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RESUMO

Caryocar brasiliense Camb. (“pequi’) é uma planta nativa do Cerrado
Brasileiro que apresenta diversos componentes bioativos. Dados da literatura
demonstraram que a suplementacdo dietética a base de pequi diminuiu a pressao
arterial de atletas voluntarios. Neste trabalho, avaliou-se o efeito vasorelaxante do
extrato bruto hidroalcodlico (EBH) das folhas de C. brasiliense e de suas fracdes
organicas (hexanica (FH), cloroférmica (FC), acetato de etila (FAE), butandlica (FB))
em preparacdes de aorta toracica de ratos. O EBH relaxou, de modo concentracéo-
dependente, anéis de aorta toracica pré-contraidos com fenilefrina, sendo que a FB
promoveu efeito semelhante ao observado com o EBH. O relaxamento adrtico
induzido pela FB foi abolido pela remocdo do endotélio vascular, pela incubacao
prévia do inibidor da sintase de 6xido nitrico (L-NAME) e pelo inibidor da guanilato
ciclase (ODQ). Entretanto, a incubacdo das preparacdes aodrticas com atropina
(antagonista muscarinico) e pirilamina (antagonista histaminérgico Hi) nao inibiu o
vasorelaxamento induzido pela FB. Este efeito também n&o foi inibido pela
indometacina (inibidor da ciclooxigenase) ou pelo tetraetilaménio (bloqueador néao
seletivo de canais de potéassio). O efeito vasorelaxante da FB, em anéis adrticos com
endotélio e pré-contraidos com KCI, foi reduzido apos a incubacdo com L-NAME.
Conjuntamente, os resultados demonstram que o efeito vasorelaxante in vitro de C.
brasiliense em aorta toracica de ratos envolve a estimulacdo da via do Oxido

nitrico/GMP ciclico.

Palavras-Chave: Caryocar brasiliense Camb., aorta toracica, vasorelaxante, oxido
nitrico, dependente do endotélio.
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ABSTRACT

Caryocar brasiliense Camb. (“pequi”) is a native plant from the Cerrado
region of Brazil that contains several bioactive components. Data from literature has
demonstrated that dietary supplementation with pequi decreased the arterial
pressure of volunteer athletes. In this work, we evaluated the vasorelaxant effect of
the crude hydroalcoholic extract (CHE) of C. brasiliense leaves, and its organic
fractions (hexane (HF), chloroform (CF), ethyl acetate (AEF), butanol (BF)), in the rat
thoracic aorta. We found that CHE completely relaxed, in a concentration-dependent
manner, rat aortic rings precontracted with phenylephrine, while butanolic fraction
(BF) produced an effect similar to that of the CHE. Induced aortic relaxation BF by
was abolished by endothelium removal, by incubation with the nitric oxide synthase
inhibitor (L-NAME), and the soluble guanylate cyclase inhibitor (ODQ). However,
incubation with either atropine (a muscarinic receptor antagonist) or pyrilamine (a
histamine H1-receptor antagonist) had no effect on the BF-induced vasorelaxation.
Moreover, this effect was not inhibited by indomethacin (a cyclooxygenase inhibitor)
and tetraethylammonium (a non-selective K+ channel blocker). The vasorelaxation
induced by BF in endothelium-intact aortic rings precontracted with KCl was reduced
after incubation with L-NAME. Taken together, the results reveal that C. brasiliense
possesses in vitro vasorelaxant effect in rat thoracic aorta and this effect involves

stimulation of the nitric oxide/cyclic GMP pathway.

Key Words: Caryocar brasiliense Camb., thoracic aorta, vasorelaxant, nitric oxide,

endothelium-dependent.



Jptvodugcao




ﬂ utilizacdo de plantas medicinais na saude
humana € uma pratica milenar (ALVIM et al., 2006). Dados da literatura cientifica
registram que diversas civilizacdes, entre elas babilénicos e sumerianos, ja usavam
em seus remedios as folhas, as flores, as cascas e as raizes de I0tus, alho e oliveira
(DEVIENNE et al., 2004).

A denominacao “planta medicinal” é utilizada para todo e qualquer vegetal
gue possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem ser utilizadas com fins
terapéuticos (VEIGA JUNIOR et al., 2005). Além do mais, as plantas medicinais
representam fontes de obtencdo de moléculas farmacologicamente ativas ou que
sirvam de prototipos para a criacdo de farmacos, sendo assim, importante objeto de
estudo para a descoberta de novos farmacos.

Lima e colaboradores (2007a) consideram que existem de 25.000 a
75.000 espécies vegetais utilizadas nas medicinas tradicionais do mundo, porém,
apesar dessa ampla utilizacdo, muitos desses vegetais ndo tiveram seus principios
ativos identificados a fim de valida-las como fitofarmacos (BERG, 1993). Deste

modo, existe ainda um imenso numero de espécies de plantas superiores que nao



foram estudadas do ponto de vista quimico ou farmacolégico que podem ser
promissoras na busca por novas alternativas de tratamento das doencas.

Sabe-se que o estudo de plantas medicinais foi e continua sendo a base
para o desenvolvimento de varios farmacos incluidos na terapéutica atual devido a
riqueza de suas biomoléculas (HARVEY, 2007). Levando-se em consideracdo que o
Brasil € um dos paises com a maior biodiversidade do mundo, o0 mesmo torna-se um
importante e potente provedor de recursos naturais, possuindo cerca de 30% das
espécies de plantas conhecidas no mundo, distribuidas em seus diferentes
ecossistemas (MYERS et al., 2000). Sendo assim, a flora brasileira representa uma
fonte potencial de agentes fitoterapicos e de moléculas para o desenvolvimento de
novos farmacos (GURIB-FAKIM, 2006).

1.1 Bioma Cerrado

Ocupando a regido Central do Brasil, o Cerrado abrange uma area de
cerca de 2 milhdes de quildmetros quadrados, ocupando cerca de 21% do territorio
nacional e é a segunda maior biodiversidade da América do Sul (Instituto Cerrado e
Sociedade, 2011). Em sua éarea central, o Cerrado limita-se a quase todos os
biomas, existindo encraves de Cerrado na Amazobnia, na Caatinga e na Mata
Atlantica (RODRIGUES, 2005), possuindo coberturas do bioma situadas nos
estados de Mato Grosso, Minas Gerais, Goias, Bahia, Maranhdo, Mato Grosso do
Sul, Rondbnia, Piaui, Sdo Paulo, Tocantins, além do Distrito Federal. Ocorre
também em areas ao norte, nos Estados do Amapa, Amazonas e ao sul em
pequenas areas do Parana (RIBEIRO e WALTER, 1998; SANO et al., 2008).

Esse bioma consiste em uma variedade heterogénea de espécies
vegetais (SILVA et al., 2006), que distribui-se desde a vegetacdo savanica com
arvores de pequeno porte e campos a uma floresta mesofitica. Tem sua vegetacao
rasteira formada principalmente por gramineas existindo, ao mesmo tempo, arvores
esparsas com pequeno porte, troncos tortuosos, cascas grossas e folhas largas.
Sendo a vegetagcdo predominada por sua adaptacdo a seca, apresenta raizes com
profundidades superiores a 10 metros, crescimento radicular nas primeiras etapas
de desenvolvimento e germinacdo das sementes na época de chuva (PINTO e
OLIVEIRA-FILHO, 1999)



O clima da regido do Cerrado caracteriza-se como tropical estacional e
apresenta duas estacOoes bastante definidas, invernos secos e verfes chuvosos
(SANTANA e NAVES, 2003), apresentando nos solos caracteristicas quimicas
comuns, como elevada acidez, alta deficiéncia de nutrientes, toxidez de aluminio e
baixa capacidade de troca de cations (OLIVEIRA et al., 2005). Marouelli (2003)
destaca que o acumulo de agua nos lencadis freéticos do Cerrado do Centro-Oeste
abastece nascentes que dao origens a seis das oito maiores bacias hidrograficas
brasileiras, uma abundancia hidrica que contribui para o aumento da variabilidade de
espécies.

Segundo Mendoncga e colaboradores (1998), o Cerrado apresenta cerca
de 6.671 espécies nativas de plantas vasculares, tornando a flora do Cerrado a mais
diversa entre as savanas tropicais do mundo. Mesmo sendo a mais diversificada
savana do mundo, varios fatores tem causado a fragmentacdo do Cerrado,
sobretudo em decorréncia da expansdo urbana, construcdo de barragens,
gueimadas, entre outros (MAROUELLI, 2003). Sua acelerada fragmentacdo tem
reduzido drasticamente a area do bioma, além de colocar em risco a sobrevivéncia
de varias espécies como, catuaba (Anemopaegma arvense (Vell.) Stellf. ex de
Souza), mama-cadela (Brosimum gaudichaudii Trécul), espécies que possuem alto
valor terapéutico e que sao amplamente utilizadas pela populacdo para fins
medicinais (PEREIRA et al., 2007).

A busca por novas fontes de farmacos como alternativa aos tratamentos
ja utilizados e que representem opc¢do mais econémica, menos efeitos colaterais ou
para elucidar novos mecanismos de acgdo, tem levado a identificagdo de diversas
espécies nativas do Cerrado com potencial de obtencao de substancias de interesse
farmacoldgico, tais como: Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent (PAULA et al.,, 2010),
Lafoensia pacari A. St.-Hil (GUIMARAES et al., 2010; NASCIMENTO et al., 2011),
Spiranthera odoratissima A. St.-Hil (BARBOSA et al., 2012) e da espécie objeto
deste estudo, Caryocar brasiliense Camb. (de PAULA-JUNIOR et al., 2006;
MIRANDA-VILELA et al., 2008), entre outras.

1.2 Caryocar brasiliense Camb.

Caryocar brasiliense Camb. é popularmente conhecida como pequi, piqui,

piquid-bravo, améndoa-de-espinho, grao-de-cavalo, pequia, pequeri e suari



(GIORDANI, 2010). O termo “pyqui” tem origem na lingua Tupi, significando casca
(py) e espinho (qui). Esta arvore, que é simbolo do Cerrado brasileiro, pertence a
familia Caryocaraceae e ao género Caryocar L. Segundo Oliveira (1988), Caryocar
brasiliense Camb. tem ocorréncia nos Estados de Mato Grosso do Sul, Mato Grosso,
Goias, Minas Gerais, Tocantins e S&o Paulo.

A espécie é caracterizada como uma arvore frondosa, que apresenta
copa variando de 6 a 8 metros de diametro e altura que pode ultrapassar 10 metros
(NAVES, 1999). Possui tronco tortuoso com casca aspera e rugosa, com espessura
de 30 a 40 cm de diametro (RIZZINI, 1971). Seus galhos sédo grossos, compridos e
inclinados resultando em uma copa esbelta. As folhas séo opostas, trifolioladas com
uma cor verde brilhante e textura coridcea (MAGALHAES et al., 1988; ALMEIDA et
al., 1998) (Figura 1).

Figura 1 : Caryocar brasiliense Camb. (Pequizeiro) (FRAGA, 2012)

O fruto do pequizeiro € uma drupa globosa, formada por um epicarpo
verde que recobre de um a quatro pirénios, conhecidos como carogos, e 0
mesocarpo que se subdivide em externo (coriaceo carnoso) e interno (parte
comestivel, amarelo e carnoso), envolvendo o endocarpo lenhoso, espinhoso e
améndoa branca ou semente (ALMEIDA et al., 1998).



A madeira, considerada de boa qualidade, é de cor amarelo-parda e
apresenta grande resisténcia aos agentes de deterioracdo. E utilizada na construcéo
civil na fabricacdo de moveis rusticos, caibros e dormentes. Por ter alto poder
calorifico e de teor de carbono fixo, a arvore é usada também na producédo de
carvao para siderargicas (OLIVEIRA et al., 2008). Devido ao alto grau de taninos, as
cascas e as folhas do pequi sdo utilizadas pela industria de tintas (DOMBROSKI,
1997).

O fruto, a casca e o mesocarpo verde, aléem das folhas, sdo utilizados
como racéo animal para a alimentacéo de bovinos e caprinos nos estados de Minas
Gerais e Goias (KERR et al., 2007). As flores, por terem grande beleza, sdo
empregadas na ornamentacdo (ARAUJO et al., 1995) porém, também s&o
importantes na alimentacdo de animais silvestres, como paca, veado-campeiro e
mateiro (ALMEIDA et al., 1998). Extraido da polpa e da améndoa do fruto, o 6leo
apresenta aplicabilidade na industria cosmética para a producdo de sabonetes e
cremes, aléem de apresentar utilidade na producdo de combustiveis e lubrificantes
(OLIVEIRA et al., 2008). O mesocarpo do fruto, por sua vez, é utilizado no preparo
de sucos, sorvetes, licores, geléias e outros pratos tradicionais (LORENZI, 2000).

A polpa do fruto, por ser rica em vitaminas A e E, é utilizada na medicina
popular para o tratamento de gripes e resfriados. A gordura da semente é
empregada na culinaria regional e na medicina folclorica para o tratamento de
afeccbes das vias respiratdrias, como coqueluche, asma e bronquite (BRANDAO et
al., 2002; RIBEIRO 1996). O decocto das folhas e flores € utilizado como energético,
fortificante, afrodisiaco e contra doencas do figado. As cascas da arvore e dos frutos
sao utilizadas como febrifugas e diuréticas (de PAULA e SALES, 2000). O 6leo da
polpa pode ser usado no controle de tumores e também para o tratamento de
problemas oftalmolégicos (ALMEIDA e SILVA, 1994).

A caracterizacdo quimica evidenciou que, tanto a polpa quanto a
améndoa do pequi, sao ricas em lipidios (predominando os &cidos graxos oléico e
palmitico) (LIMA et al.,, 2007b) e apresentam teor elevado de fibra alimentar
(sobretudo a pectina), compostos antioxidantes (acido ascorbico, vitamina E,
carotendides, licopeno, taninos e flavonoides) e sais minerais (ferro, calcio, cobre,
zinco, entre outros) (PEREIRA et al., 2007; LIMA et al., 2007a).

Magalhdes e colaboradores (1988) detectaram a presenca de

heterosideos antocianicos, saponinas, taninos, flavondides, esterbéides e osidios



redutores em folhas de C. brasiliense. Oliveira e colaboradores (1968) identificaram
a presenca dos compostos friedelina, friedelanol, B-sitosterol, estigmasterol, &cido
elagico, B-amirina e acido oleandlico no extrato etandlico das folhas.

A presenca dos compostos acido galico, acido quinico e quercetina,
agentes descritos com potencial antioxidante, foram identificados no extrato
etandlico dos frutos do pequi (ROESLER et al., 2008). Ja no 6leo do fruto, foram
encontrados os acidos miristico, palmitico, estearico, oléico e linoléico (FERREIRA e
MOTIDOME, 1962). Ainda em relacdo ao fruto, foram identificados os principais
carotendides presentes no mesocarpo interno: 3-caroteno, a-caroteno, criptoflavina,
B-criptoxantina, anteraxantina, zeaxantina e mutatoxantina (RAMOS et al., 2001).

Quanto ao potencial farmacolégico do pequi, varios estudos
demonstraram seu potencial farmacolégico. De acordo com Bezerra e colaboradores
(2002), o extrato etandlico da casca e das folhas de C. brasiliense apresentou
atividade toxica contra Biomphalaria glabrata, hospedeiro intermediario do
Schistosoma mansoni, agente causador da esquistossomose humana.

