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caused by an extract from the bark of Combretum leprosum
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RESUMO

Objetivo: Descrever e caracterizar os relaxamentos induzidos por um
extrato das cascas de Combretum leprosum em anéis de artérias de
diferentes espécies de animais. Métodos: Anéis (3 a 4mm) de artérias
de coelho, rato e porco foram montados em cubas para drgao isolado
(Krebs, 37°C, 95%0,/5%C0,) para registro das contragdes isométricas.
Apds um periodo de estabilizacéo (2 a 3 horas), as contragdes foram
induzidas com fenilefrina (0,1 a 0,3uM) ou U46619 (10 a 100nM); no
platd dessas contragdes, adicionamos o extrato Combretum leprosum.
Diferentes protocolos foram realizados para determinar poténcia,
duracao, reversibilidade e mecanismo dos relaxamentos induzidos pelo
extrato. Resultados: Em todas as preparagdes testadas, o extrato de
Combretum leprosum (1,5ug/mL) provocou relaxamentos dependentes
de endotélio. Em aorta toracica de coelho ou rato, os relaxamentos foram
revertidos pela vitamina B, ,a ou L-NG-nitro-arginina. Em anéis de aorta
abdominal de coelho e de artérias coronarias de porco, o extrato
causou relaxamentos sensiveis e resistentes a L-NG-nitro-arginina. Em
aorta toracica de coelho, o extrato foi relativamente muito potente
(EC,,=0,20ug/mL) e quando causou relaxamentos; intrigantemente o
endotélio continuou a produzir fatores relaxantes por um longo periodo
ap6s remocao do extrato. A magnitude dos relaxamentos induzidos pelo
extrato foi significativamente reduzida em auséncia Ca?* extracelular;
ademais, o vermelho de ruténio (10uM), um bloqueador de canais
TRPs, foi capaz de reverter os relaxamentos induzidos pelo extrato.
Andlises preliminares indicaram que o extrato continha compostos
com reatividade quimica semelhante a polifendis. Conclusdo: 0
extrato de Combretum leprosum contem compostos bioativos capazes
de promover estimulagao dependente de Ca?* das células endoteliais a
qual resulta numa producéo prolongada de fatores relaxantes.

Descritores: Combretum; Artérias/efeitos de drogas; Endotélio/efeitos
de drogas; Oxido nitrico/farmacologia; Polifendis/farmacologia

ABSTRACT

Objective: To describe and to characterize the relaxing effect of an
extract of the bark of Combretum leprosum on isolated arterial rings
from different animals. Methods: Rings (3 to 4mm) from rabbit, rat,
or porcine arteries rings were suspended in an organ bath (Krebs,
37°C, 95%0,/5%C0,) to record isometric contractions. After the
stabilization period (2 to 3 hours) contractions were induced by the
addition of phenylephrine (0.1 to 0.3uM) or U46619 (10 to 100nM),
and Combretum leprosum extract was added on the plateau of the
contractions. Experiments were performed to determine the potency,
duration, reversibility, and to get insights on the potential mechanism
involved in extract-induced relaxations. Results: In all rings tested,
Combretum leprosum extract (1.5ug/mL) was able to cause relaxations,
which were strictly endothelium-dependent. In rabbit or rat thoracic
aorta rings, the relaxations were reversed by vitamin B,, or L-N®-
nitroarginine. In porcine right coronary arteries and rabbit abdominal
aorta, extract caused both L-NC-nitroarginine-sensitive and L-N°-
nitroarginine-resistant relaxations. In rabbit thoracic aorta, the extract
was relatively potent (EC,,=0.20ug/ml) and caused relaxations;
intriguingly the endothelium continued to produce relaxing factors for a
long period after removing the extract. The magnitude of extract-induced
relaxations was significantly reduced in the absence of extracellular
Ca?*; in addition, the TRPs channels blocker ruthenium red (10uM)
was able to revert extract-induced relaxations. Phytochemical analyses
indicated that the extract was rich in polyphenol-like reacting substances.
Conclusions: Combretum leprosum extract contains hioactive compounds
capable of promoting Ca?*-dependent stimulation of endothelial cells
which results in a prolonged production of relaxing factors.
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INTRODUGAO

Combretum leprosum Mart. (Combretaceae) é um arbusto
ou pequena arvore que cresce no Nordeste do Brasil,
onde é conhecido como mufumbo, mofumbo, cipoaba ¢
pente-de-macaco. Na medicina popular, os extratos de
diferentes partes da planta sdo utilizados por suas pro-
priedades supostamente expectorantes, hemostéticas,
sedativas e afrodisiacas.?

Em uma triagem baseada na bioatividade dos pos-
siveis efeitos do extrato hidroalcodlico liofilizado da
casca de Combretum leprosum (ECL) em musculos lisos
viscerais e vasculares, observou-se que o extrato cau-
sou um potente relaxamento dependente do endotélio
(endothelium-dependent relaxation - EDR)dos anéis da
aorta toracica de coelho. Embora tenha sido descrito que
substancias isoladas de espécies relacionadas do género
Combretum causam EDR na aorta de ratos (glicosideo
acido mollico isolado do Combretum molle), bem como
fracoes metandlicas ricas em flavonoides de Combretum
celastroides € Combretum racemosum,*® todos os efei-
tos de extratos de flores, folhas e/ou raizes de ECL pre-
viamente descritos nao incluem nenhuma bioatividade
cardiovascular.

