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RESUMO

As principais doengas cardiovasculares possuem o estresse oxidativo como mecanismo
subjacente em comum, sendo um dos responsdveis por causar disfun¢do endotelial,
caracterizada por desbalan¢o na producao de fatores vasoconstritores e vasodilatadores. Nesse
contexto, agentes antioxidantes sdo importantes alvos de estudo, tais como a betanina, um
corante natural presente em espécies vegetais que possui conhecida atividade antioxidante.
Assim, o presente estudo objetivou investigar os efeitos da betanina em artéria aorta isolada de
ratos. Anéis de artéria aorta foram obtidos apds eutandsia de ratos wistar e foram mantidos em
solucdo de Krebs. Contra¢Oes foram registradas através de sistema de aquisi¢cao de dados. A
betanina (1 — 3000 uM) induziu vasoconstricdo em anéis adrticos mantidos sob tdnus basal
(p<0,05) com Emax de 100,30% + 5,00% em relacdo a contragdo de referéncia induzida por
K+, enquanto que em anéis pré-contraidos com fenilefrina (1 pM) induziu apenas leve
contragdo (p<0,05). Tal efeito contratil foi inibido por prazosin (p<0,05), bloqueador alfal-
adrenérgico, mas ndo sofreu alteracdo por ioimbina (p>0,05) ou guanetidina (p>0,05),
bloqueadores alfa2-adrenérgico e de neurdnios adrenérgicos, respectivamente. Ao mesmo
tempo, a ciproeptadina e o verapamil, bloqueadores serotoninérgico e de canais de célcio
dependentes de voltagem, respectivamente, inibiram parcialmente a vasoconstricao induzida
por betanina. Em meio desprovido de calcio, o efeito contratil foi completamente inibido, ao
passo que, em anéis desprovidos de endotélio, foi exacerbado (p <0,05). A betanina também
foi capaz de melhorar a resposta relaxante induzida por acetilcolina (p <0,05) na presenca de
baicalina, agente inibidor da via vasodilatadora NO/GMPc/PKG. Portanto, a betanina possui
acdo vasoconstritora em aorta isolada de rato, efeito potencializado pela auséncia de endotélio
e dependente do influxo de calcio extracelular, provavelmente mediado por ativacdo de
receptores alfal-adrenérgicos, serotoninérgicos e canais de cdlcio dependentes de voltagem.
Além disso, melhorou a atividade vasorelaxante diante de prejuizo da via NO/GMPc/PKG,

sugerindo provavel acdo moduladora da funcdo endotelial.

Palavras-chave: Betanina. Atividade antioxidante. Efeito contratil. Artéria aorta.



ABSTRACT

The main cardiovascular diseases have oxidative stress as an underlying mechanism in
common, being one of the responsible for causing endothelial dysfunction, characterized by an
imbalance in the production of vasoconstrictor and vasodilator factors. In this context,
antioxidant agents are important to study targets, such as betanin, a natural dye present in plant
species that has known antioxidant activity. Thus, the present study aimed to investigate the
effects of betanin in isolated rat aorta. Aortic artery rings were obtained after euthanasia of
Wistar rats and were kept in Krebs solution. A data acquisition system recorded the
contractions. Betanin (1 — 3000 uM) induced vasoconstriction in aortic rings maintained under
basal tone (p<0.05) with an Emax of 100.30% =+ 5.00% in relation to the reference contraction
induced by K+, while in rings precontracted with phenylephrine (1 uM) induced only slight
contraction (p<0.05). Such contractile effect was inhibited by prazosin (p<0.05), alphal-
adrenergic blocker, but not altered by yohimbine (p>0.05) or guanethidine (p>0.05), alpha2-
adrenergic and neuron blockers adrenergic, respectively. At the same time, cyproheptadine and
verapamil, serotonergic and voltage-gated calcium channel blockers, respectively, partially
inhibited betanin-induced vasoconstriction. In extracellular medium lacking calcium, the
contractile effect was completely inhibited, whereas in rings without endothelium, it was
exacerbated (p < 0.05). Betanine was also able to improve the relaxing response induced by
acetylcholine (p <0.05) in the presence of baicalin, an inhibitor of the vasodilator
NO/cGMP/PKG pathway. Therefore, betanin has a vasoconstrictor action in isolated rat aorta,
an effect potentiated by the absence of endothelium and dependent on the influx of extracellular
calcium, probably mediated by activation of alphal-adrenergic, serotonergic and voltage-gated
calcium channels. In addition, it also improved vasorelaxant activity in the face of impairment
of the NO/cGMP/PKG pathway, suggesting a probable modulating action of endothelial

function.

Keywords: Betanin. Antioxidant activity. Contractile effect. Aorta artery.
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1 INTRODUCAO

As patologias cardiovasculares sdo as que mais afetam a populagdo em geral e estdo
relacionadas a um elevado nimero de 6bitos no Brasil e no mundo (DE PINHO et al., 2010).
Hoje, sabe-se que dentre os eventos caracteristicos que iniciam o processo de aterosclerose,
condicdo clinica diretamente relacionada a acidentes cardiovasculares, estd a disfuncao
endotelial, caracterizada pela biodisponibilidade e atividade de 6xido nitrico (NO) reduzida
(POLANCZYK, 2020).

A disfuncao endotelial, por sua vez, ocorre pelo desequilibrio entre a formacao de NO
e espécies reativas de oxigénio (EROs). Tal desequilibrio refor¢ca a oxidacdo da LDL
(lipoproteina de baixa densidade), acarretando o acimulo de lipidios nas paredes das artérias,
dando inicio a formacdo de ateromas e, a0 mesmo tempo, provocando resposta inflamatéria no
endotélio, o que compromete a fung¢do endotelial (GIRIBELA et al., 2011). Além disso,
quantidades excessivas de ROS causam danos em macromoléculas como DNA, lipidios e
proteinas, bem como interrup¢io das vias de sinalizacdo redox-dependentes na vasculatura,
levando a disfuncao endotelial (SILVA et al., 2021).

O excesso de ROS ocorre quando had desequilibrio entre agentes oxidantes e
antioxidantes no organismo, o que caracteriza o estresse oxidativo (MARCAL; MARTINS-
OLIVEIRA, 2011). No estresse oxidativo vascular tem-se uma superproducdo de radicais
livres, que diminui a atividade do NO (BOLZAN et al, 2017).

Nesse contexto, observa-se um crescente interesse na pesquisa por antioxidantes
naturais, pois, além de manter as propriedades organolépticas e quimicas dos alimentos,
também sio associados & manutengio de satide e prevengio de doencas (GANDIA-HERRERO);
ESCRIBANO; GARCIA-CARMONA, 2016).

