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RESUMO

Efeito Hipotensor e anti-hipertensivo do 6leo essencial de Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand
livre e complexadocomp-ciclodextrina em ratos. MENDES, M.B. Tese de Doutorado, RENORBIO,
UFPI-2019

A espécie Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand (Burseraceae), utilizada popularmente como
analgésico, cicatrizante contém uma resina exudada do caule composta de uma mistura de terpenos,
porém ndo encontrado na literatura cientifica a utilizagdo da mesma como anti-hipertensiva. O
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos toxicolégicos e cardiovasculares do 6leo essencial de
Protium heptaphyllum (OEPh) livre e do complexo com pg-ciclodextrina (OEPh-BCD) em ratos
normotensos e hipertensos (SHR e L-NAME). Realizaram-se a analise toxicolégica aguda de acordo
com a OECD 2003. Ratos fémeas tratadas por via oral OEPh (2000 mg/kg) ndo apresentaram
alteracdo significativa no consumo de &gua, alimento, avaliagdo ponderal, mas apresentaram
alteracdo no parametro bioguimico de AST e albumina. No teste de viabilidade celular (in vitro)
utilizou-se o ensaio MTT em células macréfagos de murinos e os resultados obtidos demonstram que
em 24 horas a viabilidade apresentou-se acima de 50% com Clso de 69,33 pg/mL. Na verificacdo do
efeito do OEPh sobre o sistema cardiovascular, foram utilizados ratos machos. O OEPh nas doses
(3,125; 6,25 e 12,5 mg/kg, VI) induziu hipotenséo (-18,66+1,39*; -30,42+2,16*; -35,62+0,67* mmHg,
respectivamente, *p<0,05 vs OEPh), reduziu a frequéncia cardiaca nas maiores doses 6,25 e 12,5
mg/kg (-36,59 + 9,05*; -28,95+9,99* bpm, respectivamente, *p<0,05 vsOEPh). A participacdo dos
receptores muscaricos foi verificada através da atropina 2mg/kg (IV) e observou que a resposta
hipotensora do OEPh foi atenuada na menor e na maior dose e a bradicardia foi abolida, efeito
semelhante foi obtido na presenca do hexametdnio. A participagdo dos receptores adrenérgicos (a; e
a,), foi realizada na com a utilizacdo dos antagonistas prazosina e ioimbina, respectivamente. E os
resultados demonstram que OEPh induz uma atenuacdo da hipotenséo e uma reducdo da FC em
todas as doses utilizadas. O envolvimento dos receptores B-adrenérgicos foi verificado na presenca
do prapanolol (1,5mg/kg, IV) e observou-se que o OEPh aboliu de maneira significativa tanto a
(Presséao arterial média) PAM como a (Frequéncia Cardiaca) FC em todas as doses testadas. Na
avaliacdo anti-hipertensiva do OEPh no modelo SHR observou-se que o OEPh nas doses (3,125;
6,25 e 12,5) por via venosa, promoveu uma reducdo da PAM e da FC. Nestes animais, o bloqueio
com ioimbina atenuou de maneira significativa os valores presséricos e da FC. No modelo de
hipertensdo L-NAME utilizou-se OEPh livre e o B-ciclodextrina por via oral. A dose de OEPh (25
mg/kg) aumentou a PAM em relac&o ao controle apos 20 minutos APAM (2,13 + 0,87 mmHg). A dose
de OEPh (50 mg/kg) promoveu elevacdo da PAM (5,17+0,14° mmHg) em relac&o ao controle apés 30
minutos seguido de uma diminuicio do APAM (-4,7 + 1,07 mmHg) ap6s os 40 minutos, efeito
bifasico. A dose do OEPh (100 mg/kg) aumentou APAM (1,72 + 0,59° mmHg) em relac&o ao controle
apos 20 minutos. O complexo na mesma dose OEPh-BCD (100 mg/Kg) ndo promoveu alteracdo da
PAM quando comparado ao controle, porém na administracdo do OEPh-BCD (200 mg/kg) aumentou
a PAM em relacédo ao controle apdés 40 minutos, tendo um aumento do APAM (15 + 1,97*mmHg).
Enquanto a administragdo a dose de OEPh-BCD (300 mg/Kg) diminui a PAM ap6s 50 minutos (APAM
9,8 + 2,63 mmHg).Conclui-se que o OEPh administrado por via venosa induziu efeito hipotensor e
bradicardico envolvendo a participacdo dos receptores muscarinicos, a e (-adrenérgicos ratos
normotensos e efeito anti-hipertensivo em ratos SHR.O OEPh-BCD nas doses de demonstrou efeito
bifasico (200 e 300 mg/Kg), com atividade anti-hipertensiva em ratos hipertensos (L-NAME).

CEUA:069/2014
Palavra-chave: hipertensao, 6leo essencial, Protium heptaphyllum.



Abstract

Hypotensive and antihypertensive effect of the essential oil of Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand
free and complexed with B-cyclodextrin in rats. MENDES, M.B. Doctoral Thesis, RENORBIO, UFPI-
2019

The species Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand (Burseraceae), popularly used as analgesic,
healing contains a resin exuded from the stem composed of a mixture of terpenes, but not found in the
scientific literature to use it as antihypertensive. The objective of this study was to evaluate the
toxicological and cardiovascular effects of the essential oil of free Protium heptaphyllum (EOPh) and
the complex with B-cyclodextrin (EOPh-BCD) in normotensive and hypertensive rats (SHR and L-
NAME). Acute toxicological analysis was performed according to OECD 2003. Female rats treated
orally EOPh (2000 mg/kg) did not present significant alteration in water consumption, food, weight
evaluation, but presented a change in the biochemical parameter of AST and albumin. In the cell
viability test (in vitro) the MTT assay was used in murine macrophages cells and the results
demonstrated that in 24 hours the viability was above 50% with IC 50 of 69.33 pg/mL. In checking the
effect of EOPh on the cardiovascular system, male rats were used. At the doses (3.125, 6.25 and 12.5
mg/kg, VI), hypotension induced (-18.66 + 1.39*, -30.42 + 2.16%, -35.62 + 0.67* mmHg, respectively,
*p<0.05 vs OEPh), reduced heart rate at the highest doses 6.25 and 12.5 mg/kg (-36.59 + 9.05*; -
28.95 *+ 9.99* bpm, respectively, *p <0.05 vs EOPh). The participation of the muscarinic receptors was
verified through atropine 2mg/kg (IV) and observed that the hypotensive response of the EOPh was
attenuated in the lowest and the highest dose and bradycardia was abolished, a similar effect was
obtained in the presence of hexamethonium. The participation of the adrenergic receptors (a; and a,),
was performed with the use of the prazosin and yohimbine antagonists, respectively. And the results
demonstrate that EOPh induces an attenuation of hypotension and a reduction of HR at all doses
used. The involvement of the B-adrenergic receptors was verified in the presence of prapanolol (1.5
mg/kg, 1V) and it was observed that the EOPh significantly abolished both the (mean arterial pressure)
MAP and the (heart rate) HR in all the doses tested. In the antihypertensive evaluation of the EOPh in
the SHR model, it was observed that the EOPh at doses (3.125, 6.25 and 12.5) intravenously
promoted a reduction in MAP and HR. In these animals, blockade with yohimbine significantly
attenuated blood pressure and HR. In the L-NAME hypertension model, free EOPh and oral -
cyclodextrin were used. The dose of EOPh (25 mg/kg) increased the MAP over the control after 20
minutes APAM (2.13 + 0.87* mmHg). The dose of EOPh (50 mg/kg) promoted an increase in MAP
(5.17 + 0.14* mmHg) in relation to the control after 30 minutes followed by a decrease in APAM (-4.7 +
1.07* mmHg) after 40 minutes, biphasic effect. The dose of EOPh (100 mg/kg) increased APAM (1.72
+ 0.59* mmHg) relative to the control after 20 minutes. At the same dose EOPh-BCD (100 mg/kg) did
not promote MAP alteration when compared to the control, but in the administration of EOPh-BCD
(200 mg/kg), MAP increased in relation to the control after 40 minutes, increased APAM (15 £ 1.97*
mmHg). While the dose of EOPh-BCD (300 mg/kg) decreases MAP after 50 minutes (APAM -9.8 +
2.63* mmHg). It was concluded that intravenous EOPh induced a hypotensive and bradycardic effect
involving the participation of muscarinic receptors, a and B-adrenergic normotensive rats and
antihypertensive effect in SHR rats. EOPh-BCD at doses of demonstrated a biphasic effect (200 and
300 mg/kg), with antihypertensive activity in hypertensive rats (L-NAME).

Key words: hypertension, essential oil, Protium heptaphyllum
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais, extratos e 0leos essenciais tém sido
empregados na medicina tradicional por séculos, especialmente na América do Sul,
Africa e Asia. Estima-se que 60% das espécies de plantas com sementes s&o
utilizadas em praticas terapéuticas em diferentes doencas como obesidade, artrite
reumatoide, diabetes, malaria e desordens neurolégicas. A composi¢cdo do 6leo
essencial € amplamente estudada por seus potenciais beneficios terapéuticos como:
prevencdo e tratamento do céancer, doencas cardiovasculares, diabetes, doencas
inflamatorias, infeccbes bacterianas e ainda, como agente gastroprotetor,
antioxidante e anticonvulsivante (GEBREYOHANNES, 2013; JAMSHIDI-KIA et al,
2018).

O uso e cultivo de plantas como forma medicinal € de grande importancia
nao s por resgatar o patriménio nativo e cultural, mas também para estimular a
populacdo para um maior aproveitamento dos recursos terapéuticos de origem
natural e preservar a biodiversidade existente, através do cultivo (RIBEIRO et al.,
2017). O préprio conceito de biodiversidade € definido como sendo um “repositorio
quimico, biolégico e genético”, uma diversidade considerada incomensuravel com
possiveis aplicacdes cientificas e tecnoldgicas em diversas areas, como por
exemplo, na industria de medicamentos e alimentos. Especificamente a flora tem
vastas aplicabilidades em relacdo a saude, principalmente como recurso terapéutico
direto para as populacdes, jA& que € muito comum utiliza-las como insumos
medicinais (ZAPPI et al., 2015).

A aplicacdo do uso das plantas era, até recentemente, baseada apenas
na continuidade social e étnica e nas descobertas empiricas, porém, atualmente
criaram-se estratégias de pesquisa e validacao cientifica para o estudo das plantas
medicinais, com fases clinicas e pré-clinicas de pesquisa (LUNDSTROM et al,2017;
PESSOA et al, 2010).

Estudos e rastreio dos possiveis efeitos medicamentosos das plantas
pode ser feito por triagem fitoquimica, podendo revelar diversas estruturas quimicas
bioativas que produzem acéao fisiolégica definida no corpo humano ou nos agentes
causadores de doencas (LUNDSTROM et al, 2017; PESSOA et al, 2010).
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Devido a presenca de substancias fitoquimicas a utilizacdo destas
plantas no tratamento tradicional pode ser explicada cientificamente (ZEMAN et al,
2015), por meio de ensaios biologicos em modelos experimentais, evidéncias
etnobotanicas e relatérios de atividades biolégicas da planta, levando a possibilidade
de descoberta de moléculas, substancias ou produtos medicinais (EKWUEME et al.,
2015). Enquanto os constituintes fitoquimicos primarios compreendem aminoacidos,
proteinas, clorofila e aglcar, as substancias fitoquimicas secundarias sdo compostos
bioativos armazenados em estruturas secretorias, isto é, tricomas glandulares,
cavidades secretoras e canais de resina encontradas em plantas medicinais, que
trabalham para atuar como um sistema de defesa contra doencas, que possam
ocorrer nas plantas (GU et al.,, 2014; EKWUEME et al., 2015; PRAKASH et al.,
2015).

O dleo essencial de Protium heptaphyllum (Burseraceae) (OEPh) é um
composto que se apresenta liquida a temperatura ambiente, de aspecto oleoso,
levemente amarelado, rico em monoterpenos volateis, possuindo baixa estabilidade
quando exposto ao ar, umidade, luz, calor. A sua instabilidade térmica, menor
solubilidade em agua e sua elevada volatilidade dificultam sua aplicabilidade
tecnoldgica (ALBINO et al., 2017).

Baseado nesta propriedade, diversos 6leos essenciais e compostos
volateis passaram a ser complexados com ciclodextrinas, aumentando sua
estabilidade, solubilidade aquosa, fotoestabilidade e estabilidade térmica, além de
protegé-los da oxidacdo, diminuir a volatilidade e reduzir efeitos fisiolégicos
indesejados (SIQUEIRA-LIMA et al., 2017).

Assim, as caracteristicas do OEPh podem ser melhoradas através da
formacdo do complexo de inclusdo do 6leo essencial de Protium heptaphyllum

com B-Ciclodextrina.



16

2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Investigar iv vivo, o efeito hipotensor, anti-hipertensivo, adversos e toxicos
do dleo essencial da Protium heptaphyllum (OEPh) e do éleo complexado com -
ciclodextrina (OEPh- BCD).

2.2 Objetivos especificos

— Avaliar a toxicidade aguda do OEPh em ratos fémeas.

— Estimar a citotoxicidade do OEPh em macréfagos de camundongos

— Pesquisar o efeito do OEPh na presséao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC)
de ratos normotensos.

— Verificar a participacdo dos receptores muscarinicos, receptores ganglionares, a-
adrenérgicos e B-adrenérgicos no efeito do OEPh sobre a PAM e FC de ratos
normotensos;

— Caracterizar o efeito anti-hipertensivo do OEPh e do complexo OEPh- BCD sobre a
PAM e FC de ratos hipertensos L-NAME.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Controle fisiolégico da presséo arterial

O sistema cardiovascular conduz o sangue através dos vasos com 0
propésito de troca de oxigénio, gas carbdnico, nutrientes nos tecidos periféricos e
nos pulmdes (DAMPNEY, 2016; OSZTHEIMER; FULOP, 2010). Esse sistema ¢
composto pelo coragdo e dois sistemas vasculares: as circulacdes sistémica e
pulmonar. O coragdo, por sua vez, possui os ventriculos direito e esquerdo que
funcionam como bombas em série, ejetando sangue através de dois sistemas
vasculares — a circulacdo pulmonar de baixa presséao, onde ocorre a troca gasosa, e
a circulacao sistémica que distribui sangue aos 6rgéos individuais, suprindo as suas
demandas metabdlicas. O fluxo e a pressao sanguinea estdo sob intenso controle
do sistema nervoso autdbnomo (JOYNER et al, 2016; MARTELLI et al, 2013).
Embora uma diminuicdo do fluxo ocasione uma ameaca imediata para a vida, a
elevacdo continua da pressdo arterial que ocorre com a hipertensdo é um
contribuinte para a morte prematura por conta de seus efeitos sobre o coracéo,
vasos sanguineos e rins, por isso, a pressdo sanguinea é provavelmente uma das
funcdes do corpo mais variaveis e melhor reguladas (DAMPNEY, 2016; MARTELLI
et al, 2013).

A Presséo arterial (PA) depende de fatores fisicos como volume sistélico,
que é o volume total de sangue ejetado pelo ventriculo durante uma sistole,
frequéncia cardiaca e a resisténcia periférica, podendo ser definida como a forca
exercida pelo sangue por unidade de area da parede vascular que é a interacao do
débito cardiaco (DC) com a resisténcia periférica sistémica (RPS), sendo que a
manutencdo da forgca motriz da circulagdo garante perfuséo tecidual apropriada
(TORTORA ET AL, 2014).

A pressao arterial média (PAM) pode ser definida como sendo o produto
entre o débito cardiaco (DC) e a resisténcia vascular sisttmica (RVS) sendo
considerado o melhor valor de medida para o grau da pressao de perfusdo de um
orgao (JOYNER et al 2016; SPEERS-ROESCH et al., 2012). Por causa da maior

duracdo da diastole, o PAM néo é a média aritmética da pressdo arterial sistolica
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(PAS) e pressao arterial diastolica (PAD), ela esta ligada por uma formula empirica:
PAM = 2/3 PAD + 1/3 PAS (EHRMANN et al, 2009).

Em geral, a PA é controlada através de um complexo sistema regulatério
inter-relacionado, incluindo mecanismos de regulacdo autondmica central e reflexa
comedidos pelos ramos simpaticos e parassimpaticos do sistema nervoso autbnomo
(SNA), estes sistemas fisiologicamente opostos atuam em conjunto para regular os
niveis de PA, modificando a fung¢éo cardiaca e a vascular, e sdo controlados pelo
centro vasomotor do cérebro (PARATI et al., 2013).

O SNA ¢é integrante do controle e regularizacdo do sistema
cardiovascular, sendo este predominantemente eferente, exceto para algumas fibras
aferentes que inervam seios carotideos e os barorreceptores, que sado receptores de
estiramento, situados nas arborizagbes terminais das fibras aferentes, que inibe
rapidamente o fluxo simpatico para o coracdo e 0s vasos sanguineos, estimulando o
fluxo cardiaco vagal por meio de vias centrais no tronco encefalico e na medula
espinhal (DAMPNEY, 2016). Portanto, um decréscimo na taxa de alimentacdo dos
barorreceptores resulta em um aumento do reflexo na atividade vasomotora
simpatica, que aumenta a resisténcia vascular total e um aumento na atividade
cardiaca simpéatica, acompanhado da diminuicdo da atividade vagal cardiaca, que
juntos resultam em um aumento na frequéncia e contratilidade cardiaca (CLEMSON
et al., 2014).

As acdes dos nervos autondmicos sdo mediadas pela liberacdo de
neurotransmissores que se ligam a receptores cardiacos e receptores vasculares
especificos. Independentemente da localizacdo anatdmica, os barorreceptores
funcionam para fornecer os sinais aferentes em um circuito de feedback negativo na
medula que mantém a PAM em niveis normais (DALY et al, 2012; MOHRMAN;
HELLER, 2018). Em um paradigma simplificado, o aumento da PAM leva a
estimulacdo dos barorreceptores, o que, em Uultima instancia, leva a atenuacdo da
descarga simpatica para os vasos periféricos e para o coracdo (KOUGIAS et al.,
2010). Isso, por sua vez, restaura a PAM para niveis normais. Por outro lado, uma
diminuicdo na PAM descarrega os barorreceptores e leva ao aumento da descarga
simpatica, podendo variar a resisténcia periférica e, portanto, a PA, da seguinte
forma: a atividade nervosa simpatica (ANS) em pequenas artérias e arteriolas
provocam vasoconstricdo e aumento da resisténcia ao fluxo sanguineo, aumentando

a PA, enquanto a constricdo mediada pelo SNA de algumas artérias maiores, e
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especialmente das veias, age como reservatorios aumentando o retorno venoso
para elevar o débito cardiaco (DAMPNEY, 2016).

Os barorreceptores séo inervados pelos nervos que fazem sinapse no
nacleo do trato solitdrio (NTS), que é uma area dentro do bulbo raquidiano que
regula a PA através da modulacdo da transmissdo parassimpatica e simpatica
(DAMPNEY, 2016). No caso o aumento da PA, promove estimulacdo dos
barorreceptores aorticos e carotideos, desencadeando uma inibicdo da descarga
simpética, isto estimula a ativagdo de neurdnios simpaticos que se originam no NTS
e fazem sinapses na parede arterial externa, ou adventicia. A ativacdo desses
neurdnios simpaticos induz a vasoconstricdo por meio da liberacdo de noradrenalina
e subsequente ativacdo de Gq e da via de transducéo do sinal IP; (GORDAN et al,
2015).

Os terminais barorreceptores nédo sdo estimulados somente pelo aumento
da PA, sdo mecanorreceptores que respondem as alteracdes de estiramento da
parede arterial, causadas pelas alterac6es de pressédo dentro dos vasos sanguineos
(MARTELLI et al, 2013; WALLBACH et al., 2016). O principal mecanismo de
ativacdo dos barorreceptores é a deformagdo mecénica das terminacdes neurais,
decorrente da distensdo da parede vascular determinada pela onda de pulso,
funcionando como mecanorreceptores (JACOB et al, 2011; WALLBACH et al.,
2016).

O sistema colinérgico participa de diversas fungdes homeostaticas:
regulacdo da presséao arterial; transporte de hormonios reguladores a seus 6rgaos —
alvo; regulacdo da temperatura corporal e estd envolvido em ajustes de estados
fisiologicos alterados (HAMPEL et al., 2018).

Existem dois tipos de receptores colinérgicos, os nicotinicos e o0s
muscarinicos. Encontramos os receptores muscarinicos em todas as células alvos
do sistema nervoso parassimpatico. Ja os nicotinicos sdo encontrados nas sinapses
entre os neurdnios pré e poés-ganglionares (HAMPEL et al., 2018).

Os receptores colinérgicos nicotinicos (RCN) pertencem a familia de
receptores ionotropicos que, quando ativados, adquirem a conformacédo de canal
aberto permeéavel aos fons Na® e K*. Quando comparado a transmiss&o sinaptica
induzida por receptores muscarinicos, nota-se que o0os RCN medeiam uma
transmisséo excitatoria rapida (VENTURA et al., 2010).
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Os receptores muscarinicos estdo presentes em varios 6rgaos e tecidos
na periferia (tecido do coracdo, musculo liso e glandulas exdcrinas) e no interior do
sistema nervoso central, podem ser classificados como: Mi, My, M3, My e Ms
(NEMEROFF, 2004; ROBINSON-DRUMMER et al, 2017). Estes receptores
pertencem a superfamilia chamados receptores acoplados a proteina G. A ativacao
dos receptores M;, M, e Ms leva a ativacdo de proteinas Gs, com a consequente
producdo do segundo mensageiro AMPc por estimulagdo de uma ou varias
isoformas da enzima adenil ciclase, localizada em uma membrana celular (TELSER,
2002; ROBINSON-DRUMMER et al, 2017). Tem sido relatado, também no SNC, que
a ativacdo dos receptores M1, M3 e Ms induzem a producdo de outros segundos
mensageiros: trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG), por estimulagédo de
uma fosfolipase C (PLC), que catalisa a hidrélise do fosfatidilinositol 4,5-difosfato
(PIP2), um fosfolipidio presente na membrana celular (TELSER, 2002; ROBINSON-
DRUMMER et al, 2017).

A ativacdo dos receptores M, e M, acoplados a proteinas Gi/Gg inibe a
adenilil ciclase diminuindo a formacdo de AMP ciclico e a cascata da Proteina
quinase A (PKA) (NEMEROFF, 2004). Estes receptores quando localizado no
terminal pré-sinaptico controlam negativamente a liberacdo de neurotransmissores
(GABA, glutamato e acetilcolina) através da ativacdo dos canais de potassio que
hiperpolariza a célula inibindo a ativagdo de canais de célcio, necesséario para a
exocitose dos neurotransmissores (RAINE C. S., 2006).

Os receptores M, s80 expressos no coragdo, especialmente no tecido
nodal e atrial. A ligacdo da acetilcolina aos receptores M, leva a diminuicdo da
frequéncia cardiaca (efeito cronotropico negativo) (KRUSE et al.,, 2014),
conseguindo diminuir a taxa de despolarizagdo, bem como, reduzir a velocidade de
conducéo através do n6 atrioventricular (GORDAN et al, 2015).

A ativacdo dos receptores M, reduz o débito cardiaco geral e leva a
diminuicdo da forgca da contratilidade miocéardica (efeito inotropico negativo). Além
disso, a estimulacdo do sistema parassimpatico contribui para a inibicdo da
velocidade de conducdo do né atrio-ventricular (efeito dromotrépico negativo) e
diminuicéo da excitabilidade do coracéo (efeito batmotrépico negativo). E importante
notar que a maioria dos vasos sanguineos no corpo nao tem inervagao
parassimpatica, mas os receptores M3 sdo principalmente expressos no endotélio
vascular (GORDAN et al, 2015; KRUSE et al., 2014). O efeito predominante da
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ativacdo do receptor M3 € a dilatacdo dos vasos, estimulando a producédo de oxido
nitrico pelas células endoteliais vasculares (GORDAN et al, 2015).

Os adrenoceptores pertencem a uma superfamilia de receptores de
membrana  estritamente relacionados e acoplados as proteinas G
(SAENGSAWANG; RASENICK, 2015). A proteina Gs ativada pela ligacdo do
agonista ao receptor B-adrenérgico, além de estimular a adenilil ciclase induzindo a
producdo de AMPc, atua também diretamente nos canais de Ca?* do sarcolema,
promovendo aumento da permeabilidade de Ca** (OLDHAM; HAMM, 2008).

A quinase de proteina A (PKA), ativada pelo AMPc, promove fosforilacao
dos canais de Ca*" do sarcolema, da troponina | e da fosfolambano. A atuacdo da
proteina Gs, diretamente nos canais de calcio do sarcolema, e a fosforilacdo dos
canais de calcio, via AMPc, promovem aumento da concentracdo de Ca*" no citosol,
resultando em efeito inotrépico positivo reticulo (OLDHAM; HAMM, 2008;
RAYMOND et al., 1990; SAENGSAWANG; RASENICK, 2015).

A fosforilacdo da fosfolambano promove desinibicdo, ativa a bomba de
calcio do reticulo sarcoplasmatico, acarretando maior e mais rapida recaptacédo de
Ca?* pelo reticulo, o que promove melhora do relaxamento. No entanto, é importante
lembrar que a fosforilacdo da fosfolambano ocorre também pela Ca?*-calmodulina
quinase, enzima que é ativada quando ocorre elevacéo da concentracdo de Ca®* no
citosol. Ja a fosforilacdo da troponina | promove diminuicdo da sensibilidade do
sistema contratil ao célcio, o que induz ao aumento da velocidade de relaxamento
celular (OLDHAM; HAMM, 2008; RAYMOND et al.,, 1990; SAENGSAWANG;
RASENICK, 2015; SILVA et al, 2010; MISHRA; LAMBRIGHT, 2016).

Quando a acao R-adrenérgica é exercida sobre o no sinusal, ela promove
efeito cronotrépico e dromotropico. O efeito cronotrépico, que corresponde a
aumento da velocidade de geracdo de estimulos, € traduzido por aumento do
namero de batimentos cardiacos, enquanto o dromotropico, que significa aumento
da velocidade de conducao do impulso (HELIN; DHANAK, 2013; SAENGSAWANG,;
RASENICK, 2015).

No sistema cardiovascular existem receptores adrenérgicos 1, 32, a1 € a.
Os receptores adrenérgicos 31 expressos no coracao (a relacao B:/B,-adrenérgico é
de cerca de 60 a 70%: 40 a 30% nos atrios e cerca de 70 a 80%: 30 a 20% nos
ventriculos) (BRODDE; MICHEL, 1999). O sistema nervoso simpatico inerva todo o

coracdo, podendo resultar os seguintes efeitos no mesmo: efeito cronotropico
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positivo (elevacdo da frequéncia cardiaca), efeito inotropico positivo (aumento da
contratilidade), efeito dromotrépico positivo (aumento da conducédo) e efeito
batmotropico positivo (aumento da excitabilidade cardiaca) (KAREMAKER, 2017).

Os receptores a; adrenérgicos sdo expressos na musculatura lisa
vascular proximal e estimulam a vasoconstricdo. As fibras nervosas simpaticas
liberam, de forma total, a noradrenalina, que ativa os receptores a;-adrenérgicos e
B2-adrenérgicos nos vasos sanguineos, proporcionando assim o ténus vascular
basal (MOHRMAN; HELLER, 2018).

Como ha maior distribuicdo de receptores a;-adrenérgicos do que -
adrenérgicos nas artérias, a ativagdo dos nervos simpaticos causa vasoconstricao e
aumenta a resisténcia vascular sistémica principalmente via ativacao do receptor a;.
Os receptores a, adrenérgicos sdo expressos em musculo liso distal dos terminais
nervosos simpéticos. Sua ativacdo também provoca vasoconstricdo (JI et al., 2016;
MOHRMAN; HELLER, 2018).

3.2 Hipertenséo arterial

Como citado anteriormente a PA é determinada pela resisténcia vascular
periférica e débito cardiaco, e a sua regulacdo fisiologica € muito complexa,
dependente de um continuo de acfes dos sistemas cardiovascular, neural, renal e
enddcrino. A alteracdo dessa regulacdo pode ocasionar fatores responsaveis pelo
desequilibrio da PA, ocasionando anormalidades precedentes do aumento da PA
(JACOB et al, 2011). A melhora na compreensdo dos mecanismos subjacentes a
hipertenséo arterial (HA) e especialmente aqueles que regulam a PA em toda a sua
area devem facilitar os avancos na prevencao e tratamento da hipertensédo
(PADMANABHAN et al, 2015).

