced by the fraction. In silico analyzes with beta elemonic acid, molecular anchoring results
showed interaction of the majority terpene with amino acids close to the active site of the target
protein (CavL) with an interaction energy of -10.7kcal/mol. The results obtained allow us to
infer that the fraction has activity on the cardiovascular system, presenting a certain margin of
safety in its use.

Keywords: Terpenes; vasorelaxation; hypertension.
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Inositol trifosfato

Laboratério de Geoquimica Organica
NC-nitro-L-arginina-metil éster

Brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio
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MMHG
MSCs
NO
NOS
OMS
PA
PAD
PAM
PKC
PAS
RVP
SHR
SNC
SBC
SRAA
TEA
UFPI
VES

Milimetro de mercurio

Célula tronco mesenquimal
Oxido nitrico

Oxido nitrico sintase
Organiza¢do Mundial de Saude
Presséo arterial

Presséo diastélica

Presséo arterial média
Proteina quinase C

Pressao arterial sistolica

Resisténcia vascular periférica

Ratos espontaneamente hipertensos

Sistema nervoso central

Sociedade Brasileira de Cardiologia

Sistema renina angiotensina-aldosterona

Tetraetilamonio
Universidade Federal do Piaui

Volume de ejecéo sistolica

Obs: As abreviaturas ou simbolos utilizados neste trabalho que ndo constam nesta

relacdo encontram-se descritos ao longo do texto ou sdo convencdes adotadas

universalmente.
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1 INTRODUCAO

1.1 Hipertenséo Arterial Sistémica

A hipertensdo arterial (HA) € uma doenca crbnica ndo transmissivel
caracterizada quando os niveis pressoricos do individuo se apresentam elevados e
com persisténcia da presséao arterial (PA) alta. A Sociedade Brasileira de Cardiologia,
(SBC) classifica o individuo como hipertenso quando a PA sistélica (PAS) apresenta-
se maior ou igual a 140 mmHg e/ou PA diastélica (PAD) apresenta-se maior ou igual
a 90 mmHg. Sabe-se que a hipertensdo arterial € uma das enfermidades mais
importantes que acometem o Brasil. E uma doenca que se torna comum no decorrer
dos anos e tem se tornado um grave problema de saude publica no mundo (SBC,
2021).

A HA é uma condi¢cdo de saude globalmente significativa, estima-se que 29%
da populacdo mundial, aproximadamente 1,56 bilhdo de pessoas, desenvolverdo a
doenca em 2025 (Calzerra et al., 2018).

A hipertensao também € apontada na literatura como umas das maiores causas
de Obitos, além disso, também gera um alto custo socioecondmico, pois pode
ocasionar em pessoas ativas determinadas deficiéncias temporarias ou até mesmo
permanentes (Silva, 2016). O SUS, Sistema Unico de Salde, aponta que 24% dos
individuos em atendimento afirmam ter recebido diagndstico de hipertensao, sendo a
doenca cronica mais relatada somando cerca de 38,1 milhdes de individuos no Brasil
com a doenca (Ministério da Saude, 2020).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a hipertenséao arterial
(HA) tem alta prevaléncia no Brasil e no mundo, e é um dos principais fatores de risco
para as doencas cardiovasculares - DCVs e renais, tendo influéncia de multiplos
fatores, como demograficos, fatores ligados a heranca genética, condicdo
socioecondmica do individuo e também comportamental (ligados a habitos de vida
como sedentarismo, tabagismo, consumo excessivo de sal e dietas hipercaloricas.
Alguns desses fatores sé@o passivos serem controlados ou modificados reduzindo a
incidéncia da hipertensao arterial de suas consequéncias (OMS 2013; SBC, 2020).

Além das possiveis complicacdes geradas pela HAS, os custos com tratamento
e prevencdo da doenca geram custo oneroso aos sistemas de saudes (publico ou
privado) geralmente associado a um alto indice de morbidade. De acordo com a SBC
(2020) no ano de 2017 no Brasil ocorreram de 1.312.663 Obitos, com um percentual
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de 27,3% em doencas cardiovasculares (DCVs). Esse indice de prevaléncia é maior
entre pessoas de 30 e 69 anos de idade, o que representou 22,6% das mortes
prematuras no pais, atreladas a custos de manutencéo e hospitalizacdo que ao longo
da dltima década, 77% dos custos com hospitalizagcdes no SUS com doenca arterial
coronariana sao representados por DCVs associadas a hipertensdo arterial e
aumentaram 32%, em reais, de 2010 a 2019, passando de R$ 1,6 bilhdo para R$ 2,2
bilhdes no periodo (SBC 2020). Em zonas menos desenvolvidas, como a América
Latina e alguns paises da Oceania, a porcentagem de pessoas com pressao arterial

elevada registrou um aumento (FIGURA 01) no ano de 2019 (Zhou et al., 2021).

FIGURA 01. Prevaléncia da hipertensédo arterial entre mulheres (A) e homens (B) no
planeta no ano de 2019. (Populagédo em faixa etaria entre 30 e 79 anos).

20% 30% 40% 50% 60%

Fonte: Zhou et al., 2021.

Além disso a hipertensédo pode ser associada com alteracdes no metabolismo
gue podem levar a obesidade e a resisténcia a insulina, fatores que aumentam os
riscos para surgimento de novas doencas cardiovasculares (Lu et al., 2015). Dessa
maneira o surgimento de outras DCVs pode ser atrelado a hipertenséo arterial levando

a problemas na fluidez sanguinea ou até o desenvolvimento de doencas trombdticas,
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bem como de doenca arterial coronariana (DAC), insuficiéncia cardiaca, angina,
infarto agudo do miocardio (IAM), arritmias e outras doencas (Magalhaes et al., 2014,
Capurso-Capurso, 2020). Assim, identificar os fatores associados, bem como
conhecer a sua magnitude, constitui elemento de fundamental importancia para
subsidiar acfes de controle da HAS.

Entre as principais doengas associadas a hipertensado esta a diabetes mellitus.
A pressao arterial elevada e o diabetes mellitus sdo duas das condi¢cdes cronicas
globalmente mais comuns (Sarno et al., 2020). De acordo com o Ministério da Saude
consistentemente a maioria dos pacientes acima de 18 anos e diagnosticados com
diabetes, 50% ou mais também sdo portadores da hipertenséo arterial. O diabetes
mellitus esta associado a uma série de complicagbes de saude, especialmente
guando nao é controlado adequadamente como a dislipidemia, em que o alto indice
de lipidios no sangue pode aumentar o risco de doencas cardiovasculares; disfuncao
endotelial contribuindo para o desenvolvimento de aterosclerose e aumentar o risco
de complicacbes cardiovasculares (Kremer et al., 2022).

Além disso, durante a pandemia da COVID em 2019, a hipertenséo arterial (HA)
e o diabetes mellitus (DM) emergiram como as comorbidades mais prevalentes entre
os individuos que faleceram, e sua fisiopatologia desempenhou um papel significativo
no agravamento dos casos de COVID-19 (Shereen et al., 2020). Essas descobertas
indicam uma interconexao frequente entre as duas condi¢des cronicas, destacando a
importancia de novas formas de tratamento no controle da hipertenséo arterial e de

suas comorbidades associadas.

1.2 Modelos experimentais de hipertensédo

Existem modelos experimentais utilizados para mimetizar a condicdo da
hipertenséo arterial sistémica (HAS) com o uso de modelos animais roedores, uma
vez que, os ratos sdo a espécie animal mais utilizada no mundo em pesquisa da
fisiopatologia e de tratamentos para a hipertensdo (Carbone, 2021; Fernandes;
Pedroso, 2017). Alguns exemplos sdo o modelo renovascular, ratos hipertensos
L-name e ratos SHR.

O modelo de hipertensao renovascular pode ser induzido pela constricdo
seletiva de uma Unica artéria renal na presenca do rim contralateral, configurando a

hipertensédo de Goldblatt tipo 2 rins e 1 clipe (2R1C). Neste cenario, observa-se uma
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maior atividade de renina plasméatica aumentando 0s niveis pressoricos.
Alternativamente, a hipertensao pode ser gerada através da constricdo de uma artéria
renal associada a remocéao do rim contralateral, caracterizando a hipertensdo de
Goldblatt tipo 1 rim, 1 clipe (1R1C). Ambos os modelos resultam no aumento da
pressao arterial devido aos niveis plasmaticos elevados de renina e ANG 2 (Cummins
et al., 2001; Rakuan et al., 2010).

Outro modelo de HA centrado na fungdo renal envolve a inducdo de lesdes,
integrais ou parciais, no tecido parenquimatoso renal que levam a uma elevacéo
rapida e sustentada da pressdo arterial nos animais utilizados, desencadeando
simultaneamente alteracdes fisiologicas e danos nos érgdos-alvo que mimetizam
caracteristicas observadas em contextos humanos, principalmente o aumento dos
componentes do Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA) (Conn, 2017; HU
et al., 2021).

Roedores tratados com L-NAME (inibidor da sintese de Oxido nitrico) por via
oral ao longo de até oito semanas, configuram um modelo amplamente reconhecido
de hipertenséo arterial sistémica. Em muitas instancias, a elevagéo da pressao arterial
torna-se evidente ap6s um periodo de quatro semanas de administracao de L-NAME.
A administragdo prolongada de inibidores da enzima 6xido nitrico sintase (NOS), como
o L-NAME, desencadeia uma modalidade de hipertensédo que se associa a danos em
orgaos-alvo. A hipertenséo induzida por L-NAME esta intimamente vinculada a lesao
endotelial, além de causar danos substanciais nos tecidos cardiacos e adrticos, assim
como fibrose glomerular significativa (Leong et al., 2015; Ramanathan; Thekkumalai,
2014).

No modelo SHR a hipertenséao inicia por volta das 5-6 semanas de vida do
animal. Esse aumento da pressao apresenta relagdo com o aumento na resisténcia
periférica total, mantendo inicialmente um débito cardiaco (DC) normal. Esses
roedores apresentam alteracdes na expressao e fungéo dos canais de calcio, havendo
uma conexdao com o desenvolvimento da hipertensdo. Pois o funcionamento
inadequado desses canais pode contribuir para a vasoconstricdo excessiva e aumento
da resisténcia vascular, ambos associados a elevacdo da pressao arterial (Atanur et
al., 2010).

Outra vantagem desse modelo é a capacidade de investigar a evolucdo da

hipertenséo, de maneira analoga ao que ocorre em seres humanos, visto que também
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sao identificadas trés fases distintas: pré-hipertenséo, desenvolvimento e manutencéo
dos niveis pressoéricos, em que niveis de pressdo arterial caracterizados como
hipertensdo espontanea ocorrem entre a 72 e 152 semana de vida do roedor,
alcancando um planalto entre a 202 e a 282 semanas. (Carvalho et al., 2020; Fazan Jr
et al., 2001).

1.4 Mecanismos de controle da pressao arterial

A pressao arterial média (PAM) é o produto da multiplicacdo entre dois fatores
gue podem sofrer alteracdes como resposta de condi¢des fisiolégicas do momento do
individuo. Assim, a PAM é representada pelo produto entre o débito cardiaco, DC, e
a resisténcia vascular periférica, RVP, (PAM= DC x RVP) onde o DC ¢é obtido através
do produto do volume de ejecao sistdlica, VES, e a frequéncia cardiaca, FC, (DC=
VES x FC) é valido ressaltar ainda que o DC ¢ influenciado pela relacdo entre os
volumes de fluido extracelular e sanguineo, pela capacidade que 0s vasos sanguineos
apresentam de contracdo e relaxamento bem como da contratilidade do miocardio e
resisténcia ao fluxo sanguineo (Cowley, 2006).

As formulas matematicas comprovam que os valores de pressao arterial podem
ser influenciados através de alteracdes (modificagbes) que ocorrem nesses
parametros, corrigindo os valores de niveis basais de PA no individuo (Irigoyen et al.,
2005). Para garantir que o fluxo sanguineo seja constante e evitar variagdes bruscas
nos valores de pressao arterial o sistema fisiologico utiliza mecanismos que atuam
sobre tais parametros, de forma a manter o nivel de pressao arterial 0 mais constante
possivel. Esses valores sdo ajustados por meio de mecanismos que englobam o
envolvimento do sistema nervoso, acdo de trocas liquidas em nivel de capilares

sanguineos, sistema renal e mecanismos hormonais (Bressiani et al., 2017).

O Sistema Nervoso Central (SNC) anatomicamente dividido em encéfalo,
cerebelo e tronco encefalico, sendo este ultimo, formado pelo mesencéfalo, ponte e
bulbo (Valenti et al., 2009) € um dos principais mediadores que atua no controle da
pressdo arterial por meio das vias simpatica (norepinefrina e/ou noradrenalina) e
parassimpatica (acetilcolina). O centro de controle neural com acao sobre o sistema
cardiovascular € localizado na &rea do bulbo, numa regido denominada de nucleo do
trato solitario. O controle neural sobre a presséo arterial € realizado por reflexos

nervosos, sendo 0 mais importante o barorreceptor (mecanorreceptores localizados
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nas artérias aorta e carotida) atuando na regulacdo dos indices de PA através de
vasoconstricdo, vasodilatacdo e do bombeamento cardiaco (Kouvelas et al., 2009;
Moreira, Takakura, 2011; Bressiani et al., 2017).

A longo prazo a regulacéo e controle da PA tem relacdo com a capacidade dos
rins em eliminar sédio o suficiente para manter um balanco deste ion numa faixa
normal, uma vez que um dos fatores que elevam os niveis pressoricos € a ingestdo
de sal. Existe umarelacao direta entre a excrecao urinaria de sodio e a pressao arterial
meédia - PAM. Niveis altos de PAM leva, ao aumento imediato da diurese e da perda
de sd6dio pelos rins que é denominado de natriurese pressorica. No consumo
equilibrado de agua e sodio os rins viabilizam a reducéo da volemia afetando os niveis
do débito cardiaco, o que resulta diretamente em controle da pressao arterial (Martelli,
2015).