As células endoteliais exibem uma heterogeneidade
notavel na resposta a agentes que induzem ao EDR seja
de artérias homologas de diferentes espécies animais
ou de artérias de diferentes leitos vasculares do mesmo
animal; por exemplo, a acetilcolina (ACh), mas ndo a
bradicinina (BK), induz ao EDR na aorta de coelho
e de rato;® de forma semelhante, a histamina causa
EDR na aorta de rato, mas nao na de coelho. Assim,
ao descrever o EDR de uma nova droga ou produto
natural, € altamente recomendado analisar seus efeitos
na mesma artéria em mais de uma espécie animal e em
diferentes artérias do mesmo animal.

OBJETIVO

Descrever e interpretar os resultados de experimen-
tos concebidos para responder as seguintes perguntas
relacionadas ao novo efeito observado do extrato de
Combretum leprosum: (1) Qual o local de ac@o, a potén-
cia e a duracdo do efeito do extrato de Combretum
leprosum para provocar relaxamentos dos anéis da
aorta toracica de coelho? (2) O extrato de Combretum
leprosum é capaz de causar relaxamento dependente do
endotélio em anéis arteriais isolados de outros vasos de
coelho ou de vasos de rato, camundongo, cobaia e por-
co? (3) Quais os possiveis mecanismos envolvidos no
relaxamento induzido por extrato de Combretum leprosum
dos anéis da aorta toracica de coelho?

einstein. 2015;13(3):395-403

METODOS

Material vegetal

A casca do tronco de C. leprosum foi coletada pela ma-
nha (entre 10 e 11h) no dia 15 de julho de 2005 no Centro
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui,
em Teresina (PI), Brasil. Uma amostra (nimero 10.557)
foi depositada no Herbario Graziela Barroso (TEPB,
na mesma instituicdo). O material vegetal passou por
secagem a sombra a 40+1°2C, e o pd da casca do tronco
(500g) passou por extracao (trés vezes) com 1L de eta-
nol a 70%. O extrato hidroalcodlico foi evaporado em
véacuo a 50°C e liofilizado para a obtencao de um extra-
to seco, que foi armazenado sob refrigeracao (4°C) até
o uso. O extrato foi diluido novamente em 4gua destila-
da para os experimentos.

Experimentos com orgaos isolados

Trinta coelhos neozelandeses machos e fémeas (2,5 a
3,5kg), 20 ratos Wistar (200 a 250g), 5 cobaias inglesas (350g)
e 10 camundongos machos (24 a 30g) foram utilizados em
todos os experimentos. Os animais foram obtidos junto ao
biotério do Campus de Ribeirao Preto da Universidade
de Sao Paulo. Os coragoes de dez porcos foram obti-
dos de um abatedouro local, tendo sido removidos
imediatamente apds o 6bito do animal, lavados com
solugdo de Krebs fria para remover a maior parte do
sangue, e depois transportados para o laboratério em
sacos plasticos lacrados acondicionados em um isopor
com gelo picado. Duas a trés horas apds a remogao
do coracao dos animais, as artérias coronarias direi-
ta e/ou esquerda foram dissecadas para preparagao
dos anéis arteriais. Todos os protocolos experimen-
tais seguiram os principios éticos para experimenta-
¢ao em animais recomendados pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacao Animal e foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentagio Animal (nimero
084/2011) da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
da Universidade de Sao Paulo.

Os ratos, camundongos, cobaias e coelhos foram sa-
crificados utilizando anestesia com pentobarbital sddio
(50mg/kg i.p. para os ratos, camundongos e cobaias e/ou
por injecdo na veia marginal da orelha nos coelhos). A
aorta tordcica descendente (de todos os animais), além
da aorta abdominal, da artéria mesentérica superior e da
artéria carétida comum (dos coelhos), foi rapidamente
removida e colocada em solucao de Krebs (116mM de
cloreto de s6dio — NaCl; 4,5mM de cloreto de potas-
sio — KCl; 1,14mM de fosfato monossodico — NaH PO ;
1,16mM de cloreto de magnésio — MgCl; 2,5mM de
cloreto de calcio — CaCl,; 25mM de bicarbonato de so-
dio — NaHCO;; e 11,1nM de D-glicose) contendo di-



clofenaco (10uM) para inibir a sintese de produtos de-
rivados da ciclo-oxigenase.® Ap6s a remogao de todos
os tecidos aderentes, as artérias foram seccionadas em
anéis (3 a 4mm), com cuidado para preservar o endoté-
lio. Quando necessario, esfregou-se a tdnica intima de
alguns dos anéis com uma varinha de aco para destruir
o endotélio. Os anéis foram suspensos entre suportes
metélicos finos e colocados sob uma tensao inicial de 2
a 4g em cubas para 6rgdo isolado (volume: 5 a 10mL)
contendo solucao de Krebs a 37+1°C borbulhado con-
tinuamente com 5% de didxido de carbono (CO,) —
95% de oxigénio (O,). A tensdo isométrica de cada anel
foi registrada continuamente e arquivada utilizando o
sistema de aquisicao de dados Lab Chart.

