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Avaliacéo dos efeitos de uma fracgdo polifendlica de Oxalis pes-caprae L. sobre 0s
recetores adrenérgicos em artéria mamaria interna humana

RESUMO

A Oxalis pes-caprae L. é uma planta da familia Oxalidaceae oriunda da Africa do Sul e
subespontanea na regido mediterranica e Europa Ocidental. De entre os compostos
presentes nas folhas desta planta destacam-se os flavondides, nomeadamente os derivados
da luteolina e apigenina. Os flavondides sdo um grande grupo de metabolitos secundarios
das plantas e ttm numerosas propriedades farmacoldgicas e bioldgicas.

No sistema cardiovascular, mostraram varios efeitos benéficos, incluindo propriedades
vasodilatadoras. Mais especificamente, mostraram efeitos inibitdrios em resposta as
contracdes induzidas pela noradrenalina. Desta forma, 0s recetores adrenérgicos
responsaveis pelo efeito vasoconstritor induzido pela noradrenalina podem ter, também,
um papel importante no efeito vasodilatador dos flavonoides presentes no extrato de folhas
da Oxalis pes-caprae L.

No entanto, ndo existem estudos a nivel vascular, que relacionem o vaso-relaxamento
mediado pelos flavondides presentes no extrato de folhas da Oxalis pes-caprae L. com 0s
recetores adrenérgicos. Neste trabalho pretende-se dar uma contribuicdo nesse sentido,
utilizando artérias mamarias internas humanas provenientes de doentes sujeitos a cirurgias
de revascularizacdo coronaria.

Os resultados confirmam que os flavondides presentes no extrato de folhas da Oxalis pes-
caprae L. ttm um efeito inibitdrio as contragcdes induzidas pela noradrenalina. A fracdo
polifendlica ndo induziu um efeito contractil na artéria mamaria interna humana mas
provocou um desvio da curva concentracdo-resposta da NA para a direita, com diminuicao
significativa do seu efeito contractil maximo, o que pode indicar um antagonismo do tipo
ndo-competitivo.

Os resultados com os antagonistas dos recetores adrenérgicos a mostram que a fracdo
polifendlica presente no extrato de folhas da Oxalis pes-caprae L. utilizada neste estudo,

nao tem afinidade para os recetores o presentes na artéria mamaria interna humana.

Palavras-chave

Fracdo polifendlica; flavondides; Oxalis pes-caprae L.; noradrenalina; recetores
adrenérgicos; artéria mamaria interna humana






Evaluation of a polyphenolic fraction from Oxalis pes-caprae L. on adrenergic
receptors in the human internal mammary artery

ABSTRACT

Oxalis pes-caprae L. is a plant from the family Oxalidaceae, native of South Africa and
widespread in the Mediterranean area and Western Europe. Among the compounds present
in the leaves of this plant, flavonoids (especially derivatives of apigenin and luteolin) are
worth investigating. Flavonoids are an important group of secundary plant metabolites with
a wide range of biological and pharmacological properties. These compounds have shown
benefic cardiovasculatory effects. More specifically, they have inibitory effects in response
to the constractions induzed by noradrenaline. Therefore, the adrenergic receptors
responsable for the vasoconstrictor effect induced by noradrenaline may have an important
role in the vasodilatory effect caused by flavonoids present in the leaf extract of Oxalis
pes-caprae L.

However, there aren’t vascular studies on the relationship between the vasodilatory effect
mediated by flavonoids present in the leaf extract of Oxalis pes-caprae L. and its
interaction with adrenergic receptors. This work gives a contribution on that subject, using
human internal mammary arteries from pacients undergoing coronary bypass surgery.

The results confirm the inibitory effect of flavonoids from the extract of Oxalis pes caprae
L. to the contractions induced by noradrenaline. The polyphenolic fraction didn’t induce
any contractible effect on human internal mammary artery. It shifted the concentration-
response curve of noradrenaline to the right, with significant reduction in the maximum
contractile effect, which may indicate a non-competitive type of antagonism.

The results with the a-adrenergic receptors antagonists show that the polyphenolic fraction
present in the leafs extract of Oxalis pes-caprae L. used in this study, has no affinity for

the a-adrenergic receptors present in human internal mammary artery.

Keywords

Polyphenolic fraction; flavonoids; Oxalis pes-caprae L.; noradrenaline; adrenergic
receptors; human internal mammary artery
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ESTRUTURA DA DISSERTACAQO

Esta dissertacdo € composta por duas partes que abrangem trabalhos experimentais
distintos.

A primeira parte consistiu na preparacao da fracdo polifendlica do extrato de folhas da
planta Oxalis pes-caprae L. utilizada neste estudo, colhida em Coimbra. Este trabalho
prético desenvolveu-se no Laboratdrio de Farmacognosia da Universidade de Coimbra.

A segunda parte consistiu em avaliar o efeito vascular dessa mesma fracdo polifendlica as
contracdes induzidas pela noradrenalina em artérias mamarias internas humanas
provenientes de doentes sujeitos a uma cirurgia de revascularizacdo coronaria. Todos estes
procedimentos tiveram em conta o objetivo principal deste trabalho, estudar o papel dos
recetores adrenérgicos nesse efeito vascular. Este trabalho pratico desenvolveu-se no
Laboratorio de Farmacologia da Universidade de Coimbra.

Desta forma, na maioria dos capitulos desta dissertacdo (materiais e métodos, resultados e
discussdo), faz-se uma separacdo dos contetdos relativos a cada parte do trabalho.






CAPITULO 1

INTRODUCAO







1. INTRODUCAO

Ao longo deste capitulo serd feita uma revisdo bibliografica sobre temas considerados
importantes para uma melhor compreenséo do trabalho experimental desenvolvido.

Assim, faz-se uma abordagem do SNS (subcapitulo 1.1). Por sua vez, como a estimulacéo
das células nervosas simpaticas, resulta na libertacdo de catecolaminas (subcapitulo 1.2)
que atuam nos recetores adrenérgicos acoplados a proteinas G, referem-se propriedades e
efeitos relevantes destes recetores (subcapitulo 1.3).

Apdbs esta abordagem generalizada, é feito um enquadramento tedrico dos efeitos dos
recetores adrenérgicos no sistema cardiovascular (subcapitulo 1.4), com particular
destaque ao nivel vascular (subcapitulo 1.5), na AMIH (subcapitulo 1.6).

Tendo em conta o objetivo do trabalho realizado, evidenciam-se as caracteristicas da planta
Oxalis pes-caprae L., nomeadamente as propriedades de alguns dos seus compostos
isolados com atividade cardiovascular. Em particular, na AMIH, faz-se uma correlacdo dos
efeitos vasculares dos flavondides com os efeitos vasculares da NA nesta artéria
(subcapitulo 1.7).

Por fim, aborda-se a HTA, nomeadamente a sua terapéutica atual e perspetivas futuras e a
relacdo desta patologia com o sistema nervoso simpatico e os recetores adrenérgicos

(subcapitulo 1.8).



1.1 Sistema nervoso simpatico

O sistema nervoso autonomo (SNA) tem trés divisdes principais: simpatica (SNS),
parassimpatica (SNP) e entérica (SNE). O SNA transmite todas as informacoes
importantes do sistema nervoso central (SNC) para o resto do organismo e encontra-se
praticamente fora da influéncia do controlo voluntario. E responsavel pela contragio da
musculatura lisa, batimentos cardiacos e metabolismo energético, entre outros.

Os efeitos gerais do SNS sdo: midriase, inibi¢do da salivacao, relaxamento dos brénquios,
aceleracdo dos batimentos cardiacos, inibicdo da atividade estomacal, estimulagdo da
producdo de glicose, inibigdo do peristaltismo e relaxamento da bexiga.

Ao nivel cardiovascular, 0 SNS é responsavel pela vasoconstricdo e vasodilatacdo que
controlam a pressao sanguinea e a resisténcia vascular periférica (RVP). Sob influéncia do
SNS, a frequéncia cardiaca (efeito cronotropico positivo) e a forca de contracdo (efeito
inotropico positivo) podem aumentar. O sistema arterial, particularmente as arteriolas, é
mais densamente inervado pelo sistema simpatico do que o sistema venoso. A
vasoconstricdo simpatica é particularmente marcada no sistema renal, leitos vasculares

cuténeos e musculos esqueléticos.

O sistema simpatico é composto por dois tipos de neurénios: pré e pos-ganglionares.

Os neuronios pré-ganglionares simpaticos estdo localizados na coluna intermediolateral
das regides lombares e toracicas da medula espinal. Os seus axdnios deixam o SNC para
entrar nas cadeias paraventrais dos dois lados da coluna vertebral. Os neurénios pos-
ganglionares também estdo localizados nos ganglios paraventrais que se encontram perto
da aorta e das suas ramificacdes abdominais principais. Os ganglios paraventrais sdo
estruturas difusas que fazem parte dos plexos autdnomos do abdémen e pélvis.

As fibras pos-ganglionares terminam em 0Orgéos efetores, onde libertam principalmente
noradrenalina (NA), razdo pela qual estes neurénios pds-ganglionares sdo denominados
adrenérgicos. As fibras simpaticas também controlam a medula supra-renal. A medula
supra-renal é uma parte essencial do sistema simpatico, tal como as células cromafins na
medula semelhantes a neurdénios pos-ganglionares sem axonio. As células cromafins
expressam uma enzima que converte a NA em adrenalina (A). Assim, a A alcanca as
células alvo e os 6rgdos como uma hormona via circulagcdo enquanto a NA deriva dos

nervos simpaticos e, numa dimensao menor, da medula supra-renal [1].



1.2 Catecolaminas

1.2.1 Descoberta

Em 1856, Vulpian aplicou uma solucédo de cloreto de ferro em porc¢des de glandula supra-
renal e notou que a medula ganhava uma coloracao verde enquanto o cértex ndo. Também
observou gque a mesma reagdo ocorria em amostras de sangue venoso que saem da supra-
renal mas ndo no sangue arterial que entra na glandula. Vulpian assumiu que a medula
sintetizava uma substancia que era libertada para a circulacéo [2].

Em 1895, Oliver e Schafer demonstraram a primeira acdo farmacoldgica das catecolaminas
com a administracdo de extratos de glandula adrenal e o consequente aumento da pressao
arterial [3].

Abel e Crawford, em 1897, denominaram o composto encontrado de "epinefrina” [4]. No
entanto, o derivado mono-benzdico isolado foi menos ativo que 0s extratos e a busca para
0 composto bioativo continuou. Em 1901, Takamine, isolou o principio ativo e designou-o

de "adrenalina” [5].

1.2.2 Definicdo e caracterizacdo

As catecolaminas sdo compostos que contém um grupo catecol (um anel benzeno com dois
grupos hidroxilo adjacentes) e uma cadeia lateral amino [1,6]. Do ponto de vista
farmacoldgico, as catecolaminas mais importantes sdo: a NA, o principal transmissor das
fibras pds-ganglionares libertado pelas terminacdes nervosas simpaticas; a A, a maior
hormona secretada pela medula supra-renal e a dopamina, o percursor metabolico da
noradrenalina e adrenalina, também transmissor/neuromodulador no sistema nervoso
central [6]. As trés aminas sdo chamadas de catecolaminas biogénicas e estdo envolvidas
na regulacdo da coordenacdo motora e da memoria, regulacao do ciclo do sono bem como
nas fungdes viscerais e enddcrinas [7]. A isoprenalina/isoproterenol é uma catecolamina,
uma vez que é um derivado sintético da NA ndo encontrado no organismo, mas ndo faz

parte das aminas biogénicas porque ndo tem uma cadeia lateral amino [6,7].

A NA é um neurotransmissor que se encontra no sistema nervoso periférico e SNC, onde

regula uma variedade de processos fisiologicos que incluem o humor, a aprendizagem e a



memoria, a quantidade de sangue que chega aos tecidos e o metabolismo e esta
diretamente envolvida na regulagdo do sono, agressividade e no grau geral de alerta e
excitacdo do organismo [7,8]. A sua principal funcdo é orquestrar a resposta do corpo ao
stresse, que culmina num aumento da frequéncia cardiaca e da pressao arterial (PA),
melhor mobilizacdo de energia e reflexos neuroniais. Os nervos simpaticos dos rins e do

musculo esquelético sdo as principais fontes de NA [7-9].

A A, muitas vezes tratada apenas como uma hormona enddcrina, também €& um
neurotransmissor libertado nos neurdnios adrenérgicos centrais e periféricos [10-12]. E
responséavel pelos processos metabdlicos e fisioldgicos que se iniciam em resposta ao
stresse [7]. E muito ativa no coragio e nos pulmdes, é responsavel pelo redirecionamento
do sangue da pele para os muasculos esqueléticos e tem um efeito estimulador importante
no metabolismo do glicogénio no figado [7,13]. E indispensavel para manter a pressio
sanguinea normal e pelas respostas cardiacas ao stresse [14,15]. Os neur6nios que
sintetizam A estdo envolvidos na homeostase cardiovascular, tanto em condicdes

fisiolégicas como patofisiologicas [16-19].

Nos adultos, a A representa aproximadamente 80% do conteldo de catecolaminas na

medula supra-renal e a NA representa cerca de 20% [20].

1.2.3 Sintese

A sintese das catecolaminas (fig.1) inicia-se no citoplasma das células nervosas simpaticas,
ou de celulas cromafins, pela hidroxilagdo do carbono 3 de uma molécula de tirosina,
através da acdo da hidroxilase da tirosina, que fica ativa apds estimulacdo dos nervos
simpaticos e/ou da medula supra-renal, para formar L-3,4-dihidroxifenilalanina [9].

Esta, por sua vez, é descarboxilada para formar dopamina, pela descarboxilase dos
aminoacidos aromaticos. Posteriormente, pode ser transportada para vesiculas secretoras,
onde ¢ B-hidroxilada pela B-hidroxilase da dopamina para dar origem & NA. A NA, em
grande parte, ¢ N-metilada pela N-metiltransferase da feniletanolamina [21], enzima
citoplasmatica presente sobretudo na medula supra-renal, dando origem a A.

A A é transportada para as vesiculas, onde é armazenada juntamente com a NA.



Nos neurdnios adrenérgicos, as enzimas que participam na formacdo de NA séo
sintetizadas nos corpos dos neuronios e sdo depois transportadas ao longo do axdnio para

0s seus terminais [22,23].
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Fig.1- Esquema da via sintética da A a partir da tirosina.
Indicacdo da enzima responsavel por cada etapa da
transformacdo. (Adaptado de: Rang, et al., 2003)

1.2.4 Armazenamento e transporte

Nos neurdnios, as catecolaminas estdo contidas em vesiculas e, na medula supra-renal,
estdo armazenadas em granulos cromafins.

O processo de armazenamento diminui 0 metabolismo intraneuronial dos transmissores e a
sua fuga para fora da célula, o que permite controlar o gradiente de concentracdo através da
membrana do plasma e evitar possiveis efeitos tdxicos que possam ocorrer quando a
concentracdo citoplasmética de catecolaminas excede determinado nivel [24,25]. O
processo de armazenamento € mediado por transportadores especificos vesiculares [25-27]
(fig.2, seccdo 1.2.6).



O transportador vesicular de monoaminas (VMAT) é responsavel pelo transporte de
catecolaminas para vesiculas de armazenamento. Existem duas isoformas do VMAT
estreitamente relacionadas: 0 VMAT-1, presente principalmente nas células endocrinas e
paracrinas e 0 VMAT-2, predominante no sistema nervoso. Este transporte vesicular é
regulado pelo pH, por gradientes de potencial que séo estabelecidos por bombas de protbes
dependentes de ATP, entre outros [28-33].

As reservas de catecolaminas sdo repostas, além da sintese de novas moléculas, por
transporte ativo, através do transportador da noradrenalina (NET) [34], que recapta as
catecolaminas previamente libertadas para o terminal pré-sinaptico. Para além do NET,
existem também transportadores que captam as catecolaminas para células extraneuroniais.
O transportador extraneuronial de monoaminas (EMT) é o mais importante. Cerca de 5%
das catecolaminas sdo captadas por ele e as restantes, cerca de 8%, sofrem difusdo para a
circulacéo.

Os neuronios utilizam as alteracdes do NET para se adaptarem as mudangas na
transmissdo. Estudos cinéticos mostram que a ligacdo do Na* e do ClI" ao NET é um pré-
requisito para o substrato se ligar ao transportador [36]. O gradiente de Na* ao longo da
membrana plasmaética é a forgca motora que dita a direcdo (normalmente para dentro) do
transporte de neurotransmissores. O potencial negativo da membrana intracelular também
contribui para a forca motora mencionada anteriormente e é criada principalmente pelo
gradiente de K*. O NET tem maior afinidade para a NA do que para a A [37-39].

A captacdo extraneuronial, torna-se particularmente importante na remogdo de
catecolaminas libertadas em tecidos onde existe uma elevada concentragéo de recetores
adrenérgicos.

A A é predominantemente inativada pelo transporte extraneuronial quando secretada
diretamente para a corrente sanguinea da medula supra-renal, ao contrario da NA que €

maioritarimente recaptada pela via neuronial [38].



1.2.5 Libertagéo

A despolarizacdo do terminal do axénio provoca a libertacdo de catecolaminas na fenda
sinaptica (fig.2, seccdo 1.2.6). O conteudo das vesiculas (polar), incluindo enzimas,
neurotransmissores e hormonas, é libertado para o exterior através de um processo
denominado exocitose. Esta libertagdo € desencadeada pela agdo da acetilcolina, libertada
por fibras pré-ganglionares. Nas células cromafins da medula supra-renal, a acetilcolina
liga-se a recetores nicotinicos e permite o aumento do Ca?* citosolico, através do seu
influxo por canais dependentes de voltagem.

Assim, ocorre a libertagdo de Ca?* a partir de reservas intracelulares (principalmente do
reticulo endoplasmatico), promovendo a fusdo das membranas das vesiculas com a

membrana celular, com subsequente exocitose das catecolaminas [35].