O desenvolvimento da HA ocorre quando um dos mecanismos que
mantém a pressdo sanguinea em valores considerados saudaveis, deixa de
desempenhar a sua funcdo reguladora e esta relacionada a varios fatores como
predisposicdo genética e a fatores ambientais sendo considerada a principal causa
de doencas cardiovasculares, com eventos como morte sUbita, acidente vascular
encefalico (AVE), infarto agudo do miocardio  (IAM), insuficiéncia cardiaca (IC),
doenca arterial periférica (DAP) e doenca renal cronica (DRC) fatal e nao fatal
(KOHAN et al., 2011).
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As substancias que atuam nos receptores a adrenérgicos modulam a
pressao arterial, possuindo subtipos como 0s receptores a; adrenérgicos que
estimulam a liberacdo de noradrenalina dos terminais nervosos simpéticos,
enquanto 0s receptores a, adrenérgicos inibem a liberacdo de noradrenalina,
atuando como mecanismo de retroalimentacdo para modular sua liberacdo a partir
dos terminais nervosos simpaticos (BRODDE; MICHEL, 1999).

A ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) em
resposta a uma queda na pressao arterial, leva a liberacdo de renina a partir do
aparelho justaglomerular no rim (FERRARIO; MULLICK, 2017; MUNOZ-DURANGO
et al.,, 2016). A renina cliva o angiotensinogénio (ANG), que sofre nova clivagem
para produzir o vasoconstritor altamente potente, a angiotensina 2 (ANG 2) que se
liga ao receptor acoplado a proteina G ligado & membrana, o receptor 1 da ANG 2
(AT1), induz a vasoconstricdo diretamente através da potenciacdo da liberacdo de
noradrenalina a partir de terminais nervosos simpaticos nas paredes dos vasos
sanguineos. A inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ECA) bloqueia a
producdo de ANG 2 e, portanto, exibe efeitos anti-hipertensivos (FERRARIO;
MULLICK, 2017). A ANG 2 pode agir indiretamente, estimulando a secrecdo de
vasopressina da glandula pituitaria e, estimulando o aumento da liberacdo de
aldosterona do cértex adrenal. Tanto a vasopressina como a aldosterona aumentam
a reabsorcdo de &gua no rim, aumentando assim o volume sanguineo e,
consequentemente, a pressdo sanguinea conforme figura 1 (MUNOZ-DURANGO et
al., 2016).
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Figura 1 - A ativacao do Sistema renina angiotensina-aldosterona
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Legenda: A ativacdo do SRAA em resposta a uma queda na presséao arterial estimula a liberagédo de
renina do rim. Isto leva a producdo do potente vasoconstritor, angiotensina 2. A angiotensina 2
também induz a liberagédo de aldosterona do cértex adrenal, desencadeando aumento da reabsorcao
de &gua. Juntos, esses mecanismos combatem a diminui¢cdo da presséo arterial. Abreviaturas: ECA -
enzima conversora de angiotensina. Fonte: Adaptacdo do esquema de (MUNOZ-DURANGO et al.,
2016).

Segundo a Whelton et al 2017, durante anos a hipertenséo foi classificada
como uma leitura da PA de 140/90 mmHg ou mais, mas a diretriz atualizada

classifica a hipertensdo como uma leitura de PA de 130/80 mmHg ou superior como
mostrado no quadro 1.
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Quadro 1 — Classificagéo da pressao arterial

Categoria de PA Sistolica Diastdlica
Normal <120 mmHg <80 mmHg
Elevado 120-129 mmHg <80 mmHg
Hipertenséo estagio 1 130-139 mmHg 80-89 mmHg
Hipertenséo estagio 2 2140 mm Hg 290 mm Hg
Hipertenséo de urgéncia >180 mm Hg >120 mm Hg
Hipertenséo de >180 mm Hg + dano ao | >120 mm Hg + dano ao 6rgéo
emergéncia orgao alvo alvo

Fonte: WHELTON et al., 2017.

A maioria dos eventos cardiovasculares ocorre em individuos com
alteracdes leves dos fatores de risco que, se deixados sem tratamento por muitos
anos, podem produzir uma doenca manifesta. Varios estudos epidemioldgicos e
ensaios clinicos ja demonstraram a drastica reducdo da morbidade e mortalidade
cardiovascular com o tratamento da hipertenséo arterial (GRASSI, 2016a).

Os fendtipos resultantes podem ser modulados por varios fatores
ambientais, alterando assim a gravidade da elevacdo da pressédo arterial e o
momento do inicio da hipertensdo (MENGUES et al, 2016).

Muitos fatores fisiopatologicos tém sido atribuidos a génese da
hipertensdo arterial: aumento da atividade do sistema nervoso simpatico,
relacionado & maior exposiGCao ou resposta ao estresse psicossocial; superproducao
de hormdnios e vasoconstritores de retencdo de sddio; ingestdo elevada de sédio
em longo prazo; ingestdo dietética inadequada de potassio e célcio; aumento da
secrecédo de renina, com aumento da producédo de ANG 2 e aldosterona; deficiéncias
de vasodilatadores, tais como prostaciclina, o6xido nitrico (NO) e peptideos
natriuréticos; alteracbes na expressao do sistema calicreina-cinina que afetam o
tbnus vascular e o manuseio renal de sais; anomalias de resisténcia de vasos,
incluindo lesdes seletivas na microvasculatura renal; resisténcia a insulina,;
obesidade; aumento da atividade de fatores de crescimento vascular; alteracdes nos
receptores adrenérgicos que influenciam a frequéncia cardiaca, as propriedades
inotropicas do coracéo e o ténus vascular (MUNOZ-DURANGO et al., 2016).



26

3.3 Modelos de hipertenséo arterial

Atualmente existem varios modelos experimentais utilizados para
mimetizar a hipertensdo arterial sisttmica (HAS) (Quadros 2 e 3), como 0s ratos
espontaneamente hipertensos (SHR), que tém sido amplamente utilizados como um
modelo de HAS (CUMMINS et al., 2001).

Nos ratos SHR a resposta hipertensiva inicia-se com o avanco da idade
comecando por volta das 5-6 semanas de idade, sendo associada a um aumento da
resisténcia periférica total e um DC normal que comeca a ser comprometido,
quando, comeca a reduzir-se em funcdo de uma insuficiéncia cardiaca,
desenvolvendo uma progressiva hipertrofia cardiaca (ATANUR et al.,, 2010;
THOMAS et al., 1997).

Um dos aspectos mais interessantes do SHR é o desarranjo do
metabolismo do calcio. A reducgéo no transporte ativo de célcio pelo intestino e perda
excessiva pela urina podem levar a hipocalcemia (ATANUR et al., 2010).

Os ratos Wistar-Kyoto (WKY) sdo animais normotensos endogamicos,
derivados da mesma estirpe de rato ancestral que os SHR, foram originalmente
derivados de geracfes, e mostram diferencas genéticas marcantes. Esse grau de
divergéncia genética entre as duas cepas torna inatil qualquer estudo comparativo
(SCHULZ; KREUTZ, 2012). Os WKY tém sido utilizados como o controle genético
mais proximo para o SHR, portanto, em todos os estudos os ratos WKY
normotensos sao usados como controle para o SHR (ATANUR et al.,, 2010;
SAGVOLDEN et al., 2009). Este é considerado um modelo adequado para o estudo
dos mecanismos, fisiopatoldgicos e tratamento de hipertenséo arterial essencial ou
primaria, pois a hipertensédo se desenvolve inicialmente sem lesGes de 6rgédos e com
alteracbes hemodindmicas devido a resisténcia vascular periférica (PINTO et
al,1998).

Ratos tratados com L-NAME, um potente inibidor da sintese de 6xido
nitrico, por via oral em até oito semanas, constitui um modelo amplamente utilizado
de hipertensdo arterial sistémica (BAYLIS et al, 1992; RAMANATHAN;
THEKKUMALAI, 2014). Muitas vezes, a PA é elevada apdés quatro semanas de
tratamento com L-NAME. A administracdo a longo prazo de inibidores da oxido

nitrico sintase (NOS), como o L-NAME, fornece uma nova forma de hipertensdo com
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dano em 6rgéo-alvo. Estudos descrevem que a hipertensdo induzida por L-NAME
tem sido associada a lesao endotelial, danos cardiacos e aérticos graves, vasculares
e fibrose glomerular (LEONG et al, 2015).

Outro modelo de hipertensédo sistémica seria a utilizacdo de cepas dos
ratos Dahl sensiveis ao sal (Dahl-SS), que possuem funcdo anormal dos
barorreceptores, mesmo antes dos animais se tornarem hipertensos, possuem
também defeito na resposta vasodilatadora renal que acompanha a sobrecarga
salina (FINK et al., 1980; GORDON; MARK, 1984).

Os rins de ratos Dahl-SS n&o tém capacidade de vasodilatar
integralmente, apresentando defeito na resposta vasodilatadora renal,
desenvolvendo uma hipertensdo arterial sistémica apds serem submetidos a uma
dieta rica em cloreto de sbédio (NaCl 8%). Os ratos Dahl sal-resistente (SR)
conseguem manter os niveis pressoricos dentro da normalidade, mesmo submetidos
a mesma dieta rica em sédio (DAHL; HEINE, 1961).

O modelo de hipiertensdo renovascular, pode ser realizado pela
constricdo de apenas uma artéria renal na presenca do rim contralateral, hipertensao
de Goldblatt tipo 2 rins e 1 clipe (2R1C), que tem maior atividade de renina
plasmatica do que ratos hipertensos 1R1C ou por hipertensdo produzida pela
constricdo de uma artéria renal associada a remocao do rim contralateral
(hipertensdo de Goldblatt tipo 1 rim, 1 clipe: 1R1C). Esses dois modelos elevando a
PA devido aos niveis plasmaticos aumentados de renina e ANG 2. (CUMMINS et al.,
2001; RAKUAN et al., 2010).

O modelo renopriva, que é feito com uma nefrectomia bilateral; a
perinefritica que decorre da inducao de fibrose renal pelo envolvimento do rim com
um abrasivo contido por um tecido e liberacdo do pediculo renal apds algumas horas
de ocluséo total. O modelo de constricdo da aorta abdominal examina os fatores
mecanicos e neuro-humorais na elevacdo da pressao arterial (POLLOCK et al.,
1993; SALGADO et al 1997).

Entre os modelos de hipertensao neurogénica podemos citar aqueles que
envolvem a lesdo do nucleo do trato solitario (NTS), e o da deaferentacdo sino-
aortica, associada, ou ndo, a desnervacdo das aferéncias cardiopulmonares
(CUMMINS et al., 2001).
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Quadro 2 — Modelo de hipertenséo arterial de origem genética ou renal

Modelo

Inicio da hipertenséo

Peculiaridade

Rato
Espontaneamente
Hipertenso (SHR)

Inicia ap6s 5 semanas de vida.

A hipertenséo € influenciada
com a idade e fatores

ambientais.

O modelo SHR deve ser
realizado paralelamente com
0s controles normotensos ratos
Wistar Kyoto (WKY), pois as
caracteristicas distintas de

cada linhagem podem mudar.

Ratos da cepa
Dahl-SS

Desenvolvem hipertensao
arterial apés serem submetidos

a uma dieta hipersaddica.

A hipertenséo so se
desenvolve apos dieta

hipersédica.

Hipertenséo
Experimental de
Goldblatt

Desenvolve apdés obstrucdo da

artéria renal.

A hipertenséo pode ser
revertida pela remocéo do clipe

da artéria renal.

Hipertenséo

perinefritica

A elevacéo da presséao arterial
ocorre trés a cinco semanas

apos o procedimento cirdrgico.

N&o encontrado

Hipertenséo

renopriva

Desenvolve apés nefrectomia

bilateral.

N&o encontrado

Fonte: FAZAN; SALGADO, 1997
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Quadro 3 — Modelos de hipertensdo arterial de origem quimica; obstrutiva ou por

lesdo neuronal.

Modelo Inicio da hipertenséo Peculiaridade

Observa-se uma
instalag&o rapida da

Ratos hipertenso hipertenséo ja nos A hipertenséo pode ser revertida
tratados com L- primeiros dias de apenas parcialmente pela
NAME tratamento e, dependendo interrupcdo do tratamento.

da dose de L-NAME

administrada.

_ . A hipertenséo inicia apés
Hipertenséao ) )
tratamento cronicamente Observa-se uma reduzida
dependente de o ) o
_ o com acetato de atividade da renina plasmatica.
mineralocorticoides o
desoxicorticosterona.

. Inicia apos a constricdo .
Coartacéo da aorta _ N&o encontrado
parcial da aorta.

Induz, em ratos, uma

_ o ) hipertenséo fulminante com a
Hipertenséo Inicia ap0s a leséo
. morte dos mesmos por edema
neurogénica neuronal. L L
agudo de pulméo e insuficiéncia

cardiaca.

Fonte: FAZAN; SALGADO, 1997

3.4 Tratamento farmacoldgico da hipertensao arterial

O tratamento farmacolégico da HA é feito atualmente com drogas que
podem ser agrupadas em seis classes principais, os diuréticos, inibidores de agéo
central, B-bloqueadores, os bloqueadores de canais de calcio, os inibidores da
enzima conversora de angiotensina e o0s bloqueadores dos receptores de
angiotensina 2.

Os diuréticos sédo farmacos que promovem a producdo e excrecao de
urina, compreendendo quatro grupos principais com base em seu local de ag&do nos

rins, incluem agentes que atuam no tubulo proximal, como inibidores da anidrase
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carbdnica, que tém eficacia anti-hipertensiva limitada; diuréticos de al¢a; tiazidicos e
agentes poupadores de potassio (SHAH et al 2004).

Os Inibidores de acao central sdo agentes simpatoliticos que exercem
uma profunda inibicdo da descarga neural simpatica (sem afetar a funcéo
barorreflexa). Eles podem atuar estimulando os receptores a, adrenérgicos pré-
sinapticos no sistema nervoso central, reduzindo o tbnus simpatico, como a a-
metildopa, que é convertida a a-metildopamina e posteriormente a a-
metilnorepinefrina. A a-metilnorepinefrina, assim como a norepinefrina, age como
potente agonista dos receptores a,. Esse agonismo aos receptores a, adrenérgicos
pré-sinapticos inibe a liberacdo de norepinefrina, o que ulteriormente impede a
transmissao nervosa, diminuindo o efluxo simpatico para a periferia (BOUSQUET et
al, 1984; GRASSI, 2016b; XU et al., 2017).

A clonidina, um derivado imidazolinico, quando administrada por via
endovenosa, pode ocasionar uma rapida elevacdo da pressao arterial, seguida de
gueda pressorica muito mais prolongada (BOUSQUET et al 1984; GRASSI, 2016b;
XU et al, 2017). Essa acdo hipertensora inicial ocorre devido a estimulacdo
periférica dos receptores adrenérgicos. Ao passar a barreira hematoencefélica, a
clonidina age na medula cerebral pelo mesmo mecanismo de agdo da metildopa.
Podendo também se ligar aos receptores imidazolinicos, 0os quais também podem
mediar a acdo hipotensora. O guanabenzo é outro composto que apresenta forte
agonismo pelos receptores a,. Os inibidores dos receptores imidazolidinicos, como a
moxonidina, apesar de também apresentar agonismo aos receptores a,, exibe maior
afinidade com os sitios de ligacao dos receptores imidazolinicos do subtipo I1. Este
particular confere a essa droga menos efeitos indesejaveis que a clonidina (GRASSI,
2016a).

Os pB-bloqueadores sdo grupo de farmacos que diminuem o efluxo
simpético por antagonizar a agao das catecolaminas nos receptores beta no sistema
nervoso central e na periferia. Essencialmente, existem trés classes de
betabloqueadores: 0os que bloqueiam os receptores ;1 e L2 nao seletivos
(propranolol, nadolol), aqueles que bloqueiam preferencialmente os receptores [
aos B, (metoprolol, atenolol) e aqueles que apresentam atividade simpatomimética
intrinseca (pindolol, acebutolol) (JI et al., 2016; XU et al., 2017).
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Ha, no entanto, outra classe de beta bloqueadores, que apresenta
antagonismo a; concomitante (labetalol, carvedilol, nebivolol) (JI et al., 2016; XU et
al., 2017). Seu mecanismo anti-hipertensivo envolve diminuicdo inicial do débito
cardiaco, reducdo da secrecdo de renina, readaptacdo dos barorreceptores e
diminuicdo das catecolaminas nas sinapses nervosas. Betabloqueadores de geragao
mais recente (terceira geragdo) como o carvedilol e o nebivolol, diferentemente dos
B-bloqueadores de primeira e segunda geracdes também proporcionam
vasodilatacdo, que no caso do carvedilol decorre em grande parte do efeito de
bloqueio concomitante do receptor a; adrenérgico e, no caso do nebivolol, de
aumento da sintese e liberacéo endotelial de éxido nitrico (DE CREE et al., 1992; JI
et al., 2016).

Os blogueadores a; adrenérgicos desse grupo diminuem a pressao
arterial por meio do bloqueio dos receptores a; nas arteriolas e vénulas. Em
consequéncia, espera-se maior reducao pressorica quando na posi¢ao ortostatica. A
alta seletividade apresentada pelos receptores a; parece explicar a menor
taquicardia causada por esses agentes quando comparados a fentolamina, um alfa
blogueador nédo-seletivo. A retencdo hidrica e salina ocorre quando esses agentes
sdo usados como monoterapia exemplos de alfa blogueadores a;: prazosin,
doxazosin e terazosin (GRASSI, 2016a).

A acéo anti-hipertensiva dos antagonistas dos canais de célcio, como o
verapamil e diltiazem, decorre da reducdo da resisténcia vascular periférica por
diminuicdo da concentracdo de calcio nas células musculares lisas vasculares.
Apesar do mecanismo final comum, esse grupo é dividido em trés subgrupos, com
caracteristicas quimicas e farmacolégicas diferentes: fenilalquilaminas,
benzotiazepinas e diidropiridinas. Sao anti-hipertensivos eficazes e reduzem a
morbidade e mortalidade cardiovasculares. Deve-se dar preferéncia aos
bloqueadores dos canais de calcio de longa duracdo de acéo intrinseca ou por
formulagédo galénica que permita uma liberacdo prolongada. Estudo de desfecho
reafirmou a eficicia, tolerabilidade e seguranca do uso dessa classe de
medicamentos no tratamento da hipertensdo arterial de pacientes com doenca
coronariana (LUBSEN et al., 2005).

Um dos farmacos utilizados eficazmente na maioria das emergéncias

hipertensivas é o nitroprussiato de sodio, sendo um poderoso vasodilatador misto
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(venoso e arterial) exercendo um efeito direto a nivel dos vasos periféricos, de forma
autbnoma do sistema nervoso vegetativo, levando a uma diminuicdo quase imediata
da pressdo arterial. O periodo de acdo ocorre em até 30 segundos sendo as
alteracbes hemodinamicas visiveis segundos apos sua administracdo. Este
apresenta também uma reversibilidade imediata da vasodilatacdo induzida e apos
sua interrupcdo ou reducéo da velocidade de perfusao, o pico de efeito hipotensivo
ocorre em até dois minutos (VEIGA et al.,, 2016; WEBSTER et al., 2010). Outro
farmaco utilizado na emergéncia hipertensiva € o trimetafan bloqueador ganglionar
usado quando se houver intolerancia ao NPS (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991,
VEIGA et al., 2016).

Outro grupo de medicamentos utilizados na hipertensdo sao o0s
bloqueadores do sistema renina-angiotensina-aldosterona que podem atuar como
inibidores de renina, inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA),
antagonistas do receptor AT1 e antagonistas do receptor de mineralocorticéide
(MR). A primeira vista, 0 mecanismo de acdo parece simples: eles reduzem a
formacdo ou blogueam os efeitos da aldosterona e da Angiotensina 2, evitando
assim os efeitos deletérios cardiovasculares destes dois compostos (TE RIET et al.,
2015). Outra agao importante da diminuicdo na producdo de angiotensina 2 seria a
reducdo na atividade simpatica, justificando a auséncia de taquicardia reflexa e a
manutencdo do débito cardiaco, apesar da significativa queda pressorica.
Recentemente, admite-se que a diminui¢cdo de angiotensina 2 determinaria também
supressao na producao enddgena de endotelina e melhora na disfuncao endotelial.
Atualmente, os inibidores da ECA contribuem de forma importante para o controle da
hipertensdo e para reduzir a mortalidade na insuficiéncia cardiaca congestiva
(MUSTONEN et al., 2004).

Varios farmacos séo produtos naturais ou derivados deles, por exemplo: o
primeiro farmaco sintético, o &cido acetil salicilico, inspirado na salicina, um
glicosideo natural isolado de Salix alba e usado desde os tempos de Hipdcrates
como anti-inflamatorio, a sintese de analgésicos locais como a procaina, um produto
derivado da cocaina, cloroquina, um potente medicamento antimalarica
desenvolvido durante a 22 guerra mundial, morfina, codeina e tebaina extraida da
flor da papoula (Papaver somniferum) (DUARTE, 2005); Captopril, desenvolvido a

partir de uma substancia encontrada no veneno da jararaca, utilizado como anti-
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hipertensivo (ONDETTI et al., 1971); Atropina, que € extraida da Atropa belladonna,
usada como antiespasmodico (LOPES et al, 2015); Efedrina, que é extraida da
Ephedra sinica, e é usada como broncodilatador e descongestionante (FORTE et al.,
2006).

Os medicamentos fitoterapicos sdo obtidos com emprego exclusivo de
matérias-primas ativas vegetais. Como todos os medicamentos, os fitoterapicos sao
caracterizados pelo conhecimento da eficacia, dos riscos de seu uso, pela
reprodutibilidade e constancia de sua qualidade (GARTLAND; GARTLAND, 2018).
Esses produtos naturais podem ser téo eficientes quanto os produzidos pela sintese
quimica, contudo a transformacao de uma planta em um medicamento deve visar a
preservacdo da integridade quimica e farmacolégica do vegetal, garantindo a
constancia de sua ac¢ao biolégica e a sua seguranca de utilizacdo, além de valorizar
seu potencial terapéutico. Para atingir esses objetivos, a producado de fitoterapicos
requer, necessariamente, estudos prévios relativos a aspectos botéanicos,
agrondmicos, fitoquimicos, farmacologicos, toxicolégicos, de desenvolvimento de
metodologias analiticas e tecnologicas (TOLEDO, et al., 2016).

A natureza, de um modo geral, é a responsavel pela produ¢do da maioria
das substancias organicas conhecidas, entretanto, o reino vegetal que possui uma
variedade de moléculas complexas que constituem os metabdlitos secundarios, €
responsavel pela maior parcela da diversidade quimica conhecida e registrada na
literatura. Isto seria a consequéncia direta de milh6es de anos de evolucéo,
atingindo um refinamento elevado de formas de protecdo e resisténcia as
intempéries do clima, poluicdo e predadores (RAQUEL; MONTEIRO, 2008).

Apesar da existéncia de varios farmacos para o tratamento de
hipertenséo, cada vez se busca novas drogas, em vista que esta doenca € uma das
principais causas de morte em adultos. Os produtos naturais tém uma grande
importancia na produgédo desses farmacos por serem mais acessiveis, eficazes e
menos toxicos. Portanto, torna-se necessario investir em novos estudos para

identificar substancias eficazes que possam oferecer novas a¢des anti-hipertensivas.
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3.5 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais (OE) sdo compostos bioativos complexos, de baixo
peso molecular, hidrofobicos, raramente coloridos e caracterizados por possuirem
um forte odor de substancias aromaticas volateis (AKHTAR et al, 2014). Essas
substancias possuem um papel importante na protecdo da fitodiversidade como
antibacterianos, antifingicos, antivirais, inseticidas e também contra herbivoros,
reduzindo o seu apetite para tais plantas (BAKKALI et al., 2008; MURTHY et al.,
2016). Contudo podem atrair alguns insetos para favorecer a dispersdo de pélen e
sementes, ou repelir os insetos indesejaveis. Normalmente séo lipossoluveis e
sollveis em solventes organicos com uma densidade geralmente inferior a da agua
(MURTHY et al., 2016).

Os OE podem ser produzidos em toda a planta e armazenados em
células secretorias, cavidades e canais como células epidérmicas, tricomas
glandulares, glandulas, pélos glandulares, dutos de 6leo, dutos de resina e
geralmente eles podem ocorrer em brotos, flores, folhas, caules, galhos, sementes,
frutos, raizes, madeira, seiva ou casca (AKHTAR et al, 2014; MURTHY et al., 2016).
Existem véarios métodos de extracdo de Oleos essenciais, sendo a destilacdo
(hidrodestilagéo, destilagdo a vapor, hidrodifusdo), a extracdo de solventes,
enfleurage e a prensagem a frio, métodos mais ou menos tradicionais e geralmente
utilizados para extracdo de O6leos essenciais (RASSEM et al, 2016; RAUT,;
KARUPPAYIL, 2014).

Aproximadamente 3000 6leos essenciais sdo conhecidos, dos quais 10%
sdo comercialmente importantes, especialmente nas induUstrias farmacéutica,
agrondmica, alimentar, sanitaria, cosmética e perfumaria (MURTHY et al., 2016).
Quimicamente, OEs podem constituir entre 20 a 100 metabolitos secundérios
pertencentes a uma variedade de classes quimicas (CARSON; HAMMER, 2010).
Entre estas temos os terpenoides e fenilpropanoides, que formam os constituintes
principais dos 6leos essenciais, apresentam também alguns constituintes aromaticos
e alifaticos, monoterpenos, sesquiterpenos, benzenoides (RAUT; KARUPPAYIL,
2014).

Na maioria das vezes, as bioatividades de um OE particular sdo exercidas

por um ou dois dos seus principais componentes (BAKKALI et al., 2008; RAUT,;



35

KARUPPAYIL, 2014). Mas, por vezes, a atividade global ndo pode ser atribuida a
qualquer dos principais constituintes e a presenc¢a de uma combinacédo de moléculas
modifica a atividade para exercer um efeito significativo (ISMAN et al, 2008; RAUT,;
KARUPPAYIL, 2014).

3.6 Consideragdes sobre Protium heptaphyllum (Aubl.) March.

Muitas espécies vegetais possuem variadas substancias triterpenoidicas,
presentes nos seus 6rgaos, as quais devem desempenhar diferentes papéis. Alguns
géneros da familia Burseraceae sdo produtores de resinas oleosas (Elaphrium, Icica,
Canarium e Protium). Estas resinas s@o constituidas de triterpenos tetraciclicos,
como os acidos elemadiendlico e elemadiendnico, e pentaciclicos, como a e
amirinas, maniladiol e breina entre outros (MAGALHAES MAIA et al., 2000).

A espécie Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand (figura 2),
Burseraceae, € conhecida como almécega, breu branco, almiscar, almécega do
Brasil, goma-lim&o. Originada na América do Sul, pode ser encontrada em toda a
regido amazonica e segrega uma resina oleosa, composta de uma mistura de
triterpenos, monoterpenos e sesquiterpenos (ALBINO et al., 2017).

A familia Burseraceae € uma conhecida fonte de exsudatos e resinas
ricas em substancias aromaticas que séo utilizadas para fins medicinais e industriais.
Na medicina popular, gomas, 6leos e resina de espécies de Protium sdo usados
para varios fins, como por exemplo, ténico, estimulante, antiulcerosos, analgésico,
cicatrizante e anti-inflamatérios (MAGALHAES MAIA et al., 2000; SIANI et al., 1999).

Com base no levantamento bibliografico referente ao estudo quimico dos
componentes volateis das espécies de Protium, observou-se que a espécie desse
género botanico tem sido investigada quanto a sua acdo anti-inflamatoria,
antioxidante, acaricida, citotoxica, antimicrobiana, antinoceptiva e contra 0
trematédeo causador da esquistossomose, ansiolitico, sedativo e efeito
vasorelaxante (ARAGAO et al., 2006; MAGALHAES MAIA et al., 2000; SIANI et al.,
1999; STETCIURA et al., 2014).
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Figura 2 - Fotografia da espécie Protium heptaphyllum March

-

Fonte: DALY et al, 2012

Particularmente Protium heptaphyllum (Aubl.) March, € rica em
triterpenos, que na amostra analisada incluem de forma majoritaria: a-felandreno,
gue possui efeitos que atenuam a inflamacéo e tem acédo antinociceptiva (LIMA et
al., 2012; SIQUEIRA et al., 2016); p-cimeno, que possui efeitos vasorrelaxantes em
aorta de rato (SILVA et al., 2015); B-limoneno, possui efeito que atenua a presséo
arterial e acdo antioxidante (SUN, 2007). Da Silva et al (2016) investigaram a acao
do a-terpineol, que induz a retencdo gastrica de liquidos inibindo as vias
parassimpaticas vagais em ratos, possuindo também efeito hipotensor (SABINO et
al., 2013).