Protocolos experimentais

Para testar a viabilidade dos anéis, concentragdes sub-
maximas de fenilefrina (Phenylephrine - PE) (PE; 0,1 a
1lumol/L) ou U46619 (10 a 30nmol/L) foram adicionadas
duas vezes, de hora em hora. Durante o platd de contra-
¢ao induzido pela segunda adicao de PE (ou U46619), a
integridade funcional do endotélio foi testada mediante
a adicao de ACh (1lumol/L) ou BK (0,1umol/L, artéria
corondria de porco). Os anéis nos quais a ACh (ou a
BK)) causou uma queda de ao menos 80% da tenséo in-
duzida por PE (ou U46619) foram considerados como
contendo endotélio funcional intacto. Uma hora apds a
determinacao da funcionalidade do endotélio, foi no-
vamente adicionada PE (ou U46619) para a contracao
dos anéis, e uma concentracao supramaxima de ECL
(1,5ug/mL) foi adicionada.

Para determinar se a sintese e/ou a liberacao de 6xi-
do do nitrico (Nitric Oxide - NO) eram necessdrias para
o relaxamento induzido por ECL, L-N%-nitro-L-argi-
nina (L-NNA; 300umol/L) ou hidroxocobalamina (B, ;
30 a 100uM) foram adicionadas quando o relaxamento
induzido por ECL atingiu um patamar estavel. Para de-
terminar se o relaxamento induzido por ECL requeria
a presenca de Ca** extracelular, o efeito do ECL foi tes-
tado em preparacOes incubadas em solucao de Krebs
contendo nominalmente zero Ca?*. Para determinar
se o influxo de Ca** nas células endoteliais estava en-
volvido no relaxamento induzido por ECL, foi deter-
minado o efeito da adigao de vermelho de ruténio
ruthenium red - RR; 10umol/L, um bloqueador nao
seletivo dos canais permeaveis de Ca?*) quando a
resposta de relaxamento induzida por ECL atingiu a
estabilidade também.

A poténcia do ECL foi calculada a partir de curvas
concentracao-efeito obtidas de forma niao cumulativa
utilizando anéis de aorta toracica de coelho com endo-
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télio intacto, isto é, foi adicionada uma dnica concen-
tracao de ECL (0,1, 0,3 e 1,0ug/mL) por vez no platd
das contracoes induzidas por PE em intervalos de 45 a
60 minutos. Todas as drogas e as solugoes de extratos
foram adicionadas no meio das cubas com uma pipeta
num volume de 1 a 30uL.

Mensuracao dos polifendis

Para estimar os grupos fendlicos OH totais, foi utiliza-
do o método Folin-Ciocalteu (FC).(” As solucoes de
ECL (0,5mg/mL) foram diluidas em hidréxido de sédio
(NaOH) aquoso (1%) para produzir solugdes com as se-
guintes concentracoes: 1,0, 2,5, 5,0, 7,5, 10, e 12,5ug/mL.
A essas solucdes, foram adicionados 500uL de reagente
FC, o que foi seguido de agitagdo vigorosa por 2 mi-
nutos. Depois, foram adicionados 500wl de carbona-
to de sodio (Na,CO,; 75g/mL), e essas solucdes foram
incubadas a temperatura ambiente ou a 50°C, por 20
minutos. As incubagoes foram finalizadas mediante res-
friamento das solucoes pela imersao em banhos de gelo
por 5 minutos. A absorbancia especifica de 700nm foi
determinada utilizando uma leitora de placas de Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA); as andlises fo-
ram realizadas em triplicado. Solucdes de acido galico
(AG) e quercetina (dissolvida em agua contendo 10%
metanol) foram utilizadas como compostos polifenois
padrao.

Andlises estatisticas

O relaxamento induzido por ECL em anéis arteriais foi
expresso como a porcentagem de reducao (% de ten-
sd0) da tensdo desenvolvida por contragdes induzidas
por PE ou U46619. A reversao desse relaxamento por
inibidores foi expressa como porcentagem da magnitu-
de de relaxamento (% de relaxamento). Os valores fo-
ram apresentados como média * erro padrao da média
(EPM). A concentracao de ECL que causa a metade
do relaxamento maximo (EC,) foi determinada pelo
ajuste da curva concentracao-resposta original a uma
curva sigmoide utilizando o programa GraphPad Prism®
Software, versao 5.0. Os valores (em porcentagem) das
mudancas de tonus foram analisados pelo teste ¢ de
Student (bicaudal), pareado (no mesmo anel arterial)
ou nao pareado (em anéis arteriais diferentes). Os va-
lores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significativos.

Substancias quimicas
ACh, BK, reagente de FC, AG, B, , PE, quercetina,
etanol de grau reagente, RR e U46619 foram obtidos
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da Sigma (Estados Unidos). O diclofenaco foi obtido
da Calbiochem® (Estados Unidos). A L-NNA foi ob-
tida da Research Biochemicals International (Estados
Unidos).

RESULTADOS

Experimentos iniciais utilizando anéis da aorta tord-
cica de coelhos com endotélio intacto mostraram que
uma suspensido aquosa de ECL na concentracao de
1,0 a 1,5ug/mL causou relaxamentos de magnitude se-
melhante ou até maiores do que os causados pela Ach
(1uM) (Figura 1A). Enquanto os relaxamentos provo-
cados pela ACh tiveram inicio quase imediatamente
apo6s sua adigao, aqueles provocados pelo ECL preci-
saram de 60 a 90 segundos até se tornarem aparentes;
ademais, enquanto o efeito relaxante da ACh atingiu um
platé em aproximadamente 2 minutos, os efeitos indu-
zidos pelo ECL levaram aproximadamente 10 minutos
para atingir o platd. A velocidade maxima do relaxa-
mento, calculada a partir da primeira derivada (dT/dt),
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foi de -90,33+5,41mg/s (n=8) e de -39,83+2,28mg/s
(n=8) para a ACh (1uM) e o ECL (1,0ng/mL), respec-
tivamente (Figura 1B).