1.2.6 Metabolismo

As duas principais enzimas envolvidas na degradacdo das catecolaminas (fig.2) sdo a
monoamino oxidase (MAO), localizada na membrana externa da mitocondria nos
neurdnios [40] e em células extraneuroniais [34], e a catecol-O-metiltransferase (COMT)
gue se encontra em células extraneuroniais (figado, rins e células cromafins) [41,42].

A MAO é uma flavo-proteina com o dinucleétido adenina flavina como cofator [43] e tem
duas isoformas, a MAO-A e a MAO-B. A A e a NA séo substratos preferenciais da MAO-
A [44, 45].

A COMT é uma enzima intracelular que catalisa a transferéncia de um grupo metil da S-
adenosil-L-metionina para um dos grupos hidroxilo no catecol, na presenca de Mg?* [42].
O principal mecanismo que reduz o tempo de vida das catecolaminas no espaco
extracelular é a captacdo por transporte ativo € ndo 0 metabolismo enzimético [46-48].
Apenas quando a MAO e a COMT estdo ambas inibidas ou sujeitas a concentracdes
saturantes de substrato, é que a eliminacdo das catecolaminas pelo organismo € afetada
significativamente [49].

O transportador VMAT-2 (mencionado na sec¢do 1.2.4) tem maior afinidade para a NA
gue a MAO o que implica que, mais de 70% da NA recaptada pelo NET, é sequestrada
para vesiculas de transporte antes de ser metabolizada [50]. Assim, em condigdes

fisioldgicas normais, a inibicdo da MAO tem um efeito pouco relevante [51,52].



Tanto nas células neuroniais como extraneuroniais, a inativacdo das catecolaminas ocorre
de uma forma coordenada, com a captacdo seguida de metabolismo [52]. A maioria do
metabolismo ocorre nas mesmas células onde as catecolaminas sdo produzidas, mesmo
antes da sua libertacéo exocitica [35].

O 3,4-dihidroxifeniletilenoglicol (DHPG) é o principal metabolito da NA antes da
libertagdo ou recaptacdo da NA e é também um metabolito desaminado da A. E formado
no citoplasma dos nervos simpaticos a partir da NA por desaminagdo sequencial da NA
pela MAO para formar dihidroxifenilglicoaldeido. Este é posteriormente reduzido pela
aldeido redutase ou aldose redutase, para formar DHPG ou é oxidado pela aldeido
desidrogenase para formar acido 3,4-dihidroximandélico. Nas células extraneuroniais, 0
DHPG é metabolizado pela COMT para formar 3-metoxi-4-hidroxi-fenilglicol (MHPG) ou
vai diretamente para a corrente sanguinea [48, 53]. A A é preferencialmente metabolizada
pela COMT, dando origem & metanefrina e esta pode ser, mais tarde, metabolizada pela
MAO a 3-metoxi-4-hidroxifenil-glicoaldeido e pela aldeido redutase, para formar MHPG.
Este é também metabolizado e pode ser transformado em &cido vanilmandélico (VMA)
pela alcool desidrogenase e aldeido desidrogenase. O VMA € o principal metabolito das

catecolaminas na urina. Todos os metabolitos das catecolaminas séo inativos [53].

@ catecolamina
A co-fransmissor
) metabolitc da COMT
4 metabolito da MAD
HIEE COMT
4% MAD

Terminal do axénic

: rfvadl
VIMAT (-1 MAC
i3
£13
NET / m . auto-receptor
o=
L ]
Fﬂf'EDMT s %— Receptores alfa ou beta
& 1
* - a © IS cascata de
' sinalizagio
célula pds-sindptica J

Fig.2- Catecolaminas no terminal do axo6nio. Este tem
armazenamento  de  neurotransmissores  (catecolaminas) e
cotransmissores. Legenda: COMT- catecol-O-metiltransferase,
MAO- monoamino oxidase, EMT- transportador extraneuronial de
monoaminas, VMAT- transportador vesicular de monoaminas, NET-
transportador da noradrenalina. (Adaptado de: Costa, et al., 2012)



1.3 Recetores adrenérqgicos e proteinas G

Foi Langley em 1905 [54] quem propés, pela primeira vez, a ideia de recetores de
transmisséo, ao afirmar que os farmacos e os impulsos nervosos ndo atuavam diretamente
no musculo mas sim em “substincias acessorias” a que mais tarde se referiu como
“substancias recetivas”. Hoje em dia, os recetores da NA e A sdo denominados recetores

adrenérgicos [55] e localizam-se na membrana de algumas células.

Existem dois grandes tipos de recetores adrenérgicos: alfa (a) e beta (B). Os recetores alfa
séo divididos em dois subgrupos, oz e oz, e 0s recetores beta em trés subgrupos, B1, B2 e B3
[56]. Os recetores a1 e a2 ainda se subdividlem em oua, 0B € 01D € O2A, O2B € 02C,
respetivamente [57].

A resposta que se segue a ativacdo dos recetores adrenérgicos por catecolaminas
enddgenas ou substancias agonistas exdgenas resulta dos efeitos mediados pelas proteinas

G com a geracdo de segundos mensageiros e/ou ativacdo de canais ionicos [58] (fig.3).
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As proteinas G séo heterotriméricas e consistem em duas unidades funcionais: a guanina
de liga¢ao ao nucleotido, subunidade Ga e o dimero Gy [59-64]. Contém sete dominios
transmembranares que estdo ligados por trés “loops” inter-helicais em cada lado da
membrana: trés extracelulares com o terminal “N” extracelular e trés intracelulares com o
terminal “C” citoplasmatico. Estes terminais da subunidade Ga, sdo os locais chave para o
acoplamento [61]. Quando ocorre ativacdo, o heterotrimero dissocia-se nas unidades
funcionais que modulam a atividade de um elevado nimero de efetores. Estas proteinas séo
tipicamente divididas em quatro classes principais de acordo com a semelhanca da
primeira sequéncia primaria de Ga: Gas (estimuladora), Gai (inibitoria), Gog/11 e Gal2.
A funcgdo dos recetores acoplados a proteinas G é catalisar a troca de GDP por GTP na
subunidade alfa. [62-65].

1.3.1 Recetores adrenérgicos o1

Estdo acoplados a proteina Geq11 cOm consequente ativagdo da fosfolipase C (PLP C).
Esta, por sua vez, promove a hidrélise do bifosfato fosfatidilinositol produzindo trifosfato
de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). Este atua como segundo mensageiro e medeia a
libertagdo de Ca?* de reservas ndo mitocondriais e ativa outras vias de sinalizagdo. De
seguida, o DAG ativa a proteina cinase C (PC C) [57,66,67].

Os trés subtipos de recetores a1 tém diferentes afinidades no acoplamento com a proteina
G que segue a ordem: a1a> 018> a1p [66,67].

Os recetores a1 S80 encontrados no masculo liso dos vasos sanguineos, bronquios, trato
intestinal, Utero e bexiga. Geralmente a sua ativagdo provoca vasoconstri¢do por contracdo
do musculo liso vascular, relaxamento do musculo liso gastrointestinal (excecdo), secrecao

salivar e glicogendlise hepatica [86].

1.3.2 Recetores adrenérgicos o2

Acoplam predominantemente com a proteina G, inibindo a atividade da adenilciclase
(ADC) [68,72]. A sua estimulacdo pode levar a ativacdo do mecanismo de troca Na*/H*
[73], inibicdo da abertura dos canais de Ca?* dependentes de voltagem [69] ou ativagdo dos
canais de K* [70]. O efeito final das vias mencionadas é a hiperpolarizacdo da membrana

plasmatica.
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Os recetores a2 quando localizados pré-sinapticamente, sdo responsaveis pela inibicdo da
transmissdo  nervosa  designando-se  autorecetores  porque  sdo  ativados
pela primeira substancia libertada pelos terminais nervosos, geralmente a NA. O
mecanismo de inibicdo de libertacdo de NA envolve a inibicdo da entrada do Ca?*
responsavel pela fusdo vesicular e pela transmissdo nervosa [35,92].

Nos tecidos periféricos, localizam-se nas células do musculo liso, nos adipécitos e nas
células epiteliais secretoras. A sua ativacdo leva a agregacdo plaquetar, contracdo do
musculo liso e inibicdo da libertagcdo de insulina. [86] O recetor adrenérgico ozc parece ter
uma acgdo importante no sistema nervoso central, em distarbios psiquiatricos, na funcdo

motora e memoria.

Atualmente sdo utilizados agonistas dos recetores o no tratamento da congestdo nasal
[57,71] e, no caso do tratamento de outras doengas como a hipertensdo arterial (HTA) ou a
hipertrofia benigna da prostata, podem ser utilizados antagonistas destes recetores
adrenérgicos [7,67].

1.3.3 Recetores adrenérgicos 3

Todos os subtipos acoplam com a proteina Gs estimulatoria, com posterior ativacdo da
ADC e acumulagdo do segundo mensageiro, a adenosina 3’,5’-monofosfato ciclica
(CAMP) [74-76]. Por sua vez, o aumento de CAMP promove a ativagdo da PC A com
fosforilacdo de vérias proteinas cuja funcdo é alterada. No entanto, em determinadas
circunstancias, os recetores 3 (principalmente os B2) também podem acoplar com a proteina
Gi[77,78].

Os recetores adrenérgicos 1 encontram-se principalmente no coracédo [7,86]. Os recetores
adrenérgicos P2 estdo presentes maioritariamente no masculo liso dos vasos sanguineos.
Também séo responsaveis pela glicogendlise e tremor muscular [86]. A estimulacdo pré-
juncional destes recetores leva a libertacdo de NA pelos terminais sinapticos [87]. Os
recetores adrenérgicos B3 estdo presentes no tecido adiposo, onde iniciam a lipélise no
tecido adiposo branco. Estdo envolvidos no processo de termogénese que ocorre no tecido
adiposo castanho e também estdo presentes no coracao [86,88,89].

Atualmente a estimulagdo seletiva dos recetores B pode ser utilizada como terapéutica no
caso da asma e da insuficiéncia coronaria e séo utilizados antagonistas destes recetores no
tratamento da HTA [86].
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1.3.4 Agonismo e antagonismo

A ativacdo do recetor é feita através de determinadas substancias que provocam a sua
mudanca conformacional [79,82-84]. Desta forma, o recetor pode existir na sua forma nao

funcional ou na sua forma ativa [81].

Os agonistas séo substancias que tém afinidade para a forma ativa do recetor e estabilizam-
na. Possuem, também, a capacidade de ativar os seus recetores especificos, isto €, tém

atividade intrinseca.

Os antagonistas tém afinidade para os seus recetores especificos como os agonistas, mas
ndo tém atividade intrinseca. Os antagonistas competitivos ndo induzem um efeito mas
antagonizam o efeito dos agonistas, por ocuparem o0s lugares destes nos seus recetores.
Assim, concentracGes mais elevadas de agonistas sao necessarias para manter um certo
efeito. No caso dos antagonistas ndo competitivos, ocorre uma ligacéo ao recetor de forma
irreversivel que, mesmo aumentando a concentracdo de agonista, ha sempre uma
diminuicdo do efeito do agonista [81]. O efeito destes dois tipos de antagonismo, na

presenca de um agonista num dado recetor, esta representado na fig.4.
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Fig.4- A) Comparagdo da curva efeito vs. [agonista] de um agonista e de um
agonista na presenca de um antagonista competitivo. Ocorre um desvio da
curva para a direita. B) Comparacdo da curva efeito vs. [agonista] de um
agonista e de um agonista na presenga de um antagonista ndo-competitivo.
Observa-se uma diminuigdo irreversivel do efeito méximo do agonista.
(Adaptado de: Katzung, et al., 2012)

12



Os compostos com uma atividade intrinseca intermédia, denominados agonistas parciais,
tém um efeito menor que o efeito maximo obtido com agonistas totais, mesmo na
saturacdo maxima dos recetores. A afinidade que este tipo de agonistas tém para o recetor,
é menor do que a de um agonista total [81]. Um agonista parcial pode deslocar um agonista
total do local ativo do recetor (reduzir o seu efeito) e assim comportar-se como um

antagonista, por exemplo, quando a concentracdo de catecolaminas enddgenas é elevada.

Relativamente aos agonistas e antagonistas dos recetores adrenérgicos, a molécula de NA
pode ser modificada de diversas maneiras diferentes, para produzir compostos que
interajam com eles. Em contraste com a situacdo observada para 0s agonistas, 0S
antagonistas dos recetores adrenérgicos sdo, na sua maioria, seletivos para os tipos e

subtipos de recetores o ou B [1].

( Dopamina - . Dopamina
_ Fenilefrina___ Clonidina___ - - Salbutamol
é n Metoxamina . :: a-Metil-NA . : Dobutamina = é:TerabutaIina -
g O)(in"IEtE-:IZO“ﬂa Iso‘:roterenolflsopreﬁalina
&n _ : Noradrenalina : Noradrenalina
1 ) Adrenaliﬁa ) :

Alfa-1 Alfa-2 Beta-1 Beta-2 'T’::‘iaf
vascular pré-sindptico coracao musculo .
( Labetalol - Labetalol _ CGP20712A _
e ~ Fentolamina - : _ Propénolol _'
-‘g Fenoxibeﬁzamina Timx.::lol
gp - Prazosina _;i: loimbina ~ _ Naciolol _
ft ___Atenolol __;__ Butoxamina__;-
L : Metoprolol :

Fig.5- Agonistas e antagonistas seletivos para os tipos e subtipos de recetores
adrenérgicos. (Adaptado de: courses.washington.edu.gif)
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1.3.5 Requlacéo

O fim da acdo de um farmaco é o resultado de varios processos. Em alguns casos, o efeito
dura apenas o tempo que o farmaco ocupa o recetor. Noutros casos, contudo, a acdo pode
persistir depois de o farmaco se dissociar do recetor porque, por exemplo, outra molécula
esta ainda acoplada a forma ativa do recetor. No caso dos farmacos que se ligam
covalentemente ao local ativo do recetor, o efeito pode persistir até o complexo recetor-
farmaco ser destruido e serem sintetizados novos recetores ou enzimas. [81]

Muitos sistemas tém mecanismos de dessensibilizagdo para prevenir uma ativagédo

excessiva.

A dessensibilizacdo dos recetores € um processo regulatério em que ha a diminuicdo da
resposta dos recetores a um ou mais agentes. Existem dois tipos de dessensibilizacdo: a
homdloga, em que a diminuicdo da resposta € observada apenas no recetor originalmente
estimulado e a heterdloga, onde a diminuicdo da resposta é observada num agente ou
agentes ndo relacionados com o estimulo inicial [117].

A dessensibilizacdo homologa é iniciada pela fosforilacdo desses recetores por uma familia
de cinases, seguida da ligacdo de arrestinas-f aos recetores previamente fosforilados. A
arrestina facilita a internalizacao dos recetores em vesiculas endossomicas [116].

A dessensibilizacdo heter6loga € iniciada por cinases dependentes de segundos

mensageiros como a PC A ou C [61].

Apbs um tempo consideravel de estimulacdo do recetor, ocorre uma diminuicdo na
densidade de recetores, geralmente referida como “down-regulation”. Varios mecanismos
podem estar envolvidos, como a degradacdo lipossomal, a protedlise mediada por
ubiquitina e a destabilizacdo do mRNA dos GPCRs [61].

Em algumas situagdes, os recetores sdo sujeitos a estimulacdo durante um periodo de
tempo muito prolongado e a diminuicdo e/ou dessensibilizacdo dos recetores, que

geralmente séo processos de regulacdo, pode(m) tornar-se irreversivel/irreversiveis.
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1.3.6 Fatores que promovem alteracoes

A) Idade

Os recetores estdo sujeitos a uma estimulacdo crénica e, por isso, pode ocorrer uma
dessensibilizacdo dos recetores adrenérgicos, mais notoria nos recetores p.

O aumento da atividade simpatica com a idade desenvolve-se lentamente, os niveis de NA
plasmética aumentam apenas 10 a 15% por década [107]. Pode haver uma diminui¢do da
fun¢do dos recetores B devido a uma diminui¢do da densidade de recetores 1 [108] (menor
acoplamento com a proteina G) ou devido a uma diminui¢do da ADC [109].

No entanto, qualquer mecanismo parece resultar numa diminuicdo da formacdo de CAMP,
apo6s estimulagdo dos recetores B [105]. Também estdo descritos mecanismos de
dessensibilizac¢ao, que envolvem a fosforilagdo dos recetores f pela PC A ou pela cinase

dos recetores B [160].

B) Insuficiéncia cardiaca crénica

Neste caso, a atividade simpética aumenta muito rapidamente e os niveis de NA no plasma
sé&0 muito maiores do que no caso anterior. Ocorre uma diminuigdo da resposta funcional
dos recetores B cardiacos, que pode estar relacionada com uma diminui¢do na densidade
destes recetores [105]. Também neste caso, estdo descritos mecanismos de
dessensibilizagdo que envolvem a fosforilagdo dos recetores § pela PC A ou pela cinase
dos recetores B [160].

A atividade da proteina Gi parece estar aumentada, enquanto o transportador neuronial de
captacdo de NA, gue causa a libertacdo de NA para 0s nervos simpaticos, apresenta niveis
baixos [105]. Esta diminui¢do resulta num aumento da concentracdo de NA que também
pode contribuir para a dessensibilizacido dos recetores B [105, 110]. S&o principalmente 0s
recetores 1 que sofrem uma dessensibilizacio e a densidade de recetores a1 parece
aumentar, os niveis no coragdo passam de cerca de 11% para 25% [111,112].

Existem alguns estudos com evidéncias sobre a importancia dos polimorfismos genéticos
dos recetores P1 e P2. Os polimorfismos ndo mostram ter um papel fundamental como
genes causadores de doencas mas podem ser fatores de risco e influenciar a progresséo da

doenga bem como a resposta do organismo a determinados farmacos [105].
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1.4 Recetores adrenérgicos no sistema cardiovascular

A localizacao e os efeitos principais dos tipos e subtipos de recetores adrenérgicos a e B no
sistema cardiovascular, quando sujeitos a ativacdo, encontram-se representados nas tabelas

1 e 2, respetivamente.

