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RESUMO

Cecropia pachystachya (Cecropiaceae) € uma planta medicinal conhecida como
“Embauba’. E tradicionalmente utilizada para o tratamento da diabetes, tosse e asma,
além de ser utilizada como agente anti-inflamatdrio, diurético e cardiotdnico. Estudos
comprovam diversas atividades biol6gicas para esta espécie, dentre eles, efeito
hipotensor em ratos normotensos. Sendo assim, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar
o efeito hipotensor e bradicardico do extrato metandlico de C. pachystachya (EMCP)
em ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Para isso, foram realizados protocolos
de medida direta da pressao arterial e frequéncia cardiaca em ratos SHR néao
anestesiados. Além disso, foram utilizados os bloqueadores atropina e L-NAME para
avaliar a participagdo dos receptores muscarinicos e do Oxido nitrico (NO),
respectivamente, no efeito. Em ratos SHR conscientes, MECP (0,5; 1; 5; 10; 20 e 30
mg.kg-1 iv) produziu hipotenséo (-4,0 £ 0,5; -5,8 £0,5; -10,1 £ 0,9; -11,4 + 2,1; -29,6
+ 4,9 e -35,7 + 5,3%) e bradicardia (6,7 £ 1,7;-3,2+2,8;-42+27,41+21,;-672+
2,2 e -74,0 £ 2,5%). Ap6s o blogueio com atropina, um inibidor ndo seletivo dos
receptores muscarinicos, a hipotensdo foi atenuada e revertida nas duas ultimas
doses (0,3+1,1;-3,1+3,4;-2,9+2,7;,-10,1+1,8; 31,8 +0,2; 35,6 £ 4,1%), bem como
uma reversao do efeito bradicardico (-5,4 + 3,6; 0,9 £ 2,0; 0,0 £3,4;4,7+1,7;42 %
2,3 e 4,9 +1,1%). Apés o pré-tratamento com L-NAME, um inibidor de NOS, o efeito
hipotensor foi atenuado apenas na dose de 20 mg.kg™ (-3,2 £+ 0,2;-1,9 £+ 0,7; -5,8
1,4;-10,3+5,5;-17,8 + 3,5; -29,2 + 10,8%), associada a bradicardia (4,0 £ 1,0; 2,1 +
2,3; -22,0 £ 3,0; -23,8 £ 9,3; -61,7 + 6,2; -72,6 £ 1,9%). Conclui-se, portanto, que o
EMCP promove efeito hipotensor e bradicardico em ratos SHR e esses efeitos
parecem estar relacionados com ativacédo dos receptores muscarinicos endoteliais e
cardiacos.

Palavras-chave: Cecropia pachystachya; hipotensdo; bradicardia; receptores

muscarinicos.



ABSTRACT

Cecropia pachystachya (Cecropiaceae) is a medicinal plant known as "Embauba”. It
is traditionally used to treat diabetes, cough and asthma, in addition to being used as
an anti-inflammatory, diuretic and cardiotonic agent. Studies prove several biological
activities for this species, among them, hypotensive effect in normotensive rats. Thus,
the objective of this work was to evaluate the hypotensive and bradycardic effect of the
methanolic extract of C. pachystachya (EMCP) in spontaneously hypertensive rats
(SHR). For that, protocols for direct measurement of blood pressure and heart rate
were performed in non-anesthetized SHR rats. In addition, atropine and L-NAME
blockers were used to evaluate the participation of muscarinic and nitric oxide (NO)
receptors, respectively, in the effect. In conscious SHR rats, MECP (0.5; 1; 5; 10; 20
and 30 mg.kg-1 iv) produced hypotension (-4.0+0.5; -5.84£0.5; -10.1+0.9; -11.4+2.1; -
29.6+4.9 and -35.7+5.3 %) and bradycardia (6.7£1.7; -3.2+2.8; -4.2+2.7; 4.1+2.1; -
67.2+2.2 and -74.0£2.5 %). After blocking with atropine, a non-selective inhibitor of
muscarinic receptors, hypotension was attenuated and reversed in the last two doses
(0.3+1.1; -3.1+3.4; -2.9+2.7; -10.1+1.8; 31.8+0.2; 35.6+4.1 %), as well as a reversal of
the bradycardic effect (-5.4+3.6; 0.9+2,0; 0.0+3.4; 4.7£1.7; 4.2+2.3 and 4.9+1.1 %).
After pretreatment with L-name, a NOS inhibitor, the hypotensive effect was attenuated
only at the dose of 20 mg.kg™* (-3.2+0.2; -1.9+0.7; -5,8+1.4; -10.3%5.5; -17.8+3.5; -
29.2+10.8 %), associated with bradycardia (4.0£1.0; 2.1+2.3; -22.0+3.0; -23.8+9.3; -
61.7+6.2; -72.6£1.9 %). It is concluded, therefore, that EMCP promotes hypotensive
and bradycardic effects in SHR rats and these effects seem to be related to activation
of endothelial and cardiac muscarinic receptors.

Keywords: Cecropia pachystachya; hypotension; bradycardia; muscarinic receptors.
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1 INTRODUCAO

As Doencas Cardiovasculares (DCV) sédo consideradas a maior causa de
mortes no mundo e foi estimado de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), que em 2030 quase 23,6 milhdes de pessoas morrerdo de DCV
(RADOVANOVIC et al, 2014). As DCV ainda sédo responsaveis pela frequéncia
elevada de hospitalizagbes, com altos custos socioecondmicos (SBC, 2016).