O relaxamento induzido por ECL pode ser devido
a uma acdo direta sobre as células musculares lisas ou a
uma agao indireta mediada pelo endotélio, como ja esta
bem estabelecido para a ACh e outros agentes.® Para
distinguir entre essas alternativas, o efeito do ECL foi
determinado em anéis da aorta toracica de coelho con-
tendo endotélio ou em anéis nos quais o endotélio foi
removido, como pode ser observado na figura 1C, que
mostra que o ECL nao causou relaxamento em anéis
sem endotélio.

Para determinar se o ECL causa EDR em outras
artérias de coelho ou em artérias de outras espécies ani-
mais, o efeito do ECL foi determinado em anéis da aorta
abdominal de coelho, da artéria mesentérica superior
de coelho, da artéria carétida comum de coelho, da
aorta toracica de rato, da aorta toracica de cobaia, da
aorta toracica de camundongo e das artérias coronarias
de suinos. Conforme apresentado nas figuras 1D e 1E,

B
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Figura 1. Tragados representativos mostrando o efeito da acetilcolina (ACh; 1uM) e do extrato de Combretum leprosum (ECL; 1,0ug/mL) sobre a tensdo isométrica
desenvolvida pelos anéis da aorta toracica de coelho pré-contraidos com fenilefrina (PE; 100nM) (A). Primeira derivada (dT/ dt, mg/s) dos relaxamentos induzidos por
ECL (1,0ug/mL) e ACh (1uM) (B). Efeito do ECL (1,5ug/mL) sobre a tensao isométrica desenvolvida pelos anéis, com (+E) ou sem (-E) o endotélio, da aorta toracica
de coelho (C), da aorta toracica de rato (D) pré-contraida com PE, e da artéria coronaria direita de suinos pré-contraida com U46619 (E). Em (F), valores médios = erro
padréo da média (EPM) da magnitude do relaxamento observado em 4-20 experimentos semelhantes (a magnitude de relaxamento é expressa como porcentagem da
magnitude das contragdes induzidas por PE ou U46619). ***Teste bicaudal p<0,0001 (teste t ndo pareado). L: lavagem da preparagao por 60 a 45 minutos
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o ECL a 1,5ug/mL causou relaxamentos que também
foram estritamente dependentes do endotélio nos anéis
da aorta toracica de rato e da artéria corondria direita
de suinos. Achados semelhantes foram observados em
todas as outras artérias testadas.

Na aorta toracica de coelho e de rato, os EDR sao
inteiramente mediados por NO; portanto, foi analisado
o efeito de um inibidor de sintase de 6xido nitrico (Nitric
Oxide Synthase - NOS) (L-NNA) e de um sequestrador
de NO (B,,,) sobre os EDR induzidos por ECL. Con-
forme apresentado nas figuras 2A a 2E, a adigdo de
L-NNA ou de B,,, no plat6 do relaxamento induzido por
ECL nos anéis de aorta de coelho e rato reverteu com-
pletamente o relaxamento. O ECL (1,5ug/mL) também
foi capaz de induzir relaxamentos na aorta abdominal de
coelho na presenca de L-NNA (100uM por 20 minutos)
(Figura 2F). A magnitude desses relaxamentos foi me-
nor do que aqueles observados na auséncia de L-NNA.
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Em experimentos planejados para calcular a po-
téncia do extrato por meio do método nao cumulativo
utilizando o mesmo anel da aorta toracica de coelho,
observou-se que a magnitude do relaxamento induzido
por baixas concentracdes (0,1 a 0,3ug/mL) de ECL au-
mentou com adigoes sucessivas e foram necessarias ao
menos trés adicoes da mesma concentracao a cada hora
para atingir a estabilidade (Figuras 3A e 3B); ademais,
observou-se que uma pré-ativacao inicial dos anéis com
lpug/mL também foi necessaria. Nessas condigdes, o
EC,, calculado foi de 0,2ug/mL (intervalo de confianga
de 95% — 1C 95%=0,17-0,25) (Figura 3C).

Curiosamente, a magnitude das contragdes provo-
cadas por PE ap6s a lavagem do extrato, especialmente
nas concentracOes mais altas (1 a 1,5ug/mL), ndo retor-
nou aos niveis observados antes da adicdo do extrato.
Por exemplo, a magnitude das contracoes induzidas por
PE 1 hora ap6s a lavagem do ECL (1,5ug/mL) foi de
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Figura 2. Tracados representativos mostrando a reversao de relaxamento induzido por extrato de Combretum leprosum (ECL) por hidroxocobalamina (B

12a"