Os metabdlitos secunddrios de plantas, em particular os compostos fendlicos e
flavondides estdo geralmente envolvidos na defesa contra distirbios degenerativos relacionados
ao estresse oxidativo. Portanto, plantas medicinais podem se tornar uma fonte ttil de novos
compostos antioxidantes, que podem ser usados para a prevengdo e tratamento de doencgas
relacionadas aos radicais livres (CHANTHASRI et al., 2018).

Na tultima década, a beterraba (Beta vulgaris L.) tem atraido muita atengdo como um
alimento funcional, com um possivel efeito promotor de saide, devido a descoberta de que é
um dos poucos vegetais que contém um grupo de pigmentos altamente bioativos conhecidos

como betalainas (GANDIA-HERRERO; ESCRIBANO; GARCIA-CARMONA, 2016).
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Por estabilizarem radicais livres, as betalainas podem ser classificadas como
antioxidantes naturais, havendo diversos relatos na literatura de tal propriedade (CHAVES et
al., 2018). Entre as betalainas, a betanina é o principal representante fitoquimico e tem sido
base de estudos pré-clinicos quanto ao seu uso terapéutico em doengas vinculadas ao estresse
oxidativo, especialmente as cardiovasculares (RAHIMI et al., 2019; SILVA et al., 2022; TAN
et al., 2015; TESORIERE et al., 2003).

A betanina é descrita como um composto bioativo capaz de inibir membranas lipidicas
e peroxidacdo de LDL, modulando a geracdo de ROS de modo a aumentar as atividades de
enzimas antioxidantes (ESATBEYOGLU et al., 2014). Assim, a betanina apresenta potencial
como terapia de suporte utilizada para melhorar os efeitos fisiopatoldgicos causados pelo
estresse oxidativo e eventos inflamatdrios que levam a doencas cardiovasculares (SILVA et al.,
2022).

Tawa et al. (2020) examinaram o efeito regulador da betanina no tonus vascular de
artérias suinas isoladas e sugeriram que a betanina ndo possui atividade vasorrelaxante, e que é
improvavel que ela seja o componente diretamente responsavel pelo efeito agudo da reducao
da pressao arterial induzida pelo extrato de beterraba (rico em betanina). Portanto, 0 mecanismo
pelo qual a betanina pode ser biologicamente ativa no sistema cardiovascular ainda é pouco
compreendido. Neste contexto, nos propomos a investigar os efeitos vasculares da betanina em

preparagdes isoladas de aorta de ratos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Doencas cardiovasculares

Doencas cardiovasculares (DCV) sdo doencgas do coracdo e dos vasos sanguineos, o que
inclui uma variedade de entidades como doengas periféricas vasculares, doenca coronariana,
insuficiéncia cardiaca, infarto do miocardio, cardiomiopatias, dislipidemias, hipertensao, entre
outras (SHAITO et al., 2020).

Apesar do sucesso de estratégias terap€uticas para dislipidemia e hipertensdo, por
exemplo, as DCVs contam como um ter¢o de todas as mortes do mundo, e a prevaléncia é
crescente (MANGGE et al.,, 2014). No mundo, tais doencas sdo responsdveis por
aproximadamente 41 milhdes de mortes por ano, equivalente a 71% das mortes totais
(POLANCZYK, 2020).

Evidéncias sugerem que a maioria dos fatores de risco para DCV aumenta o risco de
superproducio de EROs, estando o seu excesso relacionado com o desenvolvimento de tais
doencas (AVELAR et al., 2015). Tais fatores incluem alta ingestdo de gordura saturada e
colesterol, estresse, tabagismo, sedentarismo e diabetes, aterosclerose e hipertensao
(ADEGBOLA et al., 2017).

A patogénese das DCVs por meio desses fatores ocorre devido estresse oxidativo,
disfun¢do endotelial ou alteracdo na vasculatura resultando na mobilizagdo de marcadores
inflamatorios, além de outros processos como a expressdo de moléculas de adesdo, a
proliferacdo e migragdo de células musculares lisas, a apoptose de células endoteliais, a
oxidacgdo de lipidios e a alteracdo da atividade vasomotora (ADEGBOLA et al., 2017).

Somado a isso, condi¢des inflamatorias cronicas atenuam as capacidades antioxidantes
endogenas devido a produgdo continua de altos niveis de ROS (MANGGE et al., 2014). O
estresse oxidativo é entdo um desequilibrio entre a produ¢do de ROS e a capacidade do
organismo de neutralizar seus efeitos deletérios por meio da acao de antioxidantes (TONDOLO,
2019).

Como resultado, o estresse oxidativo contribui para inflamacgdo e ruptura endotelial na
aterogénese e outros impactos na funcao celular e tecidual como hipertrofia do musculo liso
vascular, aumento na deposi¢ao de proteinas da matriz extracelular, aumento da contratilidade
das células musculares lisa vasculares, migragdo de mondcitos, peroxidacgdo lipidica, disfuncao
endotelial e apoptose (MANGGE et al., 2014; MARCAL; MARTINS-OLIVEIRA, 2011).

Dessa forma, o aumento do estresse oxidativo associado a diminui¢@o das defesas antioxidantes
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podem levar a transtornos metabdlicos e mudangas na sinalizag¢do celular, como o prejuizo na
vasodilatacdo dependente do endotélio (AVELAR et al., 2015).

Segundo Margal e Martins-Oliveira (2011) qualquer situagdo em que haja prejuizo na
vasodilatacdo dependente do endotélio, causada por uma redugdo na producdo ou
biodisponibilidade de NO na parede do vaso, caracteriza um quadro de disfuncio endotelial. E
descrito na literatura que antioxidantes exdgenos podem modular as respostas de vasodilatacao

dependente do endotélio (MANGGE et al., 2014).

2.2 Disfuncio endotelial

As DCVs apresentam, em sua génese e/ou em seus mecanismos fisiopatoldgicos,
alteragdes na fungdo endotelial (DE PINHO et al., 2010). E descrito na literatura o papel do
dano endotelial e sua disfuncdo no desenvolvimento e progressdo dessas doencas, sendo os
eventos iniciais da aterosclerose e fatores importantes na sindrome coronariana aguda (DE
PINHO et al., 2010; STORCH et al., 2017).

