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RESUMO

Apesar dos grandes avangos na terapia anti-hipertensiva e da existéncia da
abordagem de diagndstico para hipertensdo arterial ja bem estabelecida, seu
tratamento tem sido limitado, tendo em vista que grande parte dos pacientes
hipertensos ndo apresentam controle adequado da pressao arterial. Desta forma,
novas estratégias para este tratamento tem se mostrado fundamentais. Plantas
medicinais ricas em compostos fendlicos tem se demonstrado eficazes para diminuir
a pressao arterial, o que pode estar relacionado a presengca de constituintes
fendlicos com atividade antioxidante. Este trabalho teve como objetivo avaliar os
efeitos vasculares do extrato aquoso de Commiphora leptophloeos (Mart.) em anéis
de artéria aorta de ratos, através do seu efeito vasorrelaxante. Foram usados ratos
Wistar machos de 2 a 3 meses. Os animais tiveram suas artérias aorta isoladas e
cortadas em anéis (3 a 4mm), que foram montados em cubas para 6rgao isolado
contendo solugédo de Krebs a 37°C e pH 7,4 para registro das contragdes
isométricas. Apés um periodo de estabilizagdo (1 hora) com tensédo basal de 1,5g,
as contragdes foram induzidas com fenilefrina (107 mol/L) ao teste de viabilidade, e
logo apds submetidas a concentragdes de acetilcolina (10° mol/L) para a
averiguacdo da presenga de endotélio. No platd das contragdes induzidas por
fenilefrina, foram construidas curvas concentracao-efeito para o extrato aquoso de
C. leptophloeos. Notou-se que o extrato de C. leptophloeos induziu relaxamento da
artéria aorta de ratos, dependente da concentracdo, com Emax= 70,33 + 14,85% e
pD, = 7,90 + 0,42. Observou-se que o extrato de C. leptophloeos induziu
relaxamento da artéria aorta de ratos, de forma dependente do endotélio, € que nao
prejudica a fungao contratil da artéria aorta de ratos.

Palavras chaves: Reatividade Vascular. Polifenois. Plantas medicinais.



ABSTRACT

Despite the great advances in antihypertensive therapy and the existence of a well-
established diagnostic approach to hypertension, its treatment has been limited,
since most hypertensive patients do not present adequate blood pressure control. In
this way, the search for new strategies for this treatment is fundamental. Medicinal
plants rich in phenolic compounds have been shown to be effective in lowering blood
pressure, which may be related to the presence of phenolic constituents with
antioxidant activity. This study aimed to evaluate the vascular effects of the aqueous
extract of Commiphora leptophloeos (Mart.) on the aortic artery rings of rats, through
its vasorelaxant effect. Male Wistar rats aged 2 to 3 months were used. The animals
had their aorta arteries isolated and cut into rings (3 to 4 mm), which were mounted
in vats for an isolated organ containing Krebs solution at 37°C and pH 7.4 for
recording the isometric contractions. After a stabilization period (1 hour) with a basal
tension of 1.5g, the contractions were induced with phenylephrine (10-" mol / L) to the
viability test, and then they were stimulated with acetylcholine (10 mol / L) for the
determination of the presence of endothelium. In the plateau of contractions caused
by phenylephrine, concentration-effect curves for the aqueous extract of C.
leptophloeos were constructed. It was noted that C. leptophloeos extract induced
concentration-dependent relaxation of the rat aorta of rats with Emax = 70.33 %
14.85% and pD2 = 7.90 + 0.42. It was observed that C. leptophloeos extract induced
relaxation of the rat aorta artery in an endothelium-dependent manner and it did not
cause cellular injury on rat aorta.

Keywords: Vascular Reactivity. Polyphenols. Medicinal plants.
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1 INTRODUGAO

Nos paises ocidentais, as Doengas Cardiovasculares (DCV) atingiram, ao
longo dos anos, um dos maiores indices de causa de morte (MESQUITA, 2018).
Anualmente, pessoas morrem em consequéncia dessas doencas mais do que de
qualquer outra causa. No ano de 2013, as estatisticas apontam que, sé no Brasil,
ocorreram 1.138.670 o6bitos, sendo 339.672 (29,8%) decorrentes de DCV (ROCHA;
MARTINS, 2017)

Brant et al., 2017 avaliou a taxa de morbimortalidade por DCV no Brasil e,
apesar da reducdo que os indices apresentaram nas ultimas décadas - de 429,5
(1990) para 256,0 (2015) a cada 100 mil habitantes - os dados ainda revelam o
grande prejuizo provocado pelas doengas cardiovasculares.

Além da alta taxa de morbimortalidade no Brasil e no mundo, as DCV podem
gerar alta frequéncia de internagbes de custo socioecondmico elevado (MENDIS;
PUSKA; NORRVING 2011; MALACHIAS et al., 2016), o que sobrecarrega o sistema
de saude.

Dentre as DCVs, a Hipertensao Arterial Sistémica (HAS) destaca-se como um
fator significativo de risco para o surgimento de gravidades cardiacas e
cerebrovasculares (MENDIS; PUSKA; NORRVING, 2011). Apesar do
conhecimento da magnitude dos danos que a hipertensdo acarreta aos sistemas e
orgaos, e de que a abordagem de diagndstico ja esteja bem estabelecida, seu
tratamento tem sido limitado (WEBER et al., 2014). Todavia, a prevengao € o
controle da HAS € uma estratégia importante que oferece vantagens ndo somente
para os individuos hipertensos, mas para a sociedade (EGAN, 2013).

