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RESUMO

MAYNARD, L. G. Efeitos cardiovasculares do 6leo essencial de Lippia alba (Mill)
N.E. Brown. (Erva Cidreira Brasileira) em ratos. Dissertacdo de Mestrado, Nucleo de
Pos graduagdo em Medicina, Mestrado em Saude- NPGME/UFS, 94p, 2011.

A Lippia alba (Mill.) N.E. Brown (VERBENACEAE), conhecida popularmente
como Erva Cidreira Brasileira, ¢ uma das plantas mais utilizadas na medicina popular
brasileira, inclusive para o tratamento da hipertensao arterial. Este estudo buscou
investigar os efeitos cardiovasculares do 6leo essencial de Lippia alba (OELA) em
ratos. Para registro dos parametros hemodinamicos, ratos machos Wistar saudaveis
foram canulados na aorta abdominal e na veia cava inferior. Inicialmente foram
testados 5 quimiotipos deste dleo (geranial, limoneno, linalol, mirceno e carvona),
administrados por via intravenosa e in bolus, nas doses de 5, 10, 20, 40 e 60 mg/kg.
Ap6s andlise destes resultados, observou-se que o quimiotipo geranial (OELAg) foi o
que apresentou o melhor efeito sobre a pressdo arterial, tornando-se o quimiotipo de
escolha. Em animais saudéaveis e ndo-anestesiados, o OELAg (5, 10, 20 e 40 mg/kg,
1.v.) induziu hipotensdo e bradicardia transientes. Estes efeitos foram atenuados em
animais pré-tratados com atropina (2 mg/kg, i.v.), hexametonio (20 mg/kg, i.v.) ou L-
NAME (20 mg/kg, i.v.), mas ndo com indometacina (5 mg/kg, i.v.). Para os
experimentos in vitro, os ratos foram eutanasiados e a artéria mesentérica superior foi
removida e seccionada em anéis (1-2 mm), os quais foram montados em cubas para
orgdo isolado contendo solucdo de Tyrode a 37° C e gaseificada com carbogénio. Em
anéis intactos de artéria mesentérica superior de ratos, pré-contraidos com fenilefrina
(10 uM), o OELAG (1 - 1000 pg/mL) induziu relaxamento (pD,-1,89 £ 0,21; Epax =
110,8 £ 10,8 %) cujo efeito ndo foi alterado apds remocgao do endotélio (pD, = 2,37 +
0,16; Emax = 134,8 + 16,5 %), ap6s a incubagdo com tetraetilamonio (TEA) (pD, =
2,23 + 0,04; Emax = 117,2 + 4,96 %) ou KCI (80 mM) (pD, = 1,96 + 0,06; Enax =
112,6 £ 6,70 %). Além disso, 0 OELAg foi capaz de inibir as contragdes induzidas
por CaCl, e produzir um efeito adicional (34,82 %; n = 5) sobre o relaxamento
maximo causado pela nifedipina (10 uM) em anéis sem endotélio. Diante destes
resultados, pode-se concluir que o OELAg produz efeito hipotensor, que parece ser
causado por ativagdo de receptores muscarinicos e liberagdo de NO, e bradicardia,

que parece ser causado pela ativagdo de receptores muscarinicos cardiacos e



nicotinicos ganglionares. Além disso, 0 OELAg induz vasorelaxamento que parece
ser causado inicialmente por um bloqueio do influxo de Ca*" através dos canais de

Ca®" operados por voltagem.

Palavras-chave: Lippia alba, 6leo essencial, efeitos cardiovasculares, ratos, canais

de calcio.



ABSTRACT

MAYNARD, L. G. Cardiovascular effects of the essential oil Lippia alba (Mill) N.E.
Brown (Erva Cidreira Brasileira) in rats. Dissertagcdo de Mestrado, Nucleo de Poés
graduagdo em Medicina, Mestrado em Satde- NPGME/UFS, 94p, 2011.

Lippia alba (Mill.) N.E. Brown (VERBENACEAE), popularly know as Erva
Cidreira Brasileira, has been one of the most commonly herbs used in the Brazilian
folk medicine to blood pressure control. This study aimed to investigate the
cardiovascular effects of the essential oil of Lippia alba (EOLA) in rats. For the
hemodynamic measurement, normotensive male Wistar rats had their abdominal
aorta and lower vena cava cannulated. Initially, five chemotypes (geranial, limonene,
linalool, mircene, and carvone) were tested in normotensive conscious rats. They
were intravenously and in bolus administrated at the doses of 5, 10, 20, 40 and 60
mg/kg. The EOLAG showed the best results on blood pressure, being chosen for the
following experiments. The administration of EOLAg (5, 10, 20, and 40 mg/kg, i.v.)
induced transient hypotension and bradycardia. These responses were attenuated by
atropine (2 mg/kg, i.v.), hexamethonium (20 mg/kg, i.v.) and N®nitro-Larginine
methyl ester hydrochloride (L-NAME - 20 mg/kg, i.v.), but not by indomethacin (5
mg/kg, i.v.). For in vitro approach, the rats were euthanized and the superior
mesenteric artery was removed and cut in rings (1-2 mm), which were placed in
organ baths containing Tyrode's solution at 37° C and gassed with carbogen. In intact
rings of rat mesenteric artery pre-contracted with phenilephrine (1 uM), EOLAg (1 -
1000 pg/mL) induced relaxation (pD> = 1.89 = 0.21; Emax = 110.8 + 10.8 %) which
was not modified after the removal of the endothelium (pD, = 2.37 + 0.16; Emax =
134.8 £ 16.5 %), after incubation with TEA (pD, = 2.23 + 0.04; Emax = 117.2 +
4.96 %) or KC1 (80 mM) (pD, =1.96 =+ 0.06; Emax = 112.6 = 6.70 %). In addition,
the EOLAg was able to inhibit the contraction caused by CaCl, and produced
additional effect (34.82 %; n = 5) on maximal relaxation of nifedipine (10 uM). In
conclusions, the results demonstrate that the EOLAg induces hypotensive effect, that
seems to be caused by muscarinic activation and NO release, and bradycardia, that
seems to be due to an activation of ganglion nicotinic and cardiac muscarinic
receptors. Furthermore, EOLAg produces vasorelaxation primarily caused by