Os constituintes quimicos do 6leo de Protium heptaphyllum (Aubl.) March
(OEPN) utilizado na pesquisa estéo listados na Tabela 1 abaixo. Dentre eles existem

alguns monoterpenos com atividades no sistema cardiovascular como: p-cimen-8-ol,
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B-limoneno; p-cimeno, B-pineno, 4-terpineol e Eucaptol (SANTOS et al.,, 2011,
SOARES et al., 2005).

Tabela 1 — Composi¢éo quimica do 6leo essencial de P. heptaphyllum, OEPh.

Constituintes IK* Area (%) OEPh - Com. Resinas
a-tujeno 924 0,19
a-pineno 932 0,71
Sabineno 969 0,48
B-pineno 971 0,29
a-felandreno 1002 1,42
3-careno 1008 5,11
p-cimeno 1019 17,04
Limoneno 1023 34,51
Eucaliptol 1025 20,64
B-linalol 1095 0,83
Oxido limoneno 1132 0,35
trans-pinocarveol 1135 Nd
Canfora 1141 Nd
4-terpineol 1174 1,12
p-cimen-8-ol 1179 1,50
Criptona 1183 0,80
a-terpineol 1186 9,75
trans-carveol 1215 1,21
Cuminal 1238 0,40
Carvona 1239 1,63
Piperitona 1249 0,73
Espatulenol 1577 Nd
B-sinensal 1755 1,29

A identificacdo dos constituintes foi realizada comparando o indice de retencdo (IR) e o padrdo de
fragmentacdo dos espectros de massa com os dados da literatura e com o banco de dados do
sistema de analise. * indice tedrico de Kovat.

nd = ndo detectado ou baixa abundancia relativa.

Fonte: MOBIN et al., 2017.
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3.7 Terpenos

Os terpenos distribuem-se amplamente na natureza e sdo encontrados
em abundancia nas plantas superiores (TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014).
Representam a segunda maior classe de metabdlitos secundarios com maior
namero de constituintes ativos (ADLARD, 2010). Quimicamente, os terpenos podem
ser definidos como “alcenos naturais”, isto é, apresentam uma dupla ligagao
carbono-carbono sendo caracterizado como um hidrocarboneto insaturado
(MCANDREW et al., 2011).

Sao sintetizados no citoplasma e plastidios de células vegetais pela via do
acido mevalbnico (MVA), e através da acdo da enzima IPP-isomerase, pode produzir
o dimetilalil pirofosfato (DMAPP). O DMAPP, por meio de duas rotas metabolicas
distintas — via do mevalonato e via do 1-desoxilulose 5-fosfato (DXP) — originam o0s
diferentes terpenos (KITAOKA et al., 2015). Dessa forma, os terpenos podem ser
classificados de acordo com a quantidade de residuos de isopreno que sua estrutura
possui e pelo grau de ciclizacdo da molécula, ou seja, como aciclicos, monociclicos
ou biciclicos (Figura 2) (DEWICK, 2002; KRIVORUCHKO; NIELSEN, 2015).

Os monoterpenos e sesquiterpenos, com estruturas terpénicas de menor
massa molecular, apresentam volatilidade acentuada. Essa caracteristica, por sua
vez, apresenta grande importadncia para o0 aroma dos produtos naturais,
particularmente de frutas citricas, ervas aromaticas, especiarias e condimentos
(FARKAS; MOHACSI-FARKAS, 2011). Por outro lado, moléculas de tamanho
superior aos sesquiterpenos, devido ao tamanho da cadeia, praticamente n&o
contribuem com o aroma, embora o catabolismo de tetraterpenos (C40) possa
fornecer noroisoprenoides de 10 e 13 carbonos de importante contribuicdo para o
aroma de alguns produtos de origem vegetal (BERGER, 2007).

As classes di- e triterpenos sdo tidas como um dos componentes
principais de oleorresinas — uma secrecdo constituida basicamente de Oleo
essencial e resina — obtida de diferentes tipos de plantas. No que diz respeito aos
tetraterpenos ou carotenoides, esses compostos sdo pigmentos de ampla
distribuicdo na natureza, responsavel por conferir a coloracéo de diferentes plantas,

vegetais e alimentos. Existe uma extensa variedade de tetraterpenos descritos,
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sendo os mesmos divididos em carotenos (terpenos) e xantofilas (terpenoides) (GU
et al., 2014; RAUT; KARUPPAYIL, 2014; PRAKASH et al., 2015).

Os triterpendides constitui a segunda maior classe de metabolitos
secundarios, com mais de 100 esqueletos de carbono, identificados em organismos
vivos, terrestres e marinhos e possuem maiores nimeros de substancias ativas,
incluindo uma grande diversidade estrutural. Esta classe de produtos naturais,
incluindo triterpenos, esterdides, limondides, quassinoides e saponinas
triterpenoidais, consistem em mais de 30.000 compostos isolados e identificados
(SANDJO; KUETE, 2013). A maioria dos esqueletos triterpénicos séo tetraciclos,
contendo trés anéis de seis membros e um de cinco membros, e pentaciclos, quer
com quatro anéis de seis membros e cinco de cinco membros ou cinco anéis de seis
membros. No entanto, as estruturas aciclicas, mono-, di-, tri- e hexa- ciclicos
também foram isolados e identificados a partir de fontes naturais (SANDJO; KUETE,
2013; TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014).

Os esteroides possuem uma estrutura de ciclopenta fenantreno
parcialmente ou parcialmente reduzido, por vezes com grupos metilo em C-10 e C-
13. No entanto, a espinha dorsal da cadeia lateral em C-17, o seu comprimento e a
estereoquimica de alguns dos seus centros quirais levam a diferentes esqueletos de
esteroides (SANDJO e KUETE, 2013).

Vérios terpenos possuem potencial efeito no sistema cardiovascular,
podendo promover entre outras agdes, vasorrelaxamento, diminuicdo da frequéncia
cardiaca e hipotensdo. Assim, estes terpenoides podem ser Uteis como agentes
para prevencado e/ou tratamento de doencas cardiovasculares (SANTOS et al.,
2011).

A descoberta de novos medicamentos esta diretamente ligada as
inovacgdes cientificas e tecnoldgicas. Os avanc¢os expressivos da Quimica e Biologia
e a melhor compreenséo de vias bioquimicas fisiolégicas, alvos moleculares e de
mecanismos que levam ao aparecimento e desenvolvimento de doencgas, tornaram
possivel a descoberta de formulacdes terapéuticas notaveis (GUIDO et al, 2010).

A biotecnologia tem aplicacdo em diversos setores industriais e de
servicos como na industria farmacéutica, no setor quimico, além da area de
nanotecnologia e saude (RAMOS et al, 2008). A utilizacdo e desenvolvimento da

nanotecnologia envolvida na industria farmacéutica € uma nova op¢ao tecnoldgica
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que apresenta caminhos inovadores para a ampliacdo da eficacia terapéutica de
farmacos. Ha um crescente estudo destas estruturas nanométricas devido as
inlmeras vantagens em relacdo aos sistemas farmacéuticos convencionais (DE
OLIVEIRA et al., 2012). A ciclodextrina (CD), que € uma nanoparticula, € atualmente
um dos carreadores de moléculas mais estudados, atraindo a atencdo de
investigadores tanto no campo de pesquisa como no campo de tecnologias
aplicadas (VENTURINI et al., 2008).

3.8 Ciclodextrina

No ano de 1891, o cientista francés A. Villiers isolou pela primeira vez
ciclodextrina (CD) como produto de degradacdo enzimatica bacteriana de amido e
denominou esta dextrina de "celulosina”. Em 1903, o microbiologista austriaco Franz
Schardinger, foi o primeiro a detalhar a produgao da ciclodextrina, identificando dois
compostos cristalinos (A, B) semelhantes a celulosina a partir da digestdo bacteriana
do amido de batata e substituiu 0 nome "celulosina" por a-dextrina e B-dextrina.
Estes foram mais tarde conhecidos como a-ciclodextrina e B-ciclodextrina. Apos
1935, Freudenberg e Cramer sugeriram a existéncia da y-ciclodextrina (DAS et al.,
2013).

A CD é um polimero de estrutura ciclica constituida de unidade D-
glucopiranose, estabelecendo ligacdes do tipo a-(1,4), atéxico, com cavidade interna
lipofilica e superficie exterior hidrofilica. A sua cavidade interna possui capacidade
de formar composicao de inclusédo, que confere propriedades Unicas (capacidade de
solubilizacdo aumentada) e, pode ser utilizadas como solubilizantes de farmacos
pouco soluveis em formas de dosagem liquidas ou sélidas (JONES et al., 2016).

As CD naturais obtidas com maior rendimento sdo as aCD; BCD e yCD,
com respectivamente 6, 7 e 8 unidades de glicose. Devido a formacéo de cadeias de
unidades de glucopiranose, as moléculas de ciclodextrina tém a forma de cones,
com grupos hidroxilo secundarios, que se estendem a partir da borda mais larga e
0S grupos primarios da borda mais estreita, dando as moléculas de CDs uma
superficie exterior hidrofilica, enquanto a lipofilidade da sua cavidade central é
comparavel a uma solucdo etandlica aquosa (LAl et al, 2017). As CD tem

solubilidade aquosa limitada devido a forte ligacdo intermolecular de hidrogénio no
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estado cristalino, tém biodisponibilidade oral muito baixa (abaixo de 4%) e sao
metabolizados no trato gastrointestinal, principalmente por digestdo bacteriana, para
formar oligossacarideos, monossacarideos e gases, como: hidrogénio, dioxido de
carbono e metano (ANDRADE et al., 2017; JONES et al., 2016). Sabe-se que a taxa
de degradacao de CD no trato gastrointestinal pode ser prejudicada pela formacao
de complexos de inclusédo. O a-CD natural e 8-CD, ao contrario do y-CD n&o podem
ser hidrolisados por saliva humana e amilases pancreaticas; embora todos os trés
sejam submetidos a fermentacdo pelo microrganismo intestinal (JAMBHEKAR;
BREEN, 2016; JONES et al., 2016; LIN et al., 2014).

A CD natural e os seus derivados sdo utilizados em formulacdes tdpicas
e orais, mas apenas a-CD e os derivados hidrofilicos de B e y-CD podem ser
utilizados em formulagdes parentéricas. A y-CD forma agregados visiveis em
solucdo aquosa e nao é adequada para formulagBes parentéricas (JAMBHEKAR,;
BREEN, 2016). Devido a sua nefrotoxicidade, a f-ciclodextrina ndo pode ser
utilizada em formulacdes parentéricas (LIN et al., 2014). Em solucdes aquosas, as
CD sao capazes de formar complexos de inclusdo com muitos farmacos,
hospedando estas moléculas do farmaco ou alguma parte lipofilica da molécula, na
cavidade central (ERDOGAR; BILENSOQY, 2014). Nenhuma ligagdo covalente é
formada ou quebrada durante a formacédo do complexo, e as moléculas do farmaco
no complexo estdo em rapido equilibrio com as moléculas livres (LAI et al, 2017).

As forcas motrizes para a formacdo do complexo incluem liberacdo de
moléculas de agua rica em entalpia da cavidade, ligacdo de hidrogénio, interacédo de
Van der Waals, interacdo de transferéncia de carga, ligacbes hidrofébicas,
interacbes eletrostaticas. As propriedades fisico-quimicas da molécula de
ciclodextrina livre diferem das do complexo. Variedades de moléculas orgéanicas
podem ser incluidas nas cavidades de CD, uma vez que tém uma forma de cone
truncada. Os complexos de incluséo séo formados devido a associacao entre agente
ativo e ciclodextrina. Na cavidade hidrofilica da CD, as moléculas de agua estao no
ambiente que é energeticamente desfavoravel. Quando essas moléculas de agua
sao substituidas por uma molécula convidada com tamanho, forma e polaridade
adequada para estrutura de CD, complexo de inclusdo sao formados (SUVARNA et
al, 2017).
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Este processo energeticamente favoravel leva a melhoria da estabilidade
do complexo porque traz uma mudanca em entalpia e reduz a energia total do
sistema. A CD pode formar complexos de inclusdo com moléculas de solubilidade
aguosa fraca, tal como fitoquimicos, melhoram solubilidade, protegem compostos
bioativos de vérios estresses ambientais, como temperatura, pH, luz., diminui as
concentracbes do composto necessario para alcancar um efeito terapéutico
desejado e podem retardar ou prolongar a taxa de entrega e modificar o
comportamento das moléculas. Podem também eliminar as acdes toxicologicas ou
irritantes das substéncias ativas e podem também substituir excipientes como
solventes organicos, substancias solubilizantes (BRAGAN; CARVALHO, 2014,
SUVARNA et al 2017).

Os Oleos essenciais e terpenos complexados com CD melhoraram a
biodisponibilidade, a solubilidade e aumentaram a eficiéncia da dose, tendo assim
uma melhor eficicia farmacoldgica. Estes sdo provavelmente os beneficios mais
promissores deste tipo de droga (LIMA et al., 2016).

Apesar da atividade farmacologica do OEPh ja ser descrita, seu uso
acaba sendo limitado devido a alta instabilidade, volatilidade e a baixa solubilidade
em agua. Dentre as técnicas de encapsulacdo usadas para aumentar a estabilidade
e solubilidade em agua de substancias volateis como os monoterpenos, que Sao 0s
principais constituintes dos 6leos esséncias, as que tém se mostrado mais efetivas
sdo as que empregam as CD, que diminuem também a sublimacéo e volatizacdo do
Oleo (DAVIS; BREWSTER, 2004; RUNGSARDTHONG et al., 2011).

Baseado nesta propriedade, o OEPh complexado com CD, pode
aumentar sua estabilidade, solubilidade aquosa, fotoestabilidade e estabilidade
térmica, além de protegé-lo da oxidacdo, mascarar ou reduzir efeitos fisioldgicos
indesejados, bem como reduzir sua volatilidade e melhorar a absorcdo dos dos

metabolitos secundarios.



43

4 REFERENCIAS

ADLARD, E. R. Handbook of Essential Oils. Science, Technology and Applications.
Chromatographia, 2010.

AKHTAR, M. S.; DEGAGA, B.; AZAM, T. Antimicrobial activity of essential oils
extracted from medicinal plants against the pathogenic microorganisms: A review.

Biological Sciences and Pharmaceutical Research, v.2, n.1, p.1-7, 2014.

ALBINO, R. C. et al. Oxidation of monoterpenes in Protium heptaphyllum oleoresins.
Phytochemistry, v. 136, p. 141-146, 2017.

ANDRADE, T. A et al. Physico-chemical characterization and antibacterial activity of
inclusion complexes of Hyptis martiusii Benth essential oil in B-cyclodextrin.

Biomedicine and Pharmacotherapy, v.89, 2017.

ARAGAO, G. F. et al. A possible mechanism for anxiolytic and antidepressant effects
of alpha- and beta-amyrin from Protium heptaphyllum (Aubl.) March. Pharmacology

Biochemistry and Behavior, v.85, n.4, 2006.

ATANUR, S. S. et al. The genome sequence of the spontaneously hypertensive rat:

Analysis and functional significance. Genome Research, v.20, n.6, p.791-803, 2010

BAKKALLI, F. et al. Biological effects of essential oils - A review. Food and Chemical
Toxicology. v.46, n.2, p.446-475, 2008

BAYLIS, C.; MITRUKA, B.; DENG, A. Chronic blockade of nitric oxide synthesis in
the rat produces systemic hypertension and glomerular damage. Journal of Clinical
Investigation, v.90, n.1, p.278-281, 1992.

BERGER, R. G. Flavours and fragrances: Chemistry, bioprocessing and
sustainability, 2007.



44

BOUSQUET, P; FELDMAN, J; SCHWARTZ, J. Central cardiovascular effects of
alpha adrenergic drugs: differences between catecholamines and imidazolines. The
Journal of pharmacology and experimental therapeutics, v.230, n.1, p.232-236,
1984.

BRAGAN, L.; CARVALHO, D. E. Uso de Ciclodextrina na Formacédo de
Complexos de Inclusdo com o Horménio Masculinizante 17-A-
Metiltestosterona. Dissertacdo (dissertacdo em agroquimica), Lavras-MG, p.32,
2014.

BRODDE, O E; MICHEL, M C. Adrenergic and muscarinic receptors in the human
heart. Pharmacological reviews, v.51, n.4, p. 651-690, 1999.

CARSON, C. F.; HAMMER, K. A. Chemistry and Bioactivity of Essential Oils. Lipids
Essent. Oils as Antimicrob. Agents, 2010.

CLEMSON, P. T. et al. Action of the sympathetic and parasympathetic nervous
system on cardiovascular dynamics revealed by blocking drugs. Disponivel em: <
https://ieeexplore.ieee.org/document/6847587> acesso em 04/04/2019.

CUMMINS, T. R. et al. Nav1.3 sodium channels: rapid repriming and slow closed-
state inactivation display quantitative differences after expression in a mammalian
cell line and in spinal sensory neurons. The Journal of neuroscience, v.15, n.21,
p.5952-5961, 2001.

DA SILVA, M. T. B. et al. a-Terpineol induces gastric retention of liquids by inhibiting
Vagal parasympathetic pathways in rats. Planta Medica, v.82, n.15, 2016.

DAHL, L.K.; HEINE, M. Effects of chronic excess salt feeding: Enhanced
hypertensogenic effect of sea salt over sodium chloride. The Journal of
experimental medicine, v.113, p.1067-1076, 1961.



45

DALY, D. C. de B.; FINE, P. V. A.; MARTINEZ-HABIBE, M. C. Burseraceae: um
modelo para estudos da flora Amazbénica. Rodriguésia - Instituto de Pesquisas
Jardim Botanico do Rio de Janeiro, 2012. Disponivel em <https://rodriguesia-

seer.jbrj.gov.br/index.php/rodriguesia/article/view/346> Acessado em 10/03/2019

DAMPNEY, R. A. L. Central neural control of the cardiovascular system: current
perspectives. Advances in Physiology Education, v. 40, n.3, p. 283-296, 2016.

DAS, S. K.; RAJABALAYA, R.; DAVID, S.; GANI, N., KHANAM, J.; NANDA, A,
Cyclodextrins-the molecular container. Research Journal of Pharmaceutical,

Biological and Chemical Sciences, v.4, n.2, 2013.

DAVIS, M. E.; BREWSTER, M. E. Cyclodextrin-based pharmaceutics: Past, present
and future. Nature Reviews Drug Discovery. v.3, n.2, 2004

DE CREE; VAN NUETEN L.; GEUKENS H.; VERHAEGEN H. Comparative cardiac
haemodynamics of bisoprolol, celiprolol, carvedilol and nebivolol in normal
volunteers. Int J Clin Pharmacol Res, v.12, n.4, p.159-163, 1992.

DE OLIVEIRA, L. C. et al. Aplicagbes das Nanoparticulas Lipidicas no Tratamento
de Tumores Sodlidos: Revisdo de Literatura. Revista Brasileira de Cancerologia,
2012.

DEWICK, P. M. The biosynthesis of C5-C25 terpenoid compounds. Natural Product
Reports, v.19, n.2, 2002.

DUARTE, D. F. Opium and Opioids: A brief History. Rev Bras Anestesiol, v.51, n.1,
2005.

EHRMANN, S.; LAKHAL, K.; BOULAIN, T. Pression artérielle non invasive : principes
et indications aux urgences et en réanimation. Reanimation. v.18., n.3, p.267-273,
20009.



46

EKWUEME, F. N. et al. Qualitative and Quantitative Phytochemical Screening of the
Aqueous Leaf Extract of Senna mimosoides: Its Effect in in vivo Leukocyte
mobilization induced by inflammatory stimulus. International Journal of Current
Microbiology and Applied Sciences, v.4, n.5, p.1176-1188, 2015.

ERDOGAR, N.; BILENSOY, E. Cyclodextrins in drug delivery. Nanotechnol. Drug
Deliv. Vol. 1 Nanoplatforms Drug Deliv., 2014.

FARKAS, J.; MOHACSI-FARKAS, C. History and future of food irradiation. Trends in
Food Science and Technology. v.22, n.2-3, p.121-126, 2011

FERRARIO, C. M.; MULLICK, A. E. Renin angiotensin aldosterone inhibition in the
treatment of cardiovascular disease. Pharmacological Research. v.125, p.57-71,
2017

FINK, G. D.; TAKESHITA, A.; MARK, A.L.; BRODY, M.J. Determinants of renal
vascular resistance in the dahl strain of genetically hypertensive rat. Hypertension,
v.2, p. 274-280, 1980.

FORTE, R. Y. Infarto do miocardio em atleta jovem associado ao uso de suplemento
dietético rico em efedrina. Arquivos Brasileiros de Cardiologia, v.85, n.5, p.179-
181, 2006.

GARTLAND, K. M.A.; GARTLAND, J. S. Opportunities in biotechnology. Journal of
Biotechnology, v.282, p.38-45, 2018.

GEBREYOHANNES, G.; GEBREYOHANNES, M. Medicinal values of garlic: A

review. International Journal, p. 401-408, 2013.

GORDAN, R.; GWATHMEY, J. K; XIE, L-H. Autonomic and endocrine control of
cardiovascular function. World Journal of Cardiology, v.7, n.4, p.204-2014, 2015.



47

GORDON, F. J.; MARK, A. L. Mechanism of impaired baroreflex control in
prehypertensive Dahl salt-sensitive rats. Circulation Research, v.54, n.4, p. 378-
387, 1984.

GRASSI, G. State of the art Sympathomodulatory Effects of Antihypertensive Drug
Treatment. v. 29, n. June, p. 665-675, 2016a.

. Sympathomodulatory Effects of Antihypertensive Drug Treatment. American

Journal of Hypertension, v.29, n.6, 2016b.

GU, R.; WANG, Y.; LONG, B.; KENNELLY, E.; WU, S.; LIU, B.; LONG, C.
Prospecting for Bioactive Constituents from Traditional Medicinal Plants through
Ethnobotanical Approaches. Biological and Pharmaceutical Bulletin, v.37, n.6,
p.903-915, 2014.

GUIDO, R. V. C.; ANDRICOPULO, A. D.; OLIVA, G. Planejamento de farmacos,
biotecnologia e quimica medicinal: aplicacdes em doencas infecciosas. Estudos
Avancados, v.24, n.70, 2010.

HAMPEL, H. et al. The cholinergic system in the pathophysiology and treatment of
Alzheimer’s disease. Brain. v.141, n.7, p.1917-1933, 2018

HELIN, K.; DHANAK, D. Chromatin proteins and modifications as drug targets.
Nature. , v.502, n.7472, p. 480-488, 2013

ISMAN, M. B.; WILSON, J. A.; BRADBURY, R. Insecticidal activities of commercial
rosemary oils (Rosmarinus officinalis) against larvae of Pseudaletia unipuncta and
Trichoplusia ni in relation to their chemical compositions. Pharmaceutical Biology,
v.46, n.1-2, 2008.

JACOB, J.J.; CHOPRA, S.; BABY, C. Neuro-endocrine regulation of blood pressure.
Indian Journal of Endocrinology and Metabolism, v.15, p.281-288, 2011.



48

JAMBHEKAR, S. S.; BREEN, P. Cyclodextrins in pharmaceutical formulations II:
Solubilization, binding constant, and complexation efficiency. Drug Discovery
Today. v.21, n.2, 2016

JAMSHIDI-KIA, F.; LORIGOOINI, Z.; AMINI-KHOEI, H. Medicinal plants: Past history
and future perspective. Journal of Herbmed Pharmacology, v.7 n.1, p 1-7, 2018.

JI, Y.; WANG et al. Oral atenolol therapy for proliferating infantile hemangioma A

prospective study. Medicine (United States), v.95, n.24, 2016.

JONES, D. S.; MOYA-ORTEGA M.D.; ALVAREZ-LORENZO C.; CONCHEIRO, A.
Pharmacokinetics of cyclodextrins and drugs after oral and parenteral administration
of drug/cyclodextrin complexes. Journal of Pharmacy and Pharmacology. v.68,
n.5, p. 544-555, 2016

JOYNER, M. J.; WALLIN, B. G.; CHARKOUDIAN, N. Sex differences and blood
pressure regulation in humans. Experimental Physiology, v.101, n.03, p. 349-355,
2016.

KAREMAKER, J. M. An introduction into autonomic nervous function. Physiological
Measurement. v.38,n.5, p.89-118., 2017

KITAOKA, N.; LU X.; YANG B.; PETERS R.J. The application of synthetic biology to
elucidation of plant mono-, sesqui-, and diterpenoid metabolism. Molecular Plant.
V.8, n.1, p.6-16, 2015

KOHAN, D. E.; ROSSI, N.F.; INSCHO, E.W.; POLLOCK, D.M. Regulation of Blood
Pressure and Salt Homeostasis by Endothelin. Physiological Reviews, v. 91, n. 1,
p. 71-77, 2011.

KOUGIAS, P. et al. Arterial baroreceptors in the management of systemic
hypertension. Medical science monitor: international medical journal of

experimental and clinical research, v.16, n.1, p. 1-8, 2010.



49

KRIVORUCHKO, A.; NIELSEN, J. Production of natural products through metabolic
engineering of Saccharomyces cerevisiae. Current Opinion in Biotechnology,
v.35, p.7-15, 2015.

KRUSE, A. C. et al. Muscarinic acetylcholine receptors: Novel opportunities for drug

development. Nature Reviews Drug Discovery. v.13, n.7, p.549-560, 2014.

LAI, W. F.; ROGACH, A. L.; WONG, W. T. Chemistry and engineering of

cyclodextrins for molecular imaging. Chemical Society Reviews. V.46, n.20, 2017.

LEONG, X. F.; CHUN Y.N.; JAARIN, K. Animal Models in Cardiovascular Research:
Hypertension and Atherosclerosis. BioMed Research International. v.2015, p.11,
2015

LIMA, D. F. et al. Antinociceptive activity of the monoterpene a-phellandrene in
rodents: Possible mechanisms of action. Journal of Pharmacy and Pharmacology,
v.64, n.2, 2012.

LIMA; L.AM. et al. Inclusion of terpenes in cyclodextrins: Preparation,
characterization and pharmacological approaches. Carbohydrate Polymers. v.20,
n.151, 2016

LIN, C.; et al. A novel oral delivery system consisting in “drug-in cyclodextrin-in
nanostructured lipid carriers” for poorly water-soluble drug: Vinpocetine.

International Journal of Pharmaceutics, v.465, n.2, 2014.

LOPES, M. A.; NOGUEIRA, I. S.; OBICI, S. Estudo das plantas medicinais, utilizadas
pelos pacientes atendidos no programa “Estratégia saude da familia” em
Maringa/PR/Brasil. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, v.17, n.4, p. 707-706,
2015.



50

LUBSEN, J. et al. Effect of long-acting nifedipine on mortality and cardiovascular
morbidity in patients with symptomatic stable angina and hypertension: The ACTION
trial. Journal of Hypertension, v.23, n.3, p. 641-648, 2005.

LUNDSTROM, K.; PHAM, H.; DINH, L. Interaction of Plant Extracts with Central
Nervous System Receptors. Medicines, v.4, n.1, 2017.

MAGALHAES MAIA, R.; BARBOSA, P. R.; CRUZ, F. G.; ROQUE, N. F.; FASCIO, M.
Triterpenos da resina de protium heptaphyllum March (Bourseraceae):
Caracterizagcao em misturas binarias. Quimica Nova, v.23, n.5, 2000.

MAGNOTTA, Mary et al. Expression of deacetylvindoline-4-O-acetyltransferase in
Catharanthus roseus hairy roots. Phytochemistry, 2007.

MARTELLI, A.; GUACU, M., Brasil. Baroreflexes and blood pressure homeostasis.
Rev HCPA Revista HCPA, v.14, n.4, 212-215, 2013.

MCANDREW, R. P. et al. Structure of a three-domain sesquiterpene synthase: A
prospective target for advanced biofuels production. Structure, v.19, n.12, 2011.

MENGUE, S.S. et al. Acesso e uso de medicamentos para hipertenséo arterial no
Brasil. v.50, n. supl 2, p. 1-9, 2016.

MISHRA, A. K.; LAMBRIGHT, D. G. Invited review: Small GTPases and their GAPs.
Biopolymers, v.105, n. 8, p. 431-438, 2016

MOBIN, M. et al. Gas Chromatography-Triple Quadrupole Mass Spectrometry
Analysis and Vasorelaxant Effect of Essential Oil from Protium heptaphyllum (Aubl.)

March. BioMed Research International, 2017.

MOHRMAN, D. E.; HELLER, L. J.. Overview of the Cardiovascular System.

Cardiovasc. Physiol. Oe, 2018. Disponivel em:



51

<https://accessmedicine.mhmedical.com/content.aspx?bookid=843&sectionid=48779
649> acessado em: 03/01/2019

MONCADA, S.; PALMER, R. M.; HIGGS, E. A. Nitric oxide: physiology,

pathophysiology, and pharmacology. v.43, n.2, Pharmacological reviews, 1991.

