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1 INTRODUCAO

A sabedoria popular alcangada através de experiéncias de diversas geracdo muitas
vezes langa mao desse conhecimento para aplicabilidade principalmente no que diz respeito a
medicina alternativa. Além desse fato, muitas vezes algumas populacdes ndo apresentam
outras opg¢des para tratamento de algumas patologias, buscando entdo a resolutividade do
problema através de plantas medicinais. Dentre as varias plantas usadas para este fim a Lippia
alba, mais comumente conhecida como erva-cidreira, ¢ uma das plantas mais utilizadas com

finalidade terap€utica como analgésico, antitérmico, sedativo, anti-hipertensivo, entre outros.

A Hipertensdo Arterial Sistémica ¢ uma condi¢do clinica multifatorial caracterizada
por niveis pressdricos elevados de maneira sustentada, que pode levar a alteracdes de 6rgao-
alvo e/ou alteragdes metabdlicas. E considerada um dos principais problemas de saude
publica, ocasionando elevados custos médicos e socioecondmicos, sendo ainda a principal
causa de morte em paises em desenvolvimento. A detecgdo, o tratamento e o controle da HAS
sdo fundamentais para a redugdo das lesdes de 6rgdo alvo.

Os estudos mais recentes objetivam demonstrar a efetividade da Lippia alba na agao
cardioprotetora e anti-hipertensiva. Achados cientificos levam a proposi¢des da acdo
inespecifica da Lippia alba sobre o sistema nervoso central, por uma agdo fisiologica
periférica que leva hipotensdo e hipotermia.

Dessa forma, se faz necessario o conhecimento da agdo da Lippia alba, tornando-se
uma fonte imprescindivel para que profissionais da satide possam orientar o uso correto dessa
planta. A sua indicagdo no combate a hipertensdo deve estar embasada cientificamente para
que nao haja prejuizo ao individuo e para que se possa comprovar 0 seu uso, quer seja como

alternativa terapéutica ou como complemento ao tratamento com medicamentos alopaticos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Plantas medicinais

O conhecimento popular sobre o uso de plantas para fins medicinais levou a
pesquisadores partirem em busca de conhecer as propriedades farmacoldgicas de tais plantas
(CUNNUNGHAM, 1993). A utilizagao de plantas medicinais significa para uma boa parte das
pessoas a Unica opgdo terap€utica para o tratamento das diversas patologias, sendo que este

fato esté ligado a sabedoria popular passada por varias geracdes (PINTO et al., 2006).

Nesse cenario, o Brasil se destaca por possuir 4 das espécies vegetais at¢ o momento
catalogadas, ou seja, existem cerca de 60.000 espécies brasileiras (CORREA JUNIOR et al.,
2006). Dentre as razdes favorecedoras para isso estdo vasto territorio, situagdo climatica
diversificada e geomorfologia apropriada (CAMELO, 2010). No Nordeste, ¢ possivel
encontrarmos inumeras espécies vegetais que sao usadas para fins terapéuticos
(ARRIGONIBLANK, 2005). Apesar de apresentar essa diversidade, no Brasil, as
propriedades farmacologicas dessas plantas sdo pouco elucidadas (HEINZMANN; BARROS,
2007).

Importantes constituintes farmacologicos ja foram isolados de algumas plantas ja
estudadas, entre elas: alcaloides, flavonoides, triterpenos (CECHINEL FILHO; YUNES,
1998). Um estudo realizado por Calixto em 2000 apontou que aproximadamente 25% dos

medicamentos industrializados derivam direta ou indiretamente de plantas.

O mercado de plantas medicinais e de medicamentos fitoterapicos tem crescido
expressivamente nos ultimos anos. Essa comercializagdo movimentou no ano 2000 cerca de
22 bilhdes de dolares em escala mundial (YUNES et al., 2001). Pouco mais tarde, em 2001
movimentou cerca de US$ 3,9 bilhdes na América do Norte, US$ 6,9 bilhdes na Europa, US$
5,1 bilhdes na Asia, US$ 2,3 bilhdes no Japiao e US$ 600 milhdes na América do Sul
(FUNARI; FERRO, 2005).
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2.2 Lippia alba

A Lippia alba é uma das espécies da Mata Atlantica citada como espécie a ser
conservada (CAMELO et al., 2010). Estudos etnobotanicos revelam que a Lippia alba (Mill.)
N.E. Brown ¢ uma das plantas mais usadas pelos brasileiros como forma de terapia para
variadas patologias, inclusive na prevengdo e controle da hipertensio arterial (PERTILE,
2007). A sabedoria popular utiliza a Lippia alba sob apresentagdes de chas, macerados,
compressas, banhos ou extratos alcodlicos com diversas finalidades como analgésica,
antitérmica, sedativa, anti-inflamatoria, anti-hipertensiva, antifingica, inseticida e repelente

(PASCUAL et al., 2001; YAMAMOTO et al., 2008).