A avaliacdo da atividade antifungica in vitro de C. brasiliense sobre
Cryptococcus neoformans, demonstrou que o extrato bruto etandlico das folhas foi
capaz de inibir completamente o crescimento do fungo (PASSOS et al., 2002).
Também foi demonstrado que o extrato bruto etandlico da casca de C. brasiliense
reduziu significativamente o nimero de parasitas circulantes de Tripanossoma cruzi
no sangue de humanos (HERZOG-SOARES et al., 2002).

Roesler e colaboradores (2007) demonstraram que o0s extratos etandlico e
aquoso da casca do pequi possuem excelente capacidade para sequestrar radicais
livres, ou seja, atividade antioxidante. Khouri e colaboradores (2007) demonstraram
gue o extrato aquoso da polpa do fruto de C. brasiliense foi capaz de inibir danos
promovidos pela bleomicina no &acido desoxirribonucleico de camundongos,
sugerindo um possivel efeito anticlastogénico. Testes realizados com compostos
isolados das folhas de C. brasiliense em camundongos portadores do sarcoma 180,
evidenciaram o efeito inibidor do acido oleanolico sobre o desenvolvimento do tumor
(OLIVEIRA et al., 1970).

A suplementacéo dietética de atletas voluntarios com capsulas contendo
6leo de pequi evidenciou que o mesmo foi biologicamente eficiente em reduzir a
inflamacdo provocada pelo exercicio agudo. Também foi observada queda

significativa nos valores da presséo arterial, de colesterol total e LDL pés-prandial,



sugerindo que o0 pequi apresenta efeitos cardiovasculares protetores, principalmente
em atletas incluidos na faixa etaria de maior risco (MIRANDA-VILELA, 2009). A
informacéo sobre o efeito do pequi em reduzir a pressao arterial constituiu a base

para a realizacdo deste estudo.

1.3 Regulagéo do Ténus Vascular

As doencas cardiovasculares (DCV) constituem a principal causa de
mortalidade no Brasil e no mundo e, somente no ano de 2007, ocorreram 308.466
Obitos por doencas do aparelho circulatorio no Brasil (MALTA et al., 2009), indicando
sua importancia enquanto problema de saude da populagcéo. Dentre as patologias
cardiovasculares que mais acometem a populacdo estdo as doencas arteriais
coronarianas, insuficiéncia cardiaca congestiva, acidente vascular cerebral, infarto
agudo do miocardio e hipertensao arterial sistémica (HAS) (MOURA et al., 2006).

Considerada o tipo mais comum de DCV (TOM et al., 2010), a HAS é uma
patologia associada a varios fatores, cuja caracterizacdo se da pela constante
presenca de niveis elevados de presséo arterial (PA), sendo uma condicdo clinica
associada frequentemente a alteragBes funcionais e estruturais de oOrgéos-alvo
como, coragdo, encéfalo, rins e vasos sanguineos, além de alteragbes metabolicas
(VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensao, 2010).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Hipertensdo nas VI Diretrizes
Brasileiras de Hipertensao Arterial (SBC/SBH, 2010), pressdo normal é a pressao
arterial sistélica (PAS) inferior a 130 mm Hg e a presséo arterial diastolica (PAD)
menor que 85 mm Hg. O paciente € considerado hipertenso em estagio 1 quando a
PAS varia entre 140 -159 mmHg e a PAD entre 90-99 mmHg, e hipertenso em
estagio 2 se a PAS varia entre 160 -179 mmHg e a PAD entre 100 -109 mmHg.
Caso a PAS alcance valores maiores ou iguais a 180 mmHg e a PAD valores
maiores ou iguais a 110 mmHg a hipertensao € considerada em estagio 3.

A PA é o produto do débito cardiaco e da resisténcia periférica ao fluxo de
sangue (PA = DC x RP). Sendo a PA correspondente a forca que o sangue
bombeado pelo coracdo exerce contra a parede distensivel dos vasos, é
determinada pelo volume de sangue que sai do coracao (DC) e a resisténcia que ele
encontra para circular na periferia (RP). Alteracdes no débito cardiaco (frequéncia de

batimentos, volume sanguineo ou for¢a de contragdo) modificam a presséo arterial.



Da mesma forma, variagées do tdnus vascular sdo acompanhadas de modificagao
da pressao arterial, induzindo a altera¢gfes patologicas (GUYTON e HALL, 2006).

O endotélio vascular reveste a superficie luminal de todos os vasos do
sistema vascular, localizando-se na interface entre o0 sangue/tecido,
desempenhando diversas funcdes relacionadas a homeostase vascular (MICHIELS,
2003; BREVETTI et al., 2008). O endotélio ndo é apenas uma barreira fisica, ele
apresenta multiplos papéis importantes em eventos fisiolégicos, como: controle do
trafego de pequenas e grandes moléculas, auxilio na formacdo e remocdo de
coagulos, promove o crescimento do musculo liso vascular, adesdo de leucdcitos,
além de ser uma fonte de potentes mediadores quimicos capazes de controlar a
contracdo do musculo liso subjacente (CARVALHO et al., 2001; LANDMESSER et
al., 2004; RUBIO e MORALES-SEGURA, 2004). Todos esses efeitos fisiologicos
podem ser mediados por estimulos mecanicos (estresse de cisalhamento) e
estimulos hormonais, que promovem a liberacdo de substancias vasodilatadoras,
vasoconstritoras, anti-agregantes plaquetarias e antiinflamatérias (ENDERMANN e
SCHIFFRIN, 2004).

As células endoteliais geram diversos compostos vasodilatadores e
vasoconstritores que participam da regulagdo do tbnus vascular. Dentre os
vasoconstritores liberados pelo endotélio pode-se destacar a endotelina-1
(YANAGISAWA et al., 1988), o tromboxano A, (ELLIS et al., 1976), o anion
superoxido (VANHOUTTE, 1988), e a angiotensina Il (VELTMAR et al., 1991).
Dentre os potentes mediadores quimicos que relaxam a musculatura lisa vascular,
0s principais produzidos pelo endotélio sdo o 6xido nitrico (do inglés nitric oxide —
NO), prostanoides vasodilatadores e o fator de hiperpolarizacdo derivado do
endotélio (do inglés endothelium-derived hyperpolarizing factor — EDHF) (GRIFFITH
et al., 1987; PALMER e MONCADA, 1987; MONCADA et al., 1991). Devido a
importancia dos mediadores vasodilatadores para este estudo, 0os principais serao

melhor detalhados a seguir.
1.3.1 Oxido Nitrico (NO)
A participacdo do endotélio no processo de vasodilatacao foi apresentada

por Furchgott e Zawadzki (1980), que demonstraram que a retirada mecanica ou

quimica do endotélio em artérias isoladas de coelho abolia a vasodilatagdo induzida
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pela acetilcolina (ACh) e que este efeito vasorelaxante ocorria devido a liberacao
pelo endotélio de uma substancia que recebeu o nome de fator relaxante derivado
de endotélio (do inglés endothelium-derived relaxing factor — EDRF). Estudos
posteriores realizados por Ignarro (1986), com o objetivo de identificar a natureza
quimica do EDRF, propuseram gque este seria 0 NO, uma vez que o relaxamento
vascular era induzido pelo mesmo mecanismo bioldgico, além de apresentar
caracteristicas quimicas semelhantes.

O NO é um dos mediadores vasculares mais importantes produzidos pelo
endotélio, sendo a 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) a isoforma enzimatica
predominante no endotélio e a responsavel pela producdo da maior parte do NO
neste tecido. Além da eNOS existem outras isoformas, como a oxido nitrico sintase
neuronal (NNOS) e a Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) (PALMER e MONCADA,
1987), que sédo codificadas por genes distintos e possuem em torno de 53% de
homologia com a eNOS (NATHAN e XIE, 1994).

A eNOS cataliza a formacao de NO a partir da conversdo do aminoacido
L-arginina a NO + L-citrulina, catalisando a perda de cinco elétrons com a
participacdo de dinucleotideo fosfato de nicotinamida adenina reduzida (NADPH), L-
arginina e oxigénio molecular como substratos, flavina dinucleotideo (FAD), flavina
mononucleotideo (FMN), tetrahidrobiopterina (BH.) e do complexo Ca?* /calmodulina
como cofatores (SCHULZ e TRIGGLE, 1994; MALINSKI, 2005).

O NO é um gas de meia vida curta (2 a 5 segundos) e a estimulacéo das
células endoteliais induzindo a sua sintese pode ocorrer em resposta a estimulacao
de diferentes receptores para uma variedade de mediadores neuro-humorais, como
por exemplo, a ACh, a bradicinina, o difosfato de adenosina (ADP), a substancia P,
serotonina ou também por estimulos fisicos, quando ha um estresse de
cisalhamento mecanico, exercido pelo fluxo sanguineo sobre a camada endotelial
(MONCADA et al., 1991; FLEMING et al., 1998; DIMMELER et al., 1999; FLEMING e
BUSSE, 2003).

Nos vasos sanguineos, o mecanismo de sintese do NO se inicia com o
acoplamento de um agonista a um receptor especifico localizado na membrana das
células endoteliais, essa ligacdo provoca a ativagdo da fosfolipase C (PLC), por
intermédio de uma proteina G. Uma vez ativada, a PLC promove a hidrolise dos
fosfolipideos fosfatidil-inositol bifosfato (PIP,) presentes na membrana celular, dando
origem ao inositol 1, 4, 5, trifosfato (IP3) e ao diacilglicerol (DAG) (GRIFFITH et al.,
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1987). O IP; age nos estoques intracelulares de Ca** induzindo a liberacéo deste
ion, o qual, ligado a calmodulina, estimula a eNOS (MONCADA et al., 1989). Apos a
formacdo, o NO rapidamente se difunde das células endoteliais para as células
musculares lisas vasculares causando a estimulacdo da guanilil ciclase soluvel
(GCs), sua ativagdo gera o aumento da concentracao citosélica de monofosfato
ciclico de 3,5’ guanosina (GMPc), e este por sua vez, ativa a proteina quinase G
(PKG) que reduz a concentracdo de Ca?' intracelular (IGNARRO et al., 1987;
RAPOPORT et al., 1983; RAPOPORT e MURAD, 1983).

Os mecanismos pelos quais a via NO/GMPc induz a vasodilatagao
incluem inibicdo da geragdo do inositol-1,4,5-trifosfato (IP3), desfosforilagdo da
quinase da cadeia leve de miosina, ativacdo dos canais de potassio dependentes de
calcio (Kca), que ao promover o efluxo deste ion favorece a hiperpolarizacdo da
célula e o relaxamento muscular. Outro mecanismo ocorre através da reducdo de
fluxo de Ca?* através da inibicdo dos canais de Ca®* voltagem dependentes e pela
ativacdo da proteina quinase |, que fosforila as proteinas presentes no reticulo
endo/sarcoplasmético promovendo o sequestro do Ca?" intracelular para o interior do
reticulo, mediado pela ATPase reticular ( WALFORD e LOSCALZO, 2003; IGNARRO
et al., 1987).

A reducao na producao ou na biodisponibilidade de NO pode ser um dos
mecanismos que contribui para o aumento da resisténcia vascular periférica e 0
desenvolvimento da HAS em diferentes modelos experimentais e também em
humanos (MCINTYRE et al., 1999).

1.3.2 Prostaciclina (PGl )

A prostaglandina I, (PGl;) ou também chamada de prostaciclina é o
produto mais abundante do acido araquidénico produzido pelo tecido, sendo
considerada um potente vasodilatador e inibidor enddgeno de agregacao plaquetaria
(MONCADA e VANE, 1979; VANE et al., 1990).

A PGIl; é um lipidio que possui 20 carbonos derivados do acido
araquidonico, produzida pela acdo da enzima ciclooxigenase (COX). Existem duas
isoformas da ciclooxigenase, denominadas ciclooxigenase-1 (COX -1) e 2 (COX-2)
que realizam a sintese de prostaglandinas (PG) e de tromboxano A; (TXA;) (SMITH
et al., 1996).
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A sintese da PGl é iniciada pela acdo da enzima fosfolipase A, sobre 0s
fosfolipidios de membrana, promovendo a liberacdo do &cido araquidénico que os
compde. As isoformas da COX convertem o acido araquidénico em PGH; e esta por
acao de sintases especificas € convertida em PGE,, PGl,, PGF,a, PGD; ou TXA,
(MARDINI e FITZGERALD, 2001; MONCADA et al., 1976; ZELIS, 1983).

Uma vez produzida e liberada, a PGl, ativa receptores do tipo IP, um
receptor acoplado a proteina G, estimulando a adenilato ciclase, promovendo o
aumento do AMPc (monofosfato ciclico de adenosina), segundo mensageiro que
ativa a proteina quinase dependente de AMPc (PKA). A PKA reduz os niveis de Ca**
citoplasmatico, diminuindo a sensibilidade do aparelho contratil da musculatura lisa
vascular ao Ca®", impedindo a interacdo actina-miosina e promovendo consequente
relaxamento do musculo liso vascular (HOPKINS e GORMAN, 1981; SALVEMINI et
al., 1994; BENNETT, 1995). A PKA exerce um efeito similar a PKG, podendo ativar
canais de potdssio sensiveis ao ATP (Katp) ocasionando hiperpolarizacdo e
estimulagéo da saida de Ca®" do citosol inibindo a maquinaria contratil (CARVALHO
et al., 2001).

1.3.3 Fator Hiperpolarizante Derivado do Endotélio  (EDHF)

Outro fator relaxante derivado do endotélio, além do NO e PGl;, € o
EDHF que recebe este nome por sua acéo estar relacionada com a hiperpolarizagao
celular (BOLTON et al., 1984; FELETOU e VANHOUTTE, 1988). Sua liberacao pode
ser estimulada por diferentes agentes, em geral, ocorre principalmente pelo aumento
do Ca®" intracelular que, depois de ser liberado, promove vasodilatacdo por meio da
abertura de canais de potassio ativados por Ca?* (FELETOU e VANHOUTTE, 2006),
resultando na hiperpolarizacdo da membrana celular, seguido pelo fechamento de
canais para Ca®*" voltagem dependente e consequentemente a vasodilatacdo
(NELSON e QUAYLE, 1995).

Entre os possiveis candidatos que podem atuar como EDHF estdo o NO
(de WIT et al., 2000), radicais livres como H,O, (SHIMOKAWA e MATOBA, 2004),
epoxidos derivados do &cido araquidénico (acido epoxieicosatriendico),
canabindides endégenos e ions de potassio (GILLHAM et al., 2003). Sugere-se
também que o EDHF seja um fator difusivel (FELETOU e VANHOUTTE, 1988) e que

a hiperpolarizacdo endotelial é transmitida para o musculo liso vascular através do
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acoplamento elétrico direto das juncbes mioendoteliais (gap junctions)
(CHAYTOR,1998).
Um resumo dos fatores vasorelaxantes produzidos pelo endotélio

vascular e das vias envolvidas neste efeito € apresentado na Figura 2.
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Figura 2: Fatores relaxantes produzidos pelo endotélio vascular. Sdo trés as principais vias
endoteliais que geram a vasodilatagcdo: a via da prostaciclina (PGl,), a via de producdo do 6xido
nitrico (NO) pela enzima eNOS e a via do fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF).
Dependendo do tipo de vaso, todas estas vias podem ser ativadas apés a estimulacéo de receptores
das células endoteliais em cuja via de sinalizacdo ocorra 0 aumento da concentracéo intracelular do
Ca”". Dentre os agonistas pode-se citar a acetilcolina (ACh) que atua em receptores do tipo M, apds
a liberacao pelas células endoteliais, estes mediadores exercem suas ac¢des nas células musculares
lisas, através da producdo dos segundo mensageiros AMPc ou GMPc, ou ainda através da
hiperpolarizacdo (Adaptado de STANKEVICIUS et al, 2003).
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2. JUSTIFICATIVA

A pesquisa com plantas medicinais tem colaborado para o
desenvolvimento cientifico e enriquecido consideravelmente o arsenal terapéutico
para o tratamento de véarias doencas, sendo de vital importancia que sejam
realizados estudos no intuito de evidenciar os efeitos e estabelecer as
caracteristicas farmacologicas das espécies utilizadas na medicina popular,
subsidiando o emprego seguro dessas plantas como alternativa aos tratamentos ja
utilizados e que possam representar op¢do mais econdmica, com menos efeitos
colaterais ou para elucidar novos mecanismos de acao.

