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hiperpolarizante derivado do endotélio) 

EDRF do inglês endothelium-derived relaxing factor (fator relaxante 

derivado do endotélio) 

Emax Efeito máximo 

eNOS  Óxido nítrico sintase endotelial 

FAD Flavina dinucleotídeo 

FAE Fração acetato de etila 

FB Fração butanólica 

FC Fração clorofórmica 

FH Fração hexânica 
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L-NAME Nω – nitro-L-arginina metil éster 

mmHg  Milímetro de mercúrio 
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ODQ 1-H-[1, 2,4] Oxadiazole [4,3-a] quinoxalin-1-one 

PA Pressão arterial 

PAS Pressão arterial sistólica 

PAD Pressão arterial diastólica 

PG Prostaglandina 

Phe Fenilefrina 

PGl2 Prostaciclina 

PKA Proteína quinase A 

PKG Proteína quinase G 

PLC Fosfolipase C 

RP Resistência periférica 

TEA Tetraetilamônio 

TXA2 Tromboxano A2 
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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 suplementação dietética à base de pequi diminuiu a pressão 

arterial de atletas voluntários. Neste trabalho, avaliou-se o efeito vasorelaxante do 

extrato bruto hidroalcoólico (EBH) das folhas de C. brasiliense e de suas frações 

orgânicas (hexânica (FH), clorofórmica (FC), acetato de etila (FAE), butanólica (FB)) 

em preparações de aorta torácica de ratos. O EBH relaxou, de modo concentração-

dependente, anéis de aorta torácica pré-contraídos com fenilefrina, sendo que a FB 

promoveu efeito semelhante ao observado com o EBH. O relaxamento aórtico 

induzido pela FB foi abolido pela remoção do endotélio vascular, pela incubação 

prévia do inibidor da sintase de óxido nítrico (L-NAME) e pelo inibidor da guanilato 

ciclase (ODQ). Entretanto, a incubação das preparações aórticas com atropina 

(antagonista muscarínico) e pirilamina (antagonista histaminérgico H1) não inibiu o 

vasorelaxamento induzido pela FB. Este efeito também não foi inibido pela 

indometacina (inibidor da ciclooxigenase) ou pelo tetraetilamônio (bloqueador não 

seletivo de canais de potássio). O efeito vasorelaxante da FB, em anéis aórticos com 

endotélio e pré-contraídos com KCl, foi reduzido após a incubação com L-NAME. 

Conjuntamente, os resultados demonstram que o efeito vasorelaxante in vitro de C. 

brasiliense em aorta torácica de ratos envolve a estimulação da via do óxido 

nítrico/GMP cíclico. 

 

Palavras-Chave: Caryocar brasiliense Camb., aorta torácica, vasorelaxante, óxido 

nítrico, 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. 
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 utilização de plantas medicinais na saúde 

humana é uma prática milenar (ALVIM et al., 2006). Dados da literatura científica 

registram que diversas civilizações, entre elas babilônicos e sumerianos, já usavam 

em seus remédios as folhas, as flores, as cascas e as raízes de lótus, alho e oliveira 

(DEVIENNE et al., 2004).  

A denominação “planta medicinal” é utilizada para todo e qualquer vegetal 

que possui, em um ou mais órgãos, substâncias que podem ser utilizadas com fins 

terapêuticos (VEIGA JUNIOR et al., 2005). Além do mais, as plantas medicinais 

representam fontes de obtenção de moléculas farmacologicamente ativas ou que 

sirvam de protótipos para a criação de fármacos, sendo assim, importante objeto de 

estudo para a descoberta de novos fármacos. 

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 utilização, muitos desses vegetais não tiveram seus princípios 

ativos identificados a fim de validá-las como fitofármacos (BERG, 1993). Deste 

modo, existe ainda um imenso número de espécies de plantas superiores que não 

A 
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foram estudadas do ponto de vista químico ou farmacológico que podem ser 

promissoras na busca por novas alternativas de tratamento das doenças. 

Sabe-se que o estudo de plantas medicinais foi e continua sendo a base 

para o desenvolvimento de vários fármacos incluídos na terapêutica atual devido à 

riqueza de suas biomoléculas (HARVEY, 2007). Levando-se em consideração que o 

Brasil é um dos países com a maior biodiversidade do mundo, o mesmo torna-se um 

importante e potente provedor de recursos naturais, possuindo cerca de 30% das 

espécies de plantas conhecidas no mundo, distribuídas em seus diferentes 

ecossistemas (MYERS et al., 2000). Sendo assim, a flora brasileira representa uma 

fonte potencial de agentes fitoterápicos e de moléculas para o desenvolvimento de 

novos fármacos (GURIB-FAKIM, 2006). 

 

1.1 Bioma Cerrado 

 

Ocupando a região Central do Brasil, o Cerrado abrange uma área de 

cerca de 2 milhões de quilômetros quadrados, ocupando cerca de 21% do território 

nacional e é a segunda maior biodiversidade da América do Sul (Instituto Cerrado e 

Sociedade, 2011). Em sua área central, o Cerrado limita-se a quase todos os 

biomas, existindo encraves de Cerrado na Amazônia, na Caatinga e na Mata 

Atlântica (RODRIGUES, 2005), possuindo coberturas do bioma situadas nos 

estados de Mato Grosso, Minas Gerais, Goiás, Bahia, Maranhão, Mato Grosso do 

Sul, Rondônia, Piauí, São Paulo, Tocantins, além do Distrito Federal. Ocorre 

também em áreas ao norte, nos Estados do Amapá, Amazonas e ao sul em 

pequenas áreas do Paraná (RIBEIRO e WALTER, 1998; SANO et al., 2008). 

Esse bioma consiste em uma variedade heterogênea de espécies 

vegetais (SILVA et al., 2006), que distribui-se desde a vegetação savânica com 

árvores de pequeno porte e campos a uma floresta mesofítica. Tem sua vegetação 

rasteira formada principalmente por gramíneas existindo, ao mesmo tempo, árvores 

esparsas com pequeno porte, troncos tortuosos, cascas grossas e folhas largas. 

Sendo a vegetação predominada por sua adaptação à seca, apresenta raízes com 

profundidades superiores a 10 metros, crescimento radicular nas primeiras etapas 

de desenvolvimento e germinação das sementes na época de chuva (PINTO e 

OLIVEIRA-FILHO, 1999) 
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O clima da região do Cerrado caracteriza-se como tropical estacional e 

apresenta duas estações bastante definidas, invernos secos e verões chuvosos 

(SANTANA e NAVES, 2003), apresentando nos solos características químicas 

comuns, como elevada acidez, alta deficiência de nutrientes, toxidez de alumínio e 

baixa capacidade de troca de cátions (OLIVEIRA et al., 2005). Marouelli (2003) 

destaca que o acúmulo de água nos lençóis freáticos do Cerrado do Centro-Oeste 

abastece nascentes que dão origens a seis das oito maiores bacias hidrográficas 

brasileiras, uma abundância hídrica que contribui para o aumento da variabilidade de 

espécies. 

Segundo Mendonça 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, vários fatores tem causado a fragmentação do Cerrado, 

sobretudo em decorrência da expansão urbana, construção de barragens, 

queimadas, entre outros (MAROUELLI, 2003). Sua acelerada fragmentação tem 

reduzido drasticamente a área do bioma, além de colocar em risco a sobrevivência 

de várias espécies como, catuaba (Anemopaegma arvense (Vell.) Stellf. ex  de 

Souza), mama-cadela (Brosimum gaudichaudii Trécul), espécies que possuem alto 

valor terapêutico e que são amplamente utilizadas pela população para fins 

medicinais (PEREIRA et al., 2007). 

A busca por novas fontes de fármacos como alternativa aos tratamentos 

já utilizados e que representem opção mais econômica, menos efeitos colaterais ou 

para elucidar novos mecanismos de ação, tem levado à identificação de diversas 

espécies nativas do Cerrado com potencial de obtenção de substâncias de interesse 

farmacológico, tais como: Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent (PAULA et al., 2010), 

Lafoensia pacari A. St.-Hil (GUIMARÃES 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-JÚNIOR et al., 2006; 

MIRANDA-VILELA et al., 2008), entre outras. 

