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RESUMO

A Spondias mombin (cajazeira) é alvo de pesquisas por apresentar efeitos sobre os
sistemas nervoso e cardiovascular, devido a presenca de quercetina, acido caféico e
kaempferol. Dessa forma, o objetivo deste trabalho é investigar o efeito do extrato
hidroalcéolico de Spondias mombin sobre a contratilidade de anéis da aorta isolados
de ratos. Para tanto, os anéis foram montados em banho para 6rgéo, isolados sob
tensdo basal de 1 g, imersos em solucéo fisioldgica de Tyrode (pH 7,4), mantidos a
37°C, sob constante aeracdo com ar ambiente. Os protocolos, os graficos e a
analise estatistica foram realizados no GraphPad Prism 5.0, com significancia de
5%. Ao serem estimuladas com aumento da concentracdo extracelular de K*, os
segmentos contrairam 0,791 = 0,132 g (n=8). Posteriormente, com solucao
restaurada a condi¢ao inicial, houve uma pré-contracdo com norepinefrina 3nM,
seguida da adicdo do agonista muscarinico carbamilcolina 1uM, que reverteu a pre-
contracao de norepinefrina em 95,56 +1,93% (n=8), demonstrando preservacao do
endotélio. Por fim, o extrato de S. mombin foi adicionado em concentracdes
crescentes (100 a 1000 pg/ml) sobre uma pré-contracdo com norepinefrina 10 nM.
Aparentemente, o extrato foi capaz de causar um efeito dual em que concentracbes
mais baixas aumentaram a contracdo observada e concentracdes mais elevadas
induziram um relaxamento, no entanto apenas a concentracdo de 1000 pg/ml foi
capaz de induzir um efeito significativo com relaxamento para 62,9 + 11,59%.
Portanto, o extrato de S. mombin possui atividade contratil de segmentos de aorta,
entretanto, outros estudos que esclarecam 0 mecanismo responsavel sao

necessarios.

Palavras-Chave: muasculo liso; fitoterapia; adrenérgicos.



ABSTRACT

Spondias mombin (yellow mombin) is the subject of research due to its effects on the
nervous and cardiovascular systems, owing to the presence of quercetin, caffeic
acid, and kaempferol. Thus, the objective of this study is to investigate the effect of
the hydroalcoholic extract of Spondias mombin on the contractility of isolated aortic
rings from rats. For this purpose, the rings were mounted in an organ bath, isolated
under a basal tension of 1 g, immersed in Tyrode’s physiological solution (pH 7.4),
maintained at 37°C, and constantly aerated with ambient air. The protocols, graphs,
and statistical analysis were performed using GraphPad Prism 5.0, with a
significance level of 5%. When stimulated with an increase in extracellular K+
concentration, the segments contracted 0.791 + 0.132 g (n=8). Subsequently, after
restoring the solution to the initial condition, a pre-contraction with norepinephrine 3
nM was induced, followed by the addition of the muscarinic agonist carbachol 1 uM,
which reversed the norepinephrine pre-contraction by 9556 * 1.93% (n=8),
demonstrating endothelial preservation. Finally, the S. mombin extract was added in
increasing concentrations (100 to 1000 pg/ml) to a pre-contraction with
norepinephrine 10 nM. Apparently, the extract induced a dual effect, with lower
concentrations enhancing the observed contraction and higher concentrations
inducing relaxation. However, only the 1000 pg/ml concentration produced a
significant effect, resulting in a relaxation of 62.9 + 11.59%. Therefore, the S. mombin
extract exhibits contractile activity on aortic segments; however, further studies are

needed to elucidate the underlying mechanism.

Keywords: smooth muscle; herbal medicine; adrenergic.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais pela humanidade possui registros que
datam desde o periodo pré-histérico, sendo uma préatica importante em diferentes
civilizagbes ao longo da historia. No Brasil, marcos legais mais recentes incluem o
Decreto n°® 5.813 de 2006, que aprovou a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, e a Portaria n® 2.960 de 2008, responsavel pelo Programa Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos (Cherobin et al., 2022).

Nesse contexto, faz-se necessdaria a pesquisa com espécies vegetais com
potencial terapéutico, por exemplo, Spondias mombin L. também popularmente
conhecida como cajazeira ou tapereba. Pertencente a familia anacardiaceae, & uma
arvore tipica de regides tropicais que pode ultrapassar os 20 metros de altura e gera
pequenos frutos de 3 a 4 cm de comprimento e 2,5 cm de largura que se tornam
amarelo-dourados quando maduros. Esta arvore frutifera € amplamente distribuida
em florestas tropicais de varios paises, por exemplo, Brasil, Bolivia, Venezuela,
Nigéria e Costa do Marfim (Ogunro et al., 2023).

S. mombin é amplamente utilizada com finalidade medicinal para diversas
doencas ou condicOes e quase todas as partes da arvore, desde os frutos, folhas,
sementes, casca do caule, até mesmo flores, tém propriedades especificas
atribuidas a elas. Dentre os usos etnofarmacoldgicos, pode-se citar o tratamento de
diferentes quadros infecciosos., febre, tosse, dor de garganta, problemas gastricos,
artrite, reumatismo, dores musculares, lesdes e inflamacdes, na melhoria da
memoaria e neuroprotecdo (Ogunro et al., 2023).