A Hipertensao Arterial Sistémica (HAS) esta dentre as DCVs, e é considerada
um problema de saude publica mundial por constituir um fator de risco importante para
complicacdes cardiacas e cerebrovasculares (RADOVANOVIC et al, 2014). A HAS é
uma condicao clinica multifatorial caracterizada por elevacdo sustentada dos niveis
pressoricos e frequentemente se associa a disturbios metabdlicos, alteracdes
funcionais e/ou estruturais de 6rgaos-alvo, como encéfalo, coracao, vasos sanguineos
e rins, sendo agravada pela presenca de outros fatores de risco, como dislipidemia,
obesidade abdominal, intolerancia a glicose e diabetes melito (SBC, 2016).

Ha diversas classes de anti-hipertensivos que apresentam beneficios para
reducédo de eventos cardiovasculares, mas alguns pacientes nao respondem de forma
satisfatoria ao tratamento (SILVA et al, 2017). Entdo € necessario sempre buscar
novos meios para que a maioria da populacdo hipertensa tenha um tratamento
adequado, portanto a necessidade do estudo de novos farmacos.

As plantas medicinais sdo cultivadas e usadas desde a antiguidade, e
atualmente, cerca de 25% dos medicamentos séo derivados de plantas (MANUKY AN,
LUMLERDKIJ E HEINRICH, 2019). Os medicamentos a base de produtos naturais
estdo sendo cada vez mais utilizados como complemento ou alternativa ao tratamento
tradicional de diversos disturbios, como doencas cardiovasculares (OZOLUA et al,
2009; TASHAKORI-SABZEVAR et al, 2016). Assim, € imprescindivel a realizacédo de
estudos da planta em busca da determinacdo de sua atividade farmacologica e os
compostos responsaveis por essa atividade (FOGLIO et al, 2006).

A Cecropia pachystachya, popularmente conhecida como “Embauba”
(PACHECO et al., 2014), € uma planta medicinal pertencente a familia Urticaceae. Ela
€ tipica das regides tropicais, sendo distribuida naturalmente na América do Sul e
Central, principalmente, no Brasil (GAGLIOTI e AGUIAR, 2020). Ela € muito utilizada
como planta medicinal por possuir propriedades farmacologicas, como anti-

inflamatoria, anti-hipertensiva (PACHECO et al.,, 2014), sedativa, cardiotdnica
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(CONSOLINI et al., 2006), antioxidante, hipoglicemiante (ARAGAO et al., 2010) e
hipotensora (CONSOLINI & MIGLIORI, 2005; MAQUIAVELI et al., 2014; RIVERA-
MONDRAGON et al., 2017). Nessa circunstancia, a C. pachystachya pode surgir
como uma alternativa para o tratamento da HAS.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Hipertenséo arterial sistémica

A Hipertenséao arterial sistémica (HAS) é definida pela Sociedade Brasileira de
Cardiologia, como hipertensos, os adultos com valores de pressao arterial sistélica
(PAS) igual ou superior a 140 mmHg e ou de pressao arterial diastélica (PAD) igual
ou superior a 90 mmHg, em pelo menos duas medidas realizadas em ocasides
diferentes na auséncia de medicamentos anti-hipertensivos. Sdo normotensos as
pessoas com PAS inferior a 120 mmHg e PAD inferior a 80 mmHg. Os valores
intermediarios acima mencionados sao considerados limitrofes (SBC, 2020). Todavia,
os riscos de desenvolvimento de doencgas cardiovasculares (DCV) aumenta
proporcionalmente a elevacao da PA (ALESSI et al., 2014).

Por ser de natureza crbnica e silenciosa, 0s sujeitos portadores tém dificuldade
de perceber o problema, e esta invisibilidade da HAS compromete ainda mais a
gualidade de vida. Esta doenca causa sérios danos ao organismo humano, pois sua
evolucdo promove alteracdes estruturais e/ou funcionais em oOrgaos-alvo, como
coracao, cerebro, rins e vaso. Sendo o principal fator de risco modificavel com
associacao independente, linear e continua para doencas cardiovasculares (DCV),
doenca renal cronica (DRC) e morte prematura. Associa-se a fatores de risco
metabolicos para as doencas dos sistemas cardiocirculatério e renal, como
dislipidemia, obesidade abdominal, intolerancia a glicose, e diabetes melito (DM)
(FOROUZANFAR et al., 2017; WHELTON et al., 2018; ANDERSON et al., 2015).

As DCV sédo a principal causa de morte, hospitalizagcdes e atendimentos
ambulatoriais em todo o mundo, inclusive em paises em desenvolvimento como o
Brasil (SBC, 2020). No ano de 2017, dados do Datasus indicaram que as DCV foram
responsaveis por 27,3% do total de mortes, dentre estas a HAS foi responsavel por
45% das mortes cardiacas. Vale ressaltar que a HA mata mais por suas lesdes nos
orgaos-alvo (BRASIL, 2017).