No Brasil, 0 uso da medicina popular € uma pratica muito comum, sobretudo
em regides mais carentes, que muitas vezes, possuem apenas este artificio como
recurso terapéutico (LUKHOBA; SIMMONDS; PATON, 2006).

Contribui também para a utilizagao deste alternativa terapéutica o fato de que
O pais possui a maior biodiversidade do planeta, além da heranca dos saberes
populares dos indigenas (LOPES, 2011), favorecendo o uso continuo de vegetais
para o tratamento das diversas patologias.

Além disso, ha um fator cultural importante. Estudos em Unidades Basicas de
Saude em Vitéria de Santo Antdo mostraram que, mesmo quando os usuarios da

Unidade recebem o medicamento pelo sistema publico de saude, a maioria deles



também usa as plantas medicinais para o cuidado em saude (de MELO et al., 2018;
ARAUJO et al., 2018 — dados ainda n&o publicados).

Apesar deste grande uso, estima-se que das 250.000 a 500.000 espécies de
plantas ja conhecidas no planeta, apenas 1% foram estudadas em seus potenciais
farmacoldgicos (MELENDEZ; CAPRILES, 2005).

Ao longo do tempo o interesse pelos polifendis surgiu pela sua possivel
correlacdo as doencas cardiovasculares. Diversos autores relataram uma
associagao inversa entre polifendis e mortalidades derivadas de causa
cardiovascular, quanto maior o consumo de alimentos ricos em polifendis, menor a
taxa de mortalidade (NAKACHI et al., 2000; OSAKABE et al., 2000; SASAZUKI et
al., 2000). Os polifendis sdo compostos organicos que se caracterizam pela
presenca de multiplas unidades estruturais de fenol, encontrados em alimentos de
origem vegetal como frutas, sucos, chas, café e vinho tinto, sendo estes os
principais antioxidantes da dieta (FURLA; RODRIGUES, 2016).

A Caatinga, pertencente ao Nordeste brasileiro, tem se revelado como um
bioma fortemente extrativista pela biodiversidade de sua flora (ALBUQUERQUE et
al., 2007). Destaca-se, dentre essas espécies, Commiphora leptophloeos (Mart.) J.
B. Gillett, pelo seu uso nos diversos tratamentos das doencgas (RIBEIRO et al., 2014)
como em doengas do estbmago e em Uulceras, no enjoo, como tbnico, agente
cicatrizante, nas bronquites e inflamagbes do trato urinario (PEREIRA, 2016) por
apresentar compostos bioativos de finalidade terapéutica. O extrato aquoso da
casca do caule de C. leptophloeos apresenta compostos fendlicos e flavonoides
(PEREIRA et al., 2017), como antocianidina, taninos e fitosterodis, que sugere agao
antioxidante.

Diante dos efeitos das substancias antioxidantes presentes em vegetais e sua
relagdo com as doencas cardiovasculares, esta pesquisa propde o estudo dos
efeitos do extrato aquoso da casca do caule de C. leptophloeos (Mart.) sobre a

reatividade vascular em artéria aorta de ratos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Hipertensao arterial: fator de risco para doencgas cardiovasculares

Para ao OMS, as doengas cardiovasculares sao a maior causa de morte no
Brasil e no mundo. Propde-se que a hipertensao arterial € uma das patologias
relacionadas como promotora as doengas ligadas ao coragao, e consequentemente,
qualifica-se como uma das causas da perda da qualidade e expectativa de vida dos
individuos (PASSOS; ASSIS; BARRETO, 2006).

A HAS, que tem como critério de diagndstico presséao arterial sistolica igual ou
superior a 140 mmHg e/ou diastdlica maior ou igual a 90mmHg (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2016) tem se tornado uma adversidade grave
enfrentada na saude publica a nivel mundial. Entre as causas para o
desenvolvimento da hipertenséo, esta o estilo de vida da populacdo, como o uso
abusivo do alcool, sobrepeso e obesidade, tabagismo (FUSCH, 2014), e ainda pode
estar ligado a condigdes ndao modificaveis, como genética, idade e sexo. No Brasil a
HAS atinge cerca de 32,5% da populagédo adulta, o que corresponde a 36 milhbes
de brasileiros, e ainda acomete mais de 60% dos idosos (SCALA; MAGALHAES;
MACHADO, 2015).

Estudos epidemioldgicos revelam que o tratamento da hipertenséo € capaz de
diminuir significativamente a morbimortalidade cardiovascular (VETERANS
ADMINISRATION COOPERTATIVE STUDY GROUP ON ANTYHIPERTENSIVE
AGENTS, 1997; JOINT NATIONAL COMMITTEE ON PREVENTION, 1997), que se
caracteriza, entre outros fatores, pelo aumento da resisténcia vascular periférica,
com consequente aumento da pressao arterial. Apesar do conhecimento da
gravidade que a hipertensdo provoca aos sistemas e 6rgaos, e de que a abordagem
de diagndstico ja esteja bem estabelecida, seu tratamento tem sido limitado,
considerando que a populagdo hipertensa apresenta baixa taxa de controle
(NELSON, et al. 2011; SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2017).

