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RESUMO

Cuphea P. Browne € o maior género da familia Lythraceae, representado por cerca
de 260 espécies. Vérias espécies de Cuphea sao utilizadas medicinalmente como
anti-inflamatorias, diaforéticas, diuréticas, anti-hipertensivas e cardioprotetoras.
Cuphea calophylla subsp. mesostemon (Koehne) Lourteig é uma espécie herbacea
de crescimento espontaneo que ocorre em campos, bordos de mata, e beiras de
estradas no Brasil. Apresenta morfologia similar com outras espécies de Cuphea,
criando confusdes na identificacdo das espécies. Devido a semelhanga morfoldgica,
diferentes espécies conhecidas como sete-sangrias no Brasil sdo usadas para os
mesmos fins terapéuticos. Os principais objetivos do presente trabalho foram i)
caracterizar a morfoanatomia de folhas e caules de C. calophylla subsp.
mesostemon; ii) avaliar a seguranca em relacdo a toxidade do sobrenadante
etandlico do infuso de Cuphea calophylla (ESCC); e iii) investigar as atividades
diuréticas, hipotensoras, vasodilatadoras e antioxidantes do (ESCC) nas doses de
30, 100 e 300 mg/kg. Para a analise botanica, o material vegetal foi analisado
através da microscopia Optica e microscopia eletrdbnica de varredura.
Morfologicamente, Cuphea calophylla subsp. mesostemon apresenta folha de
contorno oval, base arredondada, apice agudo, margem lisa e filotaxia oposta. O
peciolo e caule sado cilindricos. Anatomicamente, a folha é anfiestomatica, com
epiderme unisseriada e mesofilo dorsiventral com goticulas de 6leo. Os estématos
sdo anomociticos e diaciticos. Os tricomas sdo de trés tipos: tipo a) glandular,
pluricelular e plurisseriado; tipo b) tector, verrucoso e aderido a epiderme e tipo c)
tector, pluricelular e unisseriado. A nervura central em seccdo transversal é
ligeiramente cbncavo-convexa e o sistema vascular é bicolateral formado por feixe
anico e central em arco aberto. O caule possui formato circular e epiderme
unisseriada. A analise elementar dos cristais indica que sao de oxalato de célcio. Os
testes histoquimicos demonstraram a presenca de compostos fendlicos, lipofilicos,
lignificados e grdos de amido em varios tecidos da planta. Para a avaliacdo
farmacolégica o ESCC foi obtido por infusdo segundo métodos padronizados com
algumas modificagdes. Foram utilizados ratos machos e fémeas da linhagem Wistar
de 8 a 12 semanas e entédo realizados os ensaios biologicos. O ESCC (2000 mg/kg)
ndo apresentou efeitos toxicos agudos estimando-se, portanto DLsg acima de 2000
mg/kg. Na avaliacéo da atividade diurética aguda o ESCC (30, 100 e 300 mg/kg) nédo
apresentou efeito diurético significativo. No entanto, na diurese prolongada na dose
de 30 mg/kg no dia 7 foi possivel observar uma diferenca significativa. Nos testes da
atividade hipotensora, nenhum dos tratamentos foi capaz de promover uma
alteracdo significativa nos niveis de presséao arterial ou frequéncia cardiaca. O ESCC
foi avaliado em relacdo aos efeitos vasodilatadores em leito mesentérico isolado e
perfundido, porém ndo foi observada acdo vasodilatadora. Para a avaliacdo do
potencial antioxidante, no tecido cardiaco os grupos tratados com o ESCC nas trés
doses (30, 100 e 300 mg/kg) apresentaram diferencas significativas em relagdo ao
grupo controle na atividade da enzima superéxido dismutase (SOD).

Palavras-chave: Cuphea calophylla; sete-sangrias; morfoanatomia; diurese;
hipertenséao.



ABSTRACT

Cuphea P. Browne is the largest genus of the family Lythraceae, represented by
about 260 species. Several species of Cuphea are used medicinally and are reported
to have anti-inflammatory, diaphoretic, diuretic, antihypertensive and cardioprotective
properties. Cuphea calophylla subsp. mesostemon (Koehne) Lourteig is an
herbaceous plant growing naturally in the fields, forest edges and along roadsides in
Brazil. It shares similar morphological features with several other species of Cuphea
creating confusions in the species identification. Due to the morphological similarity,
different species known as seven-sangrias in Brazil are used interchangeably for the
same therapeutic purposes. The main objectives of the present work were i) to
characterize the morpho-anatomy of leaves and stems of C. calophylla subsp.
mesostemon; ii) to evaluate the safety of ethanol-soluble fraction from Cuphea
calophylla (ESCC) of the taxon in relation to its toxicity; and iii) to investigate the
diuretic, hypotensive, vasodilatory and antioxidant effects of ESCC at 30, 100 and
300 mg/kg doses. For the botanical analysis, the plant materials were analyzed by
light and scanning electron microscopy. Morphologically, the leaves of C. calophylla
subsp. mesostemon are opposite, ovate in shape with a rounded base, acute apex
and smooth margins. The petioles and stems are cylindrical. Anatomically, the leaf is
amphistomatic, with uniseriate epidermis and dorsiventral mesophyll containing oil
droplets. Two types of stomata, namely anomocytic and diacytic, are present. The
trichomes are of three types: a) glandular, multicellular, multiseriate; b) non-
glandular, warty, adpressed; and c) non-glandular, multicellular, uniseriate. In cross-
section, the midrib is slightly concave-convex in outline and possesses a central
beam of bicollateral vascular system in open arch. The stem is circular in shape and
covered by a uniseriate epidermis. Elemental analysis of the crystals shows that they
are of calcium oxalate. The histochemical tests indicate the presence of lipophilic,
lignified, phenolic compounds and starch grains in various tissues of the plant. For
the pharmacological evaluation, the ESCC was obtained by infusion using standard
methods with some modifications. Male and female Wistar rats of 8 to 12 weeks old
were used for biological studies. In the tests for toxicity, the ESCC (2000 mg/kg)
showed no acute toxic effects and therefore the estimated LDsy was above 2000
mg/kg. In the evaluation for diuretic activity, the ESCC (30, 100 and 300 mg/kg) did
not present significant diuretic effect. However, on prolonged diuresis at the dose of
30 mg/kg on day 7, a significant difference was observed. In the tests for hypotensive
activity, none of the treatments was able to promote a significant change in blood
pressure levels or heart rate. The ESCC was then evaluated for vasodilator effects in
isolated and perfused mesenteric bed, but no vasodilator action was observed. For
the valuation of the antioxidant potential, in the cardiac tissue the groups treated with
the ESCC in the three doses (30, 100 and 300 mg / kg) presented significant
differences in relation to the control group on activity of the superoxide dismutase
(SOD).

Keywords: Cuphea calophylla; seven-sangrias; morphoanatomy; diuresis;
hypertension.
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1 INTRODUCAO

A hipertenséo arterial sistémica (HAS) é a doenca circulatéria mais prevalente
e € comumente associada a alteracdes metabdlicas, que acarretam ao maior risco
para desenvolvimento de doencgas cardiovasculares, insuficiéncia renal entre outras
(WILLIAMS et al., 2004; GODFRAIND, 2006). A HAS gera o aumento dos custos dos
sistemas de salde, afetando a economia mundial. O grande impacto global da
hipertenséo arterial sistémica nos servicos de saude tem levado maior interesse na
investigacdo da eficacia e seguranca de drogas anti-hipertensivas baseadas no uso
tradicional de produtos naturais nas ultimas décadas (VASCONCELOS et al., 2018).

A exemplo disso, o género Cuphea pertencente a familia Lythraceae possui
espécies conhecidas popularmente como sete-sangrias (C. glutinosa Cham. &
Schltdl., C. carthagenensis (Jacq.) J.F.Macbr., C. calophylla Cham. & Schltdl. e C.
ingrata Cham. & Schltdl) que sdo empregadas como anti-hipertensivas,diuréticas,
cardioprotetoras, anti-inflamatérias e diaforéticas (REITZ, 1969; KISSMANN;
GROTH, 1991; LORENZI; MATOS, 2008; ZAGO et al, 2009; CAVALCANTI;
GRAHAM, 2015). Farmacologicamente, atividades cardiovasculares,
cardioprotetoras, diuréticas, anti-hipertensivas e anti-inflamatérias tém sido
comprovadas para algumas espécies do género (BRAGA et al., 2000; SCHULDT et
al., 2000; KREPSKY et al., 2012; PRANDO et al., 2015; BARBOZA et al., 2016;
RAMIREZ-ATEHORTUA et al., 2018).

Cuphea carthagenensis € considerada uma representante de destaque no
género, pois € uma importante espécie medicinal nativa dos estados do Sul do Brasil
e tem atraido a atencdo da comunidade cientifica por seu expressivo uso popular no
tratamento da  hipertensdo, aterosclerose e  distirbios  circulatorios
(VENDRUSCOLO; MENTZ, 2006; BOLSON et al., 2015). Os efeitos benéficos de C.
carthagenensis tém sido atribuidos a sua capacidade de causar vasodilatacao
arterial (SCHULDT et al., 2000; KREPSKY et al., 2012; SCHAEDLER et al., 2018),
diminuir os lipidios séricos (BIAVATTI et al., 2004) e reduzir o estresse oxidativo em
ratos (SCHULDT et al., 2004; PRANDO et al., 2015).

Cuphea calophylla Cham. & Schtdl. subsp. mesostemon (Koehne) Lourteig é
uma espécie herbacea ruderal de crescimento espontaneo que ocorre em campos,
bordos de mata, beiras de estradas e pastagens em todo o Brasil (LUSA; BIASI,

2011). Apresenta morfologia similar com outras espécies de Cuphea, sendo no
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Brasil utilizada pela populagio para as mesmas atividades terapéuticas. E
considerada espécie afim de C. carthagenensis (LORENZI; MATOS, 2008). Na
Colémbia é utilizada na medicina popular como anti-inflamatério e essa atividade foi
comprovada nos estudos de Ramirez-Atehortta et al. (2018).

As plantas medicinais nativas utilizadas na medicina popular crescem
naturalmente nos diferentes biomas brasileiros e € comum a confusdo entre
diferentes representantes conhecidos pelo mesmo nome popular e usados
indiscriminadamente para a mesma finalidade terapéutica (DEGEN et al., 2005).
Incontestavelmente, uma das principais causas de equivocos na identificacdo de
farmacos vegetais € o uso inadequado dos nomes populares. E frequente uma
mesma espécie vegetal possuir diversos nomes vulgares e, por outro lado, um nome
comum pode designar diversas espécies vegetais (DEGEN et al., 2005; LORENZI,
MATOS, 2008).

Considerando o grande impacto da hipertensdo nos servicos de saude em
todo o mundo, as confusGes na identificacdo de diferentes espécies de Cuphea
devido as suas semelhancas morfolégicas e ao uso do mesmo nome popular, o
objetivo desse trabalho € ampliar o arsenal terapéutico, investigando a eficacia e a
seguranca de C. calophylla como droga anti-hipertensiva, diurética e vasodilatora;
valorizar a cultura local e dar suporte cientifico ao uso seguro de plantas medicinais
e caracterizar anatomicamente as folhas e caules de C. calophylla a fim de fornecer
subsidios botanicos de identificacdo e diferenciacdo das demais espécies de

Cuphea.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a avaliacdo farmacobotéanica e farmacoldgica de Cuphea calophylla

SUbSp. mesostemon

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar o0s caracteres morfolégicos externos (macroscopicos) e
anatdmicos (microscopicos) da folha e caule de Cuphea calophylla subsp.
mesostemon;

Realizar o estudo histoquimico da folha e caule de Cuphea calophylla subsp.
mesostemon a fim de investigar os grupos metabdlicos presentes;

Obter o extrato aquoso purificado das partes aéreas de Cuphea calophylla
subsp. mesostemon;

Investigar a toxicidade aguda do sobrenadante etandlico do infuso de Cuphea
calophylla subsp. mesostemon;

Avaliar a atividade diurética aguda e prolongada do sobrenadante etandlico
do infuso de Cuphea calophylla subsp. mesostemon,;

Avaliar a atividade hipotensora do sobrenadante etandlico do infuso de
Cuphea calophylla subsp. mesostemon;

Investigar a reatividade vascular em leito mesentérico isolado e perfundido do
sobrenadante etandlico do infuso de Cuphea calophylla subsp. Mesostemon,;

Avaliar o potencial antioxidante do sobrenadante etandlico do infuso de

Cuphea calophylla subsp. Mesostemon.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 FAMILIA LYTHRACEAE

A familia Lythraceae pertence a ordem Myrtales e compreende
aproximadamente 32 géneros e cerca de 620 espécies. Sao plantas de distribuicao
mundial, especialmente em regides tropicais e subtropicais. Lythraceae é
representada por subarbustos, arbustos, arvores e até plantas aquaticas. Dentre os
géneros de Lythraceae, Lagerstroemia L. é descrito como 0 mais antigo, enquanto
que Cuphea P. Browne é o mais recente (BARROSO, 1991; ZAGO et al., 2009;
VALE et al., 2012; XU; DENG, 2017).

Importantes espécies medicinais de Lythraceae séo descritas com inUmeras
atividades biolégicas. Lafoensia pacari A. St.-Hil. demonstrou atividade biolégica em
um ensaio fitoquimico e antibacteriano, indicando a sensibilidade frente a diferentes
bactérias. Além da atividade antimicrobiana, L. pacari demonstrou também atividade
antioxidante vinculada aos seus constituintes quimicos, especialmente compostos
fendlicos como os polifenois e flavonoides. Lawsonia inermis L., conhecida
popularmente como hena e amplamente utilizada na extragcdo de seu corante possui
varias atividades bioldgicas descritas, como antibacteriana, antiparasitaria, anti-
inflamatoria e antioxidante. Atividade hepatica foi observada através do extrato
metandlico das flores de Woodfordia fruticosa (L.) Kurz. Os resultados indicaram que
o tratamento realizado com o extrato reduziu os efeitos da fibrose hepética cronica
(FIRMO et al., 2014; SEMWAL et al., 2014; NITHA et al., 2014; BURQUE et al.,
2015).