Por fim, € importante destacar que o uso tradicional de S. mombin em
guadros de prejuizo na memoaria € atribuido a inibicdo da acetilcolinesterase, um
efeito que também ja foi demonstrado com extrato metanodlico de folhas dessa
espécie vegetal. Contudo, também € valido lembrar que acetilcolinesterase, bem
como butirilcolinesterase, sdo enzimas de ampla distribuicAo e que regulam

diferentes respostas colinérgicas no corpo (Elufioye et al., 2017).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sistema cardiovascular

O sistema circulatério ou cardiovascular consiste em uma rede de vasos
responsaveis pela circulacdo de sangue no corpo. No centro dessa rede esta o
coracdo, que funciona como uma bomba, gerando a pressdo necessaria para o
papel do sangue em transportar oxigénio, nutrientes, agua, horménios e diéxido de
carbono. Os vasos sanguineos conectados ao coracdo dividem-se em artérias, que
levam sangue do coracgao para os tecidos, e veias, que trazem o sangue de volta ao
coracdo. Dessa forma, o sistema cardiovascular exerce papel essencial para a
manutencao das funcdes vitais, garantindo o fornecimento de oxigénio e a remocao
de dioxido de carbono (Hansen, 2022; Sobotta, 2012).

A aorta e as artérias pulmonares, classificadas como vasos de grande calibre
com uma camada média proeminente na parede arterial, sdo rigidas e elasticas.
Essas artérias sdo compostas por células finas, facilitando a troca de gases, e séo
classificadas como epitélio escamoso simples, também denominado endotélio. As
artérias possuem uma camada robusta de musculo liso, acompanhada por uma
grande quantidade de tecido conectivo fibroso e elastico (Silverthorn, 2017)

Devido a rigidez do tecido, € necessaria uma quantidade especifica de
energia para expandir a parede de uma artéria. No entanto, as fibras musculares, ao
serem esticadas, fornecem essa energia, que € liberada durante a retracdo. Assim,
as artérias se expandem para acomodar o sangue ap0s a pressao sistélica, gerada
pelo fluxo sanguineo na saida dos ventriculos. Em seguida, as paredes das artérias
se retraem, impulsionando o sangue, como ilustrado na Figura 1 (Silverthorn, 2017;
Pawlina; Ross, 2018).
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Figura 1 - Fungéo de Reservatoério de Presséo das Artérias: Estiramento na Sistole

e Retracdo na Diéstole.

/ O A aona e as artérias

j expandem-se &
Aorta e / arrnaze'\arned Dvlessao
artérias nas paredes elasticas.

A vélvula semilunar
abre-sa. O sangue
ejetado dos

ventriculos fiul para
as artérias.

A retraco eldstica
das artérias envia
sangue para o resto
do sistema
circutatono.

A valvula semilunar
fecha-se, impedindo
o fluxo de volta para

1 y ! 0 ventriculo.
| Ventriculo J —o Relaxamento
O ventriculo 4 Ventriculo ventricular
V & ‘ contrai-se. > g Isovolumétrico.

Fonte: Silverthorn (2017).

2.2 Mdsculo liso vascular

O tecido muscular liso esta distribuido por diversos sistemas do corpo
humano, particularmente associado aos vasos sanguineos. Por estarem presentes
em diferentes 0rgaos, suas células podem ser unitarias ou multiunitarias. O musculo
liso unitario, ou visceral, € encontrado principalmente em 6rgaos ocos, onde esta
mais distante do endotélio vascular e de outros elementos. Nesse contexto,
desempenha funcdes como a propulsdo de conteudos e a regulacéo da pressao.

Neste tipo de tecido, as células sdo conectadas por juncfes comunicantes
(gap junctions), que permitem a rapida transmissao de sinais elétricos para varias
células simultaneamente. Como resultado, ocorre uma contracdo uniforme e
coordenada, que funciona de maneira integrada, como se fosse um unico sistema
(Curi; Araujo Filho, 2009).

A contracdo do musculo liso é ativada pelo aumento de calcio (Ca2+) nas
células, sendo o ion essencial para regular a atividade celular. Diferentes
substancias e processos influenciam essas concentracdes. Nas células musculares

hY

lisas vasculares, o aumento de Ca2+ leva a contracdo, enquanto sua reducao
provoca o relaxamento (Rang, 2004; Akata, 2007).

A noradrenalina (NA), um neurotransmissor agonista adrenérgico, € liberada
de forma difusa pela sinapse autondmica a partir de multiplas varicosidades ao longo
do axbnio pos-ganglionar, permitindo que os neurdnios afetem uma grande area do

tecido-alvo. Ao se ligar aos receptores a1-adrenérgicos, a noradrenalina
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desencadeia uma cascata de sinalizacdo que comeca com a ativacdo de uma
proteina G associada aos receptores, a qual, por sua vez, ativa a fosfolipase C
(PLC), uma enzima que catalisa a conversao do fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2)
em dois mensageiros intracelulares: inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG).

O IP3 se liga a receptores especificos no reticulo endoplasmatico (RE),
organela responséavel pelo armazenamento de calcio. O célcio liberado se liga a
calmodulina, formando um complexo que ativa a enzima cinase de cadeia leve de
miosina (MLCK). A MLCK fosforila as cadeias leves de miosina, permitindo a
interacdo da miosina com a actina e resultando na contracdo das células musculares
lisas, como ilustrado na Figura 2 (Goodman; Gilman, 2017; Hoffman, 2002).