O ¢leo essencial de plantas ¢ o produto obtido de algumas partes da planta, isolados
por meio por destilagdo, arraste com vapor d’agua ou por prensagem (SIMOES; SPITZER,
2003). Na Lippia alba o oleo essencial ¢ composto basicamente por monoterpenos e
sesquiterpenos (SANTOS-MENDES, 2001 apud SCHOCKEN, 2007). As suas substincias
mais frequentes sdo o citral, limoneno, B-mirceno carvona e linalol (SCHOCKEN, 2007). A
partir de cromatografia gasosa foi comprovada a existéncia de terpineno, r-cimeno, b-
cariofileno, mirceno, geranial e neral, além do predominio de compostos aminados,

esteroidais, terpénicos e fendlicos (SCHOCKEN, 2007).

A apresentacdo do 6leo essencial da Lippia alba sofre influéncia geomorfologica,
climatica, de cultivo, do método de extragdao e do tipo de andlise realizada. Este fato leva a
variedade de quimiotipos, que nem sempre apresentam a mesma composi¢do (BOTTIGNON,
2009). Tal variedade de quimiotipos ¢ responsavel pelas diferentes aplica¢des da Lippia alba
pelo conhecimento popular. Deve-se ter atencdo sobre esse fato, para evitar o uso inadequado

da espécie cultivada para se alcangar um objetivo (JANNUZZI, 2006).

Como resultado de véarias andlises morfologicas e quimicas além de estudos
circadianos e sazonais do 6leo essencial nas folhas de Lippia alba foi possivel descrever trés
quimiotipos para esta espécie, sendo eles o quimiotipo I, caracteriza-se por alto teor de
mirceno e citral; o quimiotipo II, que apresenta altos teores de limoneno e citral; e o
quimiotipo III caracterizado por alto teor de limoneno e carbono e por auséncia de citral

(PERTILLE, 2007).
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Klueger et al., em 1996, devido ao conhecimento popular que aplica & Lippia alba o
efeito calmante, estudou o efeito depressor dessa sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) e
comprovou sua acdo depressora somente quando utilizada na dose de 30 mg/kg, via
intraperitoneal (i.p.). Santos et al., em 1998 administraram o extrato etanolico da Lippia alba
nas concentragdes de 40%, 60%, 80% e/ou 90% sob administragdes de 100 e 200 mg/kg por
via oral (v.0.) e evidenciaram, também, uma agao depressora sobre SNC. Vale et al. (1999)
utilizaram analise em trés quimiotipos de 6leo essencial de Lippia alba (Mill.), o quimiotipo I:
citral (55,1%), B-myrcene (10,5%) e limoneno (1,5%); quimiotipo II: citral (63,0%) e
limoneno (23,2%); quimiotipos III: carvona (54,7%) e limoneno (12,1%), comparando a acao
sobre o SNC nas administracdes de 10, 25, 50, 100 e 200 mg/Kg pela via i.p. observaram as
propriedades ansioliticas e sedativas desses 6leos. Esses mesmos quimiotipos citados, foram
utilizados por Viana et al. (2000) nas concentragdes 50, 100, 200, 400 e 800 mg/Kg por via
ip., € v.o. ¢ observaram efeitos inibitdrios sobre as convulsdes induzidas por
Pentilenotetrazol (PTZ). Essa acdo anticonvulsivante sugere o envolvimento do sistema
GABA¢érgico (Soares et al., 2001).

Em 2002, Zetola et al. utilizaram extratos etanolicos com 40%, 60% e 80% de etanol
na dose de 200 mg/kg,v.o., e visualizaram a¢des sedativa, miorrelaxante e anticonvulsivante
dos extratos. O extrato com 80% de etanol, a qual apresentava a maior quantidade de
flavonoides, foi a que apresentou maiores efeitos de sedacao e relaxamento muscular.

Estudos comprovaram a atividade antibacteriana da Lippia alba principalmente sobre
S. aureus e S. pneumoniae € em menor importancia sobre S. pyogenes. De todas as bactérias a
Pseudomonas aeruginosa foi a inica que se revelou resistente (Caceres et al., 1991; Alea et
al., 1997; Sena Filho et al., 2006).