MUNOZ-DURANGO, N.; FUENTES, C.A.; CASTILO, A.E.; KALERGIS, A.M. Role of
the renin-angiotensin-aldosterone system beyond blood pressure regulation:
Molecular and cellular mechanisms involved in end-organ damage during arterial

hypertension. International Journal of Molecular Sciences. v.17, n.7, 2016

MURTHY, K S. R. Bioactive principles and biological properties of essential oils of
Burseraceae : A review. Journal of Pharmacognosy and Phytochemistry, 2016.

MUSTONEN, J. et al. Angiotensin-Receptor Blockade versus Converting—Enzyme
Inhibition in Type 2 Diabetes and Nephropathy. New England Journal of Medicine,
v.351, n.19, 2004.

NEMEROFF, CHARLES B. The Biochemical Basis of Neuropharmacology, 8th ed.
American Journal of Psychiatry, v.5, n.2, 2004.

OLDHAM, W. M.; HAMM, H. E. Heterotrimeric G protein activation by G-protein-
coupled receptors. Nature Reviews Molecular Cell Biology , v.9, n.1, p.60-71,
2008.

ONDETTI, M. A. et al. Angiotensin-Converting Enzyme Inhibitors from the Venom of
Bothrops jararaca. Isolation, Elucidation of Structure, and Synthesis. V.10, n.22,
Biochemistry, 1971.

OSZTHEIMER, |.; FULOP, G. Cardiovascular system. Handb. Phys. Med. Biol.,
2010.



52

PADMANABHAN, S.; CAULFIELD, M.; DOMINICZAK, A. F. Genetic and Molecular
Aspects of Hypertension. Circulation Research. v.116, n.6, p.937-959, 2015

PARATI, G.; OCHOA, J.E.; LOMBARD, C.; BILO, G. Assessment and management
of blood-pressure variability. Nature Reviews Cardiology. v.10, n.3, p.143-155,
2013

PESSOA, C.; MORAES, M.; MORAES, M. O., A Contribuicdo dos Produtos Naturais
como Fonte de Novos Farmacos Anticancer: Estudos no Laboratério Nacional de
Oncologia Experimental da Universidade Federal do Ceara, v. 2, n. 1, p. 47-58,
2010.

PINTO, Y. M.; PAUL, M.; GANTEN, D. Lessons from rat models of hypertension:
From Goldblatt to genetic engineering. Cardiovascular Research. v.39, n.1, p.77-
88, 1998

POLLOCK, D. M. POLAKOWSKI J.S., DIVISH B.J., OPGENORTH T.J. Angiotensin
blockade reverses hypertension during long-term nitric oxide synthase inhibition.
Hypertension, v.21, n.5, p. 660-666, 1993.

PRAKASH, B.; KEDIA, A.; MISHRA, P. K.; DUBEY, N.K.. Plant essential oils as food
preservatives to control moulds, mycotoxin contamination and oxidative deterioration
of agri-food commodities - Potentials and challenges. Food Control. v.47, p. 381-
391, 2015

RAINE C. S. Principles of Molecular, Cellular, and Medical Neurobiology Basic
Neurochemistry: Molecular, Cellular, and Medical Aspects, 2006. Disponivel em <
https://www.elsevier.com/books/basic-neurochemistry/brady/978-0-12-374947-5>
acessado em:09/02/2019.

RAKUAN, D. et al. Knockout of angiotensin 1-7 receptor mas worsens the course of

two-kidney, one-clip goldblatt hypertension: Roles of nitric oxide deficiency and



53

enhanced vascular responsiveness to angiotensin Il. Kidney and Blood Pressure
Research, v.33, n.6, p. 476-88, 2010.

RAMANATHAN, V.; THEKKUMALAI, M. Role of chrysin on hepatic and renal
activities of N w -nitro-l-arginine-methylester induced hypertensive rats. International
Journal of Nutrition Pharmacology, v.3, n.2, 2014.

RAMOS, B. G. Z.; PASA, T. B. C.. O desenvolvimento da nanotecnologia: cen-rio
mundial e nacional de investimentos. Rev. Bras. Farm, v.36, n.2, 2008.

RAQUEL, A.; MONTEIRO, M. Produtos a base de plantas dispensados em
ervanarias para o emagrecimento: efeitos terapéuticos, toxicologia e legislacéao.
2008.

RASSEM, H. H. A.; NOUR, A. H.; YUNUS, Rosli M. Techniques for extraction of
essential oils from plants: A review. Australian Journal of Basic and Applied
Sciences, v.10, n.16, 2016.

RAUT, J. S.; KARUPPAYIL, S. M. A status review on the medicinal properties of
essential oils. Industrial Crops and Products. v.62, p.250-264, 2014

RAYMOND, J. R. Adrenergic receptors: Models for regulation of signal transduction
processes. Hypertension, v.15, n.2, p.119-131, 1990

RIBEIRO, R.; BIESKI I.; BALOGUN S.; MARTINS D.. Ethnobotanical study of
medicinal plants used by Ribeirinhos in the North Araguaia microregion, Mato
Grosso, Brazil. n. 205, p.69-102, Journal of Ethnopharmacology, 2017.

ROBINSON-DRUMMER, P. A.; HEROUX, N. A.; STANTON, M. E. Antagonism of
muscarinic acetylcholine receptors in medial prefrontal cortex disrupts the context
preexposure facilitation effect. Neurobiology of Learning and Memory, v.143, p.27-
35, 2017.



54

RUNGSARDTHONG R. et al. Encapsulation of Citral Isomers in Extracted
Lemongrass Oil with Cyclodextrins: Molecular Modeling and Physicochemical
Characterizations. Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry, v.75, n.12,
p.2340-2345, 2011.

SABINO, C.K.B. et al. Cardiovascular effects induced by a-terpineol in hypertensive

rats. Flavour and Fragrance Journal, v. 28, n. 5, 2013.

SAENGSAWANG, W.; RASENICK, M. M. G Protein-Coupled Receptors. Encycl.
Cell Biol, v.459, p. 356-363, 2015.

SAGVOLDEN, T. et al. The spontaneously hypertensive rat model of ADHD - The
importance of selecting the appropriate reference strain. Neuropharmacology. , v. 57,
n.7-8, p.619-26, 2009

SALGADO, H. C.; FAZAN, R.; SALGADO, M. C.O. Vasopressor mechanisms in
acute aortic coarctation hypertension. Brazilian Journal of Medical and Biological
Research, v.30, n.4,1997.

SANDJO, L. P.; KUETE, V. Triterpenes and Steroids from the Medicinal Plants of
Africa. Med. Plant Res. Africa Pharmacol. Chem., p.135-202, 2013.

SANTOS, M.R.V. et al. Cardiovascular effects of monoterpenes: A review. Brazilian

Journal of Pharmacognosy, v.21, n.4, 2011.

SCHULZ, A.; KREUTZ, R. Mapping genetic determinants of kidney damage in rat
models. Hypertension Research. v.35, p. 672-694, 2012

SHAH, S. U.; ANJUM, S; LITTLER, W. A. Use of diuretics in cardiovascular disease:
(2) Hypertension, Medical Journal, n. 2, p. 271-276, 2004.



55

SIANI, A. C. et al. Evaluation of anti-inflammatory-related activity of essential oils
from the leaves and resin of species of Protium. Journal of Ethnopharmacology,
v.66, n.1, 1999.

SILVA, A. S.; ZANESCO, A. Exercicio fisico , receptores 3-adrenérgicos e resposta
vascular. v. 9, n. 2, p. 47-56, 2010.

SILVA, M.T.M.; RIBEIRO, F.; MEDEIROS, M. The vasorelaxant effect of p-cymene in
rat aorta involves potassium channels. Scientific World Journal, 2015.

SIQUEIRA, H. D. S. et al. a-Phellandrene, a cyclic monoterpene, attenuates
inflammatory response through neutrophil migration inhibition and mast cell
degranulation. v.160, p. 27-33, Life Sciences, 2016.

SIQUEIRA-LIMA, P. S. et al. Anti-hyperalgesic effect of Lippia grata leaf essential oil
complexed with B-cyclodextrin in a chronic musculoskeletal pain animal model:
Complemented with a molecular docking and antioxidant screening. Biomedicine
and Pharmacotherapy, v.91, p. 739-747, 2017.

SOARES, C.M.S. et al. Eucalyptol, an essential oil, reduces contractile activity in rat
cardiac muscle. Brazilian Journal of Medical and Biological Research, v.38, n.3,
2005.

SPEERS-ROESCH, B. et al. Hypoxia tolerance in elasmobranchs. Il. Cardiovascular
function and tissue metabolic responses during progressive and relative hypoxia

exposures. Journal of Experimental Biology, v. 215, p.103-114, 2012.

STETCIURA, 1. Y. et al. Nanoencapsulated and microencapsulated SERS platforms

for biomedical analysis. Current Opinion in Pharmacology, v.18, 2014.

SUN, J. D-limonene: Safety and clinical applications. Alternative Medicine Review.
v.12,n.3, 2007



56

SUVARNA, V.; GUJAR, P.; MURAHARI, M. Complexation of phytochemicals with
cyclodextrin derivatives — An insight. Biomedicine and Pharmacotherapy. v.88,
2017

TE RIET, L. et al. Hypertension: Renin-Angiotensin-Aldosterone System Alterations.
Circulation Research. v.116, n.6, p.960-975, 2015

TELSER, A. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition. Shock, 2002.

THOMAS, C. J.; RANKIN A.J.; HEAD G.A.; WOODS R.L. ANP enhances bradycardic
reflexes in normotensive but not spontaneously hypertensive rats. Hypertension,
v.29, n.5, p.1126-32. 1997.

TOLEDO, A. C. O. et al. Fitoterapicos: uma abordagem farmacotécnica. Revista
Lecta, v.21, n.1, p.7-13, 2016.

TONGNUANCHAN, P.; BENJAKUL, S. Essential Oils: Extraction, Bioactivities, and
Their Uses for Food Preservation. Journal of Food Science, v.79, n.7, 2014.

TORTORA,G. J.; DERRICKSON, B. H. Principles of Anatomy and Physiology,
2014. Disponivel em:<
https://www.academia.edu/36004776/PRINCIPLES_OF _ANATOMY_AND_PHYSIOL
OGY _Tortora_14th Ed> Acessado em:04/04/2019

VEIGA, E. V.; ALMEIDA, F. A.: LIMA, E.: FEITOSA, G. S. 72 Diretriz Brasileira de

Hipertenséo Arterial.Revista da Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2016.

VENTURA, A. L. M. et al. Colinergic system: revisiting receptors, regulation and the
relationship with Alzheimer disease, schizophrenia, epilepsy and smoking. Archives
of Clinical Psychiatry (S&o Paulo), v.37, n.2, 2010.



57

VENTURINI, C. De G.; Propriedades e aplicagbes recentes das ciclodextrinas.
Quimica Nova. v.31, n.2, 2008

WALLBACH, M. et al. Effects of baroreflex activation therapy on ambulatory blood
pressure in patients with resistant hypertension. v. 67, n.4, p.701-709,
Hypertension, 2016.

WEBSTER, C. S. et al. clinical assessment of a new anaesthetic drug administration
system: a prospective, controlled, longitudinal incident monitoring study.
Anaesthesia. 2010, v.65, n.5, p.490-499, 2010.

WHELTON et al. 2017 Guideline for the Prevention, Detection, Evaluation, and
Management of High Blood Pressure in Adults A Report of the American College of
Cardiology / American Heart Association T. 2017.

XU, B.; BOBEK, G.; MAKRIS, A.; HENNESSY, A. Antihypertensive methyldopa,
labetalol, hydralazine, and clonidine reversed tumour necrosis factor-a inhibited
endothelial nitric oxide synthase expression in endothelial-trophoblast cellular
networks. Clinical and Experimental Pharmacology and Physiology, v.44, n.3,
p.421-427, 2017.

ZAPPI, D.; RANZATO, F.F.; LEITIMAN, P.SOUSA, V. Growing knowledge: An
overview of Seed Plant diversity in Brazil. Rodriguesia, v.4, n.66, p. 1085-1113,
2015.

ZEMAN C., A.; TOROK, J. Comparison of cardiovascular characteristics in
normotensive and hypertensive rat strains. Indian Journal of Physiology and
Pharmacology, v.59, n.4, p.361-368, 2015.



CAPITULO |

Toxicidade aguda do 6leo essencial de Protium heptaphyllum
(Aubl.) Marchand.

58



59

RESUMO
Efeito toxicoldgico e citotoxico do 6leo essencial do Protium heptaphyllum
(Aubl.)

O Protium heptaphyllum, conhecido como breu-branco exsuda uma resina oleosa
composta por uma mistura de triterpenos da a-amirina e B-aminina é um 6leo
essencial rico em mono e sesquiterpenos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
toxicidade aguda e citotoxicidade do OEPh. No estudo de toxicidade aguda os ratos
foram tratados com dose oral Unica utilizando canula orogastrica (gavagem) para a
dose de OEPh de 2000 mg/kg/animal. O experimento foi realizado com ratas Wistar,
para o estudo da toxicidade aguda, foram adotadas as metodologias preconizadas
pelo Guia para Testes de Quimicos da OECD 423. Foram realizadas prova
bioguimica sérica de triglicerideos, colesterol, creatinina, ureia, alanina
aminotransferase, aspartato aminotransferase, bilirrubina total, Bilirrubina direta,
proteinas totais, albumina, lipoproteina de alta densidade e acido Urico, com
metodologias cinéticas, enzimaticas ou colorimétricas. Avaliou-se a citotoxicidade do
OEPh utilizando o teste do brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-zil]-2-5-difeniltetrazolio
(MTT). Macrofagos de murinos foram semeados em placa de cultural de 96 pocos na
concentracdo de cerca de 2x10° células por poco. As células foram cultivadas na
presenca de concentracdes distintas dos OEPh das substancias-teste, obtidos por
48 horas para a determinacdo do grau de citotoxicidade das substéncias-teste
guando comparadas ao controle negativo de citotoxicidade, através do teste de
MTT. Os resultados dos testes de toxicidade oral com OEPh em ratos n&o
apresentou alteracdo da massa corporal e massa relativa dos orgdos dos animais.
Os resultados bioguimicos de triglicerideos, colesterol, creatinina, ureia, ALT, AST,
Bili-T, Bili-D, proteinas totais, albumina, HDL e acido arico ndo tiveram alteracdes
significativas, porém em relacdo a glicose observou-se um aumento significativo em
relacdo ao grupo controle. Nos teste de viabilidade celular avaliado a citotoxicidade
do OEPh pelo método metil tiazol tetrazdlio (MTT). A amostra até a concentracdo 50
pug/mL, ndo apresentou citotoxicidade para as células, se comparado com o controle
negativo. A porcentagem de células viaveis diminuiu apartir de 100 pg/mL e teve
uma CI50 com valor de 69,33 pug/mL. Assim, podemos concluir que o OEPh néo
promoveu alteragcbes comportamentais, bioquimicas e ndo alterou o peso dos
animais. Tendo uma citotoxicidade baixa com um IC50 acima de 50 pg /mL
considera como citotoxidade moderada.

CEUA: 069/2014
Palavras chave: Oleo essencial, Protium heptaphyllum, citotoxicidade.
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2 INTRODUCAO

O Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand., popularmente conhecido
como breu-branco, € uma arvore representativa de Burseraceae originario da
Ameérica do Sul, exsuda uma resina oleosa composta por uma mistura de triterpenos
da a-amirina e B-aminina € um 0Oleo essencial rico em mono e sesquiterpenos (LIMA
et al.,, 2014). A alta diversidade de terpenos na resina aromatica dessa espécie
proporciona uma defesa eficaz contra patdégenos e herbivoros. O exsudato do caule
de P. heptaphyllum é fonte de matéria-prima para produzir medicamentos,
cosmeéticos, produtos de higiene, perfumaria, repelentes, vernizes, incenso e velas
(PALERMO et al., 2018).

O oleo essencial (OE) esta entre os diversos constituintes que as plantas
produzem e acumulam em estruturas secretoras especificas tendo importancia no
uso terapéutico, cosmético, alimenticio e religido (ALI et al., 2015). Muitos fatores
podem afetar a quimica dos OE, incluindo crescimento em ambientes variados,
nutricdo, secagem, armazenamento pos-colheita e variacdo genética (GAUTAM et
al, 2014).

Sdo metabdlitos secundarios presentes em quantidades menores em
varias partes da planta. O método de sua extracdo pode ser feito por destilacéo,
prensagem, hidrodestilacdo ou extracdo com solvente (PRAKASH et al., 2015). OEs
sdo considerados mais potentes do que 0s seus constituintes isolados, devido
possuir varias moléculas ativas que podem atuar de maneira sinérgica ou
antagOnica, portanto, afetam multiplos alvos em uma célula, podendo exercer efeitos
citotéxicos nas células eucaridticas (GAUTAM et al, 2014; RAUT; KARUPPAYIL,
2014).

Geralmente os alcoois, os aldeidos e os constituintes fendlicos séo
responsaveis pela citotoxicidade dos OEs (BRUNI et al., 2004). Em geral os OEs séo
produtos normalmente de toxicidade elevada, podendo ocasionar efeitos toxicos, tais
como irritacdo e corrosdo, sensibilizacdo das células, absorcdo percuténea,
toxicidade ao sistema organico, fototoxicidade, carcinogenicidade e teratogenicidade
(VIGAN, 2010). O perfil de toxicidade para cada OE deve ser feito, mas isso € dificil
de realizar, uma vez que a toxicidade de um OE particular pode variar de acordo
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com a composi¢cdo, que é decidido por muitos fatores interdependentes (RAUT;
KARUPPAYIL, 2014).

A toxicidade aguda ocorre devido a uma Unica exposi¢cao (dose Unica) ou
multiplas exposicbes com o agente toxico, num intervalo de tempo inferior a 24h,
avaliando a mortalidade ou a imobilidade dos organismos, influéncia em reacoes
bioquimicas, metabolismo, entre outros. Os efeitos aparecem de imediato ou no
decorrer de alguns dias, no maximo duas semanas (DO AMARAL et al., 2007). A
partir do teste de toxicidade aguda € possivel determinar a dose letal (DL50)
(COSTA, et al.,, 2008). A DL50 é definida como a quantidade de substancia, que
quando ingerida em dose Unica por via oral, expressa em mg de substancia por
massa do organismo em kg, causa a morte de 50% dos animais expostos a
substancia, dentro de um periodo de 14 dias (COSTA et al., 2008).

Desde 2000, a Organizacdo para Economia Cooperacdo e
Desenvolvimento (OECD) para quimicos, pesticidas e produtos biotecnolégicos
concluiu que a OECD 401 passaria a nao ser preconizada e as diretrizes 420, 423 e
425, entdo revisadas, foram definitivamente adotadas e recomendadas (BOTHAM,
2004). O quadro 5, mostra as diferencas entre os métodos das diretrizes 420, 423 e
425 da OECD (VALADARES, 2006).

Os métodos in vitro apresentam varias vantagens em relacdo aos in
vivo tais como poder limitar o nimero de variaveis experimentais, obter dados
significativos mais facilmente além do periodo de teste ser, em muitos casos, mais
curto (LIEBSCH; SPIELMANN, 2002). As metodologias que utilizam tecidos e células
vivas sdo as mais empregadas, pois a intrinseca complexidade celular € mantida
(SASAKI et al., 1992).
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Quadro 4 — Classificacao de citotoxicidade consoante a percentagem de viabilidade

celular segundo categorias de toxicidade dos materiais.

Viabilidade celular (%)*

Citotoxicidade

Nao-citotoxico

Levemente citotdxico

Moderadamente citotoxico

Severamente citotoxico

>90

80 a 89
50a79

<50

*porcentagem em relagdo ao controle negativo de toxicidade

Fonte: SA; SA, 2009

Quadro 5 — Principios dos métodos de avaliacdo de toxicidade aguda oral OECD

420, 423 e 425.

Dose fixa

Classe toxica

“up and down”

Nivel de dose

Dose fixa de 5, 50,
300 e 2000 mg/kg
5 animais por

dose.

Dose fixa de 5, 50,
300 e 2000 mg/kg

3 animais por dose

Dose inicial
estimada (175
mg/kg), fator de
progressao de 3, 2

e 1 animal.

Principio

Identificar menor
dose que cause
toxicidade

evidente.

Identificar menor
dose que cause

mortalidade.

Estimar a DLsg

Dados obtidos

Faixa estimada da
DLsp, sinais de
toxicidade aguda.

Orgéo alvo.

Faixa estimada da
DLsp, sinais de
toxicidade aguda.

Orgéo alvo.

Estimar a DLsg,
sinais de
toxicidade aguda.

Orgéo alvo.

Fonte: VALADARES, 2006.

As padronizagdes utilizando culturas celulares foram utilizadas para
avaliar a toxicidade de biomateriais, estes testes de citotoxicidade consistem em
colocar o material direta ou indiretamente em contato com uma cultura de células de
mamiferos, verificando as alteracdes celulares por diferentes mecanismos, entre os

quais a incorporacdo de corantes vitais ou a inibicdo da formac&o de colonias
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celulares (ROGERO et al., 2003). A verificagdo da viabilidade celular pelo uso de

corantes vitais € um dos parametros empregados e dentre os mais citados na

literatura temos:

1) A Citotoxicidade pelo método MTT é avaliada com ajuda do um corante vital, o
(brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT). Os parametros de
avaliacao observados séo a porcentagem de morte celular e a inibicdo de 50% do
crescimento celular. Este teste ndo se aplica a produtos insoliveis em agua. O
MTT é um sal de tetrazolio solavel em agua, que € convertido em um formazano
roxo insoluvel por clivagem do anel de tetrazélio por succinato desidrogenase
dentro da mitocondria. O produto formazan € impermeavel as membranas
celulares e, portanto, se acumula nas células saudaveis (MOSMANN, 1983).

2) A Citotoxicidade pelo método de vermelho neutro utiliza-se uma cultura de células
fibroblasticas de cornea de coelho da linhagem (SIRC CCL) 60, adicionadas ao
corante vermelho neutro ou MTT. A captacdo do corante pelas células viaveis é
quantificada por espectrofotometria através de um leitor automatico de
microplacas. Este método pode ser utilizado para todo tipo de formulacao, exceto
aquelas que possuam propriedades fixadoras, como as formulagcfes alcodlicas
(BUNEL et al., 2014; MORGAN et al., 1991). As células vivas ocupam o vermelho
neutro, que esta concentrado nos lisossomos das células (FOTAKIS; TIMBRELL,
2006).

3) Citotoxicidade pela difusdo em gel de agarose é indicado para emulsfes e géis
com fase continua aquosa. A aplicacdo desses produtos na superficie de um gel
agarose em contato com as células do tecido conjuntivo de camundongo gera um
halo. O diametro do halo corresponde a citotoxicidade do produto testado e a sua
capacidade de se difundir no gel agarose. Como indicador, utiliza-se um corante
vital como o MTT ou Vermelho Neutro (ROGERO et al., 2003).

A viabilidade celular foi dividida nas categorias listadas no quadro 4.

Considerando que a espécie Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand é
utilizada pela populagdo no tratamento de varias doencas e a inexisténcia de
estudos de toxicidade com esta espécie, os resultados deste trabalho séo Uteis por

avaliar a seguranca de seu uso popular como planta medicinal.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Investigar a toxicidade aguda do OEPh em ratos fémeas e citotoxicidade

em macréfagos de murinos.

3.2 Objetivo especifico

- Avaliacao clinica dos animais apés a administracdo do OEPh

- Determinar a variagdo na massa corporal em diversos momentos ao
longo do experimento e massa reativa dos 6rgéos ao final dos testes.

- Avaliar os parametros bioquimicos séricos (triglicerideos, colesterol,
creatinina, ureia, alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST),
bilirrubina total (BIli-T), Bilirrubina direta (Bili-D), proteinas totais, albumina,
lipoproteina de alta densidade (HDL) e &cido Urico) dos animais.

- Determinar a citotoxicidade do OEPh utilizado o ensaio de MTT em

macrofagos de camundongos
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

As amostras de resina foram adquiridas no mercado central da Teresina-
Pl em fevereiro de 2016 (resina comercial) manteve-se em refrigeracdo até o
momento da extracdo por hidrodestilacdo em aparelho Clevenger modificado. O
OEPh foi fornecido pelo Prof°. Dr° Sidney Goncalo de Lima. A identificacdo das
espécies ocorreu no Herbario Graziela Barroso na Universidade Federal do Piaui —

Brasil e 0 modelo de voucher foi registrado sob o nimero 28730.

4.2 Avaliacéo da toxicologia in vivo

Na preparacdo das solugbes o OEPh foi diluido em solugdo de &agua
desmineralizada / Tween 80 (0,5% volume/volume) e administrado na concentracao
de 2000 mg/kg, via oral no grupo para analise toxicolégica aguda. O grupo controle
recebeu via oral agua desmineralizada / Tween 80 (0,5% volume/volume). O Tween
80 (Dinamica, Sao Paulo, Brasil) nas concentracfes utilizadas ndo mostrou efeito
guando comparado com salina.

Para o estudo da toxicidade aguda, foram adotadas as metodologias
preconizadas pelo Guia para Testes de Quimicos da OECD 423 (OECD, 2001).
Testou-se a dose mais alta recomendada pelo protocolo, 2000 mg/kg para
substancias nao testadas (OECD, 2002).

4.3 Toxicologia aguda

No estudo de toxicidade aguda os ratos foram tratados uma unica vez
com o OEPh na dosagem de 2000 mg/kg por via oral. O experimento foi realizado
com 03 ratas Wistar saudaveis, com idade de 90 dias e com variagdo maxima de
peso de 15% (270 % 40 g), provenientes do Biotério Central da Universidade Federal

do Piaui (UFPI). Os animais foram alocados individualmente em caixas de
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polipropileno, em condi¢des controladas de luminosidade (12h/12h, claro/escuro),
temperatura (23 £ 2°C).

Os animais ficaram em jejum por 10 horas anteriormente a administracao
do OEPh, com acesso livre apenas agua, e a racdo foi permitida 3 horas apés a
administragao. O peso corporal dos animais foi verificado no dia da administracéo do
OEPh, no 7° e no 14° dia pés-administragdo (OECD, 2002).

A administracdo do OEPh foi realizada em dose oral Unica utilizando

canula orogastrica (gavagem) para a dose de 2000 mg/kg/animal.

4.3.1 Observacdao dos sinais de toxicidade (screening hipocratico)

Para as observacdes das alteracdes comportamentais e dos sinais de
toxicidade os animais foram colocados em arena. Foram realizadas observacdes
dos parametros comportamentais, tais como atividade geral, frémito vocal,
irritabilidade, resposta ao toque, resposta aperto cauda, reflexo auricular, reflexo
corneal e piloerecdo) (quadro 6). As observacfes foram realizadas em diferentes
periodos durante o dia, apds a administracdo dos compostos, que foi de 0, 30, 60,
90, 120, 180 e 240 minutos e a cada 24 h por 14 dias (MALONE & ROBICHAUD,
1962; MALONE, 1977).
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Quadro 6 — Parametro para avaliacao clinica de ratas para observacéao de toxicidade

aguda.

Observacodes

gerais

Descricdo dos sinais de toxicidade

Escores

Atividade geral

Verificar a atividade geral do animal na
gaiola moradia apés estimulo; entende-se
como atividade geral, dentre outros
comportamentos, a presenca de

locomocéo, levantar, farejar e/ ou parado.

Frénio vocal

Observar se ha emissdo de som sem

nenhuma estimulacéo ou toque

Irritabilidade

Assoprar e tocar levemente para examinar

reacao.

Resposta ao toque

Pegar, tocar num intervalo de tempo mais
prolongado (mais de 15 segundos) e

examinar resposta

Aperto de cauda

Apertar a regido proxima a ponta da cauda

com bastante intensidade

Reflexo auricular

Estalar dos dedos uma vez e analisar
reflexo. logo apoés estalar varias vezes

seguidas e observar o reflexo

Reflexo corneal

Aproximar uma pinca, lentamente, até os
olhos do animal, sem encostar, e verificar

se 0 animal tem reflexo de fecha-los.

Piloerecao

Observar se os pelos estdo eretos e sua

intensidade

0= auséncia do
sinal;

1= raros sinais;

2= poucos sinais;

3=sinais
moderados;
4=sinais

intensos.