Figura 2 - Contragéo e relaxamento do musculo liso: diferencas na origem do Ca?* e
mecanismos de ativacao e desfosforilacdo da miosina.

{a) Contracio do misculo liso (b} Relaxamento do musculo liso

O awmento citosdlico do calksio & o sinal para a conlracao. A remiagio do Ca’ do citossl & o primeirn passo para o
relaxamento.
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Fonte: Silverthorn (2017).

Durante o relaxamento do musculo liso ocorrem mudang¢as nos mecanismos
de transporte de célcio e sbédio, assim como na eficiéncia da enzima calcio-ATPase,
resultando na remocdo do célcio do citosol. Nesse processo, a enzima miosina

fosfatase de cadeia leve entra em acdo, desfosforilando a miosina, ou seja,
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removendo um grupo fosfato, reduzindo a interagdo entre actina e miosina, gerando
uma menor atividade de ATPase. Com isso, 0 processo de contracdo torna-se
inibido, favorecendo o relaxamento muscular (Curi; Araujo Filho, 2009).

2.3 Endotélio

Durante muito tempo, acreditava-se que o endotélio atuava apenas como uma
barreira entre o sangue e a musculatura lisa dos vasos. No entanto, estudos com
artérias de coelhos sugeriram que o endotélio desempenha um papel importante na
vasodilatagdo. Esses estudos demonstraram que o relaxamento da musculatura lisa,
dependente do endotélio, poderia ser induzido pelo neurotransmissor acetilcolina.
Além disso, foi revelado que o endotélio esta envolvido tanto na vasodilatacao
guanto na vasoconstricdo (Versari et al., 2009; Ruviaro et al., 2020).

O oxido nitrico (NO) participa de diversas funcgdes fisioldgicas, incluindo o
relaxamento do mauasculo liso, que ocorre devido a ativacdo da guanilil ciclase
soluvel. Esse efeito é resultado das isoformas das enzimas sintetizadoras de NO
(NOS I, 1l e Ill), codificadas por genes diferentes e classificadas em duas familias:
NOS constitutiva (NOS | e NOS Ill) e NOS induzivel (NOS I1). As NOS constitutivas,
encontradas em células endoteliais (NOS 1ll ou eNOS), sdo ativadas pelo complexo
Ca2+/calmodulina e produzem pequenas quantidades de NO por periodos curtos,
com funcdes reguladoras do sistema cardiovascular (Moncada; Palmer; Higgs, 1991;
Knowles; Moncada, 1994).

O carbacol (CCh), um agente colinérgico que imita o efeito da acetilcolina
(ACh), possui maior resisténcia a degradacdo por colinesterases. Ao se ligar aos
receptores muscarinicos do tipo M3, presentes nas células endoteliais, o CCh ativa
esses receptores e desencadeia uma cascata de sinalizacdo que culmina na
ativacdo da enzima Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) (Goodman; Gilman,
2017)

A eNOS catalisa a conversao de L-arginina em NO, que se difunde para as
células da musculatura lisa dos vasos, ativando a guanilato ciclase. Essa enzima
converte GTP em GMP ciclico (cGMP), que promove o relaxamento muscular por
diversos mecanismos: aumento da atividade das bombas de célcio, reducdo da
ativacdo da MLCK e diminuicdo da sensibilidade da maquinaria contratil ao célcio,

mediada pela proteina cinase G (PKG), Figura 3 (Hoffman, 2002).
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Figura 3 - Mecanismo molecular de vasodilatacdo: papel do NO e outras moléculas

no relaxamento do musculo liso vascular.
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As endotelinas, peptideos de 21 aminoacidos produzidos pelas células
endoteliais, sdo potentes vasoconstritores, sendo ET-1, ET-2 e ET-3 0s principais.
Esses peptideos atuam de forma paracrina e autocrina, ligando-se a receptores
presentes nas ceélulas epiteliais e musculares lisas. Além das endotelinas, outros
vasoconstritores produzidos pelo endotélio incluem o tromboxano A2, um derivado
da prostaglandina H2. Além disso, a reducdo na producéo de 6xido nitrico (NO) ou
sua inativacdo pelo anion superoéxido (O2-) contribui para a contracdo do musculo
liso (Pawlina; Ross, 2018).

2.4 Doencas cardiovasculares

A hipertenséo, caracterizada por pressao arterial persistentemente alta (acima
de 140/90 mmHg), € comum e aumenta o risco de doencas cardiovasculares, como
aterosclerose e insuficiéncia cardiaca. Mais de 90% dos casos sao hipertensao
essencial, cuja causa € geralmente genética e associada ao aumento da resisténcia
periférica, possivelmente devido a deficiéncia de o6xido nitrico. A hipertenséo
secundaria resulta de condi¢cdes subjacentes, como doencgas enddcrinas. A pressao
alta pode levar a adaptacdo dos barorreceptores, resultando em regulacédo
inadequada da pressédo arterial e, com o tempo, a hipertrofia ventricular e