Para promover melhores resultados e controle da hipertensao arterial,
estratégias sdo articuladas para que sejam disseminadas entre as populagdes. Um
dos meétodos de prevencdo que tem se destacado € o emprego de plantas



medicinais. Seu uso ao longo das geragdes tem trazidos inumeros beneficios no que
diz respeito ao seu poder curativo (LOPES, 2010), tendo em vista que a HAS tem
sido uma condic¢do clinica que apresenta baixa adesao ao tratamento (TAVARES et
al., 2011) entre outros fatores, apesar da diversidade de substancias terapéuticas

disponivel no mercado.

2.2 Uso de plantas medicinais como estratégia de tratamento de doengas

O uso indiscriminado de substancias sintéticas tem sido uma pratica
constante entre os individuos, podendo causar reagdes adversas como alergias,
reacbes respiratorias, ansia e vomitos (ABRAAO; SIMAS; MIGUEL, 2009). A
Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME), criada pela OMS,
consiste numa relacdo de farmacos voltados aos agravos prevalentes e prioritarios
da Atencéo Basica (BRASIL, 2017).

Além de oferecer pregco acessivel, a RENAME esta ligada ao controle de
disponibilizacdo de medicamentos através do SUS, e dentre os farmacos essenciais
para a saude da populacédo citados pela mesma, incluem-se plantas medicinais,

drogas e derivados vegetais para manipulacao das preparagdes dos fitoterapicos.

A fitoterapia e o uso de plantas medicinais fazem parte da pratica da medicina
popular, formando um conjunto de saberes internalizados nos diversos usuarios e
praticantes, especialmente pela tradigdo oral (BRUNING; MOSEGUI; VIANNA,
2012). Com a finalidade de estabelecer as diretrizes para a atuagdao do governo no
ambito do uso de vegetais, em 2006 foi criada a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, capazes de promover melhorias na qualidade de vida da
populacao brasileira (BRASIL, 2016), objetivando a introdugdo de plantas medicinais
como pratica integrativa e complementar do SUS, reconhecendo as praticas
populares e tradicionais do uso de vegetais para tratamento as diversas doencas,
promovendo também a inclusdo da agricultura familiar nos arranjos produtivos das

plantas medicinais, insumos e fitoterapicos (BRASIL, 2006).

Além do expressivo impacto epidemioldgico, o tratamento de doencgas
engloba uma importante redugcéo ndo s6 aos riscos cardiovasculares, mas também

associa-se a diminuicdo econdmica as despesas dos Ministérios da Saude,



Seguranga Social e Economia, por estarem ligadas, por causa das consequéncias
da HAS, ao afastamento do trabalho, por exemplo. (OLIVEIRA et al., 2017).

As plantas medicinais sao eficazes para o tratamento de doengas e possuem
diversas atividades. Segundo GURIB-FAKIM, 2006, os vegetais tem se destacado
ao longo dos séculos como recurso de tratamento porque sao constituidas de
diferentes compostos quimicos que podem agir de modo individual ou aditivamente

com a finalidade de trazer cura e beneficiar a saude.

Apesar de uma parte da literatura destacar que o saber médico deu-se no
Brasil somente apos a chegada da Familia Real (século XIX) com a instalagdo das
primeiras escolas cirurgicas, anos anteriores, no mesmo territério, diversas formas
de tratar o doente e as doencas ja existiam através dos primeiros habitantes do pais,
os indigenas. Os indios brasileiros, com a pratica cotidiana, conheciam as mais
diversas espécies vegetais e suas caracteristicas terapéuticas (CARVALHO, 2017)

antes mesmo da chegada dos portugueses.

No século XVI, os Jesuitas, padres que praticavam o catecismo no Brasil,
eram contempladores da fauna e da flora das novas terras, e comegavam a
descobrir, por meio dos indigenas, diferentes espécies de plantas, e cultivavam,
sobretudo, as que reconheciam como possuindo efeito curativo. Passaram, entao, a
estudar os diferentes modos de acao das plantas e elaboravam férmulas e receitas
para uso recorrente (CALAINHO, 2005), ainda que de forma artesanal. Cada vez
mais percebia-se a importancia desse meio como método de tratamento (VEIGA,
2002). Desde entdo, estas técnicas medicinais j@ mostravam sua eficacia quando
atendiam as necessidades dos proprios indios, portugueses e escravos, que
formavam a populacao territorial do século XVI. Subsequente, as instituicoes
medicinais se fixavam no Brasil e os primeiros contatos entre as mesmas e a nagao

aconteciam, ampliando-se ainda mais ao longo do tempo (BADINELLI, 2014).

A partir do século passado, com o isolamento dos constituintes de acao
farmacoldgica, iniciou-se uma nova fase de utilizagdo cientifica das plantas
medicinais, com a substituicdo progressiva destas e dos seus extratos, pelos
compostos reconhecidos como responsaveis pela sua agao farmacoldgica (CUNHA,

2003) O interesse pela fitoterapia foi capaz de conduzir seu uso a substituicdo das



formas primarias de infusdo por formas isoladas em capsulas, comprimidos e

xaropes, por exemplo.