Outra atividade bioldgica analisada na familia Lythraceae foi no extrato
etandlico da casca de Punica granatum L. (romd) em que o extrato reduziu
significativamente a replicagdo viral do BoHV-1 Colorado em embrides murinos
experimentalmente infectados. Extratos e fragdes do género Ammannia como A.
multiflora Roxb., A. baccifera L., A. verticillata (Ard.) Lam. e A. coccinea Rottb.,
apresentaram atividade antiplasmaodica significativa, justificando um potente uso no
tratamento da malaria. Em um estudo realizado no México, que avaliou os efeitos
anti-hipertensivos e vasorrelaxantes de Heimia salicifolia (Kunth) Link, constatou que

a espécie possui efeito vasodilatador dependente da liberagcdo de 6xido nitrico
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quando administrado em leito mesentérico vascular (UPADHYAY et al., 2013;
PALAZZI et al., 2015; HERNANDEZ et al., 2018).

3.2 GENERO Cuphea

O género Cuphea é o maior e um dos mais importantes da familia Lythraceae
sendo representado por 260 espécies nativas do Brasil, mas ndo endémicas,
podendo ser encontradas no México e América do Norte (CAVALCANTI; GRAHAM,
2015). Habitam locais umidos e terrenos pedregosos (GRAHAM; FREUDENSTEIN;
LUKER, 2006; BARBER et al., 2010; KREPSKY, 2011).

Apresentam porte herbaceo a arbustivo, sdo anuais ou perenes e florescem
preferencialmente na primavera e no verdo (REITZ, 1969; KISSMANN;
GROTH,1991; ZAGO et al., 2009; BARBER et al., 2010).

Ha registro de 104 espécies de Cuphea no Brasil, sendo que 71 sdao
endémicas. Em todos os biomas brasileiros podem ser encontradas as espécies
registradas do género, porém com maior prevaléncia no Cerrado. Na Serra do
Espinhaco em Minas Gerais e na Chapada Diamantina na Bahia é possivel verificar
uma alta diversidade de espécies de Cuphea (KREPSKY et al., 2012; CAVALCANTI,
GRAHAM, 2015).

Algumas espécies do género sdo conhecidas popularmente como sete-
sangrias e utilizadas na medicina tradicional como diuréticas, anti-hipertensivas,
cardioprotetoras, anti-inflamatérias e diaforéticas (REITZ, 1969; KISSMANN;
GROTH, 1991; LORENZI, MATOS, 2008; ZAGO et al, 2009).

Quimicamente, espécies do género contém flavonoides, a exemplo da
ramnetina, isoramnetina, kaempferol, flavonas, triterpenoides, &cidos graxos de
cadeia curta e média (acido caprilico, caprico, laurico e miristico) e taninos
hidrolisaveis, incluindo elagitaninos (SANTOS et al, 1995; FILICHKIN et al., 2006;
ZAGO et al., 2009). Devido a producao de acidos graxos de cadeia curta e média e
Oleos fixos, algumas espécies de Cuphea podem ser utilizadas na fabricacdo de
detergentes, plasticos e lubrificantes (LUSA; BIASI, 2011).
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3.3 Cuphea carthagenensis (Jacq.) J. F. Macbr

Cuphea carthagenensis € uma espécie medicinal nativa dos estados do sul do
Brasil e € considerada a espécie de Cuphea de maior destaque devido suas
propriedades medicinais. Tem atraido a atencdo da comunidade cientifica por seu
expressivo uso na medicina tradicional para o tratamento da hipertensao,
aterosclerose e disturbios circulatérios (VENDRUSCOLO; MENTZ, 2006; BOLSON
et al., 2015). Dentre as atividades bioldgicas de C. carthagenensis, destacam-se a
capacidade de causar vasodilatagéo arterial (SCHULDT et al., 2000; KREPSKY et
al., 2012), diminuir os lipidios séricos (BIAVATTI et al., 2004) e reduzir o estresse
oxidativo em ratos (SCHULDT et al., 2004; PRANDO et al., 2015).

3.4 Cuphea calophylla CHAM. & SCHTDL. subsp. mesostemon (KOEHNE)
LOURTEIG

Cuphea calophylla subsp. mesostemon € conhecida popularmente como sete-
sangrias e apresenta como sinonimia Cuphea plumbaginea Mart. De acordo com a
etimologia da palavra o termo “calophylla” vem do grego kalés = lindo e phyllon =
folha, uma referéncia a beleza da folhagem, enquanto que “mesostemon” relaciona-
se com a insercdo dos estames, 0s quais ocorrem na regido mediana do tubo floral
(FACCO, 2015).

E uma espécie herbacea ruderal de crescimento espontaneo que ocorre em
campos, bordos de mata, beiras de estradas e pastagens em todo o Brasil (LUSA;
BIASI, 2011). Apresenta distribuicdo ampla na América do sul (Figura 1), habitando a
Argentina, Bolivia, Paraguai e Brasil (Goias, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Séo
Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul) (CAVALCANTI; GRAHAM,
2015).
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Figura 1 - DistribuicAo geogréfica de Cuphea calophylla Cham. & Schtdl. subsp. mesostemon
(Koehne) Lourteig

Fonte: GBIF. Global Biodiversity Information Facillity. Disponivel em:
<https://www.gbif.org/species/search?q=>. Acesso em: 03/09/2018.

Possui morfologia similar a outras espécies de Cuphea: C. carthagenensis, C.
racemosa e C. glutinosa (Figura 2). No Brasil é utilizada popularmente para as
mesmas atividades terapéuticas como diurética, anti-hipertensiva e anti-inflamatoria
(LORENZI; MATOS, 2008). Apesar de C. calophylla ser usada com os mesmos fins
medicinais de outras espécies de Cuphea, ndo ha estudos que comprovem essas
atividades farmacoldgicas. Na Coldmbia é utilizada como anti-inflamatério, atividade
foi comprovada nos estudos de Ramirez-Atehortua et al. (2018).

Figura 2 - Espécies de Cuphea

Legenda: A. Cuphea carthagenensis (Jacq.) J.F.Macbr. B. Cuphea racemosa (L.f.) Spreng. C.
Cuphea glutinosa Cham. & Schitdl. D. Cuphea calophylla Cham. & Schtdl. subsp. mesostemon
(Koehne) Lourteig. Fonte: Figuras A e B: FACCO, M. G. Estudo taxonémico do género Cuphea P.
Browne (Lythraceae) no Rio Grande do Sul, Brasil. (Mestrado em Botanica) — Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2015. Figura C: GBIF. Global Biodiversity Information Facillity.
Disponivel em:<https://www.ghif.org/species/search?q=>. Figura D: a autora.
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3.5 DOENCAS CARDIOVASCULARES

As doencas cardiovasculares (DCVs) abrangem as doencas do coracao,
doencas vasculares do cérebro e doencas dos vasos sanguineos. Sao a principal
causa de morte do mundo com cerca de 17,3 milhdes de mortes por ano. Podem ser
ocasionadas devido a aterosclerose como doenca cardiaca isquémica ou doenca
arterial coronariana (como exemplo, ataque cardiaco), doenca cerebrovascular
(como exemplo, acidente vascular cerebral), doencas de artérias (como exemplo,
hipertenséo arterial). Outras DCVs incluem cardiopatia congénita, doenca cardiaca
reumatica, cardiomiopatias e arritmias cardiacas (WHO, 2011).

No periodo de 1990 a 2009, foi possivel observar uma progressiva reducao
na mortalidade causada por doencas cardiovasculares no Brasil, entretanto, 0s
dados ainda sao alarmantes. Em 2010 ocorreram 326.371 mortes chegando a
383.961 no ano de 2017. Considerando dados atuais do IBGE ha uma mudanca da
estrutura etaria do Brasil, a proporcdo de idosos estd aumentando assim como a
expectativa de vida do brasileiro, portanto a incidéncia de doenca cardiovascular
tende a aumentar. Existem fatores de risco que podem estar relacionados com o
progressivo aumento na incidéncia das mortes por DCVs como o colesterol,
tabagismo, sedentarismo, diabetes, estresse e hipertensdo. Para isso, é importante
a otimizacdo no controle desses fatores de risco (MANSUR; FAVARATO, 2012;
SIQUEIRA et al., 2017; SBC 2018).

3.5.1 Hipertensao arterial sistémica (HAS)

A hipertenséo arterial sistémica, condicao clinica multifatorial, € definida com
valores mensurados de pressao arterial sistélica (PAS) maiores ou igual a 140
mmHg e de pressao arterial diastélica (PAD) maiores ou igual a 90 mmHg. Porém,
com a elevacao da presséo arterial a partir de 115/75 mmHg ja ocorre o aumento
progressivo da mortalidade por doenca cardiovascular (SBC, 2018).

A doenca é caracterizada como o nivel de pressao arterial em que o0s
beneficios da terapia (farmacolégico ou ndo) superam os riscos do tratamento. Além
disso, estudos clinicos apontam que através da detecgdo, do tratamento e do
controle da hipertensdo ha uma importante reducéo de eventos cardiovasculares. A

exemplo disso, um estudo de coorte observacional internacional mostra que os
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niveis elevados de HAS se relacionam ao aumento de eventos cardiovasculares em
individuos com hipertensédo e doenca arterial coronariana (SBC, 2018; PETIOT et
al., 2016; ESC, 2018).

A prevaléncia global da hipertenséo foi estimada em 2015 com 1,13 bilhdes
de casos, sendo 30 a 45% prevalentes nos adultos, 20 e 24% em mulheres e
homens respectivamente. A alta predominancia da doenca ndo possui relagdo com
status de renda, mas se torna gradualmente mais frequente com o aumento da
idade, com prevaléncia maior de 60% em individuos com mais de 60 anos. O
namero de hipertensos tende a aumentar de 15 a 20% em 2025 chegando proximo a
1,5 bilhdo de casos (ESC, 2018).

A HAS é classificada em dois tipos: hipertensdo primaria ou essencial e
hipertensdo secundaria. A hipertensdo secundaria ocorre em menor proporcao e
atinge de 5 a 10% de individuos hipertensos. Decorre de causas identificaveis como
diabetes e danos renais, dessa forma tem maior possibilidade de ser tratada. Por
outro lado, a hipertensédo primaria possui maior proporcdo de acometimentos (90 a
95%) sendo causada por multiplos fatores como idade, dieta e estilo de vida. Como
ndo possui causa definida, esse tipo de hipertensdo se torna mais dificil de ser
identificada. A hipertensdo também pode ser classificada com a medida casual no
consultério podendo chegar a 3 estagios, instalada no primeiro estagio a partir de
140 mmHg de PAS e 90 mmHg de PAD. O terceiro estagio ocorre em valores
maiores ou iguais a 180 mmHg de PAS e 110 mmHg de PAD (AL DISI et al., 2016;
SBC 2018).

Medidas podem ser adotadas para que a HAS seja prevenida ou adiada. Na
hipertenséo primaria, mudancas no estilo de vida como habitos alimentares e pratica
de exercicio fisico sdo recomendadas, logo atuam também na reducdo de eventos
cardiovasculares. A prevencdo da HAS ocorre desde a infancia e adolescéncia, por
meio da alimentacdo saudavel, baixo consumo de sédio e adequada ingestdo de
potassio. Para os adultos e idosos outras medidas além dessas também podem ser
contidas como controle na ingestdo de alcool, tabagismo e controle do peso
corporal. Na hipertensédo de longa duracédo, na grave e até mesmo em hipertensao
menos grave pode ocorrer danos em orgdos alvo. Os danos sao determinados
devido a alteragBes na estrutura ou funcdo das artérias ou 6rgdos decorrentes do
aumento de presséo arterial. Tais danos auxiliam como marcador de DCV pré-clinica

ou até mesmo assintomatica. Para isso, € fundamental que se tenha controle da
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HAS com tratamento, pois além de evitar o progresso de DCVs, a terapia pode
impedir que 6rgéos alvo sejam lesionados (ESC, 2018; SESA/PR, 2018).

A presséao arterial é o resultado do débito cardiaco pela resisténcia vascular
periférica, consequentemente os farmacos utilizados para reduzir a presséo arterial,
terdo como ac¢do a reducdo do débito cardiaco e da resisténcia vascular periférica. O
tratamento farmacologico da HAS tem como objetivo ndo somente diminuir os
valores da pressédo arterial, assim como diminuir os eventos cardiovasculares. A
terapia medicamentosa abrange principalmente diuréticos, betablogueadores,
inibidores da enzima conversora da angiotensina (IECA), bloqueadores do receptor
AT, da angiotensina (BRA Il) e antagonistas dos canais de calcio (ACC), dentre os
quais podem ser utilizados isolados ou em associa¢des. Os diuréticos, por exemplo,
sdo empregados para regular o volume dos liquidos corporais, atuando no aumento
da excrecao de sddio (natriurese) e do fluxo urinario, no entanto apresentam efeitos
adversos como disfuncao erétil, inducdo de hiperuricemia desencadeando a gota,
hiponatremia, hipercalcemia e deplecédo de potassio podendo desenvolver arritmias
ventriculares. (GOODMAN & GILMAN, 2010; SBC, 2018).

Apesar do tratamento farmacolégico na hipertensdo arterial ser bem
elucidado, a doenca apresenta baixa adesdo ao tratamento farmacolégico. As
causas da baixa adesdo sdo variadas, relacionadas as caracteristicas da doenca
cronica, bem como a predominancia da condicdo assintomatica, ou caracteristicas
ligadas ao farmaco, devido aos efeitos adversos, maior custo econbémico,
complexidade de dosagem e acesso ao medicamento. Levando isso em
consideracdo, muitos pacientes hipertensos buscam alternativas para o tratamento
da HAS como remédios a base de plantas (AL DISI et al., 2016; SABIO, 2018).