blocking Ca*" influx through voltage-operated Ca’ channels.



Keywords: Lippia alba, essential oil, cardiovascular effects, rats, calcium channel

blockers.
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1. INTRODUCAO

O conhecimento sobre o uso de plantas medicinais representa para muitas
comunidades a opg¢do terapéutica disponivel para o tratamento de doengas. O uso
desses recursos vegetais relaciona-se aos primérdios da medicina e esta
fundamentado no actimulo de informagdes transferidas por sucessivas geracdes
(PINTO et al., 2006). Este elo entre 0 homem e a natureza permanece ativo nos dias
de hoje por meio de cultivos residenciais ou comercializagdo do material vegetal em
mercados e feiras populares (MACIEL et al., 2002).

Calcula-se que no mundo haja 250.000 espécies vegetais. Entre os diversos
paises, o Brasil destaca-se por possuir % (cerca de 60.000) das espécies estimadas
para o mundo (CORREA JUNIOR et al., 2006). As razdes que favorecem ao nosso
pais ocupar este patamar sdo o vasto territorio, com diversas situacdes climaticas,
geomorfologicas e de solo, propicias ao surgimento de uma flora diversificada
(CAMELO, 2010).

Apesar de abranger um valioso patrimonio natural, a maioria das espécies de
plantas utilizadas com fins medicinais ¢ pouco estudada em relagdo aos seus
constituintes quimicos e seus potenciais farmacoldgicos (SOUZA, 2008). Acredita-se
que somente cerca de 5 a 7% do potencial medicinal das plantas seja conhecido
(OLIVEIRA et al., 2009).

O comércio de plantas medicinais cresceu muito na ultima década,
produzindo uma movimentagdo financeira mundial que atingiu aproximadamente 22
bilhdes de dolares no ano de 2000 (YUNES et al., 2001). O mercado de fitoterapicos
movimentou no ano de 2001 cerca de US$ 3,9 bilhdes na América do Norte, USS$ 6,9
bilhdes na Europa, US$ 5,1 bilhdes na Asia, US$ 2,3 bilhdes no Japao, US$ 600
milhdes na América do Sul e US$ 800 milhdes nos demais paises (FUNARI;
FERRO, 2005).

Mais recentemente, tem-se observando um crescimento consideravel do
comércio de plantas medicinais, principalmente quando parte dessas plantas sdo
transformadas em fitoterapicos. Este crescimento foi demonstrado em um estudo
realizado por De Freitas (2007) no periodo de 2003 a 2006 em que se percebe a
grande movimentacdo financeira no pais. O montante mobilizado pelo Brasil neste

periodo alcangou o valor de R$ 1.840.228.655, 00.

Efeitos cardiovasculares do oleo essencial de Lippia alba em ratos MAYNARD, L.G (2011)



22

Um dos fatores que contribui para essa crescente circulagdio monetaria em
torno das plantas medicinais ¢ o alto custo dos medicamentos industrializados
(BRANDAO et al., 2006). Por conta disso, mais de 50% da populagdo brasileira,
principalmente as pessoas de condi¢des financeiras menos favoraveis, fazem uso de
plantas medicinais ou fitoterapicos para tratar doencas agudas ou até mesmo
cronicas, como a hipertensao arterial (SOARES, 2002).

No ano de 2001, foi realizada a /“ Reunido Técnica sobre Estratégias para
Conservagdo e Manejo de Recursos Genéticos de Plantas Medicinais e Aromaticas,
organizada pela comunidade cientifica da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia e do IBAMA, a fim de definir estratégias para conservagao € manejo
sustentavel da flora brasileira (VIEIRA; SILVA, 2002). Segundo Camélo (2010), a
Lippia alba ¢ uma das plantas da Mata Atlantica citada como espécie a ser
conservada. Esta espécie tramita pelos comércios externos, internos e regionais além
de ja estar sendo explorada pelo Programa Nacional de Desenvolvimento Sustentavel
de Territorios Rurais — PRONAT (empresa incubada no Parque de Desenvolvimento
Tecnologico do Ceara — PADETEC - que esta ligado & Universidade Federal do
Ceard) (COSTA, 2006).