Até o século XIX as plantas e extratos vegetais fizeram parte da maioria dos
recursos terapéuticos existentes (FIRMO et al., 2011). Na atualidade, grande parte
da populagao ainda detém-se ao uso tradicional de plantas medicinais como cuidado
farmacoldgico, apesar da existéncia de formulas sintética. A utilizagdo de plantas
esta ligada ndo somente aos seus fins biolégicos, mas também porque tem feito

parte da cultura e dos costumes da populacéo.

Presume-se que aproximadamente 25% das drogas usadas para tratamento
terapéutico sdo de origem natural (CALIXTO, 1999), e para a OMS, 80% da
populagcdo mundial faz o uso das mesmas. Na ocasiao presente, a necessidade de
estudos mais aprofundados, tem sido indispensavel para a compreensao de como
seus principios ativos podem agir e para que haja investimento no descobrimento de
novos vegetais de agdo similar. No Brasil, inumeros estudos vém sendo
desenvolvidos com o intuito de alicergar as teorias populares que se construiram ao

longo das geragbes, em uma fundamentagéao cientifica.

Apesar de esses projetos encontrarem grandes dificuldades, como a falta de
recursos humanos especializados e politica voltada ao setor, depois dos Estados
Unidos, o Brasil é o pais das Américas que possui a maior base universitaria, na
qual diversas pesquisas cientistas brasileiras sdo publicadas em revistas de grande
impacto, o que faz com que este trabalho seja reconhecido. Por isso, a importancia
do investimento na area de analises farmacoldgicas podem apresentar grandes
repercussdes, através das pesquisas direcionadas ao uso de plantas medicinais
(SIMOES; SCHENKEL, 2002).

No Brasil, o interesse neste campo tem aumentado especialmente porque a
populacao utiliza-se de produtos de origem natural como forma de terapia. Com o
aumento da linha de pesquisas no pais, surgem as comprovag¢des da eficacia de
substancias originadas de espécies vegetais, e reitera o fato de que muitas plantas

sdo matéria prima para a sintese de farmacos (FOGLIO et al.,2006).

Ainda que muitas investigagdes sejam realizadas, a maior parte dos vegetais

oriundos do Brasil ainda ndao apresentam estudos aprofundados. Diante desta



postura, muitas das espécies sao utilizadas, na pratica, sem suporte cientifico que
assegurem a eficacia de suas atuagdes no organismo e seguranga. Este fato ratifica
a deficiéncia existente no campo de investigagdo tecnoldgica, apesar da vasta
biodiversidade do pais (FOGLIO et al.,2006), pois na atualidade, aproximadamente
10% da flora mundial presente no Brasil, menos que 1% das espécies dos vegetais
ja foram analisados sob a o&tica quimica ou farmacologica (CUNHA, 2003).

Dado que a literatura faz alusdo a poucas espécies serem efetivamente
conhecidas, a biodiversidade e a outras diversas substancias podem ainda serem

descobertas.

2.3 Commiphora leptophloeos: um potencial antioxidante através de
compostos bioativos

Dentre as regides situadas na imensa extensao territorial brasileira, o
Nordeste se destaca por suas variedades climaticas, posigao geografica favoravel,
circulagado atmosférica, intensa radiagéo solar, que faz com que esta faixa distinga-
se em relacdo as outras e se transfigure em uma das regides mais complexas do
planeta (NIMER, 1979).

Exclusivo do Nordeste brasileiro, a Caatinga é o bioma localizado nos estados
do Maranhdo, Piaui, Rio Grande do Norte, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Alagoas,
Sergipe, Bahia e o norte de Minas Gerais. Sua vegetagdo € caracterizada por um
clima semiarido, que pode apresentar chuvas escassas, irregulares e temperatura
meédia elevada. Predomina-se nesta vegetacdo cactos, arbustos, que podem
apresentar espinhos e perderem suas folhas nas épocas mais quentes do ano, e
pequenas arvores (PAULINO, 2002).

A vegetacdo da Caatinga tem sido alvo de grande exploragdo humana nos
setores de atividade agricola, pelo extrativismo na extracdo de madeira e lenha, pelo
uso da pecuaria (MOREIRA et al., 2006), e ndo menos importante, pela mais
diversificada vegetacao existente. Estudos recentes executados na regido investem
nos usos potenciais da vegetagcdo de caatinga e expande a qualidade desses

recursos naturais.



Dentre a diversidade de plantas situadas no Nordeste Brasileiro, destaca-se a
espécie C. leptophloeos (Mart.) J. B. Gillett. Conhecida popularmente no estado de
Pernambuco como imburana, imburana-de-cambao ou umburana, € uma planta cuja
altura chega a até 8 metros, apresentando seu tronco tortuoso e espinhos. De
acordo com a idade do vegetal, sua cor pode sofrer variancias, quando jovem, tons
mais verdes, e quando madura, laranja-avermelhada (CARVALHO, 2009).

Figura 1 - C. leptophloeos na estagdo chuvosa

Fonte: Arvores do bioma cerrado (2017).”