As pesquisas atuais buscam demonstrar sua efetividade na agdo cardioprotetora e anti-
hipertensiva devido a morbidade e mortalidade por doengas cardiovasculares (TESTAI et al.,
2002; MOHAMED et al., 2010). Achados cientificos levam a proposi¢des da acdo
inespecifica da Lippia alba sobre o sistema nervoso central, por uma acdo fisioldgica

periférica que leva hipotensdo e hipotermia (ZETOLA et al., 2002).
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2.3. Hipertensao arterial sistémica

De acordo com a Sociedade Brasileira de Hipertensdo (SBH, 2010), a hipertensao
arterial sistémica (HAS) ¢ uma condi¢cdo cronica, multifatorial que se caracteriza por
resisténcia vascular periférica como consequéncia apresenta niveis elevados e sustentados de
pressao arterial, que € na maioria das vezes associadas a alteragdes funcionais e/ou estruturais
dos 6rgaos-alvo e a alteragdes do metabolismo, acarretando em aumento do risco de eventos
cardiovasculares.

A HAS figura como principal fator de risco para doengas resultantes de aterosclerose e
trombose, que acometem cora¢do, cérebro, rins e vasos periféricos. E apontada como
responsavel por 25 e 40% das cardiopatias isquémicas e dos acidentes vasculares cerebrais,
respectivamente. Dessa maneira a hipertensao arterial aparece como fator central das doengas
cardiovasculares e, portanto, caracteriza-a como uma das causas de maior redugdo da
qualidade e expectativa de vida dos individuos (Fuchs FD, 2004).

A HAS aparece como uma das principais causas de morte entre os adultos no Brasil e
se enquadra entre os principais fatores de risco para complicac¢des cardiovasculares (SIMOES;
SCHMIDT, 1996). Um levantamento realizado por The Seventh Report of the Joint National
Committee on Prevention, Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure
(2004), estima em cerca de um bilhdo o nimero de individuos com hipertensao arterial no
mundo e aponta a HAS como causa morte para 7,1 milhdes de dbitos. De acordo com a SBH
(2010) somente em 2001, a hipertensado arterial foi responsavel por 7,6 milhdes de mortes no
mundo e foi classificada como o fator de risco responsavel por 54% dos Obitos por acidente
vascular cerebral e 47% daqueles registrados como doenca isquémica cardiaca. Aponta ainda
que andlises realizadas no Brasil estimam que acima de 30% de toda a populagao deste pais
seja portadora de HAS (SBH, 2010).

Guyton e Hall (2006) propde uma classificacdo desses mecanismos, temos: a)
mecanismo de resposta rapida, atuando em segundos sob o comando dos barorreceptores,
quimiorreceptores € o sistema nervoso central; b) mecanismo de controle a médio prazo,
inicia sua acdo em poucos minutos ¢ ¢ comandado pelos agdes hormonais como renina-
angiotensina-aldosterona, vasopressina, fator natriurético atrial e fatores derivados do

endotélio; ¢) mecanismo de controle pressorico que ocorre por horas ou dias, sob controle dos
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rins.

A hipertensao arterial sistémica pode advir da resisténcia vascular periférica, sob efeito
da constriccdo da musculatura lisa arterial ou da proliferacao e crescimento das células desta
musculatura. O controle dessa resisténcia se faz por fatores intrinsecos, humorais e pelo
sistema nervoso autdbnomo (SNA) que influencia o controle da pressdo arterial por meio da
acao do sistema nervoso simpatico (SNS), o principal responsavel, e através da ativagcdo vagal
cardiaca (LIZARDO, 2005).

Os neurdnios pds-ganglionares simpaticos atuam no controle da pressdo regulando a
contracdo dos vasos arteriais, influenciando o aumento do debito cardiaco através das agdes
inotropica e cronotropica positivas e por meio da modulacdo do volume sanguineo por
constricdo venosa (COLOMBARI et al., 2001). Fisiologicamente, esse controle da Pressao
Arterial (PA) pelos tonus simpatico e gerado por estimulos enviados pelos barorreceptores a
area bulbar ventrolateral rostral (RVLM) que modula a atividade eferente simpatica. Logo, a
remocao ou destruicdo de aferencias barorreflexas proporciona um desequilibrio no controle
da PA, tornando-se um sistema incapaz de manter a pressdo dentro de uma faixa de regulacao
normal. Nao esta completamente elucidado o papel dos barorreceptores na génese da HAS
(LA ROVERE et al., 1998; DE ANGELIS et al., 2004; GUYENET, 2006).

Predisposi¢do genética, idade, obesidade, dieta, tabagismo, sedentarismo e fatores
ambientais sao apontados como vetores que levam a HAS (KAKAR et al., 2006).

De acordo com os critérios estabelecidos pela SBH (2010), o individuo que apresentar
pressao sistolica >140 mmHg e pressao diastolica >90 mmHg ¢ classificado como hipertenso.
Existem faixas de pressdao onde o individuo ndo ¢ adjetivado como hipertenso, porém deve-se
adotar cuidados para evitar a hipertensao arterial como na pré-hipertensao, onde a pressao
sistolica varia de 120 a 135 mmHg e a pressdo diastélica varia de 80 a 89 mmHg.