100uM) ou

L-NE-nitro-L-arginina (L-NNA; 300uM) nos anéis da aorta toracica de coelho (A, B) ou de rato (C, D). Em (E e F), tragados representativos mostrando o relaxamento
induzido por ECL na auséncia (E; n=8) e na presenga de L-NNA (F; 100uM, n=7) em anéis da aorta abdominal de coelho. Os painéis do lado direito (A-D) mostram
os valores médios + erro padrao da média (EPM) da tenséo de 4-8 experimentos semelhantes (tensdo expressa como uma porcentagem da contracéo induzida por
fenilefrina - PE). **Teste bicaudal p=0,0041 (teste ¢ ndo pareado); ***teste bicaudal p<0,0001 (teste t pareado). O painel do lado direito (E-F) mostra os valores

médios + EPM do relaxamento induzido por ECL (magnitude do relaxamento expresso como porcentagem da contragao induzida por PE)
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Figura 3. Tragados representativos mostrando o efeito de baixas concentragoes de extrato de Combretum leprosum (ECL) sobre os anéis da aorta toracica de coelho pré-
contraidos com fenilefrina (PE). As concentragdes de ECL foram adicionadas de forma ndo cumulativa apds a “ativagao” das preparacées com ECL (1,0ug/mL) (A), assim
como a reverséo do relaxamento induzido por ECL por hidroxocobalamina (B., ; 100uM). Pode-se observar que a magnitude do relaxamento induzido por ECL (0,1-0,3ug/mL)

12

aumentou progressivamente com as adigdes sucessivas e se estabilizou somente apds a quarta ou quinta hora (A e B). 0 painel C mostra a curva de concentragao-efeito
(valores médios = erro padréo da média - EPM) observada apés as 4 horas (**teste bicaudal p<0,0067, teste ¢ pareado). Em D, um tragado representativo mostrando que
a magnitude das contragées induzidas por PE permaneceu reduzida mesmo 1 hora apds a remogao do ECL (1,5ug/mL) da cuba e a recuperacao da contragdo por meio da
adicao de B,,,. L: lavagem da preparagao por 60 a 45 minutos; EC, : metade do relaxamento maximo; 1C95%: intervalo de confianca de 95%

0,62+0,11g (n=4), que ¢ significativamente menor do
que 0s 2,22+0,15g (n=4) observados antes da adicao de
ECL. Além disso, a magnitude da contracdo induzida
por PE permaneceu reduzida (1,17=0,14g; n=4), mes-
mo 4 horas ap6s a lavagem do ECL, enquanto a adi¢ao
de B,,, aumentou a magnitude da contragao induzida
por PE (a qual estava diminuida 1 hora apds a lavagem
do ECL) de 0,30%+0,04g (n=4) para 3,70=0,21g (n=4)
(Figura 3D).

Considerando que as células endoteliais requereram
presenga de Ca®* no meio extracelular para produ-
zir NO e fator hiperpolarizante derivado do endotélio
(endothelium-derived hyperpolarizing factors - EDHF)
determinamos se o efeito do ECL era afetado pela au-
séncia de Ca** extracelular. Conforme apresentado nas
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figuras 4A e 4B, quando os anéis da aorta toracica de
coelho, da aorta toracica de rato e da artéria coronaria
direita de porco foram incubados em uma solucao de
Krebs sem Ca** (- Ca?*), a magnitude dos relaxamentos
induzidos por ECL foi reduzida significativamente. A
fim de identificar farmacologicamente as possiveis vias
de influxo de Ca?* ativadas pelo ECL, foi analisado, a
seguir, o efeito do RR. Nos anéis da aorta toracica de
coelho, a adi¢ao de RR (10uM) no platd do relaxamen-
to induzido por ECL reverteu quase totalmente esse re-
laxamento (Figuras 4C e 4D). Resultados semelhantes
foram observados em anéis da aorta tordcica de ratos e
camundongos.

Como as cascas de arvore sio ricas em compostos
polifendis, a quantidade total de polifendis presente no
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Figura 4. Tracados representativos mostrando o efeito do extrato de Combretum leprosum (ECL; 1,5ug/mL) sobre a tensao isométrica desenvolvida pelos anéis da aorta
tor4cica de coelho pré-contraidos com fenilefrina (PE) (A), na presenga (+Ca?*) ou auséncia (-Ca?*) de Ca?* extracelular. Em B, valores médios = erro padréao da média
(EPM) da magnitude do relaxamento (magnitude do relaxamento expresso como porcentagem da reducéo da contracao induzida por PE ou U46619) de quatro experimentos
semelhantes em anéis da aorta toracica de coelho e da artéria corondria de porco. Em C, reverséao do relaxamento induzido por ECL pelo vermelho de ruténio (RR, 10uM)

e, em D, os valores médios == EPM da tensao de trés experimentos semelhantes (tenséo expressa como porcentagem da contracéo induzida por PE). **Teste bicaudal
p<0,001 ou ***p<0,0001 (teste t pareado). L: lavagem da preparacao por 60 minutos; -Ca?*: lavagem e incubagéo com solugéo de Krebs por 30 minutos

ECL foi estimada utilizando-se o método de FC, em-
pregando o acido galico como o padrao de compostos
polifendlicos. A partir da equacdo de regressao linear
relacionando a absorbancia e a concentracao de 4cido
galico (y=0,0578 x -0,0348), calculou-se que uma solu-
¢ao de 12,5mg/mL de ECL continha 4,94mg/mL (apro-
ximadamente 39,5%) de equivalentes de acido galico.

DISCUSSAO

O presente estudo mostrou, pela primeira vez, que o ECL
produziu relaxamentos de anéis arteriais isolados de di-
ferentes espécies animais, o que indicou que a casca de
C. leprosum contém compostos bioativos capazes de in-
fluenciar a funcao de vasos sanguineos. Demonstrou-se
anteriormente que extratos ou compostos isolados de
C. leprosum exibiram efeitos antinociceptivos,®! anti-
colinesterasicos,?antiulcerogénicos,¥antileishmania,¥
anti-inflamatdrios e antiproliferativos;>!9 no entato, até
onde sabemos, os efeitos vasculares descritos no presente
trabalho nao foram mencionados anteriormente.