! Disponivel em: <http://www.arvoresdobiomacerrado.com.br/site/2017/03/30/commiphora-

leptophloeos-mart-j-b-gillet/> Acesso em: 05 dez. 2018
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Figura 2 - Aspectos da epiderme e periderme de C.leptophloeos

Fonte: Arvores do bioma cerrado (2017).

Imburana tem sido relacionada a diversas aplicagcbes como o artesanato,
alimentagdo animal, na marcenaria, e, sobretudo no ramo da medicina através de
seu efeito curativo. Importantes pesquisas ja realizadas indicam a eficacia de sua
utilidade nas diferentes patologias (AGRA, 2007). Para Clementino et al. (2016) e
TRENTIN et al. (2011, 2012, 2013, 2014), Commiphora leptophloeos revelou
potencial bactericida; ja nos estudos de Ferreira Junior; Siqueira; Albuquerque
(2012) C. leptophloeos apresentou eficacia nas inflamacgdes, para Agra et al. (2007)
e Salin et al. (2012) na gripe, tosse, bronquite, e para Roque, Rocha e Loiola (2010)

em ferimentos.

Estudos fitoquimicos completos, elaborado por PEREIRA et al. (2017) foram
capazes de identificar que este vegetal apresenta compostos bioativos amplamente
conhecidos, como polifenois, flavonodides, antocianidina, taninos e fitosterdéis, cujo
uso ja faz parte da terapia de varias patologias na cultura popular. Os compostos
encontrados em Commiphora leptophloeos sao metabdlitos secundarios da classe
de polifendis que favorecem a protecdo do endotélio vascular através de suas

propriedades antioxidantes (DECKERT et al., 1997) contra radicais livres.

Radicais livres sdo considerados moléculas que possuem um ou mais
elétrons desemparelhados em suas camadas de valéncia, sendo um potente agente

oxidativo de outras moléculas (KRUGER et al.,2015). O excedente destas esta



associado ao desenvolvimento de diversas doencgas. Consideram-se radicais livres
radical hidroperoxila (HO3), radical hidroxila (OH), radical superoxido (O;’), peroxido
de hidrogénio (H202) (FERREIRA, 1997), que sao capazes de reagir com células
teciduais (SILVA; FERRARI, 2011), causando estresse oxidativo.

Quando ocorre um desequilibrio entre os agentes oxidantes e antioxidantes, o
estresse oxidativo, resulta em danos a proteina e lipideos de membrana, dano a
estrutura de DNA e o desencadeamento de sinalizagbes inflamatérias (NIESS;
SIMON, 2007).

Em 1930, Rusznyak e SzentGyorgi identificaram uma substéncia da
casca do limao que foi capaz de reduzir a permeabilidade dos capilares. Mais tarde,
observou-se que essa substancia ndo era uma substancia pura, mas compreendia-
se de uma mistura de flavonoides (GELEIJNSE; HOLLMAN, 2008) que sao
pigmentos vegetais, soluveis em agua pertencente ao grupo dos polifendis. Hoje,

mais de 8.000 substancias pertencentes a este grupo ja foram identificadas.

Os polifendis podem proteger os vasos sanguineos das consequéncias do
estresse oxidativo, associado a muitos, sendao todos, os fatores de risco para
doencgas cardiovasculares (STOCLET et al., 2004). Dentre os polifendis, os
flavonoides promovem o relaxamento dos musculos do sistema cardiovascular,
favorecendo a reducado da pressao arterial e melhorando a circulagcdo em geral
(ARAUJO et al.,2005). Este mecanismo observado pode ser explicado pela
capacidade dos flavonoides em estimular a liberacdo do 6xido nitrico (NO) pelo
endotélio vascular, que por sua vez, possui efeito vasorelaxante induzindo a
expressao de genes protetores para o sistema cardiovascular (MINETTO, 2009) e

hipotenséo.

Além disto, os polifendis podem reduzir os niveis de LDL (low-density
lipoprotein) significativamente (HOOPER, 2008). A oxidagdo do LDL prejudica a
vasodilatagao dependente do endotélio (DECKERT et al., 1997). Rocha et al. (2008)
observaram que o extrato hidroalcodlico de Euterpe oleraceae Mart. apresenta
atividade anti-hipertensiva em varios modelos de hipertensdo arterial e que este

efeito é devido a sua atividade antioxidante.

Diante do exposto, de acordo com o histérico que se tem a respeito da

heranga popular e do conhecimento sobre os vegetais de uso medicamentoso, € de



extrema importancia a ampliagcdo de estudos cientificos na busca de destrinchar o
emprego das plantas através da fitoterapia, usando a biodiversidade como fonte de

prevencao ou de tratamento no surgimento das doencgas.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar os efeitos do extrato aquoso da casca do caule de Commiphora

leptophloeos (Mart.) (EACI) sobre a reatividade vascular em artéria aorta de ratos.

3.2 Objetivo especifico
e Avaliar o efeito do EACI em anéis de aorta de ratos;

e Avaliar se o efeito € dependente do endotélio;

e Avaliar se o extrato causa alguma alteracdo celular que prejudique a fungao
contratil da célula.