O principal efeito da estimulagdo dos recetores adrenérgicos a1 pelas catecolaminas é o
aumento da forca de contracdo. No entanto, no coracdo humano saudavel, este tipo de
recetor representa apenas cerca de 10% de todos os recetores adrenérgicos presentes nos
cardiomidcitos [85].

Os recetores adrenérgicos aia tém uma expressdo predominante nos cardiomidcitos
[111,172]. Os recetores adrenérgicos oip, para além dos efeitos referidos na tabela 1,
também parecem estar envolvidos na angiogénese [113].

Os efeitos inotropicos positivos (aumento da forgca de contracdo) maximos que seguem a
estimulagdo dos recetores adrenérgicos a1, SA0 muito menores que 0s evocados pela

estimulacdo dos recetores adrenérgicos 3, em coragdes saudaveis.

Os recetores adrenérgicos o ainda ndo estdo bem caracterizados no coragéo [97].

Parecem estar presentes nos vasos sanguineos e a sua ativagdo pode promover
vasoconstricdo. No entanto, este efeito mostra-se apenas local, quando sdo administrados
agonistas destes recetores através de injecGes intravenosas rapidas ou doses orais elevadas.
Quando administrados ao nivel sistémico, os efeitos vasculares sdo minimizados pelos
efeitos centrais dos recetores a2, a inibicdo do tonus simpatico e a diminuigdo da presséo
sanguinea.

Assim, apesar das caracteristicas vasoconstritoras dos recetores adrenérgicos o, os
recetores a2 S840 também propostos como vasodilatadores indiretos [119]. A estimulacdo
dos recetores oA € aoc NOS terminais nervosos cardiacos promove inibigdo da libertagdo de
NA [172].
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Tabela 1: Localizagdo e efeitos principais dos tipos e subtipos de recetores a no sistema

cardiovascular.

Recetores o Localizacdo principal Efeitos
_ Musculo liso vascular; Vasoconstricao;
Musculo cardiaco Efeitos inotrépicos positivos
a1B * Mdsculo cardiaco Efeitos inotrépicos positivos
aip * Musculo liso vascular Vasoconstrigdo
Terminais nervosos S . <
a2t . Inibicdo da libertacdo de NA
oA cardiacos ¢ ¢
. . Vasoconstrigdo/
azs Mdsculo liso vascular ¢

Vasodilatagao indireta

Terminais nervosos

. Inibicdo da libertacdo de NA
cardiacos

axct

Legenda: *- informagdo sobre a localizacdo e efeitos destes recetores retirada de
[90-93,111]; *- informagéo sobre a localizacdo e funcéo destes recetores retirada de
[92,94-96,172].

Os recetores adrenérgicos P1 e B2 tém um papel fundamental na manutengédo das fungdes
do coracdo, principalmente os recetores B1 que perfazem cerca de 75 a 80% de todos os
recetores presentes no coracdo [85]. Os recetores adrenérgicos P. Sd0 responsaveis
maioritariamente pelo relaxamento do muasculo liso [98].

O tecido cardiaco expressa recetores B1 e 2 a um nivel muito maior que todos os outros. A
raz&o dos recetores P1:p2 é cerca de 70%:30% nas auriculas e 80%:20% nos ventriculos. Os
recetores adrenérgicos  controlam o crescimento e morte dos cardiomidcitos, contribuindo

para a remodelacéo cardiaca [100].

A ativacdo dos recetores adrenérgicos Pi1 leva a efeitos inotropicos, cronotropicos,
lusitropicos e dromotropicos positivos (aumento da forca de contracdo, aumento da
frequéncia cardiaca, diminuicdo do periodo de relaxamento e aceleracdo da conducéo do
impulso através do nddulo auriculo-ventricular, respetivamente) [114]. A estimulacao
excessiva dos recetores adrenérgicos 1 pode causar necrose, apoptose e morte,

contribuindo para a insuficiéncia cardiaca enquanto os recetores B2 tém uma agdo oposta,
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capaz de proteger os cardiomiécitos de apoptose [101,102,114]. Estes recetores sdo o
mecanismo fisiol6gico mais potente para aumentar o desempenho cardiaco [105,106].

Os efeitos dos recetores adrenérgicos 3, no sistema cardiovascular, Sa0 menores e menos
unanimes que os efeitos descritos para os recetores adrenérgicos P1 e f2.

Contudo, a estimulagdo dos recetores adrenérgicos Pz parece produzir efeitos opostos aos
induzidos pelos recetores B1, como efeitos inotropicos negativos e vaso-relaxamento pela
via de sinalizacdo do NO, [115]. Os recetores Ps geralmente s6 sdo ativados com
concentracdes elevadas de catecolaminas, comparativamente aos outros subtipos [187] e
tém mostrado resisténcia a dessensibilizacdo. [188]. S&o necessarios mais estudos sobre 0s
recetores B3, uma vez que estdo descritas varias propriedades que podem evidenciar um
papel benéfico importante destes recetores adrenérgicos em patologias cardiovasculares
[140].

Tabela 2- Localizacdo e efeitos principais dos tipos e subtipos de recetores  no sistema
cardiovascular.

Recetores Localizacao

B principal Efeitos

Efeitos inotrdpicos,
B1* Miocardio cronotrépicos, lusitropicos
e dromotrépicos positivos

Mousculo liso . .
B2 * Vasodilatagao
vascular
e Efeitos inotropicos
* Miocardio; . p
B3 negativos;

Endotélio vascular Vasodilatagio

Legenda: *- informag&o sobre a localizagéo e efeitos principais destes recetores
retirada de [80,89,103-106,124].
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1.5 Recetores adrenérgicos no endotélio e no musculo liso vasculares

Os recetores adrenérgicos que existem a nivel vascular, tém localizacdes preferenciais
[124] (tabela 3), particularmente ao nivel das artérias.

As artérias sdo 0s vasos que levam o sangue sob alta pressdo para fora do coracdo e
transportam-no até as arteriolas. As paredes das grandes artérias sdo mais espessas € com
maior quantidade de tecido elastico, possibilitando maior resisténcia a pressao e, por isso,
podem denominar-se vasos de condutancia.

As arteriolas sdo artérias menores e regulam o fluxo de sangue que chega a
microcirculacdo. Possuem uma parede muscular forte, capaz de ocluir completamente o
vaso ou dilata-lo para aumentar o fluxo sanguineo. S&o, portanto, o principal ponto de
resisténcia, (e, por isso, denominados vasos de resisténcia) periférica ao fluxo sanguineo
[175].

No caso dos recetores adrenérgicos B, a sua densidade aumenta com a diminuicdo do
calibre das artérias coronarias. Os recetores 1 encontram-se mais em artérias epicardiacas
coronérias, de condutancia; os recetores P2 maioritariamente ao nivel das arteriolas e a
presenca dos recetores B3 tem sido demonstrada, ao nivel vascular, em arteriolas [119].

Os recetores adrenérgicos o1 encontram-se, predominantemente, em vasos maiores de
condutancia, enquanto os recetores a2 Se encontram, preferencialmente, na microcirculacéo
[118,119].

Os recetores adrenérgicos f1 medeiam o vaso-relaxamento adrenérgico através da ativagao
direta de células do musculo liso, onde tém uma ac¢do mais acentuada, apesar de também
existirem no endotélio. Os recetores P2, parecem ter uma localizagdo mais destacada no
endotélio, exercem a sua funcdo através da libertacdo de NO [122]. Os recetores Bz tém
demonstrado uma agdo vasodilatadora em células endoteliais, através da libertacdo de NO
e hiperpolarizacdo dos vasos. Os estudos sobre a sua localizacdo no musculo liso vascular
sdo reduzidos e inconclusivos [119].

Tal como os recetores adrenérgicos P2, os recetores az tém sido associados com o vaso-
relaxamento atraves da libertagdo de NO e parecem ter uma densidade maior no endotélio
[119]. Os recetores adrenérgicos a1 estdo presentes no endotélio mas estdo maioritamente

presentes nas células do musculo liso [123].
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Tabela 3- Distribuicdo preferencial dos recetores ao nivel arterial, no madsculo liso e

endotélio vasculares.

Recetores Localizacdo vascular . . 0
- R Musculo liso  Endotélio
Adrenérgicos principal
ol Artérias ++ +
o2 Capilares + ++
B1 Artérias ++ +
B2 Arteriolas + ++
B3 Arteriolas ? ++

Legenda: O simbolo (+) representa a presenca do subtipo de recetor nesse
local; O simbolo (++) representa a localizacdo preferencial do subtipo de
recetor.

1.5.1 Contracdo e relaxamento dependentes do endotélio

A importancia do endotélio na fisiologia e patologia esta na sua capacidade para controlar
e modular as fungdes vasculares gerais, incluindo o ténus vascular e a permeabilidade,
homeostase e angiogénese [120]. Muitas doencas que disturbam a funcdo vascular estdo
relacionadas com altera¢Ges no endotélio [171].

O endotélio é a monocamada mais interior dos vasos sanguineos e é capaz de integrar toda
a informacdo que chega da corrente sanguinea de uma forma dependente do tempo e do
espaco, mantendo a homeostase, pela libertacdo de uma série de fatores especificos, como
fatores de contracdo e relaxamento que incluem as catecolaminas, 0 NO, peptideos
vasoativos, espécies reativas de oxigénio, metabolitos do &cido araquiddnico, endotelina,
entre outros [121].

A endotelina-1 é um peptideo libertado pelo endotélio, um agente vasoconstritor potente,
particularmente nas arteriolas e estimula dois subtipos de recetor nas células do musculo
liso: ETa e ETg. A endotelina-1 causa vasoconstri¢do via mecanismos relacionados com a

proteina G semelhantes aos mecanismos ativados pela NA.

O NO tem um papel fundamental na homeostase do endotélio. Apos a sua producédo e
libertacdo, difunde-se para 0 masculo liso vascular subjacente onde provoca vasodilatacéo
através da ativacdo da enzima guanil ciclase (sGC) que cataliza a formagdo de guanosina

monofosfato ciclica (cGMP) e promove a ativacdo da PC dependente de cGMP [125].
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Geralmente o NO é libertado das células endoteliais ap0s a ativacéo da isoforma tipo 3 da
NOS endotelial (eNOS), que é uma enzima dependente de calmodulina e Ca®* [126].

No caso do vaso-relaxamento induzido pelos recetores adrenérgicos P2, a ativacdo da
eNOS envolve cinases especificas como a PC Ae a PC B [127].

O vaso-relaxamento produzido pelos recetores B3 parece envolver o NO e o fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) [124]. Muitos dos fatores que levam a
producdo de NO também estimulam a libertacdo endotelial de prostaciclina e EDHF. A
resposta do EDHF parece ocorrer devido ao aumento da concentragdo de Ca?* endotelial
que despoleta a sintese de NO e também abre os canais de K* ativados por Ca®* [171].

A estimulacdo farmacoldgica dos recetores o2 leva a libertagdo de NO (com participacdo
da proteina G;), uma acéo capaz de atenuar a vasoconstri¢do produzida pela ativacdo dos
recetores o1 [120]. Os recetores aza parecem ser 0s mais envolvidos no vaso-relaxamento
dependente do endotélio [128, 129].

1.5.2 Contracdo e relaxamento independentes do endotélio

Neste caso ocorre um efeito direto nas células do musculo liso. O ténus do musculo liso
vascular é altamente dependente do potencial da membrana, que € essencialmente
determinado pela atividade dos canais de K*. Quando ocorre relaxamento, ha uma ativacéo
desses canais, com aumento do efluxo de K* que promove a hiperpolarizagdo da membrana
e, posteriormente, ocorre o fecho dos canais de Ca? dependentes de voltagem. Como

diminui a entrada de Ca*, o musculo liso vascular relaxa [124].

Uma das interacbes possiveis ligando-recetor que leva a contragdo do mdasculo liso,
envolve a estimulacdo da PLP C. A PLP C cataliza especificamente a formacéo de dois
segundos mensageiros, o trifosfato de inositol (IP3s) e 0 DAG. O IPs liga-se aos recetores
no reticulo sarcoplasmatico e inicia a libertacio de Ca?* do citosol. O Ca?* liga-se a
calmodulina, causando mudancgas conformacionais que permitem a interacdo deste
complexo com a cadeia leve da miosina (MLC). Estes eventos, consequentemente, levam a
ativacdo da cinase da MLC e fosforilagdo da MLC. O DAG, juntamente com o Ca?*, ativa
a PC C, que fosforila proteinas alvo especificas que tém efeitos promotores de contracdo

[131]. A contragdo ocorre quando os microfilamentos de miosina, em presenca de ATP,
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deslizam sobre os filamentos de actina. Esta acdo é finalizada com a desfosforilacdo da

cadeia leve de miosina, pela fosfatase da cadeia leve de miosina [130].

O efeito de sensibilizagdo do Ca?" tem sido atribuido & ativacio de proteinas G pequenas
denominadas RhoA e o seu efetor, a cinase Rho. A proteina tem um ciclo entre uma forma
inativa, ligada ao GDP e uma forma ativa, ligada ao GTP [132]. Quando est4 ativa, a
cinase Rho promove a fosforilacdo de uma unidade da fosfatase da miosina, inibindo a
atividade desta enzima e promovendo a fosforilagdo da cinase da miosina com consequente
contragdo. A maioria do Ca?* mobilizado para o musculo liso é modulado pelos canais de
entrada de célcio, como canais dependentes de voltagem e canais operados por recetores, e

também por mecanismos de entrada de calcio operados por reservas [131].
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1.6 Recetores adrenérgicos na artéria mamaria interna

1.6.1 Localizacdo anatémica e caracterizacao

A artéria mamaria interna (AMI) ou artéria torécica interna (ATI) (fig.6) deriva da artéria
subclavia e localiza-se na face interna da parede anterior do torax, irriga o peito e a parede
toracica anterior. Os seus ramos mais finos vascularizam o diafragma e a parede
abdominal. A medida que a artéria toracica desce ao longo do externo, da origem as
artérias intercostais anteriores.

A ATI é de extrema importancia devido a sua intensa utilizacdo nas cirurgias de
revascularizacdo coronaria, por apresentar estabilidade funcional a longo prazo, quando
comparada com a veia safena. A AMIH é, também, menos vulneravel ao desenvolvimento
da doenca aterosclerética [133]. Ndo mostra quaisquer alteracGes na forca de contracdo
com o envelhecimento e € improvavel que ocorra uma diminuicdo da sua reatividade, uma
vez que os valores de pD2 (logaritmo negativo da concentracdo molar do agonista
necessaria para produzir metade do efeito maximo) para a NA, mantém-se inalterados com
0 avancar da idade [134]
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Fig.6- Localizagdo da artéria toracica interna humana no aparelho
circulatério. (Adaptado de: intranet.tdmu.edu.ua)
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1.6.2 Estudos em artérias mamarias internas

Schoeffter, Dion e Godfraind (1988) estudaram o papel do endotélio vascular na
contratibilidade de AMIHs isoladas. Concluiram que o endotélio ndo é essencial para o
vaso-relaxamento induzido por alguns agentes mas modula as respostas contracteis,
provavelmente pela libertacdo espontanea basal de EDHF [184].

Os estudos realizados por Bevilacqua, et al. em 1991, com AMIHs isoladas de doentes que
se submeteram a uma cirurgia de revascularizacdo coronaria, indicaram que a AMIH
possui recetores adrenérgicos a1 que estdo envolvidos na resposta vasoconstritora as
catecolaminas [135].

Rudner, et al. descreveram, em 1999, na AMIH, a expressdo aumentada dos recetores a1
com o avancar da idade. Assim, em pessoas com menos de 55 anos, os recetores aa
dominam e com idades superior a 65 anos, os recetores aig passam a ter uma densidade
comparativamente superior [137].

Segundo os estudos realizados por Giessler, et al. em 2002, em AMIHSs, parecem ser 0s
recetores ay 0S principais responsaveis por mediar a contragdo induzida pela NA, apesar de
os a2 também estarem presentes na AMI [136] e terem um papel minoritario nas
contracOes induzidas pela NA em vasos sanguineos isolados [136, 142].

Giessler, et al. (2002) usaram concentracdes de NA de 108 a 10 M nos seus estudos. Em
anéis isolados de AMIH, utilizaram o antagonista seletivo dos recetores as, prazosina (10°°-
107) e o antagonista seletivo dos recetores o, ioimbina (10 M) que induziram um desvio
para a direita da curva concentracdo-resposta da NA [136]. A prazosina apresentou uma
antagonizacdo mais potente das contracGes induzidas pela NA na AMIH comparativamente
a ioimbina [136]. Os antagonistas mencionados mostraram-se competitivos [136, 142].
Segundo Giessler, et al. (2002), em AMIH de doentes com mais de 65 anos, sujeitos a uma
intervencdo de revascularizagdo corondria, os recetores adrenérgicos oig parecem ser 0s
principais envolvidos, seguidos dos recetores aia. OS recetores oip parecem ndo estar
envolvidos [136].

Em 2003, Pesice, et al. demonstraram que a remoc¢édo do endotélio da AMIH ndo modificou
o efeito vasoconstritor, nem houve alteracdo significativa da contracdo maxima produzida
pelos recetores o sujeitos a acdo da A e da NA. O antagonista seletivo a1, prazosina (4x10-
10 - 4x10-9 mol/l), e o antagonista seletivo oz, rauvolscina (10-6-10-5 mol/l) mostraram
efeitos dependentes da contragcdo e induziram um desvio para a direita das curvas

concentragdo-resposta da A e da NA na AMIH com e sem endotélio. Deste modo, pode
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concluir-se que os recetores a1 Se encontram, maioritariamente, no musculo liso da AMIH
[142].

Estudos em artérias mamarias bovinas (Gow, Mitchell e Wait, 2003) confirmaram o0s
resultados anteriores em AMIH [185].