Outro mecanismo que também atua por intermédio do sistema renal no controle
da PA é o sistema renina - angiotensina - aldosterona (SRAA) que age por meio de
balanco hidrico, influenciando na homeostase do tdnus vascular (Cabandugama et al.,
2017; Colafella et al., 2019). O SRAA ¢ ativado quando a secrecado de renina, no rim,
€ estimulada por uma hipotenséo arterial renal ou pela diminuicdo da carga de sédio
(Na+) no tubulo distal, detectado pelo cortex renal. Essa reducdo leva a ativacdo do
sistema nervoso autbnomo simpatico em resposta a diminuicdo da PA. O figado
também atua nesse sistema originando o angiotensinogénio (AGT) que induz a
formacgdo de angiotensina | que por sua vez sera clivada, pela enzima da ECA,
gerando a angiotensina Il (Ang 1) FIGURA 02 (Wilkinson-Berka et al., 2012). De forma
geral a Ang Il exerce seus efeitos sobre o sistema cardiovascular por meio de
vasoconstricdo, modulacdo do ténus autonémico, e liberacdo do horménio
aldosterona pelas glandulas adrenais fazendo com que os rins retenham agua e Na*
(Ferrario, 2010).
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FIGURA 02: O sistema renina-angiotensina (SRAA), suas alcas de desvio e vias

de sinalizacdo convergentes.
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Fonte: Kilmister (2021).

O sistema renal pode receber ainda a influéncia de metabolitos produzidos
diretamente pelo coracdo mediando sua capacidade de influenciar a modulacao da
pressdo arterial. Krieger e colaboradores (1996) fizeram a descricdo do peptideo
natriurético atrial, ANP, um hormdénio que é secretado, quando ha o estiramento dos
atrios cardiacos, pelos miécitos atriais. As acbes desse hormdnio nos vasos, rins e
glandulas adrenais promove tanto de forma aguda como crénica a reducdo da PA e
do volume intravascular. Nos rins, o ANP atua em receptores presentes nos
microvasos renais induzindo hiper filtragdo promovendo inibicdo do transporte de
sédio e supressao da secrecdo de renina. Os autores descreveram ainda que o ANP
também atua sobre o SRAA pois promove a inibicdo da sintese de aldosterona
indiretamente (pela inibicdo da secrecdo de renina) como diretamente (por acdo nas
células da camada glomerulosa da adrenal) reduzindo os niveis de pressao arterial.

Outro importante mediador no controle dos niveis pressoéricos é o 6xido nitrico
(NO) liberado pelo endotélio vascular. O endotélio € constituido por uma camada Unica
de células endoteliais na por¢do mais interna dos vasos sanguineos (FIGURA 03) o
gue garante ao endotélio a capacidade de atuar frente a diferentes estimulos, levando-
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0 a sintetizar e a secretar substancias que podem modular o estado dos vasos

sanguineos (Gross; Aird, 2000).

FIGURA 03: Composicao dos vasos sanguineos em trés camadas distintas: incluindo

intima, média e adventicia.

Adventicia _J

(& Cél. Endotelial ) PN, Matrix Extracelular Tecido Adiposo

- Cél. Muscular Lisa

Terminagdo Nervosa
Fibroblastos

Cél. Imunolégica e Linfa

Fonte: Adaptado de Ma et al., (2023).

Camada mais interna (intima) presenca das células endoteliais responséaveis pela

liberacédo de 6xido nitrico (NO).

A liberacdo do 6xido nitrico € iniciada ap6s a producédo de um estimulo, como
um neurotransmissor conhecido como acetilcolina (ACh), em seguida o NO é
biossintetizado do aminoacido L-arginina, oxigénio e uma variedade de cofatores
mediada pela enzima éxido nitrico sintase (NOS), FIGURA 04, (Collier; Vallance,
1991). Apos sua sintese o NO, no musculo liso vascular, promove vasodilatacdo
sendo primeiramente referenciado como um fator de relaxamento derivado do
endotélio (Furchgott; Zawadzki, 1980).

Nos vasos sanguineos, o NO exerce acdo de modular o didmetro vascular

interferindo na resisténcia vascular oferecida pelo vaso, reduzindo-a, pois relaxa o
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musculo liso. Entretanto, a acéo vasodilatadora do NO pode ser afetada pela condicao
especifica de cada individuo, em que a presenca de algumas doencas como a
hipertenséo, diabetes ou aterosclerose interfere negativamente nessa modulagéo da
PA (Cerqueira; Yoshida, 2002). Artérias e arteriolas sintetizam maior quantidade de
NO do que outros vasos, como veias e vénulas, sendo que a vasodilatacdo é maior
nos vasos arteriais havendo liberacdo continua de 6xido nitrico mantendo o ténus

vascular dilatado.

FIGURA 04: Mecanismo de vasodilatacdo mediado pelo 6xido nitrico (NO), em

resposta a estimulo, como a acetilcolina.
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Fonte: Autor. Desenvolvido com BioRender.

G=Proteina G; DAC=Diacilglicerol; IP3= Inositol trifosfato; RS=reticulo
sarcoplasmatico; NOS=06xido nitrico sintase; Mz= receptor muscarinico Ms; Ca?*=ion
célcio; NO=oxido nitrico; GTP= Trifosfato de guanosina; cGMP=monofosfato de
guanosina ciclico; PKG= proteina quinase G.

Os canais ibnicos também atuam no processo de regulacdo do musculo liso

vascular, pois, séo capazes de modular o acoplamento excitagdo/contracao dos vasos
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sanguineos pois alteram o potencial de membrana plasmética e das concentracdes
de Ca?" do meio intracelular (Thorneloe; Nelson, 2005).

A acao contratil do musculo liso vascular € mediada através do influxo do ion
célcio dependente de voltagem, a partir da entrada do ion ha formacéo de segundos
mensageiros da sinalizacdo elétrica dando inicio as fungdes celulares (Zhang et al.,
2005). Os canais para Ca?" dependentes de voltagem (Cav) sdo considerados a maior
via de influxo de Ca?* em uma variedade de tipos celulares, (Barlow et al., 2006). A
subunidade alfa-1 do canal de calcio do tipo L, € uma parte importante em varios
tecidos. Sua presenca em tecido cardiaco, neurdnios e células endécrinas destaca
sua versatilidade e impacto em diferentes sistemas fisiologicos. Esses canais
consistem em complexos hetero-oligoméricos, compostos por uma subunidade a1
central, associada a subunidades auxiliares (B, a2 & e em alguns tecidos y) (Figura
05) (Ninomiya et al., 2020; Lacinova, 2005).

FIGURA 05: Estrutura de CavL. Presengca de uma subunidade transmembrana a1
formadora de poros, uma subunidade extracelular a2 ligada por uma ponte dissulfeto
a subunidade transmembrana &, uma subunidade [ intracelular e uma subunidade y

transmembrana.

Intracelular

Fonte: Adaptado de Ninomiya et al., 2020.

A acdo dos canais para Ca®* que sdo ativados por alta voltagem tem seu inicio

a partir de potenciais de membrana acima de -20mV, esses canais também sdo
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chamados de Ca?* tipo L, sdo sensiveis a farmacos que atuam como inibidores
(nifedipino) e como ativadores (Bay K 8644) desse canal (Lacinova, 2005). O fluxo de
ions através dos canais também € crucial para a manutencdo do potencial de
membrana. Tanto o potencial de membrana quanto a concentracdo intracelular de
célcio impactam no controle do influxo e liberacdo de Ca?*, afetando a sensibilidade
do aparato contratil. Assim, também é importante destacar a importancia dos canais
idbnicos de potassio (K*) para a complexidade da homeostase eletrolitica,
desempenhando um papel fundamental na manutencdo do potencial de membrana.
O fluxo ibnico regulado por esses canais, exerce uma influéncia direta no potencial de
membrana, inclusive, nas células do musculo liso vascular, diversas categorias
distintas de canais de potassio desempenham uma funcéo especifica no processo de
vasorrelaxamento. Destacam-se entre elas os canais de potassio voltagem-
dependentes (Kv), os canais sensiveis a ATP (KATP) e os canais ativados por célcio
de alta condutancia (BKCa) (Haam et al., 2022; Jackson, 2017; Akata, 2007).

Além do uso de farmacos que atuam na modulacdo do influxo de calcio, é
comum que individuos hipertensos busquem complementar o tratamento
medicamentoso com o uso de plantas medicinais, seja como uma medida preventiva
ou uma tentativa de reduzir os valores pressoricos ja elevados. Algumas plantas
medicinais tém sido estudadas por seus potenciais efeitos na reducao e tratamento
da hipertenséo através de seus produtos naturais (Romana, 2018).

Compostos de origem natural representam alternativas promissoras
terapéuticas, ndo apenas para o tratamento de doencgas, mas também como fontes
potenciais para modificacdes estruturais. Essas adaptacdes estruturais tém o intuito
de aprimorar a eficacia terapéutica, especialmente direcionada a alvos especificos.
No contexto das plantas medicinais, suas propriedades intrinsecas proporcionam uma
base solida para intervencdes doencas. Dessa maneira os derivados de plantas
medicinais atuam como estratégias viaveis para abordar desafios contemporaneos de
saude. Aléem disso, a necessidade continua de realizar modificacdes estruturais e
analises detalhadas de interacbes moleculares com proteinas-alvo evidencia a
importancia cientifica dessas moléculas (Linazzi, 2023). Essa abordagem néao apenas
as coloca como objeto de estudo, mas também oferece oportunidades essenciais para
aprimorar e potencializar a acao terapéutica desses compostos, apresentando novas
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perspectivas para o desenvolvimento de novos tratamentos e intervencdes na area

clinica.

1.3 Tratamento da Hipertensé&o Arterial

No que se refere as formas de tratamento empregadas no controle da
hipertensédo arterial existem duas formas gerais que sado recomendadas para o
individuo hipertenso que seriam o tratamento ndo medicamentoso e o0 tratamento
medicamentoso. Aquele se refere a alteraces no modo de vida do individuo como,
reducédo da ingestdo de sal, pratica regular de atividades fisicas, redu¢do do consumo
de bebidas alcodlicas e o abandono do tabagismo (Sousa et al., 2021).

No tratamento farmacoldgico da hipertenséo arterial ocorre a utilizagdo de
farmacos que abrangem seis classes terapéuticas desempenhando papéis distintos
na regulacdo da pressao arterial. Essas classes compreendem diuréticos, que
promovem a excrecdo de sbédio e agua; inibidores de acdo central, que atuam no
sistema nervoso central; [B-bloqueadores, que bloqueiam os receptores [3-
adrenérgicos; bloqueadores de canais de célcio, que interferem na entrada de ions de
calcio nas células; inibidores da enzima conversora de angiotensina, que influenciam
0 sistema renina-angiotensina-aldosterona; e bloqueadores dos receptores de
angiotensina 2, que inibem a acdo da angiotensina 2. Essas abordagens
farmacoldgicas visam controlar a HA, reduzindo os fatores hipertensivos e mantendo
a homeostase cardiovascular (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2016; Brasil,
2018).

Os diuréticos sdo medicamentos que estimulam a formacéo e eliminacédo de
urina, abrangendo quatro conjuntos principais de acordo com sua area de atuacao
nos rins como os diuréticos tiazidicos apresentando como caracteristica a reducéao da
guantidade de K*. Essa classe farmacoldgica evidencia a capacidade de reduzir a
retencdo hidrossalina demonstrando agao hipotensora (Machado et al., 2021.; Shah
et al., 2004).

Os Agentes Inibidores de acdo central representam uma classe de
medicamentos simpaticoliticos que promovem uma inibicdo da descarga neural
simpatica. Esses farmacos exercem sua agao ao estimular os receptores a:
adrenérgicos pré-sinapticos no sistema nervoso central, resultando na reducdo do

tébnus simpatico (Xu et al., 2017).
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Os B bloqueadores adrenérgicos exercem sua agao por meio da modulagao da
contratilidade miocardica e controle da frequéncia cardiaca (FC). A regulacdo da
frequéncia cardiaca e da contratilidade miocardica desencadeada pelos beta-
bloqueadores resulta em uma reducdo do deébito cardiaco, e leva a reducdo da
pressao arterial. Este efeito se destaca, especialmente, no tratamento da hipertenséo
arterial sistémica (HAS) quando ha uma associacdo com elevado débito cardiaco e
aumento do ténus simpatico (Almonfrey et al., 2020).

Na prética clinica o controle do influxo de célcio é uma das formas de
tratamento da hipertenséo arterial. Os bloqueadores dos canais de calcio atuam nos
canais de membrana ligando-se a subunidade a1 desses canais nos tecidos
musculares reduzindo a entrada de calcio na célula. Essa diminuicdo na concentracao
de célcio intracelular resulta em uma reducado na contratilidade do musculo (Romana,
2022). Exemplos desses farmacos sao nifedipina (usado com anti-hipertensivo),
anlodipino, verapamil e diltiazem que apresentam efeito dilatador vascular por aturem
sobre o fluxo de ions calcio por meio do bloqueio de canais (Silva et al., 2020; Santos-
Junior et al.,2022).

Os antagonistas de canal de calcio também promovem vasodilatacéo e reducao
da resisténcia vascular periférica. Os Blogueadores dos Canais de Calcio (BCCs)
podem ser categorizados como dihidropiridinas, a exemplo o verapamil. A contracéo
do musculo liso vascular € influenciada pela concentracdo de ions Ca2+ intracelular,
guando esse canal tem sua atividade interrompida ou reduzida por uma
dihidropiridinas resulta na inibicdo do transporte transmembranar do Ca?*,
promovendo reduc¢éo da concentracao intracelular desse ion levando ao relaxamento
do musculo liso, reduzindo a resisténcia periférica e promovendo reducdo da presséo
arterial (Machado et al., 2021).