Em individuos sadios sob condi¢des basais, hd tonus vasodilatador moderado e
constante, causado pelo NO endotelial se difundindo para as células da musculatura lisa
vascular (DE PINHO et al., 2010). Na célula muscular, o NO interage com a enzima guanilato
ciclase solivel (GCs), tornando-a ativa. A GCs leva a producdo de guanosina monofosfato
ciclica (GMPc), que ativa a proteina quinase dependente de GMPc (PKG), que entdo fosforila
vdrias proteinas celulares que promovem relaxamento devido a diminuicao do influxo de célcio
e inibi¢do da liberagdo e/ou aumento do armazenamento de cdlcio no reticulo sarcoplasmatico
(MARTINELLI, 2019). Dessa forma, se a formagdo basal de NO cessa, aparecerd
vasoconstri¢ao (DE PINHO et al., 2010).

Alguns dados tém mostrado que o declinio na biodisponibilidade de NO pode ser
causado por uma diminuida expressdo da enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), uma
falta de substrato ou cofatores para eNOS, alteragdes na sinalizacdo celular fazendo com que a
eNOS nao seja ativada apropriadamente, ou até mesmo seja o resultado de uma degradacao
acelerada do NO pelas ROS (MARCAL; MARTINS-OLIVEIRA, 2011). A disfungdo
endotelial, portanto, ¢ uma condicdo caracterizada por reducdo da biodisponibilidade de
vasodilatadores derivados do endotélio, tais como o NO e um aumento, relativo ou absoluto, da
biodisponibilidade de vasoconstritores (STORCH et al., 2017).

Como resultado, a alteracdo da funcdo endotelial precede o desenvolvimento de

alteracoes aterosclerdticas, bem como colabora para a hipertensdo arterial, que estd associada
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ao prejuizo na vasodilatagdo dependente do endotélio. (GIRIBELA et al., 2011; MARCAL,;
MARTINS-OLIVEIRA, 2011).

Sendo assim, a intervengao em mecanismos intracelulares que controlem tanto a sintese
e/ou liberacdo de mediadores vasodilatadores, quanto em sistemas bioldgicos responsdveis pela
producdo e remoc¢do das EROs, poderdo ser promissores alvos terapéuticos (MARCAL;

MARTINS-OLIVEIRA, 2011).

2.3 Pigmentos naturais e betalainas

A cor € um dos atributos mais importantes dos alimentos ja que € o primeiro aspecto
que o consumidor associa a qualidade do produto. Em razio disso, os corantes alimenticios sao
extremamente importantes na industria, para garantir a atratividade dos produtos alimenticios.
No entanto, com base nas ultimas descobertas relacionadas aos efeitos colaterais e problemas
de toxicidade de alguns corantes sintéticos, os consumidores em todo o mundo tém mostrado
crescente interesse em alternativas naturais (MELO, 2019).

Muitos pigmentos naturais em alimentos servem primariamente para propositos de cor,
mas também promovem saide e bem estar por prevenir e, as vezes, até auxiliar na cura de
doencas. Dentre as substincias bioativas encontradas em alimentos que estdo relacionadas a
nutricdo e sadde estdo as clorofilas; circuma e curcumina; carmim e betalainas (VOLP;
RENHE; STRINGUETA, 2009).

Ha evidéncias sugerindo que alguns corantes naturais podem ser antioxidantes
nutricionalmente importantes e que sua presen¢a na dieta pode reduzir o risco de doencgas
cardiovasculares, cancer e outras doengas associadas ao envelhecimento (CAI; SUN; CORKE,
2003).

A maioria das pesquisas vem sendo focada em corantes naturais, como carotendides,
antocianinas (flavondides) e curcumindides, que exibem atividades antioxidantes,
antiinflamatérias e antibacterianas, além de efeitos anticarcinogénicos e de promocao
antitumoral (CAI; SUN; CORKE, 2003). Como exemplo, inimeros estudos realizados com
compostos fenodlicos, especialmente os flavondides (antoxantinas e antocianinas), demonstram
a capacidade de captar radicais livres (atividade antioxidante) e seus efeitos na prevengao de
enfermidades cardiovasculares e circulatorias (KUSKOSKI et al., 2006).

Ja a beterraba vermelha (Beta vulgaris L.) € conhecida por possuir compostos
nitrogenados chamados de betalainas que apresentam a func¢do de antioxidantes naturais, pois

sdo compostos nitrogenados provenientes do metabolismo secundario (ZABOTTI,
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CAROLINE; GENEMA, 2013). As betalainas sdo compostos N-heterociclicos soldveis em
dgua, localizados nos vactolos das plantas. Seu precursor comum € o 4cido betalamico (VOLP;
RENHE; STRINGUETA, 2009). As betalainas ndo pertencem ao grupo dos alcaldides, pois na
natureza se apresentam na forma 4cida devido a presenca de vdrios grupos carboxilas e
produzem coloragdo vermelha, amarela, pink e laranja em flores e frutas, sendo que a beterraba
constitui a principal fonte deste pigmento (VOLP; RENHE; STRINGUETA, 2009).

A variacdo desses grupos € em funcdo das diferentes fontes de onde podem ser obtidos
esses pigmentos e determinam sua tonalidade e estabilidade (VOLP; RENHE; STRINGUETA,
2009). Desta forma, as betalainas sdo classificados em betacianinas, que conferem cor
vermelho-violeta a beterraba, e as betaxantinas, um corante amarelo-laranja também presente
na beterraba vermelha, mas em menor propor¢do que as betacianinas (ZABOTTI, CAROLINE;
GENEMA, 2013).

As betaxantinas sdo caracterizadas por substituintes que nao estendem o sistema de
ressonadncia, os compostos exibem espectros ultravioleta visivel com absorcio mdxima em
torno de 480 nm. J4 as betacianinas, possuem como substituintes anéis aromaticos, como, por
exemplo, a ciclo-3,4-dihidroxifenilalanina (ciclo-DOPA), ou algum de seus derivados
glicosilados, que estendem a ressonancia € mudam o médximo de absor¢@o de 480 nm para 540
nm (SASSONIA, 2021).

As betalainas sdo identificadas como um antioxidante natural. A alta atividade
antioxidante das betalainas parece resultar de sua excepcional capacidade de doacdo de elétrons
e de sua capacidade de desarmar radicais altamente reativos direcionados as membranas
celulares (SILVA et al, 2021). De fato, estudos ja mostram a beterraba como um dos dez mais
potentes antioxidantes (VOLP; RENHE; STRINGUETA, 2009). Apds estudos de
biodisponibilidade, alguns autores sugeriram que as betalainas betanina e indicaxantina estdao
envolvidas na protecdo da particula de LDL-colesterol contra modificagdes oxidativas
(GENTILE et al., 2004).

Além disso, Cai e colaboradores (2003) mostraram que as betalainas de plantas da
familia Amaranthaceae, especialmente as betacianinas do tipo gomfrenina e as betaxantinas
amarelas, demonstraram atividade antioxidante muito forte em comparagdo com antioxidantes
tipicos (4cido ascorbico, rutina e catequina), sugerindo que a betanina poderia se tornar uma
fonte util de antioxidantes naturais e corantes naturais.