A hipertensao arterial pode ser classificada de acordo com o fator causal em:
hipertensdo primaria ou essencial responsavel por cerca de 95% dos casos; e hipertensao
secundaria, cuja etiologia e conhecida, possibilitando a cura a partir do tratamento da
patologia primaria (CORREA et al., 2005). A forma mais comum, a hipertensdo essencial,
caracteriza-se por uma elevacdo de causa desconhecida da pressdo sanguinea (GUYTON;
HALL, 2006). Até os dias de hoje, ndo se conseguiu conectar essa patologia a qualquer um
dos mecanismos descritos anteriormente (PAGE et al., 1999). Acredita-se, portanto, que esse

tipo principal de hipertensdo esteja associado a disfuncdo endotelial que ¢ encontrada em
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inimeros acometimentos cardiovasculares tornando-se objeto de estudo terapéutico

(ALCANTARA; RAMALHINHO, 2003).

2.4. Disfuncao endotelial e Hipertensao

O endotélio vascular secreta substincias relaxantes e contraturantes que em equilibrio
controlam o tonus e a estrutura do vaso. (ALCANTARA; RAMALHINHO, 2003; LUZ et al.,
2005; FELETOU, 2009). O endotélio promove a sintese de vasodilatadores como o oxido
nitrico (NO), prostaciclinas (PGI2) e fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF).
Além disso atua na producdo de fatores constritores como endotelina 1, angiotensina II,
tromboxano A2, prostaglandina H2, leucotrienos, e espécies reativas de oxigénio
(BATLOUNI, 2001; LUZ et al., 2005).

A disfuncao endotelial surge do desequilibrio de seus fatores derivantes pode resultar
em um aumento da resisténcia vascular, desse modo, facilitar o surgimento da hipertensdo
arterial (CARVALHO et al., 2001). Essa elevagao da resisténcia vascular surge por redugdo da
liberacao dos fatores relaxantes derivados do endotélio, por aumento da liberagdao dos fatores
constritores derivados do endotélio, pela reducao da biodisponibilidade dos fatores relaxantes,
principalmente o NO, pela redu¢do da sensibilidade do musculo liso vascular aos fatores
relaxantes e por distirbios na transdu¢do de sinais liberados pelos fatores relaxantes
(BATLOUNI, 2001).

O oxido nitrico derivado das células endoteliais ¢ considerado como substancia
fundamental para a homeostase vascular, por conta disso, tem sido alvo de estudos para a
prevencao de doencgas cardiovasculares (SOARES, 2008). A diminuicao da disponibilidade de
NO nos hipertensos retira o efeito inibitorio deste sobre o receptor de endotelina tipo B das
células musculares que medeiam a contragdo. Dessa forma, o equilibrio encontra-se alterado e
a acdo constritora supera o relaxamento (ALCANTARA; RAMALHINHO, 2003).

A Angiotensina II, outro mediador de grande importincia na homeostase da
hipertensdo, tem sua acdo aumentada sobre o receptor angiotensina I (AT1) favorece a
contragdo e hipertrofia celular, sendo ainda responsavel por produgao de espécies reativas de

oxigénio que em quantidade excessiva implica em processos fisiopatologicos de degradacgao



17

do principal fator relaxante, o NO (LUZ et al., 2005; BIAN et al., 2008).

Alteragoes do EDHF também estao associadas a doengas cardiovasculares. Suas agoes
envolvem um aumento intracelular de Calcio que ativa canais de potassio que induzem a
hiperpolariza¢do das células da musculatura lisa pelo fluxo de potdssio. Esse mecanismo ira
reduzir a abertura de canais de calcio dependentes de voltagem, reduzindo a contragdo. Desta
forma, alteragcdes desta via também contribuem para o aparecimento de uma disfungdo
endotelial (LUZ et al., 2005; FELETOU, 2009).

Os canais de potassio sdo fundamentais na excitagdo cardiaca por atuarem na
repolarizacdo do potencial de agdo do musculo cardiaco. O potdssio encontra-se abundante no
meio intracelular quando comparado ao meio extracelular. A abertura de canais deste ion
favorece a saida de potassio, resultando em hiperpolarizacdo. Essa alteragdo de potencial
apresenta papel importante na regulacdo do tonus da musculatura lisa e para o fluxo

sanguineo (SHIEH et al.,2000).