Estudos em AMI de suinos saudaveis (Pagan, et al., 2012) também confirmaram os
resultados obtidos em AMIHSs e indicaram que as contragcdes mediadas pelos recetores o €
a2 s&0 moduladas pelo NO, por prostanoides contracteis, pela endotelina e por outras

substancias libertadas pelo endotélio [186].

Estudos de He, et al. (1989), Ferro, Kaumann e Brown (1993), Pesice et al. (2003), Dessy,
et al. (2004) e Rozec, et al. (2005), mencionam a presenca dos recetores adrenérgicos 3 na
AMIH [138-142]. A estimulagdo dos recetores 1 € B2 causou vaso-relaxamento [138].

Um estudo realizado por Molennar, et al. em 1988, demonstrou que, na AMIH, 0s
recetores P2 tém uma localizacdo preferencial no endotélio e uma densidade reduzida nas
células do mdsculo liso [177]. Através de autoradiografia (Molennar, et al. 1988),
observou-se que, ao contrario do que se verifica no coragédo, a densidade dos recetores 3 no
masculo liso da AMIH é reduzida e os recetores P2 sdo predominantes em relacdo aos
recetores P1 [177].

Segundo He, et al. (1989) e Ferro, Kaumann e Brown (1993), comparando os dois
subtipos, os recetores 2 mostram-se mais importantes na inducdo de relaxamento da
AMIH que os recetores B1 [138,139]. A NA relaxou a AMIH com uma poténcia e eficacia
significativamente menores que a A [138], pelo que se espera que a A tenha uma eficécia
maior do que a NA nos recetores 32 da AMIH [138].

Segundo Pesice, et al. (2003), a populacao dos recetores adrenérgicos p em comparagdo
com os recetores o, na AMIH isolada, aparenta ser baixa [142].

Através de abordagens complementares de biologia molecular, bioquimica e farmacologia
realizadas por Dessy, et al. (2004) e Rozec, et al. (2005), demonstrou-se a presenca dos
recetores 3 na AMIH, capazes de, ap6s estimulagdo, induzirem vaso-relaxamento
envolvendo a via do NO e do EDHF [140,141]. Rozec et al. em 2005, mostraram que a
localizagdo preferencial dos recetores B3 na artéria mamaria interna humana é no endotélio,

uma vez que a sua remogdo afetou bastante a ativacdo destes recetores [140].
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1.7 Oxalis pes-caprae L.

A Oxalis pes-caprae L. vulgarmente conhecida por erva-canéria, erva-azeda-amarela ou
trevo azedo, ¢ uma planta da familia Oxalidaceae oriunda da Africa do Sul e
subespontanea na regidao mediterranica e Europa Ocidental [143]. A invasdo da Oxalis pes-
caprae L. depende, parcialmente, da sua sensibilidade a disponibilidade de nutrientes e as
interacGes competitivas com espécies nativas dominantes [144].

Em Portugal, esta planta é considerada uma espécie invasora (listada no anexo | do
Decreto-Lei n° 565/99, de 21 dezembro), sendo conhecida como infestante agricola e inibe
ainda a germinacdo de sementes de espécies nativas. Ndo suporta bem temperaturas
extremas e a parte aérea morre nessas condi¢des [169].

E também conhecida devido ao seu sabor amargo agradavel. Esta acidez é causada pelo
elevado teor em A&cido oxalico [148]. O acido oxdlico ou &cido etanodidico (mais
precisamente um &cido dicarboxilico) tem a férmula molecular H2C20s. E um &cido
organico saturado relativamente forte. E toxico quando consumido em elevada quantidade

e pode causar paralisia do SNC.

Esta planta contém um geofito cespitoso com um bolbo profundamente enterrado emitindo
um caule anual, ascendente, subterraneo, provido de bolbinhos e de uma roseta foliar a
face do solo. A flor tem um célice composto por cinco sépalas livres ou ligeiramente

unidas e corola constituida por cinco pétalas de cor amarela, fundidas (fig.7).

Fig.7- Oxalis pes-caprae L., geralmente conhecida como erva-azeda-amarela.
(Adaptado de: wikimedia.org/wikipedia/commons/Oxalis-pes-caprae)
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O isolamento e a caracterizagdo dos varios compostos das folhas da Oxalis pes-caprae L.
ja foram descritos diversas vezes por Dellagreca, et al. (2008-2010) [145-147]. De entre 0s

compostos polifendlicos isolados, identificaram-se flavondides [145-147].

1.7.1 Flavondides

Os flavonoides sdo uma subclasse de polifendis e caracterizam-se por terem dois anéis
aromaticos nas extremidades e um heterociclo oxigenado no meio, com a estrutura basica
Ce-C3-Cs [181]. Estes compostos sdo um grande grupo de metabolitos secundarios das
plantas que partilham uma caracteristica fenilbenzopirona e sdo encontrados em plantas
vasculares [148]. Tém uma série de propriedades farmacoldgicas e biolégicas como anti-
inflamatorias, anti-isquémicas e quimioprotetivas. Tém atividade no SNC e atuam como
“scavengers” de radicais livres [149].

Os flavondides podem ser divididos em varias classes das quais fazem parte as flavonas
[150]. As flavonas tém como base quimica estrutural a 2-fenil-1-benzopiran-4-ona. Tém
trés anéis com a estrutura basica Ce-C3-Cs € 0s anéis séo referidos como A, B e C. As
flavonas tém trés grupos funcionais, grupos hidroxi, carboxi e ligagdes duplas conjugadas.
Sédo substancias cristalinas incolores a amarelas, soliveis em agua e etanol [191].
Derivados da luteolina e da apigenina (fig.8) estdo presentes em legumes e frutas e tém
sido descritos pela sua atividade semelhante a ansioliticos [151,152], pelos efeitos
antioxidantes (a medida que o ndmero de hidroxilos neste tipo de moléculas aumenta, a
atividade é maior), pelos efeitos anti-proliferativos, anti-tumorais, anti-microbiais, pela
atividade anti-inflamatéria e podem ter efeitos benéficos no cancro, nas doencas

cardiovasculares e nos disturbios neurodegenerativos [180,191].

Fig.8: 1- Estrutura quimica da luteolina; 2- Estrutura quimica da apigenina.
(Adaptado de: oepm.es/imas/ImasTextos.png)
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1.7.1.1 Estudos sobre os efeitos cardiovasculares dos flavonoides

Occhiutto, et al. (1991), mostraram que os flavondides produzem efeitos anti-arritmicos e
cronotrdpicos positivos [153] e segundo Beretz, Stoclet e Anton (1980), Laekeman, et al.
(1986) e Ko, Huang e Teng (1991) a maioria deles, possui efeitos vasodilatadores [154-
156].

Estudos realizados por Duarte, et al. em 1993, na aorta de rato, mostraram que varios
flavonoides, incluindo as flavonas luteolina e apigenina (10%-10° M), relaxam as
contragdes induzidas pela NA (10°M) e KCI (80 mM) [157]. O grupo 4-carbonil aparenta
ser importante para a atividade vasodilatadora e a auséncia ou metilagdo do grupo
hidroxilo na posi¢do 3’ parece levar a uma menor poténcia vasodilatadora [157].

Tém sido propostos varios mecanismos para explicar o relaxamento do musculo liso
sujeito a acdo de flavondides. De entre eles: a diminuicdo da captacéo e entrada de Ca*
nas células [157,158] e um efeito inibitorio na fosfodiesterase do cAMP e da cGMP [154]
ou na atividade da PC C [157]. No caso da apigenina, o seu efeito de relaxamento parece
estar relacionado parcialmente com o aumento dos niveis de cGMP [157], e a luteolina
pode ter um efeito inibitorio as contragdes induzidas pela NA que envolve o cCAMP [157].
A remoc¢do mecanica do endotélio ndo modificou as propriedades relaxantes dos
flavonoides [157].

O estudo de Abdalla, Zarga e Sabri (1994) descreve os efeitos da luteolina no musculo liso
vascular isolado do porquinho-da-india e os efeitos cardiovasculares nesses animais
anestesiados. Em concentracfes elevadas, a vasodilatagdo induzida pela luteolina
predomina sobre os seus efeitos cardiacos estimulatérios, ocorrendo assim uma diminuicao
da pressdo e volume sanguineos [193]. Os efeitos da luteolina no coracdo parecem ser

mediados pelo seu efeito inibitério na fosfodiesterase do cCAMP [193].

Estudos epidemioldgicos de Riemersma, et al. (2001) sugerem a correlacdo entre uma dieta
rica em flavondides e um risco baixo de doencas cardiovasculares coronarias [178].

Sucro, et al. (2004) descrevem as flavonas apigenina e luteolina como inibidores potentes
da formacdo de Oxido nitrico pelos macréfagos ativados, componentes celulares
envolvidos na aterosclerose [194].

Na revisdo bibliografica de Vita (2005), podem encontrar-se estudos sobre os efeitos
benéficos dos flavondides na disfuncdo endotelial e no ténus vascular, um efeito benéfico

no lumen arterial nas sindromes coronérias e um efeito inibitério na agregacéo plaquetar
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[179]. Existem varios mecanismos pelos quais os flavondides podem ter um efeito protetor
contra doengas cardiovasculares como efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios (regulacéo
da producdo de mediadores da inflamacdo), pelo aumento dos niveis de proteinas de alta
densidade e pelos efeitos positivos na disfuncdo endotelial [181].

Estudos de Fu, et al. (2005) com a orientina, um derivado da luteolina, do extrato das
folhas de bambu (Phyllostachys nigra), em anéis de artéria aorta toracica isolada de
coelhos da Nova Zelandia, sugerem que a orientina relaxa os anéis pre-contraidos
utilizados pela via do NO-cGMP. No masculo liso vascular, inibe as contra¢6es induzidas
pela inibicdo da libertagdo de Ca®*. Os mecanismos que envolvem os canais de K*, os
recetores B e o cAMP ndo parecem envolvidos [190]. A pré-incubacao de orientina (0,1-30
mM) inibiu as contrac6es induzidas pela NA em anéis de aorta sem endotélio, reforcando a
ideia da acdo direta da orientina nas células do musculo liso [190].

Estudos de Lee, Jeong e Kim (2009), de “screening in silico” com métodos de “docking”
mostraram que os flavondides podem ser inibidores potentes da PNMT (enzima que
cataliza a sintese de A a partir da NA) [183].

Estudos “in vivo” em ratos (Makarova e Makarov, 2010) mostraram os efeitos anti-
hipertensores de derivados da luteolina com diminuicdo da pressédo sistélica e diastolica
[189]. Séo varios os estudos que descrevem os efeitos cardiovasculares benéficos, em
particular, anti-hipertensores dos flavonoides luteolina e apigenina, presentes em diversas
espécies de plantas e frutos [191].

Vasant, et al. (2012) avaliaram o efeito anti-hipertensor e a atividade diurética do extrato
de folhas (rico em derivados da luteolina e apigenina) da Colocasia esculenta Linn em
ratos. Os flavonoides presentes no extrato podem ser responsaveis por efeitos anti-
hipertensores e efeitos diuréticos fracos. O efeito anti-hipertensor pode ser devido a
inibicdo da enzima conversora da angiotensina, pode ocorrer inibicdo da fosfodiesterase ou
uma acdo direta no endotélio vascular através do aumento da libertacdo de EDHF, com
consequente vasodilatagéo [195].

Buwa, et al. (2015), avaliaram os efeitos da apigenina no stresse oxidativo e no enfarte do
miocéardio induzidos pelo isoproterenol durante a estimulagdo dos recetores adrenérgicos f3
em ratos através de alteragbes bioquimicas, histologicas e hemodindmicas [192]. A
apigenina (75mg/Kg) melhorou a funcdo miocardica, aumentou os antioxidantes
enddgenos no tecido pela diminuicdo do stresse oxidativo e diminuiu os danos no
miocardio [192].
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1.8 Hipertensdo arterial

1.8.1 Definicdo

A HTA é a doenca cardiovascular mais comum [173]. O diagnostico é baseado em
medicOes repetidas e reprodutiveis da pressdo sanguinea (tabela 4). E uma condicéo fisica
onde a pressdo sanguinea arterial (PA) diastolica (igual ou maior a 90 mmHg) ou sistdlica
(igual ou maior que 140 mmHg) esta elevada de tal forma, que ha um risco acrescido de
complicacdes cardiovasculares [159].

A pressdo sanguinea é avaliada pelo débito cardiaco (DC) (volume de sangue bombeado
pelo coracdo, por unidade de tempo) e pela resisténcia periférica total. Na maioria dos
casos, a HTA esta associada a um aumento da resisténcia periférica total enquanto o debito
cardiaco esta geralmente normal [160, 173].

A HTA resulta de um aumento do ténus do musculo liso arterial vascular periférico, que
leva a0 aumento da resisténcia das artérias e diminuicdo da capacitancia do sistema
venoso. Na maioria dos casos, a causa para o aumento do tonus vascular € desconhecida.
Apesar da maioria dos doentes ndo ter sintomas, a HTA cronica pode conduzir a problemas

cardiovasculares graves.

Tabela 4- Classificacdo da HTA com base na PA

PA _
sistolica/diastélica Categoria
(mmHg)

<120/80 Normal

120-135/80-89 Pré-hipertenséo

>140/90 Hipertens&o

140-159/90-99 Fase |
>160/100 Fase II

(Informacdo retirada de: Joint National Committee on prevention, detection,

evaluation, and treatment of high blood pressure, 2003.)
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1.8.2 Estudos sobre os efeitos do sistema nervoso simpdatico no desenvolvimento da
hipertensdo arterial

A A atua nos recetores P1 e leva a0 aumento da pressdo sanguinea sistolica. Tem agdes
cronotrépicas e inotrépicas positivas, e provoca o aumento da RVP pela vasoconstri¢do
nos recetores o1. Também ativa os recetores 2, causando vasodilatagdo.
Consequentemente, a resisténcia periférica total pode diminuir, tal como a pressao arterial
diastdlica, dependendo do balanco dos varios efeitos.

A NA também ¢é agonista dos recetores o ¢ . Ativa os recetores 1 com poténcia
semelhante @ A mas tem um efeito relativamente baixo nos recetores fa.
Consequentemente, a NA aumenta a RVP, através da ativagdo dos recetores o1 € a presséo

sanguinea sistolica e diastolica através dos recetores B1 [173,174].

Uma das explicag¢des do papel do SNS, no desenvolvimento de HTA (“Hipdtese da A”) foi
avancada em 1981, por Rand e Majewski. Segundo esta hipdtese, o0 aumento da A na fenda
sinaptica (pela estimulacéo repetida da medula supra-renal em resposta ao stresse), ativa 0s
recetores adrenérgicos B2 pré-juncionais e desencadeia o aumento da libertacdo de NA
pelos terminais simpaticos. Esta ativacdo cardiovascular intensa, pode representar uma
etapa precoce no desenvolvimento de HTA [57, 166].

Segundo Pereira e Ribeiro (2012), as catecolaminas, que se encontram em niveis elevados,
vao ativar os recetores adrenérgicos e, por exemplo, através dos recetores 1, exercem uma
acdo estimulante direta (inotropismo, cronotropismo e dromotropismo positivos),

aumentando o DC e, consequentemente, a PA [99].

Para além desses efeitos, os recetores B estimulam o sistema renina-angiotensina-
aldosterona, especificamente por aumentarem a secrecdo de renina. A ativacdo deste
sistema leva a conversdo da angiotensina | em angiotensina Il, um vasoconstritor endégeno

potente.

O sistema renina-angiotensina-aldosterona € complexo e envolve varios mecanismos
importantes, alguns dos quais séo referidos de seguida.
O sistema cardiovascular é regulado por reflexos autonémicos. Trabalham juntamente com

0S mecanismos locais e o sistema renina-angiotensina-aldosterona para regular o volume e
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a pressao arterial sanguineos. Os reflexos cardiovasculares envolvem trés componentes:
nervos aferentes que sentem uma alteracdo no estado do sistema e comunicam-na ao
cérebro (1) que processa essa informacdo e implementa uma resposta apropriada (2)
alterando a atividade dos nervos eferentes que controlam a atividade cardiaca, vascular e
renal, levando a respostas homeostaticas que revertem a alteracdo do sistema (3).

Os barorecetores sdo terminacdes nervosas aferentes (sensoriais) nas paredes dos seios
carotidos (dilatacdes de paredes finas nas origens das artérias carétidas internas) e do arco
aortico. Sentem alteracdes nas paredes vasculares causadas por mudancas de pressao e
respondem modificando a frequéncia dos potenciais de acdo. Ao sentirem a diminuigéo de
pressdo, promovem o aumento da atividade do sistema nervoso simpatico com consequente
vasoconstricdo e aumento da pressao sanguinea.

Diversos reflexos cardiovasculares intrinsecos tém origem no coracdo e nos pulmdes. Os
recetores para estes reflexos estéo localizados, principalmente, em regides de baixa pressao
do sistema cardiovascular. Estes reflexos parecem ter um papel importante na regulacao da
frequéncia cardiaca, tonus vascular e no controle do volume sanguineo e agem juntamente
com os barorecetores para estabilizar a pressdo sanguinea.

Uma diminuicdo no volume de sangue causa o alongamento da parede das auriculas,
inibindo os recetores de alongamento com consequente inibigcdo da libertacdo do peptideo
atrial natriurético. A diminuicdo da atividade do recetor atrial € integrado no tronco
cerebral com atividade barorecetora, e leva ao aumento da atividade simpatica no coracéo e
sistema vascular e um aumento da pressdo sanguinea [176].

A ativagdo dos recetores B estimula a libertagdo de renina. A renina é uma protease
armazenada em células granulares dentro do aparelho justaglomerular nos rins. Cliva o
angiotensinogénio globulina o> do plasma para formar angiotensina 1, a qual é
subsequentemente convertida no octapeptideo angiotensina 2, pela enzima conversora de
angiotensina (ACE) na superficie de células endoteliais.