O estado hipertensivo esta associado com alteracfes vasculares patoldgicas
definida como “‘remodelacado vascular’. Na hipertensédo, a remodela¢do vascular
envolve alteracdes em camadas de células do musculo liso vascular, na parede do
vaso de artérias grandes e pequenas, bem como em outros componentes celulares

da parede vascular, incluindo células endoteliais (SAVOYA et al.,2011; WONG et al.,
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2010). Estas alteracdes incluem um aumento na propor¢do parede-liumem (RITT et
al., 2008), inflamagédo vascular (KASAL et al.,, 2012), espessamento da parede
condutiva e hipertrofia, que levam ao aumento da rigidez dos vasos e diminuigdo da
complacéncia arterial (KINGWELL, 2002).

A hipertensdo arterial pode ser apresentada de duas formas, priméaria ou
essencial e secundéaria ou adquirida. A hipertensdo essencial humana ndo possui
causa definida e atinge 95% dos casos de hipertenséo (SMELTZER e BARE, 2005).
J& a hipertensao secundaria é identificada com o aumento da PA decorrente de uma
causa ja identificada, e esta relacionada a uma doenca tratavel, como doencas renais
e vasculares (DINIS et al., 2017).

O controle pressorico nos casos de HAS inclui medidas ndo medicamentosas
e o0 uso de farmacos anti-hipertensivos, a fim de reduzir a PA, proteger orgéos-alvo,
prevenir desfechos CV (SBC, 2010; JAMES et al.,, 2014). A terapia com anti-
hipertensivos, além da reducdo dos niveis pressoricos, tem por finalidade diminuir a
ocorréncia de doencas cardiovasculares. As classes de medicamentos disponiveis
para uso clinico sdo os diuréticos, inibidores adrenérgicos, como agonistas alfa-2-
centrais, betabloqueadores (BB) e alfabloqueadores, vasodilatadores diretos,
bloqueadores dos canais de calcio (BCC), inibidores da enzima conversora de
angiotensina (IECA), bloqueadores do receptor AT da angiotensina 2 (BRA) e inibidor
direto da renina (SBC, 2016).

O arsenal terapéutico para o tratamento da HA encontra-se bastante
diversificado e varias classes de medicamentos anti-hipertensivos estédo disponiveis,
entretanto um namero bastante significativo de pacientes ndo atinge as metas de
controle pressérico, consideradas como adequadas durante o tratamento (SILVA et
al., 2017). Com o objetivo de reduzir este fato e garantir tratamentos mais eficazes,
faz-se necessario o estudo de novos farmacos e estratégias terapéuticas, a fim de

reduzir a pressao arterial dessa populacao.

2.2 Ratos espontaneamente hipertensos

Diversos modelos experimentais que envolvem as doencgas relacionadas ao
sistema cardiovascular séo utilizados para mimetizar a patogénese da hipertensao
arterial humana, bem como facilitar o estudo de estratégias mais eficazes para o

controle dos niveis pressoéricos (LERMAN et. al., 2005). A utilizacdo de modelos
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experimentais de hipertensdo contribui para a compreensdo dos mecanismos
envolvidos com a elevagdo da pressao arterial e auxilia no desenvolvimento de
estratégias terapéuticas (DORNAS e SILVA, 2011). Nesse contexto, cabe destacar o
modelo de hipertensdo espontanea em ratos, o rato espontaneamente hipertenso
(SHR).

Os SHR foram originalmente desenvolvidos através de seletivos
endocruzamentos, entre irmaos e irmas, de ratos da linhagem Wistar, resultando em
100% de descendentes portadores de doenca hipertensiva (OKAMOTO e AOKI, 1963;
OKAMOTO, 1966).

Os SHRs comecam a desenvolver a hipertenséo arterial com cinco semanas
de vida e a cinética das alteracbes da pressao arterial nesses animais pode ser
dividida em trés fases. A primeira fase € conhecida como fase pré-hipertensiva, essa
fase se da até a quarta semana pos nascimento e a pressao arterial € semelhante ao
dos ratos normotensos. Na segunda fase, conhecida como fase de hipertensao labil,
0s animais encontram-se com 5 a 14 semanas de idade e ha um aumento progressivo
da presséo arterial. A presséo so é estabilizada quando os animais completam a 15°
semana, onde sdo observados niveis pressoricos altos e constantes até o final da vida
(OKAMOTO e AOKI, 1963; ROCHA et al., 2010).

Desde entdo, esse modelo tem sido um dos mais utilizados na literatura devido
a sua semelhanca com a hipertenséo essencial humana (FAZAN et al., 2006). Essas
semelhancas incluem: 1) a predisposicdo genética, sem etiologia especifica, para a
HA; 2) o aumento da resisténcia vascular periférica total, sem expansao de volume; e
3) respostas similares aos tratamentos medicamentosos (TRIPPODO e FROHLICH,
1981).

Os ratos SHR sé&o reconhecidos como um bom modelo experimental para o
estudo da hipertensdo essencial humana (DORNAS e SILVA, 2011) e vem sendo
extensivamente empregado na pesquisa para a avaliacdo dos efeitos anti-

hipertensivos de muitas substancias.

2.3 Plantas medicinais

Os produtos naturais podem ser obtidos de diversas fontes, como plantas,

micro-organismos (MOs), organismos marinhos e animais, e é utilizado desde os

tempos antigos para a melhoria da satde e condi¢des de vida, tendo um aumento das
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perspectivas de sobrevivéncia (BUCAR, WUBE e SCHMID, 2012; LOPES et al, 2010).
As plantas medicinais sdo utilizadas popularmente desde a antiguidade e mesmo
antes do surgimento da escrita ja eram utilizadas ervas para fins medicinais
(TOSCANO RICO, 2011).