Outros medicamentos utilizados na hipertensdo sdo os bloqueadores do
sistema renina-angiotensina-aldosterona, que podem atuar como inibidores de renina,
inibidores da ECA e antagonistas do receptor AT1. Os Inibidores da Enzima
Conversora de Angiotensina (ECA) representam uma classe de farmacos que atua
inibindo a acdo dessa enzima, resultando na supressao da formacéo de angiotensina
[I. Esta ultima esta associada ao aumento da pressao arterial devido a intensificacédo
da retencdo de sédio e agua nos vasos. (Malaquias et al., 2016). O captopril foi o

precursor entre os farmacos desta classe a ser desenvolvido para o tratamento da
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hipertensdo. Esses farmacos também atuam diminuindo a sintese ou blogueando os
efeitos da aldosterona e da Angiotensina 2, prevenindo, desta maneira, os efeitos
prejudiciais no sistema cardiovascular desses dois compostos. (Te Reite et al., 2015).

No Brasil determinados medicamentos utilizados no controle da hipertenséo
arterial podem ser adquiridos gratuitamente pelo Sistema Unico de Salde (SUS) e
pelo Programa Farmécia Popular (Brasil, 2018). Outro método bastante utilizado,
principalmente pelas populacdes de baixo poder monetario, é a utilizacdo de plantas
medicinais para a cura ou alivio de determinadas doencas que acometem 0 corpo
(Cunha et al., 2023).

1.5 Plantas Medicinais

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), plantas
medicinais sdo espécies vegetais, cultivadas ou néo, utilizadas com propdsitos
terapéuticos (ANVISA, 2010). Paises em desenvolvimento, por apresentarem um
sistema de saude ndo acessivel a todos, fazem utilizagdo de plantas medicinais na
medicina popular como Unica forma de tratamento para determinadas doencas, em
gue 65% a 80% da populacdo depende dessas plantas para cuidados basicos de
saude (Chen et al., 2016; National Health, 2016). Muitas espécies de plantas tém
significativa importancia por parte da populacéo no tratamento de doencas (utilizando-
se formas simples de administracéo, como chas, decoccoes, infusbes e macerados)
incluindo a hipertenséo arterial. As plantas medicinais e outros produtos naturais, sSéo
uma importante fonte para a obtencdo de agentes terapéuticos ha muitos anos pela
humanidade (Calixto et al., 2017).

A busca para alivio ou cura das doencas enfrentadas pelo homem ao longo dos
anos era conseguida a partir da utilizacado dos produtos naturais, 0s quais existiam de
muitas maneiras, desde tinturas, chas e até na forma de p6. A utilizacdo das plantas
no tratamento de enfermidades é uma das mais antigas praticas medicinais da
humanidade. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que cerca de 65% a 80
% da populacdo nos paises em desenvolvimento dependem das plantas medicinais
como fonte para obter a garantia de uma boa saude primaria (Junior et al., 2005).

As espécies vegetais que sdo administradas ao homem ou animal, por
determinada via ou forma que exercem acéao terapéutica, tendo uma utilizacdo em

comunidades tradicionais, como “remédios” caseiros € considerada como uma planta
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medicinal. Muitas vezes também sao consideradas como matéria-prima na fabricacao
de medicamentos fitoterapicos. (Firmo et al., 2011). A Organizacdo Mundial de saude
(OMS) afirma que cerca de 80% da populacido no mundo é beneficiada com o uso das
propriedades terapéuticas das plantas medicinais; mas a falta de conhecimento sobre
essas propriedades em conjunto com 0 mau uso, sado alguns dos fatores
determinantes para o manejo irregular e exagerado (Rosa et al., 2011).

Essas espécies vegetais sdo relevantes para a busca farmacoldgica por
novas “drogas” que apresentem potencial terapéutico obtido de compostos derivados
de substancias quimicas simples presentes no vegetal (metabdlitos primarios e
secundarios), cujo objetivo é atuar na nutricdo e protecdo do vegetal (Maciel et al.,
2002; Pinto et al., 2002).

Para modificar o quadro de hipertensao, o uso de plantas medicinais tem sido
uma alternativa frequentemente utilizada (Barros; Aguiar, 2012; Sousa et al., 2012).
De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, 80% da populacdo mundial ja
utilizou alguma planta com objetivos terapéuticos. A flora brasileira € muito
diversificada e tem originado os principios ativos mais importantes do mundo (Alves,
et al., 2009).

Os metabdlitos priméarios sdo acucares, aminoacidos, acidos graxos, entre
outros; jA os metabdlitos secundarios (cumarinas, taninos, quinonas, polifendis,
terpenos) sédo produtos de reagcBes quimicas de enzimas e estruturas especificos da
planta, atuando na sobrevivéncia da espécie (Simdes, 2003). Assim, essas
substancias possuem diversas atividades medicinais com alto potencial curativo,
sendo utilizadas como agentes de prevencdo de doencas (neurodegenerativas,
inflamatarias, cardiovasculares entre outras) (Arruda et al., 2006; Almeida et al., 2009).

Diante disso, faz-se necessario o estudo de plantas medicinais e seus
derivados para tratar doencas, e reforcar a busca por substancias farmacologicamente
ativas, em especial as enfermidades que possuam acao sobre o sistema
cardiovascular (como a hipertensdo arterial por exemplo), ja que essas doengas sao
apontadas na literatura como umas das maiores causas de o6bitos.

Nesse sentido, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos,
aprovada por meio do Decreto N° 5.813, de 22 de junho de 2006, delineia diretrizes e
metas prioritarias para orientar a colaboracdo entre diversos parceiros para alcancar

metas comuns voltados a garantia do acesso seguro e a promoc¢ao do uso racional de
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plantas medicinais e fitoterapicos em nosso pais. Além disso, a politica visa
impulsionar o desenvolvimento de tecnologias e inovacgées, fortalecer as cadeias e 0s
arranjos produtivos, promover o0 uso sustentavel da biodiversidade brasileira e
contribuir para o desenvolvimento do Complexo Produtivo da Saude (Ministério da
Saude, 2006). Dentre as plantas medicinais mais utilizadas pelas comunidades, pode-
se mencionar a espécie Protium heptaphyllum March conhecida popularmente como

Almecegueira, Almécega ou Breu Branco (FIGURA 06).

FIGURA 06: Espécie Protium heptaphyllum March, popularmente conhecida como
Almécega.

Fonte: Dominio Publico.

A espécie P. heptaphyllum, pertencente a familia Burseraceae, € uma arvore
encontrada em quase todo o Brasil (em areas umidas ou areas de solo arenoso seco)
€ perene e aromatica, com altura de 10 a 20 metros, com caule de 40 a 60 cm de
diametro (Lorenzi, 2008). E encontrada principalmente na regido amazonica e em
alguns estados do Nordeste, como Bahia, Ceara e Piaui, e outros paises da América
do Sul, Colébmbia, Paraguai, Suriname e Venezuela, (Mobin et al., 2017).

A espécie Protium heptaphyllum é bastante conhecida por ser rica em resinas
e Oleos essenciais (Mobin et al.,, 2017). De acordo com Mendes (2019) o dleo
essencial dessa espécie vegetal quando administrado por via venosa induz efeito
hipotensor e bradicardico por participagdo dos receptores muscarinicos, a e B-
adrenérgicos em ratos normotensos e efeito anti-hipertensivo em ratos SHR. J& o 6leo
essencial de Protium heptaphyllum quando complexado a B-ciclodextrina apresentou
atividade anti-hipertensiva em ratos hipertensos (L-NAME) ainda segundo o0 mesmo

autor. A espécie também exala uma resina oleosa chamada Almecega ou Breu
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branco, que endurece em contato com o ar; esse material tem uma coloracéo branco-
esverdeada e um aroma agradavel usada na producdo de cosméticos, como cremes
e pomadas, devido as suas propriedades medicinais e aroma agradavel (Correia,
1984).

Além do uso destinado para fins industriais a resina obtida da casca da arvore
€ reconhecida na medicina popular por seus beneficios terapéuticos por apresentar
propriedades anti-inflamatorias, ajudando a aliviar inflamacfes e dores musculares
guando aplicada externamente. Contribui para a cicatrizacéo de feridas e regeneracao
dos tecidos (Mobin, 2016).

Ademais, alguns constituintes do 6leo essencial da espécie vegetal apresentam
acdo sobre o sistema cardiovascular como efeito hipotensor, anti-hipertensivo,
vasorrelaxante ou cardioprotetor (Mendes, 2019; Nunes 2018; Oliveira, 2021; Paulino,
2019, Santos, 2018).

Apesar de seu amplo uso terapéutico na medicina popular em tratamentos
contra doencas, ndo ha relatos na literatura sobre aplicacdes da resina ou de sua
fracdo acida sobre o sistema cardiovascular. A partir disso, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar o efeito da Fracdo Acida obtida da Resina de Almécega
(F.A.R.A) sobre parametros cardiovasculares em modelos animais normotensos e

hipertensos.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

e Avaliar os efeitos cardiovasculares e hipoglicemiante induzidos pela Fragéo
Acida da Resina de Aimécega (F.A.R.A) em ratos normotensos e hipertensos

(modelo SHR) e hipoglicemiante
2.2 Objetivos especificos

e Determinar a citotoxidade da F.A.R.A. através do teste de MTT;

o Verificar os efeitos da F.A.R.A. sobre a pressao arterial sistolica (PAS), frequéncia

cardiaca (FC) em ratos Wistar e SHR;

e Avaliar a acdo da F.A.R.A. sobre a glicemia de ratos Wistar e SHR;

» Verificar o efeito vasorrelaxante da F.A.R.A. em artéria aorta de ratas SHR;

e Investigar a participacdo de canais de calcio na agdo vasorrelaxante da
F.AR.A.

e Investigar a participacdo de canais de potassio na acdo vasorrelaxante da
F.AR.A.

e Realizar andlise in silico de ancoragem molecular do terpeno majoritario

presente na fracdo, com o canal de célcio do tipo L.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material botéanico

A Fracdo Acida da Resina de Almecega (obtida da espécie vegetal Protium
heptaphyllum March) foi adquirida através de parceria realizada com o Laboratério de
Geoquimica Organica (LAGO-UFPI) em parceria com o Prof. Dr. Sidney Gongalo de
Lima do Departamento de Quimica da UFPI Campus Ministro Petronio Portela,
Teresina-Pl. A exsicata do material botanico esta registrada no Herbéario Graziela
Barroso da UFPI com o N° 18.247 (Vieira Junior, 2005).

3.2 Substancias, reagentes e eqguipamentos.

Os reagentes, anestésicos e farmacos utilizados foram: xilazina (Ceva®
20mg/kg), guetamina (Ceva® 80mg/kg), Tiopental sodico (Cristalia, Brasil 100mg/kg),
lidocaina (10mg/Kg), fenilefrina, acetilcolina. A substancia teste utilizada Fracéo Acida
da Resina de Almécega e como diluente da substancia foi utilizado o Chremophor 1%
(SIGMA ®). Para o ensaio de MTT foram utilizados os seguintes reagentes: D-MEM
15%, soro fetal bovino (FBS), agua de injetaveis, dimetilsulfoxido (DMSO), captopril
(Medley®) e Bay K 8644-Sigma-Aldrich® dissolvido em etanol 100%, TEA-
Tetraetilamdnio -Sigma-Aldrich®.

Utilizou-se sistema eletrénico de aquisicdo de dados bioldgicos (Sistema
Completo de Aquisicdo de Dados para Contracdo Muscular 2.5.2 - AQCAD),
computador, leitor de microplacas Bio Tek Elx 800, Manguito MLT 125/1, Trasndutor
de sinal Power lab 415 ADInstrument, monitor de glicemia On cal Pluss Il entre outros

equipamentos laboratoriais.

3.3 Animais

Foram utilizados ratos machos da espécie Rattus norvegicus, da linhagem
Wistar, ratos e ratas espontaneamente hipertensos (SHR) com 60 dias de vida
pesando entre 200-300g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal
do Piaui (UFPI), mantidos no biotério setorial do Nucleo de Pesquisa em Plantas
Medicinais (NPPM/UFPI) e no Biotério Setorial do Departamento de Biofisica e
Fisiologia da UFPI, em temperatura ambiente de 22 + 2°C sobre ciclos de 12 h

claro/escuro, com agua e racao ad libitum.
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Os procedimentos experimentais foram realizados em conformidade com as
normas éticas do Conselho Nacional de Experimentacdo Animal (CONCEA) e com
aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA/UFPI), sob o
namero 739/2022. Ao término dos experimentos os animais foram eutanasiados com
sobredose de anestésico geral Tiopental sédico - 100 mg/kg, via intraperitoneal (i.p.).
Os procedimentos de eutanasia foram feitos conforme resolugdo 1000/2012 do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria e resolucdo normativa do CONCEA n° 37
de 15 de fevereiro de 2018.

3.4 SOLUCOES NUTRITIVAS
3.4.1 Solucgéo nutritiva de Krebs Normal

Para a preparacdo da solugcéo nutritiva de Krebs Normal, baseou-se na
metodologia desenvolvida por Altura et al., (1970). Os sais utilizados foram: cloreto de
sédio (NaCl), cloreto de potassio (KCI), cloreto de calcio di-hidratado (CaClz.2H20),
sulfato de magnésio heptahidratado (MgS0O4.7H20), glicose (CeH1206), bicarbonato de
sédio (NaHCO3) e fosfato de potassio mono hidratado (KH2PO4.H20). Apés o preparo

da solucdo, mediu-se o pH e ajustou se para 7,4 quando necessario (TABELA 1).

TABELA 1: Composicao da solucédo de Krebs Normal

Substancia Concentracédo (mM)
NaCl 118,0
KCI 4,7
CaCl..2H20 2,5
MgS04.7H20 1,2
NaHCOs 25,0
KH2PO4.H20 1,2
Glicose 5,5

Fonte: Adaptado de Altura et al., 1970.
3.4.2 Solugéo Despolarizante de KCI 20mM

Para a preparacao da solucdo despolarizante de KCI 20 mM foi preparada uma
solucdo de Krebs despolarizante com KCL 20 mM conforme descrito na TABELA 2.