MALONE & ROBICHAUD, 1962.
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4.3.2 Consumo de 4gua, alimento e avaliacdo ponderal

Avaliou-se o consumo de agua e racdo pelos animais por 14 dias apos
dose unica de 2000 mg/kg de OEPh. Diariamente era colocado 250 g de racéo e
mamadeiras graduadas de 500mL de 4gua nas gaiolas. Sempre no dia seguinte era
registrado e contabilizado a quantidade de dgua e ragdo consumida pelo animal e a
pesagem do animal era realizada semanalmente.

Apos 14 dias os animais sobreviventes foram sacrificados por
superdosagem de anestésico cetamina (300 mg/kg). Foram feitas a analise
macroscopica dos 6rgdos e a pesagem do figado, coracdo e do baco para
determinar seus pesos relativos. O calculo da massa relativa dos érgédos de cada
animal foi realizado dividindo-se o peso de cada érgdo (g) pelo peso corporal de
cada animal no dia da coleta, e multiplicando-se o resultado por 100. O resultado foi
expresso em g/100 g de peso vivo (g/100g peso/vivo).

4.3.3 Avaliacdo de parametros biogquimicos séricos.

Decorridos 14 dias da administragéo da dose unica de 2000 mg/kg VO. do
OEPh, os animais foram submetidos a um jejum de 12 horas em periodo diurno no
final de cada experimento e anestesiados com uma solucédo de xilazina e cetamina
de no maximo 0,10 mL/100 g de massa corpérea, na proporcdo de 8,75 mL de
cetamina e 1,25 mL de xilazina. Foram coletadas amostras de sangue em tubos com
gel separador, através da coleta direta na artéria aorta nos ratos, o material foi
centrifugado a 3500 rpm durante 10 minutos. Em seguida foram realizados as
analise bioguimica do sangue (MELO et al., 2012).

As analises laboratoriais foram execultada no Nucleo de Pesquisas de
Plantas Medicinais — UFPI (NPPM). Para cada prova bioquimica sérica realizada:
triglicerideos, colesterol, creatinina, ureia, alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), bilirrubina total (Bili-T), Bilirrubina direta (Bili-D), proteinas
totais, albumina, lipoproteina de alta densidade (HDL) e acido urico foram utilizados
reagentes comerciais padronizados (Labtest®, Labtest Diagnostica S. A., Lagoa

Santa — MG), com metodologias cinéticas, enzimaticas ou colorimétricas, em
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temperatura de 37° C, sendo a leitura realizada em espectrofotometro
semiautoméatico UV/Vis, T80 Pg instruments.

4.4 Avaliacéo da citotoxicidade do OEPh em células de mamiferos.

4.4.1 Citotoxicidade em macrofagos peritoneais murinos pelo teste do MTT

Avaliou-se a citotoxicidade do OEPh utilizando o teste do brometo de 3-
[4,5-dimetiltiazol-zil]-2-5-difeniltetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA).

Em placas de 96 pocos foram adicionados 100 pL de meio RPMI 1640 e
cerca de 2x10° macrofagos por poco. Essas células foram incubadas sob atmosfera
de 37°C e 5% de CO, por 4 h para adesédo celular. Apos esse tempo foi feito duas
lavagens com RPMI 1640 para retirada de células que nao aderiram.
Posteriormente, foram adicionados 100 pL de RPMI 1640 suplementado com
solucbes do OEPhH diluidas com 2 yL de DMSO nas concentra¢des testadas (6,25;
12,5; 25; 50; 100; 200; 400 e 800 pg/mL).

As células ficaram incubadas com os tratamentos durante 48 h a 37°C e
5% de CO,. Acrescentou-se MTT (5 mg/ml) e voltou a ser incubado por 1 h. Apés
esse periodo o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 100 pL de
dimetilsulfoxido (DMSQO) em todos os pocos. Em seguida, a placa foi colocada para
agitacao (5000 rotacBes por minuto) por cerca de 30 minutos em agitador de Kline
(modelo AK 0506), a temperatura ambiente para dissolu¢do completa do formazan.
Por altimo, foi realizada a medida da absorbéncia dos resultantes da reducdo do
MTT num leitor automatico modelo EL 800 de placas de cultura a um comprimento
de onda de 570 nm, com um filtro de referéncia de 620 nm. Os valores da viabilidade
celular foram expressos em percentagem relativamente a absorvancia determinada
nas ceélulas controle (VALADARES, 2006).
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5 ANALISE ESTATISTICA

Aos dados obtidos aplicaram-se o0s testes de analise de variancia
(ANOVA one-way) para o MTT, seguido de teste de Tukey. Para a comparacao
entre os dois grupos de ratos fémeas, utilizou-se o teste t de Student, em software

GraphPad Prism®. Consideraram-se valores significativos para p < 0,05.
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6.1 Screening hipocratico
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Os valores médios observados no screening hipocratico do OEPh, na

dose de 2000 mg/kg via oral estdo demonstrados no Tabela 2.

Tabela 2 — Parametros relacionados ao screening hipocratico, apds administracao

oral em dose Unica de OEPh, em ratos fémeas.

Parametros Tempo (h) Tempo (dias)
_ Grupo
avaliados O [05(1]|2|4 |8 |24 3 7 110 |14
o R1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Atividade Geral
R2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
R1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Resposta ao toque
R2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Resposta ao aperto R1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
da cauda R2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
o R1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Irritabilidade
R2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
R1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Reflexo corneal
R2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
_ . R1 0 0 0O 0 0 O 0 0 0 0 0
Piloerecao
R2 0 0 O 0 0 O 0 0 0 0 0
- R1 0 o0 0O 0 0 0 O 0 0 0 ©0
Frénito vocal
R2 0 0 O 1 0 O 0 0 0 0 0
_ R1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1
Reflexo auricular
R2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Legenda: Ratos fémeas administracdo VO na dose de 2000 mg/kg de OEPh (R2). O controle (R1) recebeu
solugdo salina com tween 80 (0,5% v/v) por gavagem. Score: 3: sinais evidentes e continuos/intenso; 2: sinais
evidentes/moderado; 1: raros sinais/leve e 0: ausente de sinais
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6.2 Massa corporal dos animais e massa absoluta dos 6rgéos

A relacdo da média das massas corporais dos animais testados, com a
dose de 2000 mg/kg do OEPh, administrado por via oral, ndo teve diferenca
significativa com o do grupo controle, como demonstra a Tabela 3.

A relacdo percentual entre a massa absoluta dos Orgdos e a massa
corporal manteve-se bem proximas, sem diferenca significativa entre animais
testados e os controles (Tabela 4).

O consumo de 4gua e racao de ratos, tratados com doses de 2000 mg/kg
de OEPh, via oral ndo tiveram alteragbes significativas quando comparados ao

grupo controle (Tabela 5).

Tabela 3 — Médias (+ desvio padrdo) das massas corporais de ratos fémeas (n=3)
tratados via oral com 2000 mg/kg de OEPh antes da exposi¢ao, sete e quatorze dias

apos exposicao.

Dias Controles 2000 mg/kg
0 267,5+459 218 + 14,8
7 2745+ 39,3 231 +19,7
14 272 +59,4 234 +49

Legenda: Valores expressos como Média + E.P.M. (n= 3 animais em cada grupo).

Tabela 4 — Consumo de agua e racao dos ratos durante o teste de toxicidade aguda.
Tratados com doses de 2000 mg/kg de OEPh, via oral.

Grupos Consumo de agua (mL) Consumo de ragéo (g)
Controle 55,8+25 256+21
2000 mg/kg 56,1+2,1 255+1.8

Legenda: Valores expressos como Média £ E.P.M. (n= 3 animais em cada grupo).
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Tabela 5 — Médias (+ desvio padrdo) da massa absoluta dos 6rgéos de ratos fémeas

(n=3) tratados via oral com 2000 mg/kg de OEPh apdés quatorze dias de exposicéo.

Coragéo 0,95+ 0,02 1,01+0,11
Figado 115+1,9 11,7+15
Bacgo 0,99+0,1 1,03+0,2
Rins 1,25+0,1 1,25+ 0,08
Pulméo 1,50+ 0,5 1,48+0,8

Valores expressos como Média + E.P.M. (n= 3 animais em cada grupo).

6.3 Exames laboratoriais (hemograma e provas bioquimicas séricas)

Os animais testados do grupo de intoxicacdo aguda na dose de 2000

mg/kg de OEPh, administrado por via oral, tiveram seus resultados comparados com

0s animais controles, sendo que nao foi constatada diferenca significativa para os

pardmetros bioquimicos (ALT, ureia, creatinina, triglicerideos, colesterol, glicose,

proteinas totais, Bili-T, Bili-D, HDL, Acido urico). Porém houve diferenca significativa

nos valores de AST e albumina (Tabela 6).
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Tabela 6 — Parametros bioquimicos obtido do soro de ratos tratados com dose Unica
de 2000 mg/kg de OEPh e controle com veiculo (salina com tween 80; 0,05%). Apois
14 dias.

_ 46 + 4,3 71,1 +11,08 49,3+53
_ 87,8 +13,9 75,60 + 8,64 83,7 +10,4
_ 128,2 £ 6,7 149,50 * 8,92 112,0+ 15,3
_ 0,4+0,0 0,51 + 0,06 0,8+0,5
_ 36,8+ 3,8 45,70 + 1,55 33,0+ 3,5
- 7,0£0,3 nir 7,3+0,3
_ 52,8+ 6,1 77,00 + 1,35 65,3+ 12,6
_ 128,6 + 7,7 256,20 + 16,96 102,0 + 4,9**
_ 0,1+0,0 0,39 + 0,06 0,10
_ 0,1+0,0 0,14 + 0,02 0,1+0,0
_ 2,3+0,1 n/r 2,6 +0,2*
_ 44,0+ 12,7 nir 46,0 + 8,5
_ 41+0,1 9,06 + 0,55 43+0,6

(*) Estatisticamente significativo em rela¢éo ao controle (p<0,05). (**) Estatisticamente significativo em
relacéo ao controle (p<0,01). (a) Estatisticamente significativo em relagéo ao controle” (p<0,001)
Valores expressos como Média + E.P.M. (n= 3 animais em cada grupo).

# (FEITOSA et al., 2015); n/r: ndo realizado.
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6.4 Avaliagcéo da Clsg

A analise do grafico mostra que no periodo de 24 horas, as amostras nas
concentracdes de 6,25; 12,5; 25 e 50 ug/mL nado afetaram a viabilidade celular que
se apresentam respectivamente nomeadamente de 98,62; 92,08; 88,95 e 75,81%
para as células. Contudo nas concentracdes de 100 a 800 pg/mL foram encontrados
respectivamente valores com diminuicdo significativa de 42,83; 17,84; 17,41 e
16,45% havendo uma interferéncia na viabilidade celular e diminuicdo da atividade
mitocondrial (Gréfico 1).

Para avaliar os efeitos agudos toxicos do OEPh usou o calculo da
concentracdo efetiva que causa mortalidade a 50% do organismo-teste (CEsp)
obtendo um valor de 74,93 ug /mL e concentracado inibitéria media (Clsg) com valor
de 69,33 pg /ml.

Grafico 1 — Efeito do OEPh sobre a viabilidade celular através do ensaio MTT.
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7 DISCUSSAO

A avaliagdo da toxicidade aguda é uma metodologia amplamente
empregada para verificar e classificar substancias quanto a sua capacidade de
provocar danos agudos aos organismos vivos, em altas doses, especialmente
injurias anatomo-patoldgicas e letalidade, podendo oferecer contribuicdo para
estabelecer parametros de seguranca (VALADARES, 2006; ZATTA et al., 2009).

Em complemento aos ensaios de toxicidade em animais, estudos
epidemioldgicos e laboratoriais tém demonstrado que produtos vegetais podem
exercer efeitos toxicos pela producdo de metabdlitos secundérios, sendo necessério
que se estabelecam parametros de toxicidade para plantas com algum efeito
terapéutico (BUNEL et al., 2014).

Os resultados s6 podem ser generalizados em determinadas condicdes
especificas de estudo, com a mesma linhagem de ratos, idade e dieta, assim como a
metodologia, que pode interferir nos resultados (LILLIE; TEMPLE; FLORENCE,
1996). Por isso, realizou-se o0 grupo controle paralelamente com o grupo OEPh 2000
mg/kg.

Em geral a triagem farmacolégica comportamental ndo detectou nenhuma
alteracdo no sistema nervoso central importante na adminstragdo do OEPh (Tabela
2), mesmo que alguns dos componentes majoritario do OEPh possa promover efeito
depressor como o limoneno, que possui um dos derivados oxigenado, o alcool
perilico, derivacdo estd que pode ser obtida pela conversdo do limoneno pela
NADPH (EXPLORERENZ, 2019) e o B-linalol que pode ter acdo sedativo e
ansiolitico (CAMARGO et al, 2014).

N&o foi possivel observar modificagcdo do peso corpdreo dos animais,
tanto do controle quanto do grupo de animais tratados por via oral com 2000 mg/kg
de OEPh (Tabela 3), isso também foi observado com tratamento crénico por via oral
com o 6leo essencial das folhas de Citrus limon rico em limoneno (52%), que néo
apresentou modifica¢do do peso corpéreo em animais (CAMPELO et al, 2013).

A ingestao de 4gua e de nutrientes sdo parametros importantes no estudo
da seguranca de um produto com fins terapéuticos, sendo essenciais para o bom

funcionamento do sistema fisioldgico dos animais e, consequentemente, para uma
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adequada resposta a droga testada, uma vez que condi¢des nutricionais improprias
podem acarretar deficiéncia do organismo (SILVA et al., 2016). N&o houve diferenca
significativa no consumo de racdo e agua, evidenciando a nao influéncia do OEPh
neste parametro durante os 14 dias de toxicidade aguda (Tabela 4).

O peso total dos o6rgdos exerce efeito importante no metabolismo
corporal, uma vez que uma diminuicdo ou um aumento no peso bruto de 6rgaos
podera afetar fungdes vitais no organismo (MEERTS et al., 2009). Ndo se observou
alteracdo macroscopica e ndo houve diferenca significativa quanto ao peso do
figado, rins, coragdo, bago entre os grupos controle e tratado (Tabela 5).

A determinacdo da proteina total e albumina detectam alteracdes
nutricionais, metabdlicas, doencas hepaticas ou perdas proteicas. Alteracdes da
concentracdo de bilirrubina total e direta sdo parametros utilizados na avaliacdo da
funcdo hepética, e um valor aumentado pode sugerir distdrbios no funcionamento ou
lesédo hepatica (PETTERSSON et al., 2008).

Pode se indentificar um aumento da albunina no plasma do rato (Tabela
6), o qual pode estar relacionado a desidratacdo. Ja que a albumina é sintetizada
nas células hepéticas e suas principais fungdes relacionam-se ao transporte de
bilirrubina, magnésio e calcio; além disso, interfere na manutencdo da pressao
oncética do plasma e na estabilizacdo dos sistemas coloidais. A hiperalbuminemia
ocorre na desidratacdo e a hipoalbuminemia tem como causas principais as
deficiéncias alimentares, nefropatias, hepatopatias, infecgcdes graves e eclampsia
(JERRY et al, 2008). A albumina é uma proteina de fase aguda negativa,
consequentemente, uma leve hipoproteinemia € frequentemente encontrada em
doencas inflamatorias. A sintese de albumina é também diminuida em resposta a
hiperglobulinemia (SIROIS, 2015). O figado é virtualmente a Unica fonte de producéo
de albumina no organismo, assim uma hipoalbuminemia poderia ser uma
manifestacdo da incapacidade hepatica de sintetizar essa proteina (NELSON;
COUTO, 2010).

O AST também é conhecido pelo nome de transaminase oxalacética.
Existe em muitos tecidos como duas isoformas, no citosol e na mitocondria, sendo
mais abundante no figado e nos musculos. Seu uso é como indicador de danos
nesses tecidos (GONZALEZ; SILVA, 2017). Os aumentos de AST podem ser

observados em hepatite infecciosa e tdxica, cirrose, obstrucdo biliar e figado
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gorduroso. Seu nivel também esta aumentado quando ocorre hemolise, deficiéncia
de selénio/vitamina E. Atividade plasmatica normal da AST € menor que 100UI/L em
todas as espécies, exceto no cavalo, cujos valores normais variam de 200 a 400UI/L
(STOCKHAM; SCOTT, 2011). Varias plantas possuem acao hepatoprotetoras com
Solanum fastigatum, Produsia huberi, Desmodium gangeticum, Citrus limon,
Phyllanthus urinaria e Cyathea gigantea, que possuem linalol e a-terpineol em sua
composicao e reduzem a ALT e AST quando adminstrado por via oral (ROCHA et al,
2012; CAMPELDO et al, 2013; Lorenzoni et al 2014). O OEPh também possui linalol e
a-terpineol e diminuiu a AST, que ndo tem conotagédo patolégica.

Para avaliar a citotoxicidade do OEPh, utilizou-se o ensaio MTT (brometo
de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), que mede a funcdo mitocondrial da
célula, ou seja, avalia o nivel de funcionalidade da célula e ndo sua estrutura. Estes
ensaios sdo utilizados para medir os resultados da proliferacdo de células, verificar
efeitos citotdxicos de compostos e para um controle interno da determinagdo do
namero de células viaveis (VAN MEERLOO et al 2011).

A porcentagem de células viaveis apresentou-se acima de 50%, que de
acordo com a literatura € o minimo para considerar um material biocompativel
(CRUZ et al, 2004). Algumas drogas, porém, nao apresentam letalidade, mas sim
efeito inibitério de uma determinada acdo biol6gica. Nestes casos, o termo CLsg
deve ser substituido por concentracdo inibitoria média (Clsp) ou, como uma
denominacdo mais ampla, pode-se usar o termo concentracdo eficaz (CEsp), que
engloba a Clsp (MINHO et al., 2008Db).

Os testes de CEsp sdo realizados para avaliacdes de prospeccédo de
compostos bioativos, pois a maioria dos compostos avaliados sdo substancias
complexas com diferentes constituintes que podem agir de forma sinérgica ou
antagbnica durante a realizacdo de testes de eficacia. A Clsy consiste na
concentracdo de um composto bioativo em contato com as células capazes de inibir
atividade de 50% (metade) de um grupo de individuos em contato com o composto.
Neste caso, a inibicdo pode ser de alimentagdo, migragdo, motilidade. Dentro da
mesma linha de pensamento, podem ser calculadas as contracdes eficazes, letais
ou inibitorias (CENCI et al., 2007).

Os testes in vitro ndo substituem os testes in vivo, mas sdo mais praticos

e baratos, tendo, portanto, a funcdo de selecionar os compostos com efeito



79

citotoxico para serem avaliados em testes com animais. Uma fase primordial dos
ensaios in vitro € a determinagdo da CEso (MOTULSKY; CHRISTOPOULOS, 2004).

O Clsp do OEPh, no teste MTT, obteve um resultado com valor de 69,33
pg/mL  (Gréfico 1), valor mais elevado quando comparado com outros 6leos
essenciais, como o0 oleo essencial das folhas de L. gracilis com Clsp< 30 pg/m
(NEMATI et al., 2013), oleo essencial de Cinnamomum verum com 24,13 ug/mL,
Myrocarpus frondosus com 60,87 pg/mL (AZEREDO et al., 2014) e o 6leo essencial
da Matricaria chamomilla L. com 60 pg/mL (AL-TAMIMI et al, 2016). Apenas
compostos de extratos naturais com valor de Clsg igual ou menor do que 50 pg/mL
(aproximadamente 150 uM) merecem ser submetidos a andlises de citotoxidade
mais detalhadas (MANS, 2000).

O OEPh tem acado gastroprotetora (ARAUJO et al, 2011), assim como
seus metabolitos, 1,8-cineol, a-terpineol (SOUZA et al, 2011; ROCHA et al, 2015).
Outros metabolitos como p-cimeno tem acéo protetora em lesdo pulmonar induzido
por lipopolissacarideo (CHEN et al, 2013) e o limoneno tem acao citoprotetor (SUH
et al, 2017). Esses metabolitos podem estar atuando na estabilizacdo da inibicdo da
viabilidade celular com o aumento da concentracdo (200; 400 e 800 pg/mL) do
OEPh.
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8 CONCLUSOES

- O teste farmacoldgico de dose Unica de OEPh n&o revelou a presenca
de sinais de toxicidade, elevou a albumina e diminui a AST, ndo sendo considerado
efeito patolégico. E ndo houve morte na utilizacdo da via oral, podendo ser
considerado aparentemente seguro quando adminstrado por via oral. Para tal fim,
fazem-se necessarios estudos mais prolongados para averiguar possiveis danos no
sistema fisiolégico decorrente da administracéao cronica.

- A viabilidade celular do MTT teve uma Clsy com valor de 69,33 ug/mL,
sendo considerado moderadamente citotdxico, representando uma avaliagdo inicial,
constituindo uma importante etapa na avaliacdo da biocompatibilidade, pois permite
a racionalizagao da experimentagéo in vivo, com diminui¢ao de custos, e de animais

nas analises obrigatoérias.



81

9 REFERENCIA

ALI, B.; ALl AL-WABE, N.; SHAMS, S. Essential oils used in aromatherapy: A

systemic review. Asian Pacific Journal of Tropical Biomedicine, v.5, n.8, 2015

AL-TAMIMI, A.; RASTALL, M.; ABU-REIDAH, B. M. Chemical Composition,
Cytotoxic, Apoptotic and Antioxidant Activities of Main Commercial Essential Oils in

Palestine: A Comparative Study. Medicines, v.3, n.4,2016.

ARAUJO, D. A. O. V.; TAKAYAMA, C.; DE-FARIA, F. M.; SOCCA, E. A. R,
DUNDER, R. J.; MANZO, L. P.; FERREIRA, A. L.; SOUZA-BRITO, A. R. M,
Gastroprotective effects of essential oil from Protium heptaphyllum on experimental

gastric ulcer models in rats, Rev. Bras. Farmacogn. 2011.

AZEREDO, C. M. O.; SANTOS, T.G., MAIA, B.H.; SOARES, M.J. In vitro biological
evaluation of eight different essential oils against Trypanosoma cruzi, with emphasis
on Cinnamomum verum essential oil. BMC Complementary and Alternative
Medicine, v.22, n.14, 2014.

BRUNI, R.; MEDICI, A.; FANTIN, C.; MUZZOLI, M. Chemical composition and
biological activities of Ishpingo essential oil, a traditional Ecuadorian spice from
Ocotea quixos (Lam.) Kosterm. (Lauraceae) flower calices. Food Chemistry, v.85,
n.3, 2004.

BUNEL, V. et al. Methods applied to the in vitro primary toxicology testing of natural
products: State of the art, strengths, and limits. Planta Medica. v.80, n.14, 2014

CAMARGO, S. B.; DE VASCONCELQS, D. F. S. A; Biological activities of Linalool:
current concepts and future possibilities of this monoterpene, Rev. Ciénc. Méd.
Biol., Salvador, v. 13, n. 3, p.381-387, 2014.



82

CAMPELO, L.M.L. et al. Constituintes quimicos e estudos toxicologicos do o6leo
essencial extraido das folhas de Citrus limon Burn (Rutaceae), Rev. Bras. Pl. Med.,
Campinas, v.15, n.4, supl.l, p.708-716, 2013.

CENCI, F. B. et al. In vitro effect of condensed tannin extract from acacia (Acacia
mearnsii) on gastrointestinal nematodes of sheep. Veterinary Parasitology, 2007.

CHEN, L. et al., Protective Effect of p-Cymene on Lipopolysaccharide-Induced
Acute Lung Injury in Mice, Inflammation. v. 37, n.2, p. 358-364

COSTA, C. R. et al. A toxicidade em ambientes aquaticos: Discussdo e métodos de
avaliacdo. Quimica Nova, v.1, p.144-148, 2008.

DA CUNHA L. C. et al. Avaliacdo da toxicidade aguda do extrato aquoso de Apeiba
tibourbou Aubl (Tiliaceae), em camundongos e ratos. Revista de Ciencias

Farmaceuticas Basica e Aplicada, 2013

DA SILVA, BENTO, M. T. et al. a-Terpineol induces gastric retention of liquids by
inhibiting Vagal parasympathetic pathways in rats. Planta Medica, 2016.

DO AMARAL, Jeferson Falcdo Falc&atilde;o et al. Antinociceptive effect of the

monoterpene R-(+)-limonene in mice. Biological & pharmaceutical bulletin, 2007.

EXPLOREZENZ. E. The Enzyme Database. Disponivel em: http://www.enzyme-
database.org/reaction/terp/perillyl.html. acesso 03.05.2019

FEITOSA, C. M. et al. Ensaios pré-clinicos em ratos tratados com 1,3-diestearil-2-
oleilglicerol, constituinte isolado de Platonia insignis, ConScientiae Saude, v.14, n.4,
p.555-567, 2015

FOTAKIS, G.; TIMBRELL, J. A. In vitro cytotoxicity assays: Comparison of LDH,
neutral red, MTT and protein assay in hepatoma cell lines following exposure to

cadmium chloride. Toxicology Letters, v.160, n.2, 2006.


http://www.enzyme-database.org/reaction/terp/perillyl.html.%20acesso%2003.05.2019
http://www.enzyme-database.org/reaction/terp/perillyl.html.%20acesso%2003.05.2019

83

GAUTAM, N.; MANTHA, A. K..; MITTAL, S. Essential oils and their constituents as

anticancer agents: A mechanistic view. BioMed Research International. p.23, 2014

GONZALEZ, F.; SILVA, S. Introducdo a bioquimica clinica veterinaria. Gréafica da
Universidade Federal do Rio Grande do SUL, 2017.

JERRY KANEKO, J.; HARVEY, J. J.; BRUSS, M. L. Clinical Biochemistry of
Domestic Animals. 2008.

KIM, H. J.; LEE, Y. H.; KIM, C. K. Biomarkers of muscle and cartilage damage and
inflammation during a 200 km run. European Journal of Applied Physiology, v.99,
n.4, 2007.

LIEBSCH, M.; SPIELMANN, H. Currently available in vitro methods used in the
regulatory toxicology., toxicol. Let, v.127, n.1-3, 2002.

LILLIE, L. E.; TEMPLE, N. J.; FLORENCE, L. Z. Reference values for young normal
Sprague-Dawley rats: Weight gain, hematology and clinical chemistry. Human &

Experimental Toxicology, 1996.

LIMA, C. M.; LIMA, AK.; MELO, M. G. D.; SERAFINI, M. R. Valores de referéncia
hematol6gicos e bioquimicos de ratos (Rattus novergicus linhagem Wistar)
provenientes do biotério da Universidade Tiradentes. Scientia plena, v. 10, p. 1-9,
2014.

LORENZONI, A.A. Efeito protetor de produtos naturais sobre o dano hepéatico

induzido pelo paracetamol, Acta Ambiental Catarinense, v.11, n.1/2 , 2014

MALONE, M. H. The pharmacological evaluation of natural products - general and
specific  approaches to screening ethnopharmaceuticals. Journal of
Ethnopharmacology. V.8, n.2, 1983



84

MANS, D. R.A. Anti-Cancer Drug Discovery and Development in Brazil: Targeted
Plant Collection as a Rational Strategy to Acquire Candidate Anti-Cancer

Compounds. The Oncologist, 2000.

MEERTS, I. A T.M. et al. Toxicological evaluation of pomegranate seed oil. Food

and Chemical Toxicology, 2009.

MELO, M G D et al. Valores de referéncia Hematoldgicos e Bioquimicos de Ratos (
Rattus novergicus linhagem Wistar ) provenientes do biotério central da
Universidade Federal de Sergipe. v. 8, p. 1-6, 2012.

MORGAN, C. D. et al. An improved colorimetric assay for tumor necrosis factor using
WEHI 164 cells cultured on novel microtiter plates. Journal of Immunological
Methods. v.145, n.1-2, 1991

MOSMANN, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: Application

to proliferation and cytotoxicity assays. Journal of Immunological Methods, 1983.

MOTULSKY, H.; CHRISTOPOULOS, A. Using global fitting to test a treatment effect
in one experiment. Fitting Model. to Biol. 2004.

NELSON, Ricahrd W.; COUTO, C. Guillermo. Medicina Interna de pequeinos

animales. 2010.

NEMATI, F. et al. Cytotoxic properties of some medicinal plant extracts from

Mazandaran, Iran. Iranian Red Crescent medical journal, 2013.

NOBREGA, F.F. Monoterpenoid Terpinen-4-ol Exhibits Anticonvulsant Activity in
Behavioural and Electrophysiological Studies, Oxidative Medicine and Cellular
Longevity. v.2014, p.9, 2014

OECD. SERIES ON TESTING AND ASSESSMENT Number 23 GUIDANCE
DOCUMENT ON AQUATIC TOXICITY TESTING OF. 2002.



85

. Test No. 407: Repeated Dose 28-day Oral Toxicity Study in Rodents. OECD
Guidelines for the Testing of Chemicals, Section 4, OECD Publishing, Paris,
2008.