A Lippia alba (Mill.) N.E. Brown, popularmente conhecida como Erva-
Cidreira Brasileira, possui diversos quimiotipos responsaveis pelas multiplas
utilizagdes desta planta na medicina popular e na fitoterapia, a depender do seu
componente majoritario. Suas principais indicagdes populares sdo contra problemas
digestivos, respiratorios, cardiacos e como calmante (ALEA et al., 1997; SOARES,
2001; PESSINI et al., 2003).

Estudos etnobotanicos demonstram que a Lippia alba ¢ uma das plantas mais
utilizadas de forma terapéutica pelos brasileiros, inclusive no que se refere a
prevengdo ou controle de doengas como a hipertensio (PERTILE, 2007). No entanto,
este uso anti-hipertensivo ainda ndo ¢ conclusivo, embora ja tenham sido isolados
potentes compostos vasorelaxantes, como verbascosideos e isoverbascosideos, além
de glicosideos de apigenina (citrus bioflavondide) e luteolina (citrus bioflavondide)
(HENNEBELLE et al., 2008).

Sabendo-se da alta taxa de abandono dos tratamentos anti-hipertensivos
devido aos efeitos colaterais de seus medicamentos e aos custos socioecondmicos

elevados decorrentes principalmente das complicagdes dessa patologia, torna-se
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imprescindivel a descoberta de novas drogas mais seguras, eficazes ¢ de menor custo
por meio de estudos mais aprofundados das plantas medicinais. Desta maneira, a
avaliagdo dos efeitos cardiovasculares da Lippia alba ¢ mais do que justificavel.
Neste contexto, os Departamentos de Fisiologia/Farmacia e Agronomia da
Universidade Federal de Sergipe tem concentrado esfor¢os no sentindo de
desenvolver estudos cientificos com a Lippia alba, visando um retorno a populacao
quanto a sua eficacia e possiveis efeitos indesejaveis. Especificamente no tocante a
sua atividade sobre o sistema cardiovascular, os estudos desenvolvidos até o

momento tem gerado grandes expectativas no que diz respeito ao seu uso.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Plantas Medicinais

Embora o Brasil seja o pais com a maior diversidade na flora nativa pouco se
comprovou acerca de suas reais propriedades cientificas (HEINZMANN; BARROS,
2007).

Neste pais, na década de 80, foram realizados inumeros trabalhos com o
proposito de embasar cientificamente o uso de plantas medicinais como recurso
terapéutico. Quase a totalidade desses estudos concentrava-se em Instituigdes de
Ensino Superior (IES), que desenvolviam pesquisas nas areas de botanica,
agronomia, quimica e farmacologia. Através do Programa de Pesquisa de Plantas
Medicinais, iniciado no ano de 1983, e vinculado a antiga Central de Medicamentos
(CEME/MS), o Brasil exerceu uma a¢do multiplicadora de conhecimentos sobre a
potencialidade de nossa flora. No entanto, a interrup¢do desse programa no ano de
1995 trouxe um impacto negativo nessas areas (SIMOES; SCHENKEL, 2002).

Nas ultimas décadas, estudos tém revelado que o mercado de plantas
medicinais é um mercado promissor e com grande potencial de expansdo (SIMOES;
SCHENKEL, 2002). A avaliacdo de algumas plantas da medicina popular ja revela,
através de pesquisas pré-clinicas, importantes constituintes de agdes farmacologicas
como flavonoides, alcalodides, triterpenos, taninos, entre outros (CECHINEL FILHO;
YUNES, 1998).

Os ensinamentos da sociedade sobre plantas medicinais tém proporcionado
um crescente interesse no meio cientifico, sobretudo nas areas de fitoquimica e
farmacologia (CUNNINGHAM, 1993; ALBUQUERQUE, 2001). Um estudo
revelou que cerca de 25% de todos os medicamentos industrializados eram
originados de forma direta ou indireta dos vegetais, quer por isolamento de suas
substancias ativas, quer por semi-sintese das mesmas (CALIXTO, 2000). Vale
lembrar que principios ativos de plantas medicinais descobertos hd anos sao
utilizados até os dias de hoje para diversas terapéuticas. Como exemplos, a morfina
de agdo analgésica isolada da planta Papaver somniferum e a atropina de agdo
anticolinérgica isolada da Atropina belladona (RATES, 2001b; MARTINEZ et al.,
2009).
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O Nordeste brasileiro abrange uma diversidade de espécies vegetais
conhecidas por suas propriedades terapéuticas na medicina popular (ARRIGONI-
BLANK, 2005). Aproximadamente 75% das substancias ativas empregadas na
formulacdo de fitoterapicos ou farmacos sdo isolados seguindo informagdes e
utilizagdes populares. O primeiro passo para se estudar uma planta medicinal baseia-
se, portanto, nos conhecimentos adquiridos de geragdes sucessivas sobre a espécie
que se quer pesquisar (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998; PINTO et al., 2006).

Dentre as espécies populares de grande interesse para pesquisas cientificas
estd a Lippia alba. Estudos etnobotinicos demonstram que esta planta ¢ uma das
plantas mais utilizadas de forma terapéutica no Brasil, inclusive no que se refere a

prevengio ou controle do aumento na presso arterial (PERTILE, 2007).