O fato de que o efeito foi observado em concen-
tragoes relativamente baixas (0,1 a 1,0ug/mL) e, con-
siderando que se trata de um extrato bruto que pode
conter centenas de diferentes compostos, trata-se de
uma indicacao de que o composto bioativo responsavel
pelo efeito é o mais abundante ou, quando presente em

pequenas quantidades, ¢ extremamente potente; por
outro lado, o efeito pode ser causado também pela acao
sinérgica de diferentes compostos. Tal sinergismo tem
sido descrito para os polifendis presentes no extrato de
vinho tinto (RWP), por exemplo, o EC,; dos RWP bru-
tos para induzir ao EDR na aorta do rato é de 0,53 a
0,63ug/mL, enquanto o EC, da delfinidina ou do leuco-
cianidol puros, compostos polifendis isolados dos RWP,
¢ de 8,91ug/mL e 1,77ug/mL, respectivamente.(7'® Ag
substancias identificadas em outros membros do géne-
ro Combretum também sao capazes de induzir ao EDR
nas aortas de ratos. No entato, as concentragdes neces-
sarias sao mais altas do que as de ECL; por exemplo, 5 a
80ug/mL (para o glicosideo do acido molico isolado da
folha de C. molle) e uma EC,, de 3,9ug/mL e 9,5ug/mL
para o extrato metandlico das folhas de C. celastroides
e das raizes de C. racemosum, respectivamente.® Em
contraste, na aorta de rato, 1,5ug/mL do ECL foi ca-
paz de causar um relaxamento completo das contra-
¢oes induzidas por PE. Os compostos vasodilatadores
presentes no ECL provavelmente nao estao relaciona-
dos aqueles ja descritos em outros membros do género
Combretum.

As células endoteliais podem constituir o princi-
pal sitio de acao dos compostos bioativos presentes no
ECL. Essa sugestao se baseia na observaciao de que é
necessario um endotélio intacto para causar o relaxa-
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mento em todas as artérias examinadas. Por outro lado,
o ECL pode atuar nas células lisas vasculares, aumen-
tando sua reatividade aos fatores de relaxamento pro-
duzidos basalmente pelo endotélio, como os inibidores
da fosfodiesterase, mas os relaxamentos causados por
esses inibidores ainda estdo presentes nos anéis sem
endotélio da aorta tordcica de rato ou coelho.®?” Na
verdade, tal mecanismo foi proposto recentemente
para o efeito relaxante de uma fragao diclorometano de
Anogeissus leiocarpus, um combretaceo.?)

Considerando que a BK nao tem qualquer efeito
sobre os anéis da aorta toracica de coelho e de rato® e
que a histamina relaxa a aorta tordcica de rato, mas nao
a de coelho,® juntamente do fato de, nas artérias coro-
narias de porco, a ACh causar contragao, sugere-se que
os mecanismos envolvidos nessa agao sio diferentes da-
queles envolvidos na acao de agonistas de receptores
que causam EDR. Além disso, as caracteristicas cinéti-
cas do relaxamento induzido por ECL, como um inicio
mais lento e um maior tempo até atingir a estabilidade,
distinguem claramente seu efeito daquele causado pela
ACh, BK e histamina. Ademais, o fato de que o efeito
permaneceu por pelo menos 4 horas apds a remocao do
extrato contrasta com o relaxamento temporéario causa-
do pela ACh ou BK, cujos efeitos ja nao sio evidentes
ap6s 0,5 a 1 hora de sua remocao do banho.

Ja que em algumas artérias (a artéria mesentérica
superior e as artérias cardtidas comuns de coelho, bem
como a artéria coronaria de porco e a aorta toracica
de cobaias) o ECL ¢ capaz de causar EDR na presen-
ca de inibidores de NOS, sugerimos que seu efeito esta
aparentemente relacionado a ativagdo das células en-
doteliais, para produzir qualquer fator de relaxamento
que esteja sendo predominantemente produzido. Foi
amplamente descrito que as células endoteliais sao he-
terogéneas em termos de resposta a agonistas e dos fa-
tores de relaxamento que sao produzidos; por exemplo,
as células endoteliais de pequenas artérias e arteriolas
produzem principalmente EDHE enquanto as células
endoteliais da aorta toracica produzem quase que ex-
clusivamente NO.®

Nossos resultados mostrando que uma grande parte
de EDR induzidos por ECL que requerem a presenca
de Ca?* extracelular indicam que a a¢do do ECL esta
relacionada a ativagdo do influxo de Ca?* em células
endoteliais. Apesar das vias que medeiam o influxo de
Ca’* nas células endoteliais nao terem sido inteiramen-
te elucidadas, o fato de o RR ter sido capaz de rever-
ter o relaxamento induzido por ECL sugere que um ou
mais dos varios canais permeaveis de Ca** sensiveis ao
RR@ sio ativados diretamente ou indiretamente pelos
compostos bioativos presentes no extrato.
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Existem evidéncias para sugerir que os compostos
polifendis podem constituir 0s principios ativos respon-
saveis pelo efeito do ECL. Primeiramente, substancias
com reatividade quimica semelhante a dos polifendis
estao presentes no ECL em quantidades significativas
(aproximadamente 40%m/m). Em segundo lugar, de-
monstrou-se que polifendis derivados de plantas cau-
sam EDR em vérios segmentos arteriais.> Em tercei-
ro lugar, estudos anteriores mostraram a presenca de
uma variedade de compostos, incluindo os polifenois,
em extratos etandlicos de flores, folhas, raizes, frutas e
casca de C. leprosum, tais como flavonoides(>2¢27) tri-
terpenos,®*2 mono e oligossacarideos, acidos graxos,
esterdis, 12272 e estilbenos.*”