Outros estudos ja utilizaram as betalainas obtidas a partir da beterraba em modelos

humanos. Pietrzkowski e colaboradores (2010) observaram que a administragdo de extrato de
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beterraba enriquecido em betalainas aliviou a inflamacdo e a dor em pacientes que sofriam de
osteoartrite, com doses que variaram de 35 mg a 100 mg por dia, ap6s 10 dias de tratamento.
Em animais, a administragdo do suco de beterraba levou a reducdo de danos ao DNA,
induzidos pelo carcingeno NDEA (N-nitrosodimetilamina), em tecido hepético de ratos;
enquanto em ratos submetidos a gentamicina conferiu prote¢do renal juntamente com reducao
dos mediadores proé-inflamatérios IL-6 e TNF-alfa e reducdo das concentracdes de
mieloperoxidase (que representa a infiltracao de neutréfilos) e NO (indicador de dano causado
por estresse oxidativo) (EL GAMAL et al., 2014). Além disso, El Gamal e colaboradores (2014)
também demonstraram aumento da atividade antioxidante endégena nos ratos tratados com o
extrato alcodlico de beterraba. Tais resultados sdo atribuidos as propriedades das betalainas

(SASSONIA, 2021).

2.4 Betanina

A betanina € um pigmento natural de cor vermelha, principal componente das
betacianinas na beterraba (Beta vulgaris L.), cujo potencial antioxidante € devido a sua alta
propriedade doadora de elétrons (HADIPOUR et al., 2020). Também pode ser encontrada em
outras espécies vegetais como nas cactdceas mandacaru (Cereus jamacaru), opuntia (Opuntia
elatior) e figueira-da-fndia (Opuntia ficus-indica) (LIMA, 2016). A sua estrutura estd

demonstrada na Figura 1.

Figura 1 — Estrutura da betanina
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HO 'S

Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/Betanina
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Comparativamente, a betanina tem mais atividade antioxidante do que outras
betacianinas, assim como o suco de beterraba vermelha, principal fonte de betanina, também
possui acdo antioxidante maior do que os sucos de laranja, abacaxi e outras frutas e vegetais,
como cenoura e tomate (HADIPOUR et al., 2020).

As atividades antioxidante e antiinflamatdria da betanina podem atenuar os principais
mecanismos envolvidos nas doencas vasculares, o que € evidenciado por meio de estudos que
mostram o efeito da betanina nos principais fatores de risco envolvidos em tais patologias
(SILVA et al., 2021).

Em estudos in-vitro, por exemplo, a betanina foi capaz de reduzir a oxidacdo do LDL,
bem como a expressdao de moléculas de adesdo (GENTILE et al., 2004; TESORIERE et al.,
2003). Além disso, diversos trabalhos evidenciam a acdo direta da betanina no aumento da
atividade de enzimas antioxidantes, como a superdxido dismutase e a glutationa peroxidase,
bem como reducdo de marcadores de estresse oxidativo, como o malonaldeido (DA SILVA et
al., 2019; TURAL et al., 2021).

Ademais tem sido demonstrado que a betanina possui efeitos inibitdrios na oxidagdo de
lipoproteinas de baixa densidade, 6xido nitrico sintase induzivel, atividades de ciclooxigenase
e protease do lisossomo (AHMADI et al., 2017; DHANANJAYAN et al., 2017). A alta
atividade antioxidante da betanina deve-se a sua maior capacidade de doar H+ e elétrons, o que
estd relacionado a sua estrutura molecular (SILVA et al., 2021).

Acerca de seu potencial anti-aterogénico, é observado que a betanina possui capacidade
de se ligar ao LDL, impedindo sua peroxidagdo, evento que déd inicio ao processo de
aterosclerose (ALLEGRA; TESORIERE; LIVREA, 2007).

Apesar de apresentar potencial terapéutico, trabalhos com pigmentos purificados ainda
sdo escassos. O aumento desses estudos ajudaria a estabelecer o papel real desempenhado pelas
betalainas isoladamente ou com outros compostos (GANDfA—HERRERO; ESCRIBANO;
GARCIA-CARMONA, 2016).

Nessa perspectiva, Tawa e colaboradores (2020) investigaram o efeito da betanina no
tonus vascular de artérias mesentéricas e pulmonares de porcos, demonstrando ag¢do
vasoconstritora do composto. Entretanto, os mecanismos subjacentes a esse efeito permanecem
ndo esclarecidos. Dessa forma, o presente trabalho objetivo investigar os efeitos da betanina

em artéria aorta de ratos, bem como investigar seus possiveis mecanismos de acao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos vasculares da betanina em artéria aorta isolada de ratos wistar

adultos

3.2 Objetivos especificos

- Investigar os efeitos da betanina no tonus basal do miusculo liso vascular em
preparagdes de artéria aorta isolada de ratos;

- Investigar os efeitos da betanina em preparacdes de artéria aorta pré-contraidas com
fenilefrina;

- Investigar os mecanismos pelos quais a betanina modifica a contratilidade em
preparagdes de artéria aorta isolada de ratos;

- Avaliar o efeito da betanina na disfun¢do endotelial induzida por baicalina em

preparacoes de artéria aorta.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Neste estudo foram utilizados 30 ratos Wistar adultos (200 — 280 g). Estes foram
mantidos em condi¢des de temperatura constante (22 + 2°C), com um ciclo de 12 h claro/12 h
escuro e livre acesso a comida e a 4gua. Todos os animais foram tratados em conformidade com
as normas de manipulacdo de animais de laboratério preconizadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e com respeito as normas da Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFERSA, protocolo CEUA/UFERSA ndmero
#23091.010411/2019-08 (Anexo 1).

4.2 Solucgoes e farmacos

O meio de perfusao utilizado no estudo foi a solugao fisioldgica de Krebs com a seguinte
composi¢dao (mM): NaCl 118, KC1 4,7, MgS04 1,2, CaCl2 2,5, KH2PO4 1,2, NaHCO3 25 e
glicose 11,1. Os sais foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Betanina, acetilcolina
(ACh), fenilefrina (PHE), baicalina, prazosin, guanetidina, ciproheptadina, ioimbina,
verapamil, foram adquiridos da Sigma Co. (St. Louis, EUA). As solu¢des de ACh, PHE e outras
substancias foram preparadas pela dissolucdo das substincias puras em dgua destilada ou seu
respectivo diluente e armazenadas em freezer em concentragdes 100 a 1000 vezes maiores que

aquelas usadas na cuba de banho durante os experimentos.