2.2. Politicas Normativas Brasileiras sobre plantas medicinais

Desde a Declaracdo de Alma-Ata, em 1978, a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) tem demonstrado a sua posicdo a respeito da necessidade de valorizar a
utilizacdo de plantas medicinais, revelando que cerca de 80% da populagdo mundial
recorre ao uso desses vegetais e/ou seus subprodutos para satisfazer suas
necessidades basicas de saude, embora somente 1% da flora de tradi¢ao medicinal
seja quimicamente conhecida. Em 1981, a Portaria de n° 812 aprovada pelo
Ministério da Saude veio definir o estudo de plantas medicinais como prioridade
investigativa (LUZ NETTO et al., 2006).

A Portaria n° 6/MS/SNVS, de 31 de janeiro de 1995, normatizava o Registro
de Produtos Fitoterapicos junto ao Sistema de Vigilancia Sanitaria e legalizava a
definicdo de fitoterdpico como sendo “todo medicamento tecnicamente obtido e
elaborado, empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais com
finalidade profilatica, curativa ou para fins de diagnosticos (...)” (BRASIL, 1995).

Visando normatizar o Registro de Medicamentos Fitoterapicos, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria editou a Resolugdo de Diretoria Colegiada (RDC n°
17), de 24 de fevereiro de 2000, em que aprovava o regulamento técnico dos
fitoterapicos.

Quatro anos depois, a ANVISA editou nova resolucdo com o intuito de

atualizar a normatizagdo do registro de medicamentos fitoterapicos. Sendo assim, a
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principal legislagdo vigente que regulamenta o registro de fitoterapicos e prevé
diferentes formas de se comprovar a seguranga e eficacia destes ¢ a RDC/ ANVISA
n°® 48 de 16 de margo de 2004. Esta inclui ainda, a importancia da etnofarmacologia
(ANVISA, 2004).

A partir das diretrizes da OMS, houve a constru¢do do Programa Nacional de
Préticas investigativas e Complementares (PNPIC) no SUS com o objetivo de
programar agdes e servigos relativos a praticas medicinais alternativas. Somente no
ano de 2006, o PNPIC foi aprovado pelo Conselho Nacional de Saude e publicado na
forma de Portaria Ministeriais n° 971 de 3 de maio de 2006. Neste mesmo ano
também foi estabelecida a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos,
publicada através do Decreto n® 5.813 em 22 de junho de 2006, que aprova a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, fortalece e amplia as agdes politicas
voltadas ao setor, bem como propde acesso seguro e uso racional da flora medicinal
(BRASIL, 2006; HEINZMANN; BARROS, 2007).

Por ser o cha a forma mais tradicional de utilizacdo das plantas medicinais
pela populagdo, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria legitimou as
caracteristicas minimas de qualidade dos chas por meio da Resolugdo RDC ANVISA
n® 277, de 22 de setembro de 2005. A Resolugdo RDC ANVISA n° 267, de 22 de
setembro de 2005, que aprova o "Regulamento Técnico de Espécies Vegetais para o
Preparo de Chas” traz as espécies e suas partes vegetais cujas pesquisas cientificas
apresentaram aceitacdo para o uso terapéutico descrito.

De acordo com o art 3°, inciso V da Resolu¢ao-RDC n°. 10, de 9 de marco de
2010, que dispde sobre a notificagdo de drogas vegetais junto a ANVISA, “drogas
vegetais sdo as plantas medicinais e suas partes, que contenham as substdncias, ou
classes de substdncias, responsaveis pela a¢do terapéutica, apos processos de coleta
ou colheita, estabilizagdo e secagem, integras, rasuradas, trituradas ou
pulverizadas(...)”.

Ponderando-se o incremento de novos vegetais no comércio popular
brasileiro, A ANVISA divulgou uma tabela com mais de 60 drogas vegetais ¢ a
forma correta de preparar cada uma delas, uma vez que a acdo terapéutica esta
intimamente relacionada ao modo de preparo. Dentre as espécies divulgadas,

encontra-se a Lippia alba cuja recomendagdo enquadra casos de ansiedade, insonia,
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calmante, contra algias abdominais e estomacais, expectorante, sendo aconselhado o

uso cauteloso por individuos com hipotensao.

2.3. Lippia alba

A familia Verbenaceae caracteriza-se por sua diversidade botanica e ampla
distribuicdo. Ela possui cerca de 175 géneros e 2800 espécies espalhadas pelas
regides temperadas do hemisfério sul e poucas espécies no hemisfério norte. O
género Lippia faz parte desta familia e dentre suas espécies encontra-se a Lippia alba
(Mill.) N.E. Brown. Esta planta possui um aroma relacionado aos constituintes
predominantes de seus Oleos essenciais, 0s quais podem variar qualitativamente e
quantitativamente, em func¢do de diversos fatores como: estacdo do ano, época de
floracdo, idade da planta, fatores geograficos e climaticos (COSTA et al., 2004).

A Lippia alba (Mill.) N.E. Brown ¢ um subarbusto nativo de quase todo o
territério brasileiro, de morfologia variavel, podendo atingir até um metro e meio de
altura (raramente dois metros). Seus ramos apresentam-se finos, longos, arqueados,
esbranquicados e quebradi¢os. Suas folhas sdo inteiras, com 3 a 6 cm de
comprimento, de bordos serrados e apice agudo. Suas flores sdo azul-arroxeadas,
reunidas em inflorescéncias axilares capituliformes de eixo curto e tamanho varidvel
e os frutos sdo drupas globosas de cor réseo-arroxeada (LORENZI; MATOS, 2002).