Diante desta premissa e tendo em vista que a espécie objeto deste
estudo, C. brasiliense, promoveu queda significativa nos valores da pressao arterial
em humanos e que ndo constam da literatura outros dados, além deste, sobre o
potencial farmacolégico desta planta para o tratamento de doencgas
cardiovasculares, estudos neste sentido podem contribuir para a maior compreensao
dos mecanismos farmacoldgicos envolvidos nesta acao, conferindo subsidios para
uma possivel utilizacdo do pequi, ainda desconhecida, em condi¢cdes patologicas

relacionadas a distlrbios cardiovasculares.



(Jbjetivos




16

3.1Geral

Avaliar o efeito vasorelaxante “in vitro” do extrato bruto hidroalcodlico das
folhas de C. brasiliense Camb. (EBH) e das fra¢gGes organicas obtidas a partir do
fracionamento do EBH.

3.2 Especificos

= Avaliar o efeito do EBH sobre a reatividade vascular em preparacdo de aorta

toracica de ratos.

= Determinar o efeito da(s) fracdo(6es) organica(s) ativa(s) obtidas a partir do
EBH (hexanica, cloroférmica, acetato de etila, butandlica) sobre a reatividade

vascular em preparacédo de aorta toracica de ratos.

» Selecionar a fracdo organica com melhor perfil de atividade vasorelaxante e,

a partir desta, determinar o mecanismo de agéo envolvido neste efeito.



YPateriais e YF¥étodos
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4.1 Material Botanico

Folhas de Caryocar brasiliense Camb. foram coletadas pelo Prof. Dr.
Elson Alves Costa em setembro de 2010, na cidade de Gurupi, estado do Tocantins.
O material botanico coletado foi identificado pelo Professor Dr. Aristdnio Magalhées
Teles do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Goias
(ICB/UFG) e uma exsicata foi preparada e depositada no herbario da UFG sob o
namero 1353. As folhas foram secas a temperatura ambiente, posteriormente

moidas e armazenadas a -20 °C.

4.2 Obtencao do Extrato Bruto Hidroalcoolico (EBH)

O EBH foi obtido segundo a metodologia descrita por Maidana-
Leguizamon (1992). A 50 g das folhas secas e moidas do pequi foram adicionados
1000 mL de solvente hidroalcodlico 70% (700 mL de etanol + 300 mL de &agua
destilada), com agitacdo ocasional, durante 48 horas. Posteriormente, o0 extrato foi
filtrado a vacuo e este processo foi repetido por trés vezes para o total esgotamento
da droga. O extrato foi concentrado em evaporador rotatério a vacuo em
temperatura inferior a 50°C e submetido a liofilizagdo até atingir a completa

pulverizacdo. O material obtido foi armazenado a 4°C até o momento de utilizacao.

4.3 Obtencao das Fragbes Organicas

O extrato bruto hidroalcodlico liofilizado foi ressuspendido em agua e
sofreu particdo em solventes com graus crescentes de polaridade, conforme o
esquema mostrado na Figura 3, resultando nas seguintes fracdes: hexanica (FH),
cloroférmica (FC), acetato de etila (FAE) e butandlica (FB), sendo entdo
concentrados em evaporador rotatério a pressao reduzida e em temperatura inferior
a 50°C. Em seguida as fracOes foram levados a secura em estufa a 40°C e
armazenados em frascos ambar sob refrigeracdo a 4°C até o momento do uso. O
total obtido de residuo seco para cada fragdo esta apresentado na Figura 3. Para os
experimentos, tanto o EBH quanto as fracbes foram dissolvidos em DMSO 5%,
sendo que a concentracao final do DMSO na cuba ndo excedeu 0,01%, sendo esta

desprovida de qualquer efeito sobre os anéis de aorta toracica.
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Etanol + agua
(F0:30)

Extrato Bruto H

idroalcodlico
(10q)

Fase clorofdrmica

Fragdo Hexanica

(0,28g)

Fragao Cloroférmica
(0,37g)

\ﬁlizliat_aquosa 2
Acetato de etila

Fase acetato de etila

Fragao Acetato de Etila
(1,760)

Fase butandlica

Fragdo Butandlica

(1,370)

Figura 3: Fluxograma do fracionamento e obtencdo das fracBes organicas a partir do EBH

das folhas de C. brasiliense.
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4.4 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, pesando entre 200 a 300 g, provenientes
do Biotério Central da UFG.

Os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Ciéncias
Fisiolégicas - ICB/UFG em condi¢cbes controladas de temperatura (22-23°C) e
iluminacao (ciclo claro/escuro de 12 h), recebendo agua e racao ad libitum.

Todos o0s protocolos experimentais foram realizados seguindo as
diretrizes da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL) e
de acordo com as normas institucionais do Comité de Etica em Pesquisa/UFG

atraves de projeto aprovado por este mesmo comité (CEP/UFG 22/2011).

4.5 Drogas e Reagentes

Para a execucdo dos protocolos experimentais foram utilizadas as
seguintes drogas e reagentes: cloreto de sodio (Synth), cloreto de potassio (Synth),
cloreto de calcio dihidratado (Vetec), sulfato de magnésio (Synth), fosfato de
potdssio monobésico (Impex), bicarbonato de sodio (Vetec), glicose (Synth), EDTA
sal dissodico (Synth), dimetilsuféxido (DMSO) (Synth), fenilefrina (Phe) (Sigma),
acetilcolina (ACh) (Sigma), Nw — nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (Sigma),
indometacina (Sigma), tetraetilamonio (TEA) (Sigma), 1-H-[1, 2,4] Oxadiazole [4,3-3]
quinoxalin-1-one (ODQ) (Sigma), atropina (Merck), pirilamina (Sigma), nitroprussiato
de sddio (SNP) (Sigma). Indometacina foi dissolvida em etanol, ODQ foi dissolvido
em DMSO e as outras solugdes, incluindo a solucdo de Krebs-Henseleit modificada,

foram preparadas em agua destilada.

4.6 Reatividade Vascular

Os ratos foram eutanasiados e a aorta toracica foi cuidadosamente
removida e colocada em um recipiente (placa de petri) contendo solucdo de Krebs-
Henseleit modificada a 4° C (pH 7,4; composicdo em mM: NaCl - 130; NaHCO; -
14,9; KCI - 4,7; KH,PO, - 1,18; MgSO,4 7H,0 - 1,17; CaCl, 2H,0 - 1,6; glicose - 5,5).
Foi retirado todo excesso de tecido conectivo e, a seguir, a aorta foi seccionada em

anéis de aproximadamente 4 mm de comprimento. Os anéis vasculares foram
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suspendidos por meio de hastes de ac¢o inoxidavel, em cubas de vidros (9 mL)
contendo solugéo nutritiva de Krebs-Henseleit modificada sob temperatura constante
de 37° C e aerada com solucéo carbogénica (95% de O, e 5% de CO,). Uma das
extremidades da haste foi conectada a um transdutor de forca que, acoplado a um
sistema computadorizado, permite o registro das contragcdes (World Precision
Instruments, Sarasota, FL, USA).

As preparacdes permaneceram sob tensédo de 1,5 g durante 60 minutos,
periodo reservado para a estabilizacdo, com trocas de liquido nutritivo e ajuste de
tensdo a cada 15 minutos. Apés estabilizacdo, foram adicionadas fenilefrina (Phe -
0,1uM para a verificagdo da responsividade vascular ao estimulo contrétil) e, na
sequéncia, ACh (10uM para a confirmacéo da presenca ou auséncia de endotélio
funcional nas preparacdes estudadas). Para a execucdo dos protocolos
experimentais em aortas desprovidas de endotélio vascular, a camada intima foi
removida mecanicamente por meio da friccdo de uma canula metalica coberta de
algoddao no lumen do vaso. Foram considerados aneéis com endotélio funcional
agueles cujo relaxamento minimo produzido pela ACh correspondeu a 90% e para
anéis sem o endotélio, aqueles cujo relaxamento maximo produzido correspondeu a
10%.

Apés a realizacdo do teste da integridade do endotélio, as preparagdes
foram lavadas com solucéo nutritiva de Krebs-Henseleit modificada e mantidas em

repouso por mais 60 minutos.

4.7 Protocolos Experimentais

4.7.1 Avaliacédo do efeito do EBH e fracdes organica s de C. brasiliense frente

as contracdes induzidas por Phe em anéis de aortai  solada de rato

Apos o periodo de estabilizacdo, uma segunda resposta a Phe (0,1uM) foi
obtida e, durante a fase tonica da contracado resultante, foram construidas curvas
concentracéo efeito (CCE) para o EBH ou para as fragbes organicas (FH, FC, FAE e
FB) nas concentracdes de 0,1; 0,3; 1; 3; 10 e 30 pg/ml. Cerca de 60 minutos apds o
término deste procedimento, induziu-se uma nova contracdo com Phe, seguida da

adicao por ACh (10uM), com o objetivo de avaliar se o EBH e as fracdes organicas
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eram capazes de comprometer a integridade das preparagfes. O veiculo (DMSO)
também foi testado e a concentracéo final nas cubas ndo excedeu 0,01%.

Para dar seguimento ao estudo do mecanismo de acdo envolvido com o
efeito vasodilatador observado com as fracdes de C. brasiliense, selecionou-se a
FB, uma vez que a mesma apresentou efeito mais significativo e semelhante ao

promovido pelo EBH.

4.7.2 Avaliacédo do papel do endotélio no efeito vas  orelaxante da FB

Com o objetivo de avaliar o papel do endotélio no efeito da FB,
investigamos a capacidade da FB em causar relaxamento vascular em aneis com
endotélio e sem endotélio vascular. Ambos foram previamente contraidos com Phe
(0,1 uM) e em seguida CCE para a FB foi realizada. Ao final deste procedimento, em
anéis sem o endotélio foi adicionado NPS (1uM), um doador de 6xido nitrico, para
produzirmos o relaxamento independente do endotélio, a fim de avaliar a viabilidade

da preparacéao.

4.7.3 Avaliacdo da participagao da via NO/GMPc no e feito vasorelaxante da FB

ApoOs avaliacdo da presenca ou auséncia do endotélio, anéis de aorta com
endotélio foram previamente incubados com L-NAME (100uM - inibidor ndo seletivo
da NOS) durante 30 minutos. A seguir, 0s anéis aérticos foram pré-contraidos com
Phe (0,1uM) ou KCI (120mM). Quando a resposta contratil atingiu um patamar, CCE
para a FB (0,1-30 pg/ml) foram construidas. Além disso, para verificarmos a
participacdo da GCs, aneéis adrticos com endotélio funcional foram previamente
incubados durante 30 minutos com ODQ (10 pM), um inibidor da GCs. Apds o
periodo de incubacdo, as preparac6es foram contraidas com Phe (0,1 uM) e entédo
foi construida CCE com adicéo da FB (0,1-30 pg/ml).

4.7.4 Verificacdo da participacdo de prostandides v asodilatadores e canais de
potassio no efeito vasorelaxante da FB

ApoOs a confirmacéo da presenca de endotélio vascular funcional, tecidos

aorticos com endotélio funcional foram previamente incubados durante 30 minutos
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com indometacina (10 uM - um inibidor ndo seletivo da COX) ou tetraetilamonio
(TEA, 1 mM - um inibidor ndo seletivo dos canais de potassio). Apds o periodo de
incubacédo, induziu-se uma contracdo com Phe (0,1 uM) e na fase tbnica desta

contracao adicionou-se FB (0,1 - 30 pg/ml) cumulativamente.

4.7.5 Avaliacdo do papel dos receptores muscarinico s e histaminérgicos no

efeito vasorelaxante da FB

Para avaliar se o efeito vasorelaxante da FB envolvia a participacdo de
receptores muscarinico e histaminérgicos, apds avaliacdo da presenca ou auséncia
do endotélio, e subsequente contracao promovida pela Phe (0,1 uM), CCE para a FB
(0,1 - 30 ug/ml) foram construidas 30 minutos apods a incubacdo com atropina (10uM
— antagonista de receptor muscarinico) ou pirilamina (10uM — antagonista de
receptor histaminérgico Hj).

4.8 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como meédias + e.p.m., com excecao
dos valores de CEso foram determinados através de regresséo nao-linear das curvas
concentracdo-resposta obtidas nos experimentos. Os resultados de relaxamento
induzido pela FB foram expressos como o percentual de reducdo da contracao
méaxima obtida com a Phe.

Para a comparacdo entre mais de dois grupos, os resultados foram
submetidos a analise de variancia seguida pelo teste de Tukey-Kramer. Quando a
comparacao foi realizada entre dois grupos, os resultados foram submetidos ao teste
“t” de Student (bicaudal ndo pareado).

As diferencas entre os dados foram consideradas significativas quando
P <0,05.
Todos os dados foram analisados utilizando-se o programa GraphPad

Prism® versdo 5.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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5.1 Avaliagéo do efeito do EBH e fragBes organicas  de C. brasiliense frente as

contragdes induzidas por Phe em anéis de aorta isol  ada de rato

A adicdo cumulativa do EBH (0,1 - 30ug/mL) promoveu relaxamento
vascular de modo concentracado-dependente, apresentando Enax = 97,4 £ 2,2% e
CEsp de 3,9 (2,8 - 5,4) ug/ml. A FB (0,1 - 30pug/mL) apresentou efeito semelhante ao
EBH (Emax = 94,4 £ 2,5% e CEso = 5,6 (3,5 - 8,9) ug/ml). FH, FC e FAE induziram
Emax = 59.1 £ 7.1%, 34.7 £ 8.6% e 74.7 + 3.8%, respectivamente. O veiculo (DMSO)
nao apresentou efeito relaxante significativo (Figura 4).

A exposicdo das preparacfes aodrticas ao EBH e fracdes ndo provocou
efeitos deletérios, uma vez que 60 minutos apds a retirada dos extratos houve
responsividade dos tecidos frente a exposi¢ao de Phe (0,1uM) e Ach (10uM) (Dados

nao mostrados).

>
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Figura 4: Curvas concentragcao efeito (CCE) (0,1 a 30 pg/mL) para extrato bruto
hidroalcodlico (EBH), fracdo hexanica (FH), fracdo cloroférmica (FC), fracdo acetato de etila
(FAE), e fracdo butandlica (FB) das folhas de C. brasiliense em anéis aorticos de ratos com
endotélio intacto pré-contraidos com Phe (0,1 puM). Os simbolos e linhas verticais
representam a média + e.p.m. de 6-8 experimentos.