A angiotensina 2 tem uma série de acdes que promovem a elevacdo da pressao e fluxo
sanguineos. Estas incluem o aumento da reabsorcdo de Na* pelo tdbulo proximal,
estimulando a sede, promocéo da libertagdo da hormona peptidica antidiurética (ADH ou
vasopressina), aumentando a ativagdo do sistema nervoso simpatico e causando uma
vasoconstricdo direta. Também promove a libertacdo da aldosterona esterdide a partir da
zona glomerular do cértex supra-renal. A aldosterona aumenta a reabsorcdo de Na* pelas

células principais do nefrdnio distal através da estimulacao da sintese de Na* pelas bombas
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basolaterais e pelos canais de Na* na membrana apical. Também ocorre um aumento da
reabsorcdo de 4gua com consequente aumento do volume sanguineo [176].

Por outro lado, Pereira e Ribeiro (2012) afirmam que, niveis elevados de catecolaminas
circulantes promovem vasoconstricdo, especialmente nos vasos de resisténcia pré-capilares
(da pele, mucosa e rins) juntamente com marcada constricdo venosa, mediada pelos
recetores a, sobretudo os recetores ay. Estes fatores contribuem para o aumento da RVP, o
que provoca um aumento da PA [99].

Diversos estudos de lIzzo, et al. (1999), Reims, et al. (2005), Brotman, Golden, Wittstein
(2007), Flaa, et al. (2008) e Pereira e Ribeiro (2012) mencionam que a atividade do SNS
e, concretamente, a libertagdo de catecolaminas, pode ter implicacdes no desenvolvimento
da HTA e outras complicacdes cardiovasculares [99,161,164,165,170] (fig.9).

Sistema Nervoso Simpatico |
~.

‘\M'»
3 (¢ A Renina
5 v
DC x RVP Anglatensina Il

! !

—————= Expansiio de Volume 4———— Aldosterona

Fig.9- Posi¢do do sistema nervoso simpético no controlo da
PA. Legenda: DC- débito cardiaco; RVP- resisténcia
vascular periférica. (Adaptado de: Izzo, 1999)

1.8.3 Recetores adrenérgicos: terapéutica atual e perspetivas futuras

O efeito pré-hipertensivo das catecolaminas circulantes pode ser diminuido com
antagonistas dos recetores B que mostraram ser eficazes na diminuicdo da presséo
sanguinea na HTA [162,173].

Os antagonistas dos recetores 3 ndo sdo geralmente prescritos como tratamento de primeira
linha para a HTA. Normalmente, quando os valores da pressao sistolica e diastdlica ainda
ndo sdo muito elevados, a terapéutica inicia-se com diuréticos tiazidicos, inibidores da

enzima conversora da angiotensina ou bloqueadores dos canais de Ca?*. Quando os valores
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ja sdo considerados elevados, pressao sistélica maior que 160 ou diastdlica maior que 100,
a combinagdo de farmacos é comum [163].

Os antagonistas dos recetores B inibem o sistema renina-angiotensina-aldosterona e,
portanto, diminuem a presséo e o volume sanguineos.

No sistema vascular, os antagonistas ndo seletivos dos recetores 3, opdem a vasodilatagdo
causada pelos agonistas dos recetores 2. Apesar da acdo dos antagonistas ndo seletivos dos
recetores  poder levar a um aumento da resisténcia periférica, a sua administracdo cronica
conduz a uma diminuicao da resisténcia periférica em doentes com HTA, com diminuicéo
da pressdo diastolica e sistolica [173,174]. Os antagonistas nao seletivos dos recetores 3
sdo eficazes em atenuar arritmias cardiacas supraventriculares. Diminuem a atividade do
nodulo auriculo-ventricular e sino-auricular. A bradicardia resultante geralmente limita a
dose do farmaco. Os efeitos principais deste tipo de farmacos sdo a diminuicdo do débito
cardiaco e a inibicao da libertacdo de renina pelo rim [173,174].

Os antagonistas seletivos B1 ttm menos efeitos na RPV e no metabolismo. Em particular, o
nebivolol promove a libertacdo de NO das células endoteliais e provoca vasodilatacao.
Estes farmacos sdo uteis em doentes hipertensivos com uma boa funcdo pulmonar. Alguns
sdo indicados no controlo da insuficiéncia cardiaca cronica [174].

Existem, ainda, farmacos agonistas parciais dos recetores B1 e B2, que inibem a estimulacao
causada pelas catecolaminas. Provocam uma diminuicdo do débito cardiaco e tém menos
efeitos metabdlicos que outros antagonistas dos recetores . Estes farmacos ndo s&o

aconselhaveis em arritmias ou anginas devido ao seu efeito agonista parcial [174].

Relativamente aos antagonistas dos recetores o, estes tém uma aplicagdo limitada no
tratamento da HTA. Sdo mais Uteis quando o aumento da pressao sanguinea se deve a um
excesso de concentragdo de agonistas o [173].

Os antagonistas seletivos dos recetores a1, COMO a prazosina, promovem uma diminuicéo
da RVP e diminuem a pressdo sanguinea arterial através do relaxamento dos musculos
lisos arteriais e venosos. Estes farmacos causam apenas alteracdes minimas no débito
cardiaco, na circulacdo sanguinea renal e na taxa de filtracdo glomerular, ao contréario dos
antagonistas dos recetores o, dos quais faz parte a fentolamina. No entanto, os antagonistas
dos recetores o, podem provocar efeitos secundarios como hipotensao ortostatica, dor de
cabeca, congestdo nasal, entre outros. N&o tém um efeito consideravel na maioria dos casos
de HTA comparativamente com outros farmacos e, portanto, estdo cada vez mais em
desuso [173].
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Os agonistas dos recetores a2 também podem ser usados no tratamento da HTA. Por
exemplo, a clonidina, um agonista parcial dos recetores o, com uma afinidade maior para
os recetores o, parece atuar nos recetores adrenérgicos pré-sinapticos, diminuindo a
libertacdo de NA [173].

Existem, também, farmacos antagonistas dos recetores adrenérgicos a ¢ . Os seus efeitos
incluem vasodilatacdo periférica, diminuindo a presséo arterial. Por exemplo, o carvedilol
diminui a peroxidacdo lipidica e evita a diminuicdo do diametro das paredes vasculares,

efeitos benéficos na insuficéncia cardiaca. Podem causar hipotensdo ortostatica [174].

De facto, os antagonistas dos recetores P, encontram-se entre os farmacos mais bem
sucedidos na historia da medicina e continuam a ser uma terapéutica importante na HTA
[160]. O seu desenvolvimento tem sido feito no sentido de diminuir os efeitos secundérios
(broncoespasmos, aumento da RVP, entre outros). Assim, surgiu a chamada “Terceira
geracdo de antagonistas dos recetores adrenérgicos B (AAD-B)”, da qual fazem parte o
carvedilol e o nebivolol [168]. Apesar das vantagens e melhorias em relacdo as geracdes
anteriores, estes farmacos exigem uma monitorizacdo do doente no sentido de se encontrar
a dose adequada, a qual, no caso de ser administrada em excesso, pode ser responsavel por
broncoespasmos, bradicardia, hipotensdo e quantidade de sangue insuficiente nos tecidos
[168].

Esta terceira geracdo de AAD-B tem um grande potencial devido aos seus efeitos
adicionais, como vasodilatacdo e um perfil de efeitos colaterais leves com menor extenséo
de desenvolvimento de doencas cardiacas. Podem melhorar a resisténcia a insulina,
diminuir os niveis de lipoproteinas de baixa densidade e aumentar os niveis de
lipoproteinas de elevada densidade, atenuando os ataques de asma, diminuindo os
vasoespasmos coronarios e controlando os distdrbios circulatérios periféricos. Os seus
efeitos vasodilatadores resultam de varios mecanismos que incluem a libertacdo de NO,
efeitos antioxidantes e bloqueio do influxo de Ca?*. A vasodilatacio resulta na diminuicéo
da RVP. Estes farmacos podem reverter a remodelacdo arterial patogénica responsavel
pelo aumento de RVP, reverter a diminuicdo da capacidade vasodilatadora das artérias

coronarias e diminuir o risco de complicac@es cardiovasculares [160].
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2. OBJETIVOS

Os objetivos definidos para este estudo foram:
1- Estudar a composicao do extrato de folhas da Oxalis pes-caprae L.;
2- Isolar a fragdo polifendlica presente no extrato de folhas da Oxalis pes-caprae L.;

3- Avaliar o comportamento contractil da artéria mamaria interna humana apds adicdes

cumulativas de noradrenalina;

4- Avaliar o comportamento contractil da artéria mamaria interna humana apo6s adicoes

cumulativas da fracdo polifendlica do extrato de folhas da Oxalis pes-caprae L.;

5- Avaliar o efeito inibitério da fracdo polifendlica do extrato de folhas da Oxalis pes-caprae
L. (nas diferentes concentracdes utilizadas) em resposta as contragbes induzidas pela

noradrenalina, na artéria mamaria interna humana;

6- Estudar o papel dos recetores adrenérgicos no efeito inibitério da fracdo polifendlica do
extrato de folhas da Oxalis pes-caprae L. em resposta as contracdes induzidas pela
noradrenalina, na artéria mamaria interna humana, utilizando farmacos antagonistas dos

recetores adrenérgicos a.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Oxalis pes-caprae L.

O extrato das folhas da Oxalis pes-caprae L. foi preparado no laboratério de Farmacognosia
da Faculdade de Farmécia da Universidade de Coimbra.

A recolha das plantas, na cidade de Coimbra, ocorreu em Abril de 2014. Esta é a época do ano
em que a planta esta quase a perder a parte aérea, que morre no fim da época de floracdo, para
voltar a surgir no inicio do ciclo. Se ndo fosse colhida nesta altura, o trabalho atrasaria um
ano. Fez-se a separacdo das folhas das restantes partes da planta.

O passo inicial do trabalho consistiu na determinacdo da percentagem de agua presente nas
folhas de Oxalis pes-caprae L., verificou-se que estas possuiam cerca de 85% de agua na sua
constituicao.

Apb6s a determinacdo da quantidade de &gua, as folhas frescas foram trituradas e os
constituintes foram extraidos com etanol a 96%. Depois da centrifugacdo do extrato, realizou-
se 0 teste do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) para avaliar a atividade antirradicalar do
extrato e por HPLC/DAD (cromatografia liquida de alta eficiéncia com detetor de fotodiodos)
fez-se a identificacdo dos compostos presentes no extrato usando a teoria desenvolvida por
Campos e Markham em 2007 [182].

Depois da realizacdo destes testes, o extrato das folhas da Oxalis pes-caprae L., foi guardado
no frigorifico (a 5 °C) até Outubro de 2014, altura em que os testes feitos anteriormente foram
repetidos para verificar se o extrato ainda se encontrava em boas condigdes para ser utilizado
nas experiéncias na area farmacoldgica.

Uma vez que, para as experiéncias, seria necessaria apenas a fracdo polifenolica do extrato de
Oxalis pes-caprae L., realizou-se uma extracdo da fragdo polifendlica com acetato de etilo,
recorreu-se ao evaporador rotativo para remocao deste solvente organico volatil e ao ultra-
sons para uma solubilidade mais eficaz dos flavondides. Também se utilizou o n-hexano para
remocao da fase lipidica.

A concentragdo da fracdo polifendlica do extrato de folhas da Oxalis pes-caprae L.
inicialmente preparada foi 2,6 g de extrato fresco/ml de solvente.
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3.1.1 Teste do DPPH

DPPH é uma abreviatura comum do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo que é utilizado
em ensaios para avaliacdo da capacidade antioxidante de determinado composto. Devido a sua
banda de absorgéo forte centrada nos 517 nm, o radical DPPH tem uma cor violeta intensa em
solucdo e torna-se incolor ou amarelo palido quando perde a sua atividade.

Assim, o teste com DPPH é um método bastante conveniente para o “screening” antioxidante
de pequenas moléculas uma vez que a reacdo pode ser observada visualmente e medida com
precisdo utilizando um espectrofotometro UV/Vis no referido comprimento de onda dado que,
os flavonodides existentes no extrato de folhas da Oxalis pes-caprae L., tém absorcéo entre 0s
230 a 400 nm .

3.1.2 HPLC/DAD

A cromatografia liquida de alta eficiéncia com detetor de fotodiodos é uma técnica analitica
que se utiliza para separar, identificar e quantificar componentes numa mistura. A
cromatografia liquida de alta eficiéncia distingue-se dos outros tipos de cromatografias
liquidas por utilizar a fase mével a alta pressdo. O uso de pressfes elevadas permite uma
reducdo no diametro das particulas da fase estacionaria, localizada no interior da coluna
cromatografica. O uso de particulas menores resulta numa area superficial maior, o que
promove uma separacdo mais eficiente dos componentes da amostra.

Esta técnica consiste na passagem do solvente liquido a alta pressdo contendo a mistura
através de uma coluna que contém material sélido adsorvente. Os componentes da amostra
atravessam a coluna a diferentes velocidades, facto que resulta das diferentes e especificas
interacdes com a fase estacionaria. A velocidade de cada componente depende da sua
natureza quimica, da natureza da fase estacionaria e da composi¢cdo da fase mdvel. O tempo
ao qual cada analito especifico elui é chamado de tempo de retencdo. O tempo de retencdo
medido sob determinadas condicdes é considerado uma caracteristica que permite identificar

diferentes analitos numa mistura.

Caracteristicas da analise:

- Volume injetado: 100 pl

- Fluxo: 0,8 ml/min
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- Coluna LichroSorb RP18
- Detetor Array Diode e espectros acumulados a A de 200,0 a 400,0 nm

Para além da utilizacdo do HPLC/DAD, o espectro UV e o tempo de retencdo também foram

Uteis na identificagdo de compostos da Oxalis pes-caprae L.

3.1.3 Espectroscopia Ultravioleta/Visivel

A espectroscopia no UV/Vis envolve a espectroscopia de fotdes (espectrofotometria). Utiliza
a luz na faixa do visivel e proxima do ultravioleta. Nessas faixas de energia as moléculas
sofrem transicdes electrdnicas moleculares. O espectrofotometro (instrumento usado) mede a
quantidade de luz que foi absorvida pela amostra. Um espectro UV/Vis é essencialmente um

gréafico da absorvancia versus comprimento de onda na faixa do ultravioleta e/ou visivel.

3.1.4 Concentracdo a pressdo reduzida (sob vacuo) usando o “evaporador rotativo”

O processo de destilacdo é utilizado na purificacdo de substancias e na separacdo dos
componentes volateis de misturas. Baseia-se na combinagdo sucessiva dos processos de
vaporizacdo e de condensagédo. Os tipos mais comuns de destilagdo séo: destilacdo simples,
destilacdo fracionada e destilacéo sob vacuo.

A destilacdo sob vacuo a pressao reduzida com evaporador rotativo, usa-se na remogao rapida
de grandes quantidades de solventes volateis de uma solucdo. O principio é baseado numa
destilacdo, conduzida sob vacuo, no qual o ponto de ebulicdo das substancias € menor do que
a pressdo atmosférica.

Este sistema tem uma fonte de vacuo e um banho de agua para aquecimento. O baldo que
contém a solucdo, é acoplado ao aparelho de destilacéo através de um tubo de vidro que gira a
uma velocidade controlada pelo motor. Ao ser aplicado o vacuo e o aquecimento, o solvente é
evaporado, condensado e recolhido no baldo do evaporador rotativo. A amostra que tera as
suas substancias extraidas em solucdo € colocada no frasco de evaporacao, que por sua vez
permanece dentro do banho de aquecimento. Neste local, o frasco sofre rotagdes promovidas

para optimizar a evaporacao.
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O material evaporado sera direcionado até ao condensador, onde haverd uma serpentina
contendo liquido (geralmente agua de refrigeracdo). Devido a este contato e as diferencas na
temperatura, a substancia evaporada transforma-se em liquido novamente e segue em direcéo
ao frasco recetor. Assim, 0s constituintes a reter na amostra permanecem no frasco de

evaporacao, e a substancia destilada no frasco recetor.

3.1.5 Ultra-sons

E um método de extracdo onde se utilizam correntes de alta frequéncia que promovem com
mais efetividade a fragmentacdo das estruturas e membranas celulares do material vegetal,
libertando com mais facilidade os contituintes quimicos. Também se utiliza para, apos
remocao do solvente orgéanico da mesma, promover uma maior homogeneizacdo da amostra
no processo de solubilizagdo no solvente mais apropriado, por exemplo, para 0s ensaios de

bioatividade.
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3.2 Artéria mamaria interna humana

3.2.1 Recolha

O uso das AMIH foi aprovado pela comisséo de ética do Centro Hospitalar e Universitario de
Coimbra — CHUC-Huc com o n° PC-388/08.

As AMIHs foram colhidas nos CHUC-Huc, na unidade de Cirurgia Cardiotoracica,
provenientes de doentes sujeitos a uma cirurgia de revascularizacdo coronaria. As suas idades
variaram entre 42 e 80 anos.

As AMIHs utilizadas neste estudo foram colocadas em solucdo fisiologia de Krebs-Henseleit
(NaCl, 118 mM; KCI, 4,7 mM; CaCl2, 2,5 mM; KH2PO4, 1,2 mM; MgSO4, 1,2 mM,;
glucose, 10 mM; NaHCO3, 25mM) e transportadas para o laboratério num recipiente

isotérmico com gelo moido.

3.2.2 Isolamento

Numa caixa de Petri com solucdo de Krebs-Henseleit, procedeu-se ao isolamento das artérias,
eliminando os tecidos que ndo eram relevantes para o estudo e poderiam interferir com o
resultado das experiéncias como tecido muscular, adiposo, conjuntivo e possiveis
ramificacGes. As artérias deveriam estar o mais intactas possivel de modo a ndo enviesarem
os resultados da experiéncia e os anéis cortados deveriam ter 2 a 3 mm de largura (fig.10).

A solucéo de Krebs-Henseleit utilizada no banho foi gaseificada com uma mistura de 95% de
O e 5% de CO; e o0 pH foi ajustado para 7,4.

Fig.10- Artéria mamaria interna humana cortada em anéis de 2-3 mm e montada
entre duas ansas de platina numa caixa de Petri num tabuleiro com gelo.