A Lippia alba pode ser utilizada nas formas de cha, macerada, em
compressas, banhos ou extratos alcodlicos. E tradicionalmente usada como
analgésico, antipirética, sedativa, anti-inflamatdria, anti-hipertensiva, no tratamento
de doencas gastrointestinais e respiratorias, antiespasmoédica, antifingica, inseticida e

repelente (PASCUAL et al., 2001; PERTILE, 2007; YAMAMOTO et al., 2008).
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Figura 1: Lippia alba (Mill.) N. E. Brown. Fonte: Hennebelle et al. (2008).

Esta planta tem ampla distribui¢do territorial, desde o México até a
Argentina, passando por Cuba, Brasil, Uruguai e Paraguai, com larga variedade
fenotipica que facilita sua adaptacdo em condi¢cdes ambientais diversificadas
(PALACIO-LOPEZ; RODRIGUEZ-LOPEZ, 2007). Ela ¢ encontrada de forma
abundante entre o Sul dos Estados Unidos (Florida) e Norte da Argentina, sendo
presente também em paises do oriente como India e Australia (HENNEBELLE et al.,

2008; AQUINO et al., 2010).

Figura 2: Distribui¢do mundial de Lippia alba. Fonte: Missouri (2011)

Efeitos cardiovasculares do oleo essencial de Lippia alba em ratos MAYNARD, L.G (2011)



29

Suas numerosas denominagées na América Latina devem-se ao seu odor
aromatico ou a sua difusa utilizagdo terapéutica (HENNEBELLE et al., 2008). A
Lippia alba tolera secas de aproximadamente 4 a 6 meses sem chuva devido a suas
alteragdes morfologicas (ARAMBARRI et al.,, 2006). Essa espécie cresce em
temperatura média de 24°C, com uma umidade relativa de 75% e precipitagao média
anual de 1.056 mm, em areas onde as estagdes chuvosas e secas sdo bem definidas

(RUENDA et al., 2007).

2.3.1. Sinonimias populares e cientificas

No Brasil, esta planta ¢ comumente conhecida como erva-cidreira, no entanto,
pode-se citar varias sinonimias populares descritas para a Lippia alba como: cha de
tabuleiro, cidrila, falsa-melissa, erva-cidreira brasileira, alecrim-selvagem, cidreira
carmelitana, salva, salva-limao, salvia, dentre outros (LORENZI; MATOS, 2002).

Além da diversidade de nomes populares, hd também iniimeras sinonimias no
campo cientifico que podem gerar confusdes em dados de publicagdo. Como
exemplo temos as denominagdes: Lantana alba Mill., Lantana canescens Hort.,
Lantana geminata Spreng., Lantana lippioides Hook. & Arm., L. glabiflora Kuntze,
L. mollissima Desf.,, L. asperifolia A. Rich., L. citrata Cham., Verbena globiflora
L’Herz., V. lippioides Hook. & Am., Zapania globiflora (L’Her) Wild. e Z. odorata
Pers. (PERTILE, 2007).

2.4. Metabdlitos Secundarios

Os metabolitos secundarios sdo compostos organicos produzidos pelas
plantas que estdo sujeitos a variagdes climaticas e geomorfoldgicas o que altera a
quantidade de seus componentes quimicos (MING, 1992; YAMAMOTO, 2006;
METLEN et al., 2009).

Estes compostos realizam importantes fungdes no desenvolvimento vegetal,
sendo responsaveis por respostas sistémicas de defesa da espécie (KUTCHAN, 2001;
DUDAREVA et al., 2004; IIJIMA et al., 2004). Com o intuito de garantir a
adaptacao da espécie na sele¢do natural ha variagdes nos metabdlitos que se adéquam

as modificagdes ambientais (SIMOES; SPITZER, 2003). Muitos desses compostos
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apresentam também importancia para o homem no que diz respeito a sintese de
medicamentos e cosméticos, além do seu valor para os setores alimenticio e
agroquimico (PINTO et al., 2002).

Esses metabolitos ditos secundarios se dividem principalmente em terpenos,
compostos fendlicos e alcaldoides (MANTOVANI; PORCU, 2009). De acordo com
Pefiuela (2010), os terpenos sdo o grupo de metabolitos predominante no o6leo
essencial de Lippia alba.

O género Lippia apresenta uma variedade de derivados do 4cido caféico,
como exemplo o verbascosideo (ou acteosideo), um glicosideo feniletandide. Numa
analise quantitativa da fragdo butanolica de Lippia alba, foram descritas quatro
substancias majoritarias, sendo duas identificadas saponina e fenilpropanodide
verbascosideo. Como ainda se desconhece as substincias ativas dessa espécie,
propde-se que o verbascosideo seja um marcador fitoquimico dessa espécie ja que

aparece de forma constante sem qualquer variagdo sazonal (CORREA, 2005).

2.5. Oleo essencial de Lippia alba

De acordo com a ISO (International Standard Organization) 6leo essencial € o
produto vegetal obtido de partes de plantas, separaveis por destilacdo por arraste com
vapor d’4gua ou por prensagem de pericarpos de frutos citricos (SIMOES; SPITZER,
2003).