* P <0,05 quando comparado ao grupo veiculo.
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5.2 Avaliagdo do papel do endotélio no efeito vasor  elaxante da FB

A remocdo mecanica da camada de células endoteliais aboliu o efeito
vasodilatador da FB (Emax = 1,1 + 0,5%) (Figura 5) em preparacfes aorticas pre-

contraidas com Phe.
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804
® Comendotélio E+

1004 O sem Endotélio E-

) ) ) )
-7.0 -6.5 -6.0 -5.5 -5.0 -4.5
Log [fracdo butandlica] g/mL

Figura 5: Curvas concentragdo efeito (CCE) (0,1 a 30 pg/mL) para fragéo butandlica (FB) de
C. brasiliense em anéis aorticos de ratos com endotélio (E+) e sem endotélio (E-), pré-
contraidos com Phe (0,1 uM). Os simbolos e linhas verticais representam a média + e.p.m.
de 6-8 experimentos.

* P <0,05 quando comparado com anéis de aorta sem endotélio.
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5.3.Avaliacéo da participagao da via NO/GMPc no ef eito vasorelaxante da FB

A pré-incubacdo com L-NAME (100 puM) ou com ODQ (10 puM), inibiu o
relaxamento induzido pela FB (Emax = 2,8 = 1,2% e 8,2 £ 1,0, respectivamente)
(Figura 6A).

Nas preparacdes pré-contraidas com KCI (120mM), a FB também
promoveu efeito relaxante (Emax = 51,9 = 5,1%) que foi reduzido pela pré-incubacao
com L-NAME (100 pM; Emax = 11,5 £ 2,1%) (Figura 6B).
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Log [fracé&o butanodlica] (g/mL)

Figura 6: Curvas concentracao efeito (CCE) (0,1 a 30 pg/mL) da fragdo butandlica (FB) de
C. brasiliense em anéis aorticos de ratos com endotélio intacto pré-contraidos com
fenilefrina (Phe - 0,1 uM) na auséncia ou na presenc¢a de Nw-nitro-L-arginina metil éster (L-
NAME - inibidor da oOxido nitrico sintase - 100 pM) ou 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-
alpha]quinoxalin-1-one (ODQ - inibidor da guanilato ciclase - 10 puM) (A) ou com KCI
(120mM) na auséncia ou na presenca de L- NAME (100 uM) (B). Os simbolos e linhas
verticais representam a média £ e.p.m. de 6 a 8 experimentos.

* P <0,05 quando comparado ao grupo FB.
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5.4 Verificagdo da participacdo de prostandides vas  odilatadores e canais de

potassio no efeito vasorelaxante da FB

Em anéis de aorta com endotélio intacto pré-contraidos com Phe (0,1
MM), a pré-incubacdo com indometacina (10 uM; inibidor da COX) ou TEA (1 mM -
inibidor ndo seletivo dos canais de potassio), ndo alterou o vasorelaxamento
induzido pela FB (Emax = 83,0 £4,0% e 97,0 £ 1,4% , respectivamente; Figura 7 A e
B).

40
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Log [frac@o butandlica] (g/mL)

Figura 7: Vasorelaxamento promovido pela fragdo butandlica (FB) (0,1 — 30 puM) na
auséncia ou na presenca de indometacina (inibidor da ciclooxigenase - 10 uM) (A) ou
tetraetilamonio (TEA, bloqueador ndo seletivo de canal de potassio - 1 mM) (B) em
preparacfes aodrticas com endotélio intacto previamente contraido com Phe (0,1uM). Os
resultados sao expressos como médias * e.p.m. de 6-7 experimentos.
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5.5 Avaliacdo do papel dos receptores muscarinicos e histaminérgicos no

efeito vasorelaxante da FB

A pré-incubacdo com atropina (10uM - antagonista de receptor
muscarinico) ou pirilamina (10uM — antagonista de receptor histaminérgico H;), em
preparacdes de anéis de aorta com o endotélio funcional contraidos com Phe (0,1
HM), ndo inibiram o relaxamento induzido pela FB (Emax = 93,2 + 3,3% e 90,9 +

5,5%, respectivamente; Figura 8 A e B).
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Figura 8: Vasorelaxamento induzido pela fracdo butandlica (FB) antes e ap6s a incubacéao
com atropina (antagonista de receptor muscarinico - 10 pM) (A) ou pirilamina (antagonista
de receptor histaminérgico H; - 10 uM) (B) em tecidos aérticos pré-contraidos com Phe (0,1
KUM). Os resultados sdo expressos como meédia + e.p.m. de 5-7 experimentos.
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Neste estudo buscou-se avaliar os efeitos vasculares do extrato bruto
hidroalcoolico das folhas de Caryocar brasiliense Camb. (EBH) e das fracbes
organicas obtidas através do fracionamento do EBH. Esta planta tem ocorréncia em
todo Cerrado brasileiro, seus frutos e folhas sdo muito utilizados pela populagcéo da
regido Centro-Oeste do Brasil, tanto para alimentacdo quanto para fins terapéuticos
(ARAUJO, 1995).

Nos ultimos anos, diversos produtos naturais tem sido alvos de pesquisas
basicas e clinicas para o desenvolvimento de novos farmacos. Levando em
consideracao o conhecimento sobre o uso popular de plantas medicinais, a grande
maioria utiliza estes conhecimentos como referencial para as novas pesquisas
(WRIGHT et al., 2007; TOVCHIGA e SHTRYGO, 2009). Em relagéo a C. brasiliense,
apesar de nao haver na literatura indicacbes da utilizacdo popular para tratar
doencas cardiovasculares, estudo inicial realizado por Miranda-Vilela (2009) atribuiu
ao pequi efeito hipotensor, justificando a investigagao proposta neste estudo.

Os resultados demonstraram que em anéis de aorta toracica de ratos com
endotélio intacto, o EBH promoveu efeito vasodilatador de modo concentracao-
dependente fornecendo, assim, subsidios para o prosseguimento do estudo. Na
etapa seguinte, realizou-se o fracionamento do EBH, obtendo-se as diferentes
fragcbes organicas com a utilizacdo de solventes em crescente grau de polaridade
(Figura 4).

Nas condicdes experimentais utilizadas, todas as fracdes organicas (FH,
FC, FAE, FB) apresentaram atividade vasorelaxante, com diferentes graus de
intensidade, sugerindo a participagdo de compostos ativos tanto polares como
apolares neste efeito. Como a identificacéo destes compostos nao foi delineada para
este estudo, o passo seguinte foi, entdo, investigar as vias de controle do ténus
vascular envolvidas com o efeito vasodilatador de C. brasiliense. Pelo fato da fracéao
butandlica (FB) ter apresentado efeito vasorelaxante mais pronunciado (Emax) €
semelhante ao obtido com o EBH, esta foi selecionada para dar seguimento ao
estudo dos mecanismos de acéo.

O papel do endotélio na regulacdo do tbnus vascular tem sido muito
estudado e estd bem estabelecido. Furchgott & Zawadzki (1980) demonstraram pela
primeira vez que o relaxamento de vasos sanguineos estimulado pela ACh era
promovido por um fator de relaxamento dependente do endotélio, hoje conhecido

como NO. Na tentativa de verificar a modulacdo endotelial nessa resposta,
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primeiramente avaliamos se 0 relaxamento estimulado pela FB era dependente ou
ndao do endotélio. Observou-se, assim, que o efeito vasodilatador da FB é
dependente do endotélio, uma vez que a remoc¢ao mecanica do endotélio vascular
aboliu o efeito relaxante promovido pela FB (Figura 5).

Sabe-se que o endotélio vascular participa do controle do tbnus vascular
atraves da liberacdo de substancias vasoativas. Entre os mediadores endoteliais que
promovem vasorelaxamento estdo o NO, a PGl, e o EDHF (MONCADA e VANE,
1979; FURCHGOTT e ZAWADZKI, 1980; FELETOU e VANHOUTTE, 1988).

Nas preparacdes aorticas com endotélio intacto e pré-contraidas com
Phe, a presenca de L-NAME (inibidor da 6xido nitrico sintase) ou de ODQ (inibidor
da guanilato ciclase), aboliu o efeito vasorelaxante da FB, sugerindo a participacéo
da via NO/GMPc na atividade vascular de C. brasiliense (Figura 6A).

Nas preparagfes aodrticas com endotélio intacto e pré-contraidas com o
agente despolarizante KCI (120 mM), a FB promoveu relaxamento de menor
intensidade (51,9%) quando comparado com as preparacdes pré-contraidas com
Phe (94,4%), sendo que ambas preparacdes tiveram o efeito relaxante reduzido na
presenca de L-NAME (Figura 6B). De acordo com Furchgott e Zawadzki (1980),
Rapoport et al. (1985) e Chang et al. (1994), este achado €& coerente com
propriedades de relaxamento vascular dependente de NO.

A explicacdo para esta afirmacdo vem da compreensao dos mecanismos
envolvidos com os dois agentes vasoconstritores e com o vasodilatador NO. Sabe-
se que o aumento da concentracdo de potassio extracelular causa contracdo no
musculo liso através da despolarizagdo da membrana com ativacdo de canais de
Ca’" sensiveis & voltagem e liberacdo de Ca®', levando ao aumento do célcio
intracelular, ativagao da cadeia leve de miosina e contragdo muscular (VOGALIS et
al., 1991; YOSHIHIMA et al., 1992). A vasoconstricao estimulada pela Phe, por sua
vez, é resultante da estimulacdo de receptores al- adrenérgicos, que leva a
formacao de IP; e liberacdo de Ca* do reticulo sarcoplasmaético para o citoplasma.
No caso do NO, ao ativar a GCs, a formacdo de GMPc é aumentada, ativando a
PKG e resultando numa cascata de efeitos no musculo liso que culminam na
desfosforilacdo das cadeias leves de miosina e sequestro de Ca*" intracelular, com
consequente relaxamento (IGNARRO et al.,, 1987; RAPOPORT et al.,, 1983;
RAPOPORT e MURAD, 1983). Levando em consideracdo estes apontamentos, é

esperado que o agente despolarizante promova aumento da concentracdo de Ca?*
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intracelular em maiores proporgdes do que o vasoconstritor Phe, justificando que,
numa situagdo de antagonismo entre o vasorelaxamento promovido pelo NO e a
vasoconstricdo por KCl ou Phe, o relaxamento seja de menor intensidade em
preparacdes pré-contraidas com KCI, corroborando com os resultados obtidos neste
estudo de que o efeito vasorelaxante da FB € dependente de NO.

Para avaliar a participacdo de prostandides vasodilatadores no
relaxamento dependente de endotélio induzido pela FB, utilizaram-se preparacdes
aorticas pré-incubadas com indometacina, um inibidor ndo seletivo da COX. Nas
condicbes experimentais deste estudo, a indometacina ndo modificou o efeito
vasodilatador promovido pela FB (Figura 7A), sugerindo a auséncia de participagéo
desta via no efeito induzido pela FB.

O EDHF, embora ainda seja uma substancia desconhecida, sabe-se que
atua promovendo a hiperpolarizacdo celular através da abertura de canais de
potassio, 0 que leva & vasodilatacéo por reduzir o Ca®* citosélico (CHEN et al.; 1988;
FELETOU e VANHOUTTE, 1988). A adicdo da FB aos anéis de aorta previamente
expostos ao TEA, um bloqueador ndo seletivo de canais de potassio, ndo reverteu o
relaxamento promovido pela FB (Figura 7B), indicando assim, que canais de
potassio ndo estdo envolvidos neste efeito.

Um evento importante para a producdo de EDRF é o aumento das
concentracdes de Ca®" na célula endotelial, que pode ocorrer por ativacdo de
receptores, como por exemplo, muscarinicos e histaminérgicos (OLIVEIRA et. al.,
2008). Esses receptores sdo proteinas integrais de membrana acoplados a proteina-
G que quando estimulados por um agonista, induzem o aumento de Ca** na célula
endotelial e consequente liberacdo dos EDRFs (FURCHGOTT e ZAWADZKI, 1980).

Para verificar a participacdo dos receptores muscarinicos e
histaminérgicos no relaxamento induzido pela FB, foram realizados experimentos em
anéis de aorta toracica de ratos pré-incubados com atropina, um antagonista néo
seletivo dos receptores muscarinicos ou pirilamina, um antagonista de receptores H;
da histamina. Nestas preparacdes, a presenca dos antagonistas seletivos para
esses receptores ndo modificou o relaxamento promovido pela FB, descartando o
envolvimento destas vias no efeito vasorelaxante da FB (Figura 8 A e B).

Nas condicdes experimentais utilizadas neste trabalho, a fracao
butanodlica causou maior relaxamento do tecido muscular liso quando comparado a

outras fracdes organicas. O butanol € um solvente de alta polaridade e extrai
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flavonoides, taninos e saponinas, entre outras substancias (GHEDINI e ALMEIDA,
2007). A caracterizagdo quimica de componentes polares do pequi mostrou a
presenca de componentes bioativos, como a quercetina (ROESLER et al., 2008).

Estudos in vitro realizados com a quercetina demonstraram que esta
possui atividade relaxante no musculo liso vascular (DUARTE et al., 1993;
ROGHANI et al., 2005), sendo este efeito associado ao aumento da producdo de NO
(MACHHA et al., 2007). Estudo in vivo demonstrou que o tratamento crénico com a
quercetina reduziu a pressao arterial de ratos hipertensos (GARCIA-SAURA et al.,
2005).

Oliveira e colaboradores (1968) identificaram nas folhas de C. brasiliense
friedelina e o 4&cido oleandlico, substancias descritas na literatura como
vasodilatadoras (RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2004; JIAO et al., 2007).
Observou-se que a administracao de friedelina diminui a resposta vascular da aorta
toracica de ratos ao agente vasoconstritor Phe (JIAO et al., 2007), entretanto, 0s
mecanismos envolvidos neste efeito ndo foram identificados. J4 para o acido
oleandlico, o mecanismo envolvido na reversdo do efeito vasoconstritor da Phe
parece envolver principalmente o aumento da liberagéo de NO via ativacado da eNOS
(RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2004).

Levando em consideracgdo os efeitos vasculares ja descritos para algumas
substéancias identificadas no pequi, pode-se sugerir que os resultados obtidos neste
estudo podem estar relacionados a estes compostos. No entanto, esta sugestéo
somente poderd ser confirmada apds a identificacdo quimica dos componentes
presentes na FB e a realizacdo dos testes experimentais com estas substancias,
alvo de estudos futuros do grupo.

Assim sendo, os resultados aqui apresentados indicam que o efeito
vasorelaxante in vitro observado com a FB de C. brasiliense envolve a via
NO/GMPc. A forma pela qual esta via esta sendo ativada ndo pode ser identificada
com os testes até aqui realizados. No entanto, os dados obtidos podem contribuir
para o melhor entendimento do efeito hipotensor observado com o pequi em atletas
voluntarios e, assim sendo, para um possivel uso medicinal de C. brasiliense, ainda
desconhecido, em condi¢cdes patoldogicas como a hipertensdo arterial e a

aterosclerose.
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O extrato bruto hidroalcodlico das folhas de Caryocar brasiliense Camb.

(EBH) apresenta efeito vascular relaxante em aorta de ratos.

O fracionamento biomonitorado do EBH mostrou que todas as fracbes
organicas (FH, FC, FAE, FB) apresentaram efeito vasorelaxante, sendo este

efeito mais evidente nas fracdes de maior polaridade (FAE e FB).