Finalmente, a descricao desse efeito vasorrelaxante
de longa duragao do causado pelo ECL pode ser clinica-
mente relevante, ja que pode levar ao desenvolvimento
de novas abordagens terapéuticas potenciais para con-
dicoes patoldgicas nas quais o fluxo sanguineo esteja
reduzido por causa do tdonus vascular aumentado, tal
como a hipertensao e as doengas vasoespasticas. Mais
experimentos sao necessarios para estabelecer o possi-
vel efeito terapéutico do ECL. Por exemplo, precisamos
responder as seguintes perguntas: quais sao os efeitos
do ECL sobre a circulacdo sanguinea em animais intac-
tos? Quais sao 0s compostos ativos presentes no extra-
to? Quais sdo os mecanismos por meio dos quais o ECL
promove a sintese e a liberac@o de fatores endoteliais?

CONCLUSAO

Os presentes achados mostraram, pela primeira vez, que
uma suspensao aquosa de um extrato hidroalcodlico lio-
filizado de Combretum leprosum causa relaxamento de
anéis arteriais isolados de diferentes espécies animais.
Esse relaxamento foi completamente dependente de um
endotélio funcional e parece ser mediado pela liberacao
de fatores relaxantes derivados do endotélio, tais como
Oxido nitrico na aorta toracica de rato ou de coelho, ou
por 6xido nitrico e outros fatores nao derivados da ativi-
dade de 6xido nitrico sintetase ou ciclo-oxigenase na aor-
ta abdominal de coelho e nas artérias corondrias de por-
co. Finalmente, como o extrato de Combretum leprosum
exige um influxo de Ca** por meio de vias sensiveis ao
vermelho de ruténio para causar o relaxamento, para a
elucidacao de seu mecanismo de acao, isso pode revelar
uma nova abordagem para ativar células endoteliais a
produzirem e liberarem fatores de relaxamento.

AGRADECIMENTOS

Francisco das Chagas Alves Filho recebeu bolsas de dou-
torado da Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado



de Sao Paulo (FAPESP, 2011/ 02866-0) e do Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq, 870307/ 1997-5).

REFERENCIAS

1.

Agra MF, Nurit-Silva K, Basflio IJ, Freitas PF, Barbosa-Filho JM. Survey of
medicinal plants used in the region Northeast of Brazil. Rev Bras Farmacogn.
2008;18(3):472-508. Review.

Lorenzi H, Matos FJ. Plantas medicinais do Brasil: nativas e exaticas. 2a ed.
Nova Odessa, SP: Plantarum; 2008.

Ojewole JA. Cardiovascular effects of mollic acid glucoside, a 1alpha-
hydroxycycloartenoid saponin extractive from Combretum molle R Br ex G Don
(Combretaceae) leaf. Cardiovasc J Afr. 2008;19(3):128-33.

Nsaudi Manga F, El Khattabi C, Fontaine J, Berkenboom G, Duez P. Lami Nzunzu
J, et al. Vascular effects and antioxidant activity of two Combretum species
from Demacratic Republic of Congo. J Ethnopharmacol. 2012;142(1):194-200.

Furchgott RF. Role of endothelium in responses of vascular smooth muscle. Circ
Res. 1983;53(5):557-73. Review.

Cherry PD, Furchgott RF, Zawadzki JV, Jothianandian D. Role of endothelial
cells in relaxation of isolated arteries by bradykinin. Proc Natl Acad Sci USA.
1982;79(6):2106-10.

Singleton VL, Rossi Jr JA. Colorimetry of total phenolics with phosphomolybdic-
phosphatungstic acid reagents. Am J Enol Vitic. 1965;16(3):144-58.

Lira SR, Almeida RN, Almeida FR, Oliveira FS, Duarte JC. Preliminary Studies on
the Analgesic Properties of the Ethanol Extract of Combretum leprosum. Pharm
Biol. 2002;40(3):213-5.

Pietrovski EF, Rosa KA, Facundo VA, Rios K, Marques MC, Santos AR.
Antinociceptive properties of the ethanolic extract and of the triterpene 3beta,
Bbeta, 16beta-trihidroxilup-20(29)-ene obtained from the flowers of Combretum
leprosum in mice. Pharmacol Biochem Behav. 2006;83(1):90-9.

. Lopes LS, Marques RB, Pereira SS, Ayres MC, Chaves MH, Cavalheiro AJ,

et al. Antinociceptive effect on mice of the hydroalcoholic fraction and (-)
epicatechin obtained from Combretum leprosum Mart & Eich. Braz J Med Biol
Res. 2010;43(12):1184-92.

. Lopes Lda S, Marques RB, Pereira Sda S, Ayres MC, Chaves MH, Almeida FR.