PALERMO, F, H. et al. resin secretory canals in Protium heptaphyllum (Aubl.)
Marchand. (Burseraceae): a tridimensional branched and anastomosed system.
Protoplasma, v.255, n.3, p.899-910, 2018.

PETTERSSON, J. et al. Muscular exercise can cause highly pathological liver
function tests in healthy men. British Journal of Clinical Pharmacology, v.65, n.2,
p.253-259, 2008.

PRAKASH, B. et al. Plant essential oils as food preservatives to control moulds,
mycotoxin contamination and oxidative deterioration of agri-food commodities -
Potentials and challenges. Food Control. v.47, p. 381-391, 2015

RAUT, J. S.; KARUPPAYIL, S. M. A status review on the medicinal properties of
essential oils. Industrial Crops and Products. v.62, p.250-264, 2014

ROCHA C.G.F. et al. Gastroprotective Mechanisms of the Monoterpene 1,8-Cineole
(Eucalyptol). PLoS ONE, v.10, n.8, 2015

ROCHA, A. DE O. B. et al. Toxicological effect of Pradosia huberi Ducke
hydroalcoholic extract in the Wistar rats, Rev. Bras. Farm. v. 93, n.3, p.371-378,
2012

ROGERO, Sizue Ota et al. Teste in vitro de citotoxicidade: estudo comparativo entre

duas metodologias. Materials Research, 2003.

SA, Test; SA, Essai. Iso 10993-5. Order A Journal On The Theory Of Ordered
Sets And Its Applications, 2009.



86

SASAKI, T. et al. Detergent cytotoxicity: simplified assay of cytolysis by measuring
LDH activity. Toxicology in Vitro, v.6, n.5, 1992.

SILVA, S. L. et al. Avaliacdo da toxicidade aguda pré-clinica do extrato metandlico
das cascas do caule de Parahancornia amapa (Apocynaceae). Acta Amazonica,
v.46, n.1, 2016.

SIROIS, M. Laboratory Procedures for Veterinary Technicians. 6™". p.123, 2015.

SOUZA, R.H.L. et al. Gastroprotective activity of a-terpineol in two experimental

models of gastric ulcer in rats, v.19, n.4, p. 277-281, 2011

STOCKHAM, S. L.; SCOTT, Michael A. Fundam. em Patol. Clinica Veterinaria. 2™,
2011.

SUH, K.S.; CHON, S.; CHOI, E.M. Limonene protects osteoblasts against
methylglyoxal-derived adduct formation by regulating glyoxalase, oxidative stress,
and mitochondrial function, Chemico-Biological Interactions,v.25, n.278, 2017
VALADARES, M. C. Avaliagdo De Toxicidade Aguda : Estratégias Apds a “ Era Do
Teste DI 50. Revista Eletronica de Farmacia v.3, n.2 p.93-98, 2006.

VAN MEERLOO, J.; KASPERS, G. J.L.; CLOOS, J. Cell sensitivity assays: The MTT
assay. Methods in Molecular Biology, v.731, p.237-245, 2011.

VIGAN, M. Essential oils: Renewal of interest and toxicity. European Journal of
Dermatology. v.20, n.6, p.685-692, 2010

ZATTA, D. T. et al. Study of antibacterial activity against Pseudomonas aeruginosa
strains and acute toxicity of Jacaranda decurrens leaves, Latin American Journal of
Pharmacy v.28, n.4, 2009.



87

CAPITULO Il

Atividade hipotensora do 6leo essencial de Protium heptaphyllum Marchand

Aubl.: possivel envolvimento de adrenoceptores e receptores muscarinicos



88

Atividade hipotensora do 6leo essencial de Protium heptaphyllum Marchand

Aubl.: possivel envolvimento de adrenoceptores e receptores muscarinicos

RESUMO

O Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand exuda uma resina oleosa utilizada na
medicina popular como analgésico, cicatrizante e expectorante. Neste estudou
avaliou-se o efeito cardiovascular do 6leo essencial de Protium heptaphyllum
(OEPh) em ratos normotensos nao anestesiados. Utilizaram-se ratos machos (250-
300g). Os animais foram submetidos a procedimentos cirargicos sob anestésia
(xilazina 20 mg/kg e cetamina 10mg/kg) para implantacdo de cateter de polietileno
na veia cava e aorta abdominal via veia e artéria femoral esquerda, respectivamente
(CEUA 069/2019). Apoés vinte e quatro horas, o cateter arterial foi conectado ao
transdutor de pressdo pré-calibrado e ap6s um periodo para manutencdo dos
parametros basais administrou nitroprussiato de sédio (NPS 10ug/kg) para registro
controle, decorridos 30 min, as doses do OEPh (3,125; 6,25 e 12,5 mg/kg) foram
administradas por via venosa de maneira randémicas. Os resultados demonstram
que as doses do OEPh (3,125; 6,25 e 12,5 mg/kg) promoveram um potente efeito
hipotensor (-18,66 + 1,39*; -30,42 £ 2,16***; -35,62 + 0,67* mHg, respectivamente,
*p<0,05 vs OEPh) dependente da dose e reduziu a também frequéncia cardiaca nas
maiores doses 6,25 e 12,5 mg/kg (-36,59 + 9,05* -28,95 + 9,99* bpm,
respectivamente, *p<0,05 vs OEPh). A influéncia dos receptores muscarinicos e dos
mediadores ganglionares realizou-se experimentos na presenca de atropina e
hexametonio. Nestas condi¢cdes, observou-se que a resposta hipotensora foi
atenuada apenas na menor dose para a atropina e para 0 hexameténio. Ja em
relacdo a frequéncia cardiaca foi totalmente abolida na presenca dos dois
blogueadores. A participacdo dos receptores a2-adrenérgicos observou-se na
presenca de iombina (colocar dose) onde ocorreu atenuagéo da hipotenséo induzida
pelo OEPh nas doses (3,125 e 6,25 mg/kg). Ja na presenca de propranolol (colocar
dose) (antogonista B-adrenérgico) e prasozina (colocar dose) (antagonista al-
adrenergico) ocorreu inibicdo da hipotenséo induzida pelo OEPh em todas as doses
utilizadas. Em concluséao, podemos afirmar que o OEPh possui acéo hipotensora e
bradicardica envolvendo a a¢édo nos receptores muscarinicos e adrenérgicos (a e ).

Palavras chaves: hipotensédo; 6leo essencial, adrenérgicos
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2 INTRODUCAO

A pressdo sanguinea (PA) é caracterizada pela pressdo que o sangue
provoca nos vasos corporais e depende do envolvimento do: débito cardiaco (DC),
resisténcia vascular e volume total de sangue (KAMAL; HAMDY; M.SAYED, 2016).

Os produtos naturais possuem enorme diversidade quimica e estrutural
fonte de pesquisa que inspira novas descobertas na Quimica, Biologia e Medicina,
sendo evolutivamente melhorado como moléculas semelhantes as drogas e
continuam sendo fontes de descoberta de novas drogas (NEWMAN; CRAGG, 2016).

Muitas plantas possuem Oleos volateis que contem uma grande
variedade de atividades farmacologicas, entre elas o vasorelaxamento e a
diminuicAio da frequéncia cardiaca exercendo atividades hipotensoras
(SALJOUGHIAN et al., 2018). Apesar dos avan¢cos enormes na pesquisa,
desenvolvimento e uso de produtos naturais como agente terapéutico a
compreensao detalhada sobre os mecanismos de agédo tem sido cada vez mais
elucidado (BIALA et al., 2011). Por outro lado, a avaliacdo dos efeitos
farmacoldgicos e da clarificacdo dos caminhos de acédo para os compostos naturais
pode ser usada como uma estratégia de pesquisa logica para descobrir novos
medicamentos (HAJHASHEMI et al, 2002; JAKALA et al., 2009).

A espécie Protium heptaphyllum (Aubl.)) Marchand, Burseraceae,
conhecido como "almécega”, "breu branco" e "almiscar"”, almécega do Brasil, goma-
liméo é encontrado, na América do Sul incluindo a regido amazbnica, esta espécie
vegetal segrega uma resina oleosa composta de uma mistura de triterpenos,
monoterpenos e sesquiterpenos (ALBINO et al., 2017; LIMA et al., 2014).

Na medicina popular essa planta € usada como, analgésico, cicatrizante e
expectorante e alguns autores indicam a presenca de acao antimicrobiana, acao
antihiperglicemica e hipolipemica (ALVES-SANTOS et al., 2016; BERNADI et al.,
2015; MAGALHAES MAIA et al., 2000; SANTOS, Flavia Almeida et al., 2012).
Alguns constituintes do OEPh tais como a e B amirina possuem efeitos
antidepressivos e ansioliticos (ARAGAO et al., 2006), a-pineno possuem atividade

gastroprotetora (PINHEIRO et al., 2015), limoneno possui acdo antinociceptiva ‘DO
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AMARAL et al., 2007) e o linalol e a-terpineol possui atividade hipotensora e
vasorelaxante (ANJOS et al., 2013; ARAGAO et al., 2006).

Varios estudos relatam efeitos dos Oleos essenciais no sistema
cardiovascular em ratos como mostrado no Quadro 7 (ALVES-SANTOS et al., 2016;
ESMAEILI et al., 2017; LAHLOU et al., 2004).

Quadro 7 — Valores de efeitos dos 0leos essenciais na pressao artéria de ratos nao

anestesiados.

Oleos Doses Efeitos PAM _
_ _ Referéncias
essencias (mg/kg) cardiovasculares (mmHgQ)
5 Hipotenséao 15+2
Ocotea BARBOSA-FILHO
10 e 21+2
duckei et al., 2008
15 bradicardia 373
_ 10 Hipotenséao 18+2
Hyptis SANTOS, M. R.V.
20 e 12+ 3 et al., 2007
fruticosa
40 taquicardia 15+3
. 5 Hipotensao 15+8
Aniba INTERAMINENSE
10 e 28+9
canelilla etal., 2011
20 bradicardia 48 +5
3 OBJETIVO

Objetivamos avaliar o potencial farmaco-biolégico do Protium heptaphyllum
no sistema cardiovascular de ratos normotensos bem como investigar os possiveis

mecanismos de acao subjacentes a esses fatores farmacologicos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Procedimentos gerais de experimentacao

4.1.1. Material vegetal

As amostras de resina foram adquiridas no mercado central da Teresina-
Pl em fevereiro de 2016 (resina comercial) mantendo-se em refrigeracéo (>5 °C) até
o0 momento da extracdo. A identificacdo da espécie ocorreu no Herbario Graziela
Barroso na Universidade Federal do Piaui — Brasil e o modelo de voucher foi

registrado sob o nimero 28730.

4.1.2 Extracdo do 6leo essencial

A resina foi submetida a hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger
modificado, e as fracbes foram coletadas logo ap6s 3 horas de extracdo. O Oleo
extraido foi acomodado em recipiente de vidro lacrado por tampa envolvida por

papel aluminio e mantida em refrigeracdo com temperatura menor que 5 °C.

4.1.3 Analise por Cromatografia Gasosa-Espectrometria de Massa

A caracterizagdo quimica do OEPh foi realizada por cromatografia
gasosa (ThermoScientific, TSQ Quantum XLS Ultra, Triplo Quadrupolo), equipada
com um Amostrador Automéatico AS3000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, EUA). Para cromatografia dos componentes, utilizou-se uma coluna EquityTM-
1, comprimento de 30 m e 0,25 mm de diametro interno e 0,10 mm de espessura.
He, foi usado como um gas de transporte com um fluxo de 1,0 mL / min, temperatura
do injetor 220 ° C. A coluna foi programada com uma temperatura inicial de 50 ° C
(3,0 min) seguida de um aumento de 3° C / min até 180° C (durante 2 min), depois 6
° C / min até 260 ° C (para 2 min) e temperatura do detector 230 ° C. 1,0 pL foi
injetado em diclorometano no modo split (1:10). As condi¢bes da espectroscopia de
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massa foram do tipo Detector Triplo Quadrupolo lon operando por impacto eletronico
(70 eV; 45 a 450 Da). A identificacdo dos respectivos componentes foi feita
comparando os padrdes de espectros de massa da biblioteca interna (NIST 11) ao
indice de retencdo experimental, calculado a partir de uma série de n-alcanos (C8 a
C20 - Sigma Aldrich) e por comparacdo com dados literais e também os através de
dados dsponiveis no site como http: //www.webbook.nist.gov e http:

/lIwww.pherobase.com.

4.1.4 Animais

Trinta e seis (36) Ratos Wistar machos com trés meses de vida, (200-320
g) foram obtidos das instalacdes de cuidados com animais do Nucleo de Pesquisas
em Plantas Medicinais da Universidade Federal do Piaui, no Brasil. Os ratos foram
mantidos em uma grande gaiola sob condicbes controladas de temperatura e
iluminagdo (luzes acesas: 0600-1800 h). Os ratos receberam comida e agua ad
libitum. Todos os procedimentos foram aprovados pelo comité de ética em
experimentacdo animal da Universidade Federal do Piaui, Brasil (Protocolo nimero
069/2014).

4.1.5 Drogas e reagentes

Os medicamentos utilizados foram: nitroprussiato de soédio, ioimbina,
propranolol, hexametdnio, prazosina, Nw-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME),
atropina, (todos de SIGMA, St. Louis, MO, EUA), tiopental de sédio (CRISTALIA,
Sédo Paulo, Brasil), heparina (ARISTON, Sao Paulo, Brasil), Xilazina (CEVA, Sao
Paulo, Brasil), Cetamina (CEVA, Sao Paulo, Brasil). Na preparacéo das solu¢cdes de
reserva, OEPh foi diluida em solucéo de agua desmineralizada / Tween 80 (0,5%
v/v). Outras drogas foram diluidas apenas em solugfes salinas. Todas as solu¢des
de estoque foram mantidas a 0°C e diluidas até a concentracdo desejada com agua
deionizada ou solugcédo salina, quando necessario. O Tween 80 (Dinamica, Sao
Paulo, Brasil) nas concentracdes utilizadas ndo mostrou efeito em experiéncias de

controle.
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4.1.6 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em seis grupos experimentais com 06
animais por grupo.
| - Grupo controle - salina
Il - Grupo atropina
[l - Grupo hexameténio
IV - Grupo ioimbina
V — Grupo prazosina

VI - Grupo propranolol

Os ratos foram anestesiados com xilazina (10 mg/kg, intraperitoneal) e
cetamina (50 mg/kg, intraperitoneal). objetivando por meio de um procedimento
cirirgico realizado para a implantacdo de canulas na artéria e veia femoral
esquerdas, respectivamente. ApOs a insercdo e fixacdo, os catéteres foram
encapsulados por via subcutanea e exteriorizados através de uma incisdo na regiao
cervical posterior do animal (scapulae) e lavada com solucdo salina heparinizada
(100U/mL) imediatamente apOs a colocacdo e antes do registro do sinal da PAM
(LAHLOU et al., 1990). A PAM e FC foram medidas 24 h apds o ato cirargico pela
conexdo do catéter arterial a um transdutor de presséo pré-calibrado (Statham P23
ID; Gould, Cleveland, OH, EUA) acoplado a um amplificador (Modelo AVS projetos —
SP/Brasil) que estava conectado a um microcomputador, equipado com placa
conversora analdgico-digital (AVS projetos — SP/Brasil) e com o programa AQCAD
(AVS projetos — SP/Brasil). A frequéncia escolhida para amostragem dos dados foi
de 500 Hz. Para cada ciclo cardiaco, o computador calculou pressao arterial
sistolica, diastdlica e meédia, e o intervalo de pulso (referido como frequéncia
cardiaca). O catéter venoso foi implantado para a administracdo das drogas (Fig.3)
(LAHLOU et al., 1990; MENDES et al., 2014).

Foi administrado Nitroprussiato de Sédio (10 ug/kg) por via intravenosa
(IV) para verificar a eficacia da insercdo do cateter venoso. Apos o periodo de
estabilizacdo, a presséo arterial média e a frequéncia cardiaca foram registradas em

ratos conscientes e de movimento livre antes (valores basais) e apds IV na
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administracado de bolus de OEPh (3,125; 6,25 e 12,5 mg/kg) para a obtencdo de
curvas dose-resposta. As injecdes sucessivas de OEPh foram separadas por um
intervalo de tempo suficiente para permitir a recuperacdo completa do parametro
basal (30 min). A fim de elucidar os possiveis mecanismos subjacentes a resposta
hipotensora, o OEPh foi administrado a animais pré-tratados com um dos seguintes
farmacos: um agente bloqueador ganglionar (hexameténio, 20 mg/kg), um agente
blogueador adrenérgico (propranolol, 1,5 mg/kg), um agente antagonista a,-
adrenérgico (ioimbina, 2 mg/kg), um antagonista ndo seletivo dos receptores
muscarinicos (atropina 2 mg/kg) e um antagonista ai;-adrenérgico (prazosina 1
mg/kg). Apos a realizacdo dos protocolos, todos os animais foram eutanasiados sob

anestesia com tiopental sédico (100 mg/kg, IP).

Figura 3 - Sistema de afericdo da pressao arterial e frequéncia cardiaca.

Fonte: Arquivo pessoal

Legenda: 1) Transdutor de presséo; 2) Amplificador de sinal AECADO4; 3) Calibrador de presséo.
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como os valores médios = S.E.M. (erro
padrdo da media) de seis animais. A avaliacdo estatistica foi realizada utilizando A-
NOVA poés test Tukey. Em todas as analises, um valor de p<0,05 foi considerado
como estatisticamente significativo. Todos o0s procedimentos foram realizados
usando Graph Pad Prism 6.0 TM. (Graph Pad Software, Inc., San Diego, CA, EUA).

6 RESULTADOS

6. 1 Extrac&o do 6leo essencial
A extracdo realizada com o Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand

obteve um rendimento de 0,72% (massa/massa).

6.2 Resultados obtidos com o 6leo essencial do Protium heptaphyllum (Aubl.)
Marchand (OEPh)

Neste estudo os valores basais de PAM e FC foram 109,67 + 3,51 mmHg
e 348,67 + 38,69 bpm, respectivamente.

A administracdo venosa de doses (3,125; 6,25 e 12,5 mg/kg, IV) de
OEPh em ratos normotensos, induziram uma hipotensédo (-18,66 + 1,39*; -30,42 *
2,16*; -35,62 + 0,67* mmHg, respectivamente), sem alterar a FC na menor dose
3,125 mg/kg (-1,69 £ 17,39 bpm), nas demais doses ocorreu uma bradicardia (-36,59
+ 9,05%; -28,95 + 9,99* bpm, * p<0,05 vs OEPh) (Fig. 4).
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Figura 4 - Efeito do OEPh sobre a presséao arterial PA em ratos normotensos
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Legenda — (A) Registro original do efeito do OEPh sobre a presséo arterial (PA), pressao arterial média PAM (B) em (mmHg) e Frequéncia Cardiaca FC em
batimentos por minuto (bpm) (C). Os dados foram expressos como Médiate.p.m. Utilizou-se o (test t de Student) para a andlise da PAM e o teste (Mann-

Whitney) para andlise da FC. *p<0,05 vs NPS = nitroprussiato de sédio ou *p<0,05 vs dose de OEPh. n= 6 experimentos
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6.3 Verificacdo da participacdo dos receptores muscarinicos na resposta

cardiovascular induzida por OEPh em ratos normotensos n&o anestesiados.

Na presenca de atropina (2 mg/kg) um antagonista ndo-seletivo dos
receptores muscarinicos (BLUM et al, 2013) observou-se que as doses de OEPh,
induziu inibicdo do efeito hipotensor (-13,44 + 0,066° mmHg) na menor dose (3,125
mg/kg) e na maior dose (12,5 mg/kg) (-27,29 + 0,99° mmHg). Enquanto que na dose
intermediaria (6,25 mg/kg) a PAM nao sofreu alteracéo significativa (-26,48 = 4,37
mmHg (Fig.5). Em relacéo a bradicardia ocorreu uma reverséao na dose intermediaria
(2,41 + 1,3 bpm) e na maior dose (4,14 + 3,4 bpm), sem alterar a menor dose (-
0,22+ 1,3 bpm).
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Figura 5 - Efeito do OEPh sobre a pressao arterial PA em ratos normotensos antes e apois o bloqueio com atropina.
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Legenda — (A) Registro original do efeito do OEPh sobre a presséo arterial (PA), presséo arterial média (PAM) (B) em (mmHg) e Frequéncia Cardiaca (FC) em batimentos por
minuto (bpm) na presenga ou na auséncia de atropina 2mg/kg (IV) (C). Os dados foram expressos como Médiate.p.m. Utilizou-se o (test t de Student) para a andlise da PAM

e o teste t de estudent ndo pareado para andlise da FC. #p<0,05 vs NPS = nitroprussiato de sédio ou *p<0,05 vs dose de OEPh. n= 6 experimento.
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6.4 Envolvimento do bloqueio ganglionar autonémico na resposta hipotensora
e bradicardica induzida pelo OEPh em ratos normotensos ndo anestesiados

Na presenca do hexametbnio (20 mg/kg IV), a menor dose do OEPh
(3,125 mg/kg), observou-se inibicdo da hipotenséo (-9,5 + 0,15 mmHg) sem alterar a
FC (0,08 £ 0,02 bpm). Na dose intermediaria ocorreu um aumento do efeito
hipotensor (-36,08 + 0,27* mmHg) e inibiu a bradicardia (0,36 + 0,04 bpm). Na dose
mais alta (12,5 mg/kg) ndo alterou a PAM (-33,55 + 0,76 mmHg) e a bradicardia
foram inibidas, (9,59 + 1,69 bpm). *p<0,05 vs OEPh (Fig. 6).
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Figura 6 - Efeito do OEPh sobre a presséao arterial PA em ratos normotensos antes e apois o0 bloqueio com hexametodnio.
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Legenda — (A) Registro original do efeito do OEPh sobre a presséo arterial (PA), presséao arterial média (PAM) (B) em (mmHg) e Frequéncia Cardiaca (FC) em batimentos por
minuto (bpm) na presenca ou na auséncia de hexametdnio 20mg/kg (IV) (C). Os dados foram expressos como Médiate.p.m. Utilizou-se o (test t de Student) para a analise da
PAM e o teste t de estudent ndo pareado para analise da FC. #p<0,05 vs NPS = nitroprussiato de sddio ou *p<0,05 vs dose de OEPh. n= 6 experimento
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6.5 Envolvimento do bloqueio dos receptores ar-adrenérgico na resposta

hipotensora induzida pelo OEPh em ratos normotensos ndo anestesiados

A administracdo da ioimbina (2 mg/kg IV) antagonista dos receptores a-
adrenérgicos aboliu a hipotens&o (0,00 + 0,22 mmHg e 1,39 + 0,84 mmHg) induzida
pelo OEPh nas doses de 3,125 mg/kg e na dose 6,25 mg/kg, respectivamente. A FC
na menor dose continuou nos valores basais (-0,10 + 0,10 bpm), porém a dose
intermediaria diminuiu a bradicardia (-2,52 + 0,67 bpm) quando comparado ao OEPh
sem o0 bloqueio dos receptores ar-adrenergicos. Na dose de 12,5 mg/kg néo teve
alteracdo significativa da PAM (-33,03 + 0,97 mmHg) e a FC teve uma diminuicao
mais acentuada (-68,59 + 1,21* bpm), p<0,05 vs OEPh (Figura 7).
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Figura 7 - Efeito do OEPh sobre a presséao arterial PA em ratos normotensos antes e apois o bloqueio com ioimbina.
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Legenda — (A) Registro original do efeito do OEPh sobre a pressao arterial (PA), presséo arterial média (PAM) (B) em (mmHg) e Frequéncia Cardiaca (FC) em batimentos por
minuto (bpm) na presenca ou na auséncia de ioimbina 2mg/kg (IV) (C). Os dados foram expressos como Médiate.p.m. Utilizou-se o (test t de Student) para a analise da PAM
e o teste t de estudent ndo pareado para andlise da FC. #p<0,05 vs NPS = nitroprussiato de sodio ou *p<0,05 vs dose de OEPh. n= 6 experimento
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6.6 Envolvimento do bloqueio dos receptores aj;-adrenérgico na resposta

hipotensora induzida pelo OEPh em ratos normotensos néo anestesiados

Observou-se que a hipotensdo e bradicardia induzida pelo OEPh (6,25
mg/kg IV) foi inibida (-17,93 + 0,52° mmHg e -3,72 + 1,09" bpm, respectivamente) na
presenca de prazosina. Nas doses de (3,125 e 12,5 mg/kg V), ndo ouve alteragéo
da PAM (-14,94 £ 0,25 mmHg; -28,49 + 0,76 mmHg). Em relacdo a FC na menor
dose (3,125 mg/kg) ocorreu bradicardia (-22,31 + 1,00 bpm) ap6és o blogueio dos
receptores aj-adrenergicos. Enquanto que na maior dose (12,5 mg/kg) ndo ocorreu
alteracao significativa da FC (-18,68 + 0,48 bpm) quando comparado com o OEPh

sem o bloqueio (Figura 8).
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Figura 8 - Efeito do OEPh sobre a presséao arterial PA em ratos normotensos antes e apois o bloqueio com prasozina.
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Legenda — (A) Registro original do efeito do OEPh sobre a pressao arterial (PA), pressao arterial média (PAM) (B) em (mmHg) e Frequéncia Cardiaca (FC) em batimentos por
minuto (bpm) na presenga ou na auséncia de prasozina 1m%/kg (IV) (C). Os dados foram expressos como Médiate.p.m. Utilizou-se o (test t de Student) para a analise da
PAM e o teste t de estudent ndo pareado para analise da FC. "p<0,05 vs NPS = nitroprussiato de sddio ou *p<0,05 vs dose de OEPh. n= 6 experimento
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6.7 Envolvimento da participacdo dos receptores B-adrenérgico na resposta
hipotensora e bradicardica induzida pelo OEPh em ratos normotensos néo

anestesiados

Na presenca do propranolol a hipotenséo (-0,88 + 0,15 -0,38 + 0,11" e -
7,92 + 3,1 mmHg) induzida pelo OEPh foi inibida em todas as doses. A FC na dose
de 6,25 mg/kg também foi inibida (1,12 + 0,36 bpm). Ja nas doses 3,125 e 12,5
mg/kg ndo teve alteracdo significativa da FC (1,86 = 0,99 e -11,31 = 5,7 bpm,
respectivamente) quando comparado com o controle. Demosntrando que o OEPh
pode atuar também em receptores (-adrenérgico, somando-se ao efeito sobre a

pressao arterial (Fig.9).
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Figura 9 - Efeito do OEPh sobre a presséao arterial PA em ratos normotensos antes e apois o bloqueio com propranolol.
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Legenda — (A) Registro original do efeito do OEPh sobre a presséo arterial (PA), presséao arterial média (PAM) (B) em (mmHg) e Frequéncia Cardiaca (FC) em batimentos por

minuto (bpm) na presenga ou na auséncia de propranolol 1 5mg/kg (IV) (C). Os dados foram expressos como Médiate.p.m. Utilizou-se o (test t de Student) para a analise da
PAM e o teste t de estudent ndo pareado para andlise da FC. p<0 05 vs NPS = nitroprussiato de sédio ou *p<0,05 vs dose de OEPh. n= 6 experiment
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6 DISCUSSAO

N&o foi encontrado na literatura nenhuma a¢ao do efeito hipotensor do
OEPNh, apesar de existir estudos demonstrando que alguns componentes quimicos
do OEPh contribuem para a sua atividade farmacol6gica como o a-terpineol e linalol,
que possuem efeito hipotensor e vaso relaxante (ANJOS et al., 2013; ARAGAO et
al., 2006), portanto a atividade do OEPh foi avaliada no sistema cardiovascular.

A administracdo venosa do OEPh em ratos, induziram hipotensdo sem
alterar a FC na menor dose 3,125 mg/kg IV, nas demais doses ocorreu uma
bradicardia (Fig.4). A estimulacdo dos receptores muscarinicos cardiacos do nédulo
sinoatrial por agcdo vagal induz bradicardia intensa, que pode ser seguida por
hipotensdo devido a uma diminuicdo no débito cardiaco (MOREIRA et al., 2010).
Uma das possibilidades do efeito hipotensor do OEPh poderia estar relacionada a
atuacdo no ramo parassimpatico, que representa uma grande importancia para o
sistema cardiovascular desempenhando um papel fundamental na regulacéo da PA,
podendo produzir respostas que contrabalanceiam as que estdo associadas ao
sistema nervoso simpatico (STENGEL et al., 2000). Na presenca de atropina, um
antagonista ndo-seletivo dos receptores muscarinicos (BLUM et al, 2013), inibiu o
efeito hipotensor do OEPh na menor dose 3,125 mg/kg e na maior dose de OEPh.
Em relacdo a bradicardia ocorreu uma reversdo na menor e na maior dose
estudada. Enquanto que na dose intermediaria 6,25 mg/kg a PAM nédo sofreu
alteracdo significativa (Fig. 5).