Dentre todas as fracdes organicas, a butandlica apresentou maior atividade

vasorelaxante nas concentragdes utilizadas.

O relaxamento observado com a FB é dependente de endotélio e envolve a
via do NO/GMPc.

Os resultados do presente estudo configuram o primeiro relato sobre a
atividade vasorelaxante da espécie e contribuem para o melhor entendimento

sobre o efeito hipotensor de C. brasiliense observado em atletas voluntarios.



Peferépcins




38

Almeida, S. P.; Silva, J. A. Piqui e buriti: importancia alimentar para a populagéo dos
cerrados. Planaltina: Embrapa- Centro de Pesquisa Agropecuaria dos Cerrados.
p. 38, 1994.

Almeida, S. P.; Proenca, C. E. B.; Ribeiro, J. F. Cerrado: Espécies vegetais Uteis.
Planaltina. Editora Embrapa- Centro de Pesquisa Agropecuaria dos Cerrados, 1°
Edicdo, Planaltina. D.F, p.464, 1998.

Alvim, N. A. T.; Ferreira, M. de A.; Cabral, I. E.; Almeida Filho, A. J. de. O uso de
plantas medicinais como recurso terapéutico: das influéncias da formacgao
profissional as implicacdes éticas e legais de sua aplicabilidade como extenséo
da préatica de cuidar realizada pela enfermeira. Revista Latino-Americana de
Enfermagem, v.14, n.3, mai./jun. 2006.

Araujo, F. D. A Review of Caryocar brasiliense (Caryocaraceae) - an Economically
Valuable Species of the Central Brazilian Cerrados. Economic Botany, 49: 40-48,
1995.

Barbosa, D. B. M.; Nascimento, M. V. M.; Lino, R. C.; Magalhdes, M. R.; Florentino, I.
F.; Hondrio, T. C. D.; Galdino, P. M.; Bara, M. T. F.; Paula, J. R. de ; Costa, E. A.
Mechanism involved in the anti-inflammatory effect of Spiranthera odoratissima
(Manaca). Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 22, p. 137-143, 2012.

Bennett, W. Cyclic nucleotides and protein phosphorylation in vascular smoot muscle
relaxation. Kluwer Academic. 3ed, p. 975-998, 1995.

Berg, M. E. V. D. Plantas Medicinais na Amazonia: contribuicdo ao seu
conhecimento sistematico. 2 ed. Belém: Museu Paraense Emilio Goeldi., 1993.

Bezerra J. C. B.; Silva I. A.; Ferreira H. D.; Ferri P. H.; Santos S.C. Molluscicidal
activity against Biomphalatia glabrata of Brazilian Cerrado medicinal plants.
Fitoterapia, 73: 428-430, 2002.

Bolton, T. B.; Lang, R. J.; Takewaki, T. Mechanism of action of noradrenaline and
charbacol on smooth muscle of guinea-pig anterior mesenteric artery. Journal of
Physiology, 351: 549-572, 1984.

Brand&o, M.; Laca-Buendia, J. P.; Macedo, J. F. Arvores nativas e exéticas do
Estado de Minas Gerais. Belo Horizonte: Empresa Brasileira de Pecuéaria de
Minas Gerais, p. 528, 2002.

Brevetti, G.; Schiano, V.; Chiariello, M. Endothelial dysfunction: A key to the
pathophysiology and natural history of peripheral arterial disease?
Atherosclerosis. 197 (1): 1-11. Mar, 2008.

Carvalho, M. H. C.; Nigro, D.; Lemos, V. L.; Tostes, R. de C. A.; Fortes, Z. B.
Hipertenséo arterial: o endotélio e suas multiplas funcdes. Revista Brasileira de
Hipertenséo, v. 8, p.76-88, 2001.



39

Chang, K. S.; Feng, M. G.; Davis, R. F. Midazolarn Produces Vasodilation by Mixed
Endothelium-Dependent and -Independent Mechanisms. Anesthesia &
Analgesia, 78: 710-7, 1994.

Chaytor, A. T.; Evans, W. H.; Griffith, T. M. Central role of heterocellular gap
junctional communication in endothelium-dependent relaxations of rabbit arteries.
The Journal of Physiology, 508: 561-73, 1998.

Chen, G.; Suzuki, H.; Weston, A.H. Acetylcholine releases ndotheliumderived
hyperpolarizing facror and EDHF from rat blood vessels. British Journal of.
Pharmacology, 95: 1165-74, 1988.

de Paula, J. R.; Sales, B. H. N. Composi¢ao quimica dos Oleos essenciais das folhas
e frutos de Caryocar brasiliense Camb. (pequi). In: 23° Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Quimica, 2000. Resumo... Pocos de Caldas, Minas
Gerais.

de Paula-Junior, W.; Rocha, F. H.; Donatti L.; Fadel-Picheth C. M. T.; Weffort-Santos
A. M. Leishmanicidal, antibacterial, and antioxidant activities of Caryocar
brasiliense Cambess leaves hydroethanolic extract. Revista Brasileira de
Farmacognosia, 16: 625-630, 2006.

de Wit, C.; Bolz, S. S.; Pohl, U. Interaction of endothelial autacoides in microvascular
control. Zeitschrift fir Kardiologie, 89: 113-116; 2000.

Devienne, K. F.; Raddi, M. S. G.; Pozett, G. L. Das plantas medicinais aos fitofarmos.
Revista Brasileira de Plantas Medicinais. Botucatu, v.6, n. 3, p.11-14, agost.
2004.

Dimmeler, S.; Fleming, I.; Fisslthaler, B.; Hermann, C.; Busse, R.; Zeiher, A. M.
Activation of nitric oxide synthase in endothelial cells by Akt-dependent
phosphorylation. Nature, v.399, n.6736, Jun 10, p.601-5. 1999.

Duarte, J.; Perez-Vizcaino, F.; Zarzuelo, A.; Jimdnez, J.; Tamargo, J. Vasodilator
effects of quercetin in isolated rat vascular smooth muscle. European Journal of
Pharmacology, 239, 1-7. 1993.

Dombroski, J. L. D.Estudos sobre a propagacdao do pequizeiro ( Caryocar
brasiliense Camb.). 1997. 78f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, 1997.

Ellis, E. F.; Oelz, O.; Roberts, L. J.; Payne, N. A.; Sweetman, B. J.; Nies, A. S,;
Oates, J. A. Coronary arterial smooth muscle contraction by a substance
released from platelets: evidence that is thromboxane A, Science, 193: 1135-
1137, 1976.

Endermann, D. H.; Schiffrin, E. L. Endothelial dysfunction. Journal of the American
Society of Nephrology, 15 (8): 1983 92, 2004.



40

Feletou, M.; Vanhoutte, P. M. Endothelium-dependent hyperpolarization of canine
coronary smooth muscle. British Journal of Pharmacology, 93(3): 515-524, 1988.

Feletou, M.; Vanhoutte, P. M. Endothelium-derived hyperpolarizing factor: where are
we now? Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology, v. 26, n. 6, p. 1215-
25, Jun 2006.

Ferreira, P. C.; Motidome, M. Estudo quimico do 6leo de piqui. Anais da Faculdade
de Farmacia e Odontologia da Universidade de Sdo Paulo. Sao Paulo: v. 19, n.
1, p. 25-30, 1962.

Fleming, |.; Busse R. Molecular mechanisms involved in the regulation of the
endothelial nitric oxide synthase. American Journal Physiology - Regulatory,
Integrative, and Comparative Physiology, v.284, n.1, Jan, 2003.

Fleming, |.; Bauersachs, J.; Fisslthaler, B.; Busse, R. Ca2+ independent activation of
the endothelial nitric oxide synthase in response to tyrosine phosphatase
inhibitors and fluid shear stress. Circulation Research, v.82, p.686-95. 1998

Fraga, Isabela. Pequi pra qué? Disponivel em: http/< > Acesso em: 17 de abiril,
2012.

Furchgott, R. F.; Zawadzki, J. V. The obligatory role of endothelial cells in the
relaxation of arterial smooth muscle by acetylcholine. Nature, v.288, n.5789, Nov
27, p.373-6. 1980.

Garcia-Saura, M. F.; Galisteo, M.; Villar, I. C.; Bermejo, A.; Zarzuelo, A.; Vargas, F.
Effects of chronic quercetin treatment in experimental renovascular hypertension.
Molecular and Cellular Biochemistry, v. 270: 147-155, 2005.

Ghedini, P. C.; Almeida, C. E. Butanolic extract of Aster squamatus aerial parts is the
active fraction responsible to the antiulcer and gastric acid antisecretory effects.
Latin American Journal of Pharmacy, 26: 889-892, 2007.

Gillham, J. C.; Kenny, L. C.; Baker, P. N. An overview of endothelium-derived
hyperpolarising factor (EDHF) in normal and compromised pregnancies.
European Journal of Obstetrics & Gynecology and Reproductive Biology, 109: 2—
7, 2003.

Giordani, Samuel Cunha Oliveira. Estimacdo de parametros genéticos para
caracteres de crescimento em pequi (Caryocar brasiliense Camb.) em estagio
precoce. 2010. 64f. Dissertacdo (Mestrado em Producdo Vegetal) -
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha, Minas Gerais.

Griffith, T. M.; Edwards, D. H.; Lewis, M. J.; Newby, A. C.; Henderson, A. H. The
nature of endothelium-derived vascular relaxant factor. Nature, v. 308, n. 12, p.
645-647, 1984.

Guimaraes, H. A.; Nascimento, M. V. M.; Tavares, A.; Galdino, P. M.; PAULA, J. R;;
Costa, E. A. Effects of ethanolic extract of leaves of Lafoensia pacari A. St.-Hil.,



41

Lythraceae (pacari), in pain and inflammation models. Revista Brasileira de
Farmacognosia, v. 20, p. 328-333, 2010.

Gurib-Fakim, A. Medicinal plants: Traditions of yesterday and drugs of tomorrow.
Molecular Aspects of medicine, v. 27, p. 1-93, 2006.

Guyton, A.C.; Hall, J.E. Tratado de Fisiologia Médica. 112 ed. Elsevier, 2006. p.470-
551.

Harvey, A. L. Natural products as a screening resource. Current Opinion in Chemical
Biology, v. 11, p. 480-484, 2007.

Herzog-Soares, J. D.; Alves, R. K.; Isac, E.; Bezerra, J. C. B.; Gomes, M. H.;
Santos, S. C.; Ferri, P. H. Atividade tripanocida in vivo de Stryphnodendron
adstringens (barbatimdo verdadeiro) e Caryocar brasiliensis (pequi). Revista
Brasileira de Farmacognosia, v. 12, p. 02-04, 2002.

Hopkins, N. K.; Gorman, R. R. Regulation of endothelial cell cyclic nucleotide
metabolism by prostacyclin. The Journal of Clinical Investigation, 67(2): 540-546,
1981.

Ignarro, L. J.; Byrns, R. E.; Buga, G. M.; Wood, K. S. Endothelium-derived relaxing
factor from pulmonary artery and vein possesses pharmacologic and chemical
properties identical to those of nitric oxide radical. Circulation Research, 61 (6):
866-79. 1987.

Ignarro, L. J.; Harbison, R. G.; Wood, K. S.; Kadowitz, P. J. Activation of purified
soluble guanylate cyclase by endothelium-derived relaxing factor from
intrapulmonary artery and vein: stimulation by acetylcholine, bradykinin and
arachidonic acid. Journal of Pharmacology Experimental Therapeutics, 237: 893—
900, 1986.

Instituto cerrado e sociedade. 2011. Fonte:
<http://institutocerradoesociedade.blogspot.com.br/2011_11 01 archive.htmI>Ac
esso em: 21/03/12

Kerr, W. E.; Silva, F. R.; Tchucarramae, B. Pequi (Caryocar brasiliense Camb.)
Informacdes preliminares sobre um pequi sem espinhos no caroco. Revista.
Brasileira de Fruticultura, v. 29, p. 169-171, 2007.

Khouri, J.; Resck, I. S.; Pogas-Fonseca, M.; Sousa, T. M. M.; Pereira, L. O.; Oliveira,
A. B. B.; Grisolia, C. K. Anticlastogenic potential and antioxidant effects of an
agueous extract of pulp from the pequi tree (Caryocar brasiliense Camb).
Genetics and Molecular Biology, v. 30, n. 2, p. 442-448, 2007.

Jiao, J.; Zhang, Y.; Lou, D.; Wu, X.; Zhang, Y. Antihyperlipidemic and
Antihypertensive Effect of a Triterpenoid-Rich Extract from Bamboo Shavings
and Vasodilator Effect of Friedelin on Phenylephrine-induced Vasoconstriction in
Thoracic Aortas of Rats. Phytotherapy Research, 21(12):1135-41, 2007.



42

Landmesser, U.; Hornig, B.; Drexler, H. Endothelial function: a critical determinant in
atherosclerosis? Circulation, v. 109, n. 21, p. 27-33, 2004.

Lima, C. B. de; Bellettini, N. M. T.; Silva, A. S. da; Cheirubim, A. P.; Janani, J. K;;
Vieira, M. A. V.; Amador, T. S. Uso de Plantas Medicinais pela Populacédo da
Zona Urbana de Bandeirantes-PR. Revista Brasileira de Biociéncias, Porto
Alegre, v. 5, supl. 1, p. 600-602, jul., 2007. (a)

Lima, A. de; Silva, A. M. de O.; Trindade, R. A.; Torres, R. P.; Mancini-Filho, J.
Composigcdo quimica e compostos bioativos presentes na polpa e na améndoa
do pequi (Caryocar brasiliense, Camb.). Revista Brasileira de Fruticultura, v. 29,
n. 3, Jaboticabal — S&o Paulo, p. 695-698, dez., 2007. (b)

Lorenzi, H. Arvores brasileiras: manual de identificac&o e cultivo de plantas arboreas
nativas do Brasil. 4. ed. Nova Odessa: Plantarum, v. 1, 368p. 2000.

Machha, A.; Achike, F. I.; Mustafa, A. M.; Mustafa, M. R. Quercetin, a flavonoid
antioxidant, modulates endothelium-derived nitric oxide bioavailability in diabetic
rat aortas. Nitric Oxide, 16: 442-447, 2007.

Magalhédes, H. G.; Monteiro Neto, H.; Lagrota, M. H.; Wigg, M. D.; Guimaraes, L. A.
S.; Loja, M. A. S. O.; Araujo, R. R. Estudo estrutural do pequizeiro Caryocar
brasiliense Camb. Caryocaraceae, sob o aspecto farmacoquimico e botanico.
Revista Brasileira de Farmacia. Rio de Janeiro, v. 69, n. 1-3, p. 31-41, 1988.

Maidana-Leguizamon, F. Estudo dos efeitos de extratos de Ateleia glazioviana Baill.
e Tetraprerys multiglandulosa Adr. Juss. Sobre a gestacdo, o desenvolvimento
pré-pubere e a massa corporal de ratos. Porto Alegre: UFRGS, 1992. 88p.
Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de Veterinaria,
UFRGS, 1992.

Malinski, T. Understanding nitric oxide physiology in the heart: a nanomedical
approach. Amerian Journal of Cardiology, 96 (Suppl 1): 13-24, 2005.

Malta, D. C.; Moura, L.; Souza, F. M.; Rocha, F. M. Doencgas cronicas nao
transmissiveis: mortalidade e fatores de risco no Brasil, 1990 a 2006. In: Saude
Brasil 2008, Ministério da Saude, Brasilia. 2009. p. 337-62.