Apos o preparo da solugcédo, mediu-se o pH e ajustou se para 7,4 quando necessario.
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TABELA 2. Composicao da solucéo despolarizante de KCI 20 mM

Substancia Concentracdo (mM)
NaCl 34,1
KCI 20,0
CaCl2.2H20 2,5
MgSQO4.7H20 57
NaHCO3 25,0
KH2PO4.H0 1,2
Glicose 55

Fonte: Adaptado de Altura et al. 1970

3.5 Protocolos experimentais

3.5.1 Citotoxicidade em células tronco medulares de ratas SHR pelo teste do
MTT

O ensaio MTT foi realizado no Nucleo Integrado de Morfologia e Pesquisas
com Células-tronco (NUPCelt) do Centro de Ciéncias Agrarias da UFPI. Para avaliar
se a F.A.R.A. apresenta efeito citotoxico nas células-tronco mesenquimais derivadas
da medula éssea de ratas hipertensas (BMMSC), o ensaio MTT foi adaptado do
protocolo descrito por Capella et al., (2019) e avalia a viabilidade celular com base na
funcdo mitocondrial através da reducdo de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio (MTT) em um sal de formazan insoltvel colorido.

Os BMMSC foram semeados a 1,31*103 células por poco em uma placa de
96 pocos, cultivados em 100 pl de D-MEM 15% FBS e deixados crescer por 24 h. Em
seguida, 50 pL da Fracéo Acida da Resina de Almécega (1; 3; 9; 27; 81; 243; 500; 750
e 1000pg/mL) foram colocados sobre a cultura e incubados por 24, 48 e 72 h. Depois
disso, a F.A.R.A. foi removida e o0 ensaio MTT foi realizado. Um controle positivo
(BMMSC em meio de cultura usual) e um controle negativo (o diluente) foram incluidos
para validar o protocolo de viabilidade.

Em seguida, uma solucdo de MTT (5 mg/mL) foi adicionada as células para
atingir uma concentracao final de 0,5 mg/mL em DMEM e depois incubada por 4 h. O
meio foi removido e substituido por 100 yL de DMSO para dissolver os cristais de
formazan.

A absorvancia dos corantes foi registada a 570 nm num leitor de microplacas
(Biotek EIx 800, Winooski, VT, EUA). O numero de células viaveis apés 24, 48 e 72h
foi expresso como absorbéncia de formazan ou corante vermelho neutro obtido do

crescimento celular em contato com hidrogéis e grupos controle. A citotoxicidade da
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F.A.R.A. foi estudada em contato com a linhagem celular BMMSC pelo ensaio MTT

durante 24, 48 e 72 h em cultura para demonstrar a biocompatibilidade (FIGURA Q7).

FIGURA 07. Representacao ilustrativa do teste de MTT em células-tronco

mesenquimais derivadas da medula 6ssea de ratos hipertensos.

100 pL de D- Incubacéo a Remogﬁf) do sobrenadante Incubacg&o a 37°C
MEN+15% FBS 37°C e 5% e adicdo da F.A.R.A (1- e 5% de CO, por
contendo de CO, por 1000 pg/mL). 24,48 e 72h.

1.31*103 células 24h <

T e \ _J

Incubacgéo a
Leitor de microplacas 379C e g% de 100 yL de D-
(Biotek Elx 800, Winooski, 100 pL de CO, por 4h MEN contendo
VT, EUA) 570 nm. ’i DMSO 2 : MTT 0,5 mg/mL.
\ J

Fonte: Autor. Desenvolvido com BioRender.

3.6 REGISTRO DA PRESSAO SISTOLICA E DA FREQUENCIA CARDIACA PELO
METODO DE PLETISMOGRAFIA.

3.6.1 Delineamento experimental para o método da pletismografia de cauda.

Para a realizacdo deste ensaio experimental foram utilizadas duas linhagens
de animais testes. A primeira foi a linhagem de ratos Wistar (normotensos) que tiveram
aavaliacdo de seus valores de Pressao Arterial Sistoélica (PAS) e Frequéncia Cardiaca
(FC) avaliados 30 minutos apos receberem por gavagem a administracdo da F.A.R.A.
Para este método os animais foram divididos em grupos de 6 cada, em que foram
avaliados os valores basais de PAS e FC (controle negativo) Grupo Captopril
10mg/Kg, controle positivo, (Silva et al., 2011) e os grupos que receberam a Fracao
teste nas doses propostas de 25, 50 e 100mg/Kg. A avaliacdo da presséo arterial
sistélica (PAS) e frequéncia cardiaca (FC) foi realizada a partir da utilizacéo de cinco
grupos testes. O primeiro grupo recebeu a administracao do veiculo cremophor 1%, o
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segundo grupo controle positivo que recebeu a administracdo de captopril 10mg/Kg
(Silva et al., 2011), e os demais grupos de animais que receberam a substancia teste
nas doses de 25, 50 e 100mg/Kg. ApOs receberem a administracdo de suas
respectivas substancias (v.0) cada grupo passou por um periodo de monitoramento
dos valores de PAS e FC por 30 minutos

A segunda linhagem de animais utilizada foi a de ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) que tiveram a avaliacdo de seus valores de pressao arterial
sistélica e frequéncia cardiaca avaliados durante um periodo de 120 minutos em
intervalos cronometrados de 15 minutos entre cada afericdo. Para este método os
animais foram divididos em grupos de 6 cada, em que foram avaliados os valores
basais de PAS e FC (controle negativo) Grupo Captopril 10mg/Kg (controle positivo)

e 0S grupos que receberam a Fracao teste nas doses propostas de 25 50 e 100mg/Kg.

3.6.2 Protocolo experimental da pletismografiade cauda em ratos normotensos.

O método utilizado para verificar a PAS indireta dos animais seguiu o
protocolo de Magaldi (1944) em que 0s animais passaram por um periodo de
treinamento, realizado uma vez ao dia durante trés dias, para aclimatacdo em um
contensor cilindrico, a fim de reduzir possiveis variacbes pressoéricas devido ao
estresse. Os ratos foram aquecidos por 10 minutos em caixa de madeira contendo
uma lampada de 40 watts para promover dilatacdo da artéria caudal e facilitar a
medida da PAS (pressao arterial sitolica) e FC (frequéncia cardiaca), posteriormente
colocados no cilindro de conten¢do. Um oclusor e um sensor foram ajustados a porgéo
proximal da cauda do rato, acoplados ao transdutor de pulso / manguito de pressao
MLT125/r conectado a um sistema de transducdo de sinal (PowerLab 4/S,
ADInstrument Pty Ltda) e este, estava ligado a um computador contendo o programa
de analise desse sinal (LabChart 8 Pro - ADInstruments Pty Ltda).

Apos o inicio de afericdo da PAS através da artéria caudal dos animais, 0s
mesmos foram monitorados e tiveram a pressao definida através da média aritmética
realizada apos trés medidas sequenciais.

A partir disso a pressdo arterial sistolica era considerada como sendo o
primeiro sinal de pulso apés desinsulflacdo do manguito (pulso de retorno) deste
processo (FIGURA 08). Ja para andlise da FC foram selecionados os mesmos pontos

gue correspondiam ao retorno do sinal de pulso da PAS (Moura-Junior, 2009).
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FIGURA 08: Representacao da janela de visualizacdo do programa LabChart 8 Pro,

durante um experimento de medida indireta da pressao arterial sistdlica.
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Fonte: Autor.
As linhas representam: presséo arterial sistélica (canal 2/ linha azul), pressdo do

manguito (canal 3/ linha verde), frequéncia cardiaca (canal 4/ linha résea).

3.6.3 Protocolo experimental da pletismografia de cauda em ratos SHR

O método utilizado para verificar a PAS indireta dos animais seguiu o
protocolo de Magaldi (1944) j& descrito no item 3.6.2 acima. A avaliacdo da presséo
arterial sistolica (PAS) e frequéncia cardiaca (FC) foi realizada a partir da utilizacao
de cinco grupos testes. O primeiro grupo recebeu a administracdo do veiculo
cremophor 1%, o segundo grupo controle positivo que recebeu a administracdo de
captopril 10mg/Kg (Silva et al., 2011), e os demais grupos de animais que receberam
a substancia teste nas doses de 25, 50 e 100mg/Kg. Apds receberem a administracdo
de suas respectivas substancias (v.0) cada grupo passou por um periodo de
monitoramento dos valores de PAS e FC por 120 minutos sendo cada medida coletada
a cada 15 minutos (0, 15, 30, 45, 60, 75, 90,105 e 120 minutos). A partir disso a
pressao arterial sistolica era considerada como sendo o]
primeiro sinal de pulso apds desinsulflagdo do manguito (pulso de retorno) deste
processo. (FIGURA 08). Ja para analise da FC foram selecionados 0s mesmos pontos

gue correspondiam ao retorno do sinal de pulso da PAS (Moura-Junior, 2009).
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3.7 Investigacdo do efeito hipoglicemiante da F.A.R.A. em ratos hipertensos e
normotensos.

Para o desenvolvimento deste protocolo foram utilizadas duas linhagens
distintas de animais roedores em dieta ad libitum. A primeira linhagem utilizada foi de
ratos Wistar (n=6) que tiveram seus valores de glicose sanguinea avaliados ap6s 30
minutos da administragcdo, por gavagem, da F.A.R.A. (25, 50 e 100mg/Kg) através de
puncdo sanguinea caudal. Modelos normotensos ndo apresentam pressao arterial
elevada e possuem sistema adrenérgico e colinérgico trabalhando em equilibrio. Outro
ponto importante é que um dos parametros avaliados (FC) no rato normotenso pode
ser reduzida devido a acdo cardiaca intrinseca ou de marcapasso (Negrao, Rondon,
2001).

A segunda linhagem utilizada foi de ratos espontaneamente hipertensos (SHR)
(n=6) que tiveram seus valores de glicose sanguinea avaliados durante120 minutos
da administracdo por gavagem da F.A.R.A. (25, 50 e 100mg/Kg) através de puncéo
sanguinea caudal. Modelos hipertensos apresentam pressao arterial elevada e
possuem superexpressao do sistema adrenérgico em detrimento do colinérgico. Outro
ponto importante é que um dos parametros avaliados (FC) no rato hipertenso ela pode
ser reduzida devido a diminuigdo do ténus simpético no coracdo (Negrdo, Rondon,
2001).

Para a quantificacdo da concentracdo dos niveis de glicose em mg/dL de
sangue foi utilizado para ambos os grupos o Monitor de Glicemia On Call® Plus |
(FIGURA 09) com intervalo de medi¢éo entre 20 e 600 mg/dL em que foram coletadas
da cauda de cada animal aproximadamente 0.5 yL de amostra de sangue em cada

momento de avaliacéo.
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FIGURA 09: Monitor de Glicemia On Call® Plus Il acrescido de fita teste apds

avaliacdo do valor de glicose em amostra sanguinea de rato.

On Call Plus |l

Fonte: Autor.

3.8 ENSAIO FARMACOLOGICO IN VITRO
3.8.1 Avaliacao do efeito vasorrelaxante da F.A.R.A. em anéis de artériaaorta de
ratas hipertensas.

Apés eutanasia dos animais (lidocaina - 10mg/Kg e Tiopental sodico - 100
mg/kg i.p.) a artéria aorta foi cuidadosamente removida e imersa em placas de petri
contendo solugcéo de Krebs. Em seguida, a aorta foi limpa de tecido conectivo e
adiposo. Os anéis do primeiro segmento da artéria (3- 4 mm) foram mantidos em
cubas contendo 5 mL de solugcédo de Krebs, a 37 °C e aerados com uma mistura de
carbogénio (95% de Oz e 5% de CO3z). Os anéis foram acoplados a hastes de aco
inoxidavel, em forma de tridngulos, os quais foram passados através do limen dos
segmentos vasculares, de forma que permanecessem paralelos. Através de um fio de
algoddo as hastes de metal foram fixadas a transdutores de tensdo isométricas
acoplado a um amplificador de sinal, AECAD 1604, software AQCAD 2.0.5, AVS
Projetos-SP, (FIGURA 10) para o registro das tensdes. Assim, toda alteracdo no
diametro do vaso foi capitada pelo transdutor de forca. Cada anel foi submetido a uma
tensdo constante de 1,5 g por um periodo de 60 minutos, sendo reajustada quando

necessario. Durante essa etapa o meio nutritivo foi trocado acada 15 minutos para
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prevenir a interferéncia de metabdlitos. Os anéis sem endotélio eram caracterizados

com menos de 10% de relaxamento (Altura; Altura, 1996).

FIGURA 10: Sistema de aquisicdo de dados AECAD 1604, AQCAD 2.0.5., AVS
Projetos, SP) e sistema de cubas para 6rgéo isolado (A e B), anéis de artéria aorta
iIsolada de ratas SHR (C).

Fonte: Autor.

Apo6s um periodo de 60 minutos e verificada a auséncia do endotélio vascular
(FIGURA 11) foi induzida uma contracéo através da adicdo de fenilefrina (FEN 10 M)
e em seguida a administracdo da F.A.R.A. de forma cumulativa (1; 3; 9; 27; 81, 243,
500; 750 e 1000pg/mL). Anéis sem endotélio foram obtidos, quando necessarios,

através de atrio mecanico do vaso com a haste de aco inoxidavel.
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FIGURA 11 A: Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliacao
do efeito da F.A.R.A. em anéis de artéria aorta de ratos na presenca e auséncia de
endotélio vascular. A: Anéis com endotélio vascular. Ach=Acetilcolina;

Fen=Fenilefrina.

Ach (10° M) F.A.R.A.

! ‘ .

Lavagem \

.l s
=

Fen (10 M) Fen (10 M)

Fonte: Autor.
FIGURA 11 B: Representacao esquematica do protocolo experimental para avaliacao
do efeito da F.A.R.A. em anéis de artéria aorta de ratos na presenca e auséncia de
endotélio vascular. B: Anéis sem endotélio vascular. Ach=Acetilcolina;
Fen=Fenilefrina.

Ach (10° M) F.A.R.A.
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Fonte: Autor.