A atropina bloqueia o efeito do nervo vago tanto no né sinoatrial como no
nd atrioventricular, aumentando a frequéncia de disparo do né sinoatrial e facilitando
a conducdo atrioventricular (FABIOLA NIEDERAUER et al., 2008; stengel et al.,
2000), o aumento da dose do OEPh pode ativar os receptores nicotinicos para
liberacdo de adrenalina e aumentar a FC, o que justificar a taquicardia mediada pelo
OEPh (6,25 e 12,5 mg/kg) na presencga do bloqueio muscarinico, indicando uma
atuacao nos receptores nicotinicos (DU, XIAO et al, 1995). Enquanto a atenuac¢éo do
efeito hipotensor do OEPh (3,125 e 12,5 mg/kg) na presenca da atropina indica
atuacdo nos receptores muscarinicos, porém o efeito hipotensor do OEPh foi
bifasico (Curva em forma de U), podendo estar relacionado a saturacdo de
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receptores distintos dos muscarinicos que provoquem efeito hipotensor (BUKHARI;
DAR, 2013).

A acetilcolina liberada pelas fibras pré-ganglionares atua principalmente
estimulando o0s receptores nicotinicos e 0s neurdnios simpaticos e/ou
parassimpaticos. A estimulacdo desses receptores produz uma rapida
despolarizacao dos neurdnios ganglionares e origina o chamado potencial excitatorio
pos-sinaptico, o principal e mais relevante evento da transmissédo ganglionar. As
drogas bloqueadoras dos receptores nicotinicos ganglionares inibem completamente
a transmissdo ganglionar. O hexametbnio provoca queda de pressao arterial, pois €
um bloqueador ganglionar (HELIN; DHANAK, 2013).

A acdo bradicardica de determinadas substancias pode ocorrer por
mecanismos que aumentam a atividade parassimpatica ou diminuem a atividade
simpética diretamente no coracdo ou por acdo em regides neuronais envolvidas na
regulacdo autondmica, tendo influéncia direta de doadores de oxido nitrico em
terminacées nervosas vagais (WANG et al.,, 2007). O oxido nitrico participa nas
respostas causadas pela estimulacdo dos receptores glutamatérgicos em neurdnios
do nucleo do trato solitario, bem como na interacdo em situacdes fisioldgicas que
requerem a ativacao dos receptores na regulacdo cardiovascular (estimulacdo dos
reflexos barorreceptor e cardiopulmonar) (DIAS et al, 2006)

A fim de avaliar potenciais mecanismos causadores da hipotensédo e
bradicardia que poderiam estar relacionados a alteracdo do tdnus parassimpatico
eferente para o coracdo, foi realizada a verificacdo do possivel efeito indireto do
OEPhH via nervo vago, sendo que os animais foram pré-tratados com hexameténio,
um bloqueador dos receptores nicotinicos ganglionares, que impede a trasmissao
simpatica e parassimpatica a periferia (BERG, 2015). Na dose de 3,125 mg/kg,
observou-se inibicdo da hipotensédo sem alterar a FC, indicando o envolvimento dos
receptores ganglionares nicotinicos. Na dose intermediaria ocorreu um aumento do
efeito hipotensor e inibicdo da bradicardia, podendo estar relacionada a efeitos
centrais e periféricos simpaticoliticos dos agonistas da,-adrenérgicos que podem
aumentar o bloqueio ganglionar (MCCALLUM et al., 1998), o que foi observado no
experimento (Fig.6). Na dose mais alta do OEPh na presenca do hexametonio, néo
alterou a PAM e inibiu a bradicardia, devido a perda dos reflexos cardiovasculares

causada pelo blogueio dos receptores ganglionares. LAHLOU et al.,, (2004)
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estudaram o 6leo essencial de alfavaca (nome brasileiro) (Ocimum gratissimum) que
foi capaz de reduzir a PAM em ratos, mesmo quando ocorreu o bloqueio de todo o
fluxo autonémico pela atuacdo do hexametdnio. Segundo os autores, esse resultado
indica que o efeito hipotensor ndo € dependente do sistema nervoso autébnomo,
podendo ser devida a um relaxamento vascular e ndo pela resposta autonémica
simpética.

Os agonistas ar-adrenérgicos estimulam os receptores do sistema
nervoso central e periférico, causando a inibicdo da liberacédo de norepinefrina pelos
terminais nervosos, diminuindo o efluxo simpéatico para a periferia. Isso,
consequentemente, reduz a resisténcia periférica vascular e induz alteracdes no
débito cardiaco e bradicardia, resultando em hipotensdo (FLACKE, 1992). Para
verificar se a diminuicdo de PAM induzida por OEPh envolveria a ativacdo dos
receptores ap-adrenérgicos do SNC, utilizamos ioimbina, um antagonista seletivo
desses receptores (CHEN et al., 2015). Os agonistas ar-adrenérgicos estimulam os
receptores ar-adrenérgicos no SNC e periférico, podendo estimular a ativacdo dos
az-adrenoceptores pré-sindpticos, nas terminacdes nervosas periféricas, inibindo a
exocitose da noradrenalina, explicando, parcialmente, o efeito hipotensor e
bradicardico dos agonistas desses receptores (FLACKE, 1992). No entanto, a
ativacdo dos receptores a, poés-singpticos, na musculatura lisa dos vasos
sanguineos arteriais e venosos, produz vasoconstricdo. No SNC, a ativacdo dos
receptores a, do centro vasomotor diminui o efluxo simpatico, diminuindo as
catecolaminas circulantes, com potencializacdo da atividade nervosa
parassimpatica, induzindo, dessa forma, reducdo na pressao arterial (PIASCIK;
PEREZ, 2001).

A administracdo da ioimbina, antagonista dos receptores a,-adrenérgicos
aboliu a hipotensédo induzida pelo OEPh nas doses de 3,125 e 6,25 mg/kg,
respectivamente. A FC na menor dose continuou nos valores basais, porém a dose
intermediaria diminuiu a bradicardia quando comparado ao OEPh sem o bloqueio
dos receptores ay-adrenérgicos demonstrando que o OEPh esta atuando nos
receptores ay-adrenérgicos (Fig.7). Na dose de 12,5 mg/kg ndo houve alteragédo
significativa da PAM e a FC teve uma diminuicdo mais acentuada. O OEPh pode
estar competindo com os receptores az-adrenérgicos na presenca do bloqueio com a

ioimbina na maior dose (Fig.7).



110

Outra possibilidade de inducdo do efeito hipotensor seria o antagonismo
nos receptores a;-adrenérgicos, que resultam em relaxamento da musculatura lisa e
diminuicdo da resisténcia periferica total, consequentemente a diminuicdo da
pressao arterial (ZHAO et al, 2016). A ativacdo dos receptores a;-adrenérgicos pode
induzir respostas inotrépicas negativa ou positiva, alterando as correntes de K * e
Ca’?*, o pH intracelular e sensibilidade de miofilamentos a Ca**. A fim de verificar
uma possivel acdo nos receptores ai-adrenérgicos foi utilizado a prazosina, um
antagonista seletivo destes receptores (O'CONNELL et al., 2013). Observou-se que
a hipotenséo e bradicardia induzida pelo OEPh 6,25 mg/kg IV foi inibida na presenca
de prazosina. Nas doses de 3,125 mg/kg do OEPh, ndo houve alteracdo da PAM.
Em relacdo a FC na menor dose 3,125 mg/kg ocorreu bradicardia apds o bloqueio
dos receptores a;-adrenérgicos, enquanto que na maior dose 12,5 mg/kg nao
ocorreu alteracdo significativa da FC quando comparado com o OEPh sem o
bloqueio (Fig.8). Os constituintes majoritarios do OEPh que induzem efeito
hipotensivo sdo bradicardico é o eucaliptol e o limoneno que tem efeito no
relaxamento vascular (BARBOSA-FILHO et al., 2008; LAHLOU et al., 2004) e o a-
terpineol que induz hipotensdo e taquicardia tendo atividade de vasorelaxamento
mediado, pelo menos em parte, pelo endotélio, mais provavelmente através da
liberacdo de NO e ativacdo da via NO-cGMP (RIBEIRO et al., 2010). A bradicardia
pode estar relacionada ao eucaliptol e ao limoneno, porem a taquicardia esta
relacionada ao efeito do a-terpineol, podendo esta incorporado a vasodilatacdo ou
vasorelaxamento. Indicando que o OEPh pode esta atuando além da liberacdo do
oxido nitrico pela ativacdo de receptores muscarinicos, ou inibindo receptores as-
adrenérgicos.

Devido a isso decidimos verificar se o OEPh atuaria em receptores
adrenérgicos, que sao reguladores essenciais da homeostase cardiovascular. Além
de sua funcdo proeminente no coragdo, 0s receptores fS-adrenérgicos estao
localizados nas células musculares lisas vasculares, onde medeiam os efeitos
vasodilatadores das catecolaminas enddgenas (CHRUSCINSKI et al., 2001). Os
receptores B-adrenérgicos, membros da superfamilia dos receptores acoplados a
proteina G, fornecem um importante mecanismo regulatorio para o sistema
cardiovascular, intervindo nos efeitos das catecolaminas no sistema nervoso
simpatico (XIAO et al., 1999).
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Com o objetivo de verificar a influéncia do OEPh sobre os receptores
adrenérgicos B foi utilizado o propranolol um bloqueador dos receptores -
adrenérgico nao-seletivo (CHEUNG et al.,, 2018). Na presenca do propranolol a
hipotensdo induzida pelo OEPh parece estar inibindo em todas as doses e a
bradicardia apenas na dose de 6,25 mg/kg também foi inibida. Ja nas doses 3,125 e
12,5 mg/kg ndo houve alteracdo significativa da FC quando comparado com o
controle, demonstrando que o OEPh pode atuar também em receptores -
adrenérgico, (Fig.9). Parecido com o carvedilol que bloqueia os receptores a; -, 1 -,
e B2 sem exibir altos niveis de atividade agonista inversa. O carvedilol reduzir a
pressdo arterial por diminuir a resisténcia vascular periférica, sem afetar o débito
cardiaco, devido ao efeito de bloqueio a-adrenérgico; esse efeito hemodinamico é
similar aos encontrados com inibidores da ECA e antagonistas dos canais de célcio
(BORTOLOTTO et al, 2009).
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7 CONCLUSAO

O OEPh nas doses estudadas, induz hipotensao e bradicardia em ratos,
aparentemente atua em receptores muscarinicos inespecifocos, ativando de forma
indireta os receptores nicotinicos ganglionares envolvendo componentes do sistema
nervoso central e atuam também em receptores a tanto no SNC quanto periféricos e
B adrenérgicos quando administrado por via endovenosa.

O OEPh tem potencial para reduzir a pressao arterial, porém outros
estudos sdo necessarios para que possa caracterizar seus efeitos cardiovasculares

e colaterais, bem como seguranc¢a no seu uso para fins terapéuticos.
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CAPITULO 1lI

Efeito anti-hipertensivo do 6leo essencial de protium heptaphyllum livre
em ratos SHR e do complexo com S-ciclodextrina em ratos hipertensos
L-NAME.
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Efeito anti-hipertensivo do 6leo essencial de protium heptaphyllum livre em
ratos SHR e do complexo com B-ciclodextrina em ratos hipertensos L-NAME.

RESUMO

O Oleo essencial do Protium heptaphyllum (Aubl) Marchand (OEPh), é usado
popularmente no tratamento de Ulcera; como agente analgésico e anti-inflamatorio.
Testes preliminares verificaram que o OEPh administrado por via endovenosa
apresenta efeito hipotensor em ratos normotensos. O objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito do OEPh livre e do complexo B-ciclodextrina em modelos de
hipertensdo SHR e L-NAME em ratos. Na administracao oral do OEPh (25 mg/Kg) a
PAM aumentou em relacdo ao controle apés 20 minutos, tendo um aumento do
APAM (2,13 £ 0,87* mmHg). Na dose de OEPh (50 mg/Kg) observou-se que PAM
aumentou (5,17 + 0,14* mmHg) em relacdo ao controle (151 + 5,4 mmHg) apo6s 30
minutos seguido de uma diminuicdo do APAM (-4,74 = 1,07 mmHg) apos os 40
minutos. Ja na dose OEPh (100 mg/kg) ocorreu um aumentou (1,72 + 0,59* mmHg,
n=4) de forma significativa o APAM em rela¢do ao controle apds 20 minutos. Apos a
administracdo do OEPh-BCD (100 mg/Kg), observou-se que ndo houve alteracao
significativa quando comparado ao controle, porém na dose OEPh-BCD (200 mg/kg)
a PAM aumentou em relagdo ao controle apés 40 minutos, tendo um aumento do
APAM (15 + 1,97* mmHg, n=4). Na administracdo do OEPh-BCD (300 mg/kg) a PAM
diminuiu de forma significativa em relacdo ao controle apés 50 minutos, tendo uma
diminuicdo do A PAM (-9,8 + 2,63* n=4). Os resultados nos levam a concluir que o
OEPh administrado por via venosa promove efeito anti-hipertensivo em ratos SHR
envolvendo a participacdo dos receptores ar-adrenérgicos. O bioproduto formado
através da complexacao B-ciclodextrina demonstrou em concentracdes de 200 e
300mg/kg possuir efeito bifasico com atividade anti-hipertensiva em modelo de ratos
hipertensos L-NAME, porém essa formulagdo se tornou invidvel par administragédo
oral.

CEUA:069/2014

Palavras chave: anti-hipertensivo, 3-ciclodextrina, 6leo essencial.
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2 INTRODUCAO

7z

Uma das areas de importdncia na biotecnologia € o fendmeno da
complexacdo molecular (MC), que é util na seletividade, separacédo e solubilizacéo
de varias moléculas, um desses tipos de complexacdes podem ser feitas por -
ciclodextrina (SINGH et al, 2002).

As propriedades excepcionais de CD com cavidade hidrofobica interna e
hidrofilicidade externa ajudam no encapsulamento de substancia lipofilica e drogas
com pouca solubilidade (SUVARNA et al, 2017). Em solu¢cdo aquosa, a cavidade
hidrofébica da ciclodextrina € preenchida por moléculas de agua. A adicdo de
moléculas hidrofébicas, como OE, promove o deslocamento das moléculas de agua,
gue se encontram originalmente no interior da cavidade da CD (MARQUES, 2010).
Isto se d&, devido ao microambiente termodinamicamente desfavoravel da cavidade,
as moléculas de agua tendem a sair da cavidade da CD o que € essencial para a
administracdo de farmacos através de interacdes ndo covalentes (MARQUES, 2010;
SUVARNA et al, 2017).

As CDs fornecidos através da via oral sdo metabolizadas por bactérias no
ceco e no célon, os parametros farmacocinéticos dos derivados de CD comumente
utilizados na literatura sugeriram que a biodisponibilidade oral de CD € inferior a 4%,
e quando administrada via intravenosa nao podem ser hidrolisadas pelas amilases, o
gue pode ser toxico para as células e sao excretadas diretamente através de rins
(SUVARNA et al, 2017).

As CDs mais comuns e de ocorréncia natural sdo substéncias cristalinas,
homogéneas e nao higroscopicas, sdo compostos nas formas mais comuns de seis
a oito (a-1,4) unidades de D-glucopiranose (a-, 8- e y-CD). Eles sé&o de conformacéao
circular e cbnica, contendo um esqueleto carbbénico com hidrogénio e oxigénio
glicosidico voltado para o seu interior formando uma zona de alta densidade
eletrbnica, onde a altura é de cerca de 800 pm. O diametro interno da cavidade varia
de 500 a 800 pm (RIBEIRO, A. C.F.; VALENTE; LOBO, 2008). Fig. 10 apresenta
esquematicamente a S-ciclodextrina.

O 6leo essencial do Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand (OEPh), é

rico em mono- e sesquiterpeno. Estudos etnofarmacologicos relataram o uso deste
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tipo de resina para tratamento de Ulcera; como agente analgésico e anti-inflamatério
(LIMA et al., 2014). Nao foi encontrada na literatura nenhuma relagédo do OEPh com
efeitos hipotensores. Devido a isso realizamos testes preliminares para verificacao
do seu efeito hipotensor em ratos normotensos in vivo com administracdo
intravenosa o qual observamos dados promissores, com efeito, que diminuem a
pressdo arterial (PA). Decidimos realizar protocolos em ratos normotensos e
hipertensos in vivo com administragdo por via oral do OEPh e do complexo -
ciclodextrina e OEPh para verificacdo e comparacao da eficacia do efeito hipotensor

tanto do OEPh quanto do seu complexo.

Figura 10 - Estrutura molecular e tamanho da B-ciclodextrina
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Grupo Hidroxil Primario

Legenda - A) Estrutura molecular da B-ciclodextrina B) tamanho da cavidade da S-ciclodextrina e C)
corte transversal de uma molécula de B-ciclodextrina que mostra a disposicdo de uma unidade de
glicose (RIBEIRO, A. C.F.; VALENTE; LOBO, 2008; SALTAO; VEIGA, 2001).
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

- Investigar o efeito anti-hipertensivo do 6leo essencial do Protium heptaphyllum
(OEPh) em ratos SHR e do complexo com B-ciclodextrina (OEPh-CD) em ratos

hipertensos induzidos com L-NAME.

3.2 Objetivos especificos

- Verificar o efeito do OEPh administrado por via venosa em ratos espontaneamente
hipertensos - SHR.

- Avaliar influéncia dos receptores a-adrenérgicos na resposta anti-hipertensiva do
OEPh em ratos SHR e WKY.

- Verificar o efeito do OEPh e OEPh- BCD em ratos hipertensos induzido com L-
NAME.

- Caracterizar e quantificar o complexo OEPh- SCD.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

As amostras de resina foram adquiridas no mercado central da Teresina
Pl em fevereiro de 2016 (resina comercial) mantendo-a sob refrigeracdo até o
momento da extracdo. A identificacdo das espécies ocorreu no Herbéario Graziela
Barroso na Universidade Federal do Piaui - Brasil e o0 modelo de voucher foram

registrados sob o niumero 28730.

4.2 Extracdo do 0leo essencial

A resina foi submetida a hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger
modificado, e as fragdes foram coletadas logo apds trés horas de extracdo. O 6leo
extraido foi acondicionamento em recipiente de vidro lacrado por tampa envolvida
por papel aluminio e mantida sob refrigeracdo com temperatura menor que 5 °C
(MOBIN et al., 2017).

4.3 Animais

Ratos Wistar machos (200-300 g) foram obtidos das instalacbes de
cuidados com animais do Nucleo de Pesquisa de Plantas Medicinais da
Universidade Federal do Piaui, no Brasil. Os ratos espontaneamente hipertensos
(SHR) e ratos wistar kyoto normotensos (WKY) foram sedidos pela Profd. Dr2.
Débora Rejane Fior Chadi do Instituto de Biociéncia da USP - Deparamento de
Fiologia - Lab. Neurotransmissdo e Modulacdo Neural da Pres. Arterial. Os ratos
foram mantidos em uma grande gaiola sob condi¢des controladas de temperatura e
iluminacéo. Os ratos receberam comida para roedores e agua da torneira ad libitum.
Todos os procedimentos foram aprovados pelo comité de ética em experimentacéo

animal da Universidade Federal do Piaui, Brasil (Protocolo nimero 069/2014).
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4.4 Preparo do complexo de incluséo por Spray Dryer do OEPh/BCD

O complexo de inclusédo por Spray Dryer foi preparado baseado no
metodo proposta por Borghetti colaboradores (2009). Considerando a razao
massa:massa de 1:9, pesou-se 9 g de pB-ciclodextrina (BCD) e 1,15 g do Oleo
essencial de Protium heptaphyllum (OEPh). A BCD foi solubilizada em 400 mL da
mistura etanol:agua (1:2) aquecida a 55 °C sob uma agitacdo de 150 rotacdes por
minuto (rpm). O Oleo foi solubilizado em 20 mL de etanol PA e adicionado a solucéo
gue nesse instante teve o aquecimento desligado, mas continuou em agitacao por
mais 1h e 30 min. A solu¢éo foi submetida a secagem por aspersdo com auxilio de
Mini Spray Dryer B-290 (Blichi) com a temperatura de secagem da amostra a 105°C,
a presséo de entrada a de 0,9 bar e o fluxo da amostra foi de 3 mL.min*. Baseando-
se na proporcdo molar BCD e na concentracdo do OEPh, estima-se que 10% da
massa do complexo represente a quantidade de OEPh. As doses utilizadas no

estudo estdo representadas na tabela 7.

Tabela 7 - Teor de OEPh complexado em S-ciclodextrina.

Analito Teor 100 mg de OEPh-BCD
Limoneno 2,4 mg
1,8-cineol 1,6 mg
a-terpineol 0,5 mg

4.5 Extracdo dos constituintes complexados na B-ciclodextrina (8CD).

4.5.1 Extracdo do 6leo complexado

A composicdo do OEPh presente no complexo de inclusdo foi
determinada pelo método de extracdo com solvente (ROCHA, et al. 2018). Cem
miligramas do complexo de inclusdo foram solubilizados com 8,0 mL de &agua
destilada em um frasco de vidro fechado com tampa rosqueada de aluminio e septo
de teflon e extraidas com 4,0 mL de n-hexano aquecido em banho-maria a
temperatura de 80 + 2,0 °C por 15 minutos, com agitacdo intermitente. ApGs o
resfriamento, a fase n-hexanica contendo o OEPh, foi recolhido com auxilio de uma

pipeta e a fase aquosa foi submetida a duas novas extragcdes sucessivas com n-
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hexano (2,0 x 4 mL). Os extratos foram combinados e analisados por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas de alta resolucdo para determinacéo

da eficiéncia de complexacao (EC) através da equacéo 1.

__dc
Equacdo 1; EC =7y x 100

Onde:
EC = eficiéncia de complexacao
Al = area sob a curva determinada para o constituinte livre;
Ac = area sob a curva determinada para o constituinte complexado com SCD.
Com a finalidade de avaliar o procedimento de extracdo e minimizar os
erros experimentais, 10 mg do OEPh foi submetido ao mesmo procedimento de

extracdo que os complexos de incluséo.
4.6 Espectroscopia de absorcado naregido do infravermelho (FTIR)

Os espectros de Infravermelho com transformada de Fourrier (IV-TF) do
OEPh, e CD foram obtidos na regi&o do infravermelho médio (4000 a 650 cm™) em
um espectrémetro Cary 630 (Agilent), utilizando o acessorio para Reflectancia Total
Atenuada (RTA). Aproximadamente 5 pL das amostras liquidas ou 5 mg dos sélidos
foram colocados diretamente na superficie do acessério para RTA, aplicado leve
pressao para promover um contato intimo entre a amostra solida e a superficie
docristal. Os espectros foram obtidos a partir de 64 varreduras, com uma resolucao
de 4 cm™. Os espectros de IV-TF foram suavizados e a linha de base foi corrigida
automaticamente utilizando o software do espectrofotometro. As analises foram
realizadas no Laborat6rio de Geoquimica Organica (LAGO) da Universidade Federal

do Piaui
4.7 Andlise por Cromatografia Gasosa-Espectrometria de Massas

A andlise do Oleo essencial foi realizada em um cromatografo da
SHIMADZU, modelo GC-MS QP2010 SE, equipado com um auto injetor AOC-5000,
seguindo as seguintes condi¢cdes de andlise: injetor 260 °C, razdo split 1:100,

temperatura inicial do forno de 50 °C (1 min), apresentando duas rampas de
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aquecimento uma de 5 °C/min até 180 °C permanecendo por 1 min, a segunda
também de 5 °C/min até 200 °C durante 4 minutos. Para a cromatografia dos
componentes foi empregada uma coluna RXi-5HT, 30 m; 0,25 mm de diametro
interno e espessura do filme interno de 0,25 um, usou-se He,; como gas de arraste
com fluxo de 1,0 mL/min.

A temperatura da interface e fonte de ions foram 260 e 265 °C,
respectivamente. O analisador de massas utilizado foi do tipo quadrupolo operando
por impacto eletrénico (70 eV) e os fragmentos detectados na faixa de 50 a 700 Da.
A identificagcdo dos componentes foi feita pela comparacdo dos espectros padroes
da biblioteca interna de dados e baseada no indice de retencéo linear (indice de
Kovats) (ADAMS, 2009).

4.8 Parametros de validagéao

A linearidade € descrita pela equacao de regressao linear y = ax + b, onde
a é ainclinacéo da reta e b a interseccao da curva no eixo y.

Para que o método seja considerado linear ele deve apresentar um
coeficiente de determinacédo superior a 0,98.

Para obter as composicdes de cada componente presente na mistura,
foram construidas curvas de calibragdo utilizando componentes puros. Foi utilizada a
metodologia de padronizacéo interna. Utilizou-se uma solucéo estoque de limoneno,
a-Terpineol e 1,8-Cineol. A partir dessas solucdes foram preparadas as diluicbes
necessarias (em balées de 10 mL) para constru¢cdo das curvas. Como solvente
utilizou-se n-hexano. As Tabelas Al, A2 e A3 apresentam as concentracdes
utilizadas nas curvas de calibragdo. As Figuras Al, A2 e A3 mostram as curvas de
calibracdo e os parametros encontrados. A quantificacdo dos componentes é
determinada por meio da equacao da reta obtida de cada curva de calibracdo, onde
0 eixo y é a razao entre as respostas do sinal do analito e do padréo interno (razao
entre as areas) e 0 eixo x € a concentracado do analito.

A Analise foi feita por GC-MS, em um cromatégrafo em fase gasosa,
modelo MDGC (Shimadzu), utilizando uma coluna Rtx-5MS (30m x 0,25mm x

0,25um), hélio como gas de arraste, com fluxo de 1mL/min e com a seguinte
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programacao do forno: Temperatura inicial 50°C, por 1 minuto, seguido de uma
rampa de aquecimento de 5°C/min até temperatura de 150°C, seguido de uma
segunda rampa de aquecimento de 20°C/min até 260°C, permanecendo nesta
temperatura por 5 minutos, totalizando um tempo de analise de 31,5 minutos. O
volume injetado foi de 1 pL, sob razéo split de 10:1.

Os gréficos foram plotados e construido as curvas de calibracdo; foi
determinada a concentracdo de cada analito a partir da equacdo da reta obtida,
corrigido pelo fator de diluicdo utilizado e expressando o resultado em mg do analito

por mg de complexo de incluséo, de acordo com a equagéao abaixo:

T —

Concentracie = ( ) * 12 * fd,
a

Onde:

y = Intensidade do analito;

b = intercepto da reta;

a = inclinacao da reta,

12 = fator de correcao;

fd = diluicdo utilizada para ajusta da concentracdo da amostra a faixa de

concentracdo da curva de calibracéo.

4.9 Modelo de inducé&o da hipertenséo arterial por meio do L-NAME

Realizou-se administracdo in vivo do L-NAME, que € um inibidor da
sintese do oxido nitrico, numa dose de 100 mg\kg, por via oral aos ratos de forma
continua num intervalo de 24 horas durante sete dias a fim de se produzir a
elevacdo da PA e aumento da resisténcia vascular periférica, como relatado por
ALVES-SANTOS et al. (2016).

4.10 Verificagdo da presséo arterial média dos animais

Os ratos foram anestesiados com tiopental sodico (45 mg/kg, IP) para
procedimento cirdrgico que consistiu na implantagdo de cateteres de polietileno
(PE), um segmento de cateter PE-10 (comprimento de 4 cm e didmetro interno e
externo de 0,28 e 0,61 mm, respectivamente) foi soldado a um segmento de cateter
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PE-50 (comprimento em torno de 15 cm e diametro interno e externo de 0,58 e 0,96
mm, respectivamente). Em seguida fez-se a implantacdo dos mesmos na aorta
abdominal, via artéria femoral esquerda. Apos a insercdo e fixacdo, o cateter
(arterial) foi preenchido com solucdo salina heparinizada, colocado
subcutaneamente e exteriorizado atraveés de incisdo na regido cervical posterior
(scapulae) do animal (BREWSTER et al., 1991). A PAM foi medida 24 h apds o
procedimento cirdrgico pela conexado do cateter arterial a um transdutor de pressao
pré-calibrado (Statham P23 ID; Gould, Cleveland, OH, EUA) acoplado a um
amplificador (Modelo AVS projetos — SP/Brasil) conectado a um microcomputador
equipado com placa conversora analogico-digital (AVS projetos — SP/Brasil) e com o
programa AQCAD (AVS projetos — SP/Brasil). A frequéncia escolhida para
amostragem dos dados foi de 500 Hz. Para cada ciclo cardiaco, o computador
calculou pressdao arterial sistdlica, diastdlica e média, e o intervalo de pulso (referido

como frequéncia cardiaca).