Mardini, I. A.; FitzGerald, G. A. Selective inhibitors of cyclooxygenase-2: a group
class of anti-inflamatory drugs. Molecular Interventons, 1: 30-38, 2001.

Marouelli, R. P. O desenvolvimento sustentavel da agricultura no cerrado brasileiro.
2003. 64f. Monografia (Especializacdo Lato Sensu, em Gestdo Sustentavel da
Agricultura Irrigada) ISEA-FGV/ Ecobusiness School, Brasilia.

Mcintyre, M; Bohr, D. F.; Dominiczak, A. F. Endothelial function in Hypertension: The
role of superoxide anion. Hypertension, 34: 539-545, 1999.

Mendonga, R.; Felfili, J. M.; Walter, B. M.; Silva, M. C.; Rezende, A. V.; Filgueiras, T.
S.; Nogueira, P. E. N. Flora vascular do Cerrado. Cerrado: ambiente e flora, p.



43

289-556. EMBRAPA- Centro de Pesquisa Agropecuaria dos Cerrados,
Planaltina, DF, Brasil, 1998.

Michiels, Carine. Endothelial Cell Functions. Journal of Cellular Physiology, 196:
430-443, 2003.

Miranda-Vilela, A. L.; Resckl, I. S.; Grisolia, C. K. Antigenotoxic activity and
antioxidant properties of organic and aqueous extracts of pequi fruit (Caryocar
brasiliense Camb.) pulp. Genetics and Molecular Biology, 31: 956-963, 2008.

Miranda-Vilela, A. L. Avaliacdo dos efeitos antigenotoxicos, antioxidantes e
farmacoldgicos de extratos da polpa do fruto do pequi (Caryocar brasiliense
Camb.). 2009. 188f. Tese (Doutorado) Biologia animal, Universidade de Brasilia,
Brasilia.

Moncada, S.; Gryglewski, R.; Bunting, S.; Vane, J. R. An enzime isolated from
arteries transforms prostaglandin endoperoxides to na unstable substance that
inhibits platelet aggregation. Nature, 263: 663-665, 1976.

Moncada, S.; Palmer R. M. J.; Higgs, E. A. Biosynthesis of nitric oxide from L-
arginine. A pathway for the regulation of cell function and communication.
Biochemistry Pharmacology, v.38, n.11, Jun 1, p.1709-15. 1989.

Moncada, S.; Palmer, R. M. J.; Higgs, A. Nitric Oxide: Physiology, Pathophysiology
and Pharmacology. Pharmacology, v. 43, n. 2, p. 109-142, 1991.

Moncada, S.; Vane J. R. The role of prostacyclin in vascular tissue. Federations.
proceedings., 38 (1): 66-71, Jan. 1979.

Moura, M. D. de. Papel do flavonoide diocleina no desenvolvimento da aterosclerose
em camundongos deficientes no gene que codifica a apolipoproteina E. 2006.
88f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) — Universidade Federal de
Minas Gerais, Minas Gerais.

Myers, N.; Mittermeier, R. A.; Mittermeier, C. C.; Fonseca, G. A. B.; Kent, J.
Biodiversity hotspots for conservation priorities. Nature, v. 203, p. 853-858, 2000.

Nathan, C.; Xie, Q. W. Regulation of biosynthesis of nitric oxide. The Journal of
Biological Chemitry, 269: 13725-13728, 1994.

Nascimento, M. V. M.; Galdino, P. M.; Florentino, I. F.; Sampaio, B. L.; Vanderlinde,
F. A.; Paula, J. R.; Costa, E. A. Antinociceptive effect of Lafoensia pacari A. St.-
Hil. independent of anti-inflammatory activity of ellagic acid. Natural Medicines, v.
65, p. 448-454, 2011.

Naves, R. V. Espécies frutiferas nativas dos cerrados de Goias: caracterizacdo e
influéncias do clima e dos solos. Tese Doutorado. Universidade Federal de
Goias, Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos. Goiania, Goias,1999.
206 p.



44

Nelson, M. T.; Quayle, J. M. Physiological roles and properties of potassium
channels in arterial smooth muscle. American Journal of Physiology, 268, 799—
822, 1995.

Oliveira, A. P. Efeitos cardiovasculares do diterpeno labdano-302 — Estudo em ratos
normotensos e hipertensos (L-NAME). Tese de Doutorado. Universidade Federal
da Paraiba, 2008.

Oliveira, M. M.; Sampaio, R. P.; Giorgi, W.; Gilbert B.; Mors, W. B. Caryocar
brasiliense - isolamento e identificacdo de algumas substancias: atividade
biolégica sobre o sarcoma 180. Arquivo do Instituto de Biologia, 37 Supl I: 25-27,
1970.

Oliveira, M. M.; Gilbert B.; Mors, W. B. Triterpenes in Caryocar brasiliense. Anais da
Academia Brasileira de Ciéncias, 40: 451-452, 1968.

Oliveira, I. P. de, Costa, K. A. de P., Santos, K. J. G. dos, Moreira, F. P.
Consideracdes sobre a acidez dos solos de cerrado. Revista Eletronica
Faculdade Montes Belos, v.1, n.1, p. 01-12, ago. 2005.

Oliveira, M. E. B. de, Guerra, N. B., Barros, L. de M., Alves, R. E. Aspectos
agrondmicos e de qualidade do pequi. Fortaleza: Embrapa Agroindustria
Tropical, 2008. 32 p.

Oliveira, S. de. Pequi. Globo Rural, Sédo Paulo, v. 4, n.38, p. 80-83, Nov./dez. 1988.

Palmer, R. M. J.; Moncada, S. Nitric oxide release accounts for the biological activity
of endothelium-derived relaxing factor. Nature, v. 327, n. 11, p. 524-526, 1987.

Paula, M. A.; Couto R.O. do ; Bara, M.T.F. ; REZENDE, M. H. ; PAULA, J. R. de ;
COSTA, E. A. Caracterizacdo farmacognéstica da Celtis iguanaea (Jacq.)
Sargent. Acta Farmacéutica Bonaerense, v. 29, p. 526-533, 2010.

Passos, X. S., Santos, S. da C., Ferri, P. H., Fernandes, O. de F. L., Paula, T. de F.,
Garcia, A. C. F., Silva, M. do R. R. Atividade antifungica de Caryocar brasiliensis
(Caryocaraceae) sobre Cryptococcus neoformans. Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical, v. 35, n. 6, p. 623-627, nov./dez., 2002.

Pereira, Z. V.; Gomes, C. F.; Lobtchenko, G.; Gomes, M. E. S.; Simdes, P. D. de A;;
Saruwatari, R. P. S.; Rigo, V. F.; Cordeiro, W. do P. Levantamento das Plantas
Medicinais do Cerrado Sensu Stricto da Fazenda Paraiso — Dourados, MS.
Revista Brasileira de Biociéncias, Porto Alegre, v. 5, supl. 1, p. 249-251, jul.
2007.

Pinto, J. R. R.; Oliveira Filho, A. T. Perfil floristico e estrutura de uma floresta de vale
no Pargue Nacional da Chapada dos Guimaraes, Mato Grosso, Brasil. Revista
Brasileira de Botanica, v. 22, n. 1, p. 53-67, 1999.

Ramos, M. I. L.; Umaki, M. C. S.; Hiane, P. A.; Ramos Filho, M. M. Efeito do
cozimento convencional sobre os carotendides pro-vitaminicos “A” da polpa do



45

piqui (Caryocar brasiliense Camb.). Boletim do CEPPA, Curitiba, v. 19, n. 1, p.
23-32, 2001.

Roghani, T.; Baluchnejadmojarad, M. R.; Vaez-Mahdavi, F. Mechanisms underlying
quercetin-induced vasorelaxation in aorta of subchronic diabetic rats: an in vitro
study. Vascular Pharmacology, 42, 31-35, 2005.

Rapoport, R. M.; Draznin, M. B.; Murad, F. Endothelium-dependent vasodilator-and
nitrovasodilator-induced relaxation may be mediated through cyclic GMP
formation and cyclic GMP-dependent protein phosphorylation. Transactions of
the Association of American Physicians, 96: 19-30, 1983.

Rapoport, R. M.; Murad, F. Endothelium-dependent and nitrovasodilator-induced
relaxation of vascular smooth muscle: role of cyclic GMP. Journal of Cyclic
Nucleotide Protein Phosphorylation Research, 9 (4-5): 281-296, 1983.

Rapoport, R. M.; Schwartz, K.; Murad, F. Effects of na+,k+-pump inhibitors and
membrane depolarizing agents on Acetylcholine-induced endothelium-dependent
relaxation and cyclic gmp Accumulation in rat aorta. European Journal of
Pharmacology, 110, 203-209, 1985.

Ribeiro, A. E. O espaco, o homem e o seu destino no norte de Minas. In:
Universidade Federal de Lavras. Departamento de Administracdo e Economia.
Manejo sustentado do cerrado para uso multiplo: subprojeto agroecologia e
desenvolvimento. Lavras, 1996. p. 11-18.

Ribeiro, J. F.; Walter, B. M. T. Fitofisionomias do Bioma Cerrado, p. 89-166. In:
Sano, S. M.; Almeida, S. P. Cerrado: ambiente e flora. Planaltina. EMBRAPA-
Centro de Pesquisa Agropecuéaria dos Cerrados, 1998.

Rizzini, C. T. Arvores e arbustos do cerrado. Rodriguesia, v. 26, n.38, p. 63-77,
1971.

Rodrigues, L. J. O pequi (Caryocar brasiliense Camb.): ciclo vital e agregacao de
valor pelo processamento minimo. 2005. 152f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia dos Alimentos) — Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais.

Rodriguez-Rodriguez, R.; Herrera, M. D.; Perona, J. S.; Ruiz-Gutiérrez, V. Potential
vasorelaxant effects of oleanolic acid and erythrodiol, two triterpenoids container
in ‘orujo’ olive oil, on rat aorta. British Journal of Nutrition, 92, 635-642, 2004.

Roesler, R.; Catharino, R. R.; Malta, L. G.; Eberlin, M. N.; Pastore, G. Antioxidant
activity of Caryocar brasiliense (pequi) and characterisation of components by
electrospray ionization mass spectrometry. Food Chemistry, v. 110 p. 711-717,
2008.

Roesler, R.; Malta, L. G.; Carrasco, L. C.; Holanda, R. B.; Sousa, C. A. S.; Pastore,
G. M. Atividade antioxidante de frutas do cerrado. Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, v. 27, n. 1, p. 53-60, jan.-mar., 2007.



46

Rubio, A. R.; Morales-Segura, M. A. Nitric Oxide, an Iceberg in Cardiovascular
Physiology: Far Beyond Vessel Tone Control. Archives of Medical Research, v.
35, p.1-11, 2004.

Salvemini, D.; Seibert, K.; Masferrer, J. L.; Misko, T. P.; Currie, M. G.; Needleman, P.
Endogenous nitric oxide enhances prostaglandin production in a model of renal
inflammation. The Journal of Clinical Investigation, 93, 1940-1947. 1994.

Sano, E. E.; Rosa, R.; Brito, J. L. S.; Ferreira, L. G. Mapeamento semi-detalhado do
uso da terra do Bioma Cerrado. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, Brasilia, v.43,
n.1, p.153-156, jan., 2008.

Santana, J. das G.; Naves, R. V. Caracterizacdo de ambientes de cerrado com alta
densidade de pequizeiros (Caryocar brasiliense Camb.) na regido sudeste do
estado de Goias. Pesquisa Agropecuaria Tropical, v. 33, n. 1, p. 1-10, 2003.

Schulz, R.; Triggle, C. R. Role of NO in vascular smooth muscle and cardiac muscle
function. Trends in Pharmacological Sciences, 15 (7): 255-259, 1994.

Shimokawa, H.; Matoba, T. Hydrogen peroxide as an endothelium—derived
hyperpolarizing factor. Pharmacology Research, 2004; 49: 543-49.

Silva, J. F.; Farin, M. R.; Felfili, J. M.; Klink, C. A. Spatial heterogeneity, land use and
conservation in the cerrado region of Brazil Journal of Biogeography . Journal of
Biogeography, 33, 536-548, 2006.

Smith, W. L.; Garavito, R. M.; Dewitt, D. L. Prostaglandin endoperoxide H synthases
(cyclooxygenases)-1 and -2. The Journal of Biological Chemestry, 271 (52):
33157-33160, 1996.

Stankevicius, E.; Kevelaitis, E.; Vainorius, E.; Simonsen, Ulf. Role of nitric oxide and
other endothelium-derived factors. Medicina. v. 39, n. 4, 2003.

Tom, E. N. L.; Girard, C.; Dimo, T.; Mbafor, J. T.; Berthelot, A.; Demougeot, C.
Vasorelaxant effects of extracts of the stem bark of Terminalia superba Engler &
Diels (Combretaceae). Journal of Ethnopharmacology, v. 127, p. 335-340, 2010.

Tovchiga, O. V.; Shtrygo, L. S. Effect of medicinal plants on the excretory renal
function (a review). Ekspermental’naia i Klinicheskaia Farmakologiia, v. 72, n. 3,
p. 50-9, May-Jun 2009

Vane, J. R.; Anggard, E. E.; Botting, R. M. Regulatory functions of the vascular
endothelium. The New England Journal of Medicine, v. 323, n. 1, p. 27-36, Jul
1990.

Vanhoutte, P. M.; Katusic, Z. S. Endothelium-derived contracting factor: endothelin
and/or superoxide anion? Trends in Pharmacologycal Sciences, v.9, n.7, Jul,
p.229-30. 1988.



a7

Veiga Junior, V. F.; Pinto, A. C.; Maciel, M. A. M. Plantas medicinais: cura segura?
Quimica Nova, v. 28, n. 3, Jun., 2005.

Veltmar, A.; Gohlke P.; Unger, T. From tissue angiotensin converting enzyme
inhibition to antihypertensive effect. American Journal of Hypertension, v.4, n.3,
Mar, p. 263-269, 1991.

VI Diretrizes Brasileiras de Hipertenséao. Revista Brasileira de Hipertenséo, v.17, n. 1,
2010.

Vogalis, F.; Publicover, N. G.; Hume, J. R.; Sanders, K. M. Reklationship between
calcium current and cytosolic calcium in canine gastric smooth muscle cells. The
American Journal of Physiology, 260 (1) C1012- C1018, 1991.

Walford, G.; Loscalzo, J. Nitric oxide in vascular biology. Journal of Thrombosis and
Haemostasis, 2112-8, 2003.

Wright, C. I.; Van-Buren, L.; Kroner, C. I.; Koning, M. M. G. Herbal medicines as
diuretics: a review of the scientific evidence. Journal of Ethnopharmacology, v.
114, n. 1, p. 1-31, Oct, 2007.

Yanagisawa, M. H.; Kurihara, K., S.; Tomobe, Y.; Kobayashi, M. ; Mitsui, Y.; Yazakl,
Y.; Goto, K.; Masaki, T. A novel potent vasoconstrictor peptide produced by
vascular endothelial cells. Nature, v.332, n.6163, Mar 31, P.411-5. 1988.

Yoshihima, N.; Ichiara, K.; Yoshida, R.; Abiko, Y. Positive inotropic and chronotopic
effects of (-)-cis-diltiazem in rat isolated atria. British Journal of Pharmacology,
105: 696-702, 1992.

Zelis, Robert. Mechanisms of vasodilation. The American Journal of Medicine. June
27, 1983.