3.8.2 Efeito da F.A.R.A. sobre contra¢cOes induzidas por S-(-) Bay K 8644 em
anéis de artéria aorta toracica isolada de ratas SHR

Apbs a verificacdo da auséncia do endotélio vascular, as preparacdes de aorta

foram pré-incubadas com uma solucao despolarizante de KCI 20mM por 20 minutos
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seguindo a metodologia desenvolvida apor Barris e colaboradores (1996)
procedimento realizado para obter-se melhor resposta ao agente contratil utilizados.
Em seguida administrou-se as cubas Bay k 8644 10® M um ativador de CavL
(Aleixandre et al., 1992; Barrds et al., 1996) para obtencdo de uma contracéo
sustentada. Na fase tOnica desta contragcéo administrou-se F.A.R.A. (0.1 - 243ug/mL)
FIGURA 12.

FIGURA 12: Representacdo esquematica do protocolo experimental utilizado para
verificagcdo do efeito da F.A.R.A. sobre contragédo induzida por Bay K 8644 (10° M) em
anéis de artéria aorta isolada de ratas SHR na auséncia do endotélio vascular. FEN=

Fenilefrina; Ach= Acetilcolina; L= Lavagem; min= minuto.

Ach 106M | F.A.R.A. (0.1 - 243pg/mL)

l, ‘1, Bay K 8644 10°M '1'
. -~

H i ‘s

20 min. ‘

: -
(E- : ?
) 15 min. ‘s

t t

Fen 10° M KCl 20 mM

60 min.

Fonte: Autor.

3.8.3 Efeito da participacéo dos canais para potassio naresposta vasorrelaxante
induzida pela F.A.R.A. em anéis de aorta.

Para o desenvolvimento deste protocolo foi utilizada a metodologia adaptada
de Haam e colaboradores (2022). Os anéis de artéria aorta sem endotélio vascular
foram pré-incubados por 30 min. com TEA, Tetraetilamonio, (3 mM) um bloqueador
nao seletivo de canais para potassio (Haam et al.,, 2022). Ap6és 30 min, desse
procedimento foi induzida uma contracdo com fenilefrina (10 M), em cuja fase
sustentada adicionou-se concentracdo Unica da F.A.R.A. [243ug/mL]. A resposta
obtida foi comparada com o controle na auséncia do TEA 3 mM (Figura 13).
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FIGURA 13: Representacdo esquematica para verificacdo da participacdo dos canais
para potassio na resposta vasorrelaxante induzida pela F.A.R.A. em anéis de aorta.
FEN = fenilefrina, ACh = acetilcolina, L = lavagem, min.= minuto, TEA =

Tetraetilamonio.

Ach 10°*M F.A.R.A. 243ug/mL

60 min.

T : 4 30min. 4

TEA3mM Fen 10°M
Fen 106 M

Fonte: Autor.

3.9 Analises in silico

Em analise de Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear, que esta
sendo finalizada através de parceria do Laboratério de Geoquimica Organica da
Universidade Federal do Piaui (LAGO) com a Universidade Federal da Paraiba, foi
evidenciado que o terpeno (entre os majoritarios) acido 8- eleménico é o constituinte
mais abundante da fracdo. A partir disso realizamos avaliagdo de docking molecular

com acido B- eleménico e o canal de célcio do tipo L.

3.9.1 Modelagem de Proteinas por Homologia

A modelagem de proteinas por homologia foi realizada utilizando a sequéncia fasta
de aminoacidos adquirida na plataforma Uniprot (ID: Q13936). Foi identificada a
proteina com estruturas que apresentavam similaridade estrutural, utilizando a
plataforma Phyre2 (Protein Homology/Analogy Recognition Engine v. 2.0), conforme
descrito por Kelley et al., (2015). A estrutura tridimensional gerada foi baixada e
sobreposta no software Chimera com a proteina modelo identificada pelo Phyre2 no
Protein Data Bank. A proteina Cav L (PDB ID: 8FHS), foi selecionada buscando aquela
com menor raiz do desvio quadratico médio (RMSD). Espera-se que proteinas com
boa estrutura modelada apresentem RMSD de até 2 angstrons em comparagdo com
o0 modelo de referéncia (Carugo; Pongor, 2001). Além disso, a qualidade do modelo

de proteina gerada pela plataforma foi analisada usando o PROCHECK, com base no
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grafico de Ramachandran, utilizando o software Chimera, conforme descrito por Hooft
et al., (1997).

3.9.2 Docking molecular

Para os procedimentos de docking molecular, a estrutura do acido beta
elemonico foi adquirida na plataforma PubChem, onde foi baixada em formato SDF.
Em seguida, essa estrutura passou por otimizacdo utilizando o campo de forca
molecular da Merck (MMFF94s) através do software Avogadro, conforme detalhado
por Hanwell et al. (2012), a fim de obter a conformacdo de menor energia. A
representacdo bidimensional do éacido beta elemdnico foi elaborada utilizando o
software Marvin Sketch v.23.11.

A estrutura da proteina modelada foi protonada utilizando os parametros de pH
7.4 e o campo de forca PARSE na plataforma PDB2PQR (Dolinsky et al., 2007). As
estruturas da proteina e do ligante foram preparadas, incluindo a adicdo de
hidrogénios polares e o célculo das cargas de Gasteiger. Posteriormente, o docking
foi concluido utilizando o programa AutoDock Vina (Trott; Olson, 2010), e as energias
de interacdo de cada uma das 9 poses em cada complexo foram utilizadas para os
calculos estatisticos posteriores. Para analisar as interagfes tridimensionais e
bidimensionais entre a proteina e o ligante, foi empregado o software Biovia Discovery
Studio (BDS). Essas ferramentas possibilitaram uma investigacdo detalhada das
interagdes moleculares, fornecendo informacgdes cruciais sobre a afinidade e
especificidade da ligacdo entre a proteina e o ligante (Morris et al. 2009) e (Trott e
Olson 2010), respectivamente. A molécula do verapamil foi escolhida como controle
positivo para este ensaio uma vez que Nunes (2018) evidenciou em sua pesquisa que
o a-terpineol, um constituinte presente no 6leo essencial de P. heptaphyllum
demonstrou atenuacéo do efeito hipotensor apds bloqueio de canais de calcio com

administrag&o intravenosa de verapamil.

4.0 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como Média £ EPM. Os dados obtidos em todos
0os protocolos foram submetidos a ANOVA (One Way), e os dados de
vasorrelaxamento foram submetidos ao teste de andlise néo linear, seguido de pos

teste de Nolin Fit e Unpaired T student, pds teste de Tuckey. Os valores de pD:

52



PORTELA, E.S. Envolvimento dos Canais de célcio tipo L (CavL) no efeito cardiovascular da
Resina de Protium heptaphyllum March em modelo de hipertensdo. 2024.
PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI.

(Logaritmico negativo da concentracdo que promove 50% da resposta maxima) foram
obtidos através de regressfes ndo-lineares das curvas tracadas a partir dos valores
percentuais das respostas obtidas pelas substancias testadas para os experimentos
in vitro. Em todos os testes a significancia foi de 5% (*p<0,05). Para toda a confeccéo

dos gréficos e andlises utilizou-se o programa estatistico GraphPad Prims® 8.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Determinacao da citotoxicidade da F.A.R.A pelo teste de MTT

As concentragfes testadas de 1 até 1000 pg/mL mostraram alta viabilidade
celular em que foi possivel observar através da absorbancia celular aumentada. As
concentracOes de 81, 243, 500 e 750 pg/mL expressaram maior absorbancia (0.355,

0.358, 0.363 e 0.361nm respectivamente) apos 72h (FIGURA 14).

FIGURA 14: Efeito da F.A.R.A sobre a viabilidade celular em células tronco

mesenquimais.
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Hl DMSO [ Veiculo: Cremophor EI 1ug/mL  EE 3ug/mL 9ug/mL 27ug/mL
BB 81ug/ml 243pg/mL 500ug/mL & 750ug/mL B2 1000pg/mL

Experimento realizado em triplicata com analise de variancia One-way ANOVA.

*p<0.05 vs DMSO; #p<0.05 vs Cremophor.
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5.2 Avaliacdo da F.A.R.A sobre a pressao arterial sistdlicade ratos normotensos

Os valores de afericdo da pressao sistolica foram de: 115; 94; 79 mmHg para
0s animais tratados com as doses de 25 50 e 100mg/Kg respectivamente, e 126;
93mmHg para os grupos controle e captopril 10mg/Kg nessa ordem. A frequéncia
cardiaca dos animais foi de 386 bpm para o grupo controle; 367 bpm para o grupo
captopril; 406; 390 e 393bpm para os animais tratados com as doses de 25, 50 e
100mg/Kg respectivamente sem alteracdes significativas com o grupo controle
(FIGURA 15).

FIGURA 15: Efeito da F.A.R.A. sobre a presséo arterial sistdlica e frequéncia cardiaca

de animais normotensos.
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&5 CONTROLE EH F.ARA25mg/Kg B2 F.A.R.A 100mg/Kg

Captopril 10mg/Kg F.A.R.A 50mg/Kg

One-way ANOVA. * p<0.05 vs controle; + p<0.05vs Captopril; # p<0.05vs 25mg/Kg; &
p<0.05 vs 100mg/Kg. CONTROLE = Cremophor 1% + salina.
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5.3 Avaliacdo da F.A.R.A. sobre a presséo arterial sistélicade ratos hipertensos
SHR.

Na FIGURA 16 sdo apresentados os valores médios da PAS e FC em ratos
hipertensos (SHR) apds administracdo da F.A.R.A. Os valores medios de pressédo
arterial sistélica foram de: 168 mmHg para o grupo controle; 125 mmHg para o grupo
captopril (10mg/Kg) e 155; 134 e 123mmHg para os animais tratados com as doses
de 25, 50 e 100mg/Kg respectivamente. Os valores obtidos para as afericbes da
frequéncia cardiaca foram de 393bpm para o grupo controle; 389bpm para o grupo
captopril; 375; 390; 353bpm para os animais tratados com as doses da fracéo de 25,
50 e 100mg/Kg respectivamente.
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FIGURA16: Efeito da F.A.R.A. sobre a presséo arterial sistolica e frequéncia cardiaca

de animais espontaneamente hipertensos.
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One-way ANOVA. *p<0.05 vs controle; #p<0.05 vs captopril.
CONTROLE = Cremophor 1% + salina.
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5.4 Verificacdo do efeito hipoglicemiante da F.A.R.A. em modelos animais
normotensos Wistar.

Os valores obtidos apdés administracdo da F.A.R.A. indicaram que o indice de
glicose dos animais [149,75 mg/dL] (grupo controle) foi reduzido nas doses de
25 mg/Kg [125,80 mg/dL], 50 mg/Kg [99,80 mg/dL] e 100 mg/Kg [74,00 mg/dL]
(FIGURA 17).

FIGURA 17: Avaliacédo do efeito hipoglicemiante da F.A.R.A. em animais normotensos
(Wistar) (n=6).
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One-Way ANOVA *p<0.05 vs controle; #p<0.05 vs 25 mg/Kg. CONTROLE =

Cremophor 1% + salina.

5.5 Verificacdo do efeito hipoglicemiante da F.A.R.A. em modelos animais

hipertensos SHR.

No tratamento realizado em animais hipertensos, apos administracéo da fracéo, o
indice glicémico dos animais [96,00 mg/dL] (grupo controle) foi reduzido nas doses de
25 mg/Kg [82,00mg/dL]; 50 mg/Kg [74,4 mg/dL] e 100 mg/Kg [63,00 mg/dL] (FIGURA
18).
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FIGURA 18: Avaliacdo do efeito hipoglicemiante da F.A.R.A. em animais

espontaneamente hipertensos (n=6). One-Way ANOVA *p<0.05 vs controle.
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5.6 Verificacdo do efeito da F.A.R.A. no vasorrelaxamento em anéis de artéria

aorta toracica de ratas espontaneamente hipertensas.

A F.A.R.A. exibiu efeito vasorrelaxante dependente de concentragao por inibir

as contracGes tonicas induzidas por FEN 10° M na presenca (pD2 = 2.3 + 0,6) e na

auséncia (pD2 = 2.7 + 1,3) de endotélio funcional (FIGURA 17), sem diferenca

estatisticamente significante entre esses valores. O valor de Emax para preparacoes

sem endotélio vascular foi de (129,73 + 27,52 %) e para preparacdes com endotélio
vascular foi de (137,54 + 24,66 %) (FIGURA 19).
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FIGURA 19: Curva concentracdo resposta da Fracdo Acida de Resina Almecega em
anéis de aorta toracica com e sem a presenca do endotélio vascular (n=6). Analise de

regressao nao linear, teste de Nolin fit. *p<0.05 vs veiculo.
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5.7 Efeito da F.A.R.A. sobre contracdes induzidas por S-(-) - Bay K 8644 em
anéis de artéria aorta de ratas SHR.

A FIGURA 20 representa o registro original do vasorrelaxamento induzido pela
fracdo acida. A F.A.R.A. [243 pg/mL], induziu efeito vasorrelaxante dependente de
concentracdo na acao contracturante por Bay K8444 (pD2 = 1.6 + 0,3) Emax 254,79 +
27,9 (FIGURA 21).
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FIGURA 20: Registro original do efeito da F.A.R.A. sobre contracéo induzida por KCI
20mM e Bay K 8644 em artéria aorta na auséncia de endotélio vascular. A reversao =
0,32g/f. Fen= Fenilefrina; Ach= Acetilcolina, 0.1;1;3;9;81;243= concentracdes da
F.A.R.A. escala com barrinho grama forca em porcentagem o delta e a escala de

tempo
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FIGURA 21: Efeito vasorrelaxante da F.A.R.A. em anéis de aorta toracica com
contracdo induzida por Bay K 8644 (n=5). Andlise estatistica One-Way ANOVA
seguida de pos teste de Tuckey, n=5. *p<0.05 vs veiculo, #p<0.05 vs Bay K8644.
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A FIGURA 22 representa o efeito maximo relaxante da F.A.R.A. na concentracdo de
243ug/mL em anéis adrticos na auséncia e presenca do endotélio vascular. O indice
de relaxamento foi maior (>200%) em comparacdo aos resultados na presenca do

endotélio (79,50%) e auséncia do endotélio vascular (58,89%).