 

1.2 Caryocar brasiliense Camb. 

 

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

piquiá-bravo, amêndoa-de-espinho, grão-de-cavalo, pequiá, pequeri e suari 
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(GIORDANI, 2010). O termo “pyqui” tem origem na língua Tupi, significando casca 

(py) e espinho (qui). Esta árvore, que é símbolo do Cerrado brasileiro, pertence à 

família Caryocaraceae e ao gênero Caryocar L. Segundo Oliveira (1988), Caryocar 

brasiliense Camb. tem ocorrência nos Estados de Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, 

Goiás, Minas Gerais, Tocantins e São Paulo. 

A espécie é caracterizada como uma árvore frondosa, que apresenta 

copa variando de 6 a 8 metros de diâmetro e altura que pode ultrapassar 10 metros 

(NAVES, 1999). Possui tronco tortuoso com casca áspera e rugosa, com espessura 

de 30 a 40 cm de diâmetro (RIZZINI, 1971). Seus galhos são grossos, compridos e 

inclinados resultando em uma copa esbelta. As folhas são opostas, trifolioladas com 

uma cor verde brilhante e textura coriácea (MAGALHÃES et al., 1988; ALMEIDA et 

al., 1998) (Figura 1).  

 

 

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

 

O fruto do pequizeiro é uma drupa globosa, formada por um epicarpo 

verde que recobre de um a quatro pirênios, conhecidos como caroços, e o 

mesocarpo que se subdivide em externo (coriáceo carnoso) e interno (parte 

comestível, amarelo e carnoso), envolvendo o endocarpo lenhoso, espinhoso e 

amêndoa branca ou semente (ALMEIDA et al., 1998). 
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A madeira, considerada de boa qualidade, é de cor amarelo-parda e 

apresenta grande resistência aos agentes de deterioração. É utilizada na construção 

civil na fabricação de móveis rústicos, caibros e dormentes. Por ter alto poder 

calorífico e de teor de carbono fixo, a árvore é usada também na produção de 

carvão para siderúrgicas (OLIVEIRA et al., 2008). Devido ao alto grau de taninos, as 

cascas e as folhas do pequi são utilizadas pela indústria de tintas (DOMBROSKI, 

1997).  

O fruto, a casca e o mesocarpo verde, além das folhas, são utilizados 

como ração animal para a alimentação de bovinos e caprinos nos estados de Minas 

Gerais e Goiás (KERR et al., 2007). As flores, por terem grande beleza, são 

empregadas na ornamentação (ARAÚJO et al., 1995) porém, também são 

importantes na alimentação de animais silvestres, como paca, veado-campeiro e 

mateiro (ALMEIDA et al., 1998). Extraído da polpa e da amêndoa do fruto, o óleo 

apresenta aplicabilidade na indústria cosmética para a produção de sabonetes e 

cremes, além de apresentar utilidade na produção de combustíveis 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 culinária regional e na medicina folclórica para o tratamento de 

afecções das vias respiratórias, como coqueluche, asma e bronquite (BRANDÃO et 

al., 2002; RIBEIRO 1996). O decocto das folhas e flores é utilizado como energético, 

fortificante, afrodisíaco e contra doenças do fígado. As cascas da árvore e dos frutos 

são utilizadas como febrífugas e diuréticas (de PAULA e SALES, 2000). O óleo da 

polpa pode ser usado no controle de tumores e também para o tratamento de 

problemas oftalmológicos (ALMEIDA e SILVA, 1994). 

A caracterização química evidenciou que, tanto a polpa quanto a 

amêndoa do pequi, são ricas em lipídios (predominando os ácidos graxos oléico e 

palmítico) (LIMA et al., 2007b) e apresentam teor elevado de fibra alimentar 

(sobretudo a pectina), compostos antioxidantes (ácido ascórbico, vitamina E, 

carotenóides, licopeno, taninos e flavonóides) e sais minerais (ferro, cálcio, cobre, 

zinco, entre outros) (PEREIRA et al., 2007; LIMA et al., 2007a). 

Magalhães e colaboradores (1988) detectaram a presença de 

heterosídeos antociânicos, saponinas, taninos, flavonóides, esteróides e osídios 
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redutores em folhas de C. brasiliense. Oliveira e colaboradores (1968) identificaram 

a presença dos compostos friedelina, friedelanol, β-sitosterol, estigmasterol, ácido 

elágico, β-amirina e ácido oleanólico no extrato etanólico das folhas. 

A presença dos compostos ácido gálico, ácido quínico e quercetina, 

agentes descritos com potencial antioxidante, foram identificados no extrato 

etanólico dos frutos do pequi (ROESLER et al., 2008). Já no óleo do fruto, foram 

encontrados os ácidos mirístico, palmítico, esteárico, oléico e linoléico (FERREIRA e 

MOTIDOME, 1962). Ainda em relação ao fruto, foram identificados os principais 

carotenóides presentes no mesocarpo interno: β-caroteno, α-caroteno, criptoflavina, 

β-criptoxantina, anteraxantina, zeaxantina e mutatoxantina (RAMOS et al., 2001). 

Quanto ao potencial farmacológico do pequi, vários estudos 

demonstraram seu potencial farmacológico. De acordo com Bezerra e colaboradores 

(2002), o extrato etanólico da casca e das folhas de C. brasiliense apresentou 

atividade tóxica contra Biomphalaria glabrata, hospedeiro intermediário do 

Schistosoma mansoni, agente causador da esquistossomose humana. 

A avaliação da atividade antifúngica in vitro de C. brasiliense sobre 

Cryptococcus neoformans, demonstrou que o extrato bruto etanólico das folhas foi 

capaz de inibir completamente o crescimento do fungo (PASSOS et al., 2002). 

Também foi demonstrado que o extrato bruto etanólico da casca de C. brasiliense 

reduziu significativamente o número de parasitas circulantes de Tripanossoma cruzi 

no sangue de humanos (HERZOG-SOARES et al., 2002). 

Roesler e colaboradores (2007) demonstraram que os extratos etanólico e 

aquoso da casca do pequi possuem excelente capacidade para sequestrar radicais 

livres, ou seja, atividade antioxidante. Khouri e colaboradores (2007) demonstraram 

que o extrato aquoso da polpa do fruto de C. brasiliense foi capaz de inibir danos 

promovidos pela bleomicina no ácido desoxirribonucleico de camundongos, 

sugerindo um possível efeito anticlastogênico. Testes realizados com compostos 

isolados das folhas de C. brasiliense em camundongos portadores do sarcoma 180, 

evidenciaram o efeito inibidor do ácido oleanólico sobre o desenvolvimento do tumor 

(OLIVEIRA et al., 1970). 

A suplementação dietética de atletas voluntários com cápsulas contendo 

óleo de pequi evidenciou que o mesmo foi biologicamente eficiente em reduzir a 

inflamação provocada pelo exercício agudo. Também foi observada queda 

significativa nos valores da pressão arterial, de colesterol total e LDL pós-prandial, 
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sugerindo que o pequi apresenta efeitos cardiovasculares protetores, principalmente 

em atletas incluídos na faixa etária de maior risco (MIRANDA-VILELA, 2009). A 

informação sobre o efeito do pequi em reduzir a pressão arterial constituiu a base 

para a realização deste estudo. 

 

1.3 Regulação do Tônus Vascular 

 

As doenças cardiovasculares (DCV) constituem a principal causa de 

mortalidade no Brasil e no mundo e, somente no ano de 2007, ocorreram 308.466 

óbitos por doenças do aparelho circulatório no Brasil (MALTA et al., 2009), indicando 

sua importância enquanto problema de saúde da população. Dentre as patologias 

cardiovasculares que mais acometem a população estão as doenças arteriais 

coronarianas, insuficiência cardíaca congestiva, acidente vascular cerebral, infarto 

agudo do miocárdio e hipertensão arterial sistêmica (HAS) (MOURA et al., 2006). 