insuficiéncia cardiaca congestiva. O tratamento inclui bloqueadores de canais de
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calcio, diuréticos, beta-bloqueadores, inibidores da ECA e bloqueadores dos
receptores de angiotensina, com possiveis novos tratamentos futuros baseados em
avancos na fisiologia cardiovascular (Silverthorn, 2017).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, as doencas
cardiovasculares (DCVs) representam a principal causa de mortalidade global,
responsaveis por cerca de 17,9 milhées de ébitos em 2019, o que equivale a 32% de
todas as mortes globais. Desses falecimentos, 85% foram causados por ataque
cardiaco e derrame, com mais de trés quartos ocorrendo em paises de baixa e
média renda. Além disso, entre as 17 milhdes de mortes prematuras (antes dos 70
anos) por doencas nao transmissiveis 7 em 2019, 38% foram devido a DCVs. A
maioria dessas doencas pode ser prevenida ao se abordar fatores de risco
comportamentais e ambientais, como o0 uso de tabaco, dieta pouco saudavel,
obesidade, inatividade fisica, uso nocivo de alcool e poluicdo do ar. Detectar as
DCVs precocemente é crucial para permitir o inicio do tratamento adequado,
incluindo aconselhamento e medicamentos (OMS, 2017).

De acordo com um relatorio divulgado pelo Ministério da Saude, o niumero de
adultos diagnosticados com hipertensédo no Brasil aumentou em 3,7% ao longo de
15 anos. Os indices passaram de 22,6% em 2006 para 26,3% em 2021. O relatoério
também destacou um crescimento na prevaléncia entre os homens, com um
aumento de 5,9%. A pesquisa, realizada pela Secretaria de Vigilancia em Saude
(SVS) com base nos dados do Vigitel, mostrou uma reducdo em alguns grupos
etarios, principalmente entre adultos de 45 a 64 anos. Além disso, os Estados com
maior prevaléncia de hipertensdo foram Rio de Janeiro, Minas Gerais e Rio Grande
do Sul, enquanto Para, Roraima e Amazonas apresentaram os menores indices. O
indicador considera a populacdo acima de 18 anos que relatou ter sido
diagnosticada com hipertensédo, excluindo mulheres que tiveram o diagndéstico

durante a gravidez (Brasil, 2022).

2.5 Plantas medicinais

As plantas medicinais sdo amplamente utilizadas para fins terapéuticos,
sendo essenciais para 80% da populacdo global em cuidados priméarios de saude,
de acordo com a OMS. Elas podem ser usadas diretamente ou servir como base

para a sintese de medicamentos. A Spondias mombin Linn, por exemplo, é uma
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planta com multiplos usos etnomedicinais, empregada no tratamento de diversas
doencas como lepra, tosse severa, diarreia e inflamacdo. Suas propriedades
farmacoldgicas estao ligadas a sua composicao quimica e valor nutricional (Ogunro,
2023).

A éarvore de caja (Spondias mombin) é amplamente encontrada nas Americas
tropicais, especialmente nas regibes Norte e Nordeste do Brasil. Ela também é
presente na Asia e Africa, embora a maioria dos autores acredite que tenha origem
nas Américas. Pertencente a familia Anacardiaceae, essa arvore pode atingir 30
metros de altura, com tronco grosso e folhas compostas. Suas flores hermafroditas
favorecem a polinizacdo cruzada, mas apesar de produzir muitas flores, poucas se
transformam em frutos. Os frutos sdo drupas ovais de casca fina, variando do
amarelo ao laranja, com polpa suculenta e agridoce. As sementes sdo grandes e
localizadas no endocarpo (Mattietto; Matta, 2011).

O extrato da folha de Spondias mombin mostrou ser um potente abortifaciente
em estudos com animais, especialmente no final da gestacdo, semelhante a
ocitocina e prostaglandinas. Ele aumenta a contracdo uterina, potencializando
efeitos de substancias como acetilcolina e ocitocina, mas sem agir diretamente em
receptores muscarinicos ou adrenérgicos. O efeito uteroténico do extrato € mediado
pela entrada de calcio, bloqueada por nifedipina, e seu uso apresenta riscos de
toxicidade, incluindo morte fetal. Varios compostos foram identificados no extrato,
como saponinas e flavonoides, sugerindo que a atividade uterotonica pode ser
resultado da interacéo de multiplos constituintes (Amaechina et al., 2007).

Andlise qualitativa da composicdo quimica do extrato aquoso de folhas de S.
mombin coletadas no municipio Crato-CE identificou a presenca de compostos
fendlicos, taninos, flavonas, flavondis, xantonas e chalconas. Os compostos
majoritarios identificados nesse extrato incluiram quercetina, acido caféico,
catequina e kaempferol (De Freitas et al., 2022).

Outro estudo detalhou os constituintes de extratos obtidos de folhas de S.
mombin coletadas na regido central da Costa do Marfim. Destacou-se a presenca
dos acidos galico e elagico e seus derivados, bem como os flavondis quercetina,
kaempferol e miricetina. Além disso, foi demonstrada ac¢éo inibidora das enzimas
acetilcolinesterase e butirilcolinesterase pelos extratos obtidos das folhas dessa

espécie por diferentes maneiras (Sinan et al., 2021).
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Gobinath et al. (2022) destacaram a presenca de compostos fendlicos e
flavondides em extrato metandlico de folhas de S. mombin. A administragdo por via
oral desse extrato em ratos foi capaz de reverter prevenir o quadro de hiperglicemia
e alteracédo do perfil lipidico (aumento de lipoproteinas de baixa densidade e reducéo
de lipoproteina de alta densidade) induzido por estreptozotocina. Pereira et al.
(2020), através de modelo cirurgico de infarto do miocardio em ratos, demonstraram
gue a alimentacdo com racao enriquecida com polpa do fruto de S. mombin atenuou
a hipertrofia e reduziu a expressdo de colageno e marcadores inflamatérios no
musculo cardiaco afetado.