3.6 USO DE PLANTAS MEDICINAIS NA HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA E
NAS DOENCAS CARDIOVASCULARES

Nos ultimos anos, o uso de plantas medicinais para o tratamento de doencas,
aumentou significativamente. O que pode ser explicado devido a menor ocorréncia
de efeitos colaterais e menor custo. A agcédo das plantas no organismo fundamenta-
se pelos componentes bioativos presentes, os metabdlitos secundarios, que
exercem acdes terapéuticas conhecidas (HERNANDEZ et al., 2016; AL DISI et al.,
2016).
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A patogénese da hipertensdo, a nivel molecular, desenvolve-se a partir de
varios mecanismos como a mediacdo da célula muscular lisa vascular (atua no
aumento da resisténcia periférica reduzindo diametros arteriais), células endoteliais
(importante na homeostase cardiovascular), moléculas de sinalizacdo (espécies
reativas de oxigénio, oxido nitrico, sulfato de hidrogénio, angiotensina Il, fator
nuclear kappa B). Paralelamente a isso, os metabolitos bioativos das plantas
medicinais podem atuar regulando esses mecanismos conforme esquematizado na
Figura 3 (AL DISI et al., 2016).

Figura 3 - Esquema dos efeitos das plantas na patogénese molecular da hipertensao.
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Legenda: (CMLVs:células do musculo liso vascular; ECA: enzima conversora de angiotensina; EROs:
espécies reativas de oxigénio; H,S: sulfeto de hidrogénio; HA: hipertensao arterial; NO: 6xido nitrico).
Fonte: adaptado de AL DISI, S. S, ANWAR, M. A, EID, A. H. Anti-hypertensive Herbs and their
Mechanisms of Action: Part I. Frontiers in Pharmacology, v.6, p.323-333, 2016.

Diversos estudos tém mostrado o emprego de plantas medicinais na hipertensao
e nas DCVs. Em uma pesquisa realizada na india com o extrato hidro-metandlico de
sementes de Coriandrum sativum L. (coentro) foi possivel atestar o potencial
cardioprotetor devido ao alto conteudo de polifendis nas sementes. Em outro estudo

recente, o extrato de Allium sativum L. (alho) foi capaz de diminuir os efeitos da
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insuficiéncia renal crénica induzida por gentamicina. O extrato de alho atuou no
controle da atividade cardiaca de Na*/K* "ATPase, no nivel de Ca*?, na reducéo da
hipertrofia cardiaca e pressao arterial além de demonstrar melhora no sistema
antioxidante cardiaco. Outro vegetal de alvo cientifico € Crataegus crenulata (Roxb.
ex D.Don) Roxb., encontrado nas montanhas do Himalaia, no qual os frutos sdo
ricos em bio-flavonoides sendo atualmente considerado um tbnico cardiaco,
fortalecendo os musculos cardiacos e regulando o fluxo sanguineo (DIPAK et al.,
2012; NEGI et al., 2018; GOMAA et al., 2018)

Cuphea carthagenensis que possui flavonoides, proantocianidinas e taninos na
composicdo quimica evidenciou efeito vasorrelaxante e atividade anti-
aterosclerotica, diminuindo e prevenindo lesdes, podendo assim ser utilizado no
tratamento de dislipidemias além das afeccdes cardiacas (KREPSKY et al., 2012;
BARBOZA et al., 2016)

Cuphea glutinosa Cham. & Schitdl demonstrou inibicdo de atividade de Na*, K* -
ATPase além de propriedades antioxidantes. Possui grande quantidade de
compostos polifendlicos, como B-sitosterol-3-O-B-glicosideo, kaempferol, quercetina,
isoquercetina, éster metilico de acido gélico e acido galico compostos que
conferiram a inibicdo da Na‘, K* ATPase e portanto aumento de Ca*? intracelular
fortalecendo assim a contratilidade cardiaca (ZAGO et al., 2018).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AVALIACAO FARMACOBOTANICA DE Cuphea calophylla CHAM. & SCHTDL.
subsp. mesostemon (KOEHNE) LOURTEIG

4.1.1 Material botanico

Foram coletadas partes vegetativas aéreas de Cuphea calophylla subsp.
mesostemon. A coleta aconteceu no municipio de Curitiba — PR (24° 18’ S e 49° 37’
N), o material vegetal foi submetido a confec¢cdo de exsicata sob o numero de
registro 101547, identificado pela taxonomista Dra. Taciana Barbosa Cavalcanti e
depositado no Herbario da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia —
DF. O acesso ao patrimbnio genético Cuphea calophylla foi autorizado pelo
Conselho de Gestdo do Patriménio Genético (CGEN/SISGEN) e esté registrado
sob o numero A3B666C. O material coletado foi devidamente processado para a

realizacdo do estudo farmacobotanico e farmacologico.

4.1.2 Estudo anatdbmico

Para a realizacdo do estudo anatdmico, foram utilizadas as folhas e caules
frescos de Cuphea calophylla subsp. mesostemon. O material vegetal foi fixado em
FAA 70 (formol: acido acético glacial: etanol a 70% na propor¢cdo 5:5:90)
(JOHANSEN, 1940) e estocados em solucdo de etanol a 70 % (WOSCH et al.,
2015).

4.1.2.1 Preparo de laminas semipermanentes

Foram produzidas laminas semipermanentes, a partir de secc¢des transversais
e longitudinais, a mao livre das folhas e caules Cuphea -calophylla subsp.
mesostemon. Utilizou-se a dupla coloragdo com fucsina béasica e azul de astra
(ROESER, 1972). As seccgdes coradas foram montadas em lamina de vidro com
glicerina diluida a 50% (BERLYN; MIKSCHE, 1976) e para a lutagem foi utilizado
esmalte incolor. As laminas semipermanentes foram confeccionadas no Laboratdrio

de Farmacognosia da Universidade Estadual de Ponta Grossa.
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Para a andlise das caracteristicas epidérmicas das folhas, as mesmas foram
mergulhadas em solucdo de hipoclorito de sédio (alvejante doméstico) até ficarem
translicidas. As amostras foram entdo lavadas com agua e coradas com safranina.

As fotomicrografias foram preparadas usando microscopio Nikon E600
equipado com sistemas de camera Nikon DSFiv e software de imagem Nikon
Elements (Nikon Inc., Téquio, Japao).

Foi utilizado o Microscépio de fluorescéncia (Nikon E600) para estudar os
componentes fluorescentes, como corpos oleosos. Elementos birrefringentes como
cristais de oxalato de célcio foram observados usando um microscopio polarizado
(Nikon E600 POL). Ambos os microscépios foram equipados com sistemas de
cameras Nikon DSFiv e Nikon Elements (Nikon Inc., Téquio, Japdo). Essas analises
foram conduzidas no Laboratério de Microscopia da Universidade do Mississippi,
Oxford, USA.

4.1.2.2 Micromedidas

Estudos quantitativos dos estomatos foram realizados por meio de 20
medidas de espécimes multiplas de folhas. O indice estomético (IE) foi calculado
utilizando a seguinte férmula em que S= numero de estdmatos por unidade de area,
e E= ndmero de células epidérmicas (incluindo tricomas) na mesma unidade de

area.

IE =

100
E+S

O comprimento e a largura dos estdmatos foram medidos a partir de 20
estdmatos em diferentes locais da |lamina foliar para cada espécie, para determinar o
tamanho médio dos estdmatos. As micromedidas foram conduzidas no Laboratoério
de Microscopia da Universidade do Mississippi, Oxford, USA, utilizando o
microscoépio Nikon E600 equipado com sistemas de camera Nikon DSFiv e software

de imagem Nikon Elements (Nikon Inc., Téquio, Japao).

4.1.2.3 Microscopia eletronica de varredura por efeito de campo (FEG)

O material vegetal foi submetido a andlise ultraestrutural de superficie através

de microscopia eletrénica de varredura (SOUZA, 1998). As amostras foram fixadas
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em FAA 70 e desidratadas em série etandlica crescente. Apdés montagem em
suporte e no equipamento, realizou-se a metalizacdo com ouro do material vegetal
em aparelho Quorum SC7620 a fim de tornar as amostras condutivas. A andlise de
microscopia eletrébnica de varredura por efeito de campo foi realizada com o
equipamento Tescan Mira 3 (Oxford Instruments, Oxford, UK) em alto vdcuo com
voltagem de aceleracdo de 15 kV.

4.1.2.4 Espectroscopia por dispersdo de energia de raios X (EDS)

Foram executadas microanalises quimicas por EDS acoplado ao FEG para
analise da forma e da natureza quimica dos cristais. Os ensaios foram amostrados
aleatoriamente nos cristais e em células sem cristais (controle), sob mesmas
condi¢cOes de operacionalidade para a captura das eletromicrografias (SILVA, 2014).

Para realizacdo da metalizacdo, FEG e EDS, o material foi analisado no

Laboratério Multiusuarios (LABMU), na Universidade Estadual de Ponta Grossa.

4.1.2.5 Testes histoquimicos

Foram realizadas seccdes transversais a mao livre do material vegetal
utilizando os seguintes reativos: solugdo de floroglucina/HCI para verificagdo de
lignina (FOSTER, 1949), Sudam Ill para lipidios, cutina e suberina (SASS, 1951),
cloreto férrico e dicromato de potassio para compostos fendlicos (JOHANSEN,
1940), solucédo de iodo a 2% para amido (BERLYN; MIKSCHE, 1976) e azul de
metileno 0,1% para a pesquisa de mucilagem. Os resultados foram registrados por
meio de fotomicrografias em microscopio fotbnico Olympus CX31 acoplado a

magquina fotografica Olympus C7070.

4.2 AVALIACAO FARMACOLOGICA DE Cuphea calophylla CHAM. & SCHTDL.
subsp. mesostemon (KOEHNE) LOURTEIG

Todos os experimentos destinados a avaliacdo da atividade farmacologica e
toxicologica de C. calophylla subsp. mesostemon foram realizados no laboratorio de
Eletrofisiologia e Farmacologia Cardiovascular da Universidade Federal da Grande

Dourados (UFGD) sob orientacéo do professor Dr. Arquimedes Gasparotto Junior.
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4.2.1 Preparo do extrato aquoso purificado

O sobrenadante etandlico foi obtido por infusdo da planta inteira, segundo
preconizado pelo uso popular (LORENZI; MATOS, 2008) com algumas
modificacdes. Submeteu-se a droga vegetal seca e moida (100 g) ao processo de
extracdo por infusdo com 1L de agua fervente. A extracao foi realizada até que o
meio de extracdo atingisse a temperatura ambiente. O residuo foi separado por
filtracdo e concentrou-se o extrato obtido em evaporador rotatorio até um volume de
200 mL. O produto final obtido foi tratado com 600 mL de etanol para a precipitacao
das proteinas e polissacarideos, obtendo-se um precipitado etandélico do infuso (PEI)
e um sobrenadante etandlico do infuso (ESCC). O ESCC obtido foi liofilizado e

armazenado em freezer até posterior analise.

4.2.2 Animais

Foram utilizados ratos fémeas da linhagem Wistar de 8 semanas para a
avaliacdo da toxicidade e ratos machos para a investigacdo dos efeitos
vasodilatadores em leito mesentérico isolado e perfundido. Para a avaliacdo da
atividade diurética aguda e prolongada e da atividade hipotensora foram utilizados
ratos machos de 12 semanas. Os animais foram provenientes do biotério central da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD). O acondicionamento foi em
gaiolas de polipropileno (49 x 34 x 16 cm), com cama de maravalha esterilizada, livre
acesso a comida e agua e em condi¢cdes padrdo de temperatura (22 + 2°C), sob
ciclo claro-escuro de 12 horas. Para os diferentes protocolos experimentais, 0
ndamero de animais por grupo foi de 5-6 individuos. A escolha dos ratos como
espécie a ser utilizada nesta pesquisa baseou-se em trabalhos desenvolvidos por
Kau et al. (1984) e Gasparotto Junior et al. (2009) que caracterizam o rato como um
bom modelo para o estudo e desenvolvimento de drogas anti-hipertensivas e
diuréticas.

Todos o0s procedimentos experimentais envolvendo animais foram,
primeiramente, submetidos ao Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEUA) da
Universidade Federal da Grande Dourados. Todos os procedimentos a serem

executados apresentam grau de invasividade 1 e estdo de acordo com as Diretrizes
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Brasileiras Para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para fins Cientificos e Didaticos
(DBCA).

4.2.3 Avaliacao da toxicidade aguda

Este ensaio foi realizado de acordo com o guia 425 (OECD, 2008), o qual
preconiza duas doses para o teste: 2000 mg/kg e excepcionalmente 5000 mg/kg.
Como essa avaliacdo ndo possui necessidades especificas, administrou-se por via
oral (gavagem) 2000 mg/kg do ESCC. Foram utilizados ratos fémeas seguindo o
Guia 425 (OECD, 2008), o qual menciona que pesquisas bibliogréficas de testes
convencionais de LDsp, apontam pouca diferenca na sensibilidade entre os sexos
porém, quando observadas diferencas as fémeas apresentam uma maior
sensibilidade. Portanto, foram utilizadas 10 ratos fémeas da linhagem Wistar, as
quais foram divididas em dois grupos com 5 ratas em cada: grupo controle, o qual
recebeu 1 mL/100 g de &gua (veiculo) e o grupo tratado recebendo a dose de 2000
mg/kg do extrato. Os animais permaneceram em jejum durante 6 horas antes da
administracdo dos extratos, com livre acesso apenas para a agua. A ingestao de
racdo foi permitida 2 horas apo6s a administragédo do extrato.