Considerada o tipo mais comum de DCV (TOM et al., 2010), a HAS é uma 

patologia associada a vários fatores, cuja caracterização se dá  pela constante 

presença de níveis elevados de pressão arterial (PA), sendo uma condição clínica 

associada frequentemente a alterações funcionais e estruturais de órgãos-alvo 

como, coração, encéfalo, rins e vasos sanguíneos, além de alterações metabólicas 

(VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensão, 2010). 

De acordo com a Sociedade Brasileira de Hipertensão nas VI Diretrizes 

Brasileiras de Hipertensão Arterial (SBC/SBH, 2010), pressão normal é a pressão 

arterial sistólica (PAS) inferior a 130 mm Hg e a pressão arterial diastólica (PAD) 

menor que 85 mm Hg. O paciente é considerado hipertenso em estágio 1 quando a 

PAS varia entre 140 -159 mmHg e a PAD entre 90-99 mmHg, e hipertenso em 

estágio 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 hipertensão é considerada em estágio 3. 

A PA é o produto do débito cardíaco e da resistência periférica ao fluxo de 

sangue (PA = DC x RP). Sendo a PA correspondente à força que o sangue 

bombeado pelo coração exerce contra a parede distensível dos vasos, é 

determinada pelo volume de sangue que sai do coração (DC) e a resistência que ele 

encontra para circular na periferia (RP). Alterações no débito cardíaco (frequência de 

batimentos, volume sanguíneo ou força de contração) modificam a pressão arterial. 
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Da mesma forma, variações do tônus vascular são acompanhadas de modificação 

da pressão arterial, induzindo a alterações patológicas (GUYTON e HALL, 2006). 

O endotélio vascular reveste a superfície luminal de todos os vasos do 

sistema vascular, localizando-se na interface entre o sangue/tecido, 

desempenhando diversas funções relacionadas à homeostase vascular (MICHIELS, 

2003; BREVETTI et al., 2008). O endotélio não é apenas uma barreira física, ele 

apresenta múltiplos papéis importantes em eventos fisiológicos, como: controle do 

tráfego de pequenas e grandes moléculas, auxílio na formação e remoção de 

coágulos, promove o crescimento do músculo liso vascular, adesão de leucócitos, 

além de ser uma fonte de potentes mediadores químicos capazes de controlar a 

contração do músculo liso subjacente (CARVALHO et al., 2001; LANDMESSER et 

al., 2004; RUBIO e MORALES-SEGURA, 2004). Todos esses efeitos fisiológicos 

podem ser mediados por estímulos mecânicos (estresse de cisalhamento) e 

estímulos hormonais, que promovem a liberação de substâncias vasodilatadoras, 

vasoconstritoras, anti-agregantes plaquetárias e antiinflamatórias (ENDERMANN e 

SCHIFFRIN, 2004).  

As células endoteliais geram diversos compostos vasodilatadores e 

vasoconstritores que participam da regulação do tônus vascular. Dentre os 

vasoconstritores liberados pelo endotélio pode-se destacar a endotelina-1 

(YANAGISAWA et al., 1988), o tromboxano A2 (ELLIS et al., 1976), o ânion 

superóxido (VANHOUTTE, 1988), e a angiotensina II (VELTMAR et al., 1991). 

Dentre os potentes mediadores químicos que relaxam a musculatura lisa vascular, 

os principais produzidos pelo endotélio são o óxido nítrico (do inglês nitric oxide – 

NO), prostanóides vasodilatadores e o fator de hiperpolarização derivado do 

endotélio (do inglês endothelium-derived hyperpolarizing factor – EDHF) (GRIFFITH  

et al., 1987; PALMER  e MONCADA, 1987; MONCADA et al., 1991). Devido à 

importância dos mediadores vasodilatadores para este estudo, os principais serão 

melhor detalhados a seguir. 

 

1.3.1 Óxido Nítrico (NO) 

 

A participação do endotélio no processo de vasodilatação foi apresentada 

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

química do endotélio em artérias isoladas de coelho abolia a vasodilatação induzida 
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pela acetilcolina (ACh) e que este efeito vasorelaxante ocorria devido à liberação 

pelo endotélio de uma substância que recebeu o nome de fator relaxante derivado 

de endotélio (do inglês endothelium-derived relaxing factor – EDRF). Estudos 

posteriores realizados por Ignarro (1986), com o objetivo de identificar a natureza 

química do EDRF, propuseram que este seria o NO, uma vez que o relaxamento 

vascular era induzido pelo mesmo mecanismo biológico, além de apresentar 

características químicas semelhantes. 

O NO é um dos mediadores vasculares mais importantes produzidos pelo 

endotélio, sendo a óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) a isoforma enzimática 

predominante no endotélio e a responsável pela produção da maior parte do NO 

neste tecido. Além da eNOS existem outras isoformas, como a óxido nítrico sintase 

neuronal (nNOS) e a óxido nítrico sintase induzível (iNOS) (PALMER e MONCADA, 

1987), que são codificadas por genes distintos e possuem em torno de 53% de 

homologia com a eNOS (NATHAN e XIE, 1994). 

A eNOS cataliza a formação de NO a partir da conversão do aminoácido 

L-arginina a NO + L-citrulina, catalisando a perda de cinco elétrons com a 

participação de dinucleotídeo fosfato de nicotinamida adenina reduzida (NADPH), L-

arginina e oxigênio molecular como substratos, flavina dinucleotídeo (FAD), flavina 

mononucleotídeo (FMN), tetrahidrobiopterina (BH4) e do complexo Ca2+ /calmodulina 

como cofatores (SCHULZ e TRIGGLE, 1994; MALINSKI, 2005). 

O NO é um gás de meia vida curta (2 a 5 segundos) e a estimulação das 

células endoteliais induzindo a sua síntese pode ocorrer em resposta a estimulação 

de diferentes receptores para uma variedade de mediadores neuro-humorais, como 

por exemplo, a ACh, a bradicinina, o difosfato de adenosina (ADP), a substância P, 

serotonina ou também por estímulos físicos, quando há um estresse de 

cisalhamento mecânico, exercido pelo fluxo sanguíneo sobre a camada endotelial 

(MONCADA et al., 1991; FLEMING et al., 1998; DIMMELER et al., 1999; FLEMING e 

BUSSE, 2003).  

Nos vasos sanguíneos, o mecanismo de síntese do NO se inicia com o 

acoplamento de um agonista a um receptor específico localizado na membrana das 

células endoteliais, essa ligação provoca a ativação da fosfolipase C (PLC), por 

intermédio de uma proteína G. Uma vez ativada, a PLC promove a hidrólise dos 

fosfolipídeos fosfatidil-inositol bifosfato (PIP2) 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 IP3 age nos estoques intracelulares de Ca2+ induzindo a liberação deste 

íon, o qual, ligado à calmodulina, estimula a eNOS (MONCADA et al., 1989).  Após a 

formação, o NO rapidamente se difunde das células endoteliais para as células 

musculares lisas vasculares causando a estimulação da guanilil ciclase solúvel 

(GCs), sua ativação gera o aumento da concentração citosólica de monofosfato 

cíclico de 3’,5’ guanosina (GMPc), e este por sua vez, ativa a proteína quinase G 

(PKG) que reduz a concentração de Ca2+ intracelular (IGNARRO et al., 1987; 

RAPOPORT et al., 1983; RAPOPORT e MURAD, 1983). 

Os mecanismos pelos quais a via NO/GMPc induz a vasodilatação 

incluem inibição da geração do inositol-1,4,5-trifosfato (IP3), desfosforilação da 

quinase da cadeia leve de miosina, ativação dos canais de potássio dependentes de 

cálcio (KCa), que ao promover o efluxo deste íon favorece a hiperpolarização da 

célula e o relaxamento muscular. Outro mecanismo ocorre através da redução de 

fluxo de Ca2+ através da inibição dos canais de Ca2+ voltagem dependentes e pela 

ativação da proteína quinase I, que fosforila as proteínas presentes no retículo 

endo/sarcoplasmático promovendo o sequestro do Ca2+ intracelular para o interior do 

retículo, mediado pela ATPase reticular (WALFORD e LOSCALZO, 2003; IGNARRO 

et al., 1987).  

A redução na produção ou na biodisponibilidade de NO pode ser um dos 

mecanismos que contribui para o aumento da resistência vascular periférica e o 

desenvolvimento da HAS em diferentes modelos experimentais e também em 

humanos (MCINTYRE et al., 1999). 