4.3 Estudos funcionais em aorta isolada de ratos

Os animais foram anestesiados com 2,2,2.tribromoetanol (250 mg/kg) por via
intraperitoneal e sacrificados por exsanguinacdo imediatamente antes do inicio dos
experimentos para obten¢do dos tecidos. Apds laparotomia, foi possivel a retirada da artéria
aorta tordcica, a qual foi imersa imediatamente em solucdo fisioldgica oxigenada para
dissecacdo do tecido aderente. Apds isso, a aorta foi cortada transversalmente em segmentos
cilindricos em forma de anel (1 x 5 mm) e estes foram ligados a pecas triangulares de fio de
aco (0,3 mm de diametro) e entdo suspensos em cuba para 6rgao isolado de 5 mL contendo
solucdo de Krebs a 37 °C, continuamente aerada com mistura carbogénica (95% de O2 e 5%
de CO2). Os anéis de aorta foram mantidos sob tensao basal de 1 g, que foi gravada utilizando-
se transdutor de forca isométrico (ML870B60/C-V, AD Instruments, Australia) conectado a um

sistema de aquisi¢do de dados (PowerLab™ 8/30, AD Instruments, Australia), conforme
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esquematizado na Figura 2. Durante o periodo de estabilizacdo, cerca de 1 hora, foi realizada a
troca da solucdo nutritiva a cada 15 min para evitar a interferéncia de metabdlitos.

Em seguida, com o objetivo de verificar a viabilidade dos tecidos, foram realizadas
contragdes sucessivas através do estimulo com solucao despolarizadas de K+ até a obtencao de
trés contragdes de amplitudes semelhantes. Entdo, para confirmar a funcionalidade dos
endotélios, todos os anéis foram contraidos com fenilefrina (0,1 uM) e, ap6s um platd, foram
relaxados com acetilcolina (1 uM). Quando a resposta vasorrelaxante foi superior a 70% da
amplitude inicial, os endotelios foram considerados intactos, bem como a auséncia de resposta
vasorrelaxante foi tomada como evidéncia da retirada adequada do endotélio (Figura 3). Apés

essas estapas, foram realizados os experimentos com as especificidades de cada protocolo.

Figura 2 - Representacdo esquematica do sistema de banho de 6rgado isolado

5

Representagdo de uma camara de banho para 6rgdo isolado contendo um anel de artéria aorta imerso na solugdo
fisiolégica de Krebs-Henseleit. A cimara de banho possui um compartimento externo, conectado a uma bomba
de circulacdo térmica (1). Os anéis suspensos em pecas triangulares de ago inoxidavel através de fios de algoddo
(2) sdo conectados ao transdutor de for¢a (3). A camara de banho permite o borbulhamento de mistura carbogénica
(4) em seu compartimento interno, drenado através de descarte (5) para troca de solug@o. Durante a montagem do
tecido com as pequenas pegas triangulares (6), deve-se estar atento a disposicdo paralela dos dispositivos de ago

para evitar o cruzamento das alcas metélicas no limen do vaso. Fonte: Ribeiro-Filho HV et al., 2012.
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Figura 3 - Representacdo esquemadtica do protocolo de contratilidade.

2 2

Montagem
do sistema
| 1 hora | | | | ﬁ

KCl1 60 nM KC1 60 nM KC1 60 nM PHE 0,1 uM

Protocolo utilizado para avaliar a viabilidade das preparagdes dos aneis de aotrta isolados. Apds a montagem do
sistema e 1 hora para estabilizagdo dos canais, realiza-se trés curvas de contracdo com, KCl seguida de uma

contracdo com fenilefrina e vasodilatacdo com ACh, para verificar integridade do endotélio. L = Lavagem.

4.4 Protocolos experimentais de contratilidade
4.4.1 Efeito contrétil da betanina em anéis de aorta isolada de ratos

Para avaliar o efeito da betanina em anéis de aorta foi realizada uma curva concentra¢io-
efeito para a betanina (1 — 3000 uM) em anéis adrticos com endotélio intacto no tonus basal e

apo6s pré-contracdo com fenilefrina (1 uM).

4.4.2 Investigacao dos mecanismos envolvidos no efeito contratil da betanina em aorta de rato.

Para investigacdo do efeito contratil da betanina foram realizadas as seguintes
estratégias experimentais: retirada do cdlcio extracelular do meio de perfusdo, retirada do
endotélio vascular das preparacdes, pré-tratamento com os antagonistas farmacoldgicos
prazosin, guanetidina, ciproheptadina, ioimbina e verapamil. Os mecanismos de agdo de cada

farmaco estdo descritos de acordo com o Quadro 1.

4.4.3 Efeito da betanina na disfun¢ao endotelial induzida por baicalina em artéria aorta de ratos.

Para investigacdo do efeito protetor endotelial da betanina, os tecidos foram expostos a
baicalina (100 uM) e contraidos com fenilefrina (0,3 uM) e, apds atingir o platd, foram
realizadas curvas concentracdo-efeito para acetilcolina (0,01-10 uM) na auséncia ou na

presenca de betanina.
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Quadro 1 — Farmacos utilizados para investigacdo dos efeitos vasculares da betanina.

Farmaco Mecanismo de acao

KCl1 Ativador de canais de célcio dependentes de
voltagem

Fenilefrina Agonista ol-adrenérgico

Acetilcolina Indutor de vasodilatacdo mediada por receptores
muscarinicos

Guanetidina Bloqueador de neur6nios adrenérgicos

Ioimbina Antagonista a2-adrenérgico

Prazosin Antagonista al-adrenérgico

Ciproheptadina Bloqueador dos receptores para serotonina

Verapamil Bloqueador de canais para Ca2+ dependente de
voltagem

Baicalina Agente inibidor do relaxamento mediado pela via
NO/GMPc/PKG.

Etilenoglicol-bis (2 aminoécido-etilico- | Agente quelante de célcio

éter) (EGTA)

4.5 Analise estatistica

A maior parte dos valores serd dada pelas médias aritméticas + erro padrao da média

(E.P.M). com a representacdo do nimero de observacdes experimentais (n). A significincia

estatistica serd considerada quando a probabilidade de ocorréncia da hipétese de nulidade for

menor que 5% (p < 0,05), o que serd avaliado através de andlise de variancia (ANOVA) seguida

de um teste de multipla comparagdo, conforme apropriado. Os testes serdo aplicados com a

utilizagdo do programa SigmaStat (Systat Software Inc, USA) e os gréificos confeccionados

com o programa SigmaPlot (Systat Software Inc, USA).
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S RESULTADOS

5.1 Efeito contratil da betanina em anéis de aorta isolada de ratos

5.1.1 Efeito contrtil da betanina em anéis pré-contraidos com fenilefrina

Em anéis de aorta com endotélio intacto pré-contraidos com fenilefrina (1 uM), a adi¢ao
cumulativa de betanina (1 — 3000 uM; n = 5) foi capaz de induzir uma leve contragao (p < 0,05,
ANOVA de uma via, teste de Holm-Sidak, Figura 4A), aumentando a tensdo para 122,8 + 6,0%
em relacdo a contracdo controle induzido pela fenilefrina (contracdo méxima imediatamente

antes da adi¢do de betanina).