Apesar dos inumeros medicamentos existentes para o tratamento de diversas
patologias, 0 uso de produtos de origem natural esta se tornando cada vez mais
crescente, devido ao alto custo dos medicamentos de origem sintética, o dificil acesso
e 0s seus efeitos colaterais. E, nos dias atuais, isso contribuiu de forma direta para o
ressurgimento do uso mais frequente das plantas medicinais (BALBINOT,
VELASQUEZ e DUSMAN, 2013).

Devido ao frequente uso popular de plantas medicinais, os produtos obtidos a
partir delas foram sendo cada vez mais estudados com a finalidade de verificar a sua
atividade no organismo, bem como mecanismos de agéo envolvido no tratamento e a
cura de doencas que acometem a populacdo, tendo, portanto, a concepcao do
surgimento da producdo de medicamentos procedentes de diversas espécies
botanicas (HARVEY, EDRADA-EBEL e QUINN, 2015).

Durante os ultimos anos, as plantas medicinais atrairam a atencdo de
comunidades farmacéuticas e cientificas. Elas sdo amplamente utilizadas em muitas
comunidades do mundo e nos sistemas tradicionais de medicina, haja vista que 80%
da populacdo mundial dependem de medicamentos a base de plantas para seus
cuidados de saude primarios. Assim, € muito importante enfatizar a conservagao das
populacdes de plantas para garantir fontes farmacologicamente ativas (KFFURI, 2008;
VEIGA Jr e PINTO, 2005).

As plantas medicinais podem servir como base para o desenvolvimento de
diversos medicamentos, onde cerca de 25% de medicamentos que Sao prescritos em
todo o mundo séo produzidos a partir de plantas medicinais. No entanto, a populacéo
continua a utilizar as plantas medicinais, na sua forma mais primaria, como nos
decoctos, infusGes e outras formas de uso. Sendo necessario, que a populacdo que
utiliza plantas medicinais ou medicamentos a base de plantas tenha informacgdes
cientificas sobre o produto a ser utilizado para que tenha a certeza de consumir um
produto seguro e legitimo, além de informar sobre contraindicacdes e 0s possiveis
efeitos colaterais (WACHTEL-GALOR e BENZIE, 2011).

A complexidade em entender os eventos adversos ocorridos no uso de plantas

medicinas podem ser explicada pela diversidade de componentes existente nesses
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vegetais, pois diferente dos medicamentos, que geralmente possuem apenas um
principio ativo responséavel por sua atividade farmacoldgica, os extratos obtidos de
plantas possuem muitos componentes que podem agir em diferentes alvos
farmacolégicos (FERREIRA e PINTO, 2010). Porém, os estudos cientificos acerca
desse assunto ainda sdo insuficientes (PACHU, 2007; SILVA e HAHN, 2011).

2.4 Cecropia pachystachya

O género Cecropia (Urticaceae) compreende cerca de 70 espécies de arvores
nativas presentes nas regides tropicais das Américas do Sul e Central, sendo a
maioria presente no Brasil, onde sao distribuidas 20 espécies diferentes (GAGLIOTI
e AGUIAR, 2020; LIU e HUANG, 2016), com alta diversidade de espécies na
Amazonia e Mata Atlantica (GAGLIOTI et al., 2016).

As espécies do género Cecropia possuem troncos retos e ocos, folhas grandes
e multilobadas e variam em tamanho e cor, dependendo da espécie. Este género
apresenta comportamento pioneiro, devido ao seu rapido crescimento e facil
dispersdo de sementes, o que contribui para a utlizacdo dessas plantas na
recuperacdo de areas devastadas (ARAGAO et al., 2013; JOSE-CHAGAS et al.,
2014). E muito comum a associac¢ao simbidtica da Cecropia com formigas da espécie
Azteca. Essas formigas geralmente vivem dentro dos troncos de Cecropia,
alimentando-se de seus corpusculos Mullerianos e protegendo a arvore contra
agentes predadores externos (herbivoros) (MENDONCA et al., 2016; UCHOA et al.,
2010).

A Cecropia pachystachya (Figura 1) € uma arvore que atinge até 12 m de altura
(BERG e ROSSELLLI, 2005) e apresenta caule medindo entre 15-25 cm 20 de diametro
e flores unissexuadas. Suas folhas (Figura 2) sdo asperas e longas e os peciolos sédo
esbranquicados (LIMA et al., 2016).
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Figura 1 - Arvore do torém localizada no Horto de Plantas Medicinais da Universidade
Federal do Ceara

Fonte: SENA, 2016

Figura 2 - Folha do torém.