FIGURA 22: Relaxamento maximo da Frag&do Acida da Resina de Almécega em anéis
de aorta (n=5). Andlise estatistica One- Way ANOVA seguida de poés teste de

Bonferroni, n=5. *p<0.01 vs Bay K.
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5.8 Verificagdo da participagcdo dos canais de potassio na resposta
vasorrelaxante induzida pela F.A.R.A.

A FIGURA 23 traz o registro original do efeito vasorrelaxante induzido pela
fragdo na presenga do blogueador TEA 3 mM. Efeito vasorrelaxante mediado em
aproximadamente 80 minutos ap0s administracdo da F.A.R.A. A comparacao entre o
tempo de relaxamento induzido pela fracdo na presenca e auséncia do TEA é
representado na FIGURA 24. Na auséncia do bloqueador o efeito vasorrelaxante foi
alcancado em aproximadamente 30 minutos, na presenca do TEA o efeito
vasorrelaxante foi obtido em aproximadamente 80 minutos.

Na figura 25 é representado a porcentagem de relaxamento induzida pela
F.A.R.A. (Emax= 116,83 £ 7,2) na presenca de Tetraetilamoénio (Emax= 97,87+ 3,2).
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FIGURA 23: Registro original do efeito da F.A.R.A. apds contracdo induzida por
Fenilefrina na presenca de TEA 3mM. A reversao = 0,40g/f. Fen= Fenilefrina; Ach=
Acetilcolina, 243= concentragao da F.A.R.A.
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FIGURA 24: Registro original com escala de tempo do efeito vasorrelaxante da
F.A.R.A. na auséncia (A) e na presenca de TEA 3mM (B).
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FIGURA 25: Porcentagem de relaxamento induzida pela F.A.R.A. na presenca de
TEA 3mM (n=4). Analise estatistica Unpaired T Test. *p<0.01vs F.A.R.A. [243 pg/mL].
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5.9 Andlises in silico

5.9.1 - Modelagem comparativa da estrutura proteica do Cavl.

A sobreposicao entre o modelo da proteina e o construido esta representado
na FIGURA 26. O modelo por homologia revelou identidade sequencial equivalente a
1544 aminoacidos em comparagdo a proteina molde, com uma distancia de
aproximadamente 0,117 angstrons entre as sobreposi¢oes das proteinas. A FIGURA 27
exibe um grafico de Ramachandran para determinar os residuos de aminoacidos
presentes nas regides energeticamente mais e menos favoraveis, resultando em uma

similaridade de 85,6% com a molécula utilizada como molde.
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FIGURA 26: Estrutura 3D representando a sobreposicdo entre a estrutura de CavL

modelada (cor amarela) e 0 modelo molde obtido da base de dados (cor azul).
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5.9.2 Ancoragem molecular

Na FIGURA 28 estéa representado a interacdo do acido - eleménico com a
estrutura modelada do CavL. A molécula obteve interacbes com aminoécidos
localizados préximos ao sitio ativo da proteina (Cavl), ligando-se a Tyr 742 proximo
a Asn 743, Asn 741 proximo a Asn 740; Leu 397 proximo a Asn 398 e Phe 737 préximo
a Glu 706 com afinidade -10.7 kcal/mol. A FIGURA 29 representa a estrutura 3D do
acido - eleménico com o canal de calcio, evidenciando a ligacdo fora o sitio ativo da

proteina.

FIGURA 28: Estrutura 2D representando a ligagao do acido -eleménico com os
aminoacidos constituintes da proteina molde. Em destaque aminoacidos do sitio ativo
(vermelho) e em destaque (azul) aminoacidos de interacao localizados préximo ao

sitio ativo.
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FIGURA 29: Estrutura 3D representando a ligacao do acido B-eleménico fora do sitio
ativo do CavL modelado.

v

Na FIGURA 30 é representada a interacdo 2D do verapamil (controle positivo)
com o CavL com afinidade -7.6 kcal/mol. A interacéo do ligante com a proteina (Cavl)
nao foi evidenciada dentro do sitio ativo, porém proximo a ele. Interagindo com os
aminoacidos proximos ao sitio ativo, Val 400, Tyr 742 préximo a Asn 740, Ala 272, lle
738 e lle 360 proximo a Thr 361.

A FIGURA 31 representa o grafico de energia livre de interacdo entre os

ligantes (verapamil e acido p-elemonico) com a proteina Cavl.
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FIGURA 30: Estrutura 2D representando a ligacdo do verapamil com CavlL
modelado. Em destaque (azul) aminoacidos préximos ao sitio ativo, em destaque
(vermelho) aminoacidos presentes no sitio ativo.
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FIGURA 31: Energia livre de interacdo dos ligantes verapamil e acido p-elemonico
em CavL.
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho foi observado que a fracdo acida obtida da resina de
Almécega possui efeito sobre o sistema cardiovascular de ratos normotensos e
hipertensos, provavelmente pelo envolvimento de canais de céalcio em consequéncia
de um vasorrelaxamento dependente de concentracdo com possivel participacdo de
canais de potassio. Os resultados obtidos com este estudo demonstraram ainda que
a fracdo tem acdo hipoglicemiante reduzindo os niveis de glicose sanguinea de
maneira dose dependente, ndo apresentou toxicidade a nivel celular e obteve boa
interacdo entre seu constituinte majoritario e os aminoacidos da proteina alvo.

Para investigar o possivel efeito citotoxico da F.A.R.A. foi empregado o método
colorimétrico do MTT comumente empregado para avaliar a viabilidade celular,
permitindo analises quantitativas e comparativas da proliferacdo celular em novas
substancias ou farmacos (Costa, 2023; Chang et al., 2023).

Assim, investigou-se o impacto da F.A.R.A. em células-tronco mesenquimais.
Os resultados demonstram que n&o houve evidéncia de citotoxicidade nos diferentes
periodos de incubacao da fracdo (FIGURA 14). Observou-se ainda que a taxa média
de viabilidade celular foi maior nas concentracdes de 81 a 750 pg/mL uma vez que
expressaram maior absorbancia apos o intervalo de tempo teste, 72 horas, em contato
com a fracdo acida, periodo esse que as células apresentaram um aumento
progressivo na sua viabilidade.

As MSCs (células-tronco mesenquimais), sdo células multipotentes que podem
ser derivadas da medula 6ssea e do tecido adiposo apresentando capacidade de se
diferenciar em varios outros tipos de células, incluindo cardiomiocitos e células
endoteliais. Sao caracterizadas pela capacidade de autorrenovacao, diferenciacdo e
reconstituicdo funcional de determinados tecidos inclusive o cardiaco (Alves et al.,
2019).

O MTT pode ser utilizado em MSCs para avaliar as suas diretrizes e critérios
em resposta a diversas condicdes de cultivo, tratamentos ou estimulos. Isso é
importante em estudos de pesquisa para compreender como essas células reagem
as alterac6es ambientais, testar a eficacia de compostos ou terapias nessa linhagem
celular e também verificar a sua vitalidade durante o cultivo em exposicdo a

determinadas substancias (Costa, 2023).
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As MSCs possuem efeitos benéficos no tratamento das DCVs, apresentando
reducao de lesdo tecidual em infarto do miocéardio (IM), arritmias, doencas arteriais
coronarianas (DAC) e aterosclerose. Além disso, essas células exercem ainda
atividade relacionada a sintese de novos vasos sanguineos (angiogénese), reduzindo
a fibrose e promovendo remodelagcdo miocardica principalmente apds o infarto do
miocardio (Nogueira et al., 2023).

Em nosso grupo de pesquisa Mendes (2019) realizou o ensaio de MTT em
células de macrofagos de murinos com o Oleo essencial obtido de Protium
heptaphyllum. Os resultados obtidos demonstram que em 24 horas as concentragdes
de 100 a 800 pg/mL demonstraram interferéncia na viabilidade celular e diminuicao
da atividade mitocondrial, sendo consideradas moderadamente citotéxicas. O que nao
foi evidenciado no ensaio de MTT realizado com a fracdo acida da resina de
Almécega.

Em ensaio de MTT Lima (2014), utilizou uma linhagem de células de cancer de
mama (MCF-7) para avaliar o potencial citotoxico da resina obtida de Protium
heptaphyllum e seus terpenos constituintes. Foi observado em seu estudo que a
resina apresentou, substancias triterpénicas associadas a atividade citotoxica em
fragbes enriquecidas com a- e B-amirina. Além disso, verificou-se a atividade pro-
apoptotica, aumento da atividade da caspase-3 e diminuicdo nos niveis de TNF-a e
da ECA apés tratamento com a resina e suas fracoes.

Ademais, Melo (2017) evidenciou que na amostra trabalhada em seu estudo a
mistura de triterpenos a,B-amirina foi o principal constituinte da resina de Protium
heptaphyllum (almecegueira). O efeito da a,8-amirina sobre a viabilidade em linhagem
de células de fibroblastos de camundongo (células 3T3-L1) foi avaliado pelo método
MTT. As células foram incubadas com a,B-amirina em diferentes concentracdes (6,25;
12,5; 25; 50; 100; 200 e 400 pg/mL por um periodo de 24). O teste do MTT mostrou
gue apenas concentragcdes mais altas de a,-amirina, 200 e 400 pg/mL, causaram
reducdo na viabilidade das células.

Esses resultados divergem dos achados realizados nesta pesquisa, em que
nao houve a presenca de efeito citotoxico em nenhuma das concentracfes testadas,
podendo ser justificado devido a particularidade de a fracao estudada ser constituida
por Triterpenos acidos em que a presenca desses compostos é influenciada por

determinadas condi¢des da vida do vegetal. As plantas estdo constantemente sujeitas
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ainfluéncias biéticas e abiéticas dentro do ambiente natural. Os biéticos podem incluir:
competicdo por recursos (nutrientes e espaco para crescer) interferéncia de outras
plantas ou interagcbes com animais (principalmente na polinizagdo por insetos ou
passaros); os abibticos podem incluir: temperatura, umidade, disponibilidade agua no
solo e luz solar. Juntos esses fatores sdo fundamentais para o crescimento saudavel
do vegetal e influenciam diretamente a sintese de metabolitos secundéarios (Alba,
2019; Gobbo-Neto; Lopes, 2007).

Os metabolitos secundarios mais abundantes em angiospermas Sao 0Ss
terpenos. Existem mais de 55.000 moléculas de terpenos identificadas, tornando-os
uma das maiores e mais diversas classes de produtos naturais conhecidos. Eles séo
amplamente distribuidos na natureza e desempenham papéis fundamentais em
muitos processos biolégicos (Borges; Amorim, 2020).

De fato, essas moléculas apresentam diversas atividades associadas ao
sistema digestoério, inflamatério, atividade antitumoral, efeito hipoglicemiante,
hipolipemiante e agbes sobre o sistema cardiovascular como: vasorrelaxamento,
diminuicdo da frequéncia cardiaca e hipotensdo. Assim, muitas plantas possuem
compostos que exercem uma grande atividade farmacoldgica associada ao sistema
cardiovascular (Saljoughian et al., 2018).

Apos triagem com testes citotdxicos, que descartaram o possivel efeito lesivo
da F.A.R.A. a nivel celular, buscou-se avaliar as propriedades farmacoldgicas da
mesma sobre a pressao arterial e frequéncia cardiaca em modelos animais diferentes
(normotensos e hipertensos).

Neste estudo foram comparados os efeitos da fracdo acida da resina de
almécega em animais normotensos (Wistar) e hipertensos (SHR), em relacdo a
pressédo arterial sistolica (PAS) e a frequéncia cardiaca (FC). O captopril, um inibidor
da enzima conversora de angiotensina, ECA, (Ribeiro; Albergaria 2021) foi utilizado
como controle, uma vez que, Lima (2014) demonstrou em seu estudo que o uso da
resina da Almécega tem atividade inibitéria sobre a enzina conversora de
angiotensina.

Nos animais normotensos, a fracdo apresentou um efeito hipotensor, dose-
dependente, em comparagdo com 0 grupo controle (salina) e o grupo tratado com
captopril. As doses de 50 mg/kg e 100mg/kg da fracdo reduziram significativamente a

presséao arterial sistélica em comparacdo com o grupo controle, sendo que a dose de
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50 mg/Kg demonstrou uma resposta semelhante a administragcdo do captopril 10
mg/Kg; jA a dose de 100 mg/kg da fracdo teve uma atenuacdo mais evidente,
sugerindo um efeito hipotensor maior nessa dose especifica. Na verificacdo dos
efeitos da F.A.R.A. sobre a frequéncia cardiaca ndo houveram diferencas entre os
grupos tratados com os grupos controle e captopril (FIGURA 15). Esses resultados
serviram para demonstrar que além de apresentar efeito hipotensor, o metabolismo
de primeira passagem nao inibe a acdo dos terpenos constituintes da fracao,
desencadeando uma resposta hipotensora, permitindo inferir ainda que determinadas
doses da F.A.R.A ao atuarem sobre esses parametros cardiovasculares (PAS e FC)
apresentam uma resposta comparavel ao farmaco padréo (captopril) em reduzir a
pressao arterial.

A regulacdo da pressdo arterial € um processo que envolve mecanismos
fisiolégicos em que a pressao arterial é controlada por uma série de sistemas e
processos, incluindo o fluxo sanguineo, a resisténcia dos vasos periféricos,
modulacdo do tdnus vascular, sistema nervoso e também a participacdo do rim.

O rim desempenha um papel importante na regulacdo da pressao arterial, por
meio do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). Nesse sistema a enzima
conversora de angiotensina (ECA) desempenha um papel regulador da pressao
arterial. Ela estd presente na superficie vascular e sua atividade ocasiona
vasoconstricao atraves da sintese de angiotensina Il. Porém a presenca de alteracoes
(como aumento da atividade da ECA ou fatores genéticos) nesse sistema podem gerar
desequilibrios levando a consequéncias como a hipertensdo arterial (Silva, 2021).