5.1.2 Efeito contrétil da betanina em tonus basal

A adic¢do cumulativa de betanina (1 — 3000 uM) em anéis de artéria aorta com endotélio
intacto induziu efeito contritil dependente de concentracdo (p < 0,05, ANOVA de uma via,
seguido pelo teste de Dunnett, n = 8, Figura 4B) com valor de CE50 de 687,28 [499,80-944,93]
uM e Emax de 100,30% + 5,00% em relacdo a contragdo controle induzida por K+ (60 mM),

efeito que se tornou significativo na concentragao de 300 uM.

Figura 4 — Efeito contrétil da betanina em aorta isolada de rato.
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(A) Grafico mostrando que a adicdo de betanina (1 - 3000 pM; n = 5) contraiu de forma adicional os anéis de aorta
pré-contraidos com fenilefrina (PHE). (B) Grafico mostrando que a adi¢do de betanina (1 - 3000 uM; n = 8) induziu
contragdo no tonus basal de artéria aorta. O (n) representa o niimero de observacoes experimentais. Os dados estdo

expressos como percentual da contragdo inicial induzida por PHE (1 uM) ou por K+ (60 mM) nos painéis A e B,
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respectivamente. *p<0,05 em comparacdo com o valor de tensdo registrado imediatamente antes da adicdo de

betanina.

5.2 Efeitos da betanina em anéis de aorta isolada de ratos mantidos em meio sem calcio

ou em preparacoes desprovidas de endotélio

5.2.1 Efeito da betanina em meio desprovido de célcio extracelular
A retirada do célcio do meio extracelular inibiu o efeito contratil da betanina (p < 0,05,
ANOVA de duas vias, teste de Holm-Sidak, n = 7, Figura 5) em relacdo a curva controle na

presenca de célcio extracelular.

5.2.2 Efeito da betanina em anéis de aorta desprovidos de endotélio

A retirada do endotélio potencializou o efeito contrétil da betanina, deslocando a curva
concentracdo-efeito da betanina para a esquerda (p = 0,002, teste de Mann-Whitney; n = 5,
Figura 5) com valor de CES0 de 85,74 [54,99-133,69] uM em comparacao a curva controle que
apresentou CES0 de 687,28 [499,80-944,93] uM.

Figura 5 — Efeito contratil da betanina em meio sem célcio extracelular e artérias desprovidas

de endotélio
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Curvas concentracio-efeito foram construidas pela adicdo cumulativa de betanina (1 - 3000 uM) na presenca
(controle; n = 8) ou auséncia de cdlcio extracelular (zero célcio; n = 7) ou em meio desprovido de endotélio (sem
endotélio; n = 5). A retirada do cdlcio extracelular inibiu o efeito contritil, enquanto a retirada do endotélio

potencializou a contragdo induzida por betanina. O (n) representa o nimero de observacdes experimentais. Os
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dados estdo expressos como percentual da contracao inicial induzida por por K+ (60 mM). *p<0,05, curva controle

versus anéis sem endotélio intacto. #p<0,05, curva controle versus meio desprovido de cdlcio.

5.3 Investigacao dos mecanismos contrateis da betanina em anéis de aorta isolada de ratos

5.3.1 Efeitos da betanina na presenca de guanetidina e ioimbina

O pré-tratamento com guanetidina (1 uM, n = 5) ou ioimbina (30 nM, n = 5) ndo alterou
o efeito contratil induzido pela betanina (1 - 3000 mM) (p > 0,05, ANOVA de duas vias, Figura
6A).

5.3.2 Efeito da betanina na presenca dos antagonistas farmacoldgicos verapamil, ciproheptadina
€ prazosin

O efeito contratil induzido pela betanina (1 - 3000 uM) foi inibido na presenca de
prazosin (10 uM, p < 0,05, teste de Holm-Sidak, n = 5, Figura 6B). Jd o pré-tratamento com
ciproheptadina (100 nM, n = 6) e verapamil (1 uM, n = 5) diminuiu parcialmente a contracao
induzida por betanina (p < 0,05, teste de Holm-Sidak, Figura 6B), reduzindo a tensdo para
73,54% + 7,09% e 72,715% =+ 6,72%, respectivamente, em relagdo a contragdo de referéncia
induzida por K+ (60 mM), efeito que foi significativo a partir da concentragdao de 1000 uM de

betanina.

Figura 6 — Efeitos da betanina na presenca de antagonistas farmacoldgicos
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(A) Grafico mostrando que guanetidina (1 uM, n = 5) e ioimbina (30 nM, n = 5) ndo interferiram no efeito
contratil da betanina (1 - 3000 uM). (B) Grafico mostrando que o pré-tratamento com prazosin (10 uM, n =
5) inibiu o efeito contratil da betanina, enquanto a ciproheptadina (100 nM, n = 5) e o verapamil (1 uM, n=

5) foram capazes de reduzir a contra¢do induzida por betanina. O (n) representa o nimero de observagdes
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experimentais. Os dados estdo expressos como percentual da contracao inicial induzida por por K+ (60 mM).

#, *p<0,05, em comparag@o com a curva controle (sem pré-tratamento com inibidor; ANOVA de duas vias).

5.4 Atividade moduladora da funcdo endotelial da betanina

5.4.1 Efeito da betanina em anéis de aorta isolada de ratos apds prejuizo da fungao endotelial
induzido por baicalina

Em anéis de aorta com endotélio intacto, acetilcolina (0,01— 30 puM) relaxou as
contracdes induzidas por fenilefrina (0,3 uM) para 12,1% + 2,8% (n=7) em relacdo a contra¢do
de referéncia (contracdo antes da adicao de acetilcolina). A exposicao prévia a baicalina (100
uM) diminuiu a resposta vasodilatadora da acetilcolina (0,01— 30 uM) para 51,7% + 7,2% (n =
8) em relacdo a contracdo de referéncia (p < 0,05, ANOVA de duas vias, teste de Holm-Sidak,
Figura 7), evidenciando prejuizo da funcdo endotelial provocada pela baicalina. Em
preparagdes expostas a baicalina (100 uM), o pré-tratamento com betanina (1000 pM) melhorou
a acdo vasorelaxante da acetilcolina para 30,9% % 4,7% em relacdo ao controle (p < 0,05,

ANOVA de duas vias, teste de Holm-Sidak, n = 7, Figura 7).