Fonte: SENA, 2016

A Cecropia pachystachya €, popularmente, conhecida por diversos nomes,
como “embauba”, “umbauba”, “preguica’, (PACHECO et al., 2014), madeira de Ambay
(GAGLIOTI e AGUIAR, 2020) e “torem” (BERG e ROSSELI, 2005), mas no Brasil, ela
é comumente chamada de “embauba” (UCHOA et al., 2010). A espécie Cecropia
pachystachya Trécul destaca-se por ser frequentemente utilizada na medicina
tradicional para tratamento de diversas doencas e é bastante utilizada pela populacéo
para o tratamento da diabetes, tosse e asma (ARAGAO et al., 2010; BIGLIANI et al.,
2010).
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A C. pachystachya também é utilizada na medicina popular para o tratamento
de distarbios do sistema respiratério (PACHECO et al., 2014; YAZBEK et al., 2019) e
doencas renais (MAQUIAVELI et al., 2014). Além de ser utilizada, também, por
possuirem propriedades diuréticas (MACHADO et al, 2021; PACHECO et al., 2014),
antioxidante (MACHADO et al., 2021; ARAGAO et al., 2010), anti-inflamatérias
(ARAGAO et al., 2013; PACHECO et al., 2014), anti-hipertensivas (PACHECO et al.,
2014), antidiabéticas (ARAGAO et al., 2010) e cardiotdnico (CONSOLINI et al., 2006).
Esse uso geralmente é feito com a infuséo de suas folhas (ARAGAO et al., 2010).
Algumas destas propriedades ja sdo comprovadas cientificamente.

Estudos farmacolégicos relataram atividades hipoglicEmicas e antioxidantes
para o extrato metandlico das folhas de C.pachystachya (ARAGAO et al., 2010), bem
como atividades hipotensoras apds administracdo em ratos (CONSOLINI e MIGLIORI,
2005). O extrato metandlico também apresentou efeitos anti-inflamatorios,
antinociceptivo e citotoxico (ARAGAO et al., 2013). O extrato hexanico das folhas
demonstrou efeito anti-inflamatério, bem como o sitosterol, um componente isolado,
comprovou alta atividade anti-inflamatoria (HIKAWCZUK et al., 1998).

Os extratos etanolicos do caule, das raizes e das folhas reduziram
significativamente a parasitemia de ratos infectados com a malaria (UCHOA et al.,
2010) e exibiram atividade leishmanicida (CRUZ et al., 2013). Além disso, o extrato
etandlico mostrou efeitos anti-inflamatorios e renoprotetores (DUQUE et al., 2016;
MAQUIAVELI et al., 2014). Estudos com o extrato aquoso das folhas coletadas em
florestas neotropicais e de campos montanhosos exibiram os efeitos sedativo,
cardiotonico (CONSOLINI et al.,, 2006) e hipotensor em ratos normotensos
(CONSOLINI e MIGLIORI, 2005) e neuroprotetor (GAZAL et al., 2014).

Dentre todas as atividades biologicas da C. pachystachya, destacam-se a
hipotensora, observada pela reducédo da enzima conversora de angiotensina (ECA)
(MAQUIAVELI et al.,, 2014) e pela inibicdo colinérgica no coracdo (RIVERA-
MONDRAGON et al., 2017).

Como ja foi observado que a Cecropia pachystachya tem efeito hipotensor em
ratos normotensos, com isso, 0 objetivo do nosso trabalho foi avaliar o efeito em ratos

espontaneamente hipertensos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Avaliar os efeitos hipotensores e bradicardicos induzidos pelo extrato
metandlico de Cecropia pachystachya (EMCP) em ratos espontaneamente
hipertensos (SHR).

3.2 Objetivos especificos:
1. Caracterizar os efeitos da administracdo intravenosa aguda de EMCP na
pressao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) em ratos SHR;

2. Elucidar o possivel mecanismo de agéo envolvido no efeito.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencgéo do Extrato

O extrato foi cedido pela Prof2. Dr. Elita Scio Fontes. A espécie Cecropia
pachystachya foi coletada no municipio de Juiz de Fora, MG, Brasil, no periodo de
novembro de 2004. A identificacdo do material foi feita pelo Dr. Ricardo Monteanele
de Castro, da Universidade de Feira de Santana, BA, Brasil. Um exemplar do referido
material encontra-se depositado no Herbario Leopoldo Krieger, da Universidade
Federal de Juiz de Fora (Aragéao et al, 2010).

Para a preparacdo do extrato metandlico, as folhas secas (60 g) foram
pulverizadas. A extracdo ocorreu por meio de maceracdo com metanol (3 x 200 ml),
durante 5 dias a temperatura ambiente. Apds concentragéo das solucdes, sob pressao
reduzida em evaporador rotativo, foi obtido um rendimento de 26 g do extrato bruto
(ARAGAO et al., 2010).

4.2 Animais

Foram utilizados para realizacdo dos experimentos ratos machos SHR (10 — 12
semanas de vida) pesando entre 250 e 350 g. Estes animais foram provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) e foram submetidos a
condicBes controlada de temperatura (22 £+ 1°C), ciclo claro-escuro de 24 horas (fase
clara de 6 as 18 horas/ fase escura de 18 as 6 horas) e com livre acesso a alimentacéo
e 4gua. Todos os experimentos desse estudo foram aprovados pelo Comité de Etica
em Pesquisa da UFAL, certiddo numero 009715/08-34.

4.3 Substancias

Foram utilizadas para a realizacdo dos experimentos: tiopental soédico
(Cristalia), sal sodico de heparina (Roche), sulfato de atropina (Sigma-Aldrich),
nitroprussiato de sédio (Sigma) e NC-nitro-L-arginina-metil éster (L-NAME) (Sigma).