 

1.3.2 Prostaciclina (PGl 2) 

 

A prostaglandina I2 (PGI2) ou também chamada de prostaciclina é o 

produto mais abundante do ácido araquidônico produzido pelo tecido, sendo 

considerada um potente vasodilatador e inibidor endógeno de agregação plaquetária 

(MONCADA e VANE, 1979; VANE et al., 1990). 

A PGI2 é um lipídio que possui 20 carbonos derivados do ácido 

araquidônico, produzida pela ação da enzima ciclooxigenase (COX). Existem duas 

isoformas da ciclooxigenase, denominadas ciclooxigenase-1 (COX -1) e 2 (COX-2) 

que realizam a síntese de prostaglandinas (PG) e de tromboxano A2 (TXA2) (SMITH 

et al., 1996). 
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A síntese da PGI2 é iniciada pela ação da enzima fosfolipase A2 sobre os 

fosfolipídios de membrana, promovendo a liberação do ácido araquidônico que os 

compõe. As isoformas da COX convertem o ácido araquidônico em PGH2 e esta por 

ação de sintases específicas é convertida em PGE2, PGI2, PGF2α, PGD2 ou TXA2 

(MARDINI e FITZGERALD, 2001; MONCADA et al., 1976; ZELIS, 1983). 

Uma vez produzida e liberada, a PGl2 ativa receptores do tipo IP, um 

receptor acoplado a proteína G, estimulando a adenilato ciclase, promovendo o 

aumento do AMPc (monofosfato cíclico de adenosina), segundo mensageiro que 

ativa a proteína quinase dependente de AMPc (PKA). A PKA reduz os níveis de Ca2+ 

citoplasmático, diminuindo a sensibilidade do aparelho contrátil da musculatura lisa 

vascular ao Ca2+, impedindo a interação actina-miosina e promovendo consequente 

relaxamento do músculo liso vascular (HOPKINS e GORMAN, 1981; SALVEMINI et 

al., 1994; BENNETT, 1995). A PKA exerce um efeito similar a PKG, podendo ativar 

canais de potássio sensíveis ao ATP (KATP) ocasionando hiperpolarização e 

estimulação da saída de Ca2+ do citosol inibindo a maquinaria contrátil (CARVALHO 

et al., 2001). 

 

1.3.3 Fator Hiperpolarizante Derivado do Endotélio (EDHF)  

 

Outro fator relaxante derivado do endotélio, além do NO e PGl2,  é o 

EDHF que recebe este nome por sua ação estar relacionada com a hiperpolarização 

celular (BOLTON et al., 1984; FELETOU e VANHOUTTE, 1988). Sua liberação pode 

ser estimulada por diferentes agentes, em geral, ocorre principalmente pelo aumento 

do Ca2+ intracelular que, depois de ser liberado, promove vasodilatação por meio da 

abertura de canais de potássio ativados por Ca2+ (FELETOU e VANHOUTTE, 2006), 

resultando na hiperpolarização da membrana celular, seguido pelo fechamento de 

canais para Ca2+ voltagem dependente e consequentemente a vasodilatação 

(NELSON e QUAYLE, 1995). 

Entre os possíveis candidatos que podem atuar como EDHF estão o NO 

(de WIT et al., 2000), radicais livres como H2O2 (SHIMOKAWA e MATOBA, 2004), 

epóxidos derivados do ácido araquidônico (ácido epoxieicosatrienóico), 

canabinóides endógenos e íons de potássio (GILLHAM et al., 2003). Sugere-se 

também que o EDHF seja um fator difusível (FELETOU e VANHOUTTE, 1988) e que 

a hiperpolarização endotelial é transmitida para o músculo liso vascular através do 
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acoplamento elétrico direto das junções mioendoteliais (gap junctions) 

(CHAYTOR,1998). 

Um resumo dos fatores vasorelaxantes produzidos pelo endotélio 

vascular e das vias envolvidas neste efeito é apresentado na Figura 2. 

 
Figura 2:  Fatores relaxantes produzidos pelo endotélio vascular. São três as principais vias 
endoteliais que geram a vasodilatação: a via da prostaciclina (PGI2), a via de produção do óxido 
nítrico (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 após a estimulação de receptores 
das células endoteliais em cuja via de sinalização ocorra o aumento da concentração intracelular do 
Ca2+. Dentre os agonistas pode-se citar a acetilcolina (ACh) que atua em receptores do tipo  M3, após 
a liberação pelas células endoteliais, estes mediadores exercem suas ações nas células musculares 
lisas, através da produção dos segundo mensageiros AMPc ou GMPc, ou ainda através da 
hiperpolarização (Adaptado de STANKEVICIUS et al, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 

 

 

2. JUSTIFICATIVA 

 

A pesquisa com plantas medicinais tem colaborado para o 

desenvolvimento científico e enriquecido consideravelmente o arsenal terapêutico 

para o tratamento de várias doenças, sendo de vital importância que sejam 

realizados estudos no intuito de evidenciar os efeitos e estabelecer as 

características farmacológicas das espécies utilizadas na medicina popular, 

subsidiando o emprego seguro dessas plantas como alternativa aos tratamentos já 

utilizados e que possam representar opção mais econômica, com menos efeitos 

colaterais ou para elucidar novos mecanismos de ação. 

Diante desta premissa e tendo em vista que a espécie objeto deste 

estudo, C. brasiliense, promoveu queda significativa nos valores da pressão arterial 

em humanos e que não constam da literatura outros dados, além deste, sobre o 

potencial farmacológico desta planta para o tratamento de doenças 

cardiovasculares, estudos neste sentido podem contribuir para a maior compreensão 

dos mecanismos farmacológicos envolvidos nesta ação, conferindo subsídios para 

uma possível utilização do pequi, ainda desconhecida, em condições patológicas 

relacionadas a distúrbios cardiovasculares. 
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3.1 Geral 

 

Avaliar o efeito vasorelaxante “in vitro” do extrato bruto hidroalcoólico das 

folhas de C. brasiliense Camb. (EBH) e das frações orgânicas obtidas a partir do 

fracionamento do EBH.  

 

 

3.2  Específicos 

 

� Avaliar o efeito do EBH sobre a reatividade vascular em preparação de aorta 

torácica de ratos. 

 

� Determinar o efeito da(s) fração(ões) orgânica(s) ativa(s) obtidas a partir do 

EBH (hexânica, clorofórmica, acetato de etila, butanólica) sobre a reatividade 

vascular em preparação de aorta torácica de ratos.   

 
� Selecionar a fração orgânica com melhor perfil de atividade vasorelaxante e, 

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

  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Materiais e MétodosMateriais e MétodosMateriais e MétodosMateriais e Métodos 
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4.1  Material Botânico 

 

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 botânico coletado foi identificado pelo Professor Dr. Aristônio Magalhães 

Teles do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Goiás 

(ICB/UFG) e uma exsicata foi preparada e depositada no herbário da UFG sob o 

número 1353. As folhas foram secas à temperatura ambiente, posteriormente 

moídas e armazenadas a -20 ºC. 

 

4.2  Obtenção do Extrato Bruto Hidroalcoólico (EBH)  

 

O EBH foi obtido segundo a metodologia descrita por Maidana-

Leguizamón (1992). A 50 g das folhas secas e moídas do pequi foram adicionados 

1000 mL de solvente hidroalcoólico 70% (700 mL de etanol + 300 mL de água 

destilada), com agitação ocasional, durante 48 horas. Posteriormente, o extrato foi 

filtrado a vácuo e este processo foi repetido por três vezes para o total esgotamento 

da droga. O extrato foi concentrado em evaporador rotatório a vácuo em 

temperatura inferior a 50°C e submetido à liofilização até atingir a completa 

pulverização. O material obtido foi armazenado a 4°C até o momento de utilização. 