Figura 7 — Melhora da funcao endotelial induzida por betanina
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Grafico mostrando que a baicalina (100 uM, n = 8) interferiu na vasodilatacdo induzida por acetilcolina, ao passo
que o pré-tratamento com betanina (1000 uM, n = 7) foi capaz de melhorar o efeito vasodilatador da acetilcolina
no meio exposto a baicalina (100 uM). O (n) representa o nimero de observagdes experimentais. Os dados estao
expressos como percentual da contragdo inicial induzida por PHE (0,3 uM). *p<0,05, exposi¢ao a baicalina versus

curva controle. #p<0,05, exposic¢do a baicalina versus pré-tratamento com betanina.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de investigar os efeitos da betanina
em preparacdes de artéria aorta. Nossos resultados demonstram que a betanina apresenta
atividade vasoconstritora em artéria aorta, com provaveis mecanismos de acdo envolvendo a
participacdo de receptores alfa-1 adrenérgicos e recrutamento de célcio extracelular.

O efeito vasoconstritor da betanina foi evidenciado no tonus basal e em preparacdes de
aorta pré-contraidas com PHE. Tais achados corroboram com o estudo de Tawa et al. (2020)
que demonstraram auséncia de efeito vasorelaxante da betanina.

Visando a elucidacdo de seu efeito contratil, foram realizados experimentos utilizando
antagonistas especificos. O prazosin, bloqueador de receptores alfal-adrenérgicos (CAVERO
et al., 1978), foi capaz de inibir o efeito da betanina, enquanto ciproheptadina, bloqueador dos
receptores para serotonina (TAKEMOTO et al., 2016) e o verapamil, bloqueador dos canais
para Ca®* dependentes de voltagem (ZHANG et al., 1999) reduziram parcialmente a resposta
contrétil, demonstrando a participacao de receptores alfal-adrenérgicos e serotoninérgicos nos
seus efeitos, bem como o recrutamento de célcio através dos canais para célcio sensiveis a
voltagem. Por outro lado, a guanetidina (KOCH-WESER; WOOSLEY; NIES, 1976) e a
ioimbina (TAM; WORCEL; WYLLIE, 2001) nio alteraram o efeito contratil da betanina,
indicando, respectivamente, que receptores alfa-2 adrenérgicos, bem como a liberacdo de
neurotransmissores adrenérgicos ndo estdo envolvidos no seu mecanismo contratil .

Krantz, Monier e Wahlstrom (1980) observaram que a betanina, por via intravenosa,
elevou transitoriamente a pressao arterial em ratos, mas teve tal efeito levemente revertido por
fentolamina, um bloqueador dos receptores alfa-adrenérgicos nio seletivos. Ao mesmo tempo,
sugeriram que o provavel efeito adrenérgico da betanina seria por acao indireta sobre a liberacao
de catecolaminas. Nossos achados confirmam a participacdo dos receptores alfa-adrenérgicos
no efeito vasoconstritor da betanina, especificamente dos receptores alfa-1 adrenérgicos.
Todavia, sugerem que seu efeito é de forma direta.

A retirada do célcio do meio extracelular inibiu por completo a contracio induzida por
betanina, mostrando que seu efeito depende exclusivamente do recrutamento de célcio do meio
extracelular. Sabe-se que existem dois mecanismos que permitem a contracdo da célula
muscular lisa, um eletromecénico, mediado por canais dependentes de voltagem que permitem

o influxo do célcio extracelular para o citoplasma, e outro farmacomecanico, mediado por
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agonistas de receptores acoplados a proteina G que, além do recrutamento do cdlcio
extracelular, levam a liberacdo de cdlcio intracelular pelo reticulo sarcoplasmético
(BROZOVICH et al., 2016; NIGRO; FORTES, 2005).

A inibicdo do efeito vasoconstritor da betanina a partir da deplecio de cdlcio
extracelular demonstra que tal efeito ndo depende da liberacdo dos estoques de cdlcio
intracelular, ao mesmo tempo que sugere provdvel recrutamento de cdlcio do meio extracelular
tanto por canais para cdlcio dependentes de voltagem como por canais para cdlcio dependentes
de receptor. Assim, observou-se que o bloqueio dos canais para cdlcio dependentes de voltagem
pelo verapamil levou apenas a diminuicdo parcial do efeito contrtil, sugerindo participacdo
concomitante de outros mecanismos, como a ativacdo de canais para cdlcio dependentes de
receptor mediada pela estimulacao de receptores adrenérgicos e/ou serotoninérgicos, como foi
demonstrado pelos efeitos inibitorios da ciproheptadina e do prazosin.

Curiosamente, a retirada do endotélio vascular potencializou o efeito contratil da
betanina, demonstrando que o endotélio exerce influéncia sobre seu efeito. Sabe-se que o
endotélio € modulador do tonus vascular através da liberacdo de fatores vasodilatadores, como
oxido nitrico e prostaciclina, e vasoconstritores, como a endotelina-1 (MARCAL; MARTINS-
OLIVEIRA, 2011). Por esse motivo, a lesdo ao endotélio pode provocar reducdo da resposta
vasodilatadora, induzida por exemplo por acetilcolina, como ja demonstrado por estudos em
humanos com hipertensao arterial (COLLINS et al., 1993; DENG; LI; SCHIFFRIN, 1995;
YUGAR-TOLEDO et al., 2015)

Assim, foram realizados experimentos utilizando a baicalina, agente inibidor da
producdo de 6xido nitrico, que prejudicou a resposta vasorelaxante a acetilcolina. Sabe-se que
a difusdo do NO para o musculo liso vascular ativa a enzima GCs, responsavel por produzir
GMP ciclico que por sua vez estimula a proteina quinase dependente de GMPc (PKG). A PKG
inicia uma cascata de fosforilagio que culmina com a redugdo do célcio citoplasmatico e
consequente relaxamento da célula muscular (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002).

Nesse contexto, a baicalina € um agente capaz de potencializar a contragdo induzida por
fenilefrina, através de inibi¢do da produgdo endotelial de NO. Entretanto, observou-se que a
betanina foi capaz de melhorar a resposta dos vasos previamente expostos a baicalina,
demonstrando efeito protetor do endotélio, que provavelmente esta relacionado a modulacao da
formacao e/ou liberacdo de fatores relaxantes endoteliais, como o NO, bem como devido a sua
capacidade antioxidante ja previamente descrita na literatura (TSANG et al., 2000).