2.4. Controle da pressao arterial

O individuo portador de hipertensdo essencial apresenta uma alteragdo na liberagao de
NO pelo endotélio o que resultarda em aumento resisténcia vascular basal e um
comprometimento na resposta vasodilatadora derivada do endotélio (Panza et al.,1993). A
sintese de NO nas células endoteliais esta relacionada com o aumento da concentracao
intracelular de calcio. A ligagdo de um agonista ao receptor M3 ativa a proteina G que por sua
vez estimula a fosfolipase C para produzir diacilglicerol (DAG) e trifosfato de inositol (IP3).
Este ultimo ¢ responsavel pela liberagdo de calcio do reticulo endoplasmatico (RE) para o
meio intracelular. O aumento das concentracdes citoplasmaticas de calcio na célula endotelial
favorece a sua ligagdo com a calmodulina estimulando a ativagao da 6xido nitrico-sintase
endotelial (eNOS). A eNOS reduz a L-arginina em L-citrulina e libera o NO. Apo6s sua sintese,
o NO se difunde para as células musculares lisas vasculares e se liga ao seu receptor, a ciclase
da guanilil soluvel. Esta quando ativada, aumenta as concentragdes intracelulares de GMPc,
que por sua vez ativam a proteina quinase G (PKG) promovendo abertura de canais para

potéssio, aumento da captacdo de calcio do citoplasma para o RE através da bomba de calcio
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do RE e inativagdo da quinase da cadeia leve de miosina, por conseguinte, resulta em
vasodilatagdo. (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; IGNARRO et al., 1987, WALDMAN;
MURAD, 1988; CORNWELL, et al., 1991; ARCHER et al., 1994; RANG et al., 2001; LUZ
et al., 2005; FORSTERMANN; MUNZEL, 2006; RATTMANN et al., 2009).

2.5. Tratamento da hipertensao arterial

A manuten¢do dos niveis pressoricos dentro dos limites propostos, € o principal meio
para se evitar complicacdes secundarias a hipertensdo como doenga vascular encefalica
(DVE), doenga arterial coronariana, insuficiéncia cardiaca e insuficiéncia renal devido.
Diversas classes de farmacos sdo utilizadas atualmente como os diuréticos, os inibidores
adrenérgicos, os vasodilatadores diretos, os inibidores da enzima conversora da angiotensina
(1IECA), os antagonistas dos canais de calcio e os antagonistas do receptor da angiotensina II
(SBH, 2010).

A falta de adesdo aos tipos de tratamentos, principalmente farmacoldgico, ¢ um fator
que preocupa. Em média 30 a 50 % dos pacientes diagnosticados com hipertensdo
interrompem o tratamento medicamentoso no primeiro ano de uso. Dentre os fatores que
explicam esse fato a falta de sintomas ¢ o principal apontado pelos pacientes. O abandono da
terapia medicamentosa com o passar dos anos de terapia, pode atingir até 75% apos cinco
anos de tratamento (PERES et al., 2003)

A Sociedade Brasileira de Hipertensao (2010), preconiza que o tratamento nado
farmacologico e/ou alteragdes nos habitos de vida devem ser os primeiros métodos de escolha
dos portadores de hipertensdo arterial, exceto em casos de hipertensdo grave e

comprometimento de drgaos-alvo.

2.6. Lippia alba e Hipertensao arterial

O uso de plantas no controle da HAS necessita de pesquisas com comprovagao efetiva

de suas provaveis caracteristicas cardioprotetora e anti-hipertensiva. A manutencao da pressao
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arterial em niveis considerados como normais, minimiza a morbidade e mortalidade por
complicagdes como doengas cardiovasculares e doencas vasculares encefalicas (TESTAI et
al., 2002; MOHAMED et al., 2010).

Alguns estudos apontam uma acdo inespecifica da Lippia alba sobre o SNC devido a
uma possivel acdo fisiologica periférica responsavel pelo desenvolvimento de hipotensao
(ZETOLA et al., 2002).

Estudos de Guerrero et al. (2002) contradizem os estudos anteriores afirmando que o
tratamento pela via intravenosa de ratos Wistar e ratos SHR com extrato etandlico de Lippia
alba ndo resultou uma hipotensdo periférica. O uso da Lippia alba contra hipertensdo ainda
nao foi confirmado pela farmacologia experimental. No entanto, os compostos encontrados na
Lippia alba como os verbascosideos e isoverbascosideos, sdo potentes compostos
vasodilatadores, assim como glicosideos de apigenina (citrus bioflavonoide) e luteolina (citrus
bioflavonoide), ambos com propriedades vasorelaxantes, ja foram isolados desta planta

(HENNEBELLE et al., 2008).
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Resumo.