O extrato metandlico das folhas de Spondias mombin foi testado em ratos e
camundongos para avaliar seu efeito no sistema nervoso central e na pressao
arterial. O extrato protegeu 100% dos camundongos contra convulsdes induzidas
por eletrochoque e apresentou taxas de protecdo de 20%, 40% e 80% contra
convulsdes induzidas por pentilenotetrazol nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg,
respectivamente. Também comprometeu a coordenacdo motora dos animais. Nos
ratos, o extrato reduziu a pressao arterial de forma dose-dependente, com uma
gueda significativa nos niveis sistolicos, diastolicos e médios (Schultes, 1990).

O relaxamento do musculo liso também pode estar associado a compostos
como saponinas (esteroides) e alcaloides (ergots), conhecidos por influenciarem a
atividade muscular no atero. Alcaloides, por exemplo, podem inibir certas enzimas
em mamiferos e afetar horménios como o glucagon e o horménio estimulante da
tireoide, 0 que pode resultar no relaxamento da musculatura lisa. Estudos indicam
gue os fitoquimicos presentes na folha de S. mombin estdo relacionados a sua
atividade abortiva e oxitécica. Esses fitoquimicos sdo substancias bioativas naturais
das plantas, e diversos compostos, como fendis, taninos, flavonoides, alcaloides e
saponinas, foram isolados de S. mombin, contribuindo para as propriedades
bioativas de seus extratos (Valko et al., 2007).

No continente africano, S. mombin € empregada em diferentes contextos
relacionados a gravidez, por exemplo, hemorragias durante ou apds o parto,
estimulo de contracbes uterinas e até mesmo inducdo de lactacdo no pds-parto
(Ogunro et al., 2023; Pakoussi et al., 2018). O extrato hidroalcodlico (ESM) de folhas
dessa arvore é capaz de induzir aumento das contragbes espontaneas de
segmentos isolados de utero de ratas com efeito maximo observado na

concentracdo de 0,30 mg/ml. Este efeito foi inibido pelo anti-inflamatorio
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indometacina e pelo antagonista adrenérgico ioimbina, 0 que sugere que o efeito
estimulante do muasculo uterino depende, pelo menos em parte, da producédo de
prostaglandinas e estimulagcéo de receptores adrenérgicos (Pakoussi et al., 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Analisar os efeitos de extrato hidroalcoodlico de folhas de S. mombin sobre a

contratilidade de anéis de aorta isolada de ratos.

3.2 Especificos

e Implementar a metodologia de contratilidade de aorta isolada;

e Reproduzir resposta contratil pelo aumento de concentracdo extracelular de
potassio;

e Verificar a resposta relaxante dependente de endotelio, em preparacdes de
aorta isolada;

e Avaliar os efeitos do extrato hidroalcodlico de S. mombin em preparacfes de

aorta de ratos pré-contraidas com resposta submaxima de norepinefrina;
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo experimental de natureza pré-clinica.

4.2 Local de realizacao do estudo

Os experimentos e manipulacédo dos animais foram realizados no Laboratério
de Ensaios Farmacologicos (Labenfarm) e Biotério Professor Eduardo Barbosa
Beserra, ambos localizados no Campus | da Universidade Estadual da Paraiba,
situado a Rua Baraunas, 351, Bairro Universitario, Campina Grande-PB.

4.3 Material botanico

O extrato hidroalcodlico das partes aéreas de S. mombin foi produzido pela
técnica de tubolise, exsicata n® 003238/2021. As folhas foram isoladas durante o
periodo de fevereiro a marco de 2023 em um sitio particular encontrado no
municipio de Matinhas, semiarido paraibano, Brasil. A identificacdo da planta foi
realizada no Herbario Manuel de Arruda Camara (ACAM), na Universidade Estadual

da Paraiba.

4.4 Animais

Foram utilizados 5 ratos wistar (Rattus norvegicus), machos e fémeas,
pesando 160 a 250 g, provenientes do Centro de Bioterismo da UEPB. Os animais
foram mantidos sob temperatura de 23 +/- 1°C, umidade relativa de 40 a 60%,
ventilacdo e exaustdo de ar diretamente nas gaiolas microisoladoras. Essas gaiolas
microisoladoras contém grades, tampas e sistema de valvulas para insuflamento e
exaustao de ar, medindo 435 cm2, condicionara o numero maximo de 3 animais por
gaiola. Como os protocolos foram realizados no laboratério de Ensaios
Farmacoldgicos, os animais serdo aclimatados ao ambiente experimental.

Foram alimentados com ragéo para roedores de marca Quintia, esterilizada

por radiagdo gama, servida ad libitum, a agua disponibilizada foi filtrada em carvao
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ativado e 5 micras, esterilizada por autoclavagdo a 121°C por 20 minutos, também
ad libitum, a forracdo das gaiolas foi com maravalha de pinus, esterilizada por
radiacdo gama. A eutandsia ocorreu mediante aprofundamento anestésico,
utilizando-se a associacdo de Xilazina 2% (30mg/kg) e Ketamina 10% (300mg/kg),
pela via intraperitoneal.