Tawa e colaboradores (2020), por sua vez, ndo encontraram diferencas no

vasorelaxamento dependente e independente de endotélio na presenca ou nio de betanina.



30

Entretanto, os protocolos foram realizados em condi¢des basais, enquanto que o presente estudo
demonstrou que a betanina possui a capacidade de melhorar a resposta vasodilatadora
dependente de endotélio diante de uma situacdo de prejuizo da fun¢@o endotelial, tais quais
condi¢cdes patoldgicas. Assim, somada a sua a¢do vasoconstritora direta, evidencia-se efeito
dual da betanina sobre o tonus vascular.

O estresse oxidativo € um fendmeno diretamente ligado a doencgas cardiovasculares e
envolve o excesso de espécies reativas de oxigénio (AVELAR et al., 2015) que afetam a fun¢do
endotelial por se ligarem rapidamente ao NO, diminuindo sua disponibilidade (SCHULZ;
GORI; MUNZEL, 2011)

Nesse contexto, varios estudos ja demonstraram o potencial antioxidante da betanina e
outras betalainas, que esté relacionado as suas estruturas moleculares, principalmente devido a
presenca de grupos hidroxila e amina (ESATBEYOGLU et al., 2014; HADIPOUR et al., 2020;
LU et al., 2018). Em vista disso, estudos sugerem que a betanina € capaz de proteger a fungao
endotelial devido mecanismos como a inibi¢do da oxidacdo de lipoproteinas e expressdo de
ICAM-1 e Endotelina-1 (CHEOK et al., 2018; GENTILE et al., 2004; TESORIERE et al.,
2003). Esses achados corroboram com a potencializagcdo do efeito contrétil da betanina apds a
retirada do endotélio das preparagdes, indicando um possivel papel de modulacdo exercido pelo
endotélio no seu efeito vasoconstritor.

Outros agentes fitoquimicos também ja demonstraram capacidade de melhorar a fungdo
endotelial. Agentes como a quercetina, miricetina, leucocianidol e proantocianidinas, por
exemplo, sdo capazes de estimular a sintese de NO (TAUBERT et al., 2002). Além disso,
fitoterdpicos combinados da medicina tradicional chinesa vém demonstrando melhora de
parametros hemodinamicos em pacientes hipertensos (REN et al., 2020).

Estudos clinicos ja demonstraram que a ingestdo de suco de beterraba pode ser uma
forma acessivel e eficaz de reduzir a pressdo arterial (ASGARY et al., 2016; OCAMPO et al.,
2018). A partir disso, surge o interesse em saber se a betanina est4 envolvida nesse efeito, uma
vez que é um dos principais compostos presentes na beterraba (MADADI et al., 2020) e sua
atividade antioxidante vem sendo demonstrada, como previamente descrito (ESATBEYOGLU
et al., 2014; SUTARIYA; SARAF, 2017). Além disso, em estudo com células, a betanina se
mostrou capaz de suprimir a expressdo génica de Endotelina-1, potente agente vasoconstritor
(CHEOK et al., 2018).

Entretanto, corroborando nossos achados, Tawa e colaboradores (2020) avaliaram o

efeito da betanina em artérias mesentéricas e pulmonares isoladas de porcos, demonstrando



31

efeito vasoconstritor da betanina. Embora também tenham observado efeito vasorrelaxante em
artérias carétidas, este ocorreu em concentracdes suprafisioldgicas (3 mM e 10 mM).

Os resultados de Tawa e colaboradores (2020) demonstram que a betanina ndo causa
efeito vasodilatador direto, indo de acordo com Krantz e colaboradores (1980), que observaram
aumento transitério da pressdo arterial e frequéncia cardiaca apds a injecdo de betanina
intravenosa em ratos anestesiados, sugerindo efeito mediado por receptores adrenérgicos e/ou
muscarinicos. Assim, provavelmente, a betanina nao estd envolvida diretamente no efeito
hipotensor do extrato da beterraba. Outros mecanismos descritos na literatura como alta
concentracdo de nitratos no seu extrato possam ser os responsdveis diretos da hipotensdao
(SIERVO et al., 2013).

Portanto, nossos achados contribuem para a caracterizagdo do efeito vasoconstritor
direto da betanina. Além disso, sugere-se que o seu efeito modulador da funcao endotelial possa
estar envolvido nos seus efeitos protetores cardiovasculares descritos na literatura (SILVA et
al., 2021).

Embora mais estudos sejam necessarios para caracterizacao dos efeitos vasculares da
betanina, os resultados do presente estudo contribuem para uma melhor compreensdo do seu
efeito vasoconstritor direto, evidenciando seus provdveis mecanismos. Destaca-se, portanto,
que a betanina ¢ um composto com potencial farmacolégico para ir além de suas propriedades

de corante natural.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O corante natural betanina possui efeito contratil em artéria aorta isolada de ratos. Tal
efeito foi encontrado tanto em tonus basal como de forma adicional em artérias pré-contraidas
com fenilefrina. Seu efeito contrétil depende exclusivamente do recrutamento do calcio do meio
extracelular, provavelmente mediado pela ativacdo de receptores adrenérgicos alfa-1, de
receptores serotoninérgicos e pela abertura de canais de cdlcio dependentes de voltagem.

O efeito vasoconstritor da betanina foi intensificado na auséncia do endotélio. Ao
mesmo tempo, a betanina foi capaz de melhorar o vasorrelaxamento dependente de endotélio

em vasos com fun¢do endotelial prejudicada, sugerindo uma provavel acdo moduladora da via

NO/GMPc/PKG.
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ANEXO 1 —Declara¢do da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido.

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Mossoro, 20 de novembro de 2019.

PARECER 38/2019

Ceritificamos que o projeto intitulado "ESTUDO DOS EFEITOS DA POLPA DO FRUTO
MANDACARU (Cereus jamacaru) EM AORTA ISOLADA DE RATOS™ protocolo n.
23091.010411/2019-08 sob a responsabilidade de Teresinha Silva de Brito, o qual envolve a
producdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os
preceitos da lei 11.794 de 8 de outubro de 2009 e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido ~UFERSA em reunido
de 19/11/2019, mediante resposta satisfatéria ao memorando CEUA 07/2019.

Vigéncia do projeto =embro de 2019 a margo de 2020
Espécie/linhagem Rattus novergicus/Wistar

N. de Animais 30

Peso/idade Adultos

Sexo Machos

Origem Biotério da UFC

Emanuelle Fontenele Rabelo

Coordenadora CEUA-UFERSA

BR 110 « Km 47 -~ Bagro Pres. Costa e Siva
CEP 52¢25.600 « Mossord - RN - (84) 3317.8360
hitp /w2 ulersa. edu briportalicomissces/cewa