Os oleos sao liquidos volateis, de aroma intenso e coloragdo incolor ou
ligeiramente amarelada. Seus componentes quimicos sdo uma mistura de substancias
organicas como fenilpropandides, terpenoides, aldeidos, cetonas, fendis, etc.
(RAVEN et al., 2001; MACIEL et al., 2002; SIMOES; SPITZER, 2003).

Sua distribuicdo ndo acontece de forma homogénea na planta, podendo se
concentrar em diversas partes como, raizes, rizomas, caules, folhas, flores e
sementes. Na familia Verbenaceae os dleos essenciais sdo principalmente secretados
em tricomas glandulares da face abaxial das folhas e pelas células do parénquima
clorofiliano da planta (RICCIARDI et al., 1999; CASTRO, 2001; SANTOS et al.,
2004).

Na espécie Lippia alba, os 6leos essenciais sdo formados principalmente por

mono e sesquiterpenos (hidrocarbonetos) (SANTOS-MENDES, 2001). Para Julido et
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al. (2001) e Santos-Mendes (2001) os principais compostos organicos encontrados no
6leo essencial de Lippia alba sao hidrocarbonetos, flavonoides e terpendides sendo
os mais frequentes citral, limoneno, B-mirceno carvona e linalol, embora outras
substancias ja tenham sidos citadas na literatura (SCHOCKEN, 2007).

Devido a grande variedade morfoquimica da Lippia alba ¢é possivel
caracteriza-la em diferentes quimiotipos a partir dos seus constituintes majoritarios
(CAMELO, 2010).

Gomes (1990), em busca dos componentes do 6leo essencial de Lippa alba,
realizou uma analise por meio de cromatografia gasosa onde comprovou a existéncia
dos componentes terpineno, r-cimeno, b-cariofileno, mirceno, geranial e neral, além
dao predominio de compostos aminados, esteroidais, terpénicos e fendlicos
(SCHOCKEN, 2007).

As substancias mais importantes detectadas do o6leo essencial de Lippia alba
sao linalol, citral (neral e geranial), limoneno, carvona, cariofileno, mirceno
(SANTOS et al., 2004; FRIGHETTO; OLIVEIRA, 1998). Esse 6leo apresenta
diversos quimiotipos, cujos compostos majoritarios mais citados na literatura

cientifica sdo linalol, citral e carvona (RICCIARDI et al., 1999).

2.5.1. Quimiotipos

Alguns quimiotipos da Lippia alba ja foram identificados, sendo encontrados
de forma predominante os componentes citral, carvona e linalol (JULIAO et al.,
2001).

Como resultado de varias analises morfoldgicas e quimicas, além de estudos
circadianos e sazonais do 6leo essencial das folhas de Lippia alba, pdde-se descrever
a existéncia de trés quimiotipos para esta espécie. Quimiotipo I caracteriza-se por
altos teores de mirceno e citral (neral e geranial); quimiotipo II distingui-se por
elevados teores de limoneno e citral; ja o quimiotipo III ¢ caracterizado por um alto
teor de limoneno e carvona, combinado com auséncia de citral (PERTILE, 2007).

Estudos dos 6leos essenciais em seis tipos de Lippia alba encontradas no
Nordeste brasileiro, realizados por Matos et al. (1996), mostraram que o neral e o
geranial sd3o os constituintes quimicos majoritarios presentes em trés tipos e a

carvona foi o constituinte majoritirio de outros trés. Dentre os componentes
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quimicos dos o6leos essenciais, o citral, mirceno e limoneno parecem atuar de
maneira sinérgica, sendo responsaveis pelos principais efeitos desses Oleos
(AGUIAR; COSTA, 2005).

Ja no ano 2000, Rao et al. identificaram 50 compostos que correspondiam a
aproximadamente 90% do total do o6leo desta espécie. O geranial foi o composto
majoritario correspondendo a 15,57%, seguido por uma mistura do mirteno e
mirtenal (9,89%), neral (9,44%), geraniol (7,36%), 2,6-octadien-1-ol, 3,7-dimetil
acetato (6,87%), 1-octeno-3-ol (4,66%), 6-metil-5-hepteno-2- one (4,60%), 6xido de
cariofileno (4,52%), b-cariofileno (3,09%), citronelol (2,63%), linalol (2,20%), 3-
pipeno-2-ol (2,19%), beta mirceno (1,49%) e farnesol (1,35%).

Em 2001, Lorenzo et al. demonstraram que o linalol foi o componente
majoritario (55%) do oleo essencial de Lippia alba. J& Senatore e Rigano (2001), na
Guatemala, encontraram altas quantidades de limoneno (43,6%) e piperitone (30,6%)
no dleo essencial obtido a partir de folhas secas da Lippia alba.

Em seu estudo, Jannuzzi (2006) identificou cinco quimiotipos da espécie de
Lippia alba cultivada no Distrito Federal: limoneno-citral, mirceno-citral, mirceno-
neral, citral e linalol. Assim como este autor, Ricciard et al. (2001) relatam que
existem cinco quimiotipos de Lippia alba conhecidos na Argentina, porém com
apresentacdo de seus constituintes diferentes da encontrada por Jannuzzi:
citral/linalol, d-limoneno/lippiona, d-piperitona, citral e piperitona/limoneno + 1,8
cineol.