Cada animal foi avaliado por 14 dias, contando a partir do dia que recebeu a
dose Unica do extrato. Letalidade, peso corporal, consumo de agua e racdo foram
mensurados diariamente. O comportamento dos animais foi diariamente observado
segundo o screening hipocratico (MALONE; ROBICHAUD, 1962). Os animais
fémeas foram analisados quanto a atividades do sistema nervoso central (SNC)
estimulantes (hiperatividade, irritabilidade, agressividade, tremores, convulsées,
piloerecdo, movimento intenso das vibrissas e outras) e atividades depressoras
(hipnose, ptose, sedagdo, anestesia, ataxia, reflexo do endireitamento, catatonia,
analgesia, resposta ao toque diminuido, perda do reflexo corneal e perda do reflexo
auricular). Outros comportamentos também foram analisados como ambulacéo,
bocejo excessivo, limpeza, levantar, escalar, vocalizar, sacudir a cabeca, contor¢oes
abdominais, abducdo das patas do trem posterior e garra. As atividades eram
avaliadas de 0 a 4 quanto a intensidade dos movimentos (OCDE, 2008a).

No 15° dia, os animais foram submetidos a eutanasia por overdose de
Isoflurano em camara com saturacdo (acima de 20%), obedecendo as Diretrizes da
Pratica de Eutanasia do CONCEA (2015) e a resolu¢do no 1000/2012 do CFMV. Foi
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confirmada a morte pela analise dos sinais vitais e reflexo corneal. Os 6rgéos vitais
(coragdo, pulmdo, figado, baco, rim, Utero e ovario) foram removidos, pesados e

avaliados macroscopicamente.

4.2.4 Avaliagcdo da atividade diurética aguda e prolongada

A atividade diurética foi determinada segundo métodos previamente descritos
(Kau et al., 1984) com algumas modificacdes. Os animais foram mantidos em jejum
por 8 horas. Durante o periodo do jejum, 0s animais tiveram livre acesso a agua.
Uma hora antes do inicio do experimento, todos os animais receberam através da
gavagem uma solucdo de cloreto de sédio 0,9% (5 mL/100g) para impor
uniformidade corporal de sal e agua. Para estes protocolos os animais foram
divididos em diferentes grupos experimentais e submetidos aos seguintes
tratamentos:

1) Controle negativo (n=6): animais tratados pela via oral (gavagem) com uma
dose Unica do veiculo (agua filtrada) em um volume de 5 mL/Kkg;

2) ESCC (n=6): animais tratados pela via oral (gavagem) com trés diferentes
doses do ESCC (30, 100 e 300 mg/kg);

3) Controle positivo hidroclorotiazida (HCTZ) (n=6): animais tratados pela via
oral (gavagem) com uma Unica dose de HCTZ (25 mg/kg).

ApOs os tratamentos, 0os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas. Na
avaliacdo da diurese aguda (4 e 8 horas) e diurese prolongada (1, 3, 5 e 7 dias)
foram mensurados o volume de urina excretado, as concentracfes de sodio,
potassio, cloreto, a densidade e o pH.

No sétimo dia da avaliacdo da diurese, também foram quantificados a
concentracdo seérica de cloreto, potassio, sédio, creatinina e ureia. As andlises
bioquimicas foram realizadas no Hospital Universitario da Universidade Federal da
Grande Dourados, utilizando o analisador bioquimico Cobas Miras Plus® e seus

respectivos kits de reagentes através da absorbancia como modo de medicao.

4.2.5 Avaliagéo da atividade hipotensora

Para estes experimentos 0os animais, utilizados na diurese foram anestesiados

com uma mistura de cetamina (100 mg/kg) e xilazina (20 mg/kg), administradas por
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via intramuscular, e suplementadas com uma nova dose de anestésico a cada 45 a
60 minutos, se necessario. Uma injecdo subcutanea de heparina (30 Ul) foi
administrada em bolus previamente ao procedimento cirdrgico. Posteriormente, foi
isolada a artéria carétida esquerda, canulada e conectada a um transdutor de
pressdo acoplado a um sistema de gravacdo computadorizado (Chart v7.00 ADI
Instruments, Australia) onde os dados de presséo arterial sistlica, diastdlica, média
e frequéncia cardiaca foram mensurados e gravados. Apés 30 minutos necessarios
para a estabilizacdo da PA, o nivel basal das pressdes e da frequéncia cardiaca

foram registrados por 5 minutos.

4.2.6 Investigacdo dos efeitos vasodilatadores em leito mesentérico isolado e
perfundido

Os leitos mesentéricos (n = 5) oriundos de ratos machos da linhagem Wistar,
foram rapidamente isolados e preparados para a perfusdo como descrito
previamente (KAWASAKI et al, 1988; KAWASAKI et al., 1991). A artéria
mesentérica superior foi canulada e lavada delicadamente com uma solucdo de
Krebs modificada (pH 7.4; de composicdo em mmol.L™:: 119 NaCl; 4.7 KCI; 2.4
CaCly; 1.2 MgSOy; 25.0 NaHCOg3; 1.2 KH,PO4; 0.03 EDTA e 11.1 dextrose) para
eliminar o sangue de seu interior. Apds a remocao do intestino inteiro e do leito
vascular associado, o leito mesentérico foi delicadamente separado. Somente quatro
filiais arteriais principais do tronco mesentérico superior co-localizada préximo ao
ileo terminal foram utilizadas. Os leitos mesentéricos isolados foram acondicionados
em cubas de vidro, mantidos a 37°C, aerados com carbogénio (95% de O2 e 5% de
CO2) e perfundidos a um fluxo constante de 4 mL/min com uma solucédo de Krebs
modificado com auxilio de uma bomba peristaltica. O registro da pressdo de
perfusdo foi feito através de um transdutor de pressao acoplado ao sistema de
perfusdo, interligado a um poligrafo computadorizado (Chart v7.00 ADI Instruments,
Australia).

Os leitos mesentéricos isolados e perfundidos foram submetidos a um
aumento de presséo de perfusédo (aproximadamente 100 mmHg) através da infuséo
de uma solugéo de Krebs contendo fenilefrina (3 pmol.L™"). Apds o periodo de
estabilizacdo, foi realizada uma administragdo Unica de acetilcolina (30 nmol) para

avaliar a integridade do endotélio vascular. Em seguida, uma sequéncia de
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administracao em bolus do ESCC (0,0001; 0,0003; 0,001, 0,003; 0,01; 0,03; 0,1; 0,3;
1 e 3 mg) e da solugdo salina fisiolégica (PSS) foram realizadas. Ao final dos
procedimentos, todos os animais foram submetidos a eutanasia com isoflurano em

camara de saturacao.
4.2.7 Avaliagéo do potencial antioxidante

Para estes experimentos foram utilizados os animais da avaliacdo da
atividade hipotensora. As amostras do tecido do rim e coracdo foram removidas
apos eutanasia dos animais (overdose de isoflurano) e entdo homogeneizadas em
tampéo fosfato de potassio (0,1 mol.L™?, pH 6,5), em diluicdo 1:10. O potencial
antioxidante foi avaliado através de trés métodos classicos utlizando diferentes
concentracbes do ESCC (30, 100 e 300 pg/mL). A atividade da enzima superoxido
dismutase (SOD) foi avaliada através do método de Gao et al. (1998). Os niveis de
hidroperéxido lipidico (LPO) foram avaliados de acordo com metodologia
previamente descrita por Sedlak e Lindsay (1968). A determinacdo da catalase
(CAT) foi realizada através do método de Beers e Sizer (1952). Os resultados foram
expressos como U de SOD/mg de proteina para atividade de SOD, mmol de
hidroperéxido/mg de proteina para niveis de LPO e mmol/min/mg de proteina para
atividade de CAT.

4.2.8 Andlises estatisticas

Os dados foram previamente analisados quanto a homogeneidade da
variancia e a normalidade da distribuicao. Foi utilizado o teste t de student e o teste
ANOVA de uma ou duas vias, seguido de teste de Dunnett como pdés-teste,
dependendo dos fatores envolvidos. O nivel de significaAncia adotado foi de 95% (p <
0,05). Para a analise estatistica e a confeccao dos graficos foi utilizado o programa

Graphpad Prism versao 7.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO FARMACOBOTANICA DE Cuphea Calophylla CHAM. & SCHTDL.
subsp. mesostemon (KOEHNE) LOURTEIG.

5.1.1 Estudo anatdbmico

Cuphea calophylla subsp. mesostemon (Figura 4a) apresenta caule do tipo
haste, totalmente coberto por tricomas, avermelhado, circular, ramificado, aéreo,
medindo 10 a 50 cm de altura. A folha mostra contorno oval, base arredondada a
subcordada, apice agudo, margem lisa e filotaxia oposta. O peciolo é curto e reto,
com seccdo circular e insercao lateral, medindo entre 1 e 3 mm de comprimento. As
flores sao lilases, isoladas ou reunidas em inflorescéncias do tipo cimeira ramificada,
florescendo o ano todo, especialmente no verdo. As caracteristicas relatadas estédo
de acordo com a literatura (SHOENBERG; OLIVEIRA,1989; LUSA; BONA 2011;
FACCO, 2015).

Cuphea calophylla subsp. mesostemon (Figura 4a) apresenta epiderme foliar
com paredes celulares anticlinais levemente sinuosas em ambas as faces (Figuras
4b, c), sendo coberta externamente por uma cuticula estriada (Figura 4d). Estdbmatos
anomociticos e diaciticos estdo presentes em ambas as epidermes adaxial (Figura
4b) e abaxial (Figura 4c), caracterizando a folha como anfiestomatica. O tamanho
médio dos estbmatos € de 8,50 x 13,46 um. Caracteristicas semelhantes foram
encontradas em Cuphea carthagenensis (LUSA; BONA, 2011).

No presente estudo, areia cristalina formada por pequenos cristais prismaticos
bipiramidais foi observada externamente a superficie adaxial da folha (Figura 4e).
Esta caracteristica ndo foi relatada anteriormente em espécies de Cuphea.
Entretanto, cristais sobre a epiderme tem sido descrito em diferentes géneros,
estando presentes sobre folhas de espécies de Piper (SANTOS et al.,, 2015) e
Eucalyptus (MIGACZ et al.,, 2018) ou sobre a epiderme caulinar em Celosia
(TOLOUEI et al., 2019).

Nas folhas, dois tipos de tricomas estdo presentes em C. calophylla, tipo a)
glandular, pluricelular, plurisseriado, com bulbos expandidos nas bases e pedicelo
estreito e alongado (Figuras 4f — i). A glandula presente nesse tricoma (Figura 4h)

mostra contetido amarelo claro e é bastante sensivel, caindo a um simples toque. E
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um tricoma muito longo, medindo mais de 1 mm e comumente esta localizado na
nervura central (Figura 4f). Tipo b) tector, verrucoso, aderido a epiderme,
espiniforme com espinho conspicuo (Figura 4j-1). Este tricoma mede 139,5 um de
comprimento e 21,1 um de largura e o espinho tem 26,6 um, em meédia. Geralmente
é encontrado na lamina, na nervura central e nos bordos. Quando presente nos
bordos posicionam-se voltados para o 4pice da folha.

Amarasinghe et al. (1991) estudaram a morfologia de tricomas de 136
espécies de Cuphea usando microscopia Optica e eletrdnica e encontraram sete
tipos diferentes de tricomas nas folhas, caules e flores. O tipo a encontrado no
presente estudo evidenciou secregdo resinifera e foi encontrado em 92% das
espécies estudadas, sendo abundantes em flores e menos frequentes em folhas. Os
autores supracitados também encontraram o tipo b em varias folhas de Cuphea,
como C. eliptica Koehne e C. sessilifolia Mart.

Os tricomas tipos a e b observados no presente estudo foram encontrados em
C. carthagenensis por Lusa e Bona (2011) e Barboza et al. (2016). Entretanto, esses
autores também encontraram um tricoma tector, unisseriado, formado por até 4
células com paredes lisas e finas, o qual ndo foi observado no presente estudo.

A morfologia dos tricomas apresenta alto valor taxondmico e no género
Cuphea ajudam a diferenciar espécies morfologicamente similares, a exemplo de C.
epilobiifolia Koehne e C. sordida Koehne (AMARASINGHE et al. 1991).
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Figura 4 - Morfoanatomia de Cuphea calophylla Cham. & Schtdl. subsp. mesostemon (Koehne)
Lourteig.

Legenda: [b, c,

frontal. [cr, cristal prismatico; ct, cuticula; dr, drusa; gt: tricoma glandular; nt: tricoma tector; sp: ponta
aguda; st, estdmato].

Escala: Barra: a=2 cm; f, h=1 mm; j =200 um; b, ¢, g, k, | =50 um; d, i = 20 um; e = 5 pm.

Fonte: a autora.

A folha de C. calophylla, em corte transversal, apresenta epiderme
unisseriada, com células contendo mucilagem na parede periclinal externa (Figura

5a). Este tipo de célula foi relatado em espécies da familia Lythraceae (LITTLE et al.,
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2004; LUSA; BONA, 2011). As células da epiderme adaxial s&o comparativamente
maiores que as ceélulas da face abaxial (Figura 5a, b). O mesofilo é dorsiventral,
compreendendo 1-2 camadas de parénquima palicadico e até 4 camadas de
parénquima esponjoso (Figura 5a). Os vasos que atravessam a regidao do mesofilo
sao representados por pequenos feixes vasculares bicolaterais circundados por

endoderme.

Figura 5 - Anatomia de Cuphea calophylla Cham. & Schtdl. subsp. mesostemon (Koehne) Lourteig.
o~ %

Legenda: [a, b, d, g, h:icroscopia oOptica; c, e, f, i, J: FEéEM]. (a-c) Folha. (d-)) Caulé. (a-d f-i)
Seccdes transversais. (e) Vista frontal da superficie foliar [ca, cAmbio; co, colénquima dr, drusa; ep,
epiderme; gp, parénquima fundamental; gt, tricoma glandular; mc, célula mucilaginosa; nu, tricoma
tector unisseriado; ph, floema; pp, parénquima palicadico; pi, medula; sg, grdos de amido; sp,
parénguima esponjoso; xy, xilemay.