 

4.3  Obtenção das Frações Orgânicas 

 

O extrato bruto hidroalcoólico liofilizado foi ressuspendido em água e 

sofreu partição em solventes com graus crescentes de polaridade, conforme o 

esquema mostrado na Figura 3, resultando nas seguintes frações: hexânica (FH), 

clorofórmica (FC), acetato de etila (FAE) e butanólica (FB), sendo então 

concentrados em evaporador rotatório à pressão reduzida e em temperatura inferior 

a 50°C. Em seguida as frações foram levados à secura em estufa a 40ºC e 

armazenados em frascos âmbar sob refrigeração a 4°C até o momento do uso. O 

total obtido de resíduo seco para cada fração está apresentado na Figura 3. Para os 

experimentos, tanto o EBH quanto as frações foram dissolvidos em DMSO 5%, 

sendo que a concentração final do DMSO na cuba não excedeu 0,01%, sendo esta 

desprovida de qualquer efeito sobre os anéis de aorta torácica. 
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Figura 3:  Fluxograma do fracionamento e obtenção das frações orgânicas 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 Ciências 

Fisiológicas - ICB/UFG em condições controladas de temperatura (22-23°C) e 

iluminação (ciclo claro/escuro de 12 h), recebendo água e ração ad libitum.  

Todos os protocolos experimentais foram realizados seguindo as 

diretrizes da Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório (SBCAL) e 

de acordo com as normas institucionais do Comitê de Ética em Pesquisa/UFG 

através de projeto aprovado por este mesmo comitê (CEP/UFG 22/2011). 

 

4.5  Drogas e Reagentes 

 

Para a execução dos protocolos experimentais foram utilizadas as 

seguintes drogas e reagentes: cloreto de sódio (Synth), cloreto de potássio (Synth), 

cloreto de cálcio dihidratado (Vetec), sulfato de magnésio (Synth), fosfato de 

potássio monobásico (Impex), bicarbonato de sódio (Vetec), glicose (Synth), EDTA 

sal dissódico (Synth), dimetilsufóxido (DMSO) (Synth), fenilefrina (Phe) (Sigma), 

acetilcolina (ACh) (Sigma), Nω – nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (Sigma), 

indometacina (Sigma), tetraetilamônio (TEA) (Sigma), 1-H-[1, 2,4] Oxadiazole [4,3-a] 

quinoxalin-1-one (ODQ) (Sigma), atropina (Merck), pirilamina (Sigma), nitroprussiato 

de sódio (SNP) (Sigma). Indometacina foi dissolvida em etanol, ODQ foi dissolvido 

em DMSO e as outras soluções, incluindo a solução de Krebs-Henseleit modificada, 

foram preparadas em água destilada. 

 

4.6  Reatividade Vascular 
 

Os ratos foram eutanasiados e a aorta torácica foi cuidadosamente 

removida e colocada em um recipiente (placa de petri) contendo solução de Krebs-

Henseleit modificada à 4° C (pH 7,4; composição em mM: NaCl - 130; NaHCO3 - 

14,9; KCl - 4,7; KH2PO4 - 1,18; MgSO4 7H2O - 1,17; CaCl2 2H2O - 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 aço inoxidável, em cubas de vidros (9 mL) 

contendo solução nutritiva de Krebs-Henseleit modificada sob temperatura constante 

de 37° C e aerada com solução carbogênica (95% de O2 e 5% de CO2). Uma das 

extremidades da haste foi conectada a um transdutor de força que, acoplado a um 

sistema computadorizado, permite o registro das contrações (World Precision 

Instruments, Sarasota, FL, USA).  

As preparações permaneceram sob tensão de 1,5 g durante 60 minutos, 

período reservado para a estabilização, com trocas de líquido nutritivo e ajuste de 

tensão a cada 15 minutos. Após estabilização, foram adicionadas fenilefrina (Phe - 

0,1µM para a verificação da responsividade vascular ao estímulo contrátil) e, na 

sequência, ACh (10µM para a confirmação da presença ou ausência de endotélio 

funcional nas preparações estudadas). Para a execução dos protocolos 

experimentais em aortas desprovidas de endotélio vascular, a camada íntima foi 

removida mecanicamente por meio da fricção de uma cânula metálica coberta de 

algodão no lúmen do vaso. Foram considerados anéis com endotélio funcional 

aqueles cujo relaxamento mínimo produzido pela ACh correspondeu a 90% e para 

anéis sem o endotélio, aqueles cujo relaxamento máximo produzido correspondeu a 

10%. 

Após a realização do teste da integridade do endotélio, as preparações 

foram lavadas com solução nutritiva de Krebs-Henseleit modificada e mantidas em 

repouso por mais 60 minutos. 

 

4.7  Protocolos Experimentais 

 

4.7.1 Avaliação do efeito do EBH e frações orgânica s de C. brasiliense frente 

às contrações induzidas por Phe em anéis de aorta i solada de rato 

 

Após o período de estabilização, uma segunda resposta a Phe (0,1µM) foi 

obtida e, durante a fase tônica da contração resultante, foram construídas curvas 

concentração efeito (CCE) para o EBH ou para as frações orgânicas (FH, FC, FAE e 

FB) nas concentrações de 0,1; 0,3; 1; 3; 10 e 30 µg/ml. Cerca de 60 minutos após o 

término deste procedimento, induziu-se uma nova contração com Phe, seguida da 

adição por ACh (10µM), com o objetivo de avaliar se  o EBH e as frações orgânicas 
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eram capazes de comprometer a integridade das preparações. O veículo (DMSO) 

também foi testado e a concentração final nas cubas não excedeu 0,01%.  

Para dar seguimento ao estudo do mecanismo de ação envolvido com o 

efeito vasodilatador observado com as frações 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 Avaliação 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 anéis com 

endotélio e sem endotélio vascular. Ambos foram previamente contraídos com Phe 

(0,1 µM) e em seguida CCE para a FB foi realizada. Ao final deste procedimento, em 

anéis sem o endotélio foi adicionado NPS (1µM), um doador de óxido nítrico, para 

produzirmos o relaxamento independente do endotélio, a fim de avaliar a viabilidade 

da preparação. 

 

4.7.3 Avaliação da participação da via NO/GMPc no e feito vasorelaxante da FB  

 

Após avaliação da presença ou ausência do endotélio, anéis de aorta com 

endotélio foram previamente incubados com L-NAME (100µM - inibidor não seletivo 

da NOS) durante 30 minutos. A seguir, os anéis aórticos foram pré-contraídos com 

Phe (0,1µM) ou KCl (120mM). Quando a resposta contrátil atingiu um patamar, CCE 

para a FB (0,1-30 µg/ml) foram construídas. Além disso, para verificarmos a 

participação da GCs, anéis aórticos com endotélio funcional foram previamente 

incubados durante 30 minutos com ODQ (10 µM), um inibidor da GCs. Após o 

período de incubação, as preparações foram contraídas com Phe (0,1 µM) e então 

foi construída CCE com adição da FB (0,1-30 µg/ml).  

 

4.7.4 Verificação da participação de prostanóides v asodilatadores e canais de 

potássio no efeito vasorelaxante da FB 

 

Após a confirmação da presença de endotélio vascular funcional, tecidos 

aórticos com endotélio funcional foram previamente incubados durante 30 minutos 
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com indometacina (10 µM - um inibidor não seletivo da COX) ou tetraetilamônio 

(TEA, 1 mM - um inibidor não seletivo dos canais de potássio). Após o período de 

incubação, induziu-se uma contração com Phe (0,1 µM) e na fase tônica desta 

contração adicionou-se FB (0,1 - 30 µg/ml) cumulativamente.  

 

4.7.5 Avaliação do papel dos receptores muscarínico s e histaminérgicos no 

efeito vasorelaxante da FB 

 

Para avaliar se o efeito vasorelaxante da FB envolvia a participação de 

receptores muscarínico e histaminérgicos, após avaliação da presença ou ausência 

do endotélio, e subsequente contração promovida pela Phe (0,1 µM), CCE para a FB 

(0,1 - 30 µg/ml) foram construídas 30 minutos após a incubação com atropina (10µM 

– antagonista de receptor muscarínico) ou pirilamina (10µM – antagonista de 

receptor histaminérgico H1).  