48




Hindawi Publishing Corporation

Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine
Volume 2012, Article ID 934142, 9 pages
doi:10.1155/2012/934142

Research Article

Endothelium-Dependent Vasorelaxant Effect of
Butanolic Fraction from Caryocar brasiliense Camb. Leaves in
Rat Thoracic Aorta

Lais Moraes de Oliveira,' Aline Gabriela Rodrigues,' Elaine Fernanda da Silva,>

Leticia Bonancio Cerqueira,’> Carlos Henrique Castro,* Gustavo Rodrigues Pedrino,’
Maria Helena Catelli de Carvalho,’ Roberto Pontarolo,?> Elson Alves Costa,®

Francinete Ramos Campos,*> Fernando Paranaiba Filgueira,’> and Paulo César Ghedini!

! Department of Physiological Sciences, Laboratory of Molecular and Biochemistry Pharmacology, Institute of Biological Sciences,
Federal University of Goids, Campus Samambaia, Sala 215, 74001-970 Goidnia, GO, Brazil

2 Department of Physiological Sciences, Laboratory of Autonomic and Cardiac Physiology, Federal University of Goids,
74001-970 Goiania, GO, Brazil

3 Department of Pharmacy, Study Center in Biopharmacy, Federal University of Parand, 80210-170 Curitiba, PR, Brazil

 Department of Physiological Sciences, Laboratory of Physiology of Isolated Organs, Federal University of Goids,
74001-970 Goiania, GO, Brazil

3 Department of Pharmacology, Laboratory of Hypertension, University of Sao Paulo, 05508-900 Séo Paulo, SP, Brazil

¢ Department of Physiological Sciences, Laboratory of Pharmacology of Natural Products, Federal University of Goids,
74001-970 Goiania, GO, Brazil

Correspondence should be addressed to Paulo César Ghedini, pcghedini@gmail.com
Received 13 April 2012; Revised 20 June 2012; Accepted 10 July 2012
Academic Editor: Jairo Kenupp Bastos

Copyright © 2012 Lais Moraes de Oliveira et al. This is an open access article distributed under the Creative Commons Attribution
License, which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly
cited.

Caryocar brasiliense Camb. “pequi” is a native plant from the Cerrado region of Brazil that contains bioactive components reported
to be antioxidant agents. Previous work has demonstrated that dietary supplementation with pequi decreased the arterial pressure
of volunteer athletes. We found that the crude hydroalcoholic extract (CHE) of C. brasiliense leaves relaxed, in a concentration-
dependent manner, rat aortic rings precontracted with phenylephrine, and that the butanolic fraction (BF) produced an effect
similar to that of the CHE. Aortic relaxation induced by BF was abolished by endothelium removal, by incubation of the nitric oxide
synthase inhibitor L-NAME, or the soluble guanylatecyclase inhibitor ODQ. However, incubation with atropine and pyrilamine
had no effect on the BF-induced vasorelaxation. Moreover, this effect was not inhibited by indomethacin and tetraethylammonium.
The concentration-response curve to calcium in denuded-endothelium rings was not modified after incubation with BE, and
the vasorelaxation by BF in endothelium-intact rings precontracted with KCl was abolished after incubation with L-NAME.
In addition, administration of BF in anesthetized rats resulted in a reversible hypotension. The results reveal that C. brasiliense
possesses both in vivo and in vitro activities and that the vascular effect of BF involves stimulation of the nitric oxide/cyclic GMP
pathway.

1. Introduction

Caryocar brasiliense Camb., known as “pequi,” is a tree that
belongs to the Caryocaraceae family and is widely distributed
in the Cerrado region of Brazil [1, 2]. Pequi fruit are rich in A
and E vitamins [3] and are popularly used to flavor cuisine.

Oil extracted from the fruits is used in the cosmetic industry
for the production of soaps and skin creams and is a useful
tool in the production of fuel and lubricants [4, 5]. In folk
medicine, pequi fruit is used against colds and flu. The seed
fat is used for the treatment of respiratory tract diseases, such
as asthma and bronchitis, whereas a decoction of the leaves



and flowers is used to boost energy, as an aphrodisiac, and
for the treatment of liver disease. The bark and fruit are used
as febrifuges and diuretics [3].

Studies exploring the biological effects of C. brasiliense
have shown that the hydroethanolic extract of pequi leaves
presents leishmanicidal, antibacterial, and antioxidant effects
[6]. In addition, the aqueous extract of pequi fruit pulp has
revealed anticlastogenic potential, antigenotoxic activity, and
antioxidant properties [7, 8].

The chemical characterization of polar components of
pequi ethanolic extracts revealed the presence of bioactive
components widely reported as antioxidant agents, including
gallic acid, quinic acid, quercetin, and quercetin 3-O-
arabinose [9]. Several studies suggest that increased intake of
antioxidant compounds may help to protect against chronic
pathologies, such as cardiovascular diseases [10-14], and a
recent study has shown that dietary supplementation with
pequi decreased the arterial pressure of volunteer athletes
when compared to a control group [15].

The aim of the present study was to evaluate the
vasorelaxant effect of the crude hydroalcoholic extract (CHE)
from C. brasiliense leaves in rat thoracic aorta, to determine
the active organic fractions of CHE, and to investigate the
mechanisms of action. In addition, we analyzed the in vivo
effect of the extract of the active organic fraction.

2. Material and Methods

2.1. Chemicals, Reagents, and Standards. Phenylephrine
(Phe), acetylcholine (ACh), sodium nitroprusside (SNP),
Nw-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), tetraethylam-
monium (TEA), indomethacin, 1H-[1, 2, 4]oxadiazolo[4,3-
alpha]quinoxalin-1-one (ODQ), atropine, pyrilamine, stan-
dards of gallic acid (97.5-102.5%), and quercetin (>=98%)
were purchased from Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO,
USA). Methanol, acetonitrile (HPLC grade), and formic
acid (88%) were purchased from J. T. Baker Chemicals B.
V. (Deventer, The Netherlands), and ammonium formate
was purchased from Acros Organics (New Jersey, USA).
Ultrapure water was obtained using a Milli-Q purification
system from Millipore (Bedford, MA, USA).

2.2. Plant Material. Leaves of C. brasiliense Camb. were
collected on September 2010 in Gurupi, Tocantins, Brazil.
The plant was authenticated by Proffessor Aristonio Mag-
alhdes Teles, and a voucher specimen was deposited at the
herbarium of the Institute of Biological Sciences of the
Federal University of Goids under number 1353. The leaves
were maintained at room temperature (35°C) for drying and
stabilization. The plant material was pulverized in a Willye
mill.

2.3. Crude Hydroalcoholic Extract Preparation. To prepare
the crude hydroalcoholic extract (CHE) of C. brasiliense
leaves, 50 g of powdered leaves were immersed in 1000 mL
of an ethanol-water solution (70 : 30, v/v), for 48—72h, with
occasional stirring. The extract was then vacuum-filtered,
concentrated in a rotary evaporator at reduced pressure and
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at a temperature lower than 50°C, lyophilized and stored in
the dark at 4°C.

2.4. Crude Hydroalcoholic Extract Fractionation. The CHE
(10 g) was dissolved in water (500 mL) and extracted with n-
hexane (3 X 300 mL) at room temperature. After the removal
of the hexane fraction, the remaining aqueous extract was
eluated with chloroform (3 x 300mL). After the removal
of the chloroform fraction, the remaining aqueous extract
was eluated with ethyl acetate (3 x 300 mL). After removal
of the ethyl acetate fraction, the remaining aqueous layer
was extracted with n-butanol (3 x 300mL). Then, after
the removal of the n-butanol fraction, each of the fractions
(except the final aqueous portion) was separately evaporated
to dryness under reduced pressure to give a hexane fraction
(HF) (0.29g), a chloroform fraction (CF) (0.37 g), an ethyl
acetate fraction (EAF) (1.76 g), and an n-butanol fraction
(BF) (1.37 g). The final aqueous layer was disposed of.

2.5. Standards and BF Preparation for LC-MS Analysis.
Stock solutions of gallic acid and quercetin standards
were prepared separately in methanol at concentrations
of 1 mg/mL. All stock solutions were stored under refrig-
eration at 4°C. Working solutions were obtained from
stock solutions by appropriate dilution in methanol/water
solution (70:30v/v) containing 1% formic acid or 1 mM
ammonium formate, depended of each experiment, to the
final concentration of 0.5ug/mL, 50 yg/mL and 2 mg/mL
of gallic acid, and quercetin and BF solutions, respectively.
All working standard solutions and samples were filtered
through a polyvinylidene fluoride (PVDF) syringe filter
(11 mm, 0.45mm, Millipore Millex, Billerica, MA, USA)
before injection into the LC-MS system.

2.6. LC-MS Instrumentation and Conditions. LC-ESIMS
analyses were performed using an Agilent 1200 RR-HT
System (Wilmington, NC, USA) that consisted of a G1311A
binary pump, G1379A degasser, and G1316A column
oven. These were connected with a CTC Sample Manager
(Model 2777, Waters, Milford, CT, USA). The system was
coupled to an Applied Biosystems MDS Sciex API 3200
Triple Quadrupole Mass Spectrometer (Toronto, Canada)
equipped with a syringe pump Harvard 22 Dual Model
(Harvard Apparatus, South Natick, MA, USA) and an
Electrospray ionization (ESI) source. The ESI source was
operated in the positive and negative ion mode for monitor-
ing quercetin and in the negative ion mode. For monitoring
gallic acid in the butanolic fraction. For the positive ion
mode, the mobile phase consisted of methanol/water solu-
tion (10:90v/v) (A) and acetonitrile (B), both containing
1% formic acid. The flow rate was maintained at 300 y#L/min,
and the gradient profile was as follows: 550 min: A = 100%
to 90%; t50350min: A = 90% to 30%; £350-40.0 min: A =
30%, t40'0,41'0 min- A= 30% to 1000/0; t41,046>0 min- A= 100%.
For the negative ion mode, the mobile phase consisted of
methanol/water solution (10: 90 v/v) (A) and acetonitrile (B)
both containing 1 mM ammonium formate. The flow rate
and the gradient profile were the same used for the positive
ion mode. For both methods, the analyte separations were
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achieved on an XBridge C18 150 x 2.1 mm (5mm particle
size) column coupled with an XBridge C18 10 x 2.1 mm
(5mm particle size) guard column. The injection volume
was 20 L, and the column temperature was maintained
at 25°C. Data acquisition was performed with the MS
Workstation by Analyst 1.4 software (ABI/Sciex). The MS
and ion-source parameters for ESI-positive mode were the
following: declustering potential (DP), 40; entrance potential
(EP), 105 curtain gas (CUR), 10 psi; ion spray voltage (IS),
5500 V; nebulizer gas (GS1), 45 psi; turbo gas (GS2), 45 psi;
temperature, 400°C. The MS and ion source parameters for
ESI negative mode were as follows: declustering potential
(DP), —40; entrance potential (EP), —10; CUR, 10 psi; IS,
—4500V; GS1, 45 psi; GS2, 45 psi; temperature, 400°C. The
high-purity nitrogen and zero grade air that were used as
the CUR, GS1 and GS2 gases were produced by a high-
purity nitrogen generator from PEAK Scientific Instruments
(Chicago, IL, USA).

2.7. Animals. Male Wistar rats (200-300 g) from the colony
of the Federal University of Goids were used in this study. The
animals were housed under a controlled 12 h light/dark cycle
and stable temperature (22-23°C) with free access to food
and water. All experiments were conducted in accordance
with the Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratério (SBCAL) and were approved by the local Ethics
in Research Committee (Protocol CEP/UFG 22/2011).

2.8. Preparation of Rat Aortic Rings. Rats were anesthetized
and subsequently decapitated with a guillotine. The thoracic
aorta was removed, cleaned of adhering fat and connective
tissue, and then segmented into rings of 4 mm in length.
Aortic rings were mounted under 1.5g resting tension
on stainless steel hooks in 9.0mL warmed (37°C) and
oxygenated (95% O, and 5% CO;) organ baths containing
a modified Krebs-Henseleit solution (pH 7.4; composition
in mM: NaCl—130, NaHCO3;—14.9, KCl—4.7, KH,PO,—
1.18, MgSO,4-7H,0—1.17, CaCl,-2H,0—1.6, glucose—
5.5). The changes in basal tension were recorded by isometric
transducers connected to a data acquisition system (World
Precision Instruments, Sarasota, FL, USA). The aortic rings
were placed under a resting tension of 1.5 g and equilibrated
for 60 min. During this period, tension was periodically
adjusted to the desired level and the Krebs-Henseleit solution
was changed every 15 min.

2.9. Measurement of Vascular Effects of the CHE and
Its Fractions and Investigation of Mechanisms of Action.
Endothelium-intact aorta rings were precontracted with Phe
(0.1 uM). When the contractile responses to Phe had reached
a plateau (usually after 15 min), cumulative concentrations
(0.1 pg/mL to 30 ug/mL) of CHE or organic fractions (HF;
CF; EAF or BF) were added to evaluate the vascular
effects. Extract and fractions solutions were prepared in 5%
DMSO. The vehicle (DMSO) was also tested and the final
concentration in all chambers did not exceed 0.1% (v/v).
The BE which showed a vasorelaxant effect similar to CHE,
was chosen for the studies of the mechanism of action and
hypotensive effect.

The integrity of the endothelium was tested in each
vessel by observing the relaxation response to ACh (10 uM)
following precontraction with Phe (0.1 uM). In order to
investigate whether BF-induced relaxation was dependent
on the integrity of the vascular endothelium, concentration-
response curves to BF (0.1 yg/mL to 30 ug/mL) were deter-
mined in endothelium-denuded rings precontracted with
Phe. The absence of ACh-induced vasorelaxant effects was
taken as evidence that the arterial rings were effectively
stripped of endothelium. Finally, SNP (1 uM), an NO-donor,
was added to produce endothelium-independent relaxation.

In addition, endothelium-intact aorta rings were incu-
bated with L-NAME (100 yM), a nitric oxide (NO) synthase
inhibitor, for 30 min. After the incubation period, aorta
rings were then stimulated with Phe (0.1uM) or KCI
(120 mM). When the contractile response had reached a
plateau, cumulative concentration-effect curves for BF were
constructed.

To investigate the role of prostaglandins and K* channels
on BF-induced relaxation, concentration-response curves
were constructed in the presence of indomethacin (10 uM)
(a cyclooxygenase (COX) inhibitor) and TEA (1mM) (a
nonselective K* channel blocker). The involvement of
guanylylcyclase on BF-induced relaxation was measured in
the presence of ODQ (10uM), a soluble guanylylcyclase
inhibitor.

The involvement of endothelial receptors in the vascular
effects of BF was measured after incubation of atropine
(10 M), a muscarinic receptor antagonist, or pyrilamine
(10 uM), a histamine H;-receptor antagonist. In each case,
vessels were incubated with inhibitors for 30 min prior to
being precontracted with Phe. Responses of the tissues to BF
were directly compared to those obtained in the same tissues
in the absence of the inhibitors (control).

Endothelium-denuded rings were incubated in Ca?*-free
high K* (60 mM) depolarizing Krebs-Henseleit solution. A
cumulative concentration-response curve to CaCl, (10 uM
to 0.1 mM) was established in the presence of either BF or
DMSO for 30 min. The results were expressed as percentages
of the maximal response for KCI (120 mM) and the curves
were statistically compared. In these experiments, no precip-
itation of calcium was observed at the concentrations used.