A composicao do 6leo essencial estd intimamente relacionada as condigoes
geomorfologicas, climaticas e de cultivo além da metodologia de extracdo e andlise
utilizadas. Tudo isso gera uma variedade de quimiotipos cuja composi¢do, nem
sempre sdo coincidentes (BOTTIGNON, 2009).

Essa variabilidade de tipos quimicos € responsavel pelas inimeras utilizagdes
na medicina popular. Contudo, deve-se estar atendo ao seu constituinte majoritario
na hora de descrever a sua agdo, pois pode ocorrer uso inadequado da espécie

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

Efeitos cardiovasculares do oleo essencial de Lippia alba em ratos MAYNARD, L.G (2011)



33

2.5.2. Potencial Economico

Estima-se que atualmente o Brasil colabore com 0,1% dos US$ 1,8 bilhdes
despendidos no mercado internacional de dleos essenciais. Esta quantia brasileira
refere-se a exportagcdo de 6leos de laranja, limao, eucalipto, pau-rosa, lima e capim-
limado (Lippia sidoides) (SANTOS et al., 2006; YAMAMOTO, 2006).

De acordo com o Ministério do Desenvolvimento, Induastria e Comércio
Exterior, o Brasil movimentou um total aproximado de US$ 115 milhdes (FOB) com
importacdo e exportacdo de Oleo essencial. Este comércio tem despertado o interesse
da comunidade cientifica para novos estudos com plantas medicinais promissoras
tendo em vista maiores exportacdes (SCHOCKEN, 2007).

De acordo com Ming (1992), a Lippia alba ¢ uma planta com multiplas
propriedades medicinais, bastante utilizada no mercado popular e de grande interesse
comercial pelas propriedades de seus compostos secundarios (BOTTIGNON, 2009).

Para Tavares et al. (2003), as condi¢cdes de rapida propagagdo vegetativa da
Lippia alba e sua ampla variedade fenotipica, favorece um crescente potencial
economico dessa espécie (BOTTIGNON, 2009). No entanto, o sistema de
classificagdo de Oleos essenciais, The Harmonized Commodity Description System
(HS), utilizado por diversos paises, ainda ndo apresenta o 6leo essencial de Lippia
alba em sua lista. Por isto, ndo se sabe a respeito da disponibilidade desse 6leo em
nivel comércio internacional, ou mesmo estatisticas que revelem a sua movimentagao
no quadro de importagdes e exportagdes (UNCTAD, 2005).

A espécie Lippia alba ¢ amplamente utilizada na medicina popular, que
descreve suas inumeras propriedades farmacoldgicas. Mostra-se, portanto, como uma
espécie promissora para as industrias ja sendo utilizada na elaboragao de fragrancias,
repelentes, inseticidas e fungicidas (MING, 1992; SANTO MENDES, 2001;
RUFINO, 2008).

De acordo com informagdes transmitidas por Krause (2010), a empresa
catarinense Herbia®, faz uso, dentre outros produtos, do 6leo essencial da Lippia
alba para comercializar sabonetes, xampus, perfumes e hidratantes, sendo que o
valor dos produtos gira em torno de 5,82 a 11,65 délares (PENUELA, 2010).

Na Costa Rica, hd produgdo de 2 toneladas de folhas secas da Lippia alba

comercializadas na forma de saches. 20 gramas do produto custa o equivalente US$
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0,7 e o quilograma alcangando US$ 3,00 a 3,60. Neste pais, a desvalorizagdo
comercial dessa espécie advém da baixa demanda local por faltas de comprovagoes
farmacologicas e toxicoldgicas da planta que dificultam um registro sanitario para a

sua comercializagdo (DOMINGUEZ et al., 2004).

2.6 Estudos pré-clinicos com a Lippia alba

Alguns estudos ja foram realizados na tentativa de comprovar algumas das
utilizagdes populares da Lippia alba bem como para caracterizar o mecanismos de
acdo dessa espécie. A exemplo seguem-se alguns destes trabalhos.

Por ser bastante conhecida na medicina popular como calmante, Kliieger et al.
(1996) verificou o efeito depressor de infuso e destilado de Lippia alba (Mill.) sobre
o SNC e comprovou a agdo depressora somente com o infuso na dose de 30 mg/kg
i.p. Santos et al. (1998) administraram o extrato etanolico da Lippia alba (40%,
60%, 80% e/ou 90%) nas concentragdes 100 e 200 mg/kg por via oral e verificaram
também uma agdo depressora sobre SNC. Ja Vale et al. (1999) analisaram trés
quimiotipos de 6leo essencial de Lippia alba (Mill.), a saber EO I: citral (55,1%), B-
myrcene (10,5%) e limoneno (1,5%); EO II: citral (63,0%) e limoneno (23,2%); EO
III: carvona (54,7%) e limoneno (12,1%), e compararam a agdo sobre o SNC nas
concentracdes de 10, 25, 50, 100 e 200 mg/Kg pela via i.p. Eles comprovaram que
este 0leo possui efeitos ansioliticos e sedativos. No ano seguinte, Viana et al. (2000)
realizaram experimentos com 0s mesmos trés quimiotipos citados, nas concentragdes
50, 100, 200, 400 e 800 mg/Kg por via i.p., € v.0., € observaram efeitos inibitorios
sobre as convulsdes induzidas por Pentilenotetrazol (PTZ). O estudo de Soares et al.
(2001), com o extrato etandlico da Lippia alba (com 40%, 60%, 80% e 90% de
etanol), nas concentragdes de 100, 200 e 400 mg/Kg, corroborou com os trabalhos
anteriores ao identificar atividade anticonvulsivante no ensaio também com PTZ.
Essa acdo anticonvulsivante, especificamente no modelo induzido PTZ, e o efeito
potencializador do diazepam, sugerem o envolvimento do sistema GABAérgico.