41



3.2.3 Montagem

As artérias foram montadas em dois fios de platina colocados de modo a ficarem para lados
opostos e a ndo se cruzarem. As artérias foram suspensas num banho de érgéos cujo liquido
interior era a solucdo de Krebs-Henseleit, no qual as artérias foram mergulhadas e o liquido
exterior, um banho termostatico (fig.11).

Os transdutores de forca AD Instruments® e PowerLab® acoplados a um computador para
leitura de dados, permitiram a gravacdo da variacdo da tensdo isométrica do tecido vascular.
A tensdo da parede vascular foi normalizada, ajustada a uma tensdo ideal de descanso (duas
grama/19,6 mN). Os aneis foram lavados varias vezes e mantidos a 37 °C durante um periodo
de estabilizagéo de duas horas.

Apds este periodo e no fim de cada experiéncia, adicionou-se cloreto de potassio (KCI) de
concentracdo 60 mM no banho de dérgdos, com o objetivo de verificar a reatividade e a
viabilidade das artérias. O KCI tem efeito vasoconstritor €, com o passar do tempo, a
contracdo das artérias aumenta e é alcancado um “plateau”.

Curvas de concentracao-resposta para a NA e curvas de concentracdo-resposta para a NA com
pré-incubacdo de Oxalis pes-caprae L. e/ou farmacos antagonistas dos recetores adrenérgicos,
foram obtidas por adi¢des cumulativas, sendo que cada concentracdo foi adicionada apds a
anterior ter atingido o seu “plateau”.

Fig.11- Anéis de 2-3mm de AMIH suspensos entre duas ansas de platina
num banho de 6rgdos de 10 ml com solucdo de Krebs-Henseleit.
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4. RESULTADOS

4.1 Oxalis pes-caprae L.

4.1.1 Identificacdo dos compostos do extrato das folhas da Oxalis pes caprae L. por
HPLC/DAD
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Fig.12- Perfil HPLC/DAD dos acidos fendlicos/flavonoides das folhas da Oxalis pes-caprae L.
(Abril 2014)

* A seguir, estdo representados os espectros UV dos 10 compostos identificados (10 picos):
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4.1.2 Avaliacdo da atividade antirradicalar pelo teste do DPPH

Tabela 5- Andlise da atividade antirradicalar do extrato de folhas da Oxalis pes-caprae L.
utilizando o teste do DPPH (Abril 2014).

pL ABS DPPH (%) Atividade (%) Amostra (g)

25 0,676 83,15 16,85 375
50 0,603 74,17 25,83 750
75 0,507 62,36 37,64 1125
100 0,373 45,88 54,12 1500
150 0,19 23,37 76,63 2250

*Nota: Concentracdo da amostra fresca - 100 mg/ml.

4.1.3 Verificacdo dos compostos presentes no extrato das folhas da Oxalis pes caprae L.
por HPLC/DAD
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Fig. 13- Perfil HPLC/DAD dos &cidos fendlicos/flavondides das folhas da Oxalis pes-caprae L.
(Outubro 2014).

* A seguir, estdo representados os espectros UV dos 11 compostos identificados (11 picos):
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4.1.4 Verificacdo da atividade antirradicalar pelo teste do DPPH

Tabela 6- Andlise da atividade antirradicalar do extrato de folhas da Oxalis pes-caprae L.
utilizando o teste do DPPH (Outubro 2014).

pL ABS DPPH (%) Atividade (%) Amostra (ug)

25 0,676 69,3 30,7 375
50 0,411 42,1 57,9 750
75 0,247 25,3 74,7 1125
100 0,127 13 87 1500
150 0,063 6,5 93,5 2250

*Nota: concentracdo da amostra fresca - 260 mg/ml.
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4.2 Artéria mamaria interna humana

As respostas contracteis da AMIH a curva concentracdo-resposta da NA com pré-
incubacdo da fracdo polifendlica do extrato de folhas da Oxalis pes-caprae L., da
noradrenalina com pré-incubacdo de cada um dos farmacos utilizados e da NA com pré-
incubacédo de cada um dos farmacos e da fragdo polifendlica do extrato de folhas da Oxalis
pes-caprae L., foram representadas em percentagem de contracdo maxima obtida na curva

de concentracdo-resposta a NA, em cada anel.

Os resultados finais foram expressos relativamente a percentagem de resposta obtida para
0s aneis controlo (curvas de concentracdo-resposta da NA). Posteriormente, os resultados
foram expressos em termos de mN de tens&o.

A contracdo méxima registada (Emax) representa a atividade intrinseca de cada composto. O
logaritmo negativo da concentragdo molar de agonista capaz de induzir metade da resposta
méaxima (pECso), exprime a poténcia de cada composto.

Os valores de pECso foram obtidos por interpolacdo de cada curva cumulativa
concentracdo-resposta em escala semilogaritmica (% da contracdo maxima versus (vs.)

logaritmo da concentragdo em M), com o auxilio do programa GraphPad Prisma 5.03®.

As diferencas estatisticamente significativas entre os valores de pECso calculados para
cada farmaco foram avaliadas, tal como as diferencas entre as respostas contracteis da
curva concentracao-resposta da NA com pré-incubacdo da fracdo polifendlica do extrato de
folhas da Oxalis pes-caprae L. e/ou com 0s antagonistas dos recetores adrenérgicos
utilizados, em relacdo ao controlo, com o auxilio do teste de Tukey. Uma vez verificada
pela analise de variancia (ANOVA) que a amostra ndo provinha da mesma populacéo,
fizeram-se comparagdes multiplas entre o efeito inibitorio de cada concentracéo utilizada
da fracdo polifendlica do extrato de folhas da Oxalis pes-caprae L. (2,6; 5,2 e 10,4 mg/ml-
concentracdes no banho de drgdos) em resposta as contracdes induzidas pela NA na
AMIH. Depois, foram feitas também, comparacdes entre o efeito inibitério de cada
farmaco e a fracéo polifendlica do extrato de folhas da Oxalis pes-caprae L. (concentracéo
10,4mg/ml) em resposta as contra¢des induzidas pela NA na AMIH.

Os valores de p inferiores a 0,05 (p <0,05) foram considerados indicadores de diferencas

estatisticamente significativas. Todos 0s resultados estdo apresentados como médias +/-
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erro padrdo da média (“Standard Error of the Mean”, SEM) do nimero de experiéncias (n)
indicado.

As respostas contracteis da artéria mamaria interna humana foram registadas em
PowerLab® e AD Instruments® acoplados a um computador para leitura de dados.

Os farmacos utilizados neste estudo foram: prazosina, antagonista seletivo dos recetores
adrenérgicos a1 concentracdo; ioimbina, antagonista seletivo dos recetores adrenérgicos a.

e fentolamina, antagonista dos recetores adrenérgicos a, adquiridos a Reagente 5.

De seguida, sdo apresentados os resultados obtidos nas experiéncias realizadas.

» Resposta da artéria mamaria interna humana a fracdo polifenolica do extrato de
folhas da Oxalis pes-caprae L (0,104-10,4 mg/ml)

A figura em baixo representa a resposta da artéria mamaria interna humana a adicdo de

concentracdes crescentes (Oxalis 1 a 7) da fracdo polifendlica do extrato de folhas da

Oxalis pes-caprae L..

RS

Oxalis 1

Fig.14- Resposta contractil da AMIH a fracdo polifendlica do extrato de folhas da Oxalis pes-caprae
L..

* Resposta da artéria mamaria interna humana a noradrenalina (1-60 puM)

A figura em baixo representa a resposta da AMIH a adicdo de concentracdes crescentes de
NA (NA 1 aNA 7). A escala vertical encontra-se em grama (g).
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Fig.15- Resposta contractil da AMIH a NA.

» Resposta da artéria mamaria interna humana a noradrenalina (1-60 uM) com pré-
incubacdo da fracdo polifendlica do extrato de folhas da Oxalis pes-caprae L. (2,6

mg/ml)

A figura em baixo representa a resposta da AMIH a adi¢do de concentracdes crescentes de
NA e a resposta da AMIH a adicdo de concentracdes crescentes de NA com pré-incubacgéo
de 15 minutos da fracdo polifendlica do extrato de folhas da Oxalis pes-caprae L. (2,6
mg/ml), no mesmo anel. Os tragos a picotado nas figuras representam as sete adicOes de
concentragOes crescentes de NA. A escala vertical encontra-se em grama (g).

Fig.16- a) Resposta contréactil da AMIH & NA; b) Resposta contréctil da AMIH & NA com pré-

incubacéo de Oxalis pes caprae L..
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4.2.1 Respostas contracteis da artéria mamaria interna humana a noradrenalina (1-

60 uM) com pré-incubacédo de Oxalis pes-caprae L. (2,6; 5,2 e 10,4 mg/ml)

O gréafico em baixo representa as respostas contracteis da AMIH a NA (controlo) e a NA
com pré-incubacdo de 15 minutos de fracdo polifendlica do extrato de folhas da Oxalis pes-
caprae L. nas varias concentragdes utilizadas: 0,26 mg/ml, 5,2 mg/ml e 10,4 mg/ml. Os
resultados das curvas concentragdo-resposta estao expressos em valores médios + S.E.M.

O n representa 0 nimero de experiéncias. As barras verticais representam o S.E.M.

1001 .

o~ NA (n=13)
-o—- NA+Oxalis 2,6 mg/ml (n=6)

= NA+Oxalis 5,2 mg/ml (n=8)
-6~ NA+Oxalis 10,4 mg/ml (n=11)

%Emax

-7 -6 ' 5 ' -4
log [NA] (M

Legenda: **p < 0,01 Oxalis pes-caprae L. 5,2 mg/ml vs. Controlo
***n < 0,001 Oxalis pes-caprae L. 10,4 mg/ml vs. Controlo

Gréfico 1- Acdo inibitoria da fracdo polifendlica do extrato de folhas da Oxalis pes-caprae L. (2,6;
5,2 e 10,4 mg/ml) em resposta as contragdes induzidas pela NA na AMIH, relativamente ao
controlo.

4.2.2 Respostas contracteis maximas da artéria mamaria interna humana a
noradrenalina (1-60 puM) com pré-incubacdo de Oxalis pes-caprae L. (2,6; 5,2;10,4

mg/ml)

O grafico em baixo representa as respostas contracteis maximas da AMIH a NA (controlo)
e a NA com pré-incubacdo de 15 minutos de fracdo polifenolica do extrato de folhas da
Oxalis pes-caprae L. nas varias concentracfes utilizadas: 0,26 mg/ml, 5,2 mg/ml e 10,4

mg/ml.
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As barras verticais representam a contracdo maxima induzida na artéria mamaria interna

humana e, por cima destas, esta representado o S.E.M associado.

NA

Oxalis 2,6 mg/ml
Oxalis 5,2 mg/ml
Oxalis 10,4 mg/ml

ELIN:N

% Emax

Legenda: **p < 0,01 Oxalis 5,2 mg/ml vs. Controlo
***n < 0,001 Oxalis 10,4 mg/ml vs. Controlo

Gréfico 2 — Comparagédo do efeito inibitorio méximo das trés concentragdes utilizadas de Oxalis
pes-caprae L. em resposta as contra¢@es induzidas pela NA na AMIH, relativamente ao controlo.

Tabela 7- Comparagdo de dois pardmetros — EmaxxSEM (%) e pEC50+SEM- da NA com
pré-incubacdo respetiva das trés concentracGes utilizadas de fracdo polifendlica do extrato

das folhas da Oxalis pes-caprae L. (2,6; 5,2 e 10,4 mg/ml), em relagéo ao controlo.

Curvas Emax (%0) PECso n
Controlo 100 5,460+0,0642 13
Oxalis 2,6 mg/ml 59,188+7,320 5,258+0,233 6

Oxalis 5,2 mg/ml 14,0.93+1,987**  4,911+0,282** 8

Oxalis 10,4 mg/ml  12,239+3,174***  4,725+0,337*** 11

Legenda: **p < 0,01 Oxalis L. 5,2 mg/ml vs. Controlo
***p < 0,001 Oxalis L. 10,4 mg/ml vs. Controlo
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4.2.3 Respostas contracteis da artéria mamaria interna humana a noradrenalina (1-
60 UM) com pré-incubacédo de ioimbina (1x10 M) e Oxalis pes-caprae L. (10,4 mg/ml)

O grafico em baixo representa as respostas contracteis da AMIH a NA (controlo), a NA
com pré-incubacdo de ioimbina de 30 minutos e a NA com uma pré-incubacéo de ioimbina
de 30 minutos e de Oxalis pes-caprae L. de 15 minutos. Os resultados das curvas
concentragcdo-resposta estdo expressos em valores médios + S.E.M. O n representa o

numero de experiéncias. As barras verticais representam o S.E.M.

**
100+ - *o*
80 :
- **
VA e~ NA(n=13)
% 604 -+ |oimbina+NA (n=10)
E -2 loimbina+Oxalis 10,4 mg/ml+NA (n=6)
X 4041
204
**
0-Lg—A
-7

log [NA]

Legenda: **p < 0,01 loimbina + NA vs. Controlo
**p < 0,01 loimbina+ Oxalis 10,4 mg/ml+ NA vs. Controlo

Gréfico 3 - Acdo inibitéria do farmaco ioimbina e da fracdo polifendlica do extrato de folhas da
Oxalis pes-caprae L. em resposta as contracdes induzidas pela NA na AMIH, relativamente & acdo
inibitoria do farmaco ioimbina e ao controlo.

Tabela 8- Comparacdo de dois parametros — EmaxtSEM (%) e pECs0xSEM- da NA com
pré-incubacdo de ioimbina e com pré-incubacdo de ioimbina e fragdo polifendlica do
extrato das folhas da Oxalis pes-caprae L. (10,4 mg/ml), em relacdo ao controlo.

Curvas Emax (%0) PECso n
Controlo 100 5,460+0,0642 13
lombina 32,112+10,110**  4,045+0,6107** 10

loimbina +Oxalis  31,778+13,677**  3,774+1,138** 6

Legenda: **p < 0,01 loimbina + NA vs. Controlo
**p < 0,01 loimbina+ Oxalis 10,4 mg/ml+ NA vs. Controlo
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4.2.4 Respostas contracteis da artéria mamaria interna humana a noradrenalina (1-
60 uM) com pré-incubacao de prazosina (0,1 uM) e Oxalis pes-caprae L. (10,4 mg/ml)

O gréfico em baixo representa as respostas contracteis da AMIH a NA (controlo), a NA
com pré-incubacdo de prazosina de 30 minutos e a NA com uma pré-incubacdo de
prazosina de 30 minutos e de Oxalis pes-caprae L.de 15 minutos. Os resultados das curvas
concentragdo-resposta estdo expressos em valores médios + S.E.M. O n representa o
namero de experiéncias. As barras verticais representam o S.E.M.

**

1001 - ®
s ™ -o NA(n=13)
80 * - ~=— Prazosina+NA (n=8)
$ <>~ Prazosina+ Oxalis 10,4 mg/ml+NA
s 604 o (n=4)
*%
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*%
20+ }
O-@ \)} | /\ M.
-7 -6 -5 4

log [NA] (M)

Legenda: **p < 0,01 Prazosina + NA vs. Controlo
**p < 0,01 Prazosina+ Oxalis 10,4 mg/ml+ NA vs. Controlo

Gréfico 4 — Acdo inibitéria do farmaco prazosina e da fracdo polifendlica do extrato de folhas da
Oxalis pes-caprae L. em resposta as contragdes induzidas pela NA na AMIH, relativamente a acéo
inibitéria do farmaco prazosina e ao controlo.

Tabela 9- Comparagdo de dois pardmetros — EmaxxSEM (%) e pECs0xSEM- da NA com
pré-incubacdo de prazosina e com pré-incubacdo de prazosina e fracdo polifendlica do
extrato das folhas da Oxalis pes-caprae (10,4 mg/ml), em relacdo ao controlo.

Curvas Emax (%0) PECso n
Controlo 100 5,460+0,0642 13
Prazosina 12,429+4 442** 3,297+2,672** 8

Prazosina+Oxalis 10,812+5,173** 3,850+1,303** 4

Legenda: **p < 0,01 Prazosina + NA vs. Controlo
**p < 0,01 Prazosina+ Oxalis 10,4 mg/ml+ NA vs. Controlo
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4.2.5 Respostas contracteis da artéria mamaria interna humana a noradrenalina (1-
60 uM) com pré-incubacado de fentolamina (10 uM) e Oxalis pes-caprae L. (10,4
mg/ml)

O grafico em baixo representa as respostas contracteis da AMIH a NA (controlo), a NA
com pré-incubacdo de fentolamina de 30 minutos e a NA com uma pré-incubagdo de
fentolamina de 30 minutos e de Oxalis pes-caprae de 15 minutos. Os resultados das curvas
concentracdo-resposta estdo expressos em valores médios + S.E.M. O n representa o

numero de experiéncias. As barras verticais representam o S.E.M.

100- -
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Legenda: **p < 0,01 Fentolamina + NA vs. Controlo
**p < 0,01 Fentolamina + Oxalis 10,4 mg/ml+ NA vs. Controlo

Gréfico 5 - Acdo inibitoria do farmaco fentolamina e da fracdo polifendlica do extrato de folhas da
Oxalis pes-caprae L. em resposta as contragdes induzidas pela NA na AMIH, relativamente a a¢éo
inibitoria do farmaco fentolamina e ao controlo.

Tabela 10- Comparacéo de dois parametros — EmaxtSEM (%) e pECs0xSEM- da NA com
pré-incubacdo de fentolamina e com pré-incubacdo de fentolamina e fracdo polifendlica do
extrato das folhas da Oxalis pes-caprae L. (10,4 mg/ml), em relacdo ao controlo.