Introducdo: A Lippia alba (Mill.) N.E. Brown (VERBENACEAE) ¢ uma planta conhecida popularmente
como Erva-Cidreira Brasileira, possuindo varios quimiotipos elucidados responsaveis pelo seu uso
diverso na medicina popular e na produgdo de fitoterapicos. Um dos seus usos ¢ contra hipertensao, mas a
sua eficacia ainda ndo ¢ totalmente comprovada. Objetivo: avaliar a agdo hipotensora do dleo essencial
de Lippia alba (OELA), assim como descrever as areas centrais envolvidas nessa resposta. Materiais e
Métodos: Foram utilizados 42 ratos Wistar (200 a 250 g) com idade entre 4 a 8 semana, os quais foram
submetidos a canula¢do da artéria femural, através da qual foram aferidas a frequéncia cardiaca e as
pressdes média, diastdlica e sistdlica. Logo apos, os animas foram perfundidos, os cérebros extraidos e
submetidos ao protocolo de imunofluorescéncia para proteina Fos. Resultados e Discussdo:Foi
observada uma reducao significativa (p < 0,05) na frequéncia cardiaca. Nenhuma alteracdo foi encontrada
nas pessdes média, diastolica e sistolica. Através da imunofluorescéncia observou-se marcagdes Fos
positivas na regido paraventriculas, no cortex piriforme e cingulado. Conclusdo: Conlui-se que o OELA
apresenta acdo bradicardica, possivelmente devido por via central.

PALAVRAS-CHAVES: Lippia alba, dleo essencial, pressdo arterial.

Central Action Of Lippia Alba Essential Oil In Cardiovascular Control.
Summary.

Introduction: The Lippia alba (Mill.) NE Brown (VERBENACEAE) is a plant popularly known as
Yerba Cidreira Brazilian, possessing several chemotypes elucidated responsible for its diverse use in folk
medicine and in the production of herbal medicines. One of its uses is against hypertension, but the
effectiveness is still not fully proven. Objective: To evaluate the hypotensive action of the essential oil of
Lippia alba (OELA) and to describe the central areas involved in this response. Materials and Methods:
We used 42 Wistar rats (200-250 g) aged 4-8 week, which underwent cannulation of the femoral artery,
through which were measured heart rate and mean pressures, diastolic and systolic. Soon after, the animas
were perfused, the brains extracted and subjected to immunofluorescence protocol for Fos protein.
Results and Discussion: A significant reduction was observed (p <0.05) in heart rate. No changes were
found in pessdes average diastolic and systolic. By immunofluorescence observed positive Fos markings
on paraventriculas region, the piriformis and cingulate cortex. Conclusion: We conclude that the OELA
provides bradycardic action, possibly due by central route.

KEYWORDS: Lippia alba essential oil, blood pressure.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais significa para uma boa parte das pessoas a Unica
opcao terapéutica para o tratamento das diversas patologias, sendo que este fato esta ligado ao
acumulo do conhecimento popular por varias geragoes (1).

Nesse cenario, o Brasil se destaca por possuir % das espécies vegetais até o momento
catalogadas, ou seja, existem cerca de 60.000 espécies brasileiras (2). Dentre as razodes
favorecedoras para isso estdo vasto territorio, situacdo climatica diversificada e geomorfologia
apropriada (3).

O mercado de plantas medicinais ¢ de medicamentos fitoterapicos tem crescido
expressivamente nos tltimos anos. Essa comercializagdo movimentou no ano 2000 cerca de 22
bilhdes de dolares em escala mundial (4). Pouco mais tarde, em 2001 movimentou cerca de US$
3,9 bilhdes na América do Norte, US$ 6,9 bilhdes na Europa, USS$ 5,1 bilhdes na Asia, US$ 2,3
bilhdes no Japdo e US$ 600 milhdes na América do Sul (5).

A Lippia alba é uma das espécies da Mata Atlantica citada como espécie a ser
conservada (3). Estudos etnobotanicos revelam que a Lippia alba (Mill.) N.E. Brown é uma das
plantas mais usadas pelos brasileiros como forma de terapia para variadas patologias, inclusive
na prevengdo e controle da hipertensdo arterial (6).

O oleo essencial de Lippia Alba é composto basicamente por monoterpenos e
sesquiterpenos (7,8). As suas substancias mais freqiientes sdo o citral, limoneno, B-mirceno
carvona e linalol (8). A partir de cromatografia gasosa foi comprovada a existéncia de terpineno,
r-cimeno, b-cariofileno, mirceno, geranial e neral, além do predominio de compostos aminados,
esteroidais, terpénicos e fenolicos (8).

As pesquisas atuais buscam demonstrar sua efetividade na agdo cardioprotetora e anti-
hipertensiva devido a morbidade ¢ mortalidade por doengas cardiovasculares (9, 10). Achados
cientificos levam a proposi¢des da agdo inespecifica da Lippia alba sobre o sistema nervoso
central, por uma agdo fisioldgica periférica que leva hipotensao e hipotermia (11).