O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Estadual da Paraiba, registrada com o n® 052/2024 (Anexo
A)

4.5 Solucgbes e drogas

As substéncias de alta pureza requeridas, como Cch e norepinefrina (NE),
foram adquiridas da empresa SIGMA® (St. Louis, MO, EUA). A solucéo fisiologica
utilizada na metodologia de contratilidade in vitro foi a solucdo de Tyrode com a
seguinte composicao: NaCl 136 mM, KCI 5 mM, MgCI2 0,98 mM, NaH2P0O4 0,36
mM, NaHCO3 11,9 mM, CaCl2 2 mM e Glicose 5,5 mM.

4.6 Contratilidade in vitro

A obtencéo dos 6rgaos, montagem na camara para orgao isolado e execucao
do experimento seguiu metodologia ja utilizada pelo Laboratério de Farmacologia do
Musculo Liso da Universidade Federal do Ceara (Carvalho et al.,, 2020;
Vasconcelos-Silva et al., 2014), conforme descrito a sequir.

Os animais foram eutanasiados por injecéo intraperitoneal de dose letal com a
associacao de cetamina 10% e xilazina 2% e, somente depois de confirmacédo do
Obito, ocorreu a abertura da caixa toracica e remocdo da aorta na sua porcao
toracica. A aorta foi transferida para placa Petri contendo solucao fisiolégica de
Tyrode para remocédo de tecido adjacente e divisdo em anéis de aproximadamente
0,5 cm de comprimento. Os anéis de aorta foram montados em dois triangulos de
aco inoxidavel que perpassam a luz dos tecidos.

Os anéis de aorta, presos por triangulos metélicos, foram presos na porcao
inferior a uma haste fixa e na porcdo superior a transdutores de forca em camaras
para 6rgaos isolados (Insight Ltda) contendo 10 ml de solucdo de Tyrode, pH 7,4,

mantida aquecida a 37°C e constantemente aerada com ar ambiente. Os sinais
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gerados pelo transdutor de forca foram registrados em um sistema de aquisicéo
computadorizado (Insight Ltda). Foi aplicada tenséo basal de 1,0 g aos tecidos e
estes permaneceram em repouso por cerca de 45 a 50 minutos, com trocas de
solucéo fisiolégica a cada 15 minutos. Encerrado o periodo de estabilizacdo, foram
realizados estimulos com elevagdo da concentracéo extracelular de K+ a 60 mM até

a obtencao de duas respostas de mesma magnitude.

4.7 Delineamento experimental

O sistema atualmente disponivel no Labenfarm disp6e de dois canais para
registro simultaneo, desta forma, cada animal empregado no experimento forneceu
um maximo de duas amostras para execucdo do protocolo experimental. Os

protocolos e animais empregados seguirdo conforme descrito a seguir:

e Protocolo 1: Efeito do acoplamento eletromecéanico induzido por potassio em

aorta isolada de ratos.

Para avaliar o efeito com o acoplamento eletromecéanico, preparacbes foram
estimuladas com potassio (60 mM), acrescentadas ao banho apds a estabilizacéo

das artérias a fim de analisar a integridade do tecido vascular.

e Protocolo 2: Efeito constritor da NE seguido de relaxamento induzido por CCh

em artérias isoladas de ratos.

Para verificar se o efeito vasorelaxante do CCh foram realizados
experimentos em que as preparacfes foram pré-contraidas com noradrenalina

(3nM) e posteriormente foi adicionado CCh 1uM.

e Protocolo 3: Avaliacdo do efeito do ESM sobre a contracdo induzida pela

noraprinefrina em artérias isoladas de ratos.

Com o objetivo de estudar o efeito ESM sob a influéncia da NE foram
construidas curvas concentracdo-efeito cumulativas obtidas pela exposi¢cdo de

preparacdes pré-contraidas com a noradrenalina (10nM). O ESM nas concentracdes
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de 100 pg/ml, 300 pg/ml, 600 pg/ml e 1000 pg/ml foram adicionadas sucessivamente
posteriormente apdés a contracdo induzida pela NE 10nM para a avaliacdo da
contratilidade de anéis de aorta isolada de ratos.

4.8 Analise estatistica

Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média. Foi utilizado o
GraphPad Prism 5.0. Os dados foram analisados pela andlise de variancia
(ANOVA), seguindo, quando necesséario, pelo teste de Dunnett. O nivel de
significancia foi fixado em 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Inicialmente foram realizadas as metodologias para validacdo do método, em
gue as preparacdes responderam com incremento de tensdo apos a adicao de K* na
concentracdo de 60mM, demonstrando estarem viaveis para realizacdo do
experimento. A resposta obtida a esse estimulo foi de 0,791 + 0,132 gramas de for¢ca
(gF) (n=8). Concentracbes menores que 29 mM de potdssio ndo conseguem
despolarizar a membrana o suficiente para abrir canais de célcio sensiveis ao
potencial em quantidade necessaria para gerar uma contracao muscular perceptivel.
No entanto, ele pode auxiliar a despolarizacdo e a contragdo quando combinado
com noradrenalina, embora apenas altas concentracdes de noradrenalina sejam
capazes de desencadear uma contracdo muscular evidente.