Escala: Barra: d = 300 um, b =200 um, e, f = 100 uym, a, g, h =50 yum, i, j = 10 um, ¢ =5 um. Fonte: a

autora.
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Goticulas de oleo foram observadas no mesofilo, especialmente no
parénquima palicadico (Figura 7a). Nao ha relatos anteriores sobre goticulas de 6leo
em espécies de Cuphea. Entretanto, goticulas de o6leo foram encontradas no
mesofilo de espécies de Lythraceae, a exemplo de Decodon verticillate (L.) Ell. e
Lythrum salicaria L. (LERSTEN et al., 2006).

Em seccéo transversal, a nervura central é ligeiramente cbncava na face
adaxial e acentuadamente convexa na face abaxial (Figura 5b). Cuphea
carthagenensis mostrou uma nervura central com formato plano-convexo (LUSA,
BONA, 2011). A epiderme unisseriada é coberta por uma cuticula delgada e lisa
(Figuras 5a e c). Subjacente a epiderme, aparece o colénquima angular, composto
por cerca de quatro camadas em ambas as faces. Os idioblastos contendo drusas
sdo encontrados na nervura central (Figura 5c¢) e também no mesofilo,
especialmente no parénquima esponjoso. O sistema vascular é bicolateral formado
por feixe Unico e central, em arco aberto (Figura 5b). Feixes vasculares bicolaterais
em arco aberto e a presenca de drusas na nervura central e mesofilo sdo
caracteristicas comuns em membros de Lythraceae (METCALFE; CHALK, 1950;
LITTLE et al., 2004).

O peciolo, em seccdo transversal (Figura 7f), possui formato ligeiramente
plano-convexo. A epiderme € unisseriada, coberta por uma cuticula delgada e lisa e
apresenta tricomas tipo a e b, como relatado anteriormente para a folha. No cértex
ocorre cerca de 10 camadas de colénquima angular. O sistema vascular tem as
mesmas caracteristicas descritas anteriormente para a lamina foliar. Véarias drusas e
graos de amido foram encontrados no parénquima fundamental. O formato, o tipo do
feixe vascular e a presenca de drusas também foram encontrados em C.
carthagenensis (LUSA, BONA, 2011; BARBOZA et al., 2016).

O caule de C. calophylla, em estrutura secundaria, apresenta formato circular
(Figura 5d). A epiderme é unisseriada e apresenta raros estdmatos. A cuticula é
ligeiramente estriada, exibindo formacdes epicuticulares lenticulares (Figura 7g). O
tricoma do tipo a, como descrito anteriormente para a folha, esta presente no caule
(Fig. 5e, f). Um tipo diferente de tricoma foi encontrado nesse orgéo, denominado
tipo ¢ (Figura 5e, f). Este, € pluricelular, unisseriado, tector, formado por até 7
células, com média de 240 um de comprimento, as vezes curvado no apice e de

paredes espessas.
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No presente estudo, o tricoma tipo ¢ foi encontrado apenas no caule de C.
calophylla. Esse tricoma também foi encontrado no caule de C. carthagenensis
(LUSA, BONA, 2011). Amarasinghe et al. (1991) afirmam que o tricoma do tipo c &
frequentemente observado em espécies de Cuphea e se mostraram
taxonomicamente importantes principalmente em relagcdo a espécie baseada em
diferencas de comprimento e/ou abundéancia.

O cortex é formado por 2-3 camadas de colénquima e até 6 camadas de
células parenquimatosas (Figura 7g). Algumas regides do caule contém células
corticais com pigmentos vermelhos, os quais Lusa e Bona (2011) relacionaram a
presenca de antocianidinas em C. carthagenensis. Limitando o coértex, a endoderme
evidencia graos de amido (Figura 7h).

Cuphea carthagenensis evidencia as camadas internas das células do cortex
colapsadas formando o aerénquima. Cuphea glutinosa mostra algumas camadas de
células mucilaginosas no cortex (ZAGO et al.,, 2009). Aerénquima e células
mucilaginosas ndo foram observadas em C. calophylla e essas caracteristicas
podem auxiliar na diferenciacao das espécies de Cuphea.

Um anel descontinuo de fibras formado por trés camadas de células circunda
o sistema vascular, o qual apresenta um arranjo bicolateral. Tanto o floema interno
como o externo sao compostos por elementos de tubo crivado, células de
parénquima e graos de amido. A regido do cambio é evidente. O xilema é formado
por elementos de vasos arranjados em filas radiais (Figura 59).

A medula ocupa a parte central do caule e € composta por células de
parénquima de parede fina onde podem ser encontrados varios grdos de amido
(Figura 5h, i) e drusas (Figura 5j). Os grdos de amido apresentam formato circular a
oval, aparecem compondo agregados de varios granulos na medula, medindo 4,2 x
3,0 um em média. Aerénquima foi encontrado na medula de C. carthagenensis

(LUSA, BONA, 2011), esta caracteristica ndo foi observada neste estudo.

5.1.1.1 Espectroscopia por dispersao de energia de raios X (EDS)

A composicdo quimica elementar dos cristais foi analisada por EDS. O
espectro EDS de um cristal prismatico (Figura 6a) presente na superficie da
epiderme das folhas (Figura 4e) mostra picos proeminentes de calcio (20,9%),

carbono (28,7%) e oxigénio (50,4%), enquanto que o espectro EDS de uma drusa
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(Figura 6b) encontrada na medula evidencia 65,3% de calcio, 11,3% de carbono e
23,4% de oxigénio (23,4%). A composi¢cdo quimica indica que os cristais sdo de
oxalato de calcio. Drusas também foram evidenciadas em C. carthagenensis (LUSA,
BONA, 2011) e em C. glutinosa (ZAGO et al., 2009).

A presencga, tipologia e composicdo quimica dos cristais auxiliam na
taxonomia e diferenciacdo das espécies (LERSTEN; HORNER, 2000; MERIC,
2009). A morfologia dos cristais dentro da planta € influenciada pela caracteristica
genética da espécie, fazendo com que a presenca, morfotipo ou mesmo auséncia do

cristal sejam uma caracteristica para a diferenciacao e identificacdo das espécies.

Figura 6 - Espectro EDS de cristais prismaticos (a) e drusa (b) de Cuphea calophylla Cham. & Schtdl.
subsp. mesostemon (Koehne) Lourteig.
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Legenda: Os principais picos nao identificados representam o elemento ouro usado para metalizar as
amostras
Fonte: a autora.

5.1.1.2 Testes histoquimicos

A andlise histoquimica permite localizar um grupo de metabdlitos em

diferentes orgaos, tecidos e células de plantas. Isso pode auxiliar na identificacao do
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melhor o érgdo da planta para se extrair as substancias de interesse. No presente
estudo, os testes histoquimicos auxiliaram na localizacdo de compostos fendlicos,
lipofilicos, lignificados e grdos de amido em C. calophylla. Compostos lipofilicos
foram detectados na cuticula e no mesofilo onde as goticulas de Oleo foram
evidenciadas usando Sudam Il (Figura 7a). A presenca de cuticula nas plantas
ajuda a planta a evitar a perda de agua (RIEDERER; SCHREIBER. 2001). As gotas
de 6leo presente nas células do mesofilo provavelmente atuam como produtos de
armazenamento intermediario e podem ser considerados uma adaptacdo a
temperaturas frias (LERSTEN et al., 2006).

Os compostos fenodlicos foram detectados usando solugdes de cloreto férrico
(Figura 7c, i) e de dicromato de potassio (Figura 7d). Eles foram encontrados
abundantemente no mesofilo (Figuras 7c, d) e no feixe vascular da nervura central
(Figura 7d). No caule, compostos fendlicos foram evidenciados no cértex e
especialmente no floema (Figura 7i).

Compostos fendlicos ndo foram encontrados apenas no mesofilo de Cuphea
carthagenensis, mas também nos tricomas, nas células da epiderme, na nervura
central, no peciolo, no parénquima fundamental e no feixe vascular (especialmente
no xilema) (BARBOZA et al., 2016). Compostos fendélicos sdo produzidos em plantas
para aumentar a resisténcia a fatores ambientais antagonicos e na defesa de plantas
contra insetos herbivoros, microrganismos e fungos (LATTANZIO et al., 2006).

Considerando as atividades biolégicas, os compostos fenélicos presentes nos
tecidos de caule e folhas de C. calophylla podem estar relacionados com as
propriedades terapéuticas, como atividade anti-inflamatéria (RAMIREZ-
ATEHORTUA et al., 2018). Compostos fenolicos, flavonois e varios derivados
glicosilados foram relatados em C. carthagenensis e mostraram efeitos
ateroprotetores em coelhos (BARBOZA et al., 2016).

Os elementos lignificados, que reagiram com o floroglucinol/HCI, sao
encontrados nas fibras adjacentes ao floema e no xilema nas folhas e caules (Figura
79). As ligninas sao polimeros aromaticos encontrados principalmente em paredes
celulares secundarias espessadas. Elas mantém a integridade estrutural na parede
celular, dando resisténcia aos tecidos; e impermeabiliza a parede celular, garantindo
o transporte de agua e solutos através do sistema vascular, além de defender as
plantas contra patégenos (BOERJAN et al., 2003).
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Os graos de amido, detectados em reacdo com solucdo de iodo, sédo
encontrados abundantemente no mesofilo, especialmente no parénquima esponjoso
(Figura 7€) e na endoderme do caule (Figura 7h). O amido é comumente distribuido
pelos tecidos vegetais, mas ¢é frequentemente encontrado em maiores
concentra¢gfes em raizes, caules, rizomas e frutos (UPTON et al., 2011). A presenca
de amido nas folhas de Cuphea calophylla é uma caracteristica diagnostica

importante.

Figura 7 - Histoquimica de Cuphea calophylla Cham. &Schtdl. subsp. mesostemon (Koehne) Lourteig.
=3 f:,’; f R :

Legenda: [a: Sudan lll; c, e, i: solucéo de cloreto férrico (2%); d: solugdo dicromato de potassio (10%);
b, f, g: floroglucina/HCI; h: solucéo de iodo (1%)]. Secgbes transversais a—e: folha; f: peciolo; g-i:
caule [cl, clorénquima; co, colénquima; ct, cuticula; cx, cortex; en, endoderme; ep, epiderme; fi, fibras;
od, goticulas de 6leo; pc, compostos fendlicos; ph, floema; pi, medula; pp, e parénquima palicadico;
sg, graos de amidos; sp, parénquima esponjoso; st, estdmato; xy, xilema].

Escala: a =200 m, b-d =50 m, e = 10 m.

Fonte: a autora.
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5.2 AVALIACAO FARMACOLOGICA DE Cuphea calophylla CHAM. & SCHTDL.
subsp. mesostemon (KOEHNE) LOURTEIG

5.2.1 Avaliacéo da toxicidade aguda

As andlises de toxicidade aguda foram realizadas seguindo o Guia 425 da
Organizacao para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (OECD, 2008). Os
resultados obtidos com os grupos controle e ESCC 2000 mg/kg estdo apresentados
na Tabela 1.

A toxicidade oral aguda retrata os efeitos que ocorrem apo6s a administracao
oral de uma dose Unica de determinado composto. Assim sendo, foram avaliados os
efeitos do ESCC (2000 mg/kg) segundo o screening hipocratico (MALONE;
ROBICHAUD, 1962). Em nenhum dos dias durante o periodo de avaliacdo foi
observado quaisquer alteragbes comportamentais sugestivas de atividade
depressora sobre o SNC. Porém, na maioria dos dias, 0os animais demonstraram
hiperatividade e agressividade. Nos dias 1, 8 e 9 os animais exibiram irritabilidade;
tremores foram vistos nos dias 4 e 5; piloerecdo e movimento das vibrissas no
primeiro e segundo dia. Todos os dias 0s animais apresentavam movimentos de
escalar/levantar. Contudo, todas as alteracdes relatadas foram de intensidade leve 1
em uma escala de 0 a 4.

Ao longo dos 14 dias de estudo ndo ocorreu morte de nenhum animal tratado
com o extrato ou com o veiculo. Além disso, ndo foram observadas, convulsdes,
diarreia, constipacéo, alteracbes na mucosa, pele e anexos, ou nos olhos.

Além do screening hipocratico, também foram investigadas alteracbes no
peso corporal e no peso relativo de 6rgdos. O grupo tratado com o ESCC 2000
mg/kg apresentou um menor ganho de peso corporal em comparagdo ao grupo
controle (Tabela 1). Em relacdo ao peso relativo dos 6rgaos, somente o Utero de
ratos fémeas do grupo ESCC (2000 mg/kg) apresentaram diferencas
estatisticamente significante em relagdo ao grupo controle. Esse dado néo
necessariamente indica toxicidade, pois o tamanho e o peso do utero das ratas
variam em decorréncia da fase do ciclo estral. Como o protocolo adotado para esse
estudo ndo prevé a determinacdo e padronizacdo prévia da fase do ciclo estral
dentre 0s grupos experimentais, este dado ndo traz informacdes toxicologicas

relevantes. A Figura 8 mostra macroscopicamente o coracao, pulmao, figado, rim e
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baco do grupo controle e do grupo tratado com o ESCC 2000 mg/kg. E possivel
observar que dentre os grupos experimentais ndo ha diferencas macroscopicas
aparentes. Segundo a Resolucdo 90 da ANVISA e o Guia 425 da OECD (2008),
investigacdes histopatoldgicas devem ser realizadas somente se houverem
alteracbes macroscopicas nos oOrgaos avaliados. Como nao foram observadas
quaisquer alteracbes clinicas ou macroscopicas relevantes, a avaliagdo
histopatoldgica nao foi realizada. Os dados obtidos nesse estudo, também permitem
considerar que a dose letal mediana (DLsg) do ESCC é maior que 2000 mg/kg, ja
que néo foi observado nenhuma morte durante todo o periodo experimental.