Dessa maneira, fica evidenciada a importancia do estudo da Lippia Alba, principalmente
no que se refere ao uso adequado da planta. A sua indicacdo contra a hipertensdo deve estar
baseada em estudos cientificos evitando qualquer tipo de dano ao paciente. Partindo entdo desse
pressuposto, o presente estudo objetiva avaliar o efeito hipotensor do 6leo essencial de Lippia
alba e descrever as principais areas centrais envolvidas nessas possivel agao.

2. MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizados 42 ratos Wistar (200 a 250 g) com idade entre 4 a 8 semanas, advindos
do Biotério Central da Universidade Federal de Sergipe (UFS). Todos os protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da UFS (CEPA/UFS
# 56/2011). Os animais foram mantidos em ciclo claro escuro de 12:00h/12:00h (claro: 6 as 18

hs; escuro: 18 as 6 hs), a temperatura de 25° + 1°C, com dieta balanceada com ragdo do tipo
“pallet” e acesso livre a agua. No presente estudo serdo respeitados os principios éticos
estabelecidos pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animal de Laboratério (SBCAL)

Procedimentos experimentais

Canulagdo da artéria e veia femural

Os animais foram anestesiados com tiopental sddico (45 mg/kg, i.p.) €, ap0s, a artéria e
a veia femural foram cuidadosamente dissecadas e expostas para evitar danos aos nervos
localizados nas proximidades. Um cateter de polietileno (PE 50, Intramedic, Becton Dickinson
and Company, Sparks, MD, USA) preenchido com heparina (100 Ul/mL) foi inserido na artéria
femural esquerda para registros de pressdo arterial (PA).

Um cateter de polietileno (PE 50, Intramedic, Becton Dickinson and Company, Sparks,
MD, USA) preenchido com heparina (100 Ul/mL) foi inserido na veia femural esquerda para
aplicagdo de OELA. Os cateteres foram posicionados subcutaneamente e exteriorizado na face
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dorsal do pescoco. Ao término da cirurgia, os animais receberam uma dose (1,1 mg/kg ip) de
Banamine.

Avaliagdo das fung¢oes hemodindmicas

Apos 24 horas da realizagdo da cateterizagdo arterial a PA foi mesurada continuamente
pela conexao do cateter arterial a um transdutor de pressdo (Edwards Lifescience, Irvine, CA,
EUA) pré-calibrado e acoplado a um amplificador (Modelo BD-01, BioData, Joao Pessoa, PB,
Brasil) conectado a um microcomputador equipado com placa conversora analdgico-digital
(Windagq, Dataq Instruments Inc., Akron, OH, USA) e com programa computacional (Advanced
CODAS/Windaq, Dataq Instruments Inc., Akron, OH, USA). O sinal de PA foi mostrado a uma
freqliéncia fixa de 2 kHz. Para cada ciclo cardiaco, o computador calculou PA sistolica,
diastolica e média, e o intervalo de pulso (referido como freqiiéncia cardiaca).

Perfusdo, crioprotegcdo e congelamento

Os animais forfo anestesiados com Cetamina (80 mg/kg) e Xilasina (10 mg/kg) para
perfusdo intracardica, a qual consistird na inje¢do, no ventriculo esquerdo, de uma agulha sem
bizel conectada a um sistema de perfusdo que tem por objetivo trocar o tecido sanguineo por
PBS (pH 7,4 ; 10 mM) a temperatura ambiente, por um periodo de 5 min, a um fluxo de 6
mL/min. Apds perfusdo por 5 minutos, o PBS foi substituido por uma solugdo de formalina
tamponada 10% (pH 7,4) a temperatura ambiente, por um periodo de 30 min a um fluxo de 6
mL/min. Apos a perfusdo, os animais foram decapitados e os cérebros extraidos para o processo
de pos-fixacdo, crioprotegdo e congelamento. A pds-fixagdo consistiu em submergir os cérebros
e as medulas em formalina tamponada 10% por 2 h. Apés o processo de pos-fixagdo, os
cérebros foram submetidos ao processo de crioprotecdo que consiste em transferi-los para uma
solugdo de sacarose 30% em PBS (pH 7.4), por 48 h. Apds a crioprotecdo, os cérebros foram
congelado a -22 °C.