To address any residual or nonreversible effect of BF
on contractile or relaxation events, aortic rings (exposed to
cumulative concentrations of BF) were washed and allowed
for another 60 min interval, before a new exposure to Phe
(0.1 M) and ACh (10 uM).

2.10. Evaluation of the Effects of BF on Blood Pressure of
Anaesthetized Rats. On the day of experiments, the rats were
anesthetized with halothane (2-3% halothane in 100% O,)
and catheters were inserted into the right femoral vein and
artery. After the catheter placement, the rats were removed
from the halothane and the anesthesia was maintained
with urethane (1.2 gkg™!-b.wt., i.v.; Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, USA). The rats were mounted prone in a
stereotaxic apparatus (David Kopf Instruments) with the bite
bar set at 3.4 mm below the interaural line. In experiments
measuring the aortic blood flow (ABF), miniature ultrasonic



transit-time flow probes (Transonic Systems Inc., Ithaca, NY,
USA) were placed around the aorta. The body temperature
was kept at 37 £ 0.5°C with a thermostatically controlled
heated table.

To register blood pressure, the arterial catheter was con-
nected to a pressure transducer attached to a bridge amplifier.
The pulsatile pressure was recorded continuously with an
MP150 analog-to-digital converter (Biopac Systems, Inc.,
Goleta, CA, USA). The mean arterial pressure (MAP) was
determined through the pulsate signal with AcqKnowledge
software (version 3.7.1.; Biopac Systems). To measure the
aortic blood flow (ABF), a flow probe was connected to
an ultrasonic transit-time flowmeter (Transonic Systems).
Aortic vascular conductance (AVC) was obtained by the
ratio between ABF and MAP. Either the extract (i.e., BF)
(7.15, 14.3, 28.6, 57.2, 114.4, and 228.8 ugkg™!-b.wt., i.v;; in
0.1 mL) or the vehicle (DMSO 5%) was infused through the
femoral vein cannula.

2.11. Statistical Analysis. The results are presented as the
mean + SEM of 68 experiments. Statistical significance was
determined using Student’s t-test or one-way analysis of vari-
ance (ANOVA) followed by Bonferroni’s post hoc test when
appropriate. A P value of <0.05 was considered statistically
significant. Analyses were performed using GraphPad Prism
version 5.00 for Windows (San Diego, CA, USA).

3. Results

3.1. Vascular Effects of the CHE and Its Fractions.
Endothelium-intact aortic rings precontracted with Phe
(0.1 uM) relaxed in a concentration-dependent manner in
response to the cumulative addition of CHE and organic
fractions (HF; CF; EAF or BF). CHE and BF produced
potent and similar relaxations (Epmqy = 97.4 + 2.2% and 94.4
+ 2.5%, resp.) (Figure 1). The ECsy for CHE and BF was
3.9 ug (2.8-5.4) and 5.6 ug (3.5-8.9), respectively. The EAF,
HF and CF elicited a maximum relaxation of 74.7 + 3.8%,
59.1 + 7.1% and 34.7 + 8.6%, respectively. The vehicle had
no significant relaxant effect (<5%). Sixty minutes after
the extracts were removed from the baths, the effects of
either Phe or ACh were similar to those seen before the
addition of the extracts (data not shown). Because BF was
the organic fraction with the best profile of vasorelaxation,
we established cumulative concentration-response curves
to this fraction in order to investigate the mechanism of
action. Unlike the effect observed in endothelium-intact
aortic rings, the BF-induced relaxation was abolished in
preparations without endothelial cells (Figure 2). We also
found that the endothelium-denuded rings incubating with
depolarizing and nominally without Ca?" solution, CaCl,
was able to induce contractions that were not inhibited by
BF in doses of 0.3, 3, and 30 pg/mL (Figure 3).

In aortic tissue precontracted with Phe (0.1 uM), incu-
bation with L-NAME (NOS inhibitor) or ODQ (a guanylyl-
cyclase inhibitor) was able to completely inhibit the relax-
ation induced by BF (Figure 4(a)). In intact endothelium
precontracted with KCl (120mM), the BF produced less
relaxation (Emax 63,7 £ 7,0%) compared to that observed
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Figure 1: Cumulative concentration-response curves (0.1 to
30 pug/mL) for crude hydroalcoholic extract (CHE), hexane fraction
(HF), chloroform fraction (CF), ethyl acetate fraction (EAF), and
butanolic fraction (BF) of C. brasiliense leaves in rats aortic rings
with intact endothelium precontracted with phenylephrine (Phe)
(0.1 uM). The results show the mean + SEM of 6-8 experiments.
*P < 0.05 when compared to vehicle (DMSO).

with the Phe (Emax 94,4 = 2,5%). However, the pretreatment
with L-NAME (100 uM) completely inhibited the relaxation
produced by BF in aortic rings precontracted with KCI
(Figure 4(b)). The effects of atropine and pyrilamine are
shown in Figure 5. BF-induced aortic relaxation was not
attenuated after incubation with atropine or pyrilamine,
respectively. Moreover, the incubation of the arteries with
indomethacin (a cyclooxygenase inhibitor) or TEA (a K*
channel blocker) did not change the relaxant effect of BF in
arteries precontracted with Phe (Figure 6).

3.2. Effects of Intravenous Extract Infusion on Cardiovascular
Responses. In anesthetized rats, infusion of the vehicle did
not promote changes in MAP (-2 + 0.67 mm Hg of baseline
values; Figure 7(a)), ABF (3.4 + 0.6% of baseline values;
Figure 7(b)) or AVC (4.6 + 0.65% of baseline values;
Figure 7(c)). Intravenous infusion of the BF (7.15, 14.3, 28.6,
57.2, 114.4, and 228.8 ugkg~!-b.wt.) produced a significant
dose-dependent hypotension (—5.6 = 1.1; —6.9 £ 0.9; —8.8 +
1.2; -9.0 + 0.9; —13.0 £ 2.6; —21.5 + 1.6 mm Hg of baseline
values, respectively, Figure 7(a)), as well as increases in ABF
(6.7 +0.8;7.3 £0.7; 8.8 £ 0.5; 8.9 + 0.8; 13.6 + 2.5; 16.5 +
3.8% of baseline values, respectively, Figure 7(b)) and in AVC
(11.0 + 1.7; 13.4 = 0.1; 16.1 + 2.2; 17.9 = 1.4; 19.7 + 2.5;
42.0 + 3.3% of baseline values, resp., Figure 7(c)).

3.3. Analysis of Butanolic Fraction by LC-MS. LC-ESIMS
analysis were carried out exploring the representative ions
of standards of gallic acid and quercetin in order to confirm
the presence or absence of these compounds in butanolic
fraction (BF) from Caryocar brasiliense leaves. Analysis of BF



Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine

— —1
- -

= £]

40

60

Relaxation (%)

80

100 -

T T T T T T
-7 —6.5 -6 —-5.5 -5 —4.5
log[butanolic fraction] (g/mL)

(O Endothelium intact
[ Endothelium denuded

Figure 2: Cumulative concentration-response curves (0.1 to
30 ug/mL) for butanolic fraction (BF) of C. brasiliense leaves in rats
aortic rings with intact or denuded endothelium precontracted with
phenylephrine (Phe) (0.1 uM). The results show the mean += SEM
of 6-8 experiments. *P < 0.05 when compared to endothelium-
denuded aortic rings.
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Figure 3: Effect of BF (0.3, 3, and 30 yg/mL) on the contractile
responses elicited by incremental addition of Ca?* (10 uM-0.1 mM)
to aortic rings depolarized by isotonic KCl (60 mM) in a Ca®*-
free solution. The concentrations of BF are indicated on the graph.
Contractile responses are expressed as the percentage of maximum
contraction evoked by KCl (120 mM). The results show the mean +
SEM of 5-7 experiments.

in the positive and negative mode were obtained to adjust
the LC-ESIMS conditions. Posteriorly, standards solutions
were injected by LC-ESIMS with the purpose of choosing the
most appropriate ionization mode and concentration for the
analysis of these compounds in fraction. In the mass spectra
extracted from chromatogram in tg = 3.5 min and 23.4 min
obtained in negative mode experiment of BF was observed
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FIGUrE 4: Cumulative concentration-response curves for butanolic
fraction (BF) in aortic rings with intact endothelium precontracted
with (a) phenylephrine (Phe) (0.1 M) in the presence of Nw-
nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) (a nitric oxide synthase
inhibitor, 100 uM) or 1H-[1, 2, 4]oxadiazolo [4,3-alpha]quinoxalin-
1-one (ODQ) (a guanylylcyclase inhibitor, 100 uM) and (b) precon-
tracted with KCI (120 mM) in the presence or absence of L-NAME
(100 uM). The results show the mean + SEM of 6-8 experiments.
*P < 0.05 when to control (Phe or KCI).

the quasimoleculares ions [M — H]~ at m/z 169.0 and m/z
301.3, concordant with observed for gallic acid and quercetin
standards, respectively. In addition, there were also observed
characteristics fragments ions at m/z 125.2 and m/z 150.8,
obtained by dissociation of quasimoleculares ions [M — H]~
of gallic acid and quercetin compounds, respectively, in ESI
source (Figures 8 and 9). The quercetin compound was also
confirmed in positive mode experiment, which was observed
the presence of quasimolecular ion [M + H]* at m/z 303.0.
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FIGURE 6: Relaxation evoked by BF in the absence (control curve) or
presence of tetraethylammonium (TEA, a nonselective potassium
channel blocker; 1 mM) and indomethacin (a cyclooxygenase
inhibitor; 10 uM) in rat aortic rings. The results are expressed as
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4. Discussion

The observation that the butanolic fraction of leaves of C.
brasiliense is able to fully relax rat aortic rings and dose-
dependently reduce the blood pressure of anaesthetized rats
is the main finding of this study. In the first stage of this study,
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Ficure 7: Effects of BF infusion (7.15, 14.3, 28.6, 57.2, 114.4,
and 228.8ugkg !-b.wt, iv; in 0.1mL) on the cardiovascular
parameters in anesthetized rats. (a) Mean arterial pressure (MAP).
(b) Aortic blood flow (ABF). (c) Aortic vascular conduction (AVC).
The results are expressed as mean + SEM of 6-9 experiments *P <
0.05 when compared to vehicle (DMSO).
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FiGgure 8: LC-ESIMS analysis of butanolic fraction (BF) from of
C. brasiliense leaves. (a) Chromatogram of BF in methanol/water
solution (70:30, v/v) with 1mM ammonium formate. (b) Mass
spectra extracted in fg = 3.5 min of chromatogram of BE. (c) Mass
spectra extracted in fg = 23.4 min of chromatogram of BE.

we showed that the crude hydroalcoholic extract (CHE) of
C. brasiliense leaves was able to fully relax rat aortic rings.
In the second stage, we found that the BF obtained from
CHE showed better vasorelaxation compared to that of other
organic fractions (i.e., HE, CF and EAF) and that it was
similar to the effect induced by CHE. Subsequently, the
investigation of the mechanism of action and the hypotensive
effect was performed with the BE After the experiments
on aortic rings with or without endothelium, we observed
that the vasorelaxation effect of BF was dependent on
endothelium, since the endothelium-denuded aortic ring
preparations were not able to relax after the addition of BE.

When we constructed a concentration-response curve to
CaCl, in a high K* solution before and after incubation with
BE it was not capable of antagonizing the CaCl,-induced
contractions, suggesting that the BF is not acting as a calcium
channel blocker. This result confirms the absence of effect on
smooth muscle cells.

The vascular endothelium plays an important role in
cardiovascular functions, mainly by controlling arterial tone
via synthesis and release of potent vasodilators such as
nitric oxide, vasodilator prostaglandins (e.g., prostacyclin)
and endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF)
[16]. Accordingly, to verify the involvement of endothelium-
derived vasodilators, the effect of L-NAME on the BF-
induced vasorelaxation was investigated. We demonstrated
that NO is involved in the BE-induced vasorelaxation of
aortic rings with intact endothelium because L-NAME (a
nitric oxide synthase inhibitor) as well as ODQ (a soluble
guanylatecyclase inhibitor) abolished this effect. The finding
that BF produced greater relaxation of Phe-contracted
aortic rings than KCl-contracted aortic rings (Figure 4)
is also consistent with the properties of NO-dependent
vasorelaxation [17-19]. It is unlikely that prostacyclin and
potassium channels are involved in this effect because
indomethacin and TEA (a prostaglandins inhibitor and a
potassium channels blocker, resp.) were not able to reduce
the vasodilatation effect induced by BE.

We also investigated the possible mechanism involved in
the ability of BF to stimulate NO release. Under physiological
conditions, NO is continuously released by endothelial cells
as a consequence of the shear stress generated by blood flow.
However, its release is also mediated by the activation of
muscarinic [17] and histaminic H; [20] receptors, among
others. Our results indicate that neither cholinergic nor
histaminergic pathways are involved, since the vasorelaxation
effect induced by BF was unchanged by incubation with
atropine and pyrilamine, respectively.

Consistent with vascular reactivity results, the infusion of
BF in anesthetized rats induced an increase of AVC, indicat-
ing aortic vasodilation. In addition, this aortic vasodilation
may be related, at least partly, to the hypotensive effect
induced by BE.

The exposure of BF did not result in any long-lasting
impairment in the contractile or relaxation functions of
the aortic rings, and was found to cause a reversible
hypotension in rats. This suggests that, at least in the range of
concentrations and doses used in this study, this extract does
not have deleterious effects.
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Ficure 9: LC-ESIMS analysis of gallic acid and quercetin standards in methanol/water solution (70:30, v/v) with 1 mM ammonium
formate. (a) Chromatogram of gallic acid standard. (b) Chromatogram of quercetin standard. (c) Mass spectra extracted in fg = 23.5 min of
chromatogram of gallic acid standard. (d) Mass spectra extracted in g = 3.7 min of chromatogram of quercetin standard.

In this study, the butanolic fraction of C. brasiliense
leaves presented a better profile for aortic ring relaxation
compared to that of the other organic fractions. Butanol is a
solvent of higher polarity and it extracts flavonoids, tannins,
and saponins, among others chemical substances [21]. In a
previous study, the chemical characterization of the polar
components of pequi fruits showed the presence of bioactive
components such as gallic acid and quercetin [9]. Similarly,
the LC-ESIMS analysis showed the presence of gallic acid and
quercetin in BE The methods applied are simple and direct
for rapid identification of phenolic compounds in plant
fraction of C. brasiliense. It eliminated tedious procedures of
separation and purification, providing sufficient information
to the confirmation of known compounds when standards
mass spectra and fragmentation profile are compared to
literature.

It has been described that quercetin is effective for
enhancing the bioavailability of endothelium-derived nitric
oxide [22, 23], while gallic acid is known to induce vascular
relaxation in higher concentrations [24]. Accordingly, the
confirmation of presence of gallic acid and quercetin in BF
by LC-MS can help in the understanding of its vasorelaxant
effect, since these compounds have been reported in the
literature for such activity.

5. Conclusions

Our results reveal that C. brasiliense possesses both in vivo
and in vitro activities and that the vascular effect of BF
involves stimulation of the nitric oxide/cyclic GMP pathway.
In addition, these findings corroborate previous work per-
formed with volunteer athletes, which demonstrated that the
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administration of pequi caused hypotension. So, this work
contribute to our understanding of the potential use of C.
brasiliense in pathological conditions, such as hypertension
and atherosclerosis.
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