Alguns estudos toxicologicos ja foram conduzidos com outras espécies de
Cuphea. Em um estudo conduzido em animais submetidos a dieta hipercalorica e
tratados com o extrato aquoso de Cuphea carthagenensis ndo foram observadas
alteracdes significativas no peso corporal ou nas func¢des hepaticas e renais. Porém,
notou-se aumento da vascularizagcdo hepatica podendo sugerir toxicidade, no
entanto, os autores indicam estudos adicionais visto que esse efeito pode estar
relacionado a detoxificagcdo do extrato (BIAVATTI et al.,, 2004). Além disso, um
estudo conduzido por ESPINOSA et al. (2013) mostrou que a administracao oral da
infusdo de Cuphea aequipetala Cav. (5000 mg/kg) ndo apresentou efeitos toxicos
agudos, nem diferencas no peso corporal ou divergéncias no comportamento dos

animais, estimando-se, portanto, DLsp acima de 5000 mg/kg.

Figura 8 - Vista macroscépica dos 6rgdos dos animais tratados com o ESCC (2000 mg/kg) ou com o

controle (veiculo).

Controle ESCC 2000 mg/kg

Legenda: 1. Coracdo; 2. Pulmao; 3. Figado; 4. Rim esquerdo; 5. Rim direito; 6. Baco.
Fonte: a autora.
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Tabela 1 - Peso corporal, ganho de peso corporal, peso relativo de érgéos, ingestédo de ragdo e agua
de ratos fémeas tratados pela via oral com o sobrenadante etandlico do infuso obtido de Cuphea
calophylla (ESCC)

Parametro Controle ESCC (2000 mg/kg)
Peso inicial (g) 245.00 + 4.65 259.00 £ 5.25
Peso final (g) 254.40 £ 6.65 260.75 £5.43
Ganho de peso corporal (g) 9.40 £ 4.15 1.75+0.37
Ganho de peso corporal (%) 3.88+x1.71 0.67 +£0.14
Ingestéo de ragao (g/100g pc) 7.06 £ 0.09 7.14 £ 0.09
Ingestédo de agua (mL/100g pc) 14.01 £0.15 15.04 £ 0.15
Peso relativo dos orgéos (%)

Coragéao 0.26 £ 0.00 0.24 £ 0.00
Pulméao 0.44 £ 0.00 0.47 £ 0.00
Figado 3.32+0.23 3.06 £0.12
Baco 0.21 £ 0.02 0.17 £ 0.00
Rim direito 0.34 £ 0.001 0.33+0.00
Rim esquerdo 0.33+£0.00 0.32+£0.00
Ovério direito 0.02 £0.00 0.01 £0.00
Ovério esquerdo 0.02 £ 0.00 0.02 £0.00
Utero 0.28 £ 0.02 0.17 £ 0.00%

A analise estatistica foi realizada pelo teste t de Student ndo pareado. Os valores sdo expressos
como média + E.P.M. (n = 5) em comparagio ao grupo controle (°p < 0,05).

5.2.2 Avaliacdo da atividade diurética aguda e prolongada

5.2.2.1 Avaliacao da atividade diurética aguda

Sado véarios os métodos para determinar a atividade diurética de diferentes
compostos biologicamente ativos. O método proposto por Kau et al. (1984) com
modificacdes sobre o0 método de Lipschitz et al. (1943) é um dos mais referenciados
e aceitos, pois propde a uniformidade de hidratacdo dos animais com a
administracdo prévia de uma solucéo de cloreto de sodio a 0,9% (MACHIN et al.,
2011).

Os resultados do volume urinario demonstraram que as administracdes orais
das 3 doses do ESCC (30, 100 e 300 mg/kg) nos tempos de 4 e 8 horas nao
apresentaram diferencas significativos em relagdo ao grupo controle. Como
esperado, houve diferencas significativas entre os valores do volume urinario da
hidroclorotiazida (25 mg/kg; HCTZ) em comparacdo ao grupo controle. Os valores
obtidos apés a administracdo da HCTZ foram de 5,14 mL/100g * 0,32 no tempo 4



43

horas e 6,19 mL/100g £ 0,32 apds 8 horas da administracdo. Os resultados estdo
apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Efeito da administracdo oral aguda do sobrenadante etandlico do infuso de Cuphea
calophylla (ESCC) sobre o volume urinario

Volume urinério Volume urinério

Grupo

(mL/100g/4h) (mL/100g/8h)
Controle 3.03 +£0.09 3.82 +0.09
HCTZ (25 mg/kg) 5.14 +0.322 6.19 +0.322
ESCC (30 mg/kg) 1.43 +0.14 2.68 +0.07
ESCC (100 mg/kg) 2.86 +£0.15 3.30 £0.09
ESCC (300 mg/kg) 2.41 +0.09 3.39 +0.09

Para os tratamentos com o ESCC, a analise estatistica foi realizada usando ANOVA uma via seguido
pelo teste de Dunnett. Os tratamentos com a HCTZ foram comparados com o controle utilizando o
teste t de Student. Os valores sdo expressos como média + E.P.M. (n= 6). ®p< 0,05 quando
comparado com o grupo controle. HCTZ: hidroclorotiazida.

Os valores de pH e densidade urinaria estdo apresentados na Tabela 3.
Somente a administracdo do ESCC em sua menor dose (30 mg/kg) foi capaz de
promover um aumento significativo nos valores de pH e densidade urinaria. Além
disso, no tempo de 8 horas, a administracéo oral de HCTZ apresentou valor de pH

diminuido em relacdo ao controle.

Tabela 3 - Efeito da administracdo oral aguda do sobrenadante etandlico do infuso de Cuphea
calophylla (ESCC) sobre o pH e densidade em amostras de urina de 4 e 8 horas

pH pH Densidade Densidade
Grupo

(4 h) (8 h) (4 h) (8 h)
Controle 7.50 +£0.05 7.96 £0.12 1010.6 £ 0.72 1036.6 £ 1.81

HCTZ (25 mg/kg) 7.50+0.15 7.20+£0.10® 1012.0+0.00 1039.0 + 0.50
ESCC (30 mg/kg) 8.06 +0.09° 8.43 +0.06° 1017.3+0.36 1040.0 + 0.00
ESCC (100 mg/kg) 7.50 +0.05 8.25 +0.07  1010.6+0.36 1037.0 + 1.50
ESCC (300 mg/kg) 7.66+0.04 823 +0.01  1011.3+0.36  1040.0 + 0.00

Para os tratamentos com o ESCC, a analise estatistica foi realizada usando ANOVA uma via seguido
pelo teste de Dunnett. Os tratamentos com a HCTZ foram comparados com o controle utilizando o
teste t de Student. Os valores sdo expressos como média + E.P.M. (n= 6). °p < 0,05 quando
comparado com o grupo controle. HCTZ: hidroclorotiazida. Densidade expressa em mg/L.

A excrecao dos eletrdlitos urinarios apos 8 horas de sua administracao esta

apresentado na Tabela 4.
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Os resultados obtidos reafirmam a natriurese do farmaco hidroclorotiazida
classificado como diurético tiazidico. Essa classe de medicamentos que atua no
tabulo contorcido distal exerce seus efeitos na inibicdo do simportador de Na*/CI
causando perda de ions sédio e cloreto na urina. (GOODMAN; GILMAN, 2010;
RANG; DALE, 2016).

Os valores obtidos com a administragdo do ESCC (30, 100 e 300 mg/kg)
mostraram que, no tempo de 8 horas, a dose do ESCC de 30 mg/kg apresentou
valor diminuido para a excrecdo do sodio e cloreto; porém, aumentou
significativamente a excrecdo do potassio. Por outro lado, a dose do ESCC de 100
mg/kg foi capaz de reduzir significativamente a excrecdo urinaria de potassio e

cloreto.

Tabela 4 - Efeitos da administracdo oral aguda do sobrenadante etandlico do infuso de Cuphea
calophylla (ESCC) sobre a excrecao de eletrdlitos na urina apds 8 horas

°Indice
Grupo Elna+ Elk+ Elc. salurético
Na® K* CI

Controle 1.20 £ 0.03 0.70+0.03 1.80+0.02 - - -

HCTZ (25 mg/kg) 2.00 +0.10® 0.60+0.04 2.20+0.10* 1.66 0.85 1.22
ESCC (30 mg/kg) 0.80+0.02% 0.90+0.02% 1.50+0.03* 0.66 1.28 0.83
ESCC (100 mg/kg) 1.10+0.05 0.50+0.03% 1.50+0.06% 0.91 0.71 0.83
ESCC (300 mg/kg) 1.20+0.01 0.70+0.01 1.70£0.02 1.00 1.00 0.95

Para os tratamentos com o ESCC, a analise estatistica foi realizada usando ANOVA uma via seguido
pelo teste de Dunnett. Os tratamentos com a HCTZ foram comparados com o controle utilizando o
teste t de Student. Os valores sdo expressos como média + E.P.M. (n = 6). °p < 0,05 quando
comparado com o grupo controle. ®Indice salurético = mmol.L™ grupo problema/ mmol/L grupo
controle. El: Carga Excretada; HCTZ: hidroclorotiazida. Elya., Elk. € Elc.. expressos em pEq/min/100g.

O valor do indice salurético apresentado na Tabela 4 é calculado pela razéo
do valor do grupo problema pelo controle. Assim, valores maiores que 1,00 denotam
valores maiores do grupo tratado pelo grupo controle. Fisiologicamente, os rins
através de seu sistema osmorregulatorio, atuam no equilibrio dos fluidos corporais e
de seus componentes quimicos. Quando had um desequilibrio em seu sistema,
diuréticos séo utilizados para aumentar a excre¢cdo de sodio e agua, diminuindo
assim o volume sanguineo no sistema cardiovascular (GASPAROTTO et al., 2009;
BALMACEDA et al., 2018).

Os principais mecanismos celulares e moleculares envolvidos na diurese

induzida por diferentes plantas medicinais sdo descritos por Livero et al. (2017).
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Segundo os autores os mecanismos envolvidos incluem canais de aquaporinas, 0s
quais regulam o balanco hidrico no organismo; efeito de carreadores renais que
agem no transporte ativo na bomba de Na'/K'/ATPase nas membranas celulares;
efeito da via do oxido nitrico GMPc o qual atua na protecdo vascular; efeitos na via
de prostaglandina AMPc que atuam na mediagcdo do tonus vascular; efeito do
sistema RAA (renina angiotensina aldosterona) analisado nas plantas pela
homeostase de sal e agua através de suas excrecdes; efeito no sistema KKS
(sistema cinina-calicreina); efeito na anidrase carbdnica no qual € observado efeito
salurético nas plantas por meio da inibicdo da anidrase carbdnica e efeito osmotico
nos rins através do controle da concentracéo de Na” e reabsorcéo de agua.

No entanto, sob as condi¢cdes experimentais apresentadas, o ESCC (30, 100
e 300 mg/kg) ndo apresentou atividade diurética aguda significativa, ja que apés a
sua administracdo, o ESCC n&o apresentou uma reducdo expressiva na excrecao

urinaria de sédio e cloreto.

5.2.2.2 Avaliacdo da atividade diurética prolongada

O ESCC obtido de Cuphea calophylla também foi avaliado quanto a sua
atividade diurética prolongada no periodo de sete dias, sendo mensurados nos dias
1, 3, 5 e 7 os valores de volume urinario, pH, densidade e a concentracdo de
eletrolitos na urina. Ao final dos tratamentos foi realizada a anélise dos eletrolitos
(sédio, potassio e cloreto) e os niveis de, creatinina e ureia séricos. Os resultados do
volume urinério estao apresentados na Figura 9.

Curiosamente, embora a HCTZ tenha apresentado efeito diurético agudo, 0s
resultados sob o volume urinario na diurese prolongada demonstram que 0 grupo
apresentou resultados maiores que o0 controle, no entanto sem diferencas
estatisticas significativas. A HCTZ apés induzir resposta diurética aguda pode ter a
sua capacidade de aumentar o volume urinario reduzida através de mecanismos
compensatorios. De fato, a ativacdo do sistema-renina-angiotensina acarretada pela
reducdo do volume plasmatico pode aumentar a reabsorcao tubular renal de sodio e
agua, reduzindo o efeito diurético (DUARTE; COOPER-DEHOFF, 2010).

De forma semelhante a HCTZ, o tratamento com ESCC nao foi capaz de
induzir qualquer resposta diurética durante os dias 1, 3 e 5. Entretanto, no sétimo dia

apos o inicio dos tratamentos, os animais que receberam a dose de 30 mg/kg
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apresentaram uma excrecao urinaria significativamente maior que o controle com um
valor de 50,01 mL £ 4,02 enquanto que o controle apresentou um valor de 30,39 mL
+ 0,67 (representado por média £ EPM).

Figura 9 - Efeito da administracdo oral prolongada do sobrenadante etandlico do infuso obtido de
Cuphea calophylla (ESCC) sob o volume urindrio produzido nos dias 1, 3,5 e 7.
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Legenda: Para os tratamentos com o ESCC, a analise estatistica foi realizada usando ANOVA duas
vias seguido pelo teste de Dunnett. Os tratamentos com a HCTZ foram comparados com o controle
utilizando o teste t de Student. Os valores sdo expressos como média + E.P.M. (n=6). °p < 0,05
quando comparado com o grupo controle. HCTZ: hidroclorotiazida.

Fonte: a autora.