Todas as substancias foram dissolvidas em solugéo salina 0,9%.
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4.4 Medida direta da PA e FC em ratos SHR ndo anestesiados

Os animais foram anestesiados com tiopental sédico (45 mg.kg?, i.p.), e
cateteres de polietileno (PE), um segmento de PE-10 (diametro interno e externo de
0,28 e 0,61 mm, respectivamente), soldado a um segmento de PE-50 (diametro
interno e externo de 0,58 e 0,96 mm, respectivamente), preenchidos com solucéo
salina heparinizada (1: 10 v/v), foram implantados na aorta abdominal e na veia cava
inferior, via artéria e veia femoral esquerdas, respectivamente. ApGs a insercao e
fixacdo, os cateteres foram tunelizados subcutaneamente e exteriorizados atraves de
uma inciséo na regiao cervical posterior do animal.

A pressao arterial e a frequéncia cardiaca foram medidas 24 horas ap0s o
procedimento cirdrgico pela conexdo do cateter arterial a um transdutor de presséao
(BLPR, AECAD, SP, Brasil) pre-calibrado, acoplado a um amplificador (Modelo 04P,
AECAD, SP, Brasil) e conectado a um micro-computador equipado com placa
conversora analdgico-digital e o software AQCAD (AVS Projetos, SP, Brasil). A
frequéncia escolhida para amostragem dos dados foi de 500 Hz. Para cada ciclo
cardiaco, o software calculou a pressdo arterial sistolica, diastélica e média, e 0
intervalo de pulso (referido como frequéncia cardiaca). O cateter venoso foi utilizado
para a administracdo das drogas. Apos o periodo de experimentacdo, 0os animais
foram eutanasiados por exsanguinacdo sob anestesia com tiopental sodico via

intravenosa.

4.5 Avaliacado do efeito do EMCP sobre a PA e FC de ratos SHR ndo anestesiados

Para obtencdo de uma curva dose-resposta controle, os animais foram
mantidos em aclimatacao por um periodo de no minimo 30 minutos, para estabilizacao
dos parametros cardiovasculares. Em seguida, foi administrado nitroprussiato de
sodio (10 mg.kg, i.v.) para verificar a eficacia da implantacdo do cateter venoso. Apés
15 minutos, diferentes doses do EMCP foram administradas (0,5; 1; 5; 10; 20 e 30
mg.kg?, i.v.) de forma randdmica, pela via endovenosa in bolus, com intervalos de
tempo suficiente para que os parametros cardiovasculares retornassem aos seus
valores da linha de base. Os valores de PA e FC foram computados antes (valores da

linha de base) e imediatamente apds a administracdo das doses.



22

Avaliacao da participacdo dos receptores muscarinicos e da influéncia do 6xido
nitrico sobre resposta hipotensora e bradicardica induzida pelo EMCP em ratos SHR

nao anestesiados

ApOs um registro controle, os animais foram pré-tratados com atropina, um
antagonista muscarinico ndo-seletivo (MITCHELSON, 1984) ou L-NAME, um inibidor
competitivo da sintase do NO (REES et al., 1990) e cerca de 30 minutos apds, foi
obtida uma nova curva dose-resposta para EMCP (0,5; 1; 5; 10; 20 e 30 mg.kg?, i.v.).
Alteracdes na PA e FC induzidas por EMCP foram comparadas antes (valores da linha

de base) e apés o tratamento com os respectivos bloqueadores.

4.6 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como a média + erro padrdo da média
(e.p.m.). Os testes t de Student para amostras ndo pareadas ou analise de variancia
“one-way” (ANOVA), seguida do poés-teste de Bonferroni, foram utilizados quando
necessario para avaliar a significancia das diferencas entre as meédias, sendo
consideradas significativas quando valor obtido para “p” foi menor que 0,05 (p < 0,05).
Em todos estes procedimentos foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism

versao 5.02°.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeitos do EMCP sobre a PA e FC em ratos SHR ndo anestesiados

Em ratos SHR, EMCP (0,5; 1; 5; 10; 20 e 30 mg.kg™, i.v.) promoveu hipotenséo
(-6,1 + 1,1%; -6,9 £ 0,6%; -12,4 £+ 2,4%; -14,2 + 2,3%; -28,9 + 4,0%; -35,4 + 2,8%,
respectivamente), associada a bradicardia (5,6 + 3,2%; -2,0 £ 3,7%; 0,4 £ 2,2 %; -8,8
+9,8%; -63,5 + 5,8%; -73,0 + 1,7%, respectivamente), de maneira ndo dependente de

dose (Fig. 3).

Figura 3 - Efeito do EMCP sobre a PA e a FC em ratos SHR. Efeito hipotensor (A) e
bradicardico (B) induzidos pela administracao aguda de doses crescentes do EMCP (0,5; 1;
5; 10; 20 e 30 mg.kg-1, i.v.) em animais hdo-anestesiados (n = 5). Valores estdo expressos

como média + e.p.m.
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5.2 Avaliacdo da participacdo dos receptores muscarinicos sobre resposta
hipotensora e bradicardica induzida pelo EMCP em ratos SHR néo anestesiados

Apds a administracdo da atropina (2 mg.kg™, i.v.), houve atenuacéo significativa
das respostas hipotensoras nas primeiras doses e na duas ultimas o efeito foi revertido
(0,3 £ 1,1%; -3,1 + 3,4%; -2,9 + 2,7%; -10,1 + 1,8%; 31,8 £ 0,2%; 35,6 = 4,1%,
respectivamente). A resposta bradicardica também foi atenuada significativamente
nas doses de 0,5; 20 e 30 mg.kg™ (-5,4 + 3,6%; 0,9 + 2,0%; 0,0 + 3,4%; 4,7 + 1,7%);
4,2 +2,3%; 4,9 + 1,1%, respectivamente) (Fig. 4).