Mechanisms of the antinaciceptive action of (—) epicatechin obtained from the
hydroalcoholic fraction of Combretum leprosum Mart & Eic in rodents. J Biomed
Sci. 2012;19(1):1-6.

. Facundo VA, Rios KA, Medeiros CM, Militao JS, Miranda AL, Epifanio RA, et al.

Arjunolic acid in the ethanolic extract of Combretum leprosum root and its use
as a potential multi-functional phytomedicine and drug for neurodegenerative
disorders: anti-inflammatory and anticholinesterasic activities. J Braz Chem
Soc. 2005;16(6b):1309-12.

. Nunes PH, Cavalcanti PM, Galvdo SM, Martins MC. Antiulcerogenic activity of

Combretum leprosum. Pharmazie. 2009;64(1):58-62.

. Teles CB, Moreira LS, Silva AA, Facundo VA, Zuliani JP Stabelia RG, et al.

Activity of the Lupane isolated from Combretum leprosum against Leishmania
amazonensis Promastigotes. J Braz Chem Soc. 2011;22(5):936-42.

15.

17.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

21.

28.

29.

Extrato das cascas de Combretum leprosum causa relaxamento dependente de endotélio 403

Longhi-Balbinot DT, Lanznaster D, Baggio CH, Silva MD, Cabrera CH, Facundo
VA, etal. Anti-inflammatory effect of triterpene 3b, 6b, 16b —trihydroxylup-20 (29)
-ene obtained from Combretum leprosum Mart & Eich in mice. J Ethnopharmacol.
2012;142(1):59-64.

. Horinouchi CD, Mendes DA, Soley Bda S, Pietrovski EF, Facundo VA, Santos AR, et

al. Combretum leprosum Mart. (Combretaceae): potential as an antiproliferative
and anti-inflammatory agent. J Ethnopharmacol. 2013;145(1):311-9.

Andriambeloson E, Kleschyov AL, Muller B, Beretz A, Stoclet JC, Andriantsitohaina
R. Nitric oxide production and endothelium-dependent vasorelaxation induced
by wine polyphenols in rat aorta. Br J Pharmacol. 1997;120(6):1053-8.

. Andriambeloson E, Magnier C, Haan-Archipoff G, Lobstein A, Anton R, Beretz A,

et al. Natural dietary polyphenolic compounds cause endothelium-dependent
vasorelaxation in rat thoracic aorta. J Nutr. 1998;128(12):2324-33.

. Martin W, Furchgott RF, Villani GM, Jothianandan D. Depression of contractile

responses in rat aorta by spontaneously released endothelium-derived relaxing
factor. J Pharmacol Exp Ther. 1986;237(2):529-38.

Martin W, Furchgott RF, Villani GM, Jothianandan D. Phosphodiesterase
inhibitors induce endothelium-dependent relaxation of rat and rabbit aorta
by potentiating the effects of spontaneously released endothelium-derived
relaxing factor. J Pharmacol Exp Ther. 1986;237(2):539-47.

Belemnaba L, Ouédraogo S, Auger C, Chataigneau T, Traore A, Guissou IP et
al. Endothelium-independent and endothelium-dependent vasorelaxation by
a dichloromethane fraction from Anogeissus Leiocarpus (DC) Guill. Et Perr.
(Combretaceae): possible involvement of cyclic nucleotide phosphodiesterase
inhibition. Afr J Tradit Complement Altern Med. 2012;10(2):173-9.

Van de Voorde J, Leusen . Role of the endothelium in the vasodilator response
of rat thoracic aorta to histamine. Eur J Pharmacol. 1983;87(1):113-20.

Garland CJ, Plane F Kemp BK, Cocks TM. Endothelium-dependent
hyperpolarization: a role in the control of vascular tone. Trends Pharmacol Sci.
1995;16(1):23-30. Review. Erratum in: Trends Pharmacol Sci. 1995;16(5):177.

Vriens J, Appendino G, Nilius B. Pharmacology of vanilloid transient receptor
potential cation channels. Mol Pharmacol. 2009;75(6):1262-79. Review.

Shini-Kerth VB, Auger C, Etienne-Selloum N, Chataigneau T. Polyphenol-induced
endothelium-dependent relaxations role of NO and EDHF Adv Pharmacol.
2010;60:133-75. Review.

Facundo VA, Andrade CH, Silveira ER, Braz-Filho R, Hufford CD. Triterpenes and
flavonoids from Combretum leprosum. Phytochemistry. 1993;32(2):411-5.
Ayres MC, Almeida BC, Chaves MH. Constituintes quimicos e atividade
antioxidante da espécie Combretum leprosum Mart. et Eicher. In: 322 Reuniao
Anual da Sociedade Brasileira de Quimica [Internet]. Fortaleza (CE): Sociedade
Brasileira de Quimica. Fortaleza, CE; 2009. [citado 2015 Jun 23]. Disponivel em:
http://sec.sbg.org.br/cdrom/32ra/resumos/T1190-1.pdf

Facundo VA, Rios KA, Moreira LS, Sancho L J, Militdo JS, Stabelli RG, et al.
Two new cycloartanes from Combretum leprosum MART. (combretacea). Rev
Latinoam Quim. 2008;36(3):76-82.

Queiroz SC, Assalin MR, Nobre S, Melo IS, Moraes RM, Ferracini VL, et al.
Determination of Combretastatin A-4 in Combretum leprosum. Planta Med.
2010;76(10):53.

einstein. 2015;13(3):395-403