O efeito tardio na diurese prolongada, na dose de 30 mg/kg do extrato de
Cuphea calophylla, permite entender que a espécie possui uma acédo diferente da
hidroclorotiazida. Em um estudo realizado com ratas Wistar por Balmaceda et al.
(2018), o efeito diurético da furosemida foi alcancado no tempo de 4 horas enquanto
que o extrato aquoso de C. glutinosa teve acdo diurética somente no tempo de 8
horas. Diferencas significativas no volume de excrecdo urinaria também foram
observadas em Cuphea carthagenensis (Jacqg.) J.F. Macbr. no primeiro dia de
tratamento nas trés doses do extrato avaliadas (SCHAEDLER et al., 2018). Por outro
lado, na investigacdo etnofarmacoldgica diurética realizada por Prando et al. (2015),
os resultados da diurese no tempo de 8h do extrato de Cuphea carthagenensis
mostram que o volume urinario do extrato foi maior que o grupo controle, porém sem

diferencas significativas, néo justificando o uso popular da espécie como diurético.
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O potencial hidrogenibnico da urina obtida durante os experimentos de
diurese prolongada estao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Efeitos da administracdo oral prolongada do sobrenadante etandlico do infuso obtido de
Cuphea calophylla (ESCC) sob o pH urinario nos dias 1, 3, 5 e 7 apés o inicio dos tratamentos

pH pH pH pH
Grupo : : : :
(dia 1) (dia 3) (dia 5) (dia 7)
Controle 8.13+0.04 7.66 + 0.01 7.76 £ 0.06 7.90 £ 0.05

HCTZ (25 mg/kg)  7.70+0.05  7.45+0.02  8.05+0.17  7,85+0.02
ESCC (30 mg/kg) 8.66+0.09%  7.63+0.04  7.66+0.07  8.00+0.05
ESCC (100 mg/kg) 8.36+0.04%  7.26+0.11% 8.20+0.05% 8.23+0.092
ESCC (300 mg/kg) 8.40+0.02  7.56+0.01  8.00+0.08% 8.36+0.09°

Para os tratamentos com o ESCC, a andlise estatistica foi realizada usando ANOVA de duas vias
seguido pelo teste de Dunnett. Os tratamentos com a HCTZ foram comparados com o controle
utilizando o teste t de Student. Os valores sdo expressos como média + E.P.M. (n = 6). ®p< 0,05
quando comparado com o grupo controle. HCTZ: hidroclorotiazida.

Conforme os dados obtidos, o grupo tratado com a menor dose do ESCC (30
mg/kg) apresentou uma significativa elevagdo nos valores do pH urinario apenas no
primeiro dia de tratamento. Por outro lado, os animais que receberam o ESCC na
dose de 100 mg/kg apresentaram um significativo aumento no pH urinario nos dias
1, 5 e 7 apls o inicio dos tratamentos, enquanto os ratos tratados com a dose de
300 mg/kg apresentam valores estatisticamente elevados apenas nos dias 5 e 7
apos o inicio dos tratamentos. Curiosamente, no terceiro dia apés o inicio dos
tratamentos, 0os animais que receberam o ESCC na dose de 100 mg/kg apresentam
uma reducédo significativa no pH urinario quando comparados com 0s animais do
grupo controle.

Alteragbes no pH urindrio podem ocorrer por varios mecanismos distintos,
entretanto dois deles estdo bastante envolvidos com o0 uso de extratos vegetais
(LIVERO et al., 2017). Alguns extratos vegetais por apresentarem o pH ligeiramente
alcalino, podem alterar o pH do tudbulo renal, e consequentemente, da urina
eliminada. Além disso, uma alteracdo na eliminacéo do ion bicarbonato, comum com
a utilizacdo de alguns produtos naturais, também podem afetar significativamente o
pH urinario.

Os resultadados obtidos com a medida da densidade urinaria apds a
administracéo prolongada do ESCC estao apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 - Efeito da administragdo oral prolongada do sobrenadante etandlico do infuso obtido de
Cuphea calophylla (ESCC) da densidade sob a densidade urinaria nos dias 1, 3, 5 e 7 ap6s o inicio

dos tratamentos

Densidade Densidade Densidade Densidade
Grupe (dia 1) (dia 3) (dia 5) (dia 7)
Controle 1031.3+1.27 1027.3+0.72 1027.3+0.72 1028.6 £0.90
HCTZ (25 mg/kg) 1024.0 £1.00* 1027.0+0.50 1025.0+0.50 1027.0+2.50
ESCC (30 mg/kg) 1038.0 £1.63% 1027.3+1.27 1027.3+0.36 1028.0+2.17
ESCC (100 mg/kg) 1030.6 £+0.72 1025.3+1.81 1030.0+1.63 1026.6 +£1.27
ESCC (300 mg/kg) 1028.0 +1.63 1024.6 £1.27 1031.3+1.27 1030.6+1.45

Para os tratamentos com o ESCC, a andlise estatistica foi realizada usando ANOVA duas vias
seguido pelo teste de Dunnett. Os tratamentos com a HCTZ foram comparados com o controle
utilizando o teste t de Student. Os valores sdo expressos como média + E.P.M. (n = 6). ®p< 0,05
quando comparado com o grupo controle. HCTZ: hidroclorotiazida. Densidade expressa em mg/mL.

Os resultados obtidos mostraram que apenas no dia 1 a dose do ESCC de 30
mg/kg apresentou uma pequena elevacédo na densidade urinaria, enquanto a HCTZ
induziu a uma significativa reducdo nesse parametro quando comparados ao grupo
controle. A densidade (razdo de massa por volume) é inversamente proporcional ao
volume, logo valores baixos de urina sdo sugestivos de densidade mais elevada
enguanto que resultados baixos de densidade podem estar correlacionados com um
volume de urina menor, bem como uma maior concentragcdo dos componentes da

mesma, incluindo os eletroélitos urinarios.
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Tabela 7 - Efeito da administracdo oral do sobrenadante etandlico do infuso obtido de Cuphea
calophylla (ESCC) sob o volume urinério acumulado e excrecéo renal de Na*, K" e CI'

Eletrolitos (LEg/min/100q)

Grupo Na+ K+ Cl-

Dia 1

Controle 0.65 + 0.02 0.90 £ 0.02 1.57 £ 0.03
HCTZ (25 mg/kg) 0.90 +0.16 1.12 +0.17 1.22 +0.21
ESCC (30 mg/kg) 0.60 £ 0.02 1.05 +0.02 1.63+0.03
ESCC (100 mg/kg) 0.56 + 0.02 0.75 + 0.02 1.31 +0.08
ESCC (300 mg/kg) 0.58 + 0.01 0.76 + 0.02 1.20 + 0.02
Dia 3

Controle 1.90 £ 0.05 2.60 £ 0.03 4.40 = 0.09
HCTZ (25 mg/kg) 3.20+0.16° 4.33+0.27°2 4.89 +0.19
ESCC (30 mg/kg) 1.90 + 0.03 2.70 £ 0.06 450 +0.12
ESCC (100 mg/kg)  1.80 +0.06 2.10+0.12 3.80 + 0.190
ESCC (300 mg/kg) 1.60 + 0.02 2.20+0.03 3.50+0.04
Dia 5

Controle 3.70+£0.12 4.90 + 0.09 8.60 £ 0.190
HCTZ (25 mg/kg) 6.46 + 0.34° 9.14 + 0.46° 10.81 + 0.36°
ESCC (30 mg/kg) 4.70 + 0.04 4.20 + 0.03? 7.60+0.12
ESCC (100 mg/kg) ~ 4.00 +0.17 4.60+0.16 7.70 £ 0.32
ESCC (300 mg/kg)  3.60 +0.12 4.60+0.14 7.40 £0.17
Dia 7

Controle 6.30 + 0.30 8.20+£0.20 14.90 + 0.30
HCTZ (25 mg/kg) 10.87 + 0.47° 15.80 + 0.67° 19.80 + 0.68°%
ESCC (30 mg/kg) 10.00 + 0.70% 8.10+0.20 14.00 £ 0.60
ESCC (100 mg/kg) 6.30 + 0.20 7.40+0.10% 13.10 + 0.40°
ESCC (300 mg/kg) 6.50 + 0.40 8.10 £ 0.40 13.50 + 0.50%

Para os tratamentos com o ESCC, a analise estatistica foi realizada usando ANOVA duas vias
seguido pelo teste de Dunnett. Os tratamentos com a HCTZ foram comparados com o controle
utilizando o teste t de Student. Os valores sdo expressos como média + E.P.M. (n = 6). °p< 0,05
quando comparado com o grupo controle. HCTZ: hidroclorotiazida.

Conforme os dados apresentados na Tabela 7, nos dias 1 e 3 os valores de

excrecdo dos eletrdlitos dos grupos tratados foram similares aos do grupo controle.
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Nos dias 5 e 7 a excrecdo de potassio nos animais tratados com as doses de 30 e
100 mg/kg do ESCC foram significativamente menor que o grupo controle. No dia 7
houve uma menor excrecdo de cloreto nos ratos que receberam o ESCC nas doses
de 100 e 300 mg/kg, onde ambas as doses apresentaram diferencas significativas
quando comparadas ao grupo controle. Também no dia 7 a dose do ESCC de 30
mg/kg demonstrou uma significativa capacidade de aumentar a excrecao de sodio
guando relacionada ao grupo controle.

Como esperado, os valores da excrecdo dos eletrolitos de hidroclorotiazida
apresentaram diferenga significativa quando comparados ao grupo controle. Nos
dias 5 e 7 a excrec¢do de sodio, potassio e cloreto apresentou maiores valores em
comparacao ao grupo controle. No dia 3, sodio e potassio também tiveram valores
aumentados em relacdo ao controle. Além de atuar na reabsorcdo de NacCl,
farmacos tiazidicos também promovem o aumento da excrecdo de potéssio
(BATLOUNI, 2009).

Os resultados obtidos com a dosagem de eletrdlitos, ureia e creatinina sérica

estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Efeitos da administracdo oral prolongada com o sobrenadante etandlico do infuso obtido
de Cuphea calophylla (ESCC) sobre os parametros séricos de ratos apés 7 dias de tratamento

ESCC 30 ESCC 100 ESCC 300 HCTZ 25
Parametro Controle

mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
Ureia 38.68+0.68 51.80+1.07% 41.23+150 4456+1.88 4523+212%
Creatinina 0.28 +0.01 0.30 £ 0.00 0.29 £ 0.00 0.32 £0.02 0.27£0.01
Sadio 119.63+1.44 11450140 118.43+3.19 12554 +235 115.50*0.92
Potassio 4.98 +0.20 5.00 + 0.08 4.71+0.19 5.68 + 0.45 3.76 £ 0.17°
Cloro 90.90+1.06 8730157 8890+x3.34 96.60+295 87.23+0.60

Para os tratamentos com o ESCC, a analise estatistica foi realizada usando ANOVA duas vias
seguido pelo teste de Dunnett. Os tratamentos com a HCTZ foram comparados com o controle
utilizando o teste t de Student. Os valores sdo expressos como média = E.P.M. (n = 6). °p < 0,05
quando comparado com o grupo controle. HCTZ: hidroclorotiazida. Ureia e creatinina expressos em
mg/dL. Sédio, potassio e cloro expressos em mmol.L™.

Quando analisadas no soro, os valores de ureia foram significativamente
maiores nos animais tratados com o ESCC (30 mg/kg) ou com a HCTZ (25 mg/kg).
O aumento da ureia € observado como reacdo adversa dos diuréticos tiazidicos e
seu aumento relaciona-se a reducdo do volume extracelular causado pelos

diuréticos (BATLOUNI, 2009). Além disso, quando comparados ao grupo controle os
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animais tratados com a HCTZ apresentam uma significativa redug¢éo nos niveis do
potéssio sérico, outra reacdo adversa induzido por diuréticos tiazidicos (DUARTE;
COOPER-DEHOFF, 2010).

De um modo geral, os valores baixos de volume urinario excretado pelos
animais tratados com o ESCC nas doses de 100 e 300 mg/kg podem estar
relacionados aos valores baixos de excrecdo renal de Na* e CI', visto que o acumulo
de NaCl atrela-se ao aumento do volume extracelular. O volume extracelular é
explicado pela osmolalidade do liquido bem como pela maior secrecdo de hormonio
antidiurético através do mecanismo secretor hipotalamo-hipdéfise. Resultados
diuréticos ndo observados podem ser devidos a ativacdo de outro tipo de
mecanismos de compensacdo fisiologica, como a secrecdo do hormoénio
antidiurético, que culminam na diminuicdo do volume de liquido extracelular. Outra
hip6tese a ser considerada € de um possivel efeito diurético aparecer apds a
adaptacdo hemodinamica renal aos tratamentos realizados, o que pode ser
observado no efeito diurético tardio da dose de 30 mg/kg do ESCC no sétimo dia
(GUYTON; HALL, 2006; BALMACEDA et al., 2018).

5.2.3 Avaliacéo da atividade hipotensora aguda

Os dados da atividade hipotensora dos grupos tratados com o controle, HCTZ
(25 mg/kg), ESCC (30, 100 ou 300 mg/kg) estéo apresentados na Figura 10.

Nenhum dos tratamentos realizados foram capazes de promover quaisquer
alteracdes significativas nos niveis de pressao arterial ou frequéncia cardiaca em
comparagcdo com o0s animais do grupo controle. De um modo geral, os diuréticos
tiazidicos podem apresentar seus efeitos na reducdo da presséo arterial em cerca
de 4 semanas, ou em uma minoria de casos, uma redu¢cdo maxima na pressao
arterial é vista num periodo de 12 semanas. Portanto, ndo had como prever a
atividade anti-hipertensiva baseada na duracdo ou gravidade da hipertensao
(GOODMAN; GILMAN, 2010). No periodo analisado (7 dias) as administracdes de
hidroclorotiaziada nédo foram capazes de diminuir a presséo arterial com diferencas
significativas. No entanto, em ambos os dias foi possivel notar redugdo da PSS,
PSD e PAM podendo sugerir que no periodo avaliado o farmaco nao atingiu sua

atividade anti-hipertensiva maxima.
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Figura 10 - Efeitos da administracéo oral prolongada do sobrenadante etandlico do infuso obtido de
Cuphea calophylla (ESCC) na presséao arterial sisttmica e na frequéncia cardiaca de ratos machos

Wistar.
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Legenda: Para os tratamentos com o ESCC, a andlise estatistica foi realizada usando ANOVA uma
via seguido pelo teste de Dunnett. Os tratamentos com a HCTZ foram comparados com o controle
utilizando o teste t de Student. Os valores sdo expressos como média + E.P.M. (n = 6). ap< 0,05
quando comparado com o grupo controle. HCTZ: hidroclorotiazida; PSS: pressdo sanguinea sistélica;
PSD: pressédo sanguinea diastdlica; PAM: presséo arterial média; FC: frequéncia cardiaca.