Curvas Emax (%0) PECso n
Controlo 100 5,460+0,0642 13
Fentolamina 9,606+3,510** 3,981+0,803** 6
Fentolamina+Oxalis 9,544+3,479** 3,483t1,726** 6

Legenda: **p < 0,01 Fentolamina + NA vs. Controlo
**p < 0,01 Fentolamina + Oxalis 10,4 mg/ml+ NA vs. Controlo
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4.2.6 Respostas contracteis da artéria mamaria interna humana a noradrenalina (1-
60 uM) com pré-incubacéo de ioimbina (1x10° M), com pré-incubacdo de prazosina
(0,1 uM) e com pré-incubacéo de fentolamina (10 uM)

O gréafico em baixo representa as respostas contracteis da AMIH a NA (controlo) e a NA
com pré-incubacdo de 30 minutos de ioimbina, prazosina e fentolamina, respetivamente.
Os resultados das curvas concentragdo-resposta estdo expressos em valores médios *

S.E.M. O n representa 0 nimero de experiéncias. As barras verticais representam o S.E.M.
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¢ -+ Prazosina+NA (n=8)
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Legenda: *p < 0,05 loimbina+NA vs. Controlo
**p < 0,01 Prazosina+NA vs. Controlo
**p < 0,01 Fentolamina+NA vs. Controlo

Gréfico 6 — Acdo inibitéria dos farmacos ioimbina, prazosina e fentolamina, em resposta as
contragBes induzidas pela NA na AMIH, relativamente ao controlo.

4.2.7 Respostas contracteis maximas da artéria mamadria interna humana a
noradrenalina (1-60 uM) com pré-incubacdo de ioimbina (1x10° M), com pré-
incubacdo de prazosina (0,1 uM), com pré-incubacgdo de fentolamina (10 uM) e com

pré-incubacao de Oxalis pes-caprae L. (10,4 mg/ml)

O grafico em baixo representa as respostas contracteis maximas da AMIH a NA (controlo),
a noradrenalina com pré-incubagdo de 30 minutos de ioimbina, prazosina e fentolamina,
respetivamente. Os resultados das curvas concentragao-resposta estdo expressos em valores
médios £ S.E.M. O n representa o0 nimero de experiéncias. As barras verticais representam
0 S.E.M.
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Legenda: *p < 0,05 loimbina+NA vs. Controlo
**p < 0,01 Prazosina+NA vs. Controlo
**p < 0,01 Fentolamina+ NA vs. Controlo

E=3 Prazosina+NA
IO Fentolamina+NA
Oxalis 10,4 mg/mL+NA

s me

**p < 0,01 Oxalis 10,4 mg/ml+ NA vs. Controlo

Gréfico 7 — Comparacéo do efeito inibitério maximo da ioimbina, prazosina, fentolamina e Oxalis
pes-caprae L. em resposta as contra¢@es induzidas pela NA na AMIH, relativamente ao controlo.

Tabela 11- Comparacéo de dois parametros — EmaxtSEM (%) e pECs0xSEM- da NA com
pré-incubacdo de ioimbina (1x10° M), prazosina (0,1 pM), fentolamina (10 uM) e Oxalis

pes-caprae L. (10,4 mg/ml), em relagdo ao controlo.

Curvas Emax (%0)

pECS50 n

Controlo 100

5,460+0,0642 13

loimbina+NA 32,112+10,110*

4,045+0,6107* 10

Prazosina+NA 12,429+4,442**

3,297+2,672** 8

Fentolamina+NA  9,606+3,510**

3,981+0,803** 6

Oxalis+tNA 12,239+3,174**

4,725+0,337** 11

Legenda: *p < 0,05 loimbina+NA vs. Controlo
**p < 0,01 Prazosina+NA vs. Controlo
**p < 0,01 Fentolamina+ NA vs. Controlo

**p < 0,01 Oxalis 10,4 mg/ml+ NA vs. Controlo
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5. DISCUSSAO

5.1 Oxalis pes-caprae L.

Analisando os espectros UV do extrato de folhas da Oxalis pes-caprae L. de Abril de
2014, observa-se que o composto 1 (pico 1) é um &cido fendlico, derivado do &cido
cafeico. Todos os outros compostos sdo flavonoides.

Os compostos 2, 3, 4 e 8 sdo derivados da luteolina. Os derivados da luteolina geralmente
dao origem a duas bandas principais de absor¢cdo UV: a banda I a Amax 350.0 nm e a banda
Il com dois picos- banda Ila a Amax 267.0 nm e a banda IIb a Amax 257.0 nm. A banda |
apresenta maior absorvancia que a banda Il. Assim, pode concluir-se que estes compostos
sdo flavonas. A banda I, com maior absorvancia da banda Ila em relacdo a banda Ilb,
mostra uma possivel substituicdo no carbono 6 (Campos e Markham, 2007) [182].

Os compostos 5a 7 e 9 e 10 séo derivados da apigenina. O espectro UV sugere a existéncia
de um nuacleo de flavona semelhante aos compostos anteriores. A banda | tem uma
absorvancia maior que a banda Il e ocorre substituicdo no carbono 7 naqueles em que nédo

existe um “ombro” de absor¢do entre 280 a 310 nm.

Comparando os espectros UV do extrato de folhas da Oxalis pes-caprae L. de Outubro de
2014 com os espectros conhecidos do extrato das folhas desta planta (Dellagreca, et al.,
2008-2010) [145-147] e com os espectros UV do extrato analisado em Abril de 2014,
podemos concluir que o composto 1 do espectro UV provavelmente alterou-se parala)e 1
b). Isto pode ter ocorrido devido ao periodo de tempo longo de conservacdo do extrato no
frigorifico. Ambos sdo acidos fenolicos, possivelmente enantiomeros. Ainda se observa o
aparecimento de um composto novo, 0 composto 2, também um derivado do acido cafeico,
que pode ter resultado de uma hidrélise ou alteragdo de pH. O composto 8 também se
desdobrou em 8 a) (com um espectro muito semelhante ao composto 7 de Abril de 2014) e
8 b); o composto 8 a) parece ser um derivado da apigenina e 0 8 b) um derivado da
luteolina. Todos os outros compostos, 3a 7 e 9 a 11 (seccdo 4.1.3), derivados da apigenina
e luteolina analisados em Outubro, permaneceram semelhantes aos analisados em Abril e

correspondem aos compostos 2 a6 e 8 a 10 (seccdo 4.1.1).

Relativamente ao teste do DPPH, a espécie utilizada como antioxidante foi o extrato das
folhas de Oxalis pes-caprae L. de Abril e, depois, de Outubro de 2014. Foram preparadas
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varias solugdes (5) com quantidades diferentes de extrato em tubos de ensaio com 1 ml de
solugdo etanolica de DPPH. Em seguida, foi medida a absorvancia destas solucdes a 517
nm.

A partir dos valores de absorvancia para cada concentracao testada, foram determinadas as
percentagens de DPPH remanescentes (% DPPH). A percentagem de atividade
antioxidante (% atividade) corresponde a quantidade de DPPHe consumida.

A quantidade de radicais DPPH vai diminuindo com o aumento da quantidade de extrato
adicionado, isto é, com o aumento da quantidade de moléculas antioxidantes (tabelas 5 e
6). Este aumento de atividade antioxidante resulta numa diminuicdo da absorvancia que,
por sua vez, leva a uma mudanga observavel da cor da solugdo de violeta para amarelo
(ndo incolor, dado que alguns dos flavonoéides em solucéo possuem esta cor).

O ECsxo (concentragdo de uma determinada substancia necessaria para induzir metade do
efeito maximo) calculado para o extrato de Abril foi 1400 pg e o ECso calculado para o
extrato de Outubro foi 600 pg. A atividade antirradicalar do extrato de Outubro parece ser
mais do dobro da de Abril. No entanto, deve ter-se em conta que, a concentracdo do extrato
testado em Outubro foi mais do dobro (260 mg/ml) do que a concentracdo do extrato
testado em Abril (100 mg/ml). Desta forma, e realizados os devidos célculos, conclui-se
que a atividade do extrato analisada em Abril e Outubro é praticamente a mesma, pelo que
se considerou que o extrato de Outubro estava em boas condi¢Ges de conservacdo para ser
usado nas experiéncias com as AMIHSs.

Todas as alteragcbes que ocorreram nos compostos parecem ndo ter alterado
significativamente a atividade antirradicalar do extrato. O extrato testado nas experiéncias
com AMIHSs, induziu o efeito esperado, confirmando a sua atividade. Os compostos que
parecem ser responsaveis pela atividade do extrato das folhas da Oxalis pes-caprae L. sdo
os derivados da apigenina e da luteolina, uma vez que sdo a grande maioria, ndo
descartando o elevado potencial dos compostos derivados do acido cafeico presentes (picos
le?2).

S80 necessarios mais estudos para estabelecer a relacdo estrutura-atividade de cada

composto presente na fragdo polifendlica estudada.
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5.2 Artéria mamaria interna humana

Ao longo desta discussdo, os termos afinidade, eficacia/atividade intrinseca e poténcia de
um farmaco vao ser muito utilizados pelo que, a seguir, se faz um breve esclarecimento
destes conceitos.

A tendéncia de um farmaco se ligar ao recetor é determinada pela sua afinidade. A
tendéncia, uma vez ligado, de ativar o recetor é indicada pela sua eficacia.

A eficécia ou atividade intrinseca reflete a resposta terapéutica potencial maxima que um
farmaco pode induzir. A eficécia pratica de um farmaco para alcancar uma resposta final
terapéutica, por exemplo, 0 aumento da contractibilidade cardiaca, pode ser limitada pela
propensitividade do farmaco para causar um efeito toxico (por exemplo arritmia cardiaca),
mesmo que o farmaco tenha um efeito terapéutico elevado.

A poténcia refere-se a concentracdo de um farmaco necessaria para produzir 50% do efeito
méaximo. Depende em parte, da afinidade dos recetores para se ligar a esse farmaco e, em
parte, da eficiéncia do acoplamento farmaco-recetor para produzir uma resposta.

Os agonistas totais possuem uma eficacia méxima, os agonistas parciais tém uma eficacia

intermédia e os antagonistas apresentam, no caso mais simples, eficacia zero.

Dos resultados obtidos, verificou-se que a adicdo de concentracdes crescentes de Oxalis
pes-caprae L., 0,104 a 10,4 mg/ml, ndo tem efeito contractil na AMIH (fig.14). Desta
forma, conclui-se que a fracdo polifendlica do extrato de folhas da Oxalis pes-caprae L.
ndo mostrou atividade intrinseca na AMIH, na gama de concentracfes testadas.

Assim, a fracdo polifendlica ndo deve ser um agonista, nem total nem parcial, dos recetores
existentes na AMIH aos quais, eventualmente, se liga. Sao necessarios mais estudos com

concentrag¢fes mais elevadas da fragdo polifendlica para confirmar esta analise.

Verificou-se que a NA, adicGes de concentracdes crescentes de 1 a 60 uM, induziu
contracdes dependentes da concentracdo (fig.15). A NA mostrou ser um agonista total dos
recetores adrenérgicos existentes na artéria mamaria interna humana, responsaveis pelo seu

efeito vasoconstritor.

A fracdo polifenolica do extrato de folhas da Oxalis pes-caprae L. mostrou um efeito

inibitério em resposta as contragdes produzidas pela NA na AMIH (fig.16). Isto verificou-
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se em todas as concentrages utilizadas da fragdo polifendlica do extrato de folhas da
Oxalis pes-caprae L (2,6; 5,2 e 10,4 mg/ml) (gréficos 1 e 2).

De facto, ja existiam estudos que mencionam as propriedades vasodilatadoras dos
flavonoides. Occhiutto, et al. (1991), mostraram que os flavondides produzem efeitos anti-
arritmicos e cronotropicos positivos [153] e segundo Beretz, Stoclet e Anton (1980),
Laekeman, et al. (1986) e Ko, Huang e Teng (1991) a maioria deles, possui efeitos
vasodilatadores [154-156]. Estudos realizados por Duarte, et al. em 1993, na aorta de rato,
mostraram que varios flavonoides, incluindo as flavonas luteolina e apigenina (10%-103
M), relaxam as contragGes induzidas pela NA (10°M) e KCI (80 mM) [157].

Comparando as trés concentracGes utilizadas da fracdo polifendlica observou-se que, as
concentragdes 5,2 mg/ml e 10,4 mg/ml (com um Emax (%) de 14,0.93+1,987 e
12,239+3,174, respetivamente) tém um efeito inibitorio significativamente maior do que a
concentragdo 2,6 mg/ml (com um Emax (%) de 59,188+7,320). As concentragdes 5,2 e 10,4
mg/ml da fracdo polifendlica utilizada apresentam curvas concentracdo-resposta a NA
muito semelhantes (grafico 1).

As fracOes polifendlicas do extrato de folhas da Oxalis pes-capre L. com concentragdes 5,2
mg/ml e 10,4 mg/ml, reduziram significativamente o efeito vasoconstritor madximo da NA
(de 100% para 14,093% e de 100% para 12,239%, respetivamente) (tabela 7).

A fragdo polifendlica utilizada neste estudo pode ser um antagonista dos recetores onde,
eventualmente, se liga, isto é, ndo mostrou atividade intrinseca mas pode ter afinidade para
0s recetores adrenérgicos existente na AMIH, nas concentracdes utilizadas (0,104-10,4
mg/ml). Como ocorreu um desvio da curva concentracdo-resposta da NA para a direita,
com diminuicdo do efeito maximo a medida que a concentracdo da fracdo polifendlica
utilizada foi aumentando, a fracdo polifendlica pode ser um antagonista do tipo ndo
competitivo. Devem ser realizados mais estudos com concentragdes mais elevadas da
fracdo polifendlica, para confirmar esta observacao.

Apesar de o efeito final da NA com pré-incubacgéo da fragéo polifendlica na AMIH ter sido
um efeito inibitério, o vaso-relaxamento, a fracdo polifendlica ndo parece atuar nos
recetores adrenérgicos da AMIH. No entanto, a fracdo polifendlica, pode ligar-se a pelo
menos um dos subtipos de recetores onde a NA atua, impedindo que a NA se ligue,

diminuindo assim a eficacia e a poténcia da NA nesses recetores com consequente
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diminuicdo do efeito maximo da NA nos recetores adrenérgicos da AMIH- a

vasoconstricao.

Os recetores adrenergicos séo os responsaveis pela contracdo da AMIH em resposta a NA.
Como a fracdo polifenolica do extrato de folhas da Oxalis pes-caprae L. utilizada neste
estudo relaxou as contragdes induzidas pela NA na AMIH, a fragdo polifenolica pode ter
afinidade para um ou mais subtipos de recetores adrenérgicos.

A NA tem afinidade para todos os recetores adrenérgicos; geralmente os recetores 3 sdo
referenciados como 0s principais envolvidos no processo de vaso-relaxamento e 0s
recetores a, os principais envolvidos na vasoconstri¢ao.

Os estudos de Bevilacqua, et al. (1991) e de Giessler, et al. (2002) mostram que sdo
principalmente os recetores o os responsaveis por mediar a contracdo induzida por NA na
AMIH [135,136] e, segundo Pesice, et al. (2003), a populagao dos recetores adrenérgicos [
em comparagdo com os recetores o, na AMHI isolada, aparenta ser baixa [142]. Desta
forma, com base nesta informacdo tedrica e com vista ao objetivo final, neste estudo,

utilizaram-se antagonistas seletivos dos recetores a1 e/ou op.

A ioimbina é um alcal6ide de nucleo indolico e € um antagonista seletivo competitivo dos
recetores o tendo um efeito inibitdrio as contracdes induzidas pela NA na AMIH
comprovado neste estudo (grafico 3).

A resposta inibit6ria da ioimbina as contra¢cdes induzidas pela NA na AMIH mostrou-se
estatisticamente significativa quando comparada com o controlo, analisando os valores da
atividade intrinseca, Emax € da poténcia, pECso. A ioimbina (1x10° M) reduziu o efeito
contractil maximo da NA de 100% para 32,112% (tabela 8).

Verifica-se que a curva concentracdo-resposta da NA com pré-incubacdo da fracdo
polifendlica e da ioimbina, foi muito semelhante a curva concentragdo-resposta da NA com
pré-incubacdo de ioimbina, na AMIH (grafico 3). N&o existem diferencas estatisticamente
significativas entre as duas curvas (tabela 8).

Assim, se a fracdo polifendlica atuasse nos recetores a1, era de esperar uma diminuicdo
significativa do efeito contractil maximo da NA na AMIH com uma pré-incubacao de 30
minutos de ioimbina e de 15 minutos da fracdo polifendlica, em comparagdo com o efeito
méaximo da NA na AMIH com uma pré-incubagéo de 30 minutos de ioimbina.

No entanto, ndo existem diferencas estatisticamente significativas nos valores da % de Emax
e de pECso da NA com pré-incubacdo de ioimbina (32,112+10,110 e 4,045+0,6107,
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respetivamente) e nos valores da % de Emax € de pECso da NA na presenca de ioimbina e
da fracdo polifendlica (31,778+13,677 e 3,774+1,138, respetivamente) (tabela 8). Desta
forma, a fracdo polifendlica do extrato de folhas da Oxalis pes-caprae L., parece ndo ter

afinidade para os recetores o.

A prazosina ¢ uma quinazolina piperazinil. E um inibidor seletivo competitivo dos
recetores a1 e tal como se previa, teve um efeito inibitorio as contragdes induzidas pela NA
na AMIH (gréfico 4).

O efeito inibitorio da prazosina em resposta as contragdes induzidas pela NA mostrou-se
estatisticamente significativo quando comparado com o controlo, analisando os valores da
atividade intrinseca, Emax € da poténcia, pECso . A prazosina (0,1 pM) reduziu o efeito
contractil maximo da NA na AMIH de 100% para 12,429 % (tabela 9).

Verifica-se que a curva concentracdo-resposta da NA com pré-incubacdo da fracdo
polifendlica e da prazosina, é muito semelhante & curva concentracéo-resposta da NA com
pré-incubacdo de prazosina, na AMIH (grafico 4). N&o existem diferencas estatisticamente
significativas nos valores de Emax @ pECso entre elas (tabela 9).

Assim, se a fracdo polifendlica atuasse nos recetores o2 era de esperar uma diminuicéo
significativa do efeito contractil maximo da NA na AMIH com uma pré-incubacdo de 30
minutos de prazosina e de 15 minutos da fracdo polifendlica, em comparacdo com o efeito
méaximo da NA na AMIH com uma pré-incubacdo de 30 minutos de prazosina.