 

4.8  Análise estatística 

 

 Os resultados foram expressos como médias ± e.p.m., com exceção 

dos valores de CE50 foram determinados através de regressão não-linear das curvas 

concentração-resposta obtidas nos experimentos. Os resultados de relaxamento 

induzido pela FB foram expressos como o percentual de redução da contração 

máxima obtida com a Phe. 

 Para a comparação entre mais de dois grupos, os resultados foram 

submetidos à análise de variância seguida pelo teste de Tukey-Kramer. Quando a 

comparação foi realizada entre dois grupos, os resultados foram submetidos ao teste 

“t” de Student (bicaudal não pareado). 

As diferenças entre os dados foram consideradas significativas quando        

P < 0,05. 

Todos os dados foram analisados utilizando-se o programa GraphPad 

Prism® versão 5.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). 
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5.1 Avaliação do efeito do EBH e frações orgânicas de C. brasiliense frente às 

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

 

A adição cumulativa do EBH (0,1 - 30µg/mL) promoveu relaxamento 

vascular de modo concentração-dependente, apresentando Emax = 97,4 ± 2,2% e 

CE50 de 3,9 (2,8 - 5,4) µg/ml. A FB (0,1 - 30µg/mL) apresentou efeito semelhante ao 

EBH (Emax = 94,4 ± 2,5% e CE50 = 5,6 (3,5 - 8,9) µg/ml). FH, FC e FAE induziram 

Emax = 59.1 ± 7.1%, 34.7 ± 8.6% e 74.7 ± 3.8%, respectivamente. O veículo (DMSO) 

não apresentou efeito relaxante significativo (Figura 4).  

A exposição das preparações aórticas ao EBH e frações não provocou 

efeitos deletérios, uma vez que 60 minutos após a retirada dos extratos houve 

responsividade dos tecidos frente à exposição de Phe (0,1µM) e Ach (10µM) (Dados 

não mostrados). 
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Figura 4:  Curvas concentração efeito (CCE) (0,1 a 30 µg/mL) para extrato bruto 
hidroalcoólico (EBH), fração hexânica (FH), fração clorofórmica (FC), fração acetato de etila 
(FAE), e fração butanólica (FB) das folhas de C. brasiliense em anéis aórticos de ratos com 
endotélio intacto pré-contraídos com Phe (0,1 µM). Os símbolos e linhas verticais 
representam a média ± e.p.m. de 6-8 experimentos.  
* P <0,05 quando comparado ao grupo veículo. 
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5.2 Avaliação do papel do endotélio no efeito vasor elaxante da FB  

 

A remoção mecânica da camada de células endoteliais aboliu o efeito 

vasodilatador da FB (Emax = 1,1 ± 0,5%) (Figura 5) em preparações aórticas pré-

contraídas com Phe. 
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Figura 5: Curvas concentração efeito (CCE) (0,1 a 30 µg/mL) para fração butanólica (FB) de 
C. brasiliense em anéis aórticos de ratos com endotélio (E+) e sem endotélio (E-), pré-
contraídos com Phe (0,1 µM). Os símbolos 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. Avaliação da participação da via NO/GMPc no ef eito vasorelaxante da FB  

 

A pré-incubação com L-NAME (100 µM) ou com ODQ (10 µM), inibiu o 

relaxamento induzido pela FB (Emax = 2,8 ± 1,2% e 8,2 ± 1,0, respectivamente) 

(Figura 6A). 

Nas preparações pré-contraídas com KCl (120mM), a FB também 

promoveu efeito relaxante (Emax = 51,9 ± 5,1%) que foi reduzido pela pré-incubação 

com L-NAME (100 µM; Emax = 11,5 ± 2,1%) (Figura 6B).   
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Figura 6: Curvas concentração efeito (CCE) (0,1 a 30 µg/mL) da fração butanólica (FB) de 
C. brasiliense em anéis aórticos de ratos com endotélio intacto pré-contraídos com 
fenilefrina (Phe - 0,1 µM) na ausência ou na presença de Nω-nitro-L-arginina metil éster (L-
NAME - inibidor da óxido nítrico sintase - 100 µM) ou 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-
alpha]quinoxalin-1-one (ODQ - inibidor da guanilato ciclase - 10 µM) (A) ou com KCl 
(120mM) na ausência ou na presença de L- NAME (100 µM) (B). Os símbolos 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 Verificação da participação de prostanóides vas odilatadores e canais de 

potássio no efeito vasorelaxante da FB 

 

Em anéis de aorta com endotélio intacto pré-contraídos com Phe (0,1 

µM), a pré-incubação com indometacina (10 µM; inibidor da COX) ou TEA (1 mM - 

inibidor não seletivo dos canais de potássio), não alterou o vasorelaxamento 

induzido pela FB (Emax = 83,0 ± 4,0% e 97,0 ± 1,4% , respectivamente; Figura 7 A e 

B). 
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Figura 7: Vasorelaxamento promovido pela fração butanólica (FB) (0,1 – 30 µM) na 
ausência ou na presença de indometacina (inibidor da ciclooxigenase - 10 µM) (A) ou 
tetraetilamônio (TEA, bloqueador não seletivo de canal de potássio - 1 mM) (B) em 
preparações aórticas com endotélio intacto previamente contraído com Phe (0,1µM). Os 
resultados são expressos como médias ± e.p.m. de 6-7 experimentos. 
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5.5 Avaliação do papel dos receptores muscarínicos e histaminérgicos no 

efeito vasorelaxante da FB 

 

A pré-incubação com atropina (10µM – antagonista de receptor 

muscarínico) ou pirilamina (10µM – antagonista de receptor histaminérgico H1), em 

preparações de anéis de aorta com o endotélio funcional contraídos com Phe (0,1 

µM), não 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 fração butanólica (FB) antes e após a incubação 
com atropina (antagonista de receptor muscarínico - 10 µM) (A) ou pirilamina (antagonista 
de receptor histaminérgico H1 - 10 µM) (B) em tecidos aórticos pré-contraídos com Phe (0,1 
µM). Os resultados são expressos como média ± e.p.m. de 5-7 experimentos. 
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Neste estudo buscou-se avaliar os efeitos vasculares do extrato bruto 

hidroalcoólico das folhas de Caryocar brasiliense Camb. (EBH) e das frações 

orgânicas obtidas através do fracionamento do EBH. Esta planta tem ocorrência em 

todo Cerrado brasileiro, seus frutos e folhas são muito utilizados pela população da 

região Centro-Oeste do Brasil, tanto para alimentação quanto para fins terapêuticos 

(ARAÚJO, 1995).  

Nos últimos anos, diversos produtos naturais tem sido alvos de pesquisas 

básicas e clínicas para o desenvolvimento de novos fármacos. Levando em 

consideração 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 relação à C. brasiliense, 

apesar de não haver na literatura indicações da utilização popular para tratar 

doenças cardiovasculares, estudo inicial realizado por Miranda-Vilela (2009) atribuiu 

ao pequi efeito hipotensor, justificando a investigação proposta neste estudo. 

Os resultados demonstraram que em anéis de aorta torácica de ratos com 

endotélio intacto, o EBH promoveu efeito vasodilatador de modo concentração-

dependente fornecendo, assim, subsídios para o prosseguimento do estudo. Na 

etapa seguinte, realizou-se o fracionamento do EBH, obtendo-se as diferentes 

frações orgânicas com a utilização de solventes em crescente grau de polaridade 

(Figura 4).  

Nas condições experimentais utilizadas, todas as frações orgânicas (FH, 

FC, FAE, FB) apresentaram atividade vasorelaxante, com diferentes graus de 

intensidade, sugerindo a participação de compostos ativos tanto polares como 

apolares neste efeito. Como a identificação destes compostos não foi delineada para 

este estudo, o passo seguinte foi, então, investigar as vias de controle do tônus 

vascular envolvidas com o efeito vasodilatador de C. brasiliense. Pelo fato da fração 

butanólica (FB) ter apresentado efeito vasorelaxante mais pronunciado (Emax) e 

semelhante ao obtido com o EBH, esta foi selecionada para dar seguimento ao 

estudo dos mecanismos de ação.  