Fonte: a autora.

Cuphea carthagenensis apresentou atividade anti-hipertensiva em um estudo
realizado in vitro que analisou a inibicdo da enzima conversora de angiotensina
(ECA). Estudo in vivo realizados com o extrato aquoso obtido de C. carthagenensis
mostrou efeitos hipotensores em ratos (VIEL, 1998). O efeito hipotensor do extrato
de C. carthagenensis em ratos normotensos também foi mostrado por Krepsky
(2011). Foi administrada a fragdo n-butanolica do extrato de C. carthagenensis nas
doses de 10 e 100 mg/kg e observado a resposta hipotensora por 2 horas. Além

disso, as folhas de C. carthagenensis obtiveram uma taxa de inibicdo de 50% da
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enzima conversora da angiotensina plasmética (BRAGA et al., 2000). Outra espécie
do género, C. glutinosa reduziu a atividade de Na'/K'/ATPase nas membranas
isoladas do coracdo de ratos. Atualmente, inibidores de Na'/K'/ATPase s&o
empregados no tratamento de doencas cardiacas em virtude de seus efeitos
ionotrépicos cardiacos (ZAGO, et al., 2018). Contudo, apesar de outras espécies do
género Cuphea apresentar efeitos hipotensores tanto in vitro como in vivo, € mesmo
com a dose de 30 mg/kg do extrato de C. calophylla mostrar um decréscimo na PSS,
PSD e PAM os resultados ndo foram de relevancia significativa nestas condi¢cdes

experimentais.

5.2.4 Investigacdo dos efeitos vasodilatadores em leito mesentérico isolado e

perfundido

A acdo do ESCC em leito mesentérico vascular foi comparada com o
resultado obtido da preparacao controle perfundida apenas com o veiculo (solucao
salina fisiolégica — PSS). No entanto, através da figura 11 é possivel observar que
nenhuma das doses do ESCC (0,0001; 0,0003; 0,001, 0,003; 0,01; 0,03; 0,1;0,3; 1 e
3 mg) foram capazes de induzir respostas vasodilatadoras significativas. Dessa

maneira, ndo houve investigagcdo dos mecanismos moleculares envolvidos.

Figura 11 - Investigac@o dos efeitos vasodilatadores em leito mesentérico isolado e perfundido do
sobrenadante etandlico do infuso obtido de Cuphea calophylla (ESCC) de ratos machos Wistar.

0+ Controle (PSS)
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ESCC 0.0003 mg
ESCC 0.001 mg
ESCC 0.003 mg
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Legenda: Para os tratamentos com o ESCC, a andlise estatistica foi realizada usando ANOVA uma
via seguido pelo teste de Dunnett. Os valores sdo expressos como média + E.P.M. (n = 5). PSS:
Solucao Salina Fisiolégica.

Fonte: a autora.
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Um estudo realizado por Schaedler et al. (2018), utilizando leito mesentérico
vascular, demonstrou que o sobrenadante etandlico do infuso de Cuphea
carthagenensis nas doses 0,003; 0,01 e 0,03 mg foi capaz de induzir importante
resposta vasodilatadora. Além disso, os dados mostraram que esse efeito é
dependente da liberacdo do Oxido nitrico vascular e da ativacdo subsequente dos
canais de potassio. O efeito vasorrelaxante de Cuphea carthagenensis também foi
constatado por Schuldt et al. (2000). A fracdo butandlica do extrato mostrou efeito
vasodilatador por dois mecanismos distintos, sendo um dependente do endotélio e
envolvendo a liberacdo de 6xido nitrico, e outro independente do endotélio. Da
mesma forma, a acdo vasodilatadora de Cuphea carthagenensis foi encontrada por
Krepsky et al. (2012) em anéis de aorta de ratos. Além disso, 0s autores
demonstraram a relacdo da atividade vasodilatadora com os teores de flavonadides,

proantocianidinas, taninos e fendlicos totais encontrados na espécie.

5.2.5 Avaliacdo do potencial antioxidante

Os resultados do potencial antioxidante dos grupos tratados com o controle,
HCTZ (25 mg/kg) e ESCC (30, 100 e 300 mg/kg) estédo apresentados na figura 12.



55

Figura 12 - Efeitos da administracdo oral sobrenadante etandlico do infuso de Cuphea calophylla
(ESCC) na avaliagéo do potencial antioxidante

© 30- ) © 30~ B
=) SOD - Rim 2 SOD - Coracao
g e
() [}
T A ©
2 20 2
[a) o
o)
? ?
< 3
=) =
: g
? ?

s ~
© 160+ ’
] CAT - Rim 2
3 e
g 1201 2
o o
= £
£ 80 E
3 3
[«]

£
£ 407 E
= —
= <
o 0 (&)

&

20+

LPO - Coracao

a

15+ 'l'

10+

LPO - Rim

LPO
(mmol de hidroperéxido/g de tecido)

LPO
(mmol de hidroperéxido/g de tecido)

Legenda: Para os tratamentos com o ESCC, a analise estatistica foi realizada usando ANOVA uma
via seguido pelo teste de Dunnett. Os valores sdo expressos como média + E.P.M. (n = 6). °p< 0,05.
SOD: superéxido dismutase (U de SOD/mg de proteina); CAT: catalase (mmol/min/mg de proteina;
LPO: hidroperéxido lipidico (mmol de hidroperdxido/mg de proteina); HCTZ: hidroclorotiazida.

Fonte: a autora.
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De acordo com os dados apresentados, na realizagcdo da avaliacdo do
potencial antioxidante com a enzima superoxido dismutase (SOD) presentes no
tecido renal, os grupos tratados com o ESCC (30, 100 e 300 mg/kg) tiveram valores
discretamente aumentados (7.36, 8.10 e 7.48 U de SOD/g de tecido,
respectivamente) em comparacdo com o grupo controle (6.53 U de SOD/g de
tecido), no entanto sem apresentar diferencas estatisticamente significativas. O
grupo tratado com a HCTZ apresentou 13.61 U de SOD/g de tecido renal exibindo
diferenca significativa em comparacdo ao grupo controle. Por outro lado, no tecido
cardiaco, os grupos tratados com o ESCC nas trés doses utilizadas (30, 100 e 300
mg/kg), apresentaram expressivas alteragdes sobre a atividade da SOD em relagao
ao grupo controle. De forma interessante, a dose de 30 mg/kg do ESCC apresentou
um valor relativamente superior (19.64 U de SOD/g de tecido) em comparacdo ao
grupo tratado com a HCTZ (17.66 U de SOD/g de tecido).

Na avaliacdo da atividade antioxidante através da enzima catalase (CAT) nao
foi observado, no rim ou no coracao, acoes expressivas do ESCC (nas trés doses
utilizadas) ou da HCTZ em relacdo ao grupo controle. Em ambos os tecidos os
grupos tratados com o ESCC (30, 100 e 300 mg/kg) e com HCTZ tiveram valores
menores quando comparados ao controle.

Na avaliagdo da peroxidacdo lipidica, realizada atravées da medida do
hidroperoxido lipidico (LPO), foi possivel observar que no tecido cardiaco os animais
tratados com o ESCC (na dose de 100 mg/kg) apresentaram valores
significativamente maiores que o0s encontrados no grupo controle. Em todos os
outros grupos experimentais ou tecidos, nao foram encontradas alteracdes
estatisticamente significativas quando comparadas ao grupo controle.

O estresse oxidativo pode ocorrer devido a presenca de espécies reativas de
oxigénio (ERQO’s), e com isso a atividade antioxidante pode diminuir. A exemplo
disso, o0 anion superéxido (0O2"), o perdxido de hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxila
(OH) atuam na disfuncdo endotelial, na hipertensdo arterial sistémica e na
aterosclerose. Por outro lado, a fim de atenuar as agressdes desses agentes, o
sistema antioxidante produz enzimas como a superoxido dismutase (SOD) e a
catalase (CAT). A SOD converte o radical reativo O, em H,0, que por sua vez é
metabolizado pela CAT ou pela glutationa peroxidase (GPx). Nas doengas
cardiovasculares como a hipertensédo, o estresse oxidativo induz ao aumento dos

niveis de angiotensina I/ aldosterona, H,O, e O, além de diminuir a atividade da
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SOD, os niveis de GSH e de vitamina E, importantes agentes antioxidantes
(LUBRANO, et al., 2015; VERMA, et al., 2018; TALEB, et al., 2018).

Em nosso trabalho, avaliando amostras de tecido cardiaco, verificamos que a
SOD apresentou um aumento relevante de sua atividade, em comparacdo com o
grupo controle, apds o tratamento com o ESCC. Acreditamos que esse efeito pode
ser decorrente de uma atividade antioxidante do extrato de Cuphea calophylla, ou
ainda, uma resposta contrarreguladora ao aumento da peroxidacdo lipidica
evidenciada. De fato, o extrato de outra espécie de Cuphea (C. carthagenensis)
também aumentou significativamente a atividade da SOD nas doses de 100 e 300
mg/kg (SCHAEDLER, et al., 2018). Além disso, esse extrato também apresentou
expressiva atividade antioxidante in vitro (PRANDO, et al., 2015). Outro estudo
recente demonstrou a capacidade antioxidante de Cuphea glutinosa in vitro, além da
protecdo contra a peroxidacao lipidica induzida por nitroprussiato de sédio e H,O,,
demonstrando que os extratos de Cuphea glutinosa podem ser utilizados como
potenciais agentes no controle de doencas cardiovasculares e alteracdes oxidativas
(ZAGO, et al., 2018).

Nas plantas, compostos fendlicos desempenham importantes atividades
biol6gicas bem como acéo antioxidante (SOUZA, et al., 2018). Moustafa et al. (2018)
isolaram do extrato hidroalcoolico de Cuphea ignea A. DC., a cumarina 5-O-p-
glucopiranésido 7-hidroxi-3-metoxi, com estrutura rara que inibiu significativamente a
producdo de ERO’s. Compostos fendlicos também foram encontrados em Cuphea
aequipetala var. hispida Koehne, Cuphea lanceolata W.T.Aiton, Cuphea glutinosa,
Cuphea carthagenensis e Cuphea calophylla. (CARDENAS-SANDOVAL, et al.,
2012; BARBOZA, et al., 2016; ZAGO, et al., 2018; RAMIREZ-ATERHORTUA, et al.,
2018).

Embora os resultados encontrados nestas condicdes experimentais
demonstrem que o ESCC (na dose de 100 mg/kg) ndo foi capaz de inibir a
peroxidacao lipidica no coracao de ratos machos da linhagem Wistar, em um estudo
realizado por Jiménez et al. (2015) que avaliou a capacidade antioxidante e o
conteudo fendlico de plantas medicinais anti-inflamatérias da Colémbia, foi
constatado que Cuphea calophylla apresenta capacidade de inibir a peroxidacao
lipidica. Além desse achado, um grupo de investigacdo de substancias bioativas da
Colombia verificou que o extrato hidroalcoolico de Cuphea calophylla reduziu

significativamente os niveis de ERO’s em macréfagos induzidos por
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lipopolissacarideos (LPS), atrelando o resultado com o alto conteddo de compostos
fenolicos encontrados (RAMIREZ-ATEHORTUA, et al., 2018).
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6 CONCLUSAO

As caracteristicas morfoanatdmicas descritas da folha e caule de Cuphea
calophylla subsp. mesostemon contribuem para identificacdo e diferenciacdo da
espécie vegetal e auxiliam na taxonomia do género e familia. Além disso, os testes
histoquimicos contribuiram na localizacdo de compostos fendlicos, lipofilicos,
lignificados e gréos de amido em C. calophylla.

O sobrenadante etanolico do infuso obtido de Cuphea calophylla subsp.
mesostemon (ESCC) 2000 mg/kg ndo apresentou efeitos toxicos agudos, nem
diferencas significativas no peso relativo dos orgdos ou divergéncias relevantes no
comportamento dos animais, estimando-se portanto, DLsy acima de 2000 mg/kg.

O sobrenadante etandlico do infuso obtido de Cuphea calophylla subsp.
mesostemon (ESCC) nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg ndo apresentou atividade
diurética aguda expressiva. No entanto, na diurese prolongada a dose de 30 mg/kg
do ESCC promoveu uma diurese tardia observada no sétimo dia.

De acordo com a avaliacdo dos eletrdlitos na diurese aguda e prolongada em
nenhuma dose do ESCC (30, 100 e 300 mg/kg) apresentou uma reducao expressiva
na excrecao de sodio e cloreto. Ademais, nenhum dos tratamentos realizados com
o ESCC (30, 100 e 300 mg/kg) foi capaz de promover efeitos hipotensores ou
vasodilatores.

Na avaliagdo do potencial antioxidante, o sobrenadante etandlico do infuso obtido
de Cuphea calophylla subsp. mesostemon (ESCC) nas doses de 30, 100 e 300
mg/kg ndo alterou a atividade da enzima catalase (CAT) no tecido renal e cardiaco e
nao inibiu significativamente a peroxidacéao lipidica. Por outro lado, nas trés doses
testadas (30, 100 e 300 mg/kg), o ESCC foi capaz de induzir um importante aumento
na atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) em tecido cardiaco.

Concluindo, os resultados encontrados expressam a relevancia na identificacédo e
diferenciacdo botanica de C. calophylla subsp. mesostemon visto que espécies de
Cuphea séo similares quanto a seus caracteres morfoanatébmicos e popularmente
empregados para os mesmos usos. No entanto, observou-se que C. calophylla
subsp. mesostemon ndo deve ser usada com acdo diurética, hipotensora e
vasodilatadora em substituicdo de outras espécies do género, uma vez que ndo
apresenta as mesmas acbes farmacoldgicas nas condicdes experimentais

realizadas.
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