4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sdo expressos como os valores médios + S.E.M. (erro
padrdo de meios) de quatro a oito animais. A avaliacdo estatistica foi realizada
utilizando o teste t de Student ou a andlise de variancia unidirecional (ANOVA),
seguido do teste t de Bonferroni. Em todas as andlises, um valor de p <0,05 foi
considerado como estatisticamente significativo. Todos os procedimentos foram
realizados usando Graph Pad Prism 6.0 TM. (Graph Pad Software, Inc., San Diego,
CA, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Espectroscopia de Infravermelho

No Grafico 2, temos respectivamente os infravermelhos SCD, OEPh e
OEPh- BCD. O espectro de absorcdo da BCD apresentou uma banda de absorcao
em 3402 cm™ correspondente ao estiramento do grupo O-H, uma vibracado
assimétrica em 2913 cm™ referente ao grupo — CH,, deformacdo em 1651 cm™
associado a presenca de &gua e um estiramento assimétrico em 1014 cm™
correspondente a vibracao do grupo C-O-C.

No espectro infravermelho do 6leo essencial pode-se observar um pico na
regido 2968 cm™ que é atribuido ao estiramento antiassimétrico dos grupos CHs e
1465 é atribuido ao balanco antiassimétrico do grupo CHs, os picos em 1455 cm™ é
atribuido ao balanco do grupo CH,, no pico 1700 cm™ é atribuido a elogacdo C=0
(SILVERSTEIN et al, 2005).

O espectro do complexo ndo apresentou bandas de absorcao
caracteristicas do OEPh, devido a sobreposicdo de sinal, apresentando bandas
caracteristicas da BCD, sugerindo que os componentes do OEPh estariam dentro da
BCD.
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Grafico 2 - Espectros de infravermelhos com transformada de Fourier, BCD; OEPh e OEPh-BCD.
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5.2 Andlise por Cromatografia Gasosa-Espectrometria de Massas

De modo geral, conforme o cromatograma representado na Grafico 3, foi
possivel identificar no OEPh a presenca de terpenoides. No Cromatograma do
OEPh- BCD foi observado a presenca dos 5 principais contituintes, apresentando
baixo valores percentuais nos demais constituintes (tabela 9 e Fig.5). A eficiéncia de
complexacdo dos constituintes ©-3-careno, o-cimeno, limoneno, p-cineole e a-
terpineol (Figura 11 e quadro 8) presentes no OEPh e a BCD foi respectivamente
36%, 35%, 48%, 41% e 12%.

Gréfico 3 - Cromatograma da analise do OEPh e OEPh-BCD

OEPh 1000ppm
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Quadro 8 - Constituintes do OEPh-BCD

Formula
' Tempo de o )
Sinal _ _ Constituinte molecular/Massa Rendimento
Retencédo (min)
molecular

1 9,00 0-3-Careno C10H16/136 36%

2 9,18 0-Cimeno C10H14/134 35%

3 9,28 Limoneno C10H16/136 48%

4 9,41 1,8-Cineol C10H180/154 41%

5 14,18 a-Terpineol C10H180/154 12%
Figura 11: Compostos majoritarios presentes no OEPh-BCD

HyC CH,
CH, HQ HzC
CHs CH;
HaC
\
CH,
HaC OH CH, CHy
CHy

a-Terpineol 1,8-Cineol Limoneno 0-Cimeno 0-3-Careno

132
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5.3 Condi¢cdes analiticas e curvas de calibragdo — Cromatografia Gasosa-

Espectrometria de Massas

A curva analitica foi preparada e seus valores sao apresentados nas Tabela

8, 0 e 10. Como pode-se observar, as mesmas apresentaram elevada correlacao

linear, podendo ser utilizadas na determinacdo do teor do limoneno (Fig. 12), 1,8-

cineol (Fig. 13) e a-terpineol (Fig.14) no complexo de inclusao.

Tabela 8 - Resultados das injecdes do padréo interno (Limoneno)

|

2.604.088
4.261.603
10.925.812
15.080.074
10.487.626
30.487.626
53.163.185

1.482.003
3.763.736
6.157.147
12.658.320
20.262.105
39.388.840
1.482.003

Figura 12 - Curva de linearidade referente a metodologia de analise do Limoneno
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Tabela 9 - Resultados das inje¢cdes do padrao interno (1,8-Cineol)

1

4.796.486

8.544.153
15.494.774
15.214.956
25.846.171
45.717.969

2

2.900.180

8.207.484

9.753.143
12.843.180
16.635.713
34.363.505
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3

3.109.988
8.678.263
13.525.717
15.619.655
16.379.875
34.055.186

Figura 13 - Curva de linearidade referente a metodologia de analise do 1,8-Cineol

1,8-Cineol
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y=75.149,37x+548.681,77
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Tabela 10 - Resultados das inje¢cdes do padrao interno (a-Terpineol)

Concentracao (pg/mL) Replica
1 2 3
50 276.176 182.309 165.571
100 1.531.850 1.573.531 2.735.461
150 2.940.217 2.413.446 2.793.996
200 4.129.645 3.823.351 4.175.940
250 7.299.908 5.168.711 4.916.063
500 13.370.414 10.731.148 10.195.771

Figura 14 - Curva de linearidade referente & metodologia de analise do a-Terpineol

a-Terpineol
14.000.000 -

12.000.000 - y=56.542,67x+69.042,31
R?=1,00

10.000.000 -
8.000.000 -
6.000.000 -

Intensidade {u.a.)

4.000.000 A
2.000.000 -

0] 50 100 150 200 250

Concentragdo pg/mL

Aplicando as equacdes das curvas analiticas foi possivel obter o teor do
limoneno, 1,8-cineol e a-terpineol em 100 mg de complexo de inclusdo, conforme

mostrado na Tabela 11.



136

Tabela 11 - Teor dos analitos expresso em mg de cada analito em 100mg de

complexo de incluséo.

Analito Teor em 100 mg de CI
Limoneno 2,4 mg
1,8-cineol 1,6 mg
a-terpineol 0,5 mg

5.4 Efeitos do OEPh sobre a pressao arterial média (PAM) de ratos SHR e seu
controle normotenso WKY por administracdo IV e verificacdo do envolvimento
do bloqueio dos receptores az-adrenérgico na resposta hipotensora induzida
pelo OEPh.

Os valores basais da PAM e FC dos SHR e seu controle normotenso
WKY foram 154,4 + 17,4 mmHg; 324,28 + 4,31 bpm e 114,00 + 4,2 mmHg; 294,00 +
2,83 bpm, respectivamente (Gréfico 4 e tabela 12).

A administragéo venosa de doses (3,125; 6,25 e 12,5 mg/kg, iv) de OEPh
em ratos SHR, induziram uma hipotensédo (-18,46 + 1,32; -19,00 + 1,10; - 40,05 *
1,99* mmHg, respectivamente) (tabela 12), sem alterar a FC na menor dose 3,125
mg/kg (0,97 £ 7,38 bpm), nas demais doses ocorreu uma bradicardia (-23,66 + 5,24;
-18,42 £ 5,14* bpm, * p<0,05 vs OEPh) (tabela 12).

A administracdo da ioimbina (2 mg/kg, 1V) antagonista dos receptores a-

adrenérgicos atenuou a hipotenséo (5,36 + 4,31° mmHg; -11,83 + 1,58 mmHg e -
18,56 + 7,99 mmHg) (tabela 12) induzida pelo OEPh em todas as doses (3,125;

6,25 e 12,5 mg/kg, respectivamente). A FC na menor dose nao teve alteragéo
significante (2,96 + 1,48 bpm), porém a dose intermediaria e maior dose induziu
taquicardia significante (9,65 + 0,67* bpm e 3,72 + 2,15* bpm, respectivamente)
(tabelal2) quando comparado ao OEPh sem o bloqueio dos receptores a,-
adrenergicos. p<0,05 vs OEPh.

A administragéo venosa de doses (3,125; 6,25 e 12,5 mg/kg, 1V) de OEPh
em ratos WKY, induziram uma hipotenséao (-7,62 + 2,83; -8,54 + 0,90; -16,69 + 2,34
mmHg, respectivamente) (tabela 12), seguido de taquicardia (7,49 + 1,41; 37,32 +
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9,92 e 36,77 = 12 bpm, respectivamente) (tabela 12). A administracdo da ioimbina
(2mg/kg 1IV) antagonista dos receptores a,-adrenérgicos ndo auterou a hipotensao
de forma significante na dose de 3,125 mg/kg do OEPh (-4,54 + 2,83 mmHg). Porem
potencializou a hipotensédo nas doses 6,25 e 12,5 mg/kg (-18,38 + 1,99* e -32,61 *
0,97* mmHg, respectivamente) (Tabela 12). Na presenca da ioimbina o OEPh
induziu taquicardia na menor dose (3,125 mg/kg) (16,20 + 1,54* bpm) e nas doses
de 6,25 e 12,5 mg/kg nao tiveram alteracGes significantes na taquicardia induzida
pelo OEPh (27,75 £ 2,61 bpm e 24,18 + 2,94 bpm, respectivamente) (Tabela 12),
"p<0,05 vs OEPh.
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Gréfico 4 - Comparacdo dos valores de pressdo arterial Média e Frequencia

Cardiaca entre animais SHR e WKY.
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Legenda: Os valores estdo expressos como variacdo da media + EPM da pressdo arterial media —
PAM de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e ratos Wistar Kyoto (WKY) (A) em (mmHg) e FC
(B) em batimentos por minuto (bpm). Para (A) (Teste paramétrico, test t de Student, com significancia
de 5%. p< 0,05, n=07). Para (B) (teste ndo-paramétrico, test t Mann-Whitney, com significancia de
5%. p <0,05, n=6).
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Tabela 12 — Efeito anti-hipertensivo do OEPh (venoso) em ratos hipertensos SHR e ratos normotensos WKY

Doses (mg/kg) OEPh Apds ioimbina OEPh ApGs ioimbina OEPHh Apés ioimbina OEPh  Apos ioimbina

3,125 -185+1,3 54 +4,3* -7,6+28 -45+28 09774 23%+15 75+14 16,2+ 1,5
6,25 -19,0+x1,1 -11,8+16* -8,5+0,9 -18,4 £ 2,0 -23,7£5,2 9,7x0,7* 37,3£9,1 27,826
12,5 -40,0+ 1,1 -18,7+7,1* -16,7+ 2,3 -32,6 +1,0” -18,4+5,1 3,7+£22* 36,8+ 12 242+23
NPS 0,01 -23,6+0,9 n/r -31,4+7,7 n/r 3451+24 n/r 423+ 4,3 n/r

Os valores foram expressos como Médiate.p.m, *p<0,05 vs apos ioimbina quando ocorre inibigdo, # p<0,05 vs apds ioimbina quando ocorre potencializagao
do efeito, Test t-Student.
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5.5 Efeitos do OEPh sobre a presséo arterial média (PAM) de ratos hipertensos

com L-NAME por administracéao VO.

Os valores basais de PAM em ratos hipertensos com L-NAME foram de
(151 + 5,4 mmHg, n=4).

Na administracdo VO do OEPh (50 mg/kg) a variacdo da presséo arterial
media (APAM) (-4,74 + 1,07 mmHg, n=4) parece diminuir no tempo 40 minutos. A
administracdo VO do OEPh (25 e 100 mg/kg) parece néo alterar a PAM (Grafico 5).

Gréfico 5 — Efeito do 6leo essencial Protium heptaphyllum (OEPh) sobre a pressao

arterial media (mmHg) em ratos hipertensos com L-NAME administracao via oral.
151

104
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Legenda Valores expressos como média + epm. **p<0,01 vs. Controle, ***p<0,001 vs. Controle. (teste
t de Student ndo pareado).
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5.6 Efeitos do OEPh-BCD sobre a pressdo arterial média (PAM) de ratos
hipertensos com L-NAME por administragéo VO.

Na administracdo do OEPh-BCD (100 mg/kg) néo teve alteracao
significativa quando comparado ao controle (Gréfico 6). Na administracdo do OEPh-
BCD (200 mg/kg) a PAM parece aumentar de forma significativa em relacdo ao
controle aos 40 minutos foi obtido o0 pico maximo, tendo um aumento do APAM (15
+ 1,97 mmHg, n=4) e (Grafico 6). Na administragdo do OEPh-BCD (300 mg/kg) a
PAM parece que diminui apés os 50 min., tendo uma diminuigdo do APAM (-9,8" +
2,63, n=4), (Gréfico 6).

Grafico 6: Efeito do OEPh-BCD, sobre a pressao arterial media (mmHg) em ratos

hipertensos com L-NAME administracao via oral.

20-
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Legenda: Efeito do Complexo B-ciclodextrina com 6leo essencial Protium heptaphyllum (OEPh-BCD)
nas doses de 100; 200 e 300 mg/kg, sobre a pressao arterial media (mmHg) em ratos hipertensos
com L-NAME administracéo VO. *p<0,05 vs Controle. (teste t de Student ndo pareado).
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6 DISCUSSAO

A composicao quimica do 6leo essencial (OE) das plantas é representada
principalmente por hidrocarbonetos mono- e sesquiterpénicos e seus derivados
oxigenados, com aldeidos, alcoois e ésteres alifaticos (ADLARD, 2010). Muitos dos
OE das plantas estdo sendo amplamente utilizados na industria farmacéutica e ha
seculos sdo usados como medicamentos (ORAFIDIYA et al.,, 2002). Entre os OE
usados podemos destacar o OEPh, que nao foi encontrado na literatura nenhum uso
no sistema cardiovascular. Devido a isso, decidimos verificar se 0 OEPh possuia
algum efeito no sistema cardiovascular, pois na sua composi¢cao foi encontrado
alguns componentes ja estudados na literatura com efeito no referido sistema. O
constituinte majoritario do OEPh que induz efeito hipotensivo e bradicardico € o
eucaliptol e o limoneno, que tem efeito no relaxamento vascular (BARBOSA-FILHO
et al., 2008; LAHLOU et al., 2004). O a-terpineol induz hipotensdo e taquicardia
tendo atividade de vasorelaxamentos mediados, pelo menos em parte, pelo
endotélio, mais provavelmente através da liberacdo de NO e ativacdo da via NO-
cGMP (RIBEIRO, THAIS P. et al., 2010).

A partir desse conhecimento decidimos verificar o efeito do OEPh
administrado por VO em animais hipertensos, utilizando o OEPh complexado com -
ciclodextrina.

Na administracdo VO do OEPh (50 mg/kg) a PAM diminuiu no tempo de 40
min, coinsidindo com o provavel aumento da concentracdo plasmatica do 1,8-cineol
e do linalol, que segundo MCLEAN et al 2007 e SHY et al, 2016 a farmacocinética
do linalol quando adminsitrado por VO, um dos componentes do OEPh, tem seus
picos de concentracdo no plasma nos tempos 10 min. e 40 min. e 0 1,8-cineol tem
sua concentracdo plasméatica maxima em aproximadamente 40 min, coinsidindo com
a diminuicdo da PA nos ratos em nosso experimento e a administragdo VO do OEPh
(25 e 100 mg/kg) néo alterou a PAM, demonstrando que diferente da administragéo
endovenosa que induz hipotensdo e agdo anti-hipertensiva como ja relatado em
outros experimentos realizados, a administracdo oral do OEPh né&o tem efeito anti-
hipertensivo, neste caso pode estar ocorrendo varias interferéncias que diminui a

biodisponibilidade como absorcdo incompleta ou metabolismo de primeira
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passagem. Além disso, o limoneno, a-terpineol, B-pineno e a-pineno, 1,8-cineol sdo
biotransformado por ag&o de bacterias intestinais podendo diminuir o seu efeito em
orgaos-alvo (JUNIOR, 2006; CHEN et al., 2015).

Em outros experimentos realizados em nosso laboratério, observamos
que o OEPh quando administrado intravenosamente a partir de 3,125 mg/kg, ja
induz efeito hipotensor ou anti-hipertensivo, nesse caso é uma administracdo de
100% de biodisponibilidade, o que n&o ocorre quando administrado oralmente.
Provavelmente os componentes que induzem efeito no sistema cardiovascular foram
mal absorvidos por essa via ou foram metabolizados, pois o0 OEPh tem que passar
pelas barreiras de absor¢cdo e metabdlicas, antes de atingir o sistema geral de
circulacdo, e sua biodisponibilidade é propensa a diminuir (devido a metabolismo
gastrointestinal, absorcdo incompleta ou metabolismo de primeira passagem).
Alguns componentes como o limoneno, 1,8-cineol e a-pineno tem sua absorcéo por
via oral prejudicada (CHEN et al., 2015; KOHLERT et al., 2000).

Devido o OEPh néo fazer efeito quando administrado por VO. Decidimos
produzir complexa¢cdo do OEPh em BCD. A formacdo do complexo de incluséo é
favorecida pela estrutura e propriedades fisico-quimicas das moléculas hospedes,
visto que esta deve ajustar-se total ou parcialmente no interior hidrofébico da
cavidade da CD. De acordo com Aguiar e colaboradores (2014), a maioria dos
compostos complexados com B-CD encontram-se dentro da faixa de massa
molecular de 100 a 400 Daltons. Analisando a composicdo do OEPh, pode-se
observar que a massa molecular dos constituintes se encontra dentro da faixa de
massa compativel com a capacidade de complexacao pela 8-CD. Além disso, estes
constituintes possuem baixa solubilidade aquosa, o que favorece a formacdo do
complexo de incluséo.

Entretanto, devido a diversidade da composicdo do OEPh, a complexacéo
destes constituintes pode ocorrer com maior ou menor eficiéncia, a depender da
afinidade destes constituintes pela cavidade da B-CD, sendo que diferentes
constituintes podem complexar-se mais eficientemente que outros com menor
afinidade (ROCHA, et al., 2018).

Entretanto, devido a diversidade da composi¢cdo do OEPh, a complexacgao
destes constituintes ocorrer com maior ou menor eficiéncia, a depender da afinidade

destes constituintes pela cavidade da BCD, sendo que diferentes constituintes
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podem complexar-se mais eficientemente que outros com menor afinidade (ROCHA,
et al., 2018). Desta forma, a eficiéncia de complexacao dos constituintes d-3-careno,
o-cimeno, limoneno, p-cineol e a-terpineol presentes no OEPh e a BCD foi
respectivamente 36 %, 35 %, 48 %, 41% e 12%, mostrando que o a-terpineol foi 0
constituinte com menor eficiéncia de complexagéo.

Na administracdo oral do complexo OEPh-BCD, a diluicdo provocada
pelos fluidos gastrointestinais promove a dissociacdo do complexo, com o
estabelecimento de um equilibrio dinamico extremamente rapido. As CDs funcionam
como transportadores, carregando as moléculas hidrofébicas do OEPh, em solugéo
até as membranas celulares lipofilicas para sua absorcdo, e permanecendo nos
fluidos aquosos. O elevado tamanho das CDs e de seus complexos de inclusdo e
sua superficie fortemente hidrofilica tornam a absor¢céo desta molécula praticamente
insignificante (DA CUNHA FILHO; SA-BARRETO, 2007).

Na administracdo do OEPh-BCD (100 mg/kg) ndo houve alteracdo da
PAM (Gréfico 6). Provavelmente o OEPh néo foi liberado ou foi liberado em poucas
proporcdes pela CD. A CD nao forma complexos estaveis com moléculas hospedes
pequenas, porque essas escapam do seu interior facilmente (BERKECZ et al.,
2006). Porem os dados do espectro de infravermelho demonstram a presenca de
componentes do OEPh complexado com BCD, com baixa ou nenhuma interacao
entre si (Gréfico 6). Outra possibilidade seria devido ao complexo ser absorvido de
forma insignificante através das membranas biolégicas lipofilicas, devido a sua
hidrofilia e tamanho molecular, deixando apenas o OEPh livre ser absorvido
(LOFTSSON; MASSON, 2001). Devido a isso, decidimos aumentar a dosagem do
OEPh-BCD, pois outra possibilidade seria que o0 mesmo estivesse se dissociando ou
se mantendo de forma estavel como complexo.

Na administracdo do OEPh- BCD (200 mg/kg) a PAM aumentou no tempo
40 minutos (Grafico 6), o que provavelmente possa estar relacionado a atuacao do
farmaco a nivel de receptores a adrenérgicos periféricos, pois 0s receptores a; Sao
pés-sinapticos, estdo no musculo liso vascular e promovem vasoconstricdo e efeitos
simpatomiméticos (O'CONNELL et al.,, 2013). Os agonistas dos receptores a-
adrenérgicos podem elevar rapidamente a PA seguida de uma queda pressorica
muito mais prolongada. Essa a¢éo hipertensora inicial ocorre devido a estimulagéo

periférica dos receptores adrenérgicos, entretanto a duracdo da fase hipertensiva é
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transitoria e esta relacionada com a dose do farmaco agonista-a,, enquanto a
duracdo da fase hipotensiva nédo apresenta a mesma relacdo (ENGLAND et al.,
1996).

Na administragdo do OEPh-BCD (300 mg/kg) a PAM diminuiu nos
tempos 50 e 60 minutos (Gréafico 6), 0 que pode estar relacionado a atuacdo em
Varios receptores, como muscarinicos e adrenérgicos como ja foi observado em
experimentos em administracdo IV em nosso laboratorio, porém o OEPh-BCD induz
um efeito inicial hipertensor transitorio seguido de efeito anti-hipertensivo, esta
resposta ocorre a partir da hipertensao transitoria observada por estimulacao inicial
de receptores a; adrenérgicos. A hipotensao decorre da inibicdo do tdbnus simpatico
ocasionados pela reducdo da liberacdo pré-sinptica de noradrenalina, o que
favorece a atividade do sistema nervoso parassimpatico, via acetilcolina. As
alteracdes observadas incluem diminuicdo na frequéncia cardiaca, bloqueios
atrioventriculares de primeiro e segundo grau e reducao no débito cardiaco, devido a
ativacdo dos receptores a, adrenérgicos, agonistas adrenérgicos como xilazina,
medetomidina, romifidina podem induzir efeitos parecidos na PA (ENGLAND et al.,
1996). Nessas doses essa formulacdo OEPh-BCD se tornou inviavel devido a
elevada dosagem da formulacdo e a acao anti-hipertensiva do complexo ter sido
iniciada ap6s uma elevacdo da PAM e com uma curta duragcéo. As CDs naturais, em
particular as BCDs, tém uma solubilidade aquosa limitada, assim ficou inviavel
aumentar a dosagem para a administracdo do OEPh-BCD (BREWSTER et al.,
1991).

Em ratos SHR, que séo caracterizados por uma hiperatividade simpatica,
o OEPh induziu efeito anti-hipertensivo quando administrado por IV e foi atenuado
na presenca da ioimbina (Tabela 12), deduzindo que o OEPh tem acéo
simpaticolitica. Porém no grupo controle WKY ocorreu uma potencializagédo do efeito
hipotensor do OEPh na presenca da ioimbina (Tabela 12), pois a atividade simpatica
€ menos intensa que os SHR e provavelmente a induc¢do da hipotensdo nos WKY
poderia estar relacionada a vasodilatacdo do OEPh. Esses resultados demonstram
que o OEPh possa atuar em receptores ar-adrenérgicos nos animais SHR. Em
estudos anteriores foi demonstrado que o OEPh esta atuando também em outros
receptores com adrenérgicos ndo seletivos e muscarinicos explicando em parte os

resultados obtidos.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados deste trabalho usando métodos
espectroscopicos e cromatograficos sugerem a formacédo do complexo de incluséao
da B-ciclodextrina com metabolitos secundérios (a-terpineol, 1,8-cineol, limoneno, o-
cineno e 6-3-careno) do OEPh por spray drying. O bioproduto formado através da
complexacdo demonstrou possuir efeito bifasico com atividade hipertensiva e anti-
hipertensiva em modelo de ratos hipertensos L-NAME. O OEPh induziu efeito anti-
hipertensivo em ratos SHR quando administrado endovenosamente e parece estar
atuando ao nivel de receptores a,-adrenergicos. O que desperta o0 interesse para
realizacdo de novos estudos tecnoldgicos para uma nova formulagdo para

administracao.
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9 CONCLUSOES

- O OEPh nao apresentou presenca de sinais de toxicidade, aumentou a
albumina e diminui a AST, ndo houve morte na utilizacdo da via oral, podendo ser
considerado aparentemente seguro quando adminstrado por via oral. Realizou-se
também a verificagdo da viabilidade celular do MTT, obtendo uma Cls, com valor de
69,33 pg/mL, sendo considerado moderadamente citotoxico, representando uma
avaliacdo inicial, constituindo uma importante etapa na avaliacdo da
biocompatibilidade, permitindo a racionalizagdo da experimentacdo in vivo, com
diminuic&o de custos, e de animais nas analises obrigatorias.

O OEPh, induz hipotensdo e bradicardia em ratos, aparentemente
atuando em receptores muscarinicos inespecifocos, ativando de forma indireta os
receptores nicotinicos ganglionares envolvendo componentes do sistema nervoso
central, aparentemente também atuam em receptores a tanto no SNC quanto
periféricos e em receptores B adrenérgicos quando administrado por via
endovenosa.

Com base nos resultados usando métodos espectroscopicos e
cromatograficos sugerem a formacado do complexo de inclusdo da B-ciclodextrina
com metabolitos secundarios (a-terpineol, 1,8-cineol, limoneno, o-cineno e 06-3-
careno) do OEPh por spray drying. O bioproduto formado através da complexacao
demonstrou possuir efeito com atividade hipertensiva e anti-hipertensiva em modelo
de ratos hipertensos L-NAME. O OEPh induziu efeito anti-hipertensivo em ratos SHR
quando administrado endovenosamente e parece estar atuando ao nivel de
receptores a,-adrenergicos.

O OEPh tem potencial para reduzir a pressado arterial, porém outros
estudos sdo necessarios para que possa caracterizar seus efeitos cardiovasculares
e colaterais, bem como seguranc¢a no seu uso para fins terapéuticos, o que desperta
0 interesse para realizagdo de novos estudos tecnoldgicos para uma nova

formulacdo para administracao.
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10 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVA

O OEPh também induziu efeitos anti-hipertensivos quando administrado VO
em ratos hipertensos com L-NAME em doses de 100 mg/kg e induziu efeito
hipotensor, quando administrado IV bastante significativo com caracteristicas de
atuacdo ao nivel de receptores muscarinicos, receptores a e 8 adrenérgicos em
ratos normotensos, porém essa formulacdo se tornou inviavel par administracao
oral.

A partir dos resultados obtidos até o0 momento tem-se como pespectiva:

- A elaboragcdo de novas formas farmacéuticas como a utlizagdo de
lipossoma ou etanossoma para administracao transdérmica.

- A verificacdo do efeito anti-hipertensivo dos componentes separadamente
do OEPh e elaboracdo de nova forma farmacéutica.

- Desenvolvimento de nanoparticula do OEPh e administragdo em ratos
hipertensos de forma subcrdénica para verificar o efeito anti-hipertensivo.

- Indentificar a velocidade de liberacdo dos metabolitos secundarios do OEPh-BCD.
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The Protium heptaphyllum species, also known as Almécega, produces an oily resin, used in folk medicine as an analgesic and
anti-inflammatory agent, in healing, and as an expectorant, which is rich in pentacyclic triterpenes and essential oils. In this
study, the essential oil obtained by hydrodistillation of Almécega’s resin was analyzed by gas chromatography-triple quadrupole
mass spectrometry and evaluated for chemical composition and vasorelaxant activity in rat superior mesenteric artery. The main
constituents determined by gas chromatography-triple quadrupole mass spectrometry were limonene, p-cineole, and o-cymene.
In intact rings precontracted with phenylephrine (Phe 1 uM), EOPh (3-750 ug/mL) induced relaxation, and the essential oil had a
concentration-dependent vasorelaxant effect, without involvement of endothelial mediators.

1. Introduction

According to the World Health Organization (WHO), non-
communicable diseases (NCDs) will be responsible for more
than three-quarters of all deaths in 2030, among which
cardiovascular diseases (CVD) represent a major risk. The
mortality rate by CVD should rise from 171 million in 2004
to 23.4 million in 2030. The epidemiological data show that
lifestyle and dietary habits are the main factors of the high
prevalence of hypertension [1].

Conventional medicines used in the treatment of CVD
have numerous collateral effects [2], and they are expensive
[3]. Thus, there is a requirement for a safer, cheaper, and
more powerful alternative. The professional community has
increasingly accepted natural medicine, due to advances in
understanding the mechanisms by which plants positively
influence health and quality of life [4, 5].

Pharmaceutical studies have shown that natural products
represent an extremely valuable source for the production of
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