O papel do endotélio na regulação do tônus vascular tem sido muito 

estudado e está bem estabelecido. Furchgott & Zawadzki (1980) demonstraram pela 

primeira vez que o relaxamento de vasos sanguíneos estimulado pela ACh era 

promovido por um fator de relaxamento dependente do endotélio, hoje conhecido 

como NO. Na tentativa de verificar a modulação endotelial nessa resposta, 
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primeiramente avaliamos se o relaxamento estimulado pela FB era dependente ou 

não do endotélio. Observou-se, assim, que o efeito vasodilatador da FB é 

dependente do endotélio, uma vez que a remoção mecânica do endotélio vascular 

aboliu o efeito relaxante promovido pela FB (Figura 5). 

Sabe-se que o endotélio vascular participa do controle do tônus vascular 

através da liberação de substâncias vasoativas. Entre os mediadores endoteliais que 

promovem vasorelaxamento estão o NO, a PGl2 e o EDHF (MONCADA e VANE, 

1979; FURCHGOTT e ZAWADZKI, 1980; FELETOU e  VANHOUTTE, 1988).  

Nas preparações aórticas com endotélio intacto e pré-contraídas com 

Phe, a presença de L-NAME (inibidor da óxido nítrico sintase) ou de ODQ (inibidor 

da guanilato ciclase), aboliu o efeito vasorelaxante da FB, sugerindo a participação 

da via NO/GMPc na atividade vascular de C. brasiliense (Figura 6A).  

Nas preparações aórticas com endotélio intacto e pré-contraídas com o 

agente despolarizante KCl  (120 mM), a FB  promoveu relaxamento de menor 

intensidade (51,9%) quando comparado com as preparações pré-contraídas com 

Phe (94,4%), sendo que ambas preparações tiveram o efeito relaxante reduzido na 

presença de L-NAME (Figura 6B). De acordo com Furchgott e Zawadzki (1980), 

Rapoport et al. (1985) e Chang et al. (1994), este achado é coerente com 

propriedades de relaxamento vascular dependente de NO.  

A explicação para esta afirmação vem da compreensão dos mecanismos 

envolvidos com os dois agentes vasoconstritores e com o vasodilatador NO. Sabe-

se que o aumento da concentração de potássio extracelular causa contração no 

músculo liso através da despolarização da membrana com ativação de canais de 

Ca2+ sensíveis à voltagem e liberação de Ca2+, levando ao aumento do cálcio 

intracelular, ativação da cadeia leve de miosina e contração muscular (VOGALIS et 

al., 1991; YOSHIHIMA et al., 1992). A vasoconstrição estimulada pela Phe, por sua 

vez, é resultante da estimulação de receptores α1- adrenérgicos, que leva à 

formação de IP3 e liberação de Ca2+ do retículo sarcoplasmático para o citoplasma. 

No caso do NO, ao ativar a GCs, a formação de GMPc é aumentada, ativando a 

PKG e resultando numa cascata de efeitos no músculo liso que culminam na 

desfosforilação das cadeias leves de miosina e sequestro de Ca2+ intracelular, com 

consequente relaxamento (IGNARRO et al., 1987; RAPOPORT et al., 1983; 

RAPOPORT e MURAD, 1983).  Levando em consideração estes apontamentos, é 

esperado que o agente despolarizante promova aumento da concentração de Ca2+ 



33 
 

 

intracelular em maiores proporções do que o vasoconstritor Phe, justificando que, 

numa situação de antagonismo entre o vasorelaxamento promovido pelo NO e a 

vasoconstrição por KCl ou Phe, o relaxamento seja de menor intensidade em 

preparações pré-contraídas com KCl, corroborando com os resultados obtidos neste 

estudo de que o efeito vasorelaxante da FB é dependente de NO.  

 Para avaliar a participação de prostanóides vasodilatadores no 

relaxamento dependente de endotélio induzido pela FB, utilizaram-se preparações 

aórticas pré-incubadas com indometacina, um inibidor não seletivo da COX. Nas 

condições experimentais deste estudo, a indometacina não modificou o efeito 

vasodilatador promovido pela FB (Figura 7A), sugerindo a ausência de participação 

desta via no efeito induzido pela FB. 

O EDHF, embora ainda seja uma substância desconhecida, sabe-se que 

atua promovendo a hiperpolarização celular através da abertura de canais de 

potássio, o que leva à vasodilatação por reduzir o Ca2+ citosólico (CHEN et al.; 1988; 

FELETOU e VANHOUTTE, 1988). A adição da FB aos anéis de aorta previamente 

expostos ao TEA, um bloqueador não seletivo de canais de potássio, não reverteu o 

relaxamento promovido pela FB (Figura 7B), indicando assim, que canais de 

potássio não estão envolvidos neste efeito.  

Um evento importante para a produção de EDRF é o aumento das 

concentrações de Ca2+ na célula endotelial, que pode ocorrer por ativação de 

receptores, como por exemplo, muscarínicos e histaminérgicos (OLIVEIRA et. al., 

2008). Esses receptores são proteínas integrais de membrana acoplados a proteína-

G que quando estimulados por um agonista, induzem o aumento de Ca2+ na célula 

endotelial e consequente liberação dos EDRFs (FURCHGOTT e ZAWADZKI, 1980).  

Para verificar a participação dos receptores muscarínicos e 

histaminérgicos no relaxamento induzido pela FB, foram realizados experimentos em 

anéis de aorta torácica de ratos pré-incubados com atropina, um antagonista não 

seletivo dos receptores muscarínicos ou pirilamina, um antagonista de receptores H1 

da histamina. Nestas preparações, a presença dos antagonistas seletivos para 

esses receptores não modificou o relaxamento promovido pela FB, descartando o 

envolvimento destas vias no efeito vasorelaxante da FB (Figura 8 A e B). 

Nas condições experimentais utilizadas neste trabalho, a fração 

butanólica causou maior relaxamento do tecido muscular liso quando comparado a 

outras frações orgânicas. O butanol é um solvente de alta polaridade e extrai 
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flavonóides, taninos e saponinas, entre outras substâncias (GHEDINI e ALMEIDA, 

2007). A caracterização química de componentes polares do pequi mostrou a 

presença de componentes bioativos, como a quercetina (ROESLER et al., 2008).  

Estudos in vitro realizados com a quercetina demonstraram que esta 

possui atividade relaxante no músculo liso vascular (DUARTE et al., 1993; 

ROGHANI et al., 2005), sendo este efeito associado ao aumento da produção de NO 

(MACHHA et al., 2007). Estudo in vivo demonstrou que o tratamento crônico com a 

quercetina reduziu a pressão arterial de ratos hipertensos (GARCIA-SAURA et al., 

2005). 

Oliveira e colaboradores (1968) identificaram nas folhas de C. brasiliense 

friedelina e o ácido oleanólico, substâncias descritas na literatura como  

vasodilatadoras (RODRÍGUEZ-RODRÍGUEZ et al., 2004; JIAO et al., 2007). 

Observou-se que a administração de friedelina diminui a resposta vascular da aorta 

torácica de ratos ao agente vasoconstritor Phe (JIAO et al., 2007), entretanto, os 

mecanismos envolvidos neste efeito não foram identificados. Já para o ácido 

oleanólico, o mecanismo envolvido na reversão do efeito vasoconstritor da Phe 

parece envolver principalmente o aumento da liberação de NO via ativação da eNOS 

(RODRÍGUEZ-RODRÍGUEZ et al., 2004).  

Levando em consideração os efeitos vasculares já descritos para algumas 

substâncias identificadas no pequi, pode-se sugerir que os resultados obtidos neste 

estudo podem estar relacionados a estes compostos. No entanto, esta sugestão 

somente poderá ser confirmada após a identificação química dos componentes 

presentes na FB e a realização dos testes experimentais com estas substâncias, 

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 está sendo ativada não 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 

voluntários e, assim sendo, para um possível uso medicinal de C. brasiliense, ainda 

desconhecido, em condições patológicas como a hipertensão arterial e a 

aterosclerose. 
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• O extrato bruto hidroalcoólico das folhas de Caryocar brasiliense Camb. 