4 JUSTIFICATIVA

A resposta ao tratamento da hipertensdo arterial tem demonstrado a
diminuicdo significativa do numero de mortalidade em razdo das doengas
cardiovasculares. Deste modo, a descoberta novos métodos para o tratamento da
doenca torna-se indispensavel. Baseando-se em produtos naturais como novas
estratégias de intervencdo, Commiphora leptophloeos tem se mostrado interessante,
uma vez que seus metabdlitos intermediarios, como os polifendis, agentes
antioxidantes, podem produzir bons resultados sobre o sistema cardiovascular. Por
conseguinte, acredita-se que sejam capazes de proteger 0os vasos sanguineos

contra o estresse oxidativo, diminuindo os fatores de risco para a doenga.



5 METODOLOGIA

5.1 Material vegetal

O material vegetal foi gentilmente cedido pelo Dr° Alexandre Gomes da Silva
do Instituto Nacional do Semiarido (INSA) e pela Profa. Dra. Marcia Vanusada Silva,
da UFPE.

5.2 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, 2-3 meses de idade (190-230g),
criados no Biotério do Centro Académico de Vitéria da UFPE (CAV/UFPE). Os
animais receberam agua e dieta (Labina®) ad libitum e foram mantidos sob
condi¢des controladas de iluminacéo (ciclo 12h claro/escuro) e temperatura (22 + 2
oC). Todos os protocolos experimentais foram submetidos e aprovados pelo Comité
de Etica em Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco
(017129/2017-25).

5.3 Preparacao do Material

Os animais (n=3/grupo) foram mortos por decapitagéo. A artéria aorta toracica
foi isolada e removidos os tecidos conjuntivos e gordura. Anéis de 4 mm de
comprimento foram montados entre dois ganchos de metal, sendo um deles
conectado a um transdutor de forga para registro da tensao isométrica e o outro fixo

a cuba. Em alguns anéis, o endotélio foi retirado por remogao mecanica.

As respostas foram registradas em um sistema de aquisicao (AVS). Os anéis
foram incubados em camaras para 6rgaos isolados (AS Projetos) contendo 10mL de
solugéo de Krebs modificado com a seguinte composi¢ao (em mM): NaCl 130,0; KCI
4,7; KH,PO4 1,2; CaCly 1,6; MgSO4 1,2; NaHCO3 14,9; glicose 5,5; em pH 7,4 sob
gaseificagdo com mistura carbogénica (95% O, e 5% CO,), a 37°C. As
aortas permaneceram numa tensao basal (1,5g) durante uma hora, sendo lavadas a

cada 15 minutos, para estabilizagéo.



5.4 Avaliagao da integridade e viabilidade do endotélio

Apos a estabilizagdo, os anéis foram submetidas ao teste de viabilidade,
adicionando uma concentragdo de 10 mol/L de fenilefrina (resultando numa
concentracdo da cuba de 10-" mol/L, a ECs, da fenilefrina), levando ao processo de
contragdo de, no minimo, 1g. Apos a estabilizacdo, foi realizado o teste da
integridade do endotélio da seguinte maneira: foi administrado fenilefrina (ECsp) e
quando esta contragdo se apresentou mantida e estavel, foi adicionado a cuba
acetilcolina (10-> mol/L, resultando numa concentracdo na cuba de 10-° mol/L).

Considerou-se que o endotélio estava funcionalmente integro quando a
acetilcolina produziu relaxamento maior que 80%. O relaxamento foi calculado como
porcentagem da contracdo maxima induzida pela fenilefrina. Foi considerado que o
anel estava sem endotélio quando o relaxamento induzido pela acetilcolina foi, no
maximo, 10%.

Foram construidas curvas concentracao-efeito para o extrato. A partir destas
curvas, calculamos dois parametros farmacolégicos: Efeito maximo (Emax) e pD,. O
Emax representa o maximo efeito produzido por uma droga em determinado tecido.
O pD; corresponde ao logaritmo negativo da concentragdo que induz 50% do efeito

maximo (ECsp).

5.5 Avaliagao do efeito vasodilatador do extrato

Para verificar possivel efeito vasodilatador do extrato aquoso da casca do
caule de C. Leptophloeos, foram construidas curvas concentracdo-efeito de
relaxamento para o extrato em anéis pré-contraidos com a felinefrina (ECsp) da

fenilefrina.

5.6 Avaliagao da participagao do endotélio no relaxamento induzido pelo
extrato

Para tal, foram construidas curvas curvas concentracao-efeito de relaxamento
para o extrato (107 a 10-2 g/L, resultando em concentragdes 107 a 10 g/L na cuba)

em anéis de aorta com e sem endotélio.



5.7 Avaliagao de efeitos deletérios sobre o vaso

Apods a aplicagao do extrato, os anéis de artéria aorta foram lavados por 40
minutos e submetidos a mesma concentragcao de fenilefrina (ECsp) inicial para a

avaliar se a célula mantinha a sua capacidade intacta.

5.8 Analise Estatistica

Os valores foram expressos como média * erro padrédo da média (E.P.M). A
comparacgao entre a contragao antes e depois do EACI foram feitas pelo teste t para
amostras pareadas, utilizando-se o programa Prisma (GraphPad Software, versao
6.0).



6 RESULTADOS

O extrato aquoso da casca do caule de Commiphora leptophloeos foi capaz
de promover relaxamento em anéis de aorta com endotélio, de forma dependente da
concentragcéo (Emax= 70,33 + 14,85% e pD, = 7,90 + 0,42, n=3).