No entanto, ndo existem diferencas estatisticamente significativas nos valores de % de Emax
e de pECso da NA na presenca de prazosina (12,429+4,442 e 3,297+2,672, respetivamente)
e os valores de % de Emax € de pECso da NA na presenca de prazosina e da fragdo
polifendlica (10,812+5,173 e 3,850+1,303, respetivamente) (tabela 9). Desta forma, a
fracdo polifendlica do extrato de folhas da Oxalis pes-caprae L. parece ndo ter afinidade

para os recetores 0.

Com o intuito de se comprovarem os resultados obtidos com os antagonistas seletivos dos
recetores a2 e depois dos recetores oy, foram feitos estudos com um antagonista dos
recetores a- a fentolamina.

A fentolamina € um antagonista competitivo potente dos recetores adrenérgicos o € 2.

Tal como os outros antagonistas, a fentolamina também tem um efeito inibitério as

contracOes induzidas pela NA na AMIH, o que foi comprovado neste estudo (gréfico 5).
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O efeito da fentolamina em resposta as contra¢cdes induzidas pela NA mostrou-se
estatisticamente significativo quando comparado com o controlo, analisando os valores da
atividade intrinseca, Emax € da poténcia, pECso. A fentolamina (10 uM) reduziu o efeito
contractil maximo da NA na AMIH de 100% para 9,606% (tabela 10).

Verifica-se que a curva concentracdo-resposta da NA com pré-incubacdo da fracdo
polifendlica e da fentolamina, é muito semelhante & curva concentragdo-resposta da NA
com pré-incubacdo de fentolamina, na AMIH (grafico 5). N&o existem diferencas
estatisticamente significativas nos valores de Emax € pECso entre elas (tabela 10).

Se a fracdo polifendlica atuasse nos recetores a1 e/ou o2 era de esperar uma diminuigdo
significativa do efeito contractil maximo da NA na AMIH com uma pré-incubacdo de 30
minutos de fentolamina e de 15 minutos da fracdo polifendlica, em comparacdo com o
efeito maximo da NA na AMIH com uma pré-incubacéo de 30 minutos de fentolamina. No
entanto, também neste caso, ndo existem diferencas estatisticamente significativas nos
valores de % de Emax € de pECso da NA na presenca de fentolamina (9,606+3,510 e
3,981+0,803, respetivamente) e os valores de % de Emax € de pECso da NA na presenca de
prazosina e da fracdo polifendlica (9,544+3,479 e 3,483+1,726, respetivamente) (tabela
10).

Assim, confirmando os resultados obtidos anteriormente, a fracdo polifendlica presente no
extrato de Oxalis pes-capre L. utilizada neste estudo, parece ndo ter afinidade para os
recetores adrenérgicos o1 € az. Devem ser realizados mais estudos com concentragdes mais

elevadas da fracdo polifendlica para confirmar estas conclusdes.

Uma vez que os farmacos antagonistas dos recetores a utilizados tiveram uma acéo
inibitéria muito significativa as contra¢fes induzidas pela NA, confirmou-se a existéncia

dos recetores a1 € o2 na AMIH.

Comparando o vaso-relaxamento induzido pela fracdo polifendlica (10,4 mg/ml) e a acdo
inibitdéria dos antagonistas utilizados neste estudo, ioimbina, prazosina e fentolamina nas
concentragfes mencionadas anteriormente (grafico 6), em resposta as contra¢des induzidas
pela NA na AMIH, conclui-se que ndo existem diferencas estatisticamente significativas
entre eles (grafico 6 e 7, tabela 11).

Pode, ainda, verificar-se que todos mostraram um efeito inibitério estatisticamente
significativo as contra¢Bes induzidas pela NA na AMIH, apesar de esse efeito ser

ligeiramente menor no caso da ioimbina, comparativamente aos outros antagonistas.
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Assim, os recetores a1 parecem ser 0s principais responsaveis pela vasoconstricdo da NA
na AMIH. Os estudos realizados por Giessler, et al. em 2002, em AMIHSs, j& referiam os
recetores o1 COMO 0S principais responsaveis por mediar a contragdo induzida pela NA,
apesar de os o2 também estarem presentes na AMI [136] e também serem responsaveis
pelas contracfes induzidas pela NA em vasos sanguineos isolados [136, 142]. Giessler, et
al. (2002) utilizaram os mesmos antagonistas dos recetores a utilizados neste estudo, estes
também induziram um desvio da curva concentracdo-resposta da NA para a direita [136] e
a prazosina mostrou-se um antagonista mais potente das contracdes induzidas pela NA na

AMIH comparativamente & ioimbina [136].

Dos resultados obtidos na AMIH, a fracdo polifendlica do extrato de folhas da Oxalis pes-
caprae L. parece ndo atuar nos subtipos de recetores o1 € as.

E importante referir que, as AMIHSs utilizadas neste estudo, foram provenientes de doentes
sujeitos a uma cirurgia de revascularizacdo coronaria, muitos dos quais, para além de
problemas cardiovasculares, tém outras patologias associadas como, por exemplo,
diabetes, que podem alterar as suas caracteristicas contracteis.

Tal como mencionado no capitulo 1, tanto o avango da idade como algumas patologias,
levam a alteracGes nos recetores adrenérgicos [105,107-109,111,112,160]. Essas alteracdes
ndo foram tidas em conta nestas experiéncias, no entanto, podem ter afetado os resultados.
Por exemplo, com o avancar da idade e na insuficiéncia cardiaca cronica, parece ocorrer
uma dessensibilizacdo dos recetores B, principalmente dos recetores 1. A densidade de
recetores o1 parece aumentar, 0s niveis no coracdo passam de cerca de 11% para 25%
[111,112]. Desta forma, em doentes com idades mais avancadas e/ou com determinadas
patologias associadas, os recetores adrenérgicos o parecem passar a ter um papel mais
importante do que os recetores 3, 0 que pode ndo se verificar em pessoas mais jovens e/ou

sem determinadas patologias associadas.

A inibicdo da vasoconstricdo, induzida pela NA nos recetores adrenérgicos, mediada pela
fracdo polifenodlica, poderd ser mediada por recetores adrenérgicos . Devem ser realizadas
experiéncias com agonistas especificos desse tipo de recetores.

Estudos de He, et al. (1989), Ferro, Kaumann e Brown (1993), Pesic, et al. (2003), Dessy,
et al. (2004) e Rozec, et al. (2005), mencionam a presenca dos recetores adrenérgicos 3 na
AMIH [138-142] e a estimulacdo dos recetores 1 e 2 causou vaso-relaxamento [138].

Através de abordagens complementares de biologia molecular, bioquimica e farmacologia
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realizadas por Dessy, et al. (2004) e Rozec, et al. (2005), demonstrou-se a presenca dos
recetores B3 na AMIH, capazes de, apds estimulagdo, induzirem vaso-relaxamento
[140,141].

De facto, os antagonistas dos recetores B, encontram-se entre os farmacos mais bem-
sucedidos na histdria da medicina e continuam a ser uma terapéutica importante em
diversas patologias, como na HTA [160].

Os efeitos benéficos dos flavonodides no sistema cardiovascular, alguns semelhantes aos
descritos para os antagonistas dos recetores f, j& foram mencionados em varios estudos. O
estudo de Abdalla, Zarga e Sabri (1994) descreve os efeitos da luteolina no muculo liso
vascular isolado do porquinho-da-india e, em concentracdes elevadas, a vasodilatacio
induzida pela luteolina predominou sobre os seus efeitos cardiacos estimulatérios, com
consequente diminuicdo da pressdo e volume sanguineos [193]. Estudos epidemioldgicos
de Riemersma, et al. (2001) sugerem a correlagdo entre uma dieta rica em flavondides e
um risco baixo de doencas cardiovasculares coronérias [178]. Sucro, et al. (2004)
descrevem as flavonas apigenina e luteolina como inibidores potentes da formacdo de
Oxido nitrico pelos macrofagos ativados, componentes celulares envolvidos na
aterosclerose [194].

Na revisdo bibliografica de Vita (2005), podem encontrar-se estudos sobre os efeitos
benéficos dos flavonoides na disfuncdo endotelial e no ténus vascular, um efeito benéfico
no lumen arterial nas sindromes coronarias e um efeito inibitério na agregacdo plaquetar
[179]. Buwa, et al. (2015), avaliaram os efeitos da apigenina no stresse oxidativo e no
enfarte do miocardio induzidos pelo isoproterenol durante a estimulacdo dos recetores
adrenérgicos p em ratos através de alteragcdes bioquimicas, histolégicas e hemodinamicas
[192]. A apigenina (75mg/Kg) melhorou a funcdo miocardica, aumentou os antioxidantes
enddgenos no tecido pela diminuicdo do stresse oxidativo e diminuiu os danos no
miocardio [192].

Um estudo relativamente recente de Fu, et al. (2005) com a orientina, um derivado da
luteolina, do extrato das folhas de bambu (Phyllostachys nigra), em anéis de artéria aorta
torécica isolada de coelhos da Nova Zelandia, sugere que a orientina relaxa os anéis pré-
contraidos utilizados pela via do NO-cGMP; os mecanismos que envolvem os canais K,
0s recetores 3 ¢ o cAMP ndo parecem envolvidos [190]. A pré-incubagéo de orientina (0,1-
30 mM) inibiu as contra¢cdes induzidas pela NA em anéis de aorta sem endotélio,

reforcando a ideia da agéo direta da orientina nas células do musculo liso [190]. Devem ser
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realizados mais estudos no sentido de perceber se os efeitos cardiovasculares da fragdo
polifendlica podem ser Uteis no tratamento de algumas patologias e se os recetores [

participam, ou ndo, nesse efeito.

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que, principalmente nas
concentragOes utilizadas mais elevadas da fracdo polifendlica, ocorre um vaso-relaxamento
muito significativo em resposta as contra¢fes induzidas pela NA na AMIH. Devem ser
realizados estudos semelhantes a este com a A, para verificar se a fracdo polifendlica da
Oxalis pes-caprae L. tem um efeito inibitorio as contragdes induzidas pela A semelhante
ao verificado para a NA. Segundo os estudos de Ferro, Kaumann e Brown (1993), a NA
relaxou a AMIH com uma poténcia e eficacia significativamente menores que a A [138],
pelo que a A mostrou uma eficacia maior do que a NA nos recetores 2 da AMIH. Desta
forma, seré de esperar um efeito contractil maximo da A na AMIH menor do que o efeito
contractil méximo da NA na AMIH.

A fracdo polifendlica tem um efeito inibitorio as contracGes induzidas pela NA na AMIH,
muito semelhante ao efeito inibitério dos antagonistas utilizados.

Uma vez que os farmacos prazosina e fentolamina ainda podem ser utilizados, em algumas
situacOes, no controlo de patologias associadas com o aumento da acdo da atividade do
sistema nervoso simpatico, € interessante verificar que estes e a fracdo polifendlica
provocam uma diminuicdo, quantitativamente semelhante, do efeito contractil maximo da
NA na AMIH. Tanto os recetores o como os recetores 3 parecem estar envolvidos neste
aumento da atividade do sistema nervoso simpatico que, segundo estudos de lzzo, et al.
(1999), Reims, et al. (2005), Brotman, Golden, Wittstein (2007), Flaa, et al. (2008) e
Pereira e Ribeiro (2012), pode contribuir para o desenvolvimento da HTA e outras
complicacdes cardiovasculares [99,161,164,165,170]. Segundo Pereira e Ribeiro (2012),
as catecolaminas, que se encontram em niveis elevados, vao ativar 0s recetores
adrenérgicos 1 que exercem uma agdo estimulante direta (inotropismo, cronotropismo e
dromotropismo positivos), aumentando o DC e, consequentemente, a PA [99]. Por outro
lado, niveis elevados de catecolaminas circulantes promovem vasoconstricao,
especialmente nos vasos de resisténcia pre-capilares (da pele, mucosa e rins) juntamente
com marcada constricdo venosa, mediada pelos recetores o (sobretudo os recetores as).

Estes fatores contribuem para o aumento da RVP, o que provoca o aumento da PA [99].
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Em doentes com HTA moderada a severa, 0s farmacos mais eficazes incluem agentes que
inibem a agdo do sistema nervoso simpético [80]. E, portanto, independentemente dos
recetores adrenérgicos onde os flavondides presentes no extrato das folhas da Oxalis pes-
caprae L. se possam ligar, ocorreu um efeito vasodilatador em resposta as contracdes
induzidas pela NA, capaz de atenuar 0 aumento da acdo do sistema nervoso simpatico
causado pelo aumento dos niveis de catecolaminas que ocorre em algumas patologias,

como a HTA.

Existem estudos recentes que testam as propriedades anti-hipertensoras dos flavondides em
animais, com resultados muito promissores.

Estudos “in vivo” em ratos (Makarova e Makarov, 2010) mostraram os efeitos anti-
hipertensores de derivados da luteolina com diminuicdo da pressdo sistolica e diastolica
[189]. S&o vérios os estudos que descrevem os efeitos anti-hipertensores dos flavondides
luteolina e apigenina, presentes em diversas espécies de plantas e frutos [191].

Vasant, et al. (2012) avaliaram o efeito anti-hipertensor e a atividade diurética do extrato
de folhas (rico em derivados da luteolina e apigenina) da Colocasia esculenta Linn em
ratos. Os flavondides presentes no extrato podem ser responsaveis por efeitos anti-
hipertensores e efeitos diuréticos fracos. O efeito anti-hipertensor pode ser devido a
inibicdo da enzima conversora da angiotensina; pode ocorrer inibicdo da fosfodiesterase ou
uma acdo direta no endotélio vascular através do aumento da libertacdo de EDHF, com

consequente vasodilatagéo [195].

Os estudos relativos a planta Oxalis pes-caprae L. e aos efeitos cardiovasculares dos
flavonoides presentes no extrato das suas folhas sdo muito reduzidos. Sdo necessarios, em
particular, mais estudos que comprovem gue as propriedades desta planta podem dar uma
contribuicdo importante no controlo/tratamento de patologias relacionadas com um
aumento da atividade do sistema nervoso simpatico, nomeadamente na HTA.
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6. CONCLUSOES

* A noradrenalina (1-60 pM) provocou contragcdes dose-dependentes na artéria mamaria

interna humana.

« A fracdo polifendlica do extrato de folhas da Oxalis pes-caprae L. ndo provocou
contragbes dose-dependentes na artéria maméria interna humana, na gama de

concentragdes utilizadas (0,104-10,4 mg/ml).

* A fragao polifendlica do extrato de folhas da Oxalis pes-caprae L. ndo mostrou atividade
intrinseca para os recetores existentes na artéria mamaéria interna humana. Pode ser um

antagonista, provavelmente ndo competitivo.

* Todas as concentracfes da fracdo polifendlica do extrato de folhas da Oxalis pes-caprae
L. utilizadas neste estudo (2,6; 5,2 e 10,4 mg/ml) reduziram o efeito contractil maximo da

noradrenalina na artéria mamaria interna humana.

» Os compostos derivados da apigenina e da luteolina, presentes na fracdo polifendlica do
extrato de folhas da Oxalis pes-caprae L., parecem ser 0s principais responsaveis pelo seu
efeito inibitorio as contragcdes induzidas pela noradrenalina na artéria mamaria interna

humana.

* As concentragdes utilizadas mais elevadas da fracdo polifendlica (5,2 e 10,4 mg/ml) do
extrato de folhas da Oxalis pes-caprae L. reduziram significativamente o efeito contractil
maximo da noradrenalina na artéria mamaria interna humana, sem diferencas consideraveis

entre si.

* A ioimbina (1x10° M) teve um efeito inibitdrio significativo as contragdes induzidas pela

noradrenalina.

+ A pré-incubacdo com a fragdo polifendlica (10,4 mg/ml) e ioimbina (1x10° M) nio
alterou significativamente o efeito contractil maximo da noradrenalina comparativamente
ao efeito contractil maximo da noradrenalina com pré-incubacdo de ioimbina, na artéria
mamaria interna humana. A fracdo polifenolica do extrato de folhas da Oxalis pes-caprae

L. parece ndo atuar nos recetores adrenérgicos ox.

* A prazosina (0,1 uM) teve um efeito inibitorio significativo as contragdes induzidas pela

noradrenalina.
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* A pré-incubacgdo com a fragdo polifendlica (10,4 mg/ml) e prazosina (0,1 uM) néo alterou
significativamente o efeito contractil maximo da noradrenalina em relacdo ao efeito
contractil maximo da noradrenalina com pré-incubacdo de prazosina, na artéria mamaria
interna humana. A fracdo polifendlica do extrato de folhas da Oxalis pes-caprae L. parece

ndo atuar nos recetores adrenérgicos o.

« A ioimbina (1x10° M) teve um efeito inibitério as contracdes induzidas pela
noradrenalina na artéria mamaria interna humana menor que a prazosina (0,1 uM). Os
recetores o1 parecem mais envolvidos no efeito vasoconstritor da noradrenalina, na artéria

mamaria humana, do que os recetores ax.

* A fentolamina (10 uM) mostrou um efeito inibitorio significativo as contragdes induzidas

pela noradrenalina.

» A pré-incubacdo com a fracdo polifendlica (10,4 mg/ml) e fentolamina (10 puM) néo
alterou significativamente o efeito contractil maximo da noradrenalina comparativamente
ao efeito contractil maximo da noradrenalina com pré-incubagdo de fentolamina, na artéria
mamaria humana. A fracdo polifenodlica do extrato de folhas da Oxalis pes-caprae L.

parece ndo atuar nos recetores adrenérgicos o1 € ob.

» A fragdo polifendlica (10,4 mg/ml) e todos os farmacos antagonistas, utilizados nas
concentracdes anteriormente referidas, reduziram significativamente o efeito contractil
méaximo da noradrenalina na artéria mamaria interna humana, sem diferencas consideraveis

entre si.
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