Figura 4 - Efeito da atropina sobre as respostas hipotensora e bradicardica do EMCP. Efeito
da atropina (2 mg.kg-1, i.v.) sobre a resposta hipotensora (A) e bradicardica (B) induzida
pela administracédo aguda de doses crescentes do EMCP (0,5; 1; 5; 10; 20 e 30 mg.kg %, i.v.)
em ratos SHR ndo-anestesiados (n = 5). Valores estdo expressos como média + e.p.m. *p <
0,05; * p < 0,01 e *** p < 0,001 versus controle.
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5.3 Avaliacdo da influéncia do 6xido nitrico sobre resposta hipotensora e
bradicardica induzida pelo EMCP em ratos SHR ndo anestesiados

Apés a administracdo do blogueador L-NAME (20 mg.kg?, i.v.), as doses 1; 5;

20 e 30 mg.kg? foram capazes de atenuar, de maneira significativa, a resposta
hipotensora promovida pelo EMCP (-3,6 + 0,9%; -1,6 = 1,2%; -6,2 + 1,3%; -10,7 *
2,4%; -17,6 £ 2,7%; -20,1 £ 5,4%, respectivamente). Entretanto, ndo houve alteracao
significativa na resposta bradicardica (2,0 + 2,5%; 1,2 + 1,7%; -6,0 + 5,3%; -19,2 +
10,1%; -54,1 + 9,9%; -57,0 + 10,9%, respectivamente) (Fig. 5).

Figura 5 - Efeito do L-NAME sobre as respostas hipotensora e bradicardica do EMCP.

Efeito do L-NAME (20 mg.kg-1, i.v.) sobre a resposta hipotensora (A) e bradicardica (B)

induzida pela administracdo aguda de doses crescentes do EMCP (0,5; 1; 5; 10; 20 e 30

mg.kg?, i.v.) em ratos SHR n&o-anestesiados (n = 5). Valores estdo expressos como média
te.p.m. *p<0,05e* p<0,01 versus controle.
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6 DISCUSSAO

Este estudo objetivou caracterizar os efeitos hipotensor e bradicardico
produzidos pelo extrato metandlico da Cecropia pachystachya (EMCP), além de
determinar os possiveis 0s possiveis mecanismos de acao responsaveis por estes
efeitos. Para isto, empregamos abordagens experimentais in vivo. E o principal
achado deste estudo é que em ratos conscientes, a administracdo aguda do EMCP
produziu um efeito hipotensor e bradicardico independente de dose.

Os ratos SHR foram originalmente desenvolvidos através de seletivos
endocruzamentos, entre irmaos e irmas, de ratos da linhagem Wistar, resultando em
100% de descendentes portadores de doenca hipertensiva (OKAMOTO e AOKI, 1963;
OKAMOTO, 1966). Desde entéo, esse modelo tem sido um dos mais utilizados na
literatura devido a sua semelhanca com a hipertenséo essencial humana (FAZAN et
al., 2006), pois, como na hipertensdo humana, os SHR também possuem
predisposicdo genética, sem uma causa especifica para desenvolver a hipertenséo
arterial, ha um aumento na resisténcia vascular periférica total, sem expanséo de
volume e além desses fatores, eles respondem de forma similar aos tratamentos
medicamentosos (TRIPPODO e FROHLICH, 1981). Devio a isso, 0s ratos
espontaneamente hipertensos sdo reconhecidos como um modelo experimental
adequado para o estudo da hipertensdo humana, e a cada vez mais esta sendo
empregado na pesquisa para avaliar possiveis substancias com efeito anti-
hipertensivo (DORNAS e SILVA, 2011).

Estudos com o extrato aquoso das folhas de C. pachystachya demonstraram
sua capacidade de promover efeito hipotensor em ratos normotensos (CONSOLINI e
MIGLIORI, 2005), no entanto ndo ha estudos que mostrem esse efeito em um modelo
animal de hipertensédo. Portanto, iniciaram-se os estudos para avaliar o efeito do
EMCP em ratos SHR.

Como a anestesia modifica o funcionamento dos principais sistemas de
regulacdo da pressao arterial tais como o0 sistema renina-angiotensina, o sistema
nervoso simpatico e o baroreflexo (FLUCKIGER et al.,1985; DORWARD et al., 1985),
produz depressao de algumas sinapses do sistema nervoso central, alterando as
respostas autonémicas (KORNER et al., 1968; WHITE & MCRITCHIE, 1973,
ZIMPFER et al., 1982), além de outros efeitos sobre os sistemas basicos de controle
fisiol6gico da presséao arterial (FLUCKIGER et al., 1985; SMITH & HUTCHINS, 1980),
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utilizamos como metodologia, medidas da pressao arterial (PA) em animais
normotensos n&do anestesiados.