Grafico 1- Efeito de relaxamento induzido pelo EACI em anéis de aorta com
endotélio pré-contraidos com fenilefrina.
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Os pontos representam a media+e.p.m de anéis de 3 animais.
Fonte: JORDAO, T. R., 2018.

Em anéis de aorta sem endotélio, o extrato ndo induziu relaxamento (Emax=

6,00 = 4,0%, n=3), conforme pode ser observado no Grafico 2.



Grafico 2 - Efeito de relaxamento induzido pelo EACI em anéis de aorta sem
endotélio pré-contraidos com fenilefrina.
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Os pontos representam a média+e.p.m de anéis de 3 animais.
Fonte: JORDAO, T. R., 2018.

O teste da funcao contratil ndo mostrou diferenca entre a contracéo induzida

pela fenilefrina antes e apds a adigdo do extrato, como pode ser observado no
Grafico 3.

Grafico 3 - Contracdo induzida pela fenilefrina antes e apés a adigédo do EACI em
anéis de aorta com endotélio.
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Fonte: JORDAO, T. R., 2018.



7 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou, pela primeira vez, que o extrato aquoso de
Commiphora leptophloeos (EACI) foi capaz de produzir relaxamento de anéis de
artéria aorta isolada em ratos, de forma dependente do endotélio, sugerindo que a
casca de Commiphora leptophloeos compbe-se de compostos bioativos capazes de
influenciar a fungédo de vasos sanguineos.

Como citado anteriormente, C. leptophloeos, através de suas propriedades
medicinais, apresenta eficacia antibacteriana, nas inflamacdes (FERREIRA JUNIOR;
SIQUEIRA; ALBUQUERQUE, 2012; AGRA et al., 2007; SALIN et al., 2012) e
ferimentos (ROQUE; ROCHA; LOIOLA, 2010) contra gripe, tosses, bronquite e
ferimentos. Entretanto, até o presente momento, os efeitos vasculares descritos no
presente trabalho ndo foram mencionados anteriormente.

Os resultados obtidos sugerem que o relaxamento dos anéis de aorta
induzido pelo EACI é dependente da dose e da presenga do endotélio (Grafico 1),
pois apds a remogao deste ultimo, o efeito vasodilatador induzido pelo extrato nao
foi expresso, indicando sua importancia para a agao (Grafico 2). Além disto, apesar
de se tratar de um extrato bruto que pode conter diversos compostos, o efeito
observado deu-se em concentragdes muito baixas (na faixa de nanograma). Deste
modo, sugere-se que o composto bioativo responsavel por este efeito seja o mais
abundante ou extremamente potente.

Um estudo realizado por ALVES et al. (2015) com o extrato da casca de
Combretum leprosum, que também apresentaram substancias bioativas em sua
composicao, indicou que as células que constituem o endotélio podem contribuir
como principal sitio de agado para os compostos bioativos presentes no extrato. Esta
observacao ratifica que € necessario um endotélio intacto para causar relaxamento
em artéria aorta.

Condi¢cdes em que endotélio encontra-se intacto favorecem a indugédo da
vasodilatagao por meio do NO (BATLOUNI, 2001). O endotélio é capaz de exercer o
controle basal cardiovascular através da atividade regulatéria de mediadores
vasodilatadores e vasoconstritores sobre ele mesmo. Quando ocorre um
desequilibrio nestes mecanismos regulatérios de mediadores vasodilatadores ou os
mesmos sao afetados, pode gerar um quadro de disfungdo endotelial, que é
caracterizada pela diminuicdo da vasodilatagdo dependente do endotélio



(SCHACHINGER et al., 2000; WIDLANSKY et al., 2003 apud VIZCAINO; DUARTE,
2010). Em condigdes basais, o metabolismo produz radicais livres ligados aos
processos fisioldgicos envolvidos na produgao de energia, regulagao do crescimento
celular, fagocitose, sinalizacao intracelular e sintese de substancias importantes, tais
como hormdnios e enzimas. Porém, para equilibrar essa producéo e seus potenciais
efeitos negativos, o organismo dispde de um sistema antioxidante (VASCONCELOS,
2014). Quando ocorre deficiéncia no sistema de defesa antioxidante, ocorre a
produgao exacerbada de radicais livres levando ao estresse oxidativo.

O estresse oxidativo endotelial resulta principalmente da superproduc¢do do
anion radical superdxido (O%), que quando reage com o NO, inibe sua atividade em
razao, principalmente, da reacado direta entre os dois, para formar peroxinitrito
(ONOO ) (VASCONCELOS et al., 2007). Assim, quando ocorre o extresse oxidativo
pelo aumento de espécie reativa de oxigénio, verifica-se a diminuigdo da
biodisponibilidade do oxido nitrico, causando o processo chamado de disfuncao
endotelial.

Nas investigagdes de DORNAS et al, 2008, foi demonstrado que alguns
flavonoides apresentam efeito hipolipidémico, tendo acdo importante sobre os
lipideos, uma vez que o LDL aumenta os riscos de doengas cardiovasculares, além
de possuirem agao antioxidante . Sugere-se ainda que os polifenois pudessem inibir
a agregacao plaquetaria (LAUGHTON et al.,, 1991) e aumentariam a produgéao de
NO (ANDRIAMBELOSON et al., 1997), inibindo a adesao e agregagao plaquetaria.