Concentracfes elevadas de potassio, entre 29 mM e 129 mM, provoca
despolarizacdo da membrana, mas apenas na presenca de célcio, pois é o influxo
de calcio que efetivamente despolariza a membrana A auséncia de contracdo
muscular detectavel ndo implica a inexisténcia de canais de célcio sensiveis ao
potencial abertos pelo potassio, mas sim que a quantidade aberta ndo é suficiente
para produzir uma contracao significativa (Bolton; Lang; Takewaki, 1984)

O acoplamento eletromecanico induzido pelo potassio gerou contracao
muscular ao despolarizar a membrana celular. Esse processo envolve uma entrada
de ions como Na+, K+ e Cl-, que altera o gradiente eletroquimico, resultando na
abertura de canais de calcio sensiveis a voltagem. Esse influxo de calcio, que segue
o gradiente de concentracdo do meio extracelular para o intracelular, ativa o tipo de
canal de calcio L (de longa duracédo). Este canal se abre com a despolarizacéo e
fecha na hiperpolarizacédo, sendo essencial para a continuidade da resposta contratil
muscular (Paiva; Farias, 2005).

De acordo com Rand (1970), a noradrenalina exerce um impacto consideravel
na atividade contratil da artéria mesentérica superior, onde niveis mais elevados
dessa substancia levam a contracdes mais fortes e irregulares. Para que ocorra a
contracdo, sdo necessarias concentracdes superiores a 10 ng/ml, enquanto apenas
concentragbes ainda mais altas sao capazes de provocar a despolarizagcdo do
potencial de membrana. Essa relacdo demonstra a complexidade da resposta
vascular a noradrenalina, que pode variar entre diferentes tipos de vasos. Além

disso, a ativacdo dos receptores pela noradrenalina apresenta um efeito variavel
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tanto no potencial de membrana quanto no potencial eletrénico. Concentragdes mais
baixas ndao tém um impacto significativo no potencial da membrana, mas
despolarizagbes mais intensas geradas pela noradrenalina resultam em uma
diminuicdo desse potencial, indicando uma interagdo complexa entre os canais
ibnicos e a resposta elétrica da membrana.

A adicdo do agonista adrenérgico, noradrenalina, na concentragédo de 3 nM a
solucdo, induziu uma contracao de 1,015 + 0,150 gF (n=8). Ainda sob o platd dessa
contragdo, a adicdo de CCh 1pM foi capaz de induzir um relaxamento de 95,56
+1,93% (n=8) dessa pré-contracdo com noradrenalina. A Figura 7 apresenta um dos
tracados experimentais obtidos com essa resposta. A resposta inibitéria promovida
pelo CCh parece depender da presenca de endotélio funcional, pois este libera
fatores relaxantes que modulam a contracdo do musculo liso vascular. Na auséncia
do endotélio, o efeito de relaxamento € perdido, e o0 musculo liso responde ao
estimulo de forma contratil, evidenciando a importancia do endotélio na mediacao do
relaxamento vascular (Kuriyama; Suzuki 1978).

O protocolo que investiga o relaxamento induzido por CCh sobre o efeito da
NE em artérias isoladas de ratos é bem visivelmente ilustrado pelos tragcados. Com a
adicdo da NE, um neurotransmissor adrenérgico, que ativa a fosfolipase C (PLC) por
meio da proteina G. Essa ativacdo gerou a hidrolise do fosfatidilinositol, resultando
na formacdo de inositoltrifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 se liga a
receptores especificos no reticulo sarcoplasmatico (RS), promovendo a liberacéo de
jons de calcio para o citoplasma, enquanto o DAG, juntamente com o aumento de
célcio, ativa a proteina quinase C (PKC). Este aumento de Ca?* também ativa a
calmodulina e proteina quinase dependente de calcio/calmodulina (CaMK),
resultando na contracdo do muasculo liso vascular (Karnik et al., 2015).

A acdo contratil da NE é atenuada pela CCh, um agonista muscarinico, apés
sua aplicacdo. No contexto da acdo do CCh, sabemos que seu principal receptor
envolvido nesse processo € o receptor muscarinico de acetilcolina (M3), localizado
nas células endoteliais. Quando o CCh se liga aos receptores M3 no endotélio, isso
estimula a producdo de 6xido nitrico (NO), que se difunde para o musculo liso
vascular e causa o relaxamento, promovendo a vasodilatacdo (Furchgott; Zawadzki,
1980). Na Figura 4, os tracados demostram bem isso, onde apds a estabilizacéo a
nivel basal foi aplicado a NE é vista apresentando uma contragdo (Karnik et al.,
2015).
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Figura 4 - Registro representativo do efeito do CCh na contracdo sustentada

induzida por NE em artérias isoladas de ratos.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Em segmentos de aorta com endotélio preservado, a adicdo de noradrenalina
(10 nM) em meio contendo calcio desencadeou uma resposta contratil de 1,255 +
0,145 gF (n = 8). Durante o platd dessa resposta, foi adicionado o extrato de
Spondias mombin (100-1000 pg/ml), demonstrando um efeito dual. Concentracdes
mais baixas (100 e 300 pg/ml) aumentaram a contracdo prévia de NE para 112,08 +
7,30% e 109,18 + 13,02%, respectivamente. Ja as concentracfes mais altas (600 e
1000 pg/ml) induziram relaxamento da pré-contracdo, reduzindo-a para 93,66 *
9,85% e 62,9 = 11,59% (n = 8). Apenas a concentracdo de 1000 pg/ml apresentou
efeito estatisticamente significativo (p < 0,05, ANOVA, pos-teste de Dunnett; Figuras
5e6).
Figura 5 - Registro representativo do efeito dual do ESM em contracao induzida por