Neste estudo os resultados evidenciaram que a fracdo acida da resina de
almécega (F.A.R.A) teve um efeito atenuante sobre os indices pressoéricos dos
animais hipertensos (SHR), sendo que a dose de 25 mg/kg mostrou uma breve
reducao da presséo arterial quando comparada ao grupo controle que recebeu apenas
o veiculo. Além disso, as doses de 50 e 100 mg/kg tiveram uma resposta semelhante
ao efeito do captopril na dose administrada, sugerindo que essas doses da F.A.R.A.
tiveram um efeito comparavel ao do farmaco em termos de reducéo da pressao arterial
(FIGURA 16).

A avaliacdo em modelos SHR revelou ainda que a fragdo promoveu uma
reducdo na frequéncia cardiaca (efeito bradicardico) em todas as doses testadas

(FIGURA 16). Além disso, observou-se que a dose de 25 mg/kg apresentou uma
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resposta bradicardica maior quando comparada a dose de 50 mg/kg, e obtendo uma
resposta semelhante a dose de 100 mg/kg em termos de reducdo da frequéncia
cardiaca.

Esses resultados sugerem que a fracdo acida tem um efeito bradicardico que
nao é diretamente proporcional a dose administrada em modelos hipertensos. Assim,
a dose mais baixa (25 mg/kg) foi mais eficaz na reducéo da frequéncia cardiaca do
gue a dose intermediaria (50 mg/kg), mostrando uma relacdo néo linear entre a dose
administrada e o efeito observado na frequéncia cardiaca. Essa informacédo é
relevante para compreender como diferentes doses da F.A.R.A. afetam a frequéncia
cardiaca e pode ser (til para estabelecer doses terapeuticamente eficazes para
reduzir a frequéncia cardiaca em contextos especificos, como em modelos animais
com hipertensdo arterial. Ademais, em nosso grupo de estudo Nunes (2018) ao
realizar testes com o monoterpeno a-terpineol (um terpeno presente no 6leo essencial
de P. heptaphyllum (Mendes, 2019) evidenciou que o mesmo apresentou efeitos
hipotensor e bradicardico em ratos normotensos com a possivel participacdo de
receptores muscarinicos, bem como efeito anti-hipertensivo em modelos animais
hipertensos do tipo L-NAME.

E importante destacar que ao se trabalhar com produtos naturais, extratos ou
fracdes, os efeitos terapéuticos de uma substancia ndo podem ser atribuidos apenas
aos seus constituintes majoritarios. Muitas vezes, compostos presentes em menor
proporgéo, podem desempenhar papéis significativos nos efeitos observados (o que
pode justificar melhor o efeito bradicardico maior na dose de 25mg/Kg). Assim, &
importante salientar que a combinacdo de varios compostos em uma substancia ou
fracdo pode produzir efeitos que ndo seriam alcancados por nenhum desses
componentes se administrados isoladamente (sinergismo). Dessa maneira a
interacdo entre esses constituintes de metabolitos secundarios de plantas é comum
em O6leos essenciais, extratos vegetais e outras substancias obtidas de espécies
vegetais (Bandoni, 2008; Montanari, 2010).

A hipertensao é responsavel por ocasionar uma série de danos sobre o sistema
cardiovascular (aterosclerose, aneurisma, acidente vascular cerebral, sobrecarga
renal) e a existéncia de métodos que possam amenizar de forma significativa esses

danos séo de importante relevancia e amplamente buscadas (Gralak; Marra, 2020).
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As plantas medicinais tém desempenhado um papel importante na saude e no
bem-estar das pessoas, possuindo ligacdo com o modo de vida da populacdo
oferecendo uma abordagem natural e mais acessivel para o tratamento de varias
condicoes de saude. Além disso, as plantas medicinais fornecem uma alternativa aos
medicamentos convencionais, 0 que pode ser especialmente significativo em areas
onde 0 acesso a cuidados de saude é limitado (Badke Mr et al., 2019).

Assim, é justificavel buscar acBes de plantas medicinais e seus potenciais
beneficios para doencas do sistema cardiovascular como alternativas terapéuticas.
Estudos sobre plantas medicinais tém demonstrado alguns efeitos positivos em
condi¢des cardiovasculares incluindo a reducéo da presséo arterial e a melhoria da
saude do coracao (Alves; Mattos, 2021; Romana, 2022; Baratieri et al., 2023). Essas
pesquisas exploram o potencial das plantas medicinais como uma abordagem
complementar ou alternativa no manejo da hipertensdo que pode apresentar-se
associada a outras doencas.

A hipertensédo arterial e o elevado nivel de glicose no sangue, frequentemente
observados em individuos com diabetes, tendem a agir de forma sinérgica,
aumentando os perigos associados a saude. De forma geral a diabetes néo
controlada, pode afetar 6rgdos como rins, olhos, nervos, coracao e vasos sanguineos.
O controle adequado da presséo arterial e dos niveis de glicose sanguinea sdo
essenciais para reduzir esses riscos e evitar possiveis complicacdes (Duarte et al.,
2023).

A presenga simultdnea da hipertensdo e diabetes mellitus potencializa
significativamente os riscos de complicacdes vasculares refletindo na saude
cardiovascular. Essa associagcdo aumenta o risco de mortalidade cardiovascular
(morterelacionada a problemas do coragéo e vasos sanguineos), doenca coronariana
(como angina e infarto do miocardio), insuficiéncia cardiaca congestiva (incapacidade
do coracdo bombear sangue suficiente para o0 resto do corpo), doenga
cerebrovascular (como acidente vascular cerebral - AVC) e doenca vascular periférica
(circulacdo nos membros inferiores) (Capeletti; Salla, 2016).

As complica¢cBes da vasculatura sdo uma das principais causas de mortalidade
em pacientes com diabetes podendo levar a ataques cardiacos, AVC, doenca renal e
amputacdes nos membros inferiores devido a sindrome do pé diabético (Correia et al.,
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2022). A auséncia ou controle da hipertensdo estdo associadas a melhores
estimativas de vida e a um aumento na sobrevida de individuos diabéticos.

A reducdo significativa das concentracdes glicémicas, apds a administracao
das doses da F.A.R.A., em comparacdo com o0 grupo controle, destaca o efeito
hipoglicemiante de maneira dose dependente da fracdo testada em ratos Wistar
(FIGURA 17).

Na avaliacdo da concentracdo glicémica em animais SHR a F.A.R.A.
apresentou atenuacdo dos valores basais a partir dos 15 primeiros minutos apoés
administracdo, efeito que se manteve até os 60 minutos. A partir de 75 minutos a
mesma promoveu reducdo dos indices glicémicos dos animais de maneira dose
dependente, semelhante com o resultado encontrado em animais normotensos,
entretanto em um intervalo de tempo maior (FIGURA 18). Isso sugere que essa
substéancia pode ter propriedades hipoglicemiantes independentemente do status de
hipertensédo dos animais, o que é promissor.

Santos e colaboradores (2012) evidenciaram que camundongos tratados com
a, B-amirina (isbmeros triterpenoides que ocorrem naturalmente em Varios
oleorresinas de espécies de Protium (Burseraceae), 10, 30 e 100 mg/kg, ou
glibenclamida (10 mg/kg) reduziram significativamente os aumentos induzidos por
estreptozotocina na glicose sanguinea, colesterol total e triglicerideos séricos. Os
resultados evidenciaram que a partir da dose de 100mg/Kg a a, B-amirina
apresentaram efeito hipolipidémico. Além disso, a a, B-amirina reduziram 0s niveis
elevados de glicose no plasma durante o teste oral de tolerancia a glicose. No mesmo
estudo foi evidenciado ainda que o nivel plasmatico de insulina e a andlise
histopatologica do pancreas revelaram o efeito benéfico da amirinas na preservacéo
da integridade das células beta pancreaticas.

Outro estudo realizado com a espécie Protium heptaphyllum com o uso das
folhas para obtencdo de extrato etandlico bruto (EE) e da fracdo de acetato de etila
(EA) evidenciou que apos sete dias de tratamento com o EE e EA os niveis glicémicos
dos animais diminuiram o que pode ser devido a um possivel efeito hipoglicemiante
da planta, além de apresentar atividade antioxidante no tecido renal, em que a fracao
EA recuperou a atividade da enzima Glutationa S-Transferase e o0s niveis de
glutationa foram restaurados pelo EE e o EA (Sinhorin et al.,2020).
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A observacao do efeito hipoglicemiante, dose-dependente da F.A.R.A, obtido
neste estudo corrobora com demais estudos encontrados na literatura que
investigaram o efeito hipoglicemiante da espécie vegetal. A partir disso é demonstrado
gue ao possuir capacidade de reduzir os niveis de glicose circulante no sangue, a
fracdo pode ser um indicativo positivo no potencial terapéutico da hiperglicemia,
especialmente considerando a relagcéo entre diabetes e hipertensao.

Individuos diabéticos podem manifestar problemas nos vasos sanguineos ao
longo do tempo. Esse efeito é conhecido como angiopatia diabética. Essa doenca
pode desencadear alteragcdes em pequenos vasos (microangiopatia) ou em grandes
vasos sanguineos (macroangiopatia), promovendo aterosclerose levando a obstrucao
dos principais vasos sanguineos, o que explica o maior risco desses portadores da
doenca apresentarem complicagdes cardiacas como a isquemia miocérdica (Aje et
al., 2009; Cole; Florez, 2020).

A hipertensdo compromete o equilibrio dos sistemas vasodilatadores e
vasoconstritores, aumentando a pressao no interior dos vasos sanguineos, podendo
ocasionar leses em 06rgédos vitais como o coracao (Ferreira et al., 2017).

De fato, os vasos sanguineos (veias e artérias) sdo um dos principais
mecanismos de regulacdo homeostatica da presséo arterial, através de ajustes que
acontecem de momento a momento em seu didametro e da forca exercida pela
passagem do sangue em seu interior esses 0rgaos medeiam as diferentes respostas
pressoricas em um individuo.

A circulacao eficiente do fluxo de sangue pelos vasos € fundamental para a
manutencao da pressao arterial, € a resisténcia nos vasos sanguineos a passagem
do sangue que determina a pressao exercida pelas paredes desses vasos (Brito et al.,
2021). Quando ocorre uma interrupgcdo na homeostase, podem surgir problemas de
pressao arterial (hipertensdo ou hipotensdo), os quais podem afetar a saulde
cardiovascular e outros sistemas do organismo.

Assim, a busca por substancias que modulem a regulacéo da atividade dos
vasos sanguineos tém sido objeto de estudo para a criagdo de novos medicamentos.
Pois, o controle da resposta vascular (seja por vasodilatacdo, vasoconstricdo ou
inibicdo de enzimas ou receptores especificos) é essencial para tratar diversos
problemas de saulde, tais como hipertensdo, doencas cardiovasculares, disturbios
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circulatérios e outras condicdes em que o fluxo de sangue pode ser comprometido
(Teixeira, 2020).

A fim de verificagdo se o possivel efeito anti-hipertensivo e hipotensor da
F.A.R.A. seria mediado por uma possivel reducdo da resisténcia vascular, foram
realizados estudos em anéis de artéria aorta toracica de ratas SHR. A fenilefrina foi
utilizada como contracturante pois € um agonista dos receptores a1-adrenérgicos que
guando ativados, promovem contracao nas células musculares lisas vasculares. Essa
sequéncia de sinalizacdo contratil esta associada a ativacdo desses receptores que
apor sua vez ativam a proteina-G, levando a formacdo de segundos mensageiros
como Inositol Trifosfato (IP3) e o Diacilglicerol (DAG). O IP3 atua ativando os canais
de célcio no reticulo sarcoplasmatico, liberando ions Ca ?* para o citoplasma celular.
Enquanto isso, o DAG ativa a PKC (proteina cinase C), que, por sua vez, pode ativar
outros processos ha célula, proporcionando a execucdo da maquinaria contratil celular
(Llancalahuen et al., 2023).

Os anéis também foram incubados com Acetilcolina a fim de verificar a
presenca do endotélio vascular e verificar se a presenca dessa camada celular
poderia influenciar na possivel resposta vasodilatadora induzida pela F.AR.A. O
papel do 6xido nitrico (NO) no endotélio vascular é fundamental na regulacéo do ténus
vascular. Quando as células endoteliais sado estimuladas, produzem éxido nitrico, que
tem um efeito vasorrelaxante. A producdo do NO é mediada por meio das células
endoteliais, apos ser produzido ele se difunde das células endoteliais para as células
musculares lisas vasculares adjacentes ativando a producdo de monofosfato ciclico
de guanosina (GMPc) levando ao relaxamento das células musculares lisas (Antéo,
2021).

Os resultados obtidos evidenciaram que uma F.A.R.A (induziu
vasorrelaxamento em anéis de artéria aorta. Esse efeito relaxamento foi observado
tanto nos com endotélio e na auséncia do endotélio, FIGURA 19, o que sugere que a
acao vasorrelaxante da fracdo é independente dos fatores de relaxamento derivados
do endotélio vascular. Na analise deste efeito relaxante os anéis sem endotélio
preservado, obtiveram uma maior pD: quando comparados com anéis que
apresentavam endotélio, FIGURA 19, sem diferencas que fossem consideradas

significativas.
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Assim, esses resultados apontam para um possivel mecanismo de acédo direto
da fracdo sobre o musculo liso vascular envolvendo a utilizacdo de concentracdes
maiores para uma resposta desejada, sem a necessidade da acdo endotelial. De
acordo com Chen e colaboradores (2009) um vasodilatador que ndo depende do
endotélio vascular, pode ter vias de acdo que afetam o influxo intracelular de calcio.
Tais substancias podem promover o blogueio do influxo de Ca?* através dos canais
de célcio presentes na membrana que sao vitais para a contracdo muscular. Um
vasodilatador pode bloquear esses canais, impedindo a entrada de calcio nas células
musculares lisas vasculares ou promover a inibicdo da liberacdo de Ca?* dos estoques
intracelulares e desencadear a inibicdo da contracdo muscular.