C. leptophloeos possui acado antioxidante sendo capaz de diminuir o estresse
oxidativo. Alguns trabalhos evidenciam que este efeito pode estar relacionado a
presencga de polifendis e de flavonoides (SANTANA et al., 2016; CORDEIRO, 2018;
CLEMENTINO, 2014). Ja foi descrito que os extratos de Scutia buxifolia rico em
polifenol apresentou feito vasorrelaxante dependente do endotélio, em artéria aorta
de ratos (SILVA, 2011), que polifendis como o resveratrol, encontrado no vinho,
promove relaxamento vascular dependente da produgdo do NO e do EDHF
(NDIAYE et al., 2004). Os compostos bioativos presentes nesses extratos podem
agir sobre o ténus dos vasos sanguineos, através do aumento da biodisponibilidade
do NO. As propriedades antioxidantes atribuidas aos compostos polifendlicos, que
neutralizam os anions superdxido e outras espécies reativas de oxigénio, prolongam
o efeito vasorrelaxante atribuido ao NO, promovendo assim um efeito cardioprotetor
(STOCLET et al., 2004; QUEEN; TOLLEFSBOL, 2010 apud SILVA, 2011)



Por C. leptophloeos ainda nao ter sido relatada na literatura em relagéo aos
seus efeitos em artéria aorta, faz-nos sugerir que possivelmente esses efeitos
possam estar relacionados a presenca dos compostos polifendlicos, principalmente
os flavondides em sua composi¢gdo, como ja vistos em avaliagdes fitoquimicas do
EACI (PEREIRA et al., 2017). Desta forma, nossos resultados sugerem que 0s
compostos bioativos apresentados pelo EACI devam apresentar ligagdo por alvos
presentes nas células endoteliais, uma vez que o efeito vasorrelaxante sé foi
observando quando a artéria aorta apresentava endotélio. Além disto, ratifica
também que o EACI possui compostos que seriam responsaveis pela diminuicdo da
producao de radicais livrese estresse oxidativo, trazendo como efeito o aumento da
biodisponibilidade de NO, que por sua vez atuaria na vasodilatagao.

A contragcdo induzida pela fenilefrina foi utilizada como parédmetro de
viabilidade celular. Ela € um potente vasoconstritor que atua como agonista em
receptores a1l-adrenérgico presentes na membrana de células do musculo liso
vascular. Ao se ligar nesses receptores ativa a fosfolipase C (PLC) e através da
producao de IP3 promove aumento na concentragao intracelular de calcio (WEBB,
2003) induzindo a contrag&o da musculatura lisa vascular.

Para verificar se o relaxamento n&o seria, na verdade, um prejuizo a
constituintes celulares responsaveis pela contragdo, ao final dos experimentos,
administramos fenilefrina novamente para comparar a contragdo induzida pela
mesma e observamos que ela se manteve semelhante. Isso sugere uma baixa
toxicidade aos tecidos dos vasos, mas mais estudos sdo necessarios para confirmar
esta baixa toxicidade.

Estudos mostram que o extrato das flores de Platonia insignis (Mart.)
(OSORIO et al., 2015), extratos etandlicos das folhas e raizes da Memora nodosa
(Silva Manso) e Miers (Bignoniaceae) (TRESVENZOL et al., 2013), plantas da
mesma familia de C. leptophloeos, foram avaliadas em relagdo a seu efeito toxico
em artéria de ratos, e demostraram-se atéxicos aos vasos. Freitas (2013) analisou
o extrato da casca de Scutia buxifolia, também de acao antioxidante, e percebeu que
quando administrados em ratos Wistar a uma concentracdo de 100, 200 e 400 mg
/Kg, o extrato de S. buxifolia nao foi capaz de causar mortalidade e nem alteragdes
comportamentais aos animais.

Por fim, as analises do efeito vasorrelaxante causado pelo EACI pode ser

clinicamente relevante, posto que encontra-se envolvido ao mecanismo terapéutico



para o tratamento da hipertensao arterial. Mais experimentos sdo necessarios para
estabelecer o possivel efeito terapéutico do EACL, sendo a nossa sugestédo para as
proximas pesquisas descobrir, por exemplo, quais seriam 0s mecanismos usados

pelo extrato para promover o vasorrelaxamento dos vasos.



8 CONCLUSAO

Os resultados desta pesquisa mostraram que o extrato aquoso de C.
leptophloeos causa relaxamento em anéis de artéria aorta em ratos pela existéncia
de substancias bioativas encontradas na planta. Acredita-se que a ag¢ao do extrato
foi capaz de diminuir a producdo de radicais livres, aumentando a biodisponibilidade
do NO, causando efeito vasodilatador que sugere efeitos protetores aos vasos
sanguineos. O extrato revelou também baixa toxicidade as células endoteliais,
contudo mais estudos necessitam ser realizados para confirmagdo da baixa
toxicidade. Assim, € de grande relevancia o seguimento desta pesquisa para novas
investigacées com o EACI, como por exemplo, quais seriam os mecanismos de agao

de seu efeito sobre a musculatura lisa vascular e sua eficacia.
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