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

 

• O fracionamento biomonitorado do EBH mostrou que todas as frações 

orgânicas (FH, FC, FAE, FB) apresentaram efeito vasorelaxante, sendo este 

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

 

• Dentre todas as frações orgânicas, a butanólica apresentou maior atividade 

vasorelaxante nas concentrações 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 voluntários. 
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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 BF, 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
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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),
Nω-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 Aristônio Mag-
alhães Teles, and a voucher specimen was deposited at the
herbarium of the Institute of Biological Sciences of the
Federal University of Goiás 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 48–72 h, with
occasional stirring. The extract was then vacuum-filtered,
concentrated in a rotary evaporator at reduced pressure and

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× 300 mL) at room temperature. After the removal
of the hexane fraction, the remaining aqueous extract was
eluated with chloroform (3 × 300 mL). After the removal
of the chloroform fraction, the remaining aqueous extract
was eluated with ethyl acetate (3 × 300 mL). After removal
of the ethyl acetate fraction, the remaining aqueous layer
was extracted with n-butanol (3 × 300 mL). 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) (0.29 g), 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 : 30 v/v) containing 1% formic acid or 1 mM
ammonium formate, depended of each experiment, to the
final concentration of 0.5 μg/mL, 50 μg/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, 0.45 mm, 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 : 90 v/v) (A) and acetonitrile (B), both containing
1% formic acid. The flow rate was maintained at 300 μL/min,
and the gradient profile was as follows: t0–5.0 min: A = 100%
to 90%; t5.0–35.0 min: A = 90% to 30%; t35.0–40.0 min: A =
30%; t40.0–41.0 min: A = 30% to 100%; t41.0–46.0 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 × 2.1 mm (5 mm particle
size) column coupled with an XBridge C18 10 × 2.1 mm
(5 mm particle size) guard column. The injection volume
was 20 μL, 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), 10; 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,
−4500 V; 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 Goiás 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 Ciência em Animais de
Laboratório (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 1.5 g resting tension
on stainless steel hooks in 9.0 mL warmed (37◦C) and
oxygenated (95% O2 and 5% CO2) organ baths containing
a modified Krebs-Henseleit solution (pH 7.4; composition
in mM: NaCl—130, NaHCO3—14.9, KCl—4.7, KH2PO4—
1.18, MgSO4·7H2O—1.17, CaCl2·2H2O—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 μM). When the contractile responses to Phe had reached
a plateau (usually after 15 min), cumulative concentrations
(0.1 μg/mL to 30 μg/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 BF, 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 μM)
following precontraction with Phe (0.1 μM). In order to
investigate whether BF-induced relaxation was dependent
on the integrity of the vascular endothelium, concentration-
response curves to BF (0.1 μg/mL to 30 μg/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 μM), an NO-donor,
was added to produce endothelium-independent relaxation.

In addition, endothelium-intact aorta rings were incu-
bated with L-NAME (100 μM), a nitric oxide (NO) synthase
inhibitor, for 30 min. After the incubation period, aorta
rings were then stimulated with Phe (0.1 μM) or KCl
(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 μM)
(a cyclooxygenase (COX) inhibitor) and TEA (1 mM) (a
nonselective K+ channel blocker). The involvement of
guanylylcyclase on BF-induced relaxation was measured in
the presence of ODQ (10 μM), a soluble guanylylcyclase
inhibitor.

The involvement of endothelial receptors in the vascular
effects of BF was measured after incubation of atropine
(10 μM), a muscarinic receptor antagonist, or pyrilamine
(10 μM), a histamine H1-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 Ca2+-free
high K+ (60 mM) depolarizing Krebs-Henseleit solution. A
cumulative concentration-response curve to CaCl2 (10 μM
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 KCl (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 μM) and ACh (10 μM).

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% O2)
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 g kg−1·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
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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 μg kg−1·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 6–8 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 μM) 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 (Emax = 97.4 ± 2.2% and 94.4
± 2.5%, resp.) (Figure 1). The EC50 for CHE and BF was
3.9 μg (2.8–5.4) and 5.6 μg (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 Ca2+ solution, CaCl2
was able to induce contractions that were not inhibited by
BF in doses of 0.3, 3, and 30 μg/mL (Figure 3).

In aortic tissue precontracted with Phe (0.1 μM), 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 (120 mM), 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 μg/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 μM). 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 μM) completely inhibited the relaxation
produced by BF in aortic rings precontracted with KCl
(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 μg kg−1·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
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Figure 2: Cumulative concentration-response curves (0.1 to
30 μg/mL) for butanolic fraction (BF) of C. brasiliense leaves in rats
aortic rings with intact or denuded endothelium precontracted with
phenylephrine (Phe) (0.1 μM). 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 μg/mL) on the contractile
responses elicited by incremental addition of Ca2+ (10 μM–0.1 mM)
to aortic rings depolarized by isotonic KCl (60 mM) in a Ca2+-
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 tR = 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 μM) in the presence of Nω-
nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) (a nitric oxide synthase
inhibitor, 100 μM) or 1H-[1, 2, 4]oxadiazolo [4,3-alpha]quinoxalin-
1-one (ODQ) (a guanylylcyclase inhibitor, 100 μM) and (b) precon-
tracted with KCl (120 mM) in the presence or absence of L-NAME
(100 μM). The results show the mean ± SEM of 6–8 experiments.
∗P < 0.05 when to control (Phe or KCl).

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 5: Relaxation evoked by BF before (control curve) and
after exposure to pyrilamine (a H1 receptor antagonist; 10 μM) or
atropine (a muscarinic antagonist receptor; 10 μM) in rat aortic
rings. The results are expressed as mean± SEM of 5–7 experiments.
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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 μM) in rat aortic rings. The results are expressed as
mean ± SEM of 6-7 experiments.

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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Figure 7: Effects of BF infusion (7.15, 14.3, 28.6, 57.2, 114.4,
and 228.8 μg kg−1·b.wt., i.v.; in 0.1 mL) 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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Figure 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 1 mM ammonium formate. (b) Mass
spectra extracted in tR = 3.5 min of chromatogram of BF. (c) Mass
spectra extracted in tR = 23.4 min of chromatogram of BF.

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., HF, 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 BF. 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 BF.

When we constructed a concentration-response curve to
CaCl2 in a high K+ solution before and after incubation with
BF, it was not capable of antagonizing the CaCl2-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 BF.

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 H1 [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 BF.

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.



8 Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine

2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5 10
Time (min)

In
te

n
si

ty
 (

cp
s)

3.7

3.2
4.32.92.6

4.7 5.6 6.75.1

9.48.77.7

0

1e7

5e6

1.5e7

2e7

2.5e7

3e7

3.5e7

4e7

4.5e7

5e7
5.3e7

Max. 5.5e7 cps

TIC of −Q1: from Sample 1 (Pad Galico) of

LC MS Neg.wiff (Turbo Spray), Smoothed

(a)

20 20.5 21 21.5 22 22.5 23 23.5 24 24.5 25 25.5

25.39

Time (min)

In
te

n
si

ty
 (

cp
s)

TIC of −Q1: from Sample 2 (Padrao Quercetina) 

0
1e7
2e7
3e7
4e7
5e7
6e7
7e7
8e7
9e7
1e8

1.1e8
1.2e8
1.3e8
1.4e8
1.5e8
1.6e8

of LCMS Pequi neg.wiff (Turbo Spray), Smoothed

23.42
Max. 1.6e8 cps

(b)

100 140 180 220 260 300 340 380

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

R
el

. i
n

t. 
(%

)

169

124.9

392

112.8

−Q1: 3.707 min from sample 1 (Pad Galico) 
of LC MS Neg.wiff

Max. 2e7 cps

m/z (amu)

(Turbo Spray), Centroided

(c)

100 140 180 220 260 300 340 380

178.9
300.9

150.7 303

272.9
315.1

m/z (amu)

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

R
el

. i
n

t. 
(%

)

−Q1: 23.591 min from Sample 2 (Padrao Quercetina) 
of LCMS Pequi neg.wiff (Turbo Spray), Centroided

Max. 7.1e6 cps

(d)

Figure 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 tR = 23.5 min of
chromatogram of gallic acid standard. (d) Mass spectra extracted in tR = 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 BF. 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



Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine 9

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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K. Silva et al., “Uso do óleo de pequi (Caryocar brasiliense) em
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