O célcio desempenha um papel crucial na contracdo das células musculares
lisas vasculares. Existem diferentes tipos de canais de célcio que estdo envolvidos na
regulacdo da entrada de célcio para essas células, sendo dois deles os canais de
calcio tipo L (CavL) e os canais de baixa voltagem tipo T. Os Ca/L tém um papel
significativo na regulacdo da entrada de calcio para a contragdo das células
musculares lisas vasculares. Ao serem ativados, permitem a entrada de calcio nas
células lisas, desempenhando um papel importante na vasoconstricdo ao aumentar a
concentracdo intracelular de célcio, o que leva a contracdo dessas células. Ja os
canais de baixa voltagem, tipo T, também estdo envolvidos na entrada de calcio nas
células musculares lisas vasculares, porém com maior significancia nos vasos renais
(Cribbs, 2006; Lozano et al., 2020; Silva et al., 2022).

Dessa forma, apoOs verificar que o efeito vasorrelaxante da fracdo €
independente do endotélio vascular e de seus produtos foi verificado se a F.A.R.A.
possui efeito direto sobre esses canais (CavlL), influenciando o influxo de calcio. Para
isso foi utilizado como agonista desses canais 0 S-(-)-Bay K8644 conhecido por ser
um agonista dos canais de calcio do tipo L (CavL). Esses canais sdo importantes na
regulagdo do influxo de ions de calcio para dentro das células, especialmente em
células musculares, incluindo as células musculares lisas vasculares, aumentando a
entrada de calcio através dos CavL quando as células sdo despolarizadas por
potassio 20mM FIGURA 20 (Barrus et al., 1996; Catterall et al., 2021; Arruda, 2022).

Os resultados mostraram que a F.A.R.A. promoveu relaxamento do musculo

liso vascular contraido pelo Bay K8644. Isso significa que a substancia testada causou
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relaxamento nas contracées que foram induzidas pela abertura de canais de célcio
ativados (FIGURA 21).

Além disso, observou-se que o relaxamento induzido pela F.A.R.A. foi
potencializado, ou seja, aumentou significativamente a sua capacidade inibidora sobre
as contracoes induzidas pelos canais CavL acionados pelo Bay K8644, especialmente
na concentracéo de 243ug/mL (FIGURA 22). Esses resultados sugerem que a fragcao
acida pode estar bloqueando os canais Cawl na membrana plasmatica. Isso €&
significativo, pois indica um potencial mecanismo pelo qual a F.A.R.A. exerce seus
efeitos, interferindo diretamente no influxo de célcio através desses canais especificos
e, consequentemente, modulando a contracdo muscular vascular. Assim, a inibicéo
do influxo de Ca 2* por meio de CavL pode ser o mecanismo pelo qual a F.A.R.A.
exerce sua atividade vasorrelaxante.

Os canais idbnicos desempenham um papel vital na regulacdo da pressao
sanguinea. Eles sdo essenciais para o funcionamento normal das células, permitindo
o fluxo controlado de ions através das membranas celulares. Nos canais de célcio €
a subunidade alfa-1C, que ao ser ativada, leva a entrada de ions célcio (Ca 2*) na
célula, aumentando a concentracdo do ion citoplasma da célula muscular lisa vascular
desencadeando uma série de eventos intracelulares, resultando na contracdo da
musculatura lisa dos vasos sanguineos levando a vasoconstricdo (Santos Junior et
al., 2022).

Os resultados obtidos com a realizagdo de testes in vitro/ex vivo (que
demonstram o efeito vasorrelaxante da fragéo) corroboram com o trabalho realizado
por Silva e colaboradores (2015). Nesse trabalho, os pesquisadores demostraram que
0 p-cimeno (um terpeno constituinte do Oleo essencial de Protium heptaphyllum)
apresentou acdo vasorrelaxante, de forma concentracdo dependente, em anéis de
artéria aorta de ratos independente da presenca do endotélio vascular, conforme
também foi evidenciado na realizagdo desta pesquisa com a F.A.R.A. Os achados de
Silva et al., (2015) demonstraram ainda que na utilizacdo de um bloqueador n&o
seletivo dos canais de potéassio, o cloreto de césio, o efeito relaxante do p-cimeno foi
atenuado.

Portanto, moléculas que blogueiam ou atenuam os canais de célcio (Ca?*)
desempenham um papel importante no controle da presséo arterial ao promoverem o

vasorrelaxamento. Quando esses canais sdo bloqueados, ocorre uma diminuicdo na
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entrada de ions célcio para as células musculares lisas dos vasos sanguineos,
levando a uma reducédo na contracdo dessas células. Isso resulta em uma dilatacéo
dos vasos o que diminui a resisténcia vascular periférica, levando a uma reducéo na
presséao arterial.

Canais de célcio voltagem-dependentes (VDCC) presentes na membrana
plasmatica sofrem modulacdo pela acdo de alteracdo de voltagem, principalmente
guanto esta € mediada através do efluxo de potassio (K*). A ativacdo do canal de
potassio (K+) desencadeia um eficiente efluxo de ions o que promove uma
hiperpolarizagdo da membrana. Esse processo desempenha um papel importante na
contracao muscular lisa, pois promove o fechamento dos VDCC resultando na inibicdo
do influxo de fons Ca?" extracelular, levando ao relaxamento vascular (Haam et al.,
2022).

Neste estudo, os resultados obtidos evidenciaram que o bloqueio néo seletivo
dos canais de potassio em aorta (FIGURA 23) promoveu atenuacdo da acédo
vasorrelaxante induzida pela F.A.R.A. com um aumento de tempo na acdo
vasorrelaxante da fracdo (FIGURA 24) seguido de uma reducéo do valor de Emax
(FIGURA 25). Esses resultados indicam que o efeito vasorrelaxante da fracdo pode
ter influéncia por meio da ativacdo de canais de K* presentes na membrana.

Esse mecanismo molecular é essencial para modular a excitabilidade celular
e regulacdo do ténus vascular, destacando a importancia dos canais de potassio na
homeostase fisioldégico, pois, com a abertura de canais de K*, ocorre difusdo deste
cation para o meio extracelular promovendo hiperpolarizagdo e consequentemente
relaxamento do musculo liso vascular (Haam et al., 2023; Barbosa, 2015). Essas
interacBes eletrofisiologicas fornecem uma base fundamental para compreender 0s
processos de sinalizagéo intracelular e as respostas celulares obtidas com o uso da
substéancia teste, proporcionando ainda realizacdo de outros ensaios que
proporcionem analises mais detalhadas das interacdes moleculares obtidas entre a
F.A.R.A. com proteinas-alvo, como 0s ensaios in silico por exemplo.

Nas andlises in silico a ancoragem € a abordagem voltada para simular a
interacdo entre duas moléculas, baseando-se no conceito proposto por Emil Fischer
1894, onde substrato se encaixa no sitio ativo ou cavidade de ligacdo da enzima ou
receptor para que a reacao biolégica possa acontecer (Tripathi et al., 2017). Dessa

maneira a ancoragem molecular, é uma ferramenta usada na pesquisa farmacéutica
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e quimica medicinal pois simula interacbes entre moléculas e seus alvos,
disponibilizando padrdes de interacao entre uma proteina (receptor) e um ligante por
meio de uma metodologia especifica de cada software (Spadeto, 2022).

As estruturas das proteinas alvos séo obtidas a partir de bancos de dados de
estruturas tridimensionais, ou podem ser modeladas por meio de modelagem
comparativa quando estdo disponibilizadas em forma incompleta (Berman, et al.,
2000).

Neste estudo os resultados da modelagem da proteina de canal de calcio
evidenciaram um bom indice de similaridade entre as proteinas alvo (modelo, e
modelada) com uma distancia entre si menor que 1 Angstrom (FIGURA 26) quando
comparada com a proteinamolde. O que foi confirmado com o grafico de ramachandra
(FIGURA 27) demonstrando que na avaliacdo da qualidade do modelo desenvolvido
foi obtido um padrdo de similaridade entre as oscilagbes das hélices, interseccdes
entre as cadeias principais e 0s obstaculos de torcdo das cadeias laterais (Heo; Feig,
2018). Com isso o grafico de Ramachandran demonstra ser adequada a modelagem
viabilizando o uso da proteina para calculos posteriores.

Na ancoragem molecular deste trabalho, evidenciamos que a interacdo do
acido B-elemdnico ocorre em aminoacidos proximos ao sitio ativo de CavlL (FIGURAS
28 a 30), os resultados indicam um possivel bloqueio desse canal, podendo ser
modulado pelo terpeno a partir dessas intera¢cdes, uma vez que 0S ensaios in vitro
demonstram possivel participacdo desses canais na resposta vasorrelaxante. A
ancoragem molecular é um procedimento que visa prever a conformacao bioativa de
uma molécula (ligante) no sitio de uma macromolécula, seguido pela avaliacdo e
classificacdo do modo de ligacdo proposto. O acoplamento molecular prevé a
conformacéo ideal do complexo proteina-ligante, neste caso, envolvendo o CavlL
como proteina alvo e o terpeno majoritario da fragdo como ligante capaz de promover
resposta por interagdo com canal. Com base nisso, podemos sugerir que 0 cComposto
em nossa pesquisa apresenta uma ligagdo com o canal, pois interage com
aminoacidos presentes na proteina ligante (Saddala et al., 2017).

A energia livre de interacdo é um indicador para avaliar a espontaneidade de
uma reacdo. Essa energia desempenha um papel fundamental na analise de
processos celulares, pois quanto mais baixa for seu valor indica maior probabilidade

de uma reacdo acontecer (Rietman et al., 2020). Nesta pesquisa, evidenciou-se que
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a energia livre de interacdo do terpeno majoritario (acido - elembnico) apresentou um
aumento em comparacdo a energia de interacdo do controle positivo (verapamil),
indicando uma maior espontaneidade na interacdo entre o ligante e a proteina alvo
(CauL), pois quanto mais negativos sado os valores de energia, mais favoravel é a
interacao (Du et al., 2016).

Este resultado (FIGURA 31) sugere uma influéncia relevante do terpeno
majoritario na afinidade e estabilidade da complexacédo entre o ligante e a proteina
alvo, favorecendo a compreensdo dos mecanismos moleculares subjacentes. A
avaliacdo da energia livre de interacdo é usada para a compreensao dos processos
biofisicos das proteinas, bem como as interacfes entre proteinas e seus ligantes, e
assim desempenha um papel crucial na descoberta de possiveis farmacos,
especialmente durante as fases de geracdo e aprimoramento de compostos com
potencial atividade terapéutica (Araujo; Azevedo, 2020). Com base nisso, considera-
se a importancia da F.A.R.A. para o sistema cardiovascular e o consequente
planejamento de novos inibidores, pois trata-se de um composto que apresenta
moléculas reativas e préximos do sitio ativo da proteina alvo.

Ademais, Santos (2018) ao realizar analises de ancoragem molecular com p-
cimeno (terpeno presente no Oleo essencial de P. hepthapyllum) investigou a
interac&o entre o terpeno e canais de calcio especificos (CaVvl, CaVv2.1, CaVv2.2). Os
resultados revelaram valores negativos de energia para os complexos formados,
indicando uma ligagdo favoravel. Quanto mais negativo o valor, mais favoravel é a
interagao, sugerindo a ocorréncia da reagao. Corroborando com os achados desta
pesquisa.

Dessa maneira os achados deste estudo sugerem que a fracdo acida da
resina de almécega possui acao sobre o sistema cardiovascular, apresentando efeito
hipotensor e anti-hipertensivo, bem como promovem vasorrelaxamento de maneira
independente de endotélio vascular, o que diante dos resultados obtidos reforgca um
bloqueio do influxo de célcio por meio dos CavL, com participagdo de canais de K*.
Além disso nao apresentou efeito citotoxico quando incubada em culturas celulares
de células tronco mesenquimais e apresentou boa energia de interacdo do terpeno
majoritario em CavlL. Esses resultados inferem que a fracao testada até o presente
momento modula a resposta pressérica sem promover efeito téxico a nivel celular,

apresentando certa margem de seguranca em sua utilizacéo.
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7 CONCLUSOES
Os resultados obtidos através de abordagens, in vivo, ex vivo e in vitro

demonstraram que:

v A Fracio Acida da Resina de Almécega n&o apresenta acao citotoxica em
células tronco mesenquimais, aumentando o efeito proliferativo das células

em todos os intervalos de tempo testados no MTT,;

v O efeito hipotensor da F.A.R.A foi evidenciado em modelos animais
normotensos de maneira dose dependentes, sem alteracdes na frequéncia

cardiaca;

v Em modelos animais SHR a Fracdo apresentou efeito anti-hipertensivo e

bradicardico, onde este foi melhor evidenciado na dose de 25mg/Kg;

v Em ambos os modelos animais a substancia teste reduziu os niveis

glicémicos dos animais;

v' O efeito vasorrelaxante da Fracdo é independente de endotélio vascular e

envolve o bloqueio de canais de calcio do tipo;
v' O efeito vasorrelaxante da F.A.R.A. é atenuada no bloqueio de canais de K*

v' O terpeno majoritario apresenta boa energia livre de interagcdo com CavlL

por interagcdes com aminoacidos proximos ao sitio ativo.
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FIGURA 32: Representacdo esquematica do mecanismo de acdo vasorrelaxante induzido pela F.A.R.A em CavL presente em célula

de musculo liso vascular de aorta isolada de rata SHR.
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Fonte: Autor. Desenvolvido com BioRender.
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8 PERSPECTIVAS

e Realizar andlise para caracterizacdo dos constituintes fitoquimicos presentes
na F.A.R.A.

e Avaliar o efeito do tratamento prolongado com a F.A.R.A. sobre o sistema

cardiovascular de ratos hipertensos.

e |nvestigar o possivel efeito toxicolégico da F.A.R.A em modelos animais

através da administracao cronica por 7 dias através de gavagem.
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