Imunofluorescéncia para proteina Fos

Os cérebros foram levados ao criostato a -23 °C para obteng@o de sec¢des com 20 pm,
as quais foram montadas em laminas previamente gelatinizadas. Todas as sec¢des cerebrais e
medulares foram processadas a temperatura ambiente (22 °C) e lavadas em PBS (pH 7,4; 5x 5
min) apos cada etapa de exposicdo aos reagentes, a qual teve inicio com a lavagem em glicina
(0,01 M) diluida em PBS, por 10 min, para reduzir a autofluorescéncia do tecido. Em seguida,
as ligacdes para gamaglobulina foram bloqueadas com BSA (2%) em PBS por 30 min. Apos a
realizacdo dessas etapas para bloqueio de reagdes inespecificas, seguiram-se as incubagdes com
os anticorpos primarios e secundarios. As secgdes cerebrais foram incubadas com o anticorpo
primario policlonal produzido em cabra especifico contra a proteina Fos k - 25 +, diluidos
1:2000 em PBS, triton (0,2%) ¢ BSA (1%), por 16 h. Em seguida, os cortes foram expostos ao
segundo anticorpo anti-IgG de cabra produzido em coelho conjugado com Alexa Fluor 594,
diluidos 1:2000 em PBS, por 2 h. Finalmente, os cortes foram montados em solu¢do de glicerol
(89% glicerol + 1% DABCO + 10% PBS).

Aquisi¢do das imagens

As secgdes cerebrais contendo neurénios marcados positivamente foram adquiridas e
classificadas em regides de acordo com o Atlas Paxinos & Watson (1997) e fotografadas
utilizando-se um microscopio de fluorescéncia com camera (Axioskop 2 plus, Alemanha).
Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + EPM. As diferencas entre os grupos foram
analisadas através do test t para medidas repetidas. Valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes.

3. RESUTADOS

A figura 1 demonstra uma redugdo significativa (p < 0,05) na frequéncia cardiaca
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quando comparado ao registro antes da administracdo do dleo.
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Figura 1. Expressdo grdfica dafreq’uéncia cardiaca (FC) dos animais do grupo experimental (n=35),
submetidos a dose de 40 mg/Kg de Oleo Essencial de Lippia alba (OELA) administrado por via intra-
venosa. *p < 0,05.

Nao foram observadas alteracdes significativas na pressdo arterial média, sistolica e
diastolica, conforme descrito nas figuras 2, 3 ¢ 4.
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Figura 2. Expressdo grdfica da pressdo arterial média (PAM) dos animais do grupo experimental (n=>5),

submetidos a dose de 40 mg/Kg de Oleo Essencial de Lippia alba (OELA) administrado por via intra-
venosa.
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Figura 3. Expressdo grafica da pressdo arterial sistolica (PAS) dos animais do grupo experimental
(n=5), submetidos a dose de 40 mg/Kg de Oleo Essencial de Lippia alba (OELA) administrado por via
intra-venosa
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Figura 4. Expressdo grafica da pressdo arterial diastolica (PAD) dos animais do grupo experimental
(n=>5), submetidos a dose de 40 mg/Kg de Oleo Essencial de Lippia alba (OELA) administrado por via
intra-venosa

Através da imunofluorescéncia para proteina Fos, foram observados neurdnios
marcados positivamente nas areas paraventricular, cortex piriforme e no cortex cingulado
(Figura 5).
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Figura 5. Neurdnios Fos positivos na drea paraventricular (4), cortex piriforme (B) e cortex cingulado
(C) apos a administrag¢do do OELA.

4. DISCUSSAO

A busca de planos terapéuticos alternativos ao uso de medicagdes vem crescendo nos
ultimos anos, um exemplo ¢ a utilizagdo das plantas medicinais. Paises como o Brasil, que
possuem vasta biodiversidade e conhecimentos populares, t€ém contribuido em estudos pré-
clinicos e clinicos sobre o uso desses vegetais que sdo usados na forma de chas, extratos brutos
e macerados (12).

A Lippia alba foi a planta de escolha do estudo por apresentar diversos usos, sendo
recomendada popularmente em casos de hipertensdo arterial (13; 6). Além disso, 0 mecanismo
de agdo da espécie sobre as fun¢des hemodindmicas nao € bem elucidado. Ela apresenta uma
variedade morfoldgica e quimica que permite diferencid-la em diversos quimiotipos tais como:
geranial, limoneno, linalol, mirceno e carvona. No presente estudo foi utilizado o quimiotipo
geranial (OELA ;) para a avalia¢do das fungdes hemodindmicas.

Apesar de estudos anteriores demonstrando a agdo da Lippia alba na reducao da pressao
arterial e da frequécia cardiaca (14 e 15), no presente estudo ndo foi observada significante
resposta hipotensora ap6s sua administragdo intravenosa in bolus nos ratos, entretanto, foi
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evidente sua a¢do bradicardica em ratos saudaveis ndo-anestesiados.
5. CONCLUSAO

Certamente, os resultados obtidos tornam estudos posteriores viaveis no sentido de
caracterizar o exato mecanismo de acdo do OELA, visto que, ficou evidenciada sua agdo
bradicardica. Foi observado marcacao Fos positiva nas areas paraventricular, cortéx pririforme e
no cortex cingulado, sugerindo agdo do OELA nessas areas. Portanto, conlui-se que o OELA
apresenta acdo bradicardica, possivelmente devido por via central.
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