A fim de avaliar se o extrato possui efeitos sobre a PA e FC de ratos SHR,
doses randdémicas do mesmo foram administradas por via intravenosa e foi observado
gque EMCP promoveu efeito hipotensor, associado a bradicardia, ambos de maneira
independente de dose.

Ja € bem descrito na literatura que a funcéo do nodo sinoatrial € regulada pelo
sistema nervoso autbnomo, por acdo parassimpatica, através da estimulacdo de
receptores muscarinicos cardiacos do subtipo M2 (CAULFIELD, 1993; PETERSON et
al., 1984). A ativacao desses receptores promove intensa bradicardia, decorrente do
aumento na condutancia ao K* e inibicdo dos canais para Ca?*. Essa bradicardia é
seguida de hipotenséo, devido a queda no débito cardiaco (BARBOSA et al., 2004).
Com base nessa informacéao, decidiu-se avaliar se os efeitos hipotensor e bradicardio
do EMCP estariam relacionados a uma ativacédo desses receptores no coracao. Para
isto, foi realizada uma curva dose-resposta na presenca de atropina, um antagonista
nao-seletivo dos receptores muscarinicos (MITCHELSON, 1984). Nestas condic¢des,
observou-se que apos a administracdo de atropina a hipotensdo foi atenuada e
revertida nas ultimas doses e a bradicardia foi praticamente abolida. Desta forma, é
possivel observar que existe participacdo dos receptores muscarinicos nos efeitos
induzidos por EMCP.

Além dos receptores Mz, outro subtipo de receptor muscarinico esta envolvido
nas agoes cardiovasculares, o receptor Mz. Esses receptores estéo localizados nas
células endoteliais vasculares e sua ativagdo promove hipotensdo por consequéncia
de uma intensa vasodilatacdo (STENGEL et al., 2000). A estimulacao dos receptores
Ms resulta na ativacdo da enzima fosfolipase C, que converte o PIP2 em inositol 1, 4,
5, trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), aumentando a [Ca?*]i nas células endoteliais,
em que o Ca?" se liga a calmodulina, formando o complexo CAM-Ca?*. Em
consequéncia disto, a enzima NO sintase € ativada, havendo sintese de NO, a partir
da L-arginina. Devido a natureza lipofilica do NO, difunde-se através das células da
musculatura lisa adjacentes, e atua estimulando a enzima guanilil ciclase,
metabolizando o GTP e transformando-o em GMPc, que por sua vez, ativa a proteina
cinase G (PKG), promovendo a recaptacdo de Ca?* para os estoques intracelulares,
via bomba de calcio (SERCA), abertura dos canais de K*; fechamento dos canais de

Ca?*. Todos estes eventos levam a reducdo da concentracdo de célcio intracelular e
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vasorrelaxamento (VIARO et al.,, 2000; FURCHGOTT, 1983; VANHOUTTE e
BOULANGER, 1995).

O endotélio desempenha um importante papel na manutencdo da homeostasia
vascular, controla o tbnus da musculatura lisa vascular pela producéo de mediadores
gue podem produzir vasodilatacdo ou vasoconstricdo, regulando a presséo arterial
(REES et al., 1989; MONCADA et al., 1991).

Respostas mediadas pelo NO podem ser bloqueadas por andlogos da L-
arginina, como o L-NAME, e se apresentam como inibidores competitivos da enzima
NO-sintase (REES et al., 1989). Em geral, o bloqueio da sintese do NO com estes
inibidores causam um aumento de longa duragéo, dependente da dose, na pressao
sanguinea (FORSTER et al., 2001).

Com o intuito de avaliar se o NO liberado pelas células endoteliais poderiam
estar participando dos efeitos induzidos pelo EMCP, foi realizada um curva dose-
resposta na presenca de NC-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), um inibidor
competitivo da NO sintase (MONCADA e HIGGS, 1993). Os resultados obtidos
mostraram que a resposta hipotensora induzida pelo extrato foi atenuada
significativamente, mas néo abolida. Isto sugere que parte da hipotensdo promovida
pelo EMCP resulta em diminuicdo da resisténcia vascular periférica total, devido a
uma estimulacdo dos receptores Mz e liberacdo de NO. Em contrapartida, a
bradicardia promovida pelo EMCP néo foi alterada ap6s bloqueio com L-NAME, o que
demonstra que o NO néo participa do efeito bradicardico do extrato. Estes resultados
corroboram com os achados de Consolini e Migliori (2005), no qual o extrato aquoso
de C. pachystachya promoveu hipotensdo em ratos normotensos, devido bloqueio do
sistema nervoso autbnomo simpatico.

Com os resultados acima, podemos concluir que a Cecropia pachystachya
produz efeitos hipotensor e bradicardico devido a ativacdo de receptores
muscarinicos. Entdo ha perspectivas de avaliar os efeitos através de estudos in vitro
com a artéria mesentérica superior pra investigar melhor o efeito hipotensor, e avaliar

atrios isolados pra observar o efeito a nivel cardiaco.
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7 CONCLUSAO

E possivel concluir que o extrato metandlico da Cecropia pachystachya é capaz
de promover efeito hipotensor e bradicardico em ratos espontaneamente hipertensos,
independente da dose. Esses efeitos parecem estar relacionados com a ativacao dos

receptores muscarinicos endoteliais e cardiacos.
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