NE em artéria isolada de rato.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Figura 6 - Efeito do ESM na contra¢do induzida por NE em artérias isoladas de rato.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Este estudo investigou o efeito do ESM em concentragcbes variadas sobre a
contratilidade da aorta isolada de rato, com foco nos compostos bioativos presentes,
como taninos, flavonoides, fendis, saponinas e alcaloides. Compostos como
alcaloides e saponinas sao conhecidos por influenciar a contracdo muscular
vascular. Por exemplo, Sandraei (2003) relatou que fragGes ricas em alcaloides,
como as de P. spinosa, inibem a contratilidade muscular de forma dose-dependente;
por exemplo, uma concentracdo de 10 pg/ml quase anulou a resposta contratil do
ileo ao KCI, efeito revertido apos lavagem com solucdo de Tyrode. Saponinas em
concentragcfes elevadas também demonstraram efeito inibitorio sobre contracfes
induzidas por KCI, destacando o papel desses compostos no controle da
contratilidade.

No ultimo protocolo deste estudo, foi observado um efeito dual do ESM. Em
concentragfes baixas, 0 extrato induziu contracdo, enquanto em concentracdes
altas promoveu relaxamento. Dada a composicdo diversa do extrato e os efeitos
observados, os mecanismos envolvidos ainda ndo podem ser determinados.
Estudos adicionais, incluindo protocolos que avaliem a acdo do extrato na auséncia
de endotélio e na presenca de outras drogas, serdo necessarios.

De acordo com Brozovich (2016), a atividade relaxante muscular,
especialmente no contexto de relaxamento do muasculo liso vascular, desempenha
um papel fundamental na saude cardiovascular, contribuindo para a regulacdo da
pressao arterial, o fluxo sanguineo e a prevenc¢do de condigbes como hipertensao e

aterosclerose. Sua modulagcdo, seja por vias naturais (como o NO) ou
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farmacoldgicas, € um dos pilares no tratamento e preven¢do de uma ampla gama de

doencas cardiovasculares.
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7 CONCLUSAO

A metodologia de contratilidade de anéis de aorta isolada foi implementada
com sucesso no Laboratério de Ensaios Farmacologicos da UEPB, onde as
preparagfes responderam em acordo com a literatura a estimulos ja consolidados
na Fisiologia e Farmacologia, como a contracdo mediante aumento da concentragao
extracelular de K*, contracdo mediada por agonista adrenérgico e relaxamento
mediado por agonista colinérgico.

Este estudo evidenciou que o extrato hidroalcoolico da Spondias mombin
modula a resposta vascular de maneira concentracdo-dependente, com
concentracfes mais baixas aparentemente promovendo aumento da pré-contracao
com norepinefrina, enquanto concentracdes elevadas induzem relaxamento. A Unica
concentracdo que apresentou diferenca estatistica em relacdo ao estimulo controle
foi a de 1000 pg/ml.

Em suma, os resultados sugerem que a regulacdo da atividade contratil do
musculo liso vascular € multifatorial e dependente da interacdo entre

neurotransmissores, ions e compostos bioativos de origem vegetal.
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ANEXO A - CERTIFICADO DA CEUA

GEuA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “AVALIACAO DE EXTRATO HIDROALCOOLICO DE
SPONDIAS MOMBIN L. SOBRE A CONTRATILIDADE DE ANEIS DE AORTA ISOLADAS
DE RATO?”, registrada com o n° 052/2024, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Vanda Licia dos
Santos, que envolve o uso de Rattus norvegicus wistar, para fins de pesquisa cientifica, encontra-
se de acordo com os preceitos da Lei 11.794, de 08 de outubro de 2008, com o decreto 6.899 de 05
de julho de 2009, com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo
Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela Comissao de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual da Paraiba.

Finalidade () Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigeéncia da autorizagao 08/2024 a 08/2025
Espécie/linhagem/raga Rattus norvegicus wistar

N° de animais 15 (quinze) / 08 machos e 07 fémeas
Idade/Peso 06 a 10 semanas/ 160g a 250g

Sexo fémeas e machos

Origem Centro de Bioterismo da UEPB

Informacgio ao pesquisador:

Lembramos que a pesquisadora responsavel devera encaminhar a CEUA-UEPB o Relatorio Final
baseado na conclusao do estudo e na incidéncia de publicagdes decorrentes deste, de acordo com o
disposto na Lei n° 11.794 de 08/10/2008, e Resolugdo Normativa n°. 01, de 09/07/2010 do
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal-CONCEA. O prazo para entrega do
relatorio é de até 30 dias apos o encerramento da pesquisa, previsto para conclusio em
08/2025.

Campina Grande, 23 de agosto de 2024.

Coordenadora da CEUA/UEPB

Comisséo de Etica no Uso de Animais — ceuauepb@gmail.com
Universidade Estadual da Paraiba — Rua Baraunas, 351
Bairro Universitario — Campina Grande (PB)

CEP 58429-
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