Em 2002, Zetola et al. utilizaram extratos etanolicos (com 40%, 60% e 80%
de etanol) na dose de 200 mg/kg (v.0.) e demonstraram acdes sedativa, miorrelaxante

e anticonvulsivante dos extratos. O extrato com 80% de etanol, que continha a maior
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quantidade de flavonoides, foi o que apresentou mais efeitos significativos de
sedacdo e relaxamento muscular.

No ano seguinte, Trevisan e Macedo (2003) investigaram a atividade
anticolinasterase de componentes extraidos de algumas plantas, dentre elas a Lippia
alba, no tratamento da doenca de Alzheimer e os resultados apontaram certos
percentuais de inibicao.

As diversas utiliza¢des da Lippia alba conduziram os estudos com esta planta
para diversos fins a citar seu efeito inseticida, fungicida, antibacteriana e
antimicrobiana.

Ao investigar compostos de origem vegetal em busca de inseticidas com
baixa toxicidade para mamiferos, Russo et al. (2005) testaram o extrato de Lippia
alba contra a praga Tribolium castaneum, observando um efeito letal sobre a mesma.
Com isso, sugeriu-se que esse extrato poderia servir de base para novos
agroquimicos. Além disso, outros trabalhos com o extrato também revelaram efeito
citotoxico e alelopatico em sementes de alface bem como atividade anti-candida com
o uso dés planta (SOUZA, 2005; HOLETZ et al., 2006).

Céceres et al. (1991) verificou a atividade antibacteriana da Lippia alba que
inibiu preferencialmente S. aureus e S. pneumoniae ¢ moderadamente S. pyogenes.
Esse achado corroborou com Sena Filho et al. (2006) que confirmaram a ag¢do do
extrato etanolico desta espécie frente a S. aureus. A atividade antimicrobiana dessa
espécie também foi avaliada por Alea et al. (1997) através do uso de dleo essencial
de Lippia alba que apresentou atividade antibacteriana principalmente sobre
bactérias Grampositivas com concentragdo inibitéria minima variando entre 0,3 e
0,63mg mL-1. De todas as bactérias a Pseudomonas aeruginosa foi a unica que

revelou-se resistente.

2.7. Hipertensao arterial sistémica

A hipertensao arterial sistémica (HAS) constitui uma das principais causas de
morte entre os adultos no Brasil e se enquadra entre os principais fatores de risco
para complica¢des cardiovasculares (SIMOES; SCHMIDT, 1996). Contudo, segundo
Ku (2006) cerca de 90 a 95% dos hipertensos desconhecem a sua etiologia

(SOARES, 2008).

Efeitos cardiovasculares do oleo essencial de Lippia alba em ratos MAYNARD, L.G (2011)



36

De acordo com The Seventh Report of the Joint National Committee on
Prevention, Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure (2004),
estima-se que no mundo haja um bilhdo de individuos acometidos pela hipertensao
arterial, cuja morbidade ¢ tida como causa morte para 7,1 milhdes de obitos
registrados. Em 2001, a hipertensdo arterial foi responsavel por 7,6 milhdes de
mortes no mundo e foi classificada como o fator de risco responséavel por 54% dos
obitos por acidente vascular cerebral e 47% daqueles registrados como doenca
isquémica cardiaca (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HIPERTENSAO, 2010).

No Brasil, ainda s3o poucos os estudos que investigam a prevaléncia da HAS.
Contudo, analises realizadas nos ultimos 20 anos em diversas cidades brasileiras
estimam que acima de 30% de toda a populacdo deste pais seja portadora de HAS
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE HIPERTENSAO, 2010). O surgimento desta
patologia correlaciona-se com a idade do individuo, alcangcando uma probabilidade
de 90% de risco para uma pessoa ser hipertensa ao longo de sua vida (VASAN et al.,
2002).

A hipertensao arterial ¢ um conjunto de alteracdes metabolicas, inflamatorias,
pro-tromboticas que ocasionam uma elevagao da pressdo arterial. A pressdo arterial €
a forca que o sangue exerce contra as paredes vasculares, em fungdo da resisténcia
vascular e do débito cardiaco, varidveis estas controladas também pelo sistema
nervoso auténomo. Os niveis pressoricos normais de um ser humano adulto variam
de 120 a 80 mmHg, raramente variando mais do que 10 a 15 % devido aos
mecanismos de controle existentes no organismo humano (GUYENET et al., 2006).

Guyton e Hall (2006) classificam esses mecanismos em: a) mecanismo de
resposta rapida, que age em segundos e ¢ comandado pelos barorreceptores,
quimiorreceptores € o sistema nervoso central; b) mecanismo de controle a médio
prazo, ocorre em minutos ¢ ¢ comandado pelos sistemas hormonais como renina-
angiotensina-aldosterona, vasopressina, fator natriurético atrial e fatores
contracturantes derivados do endotélio; c) mecanismo de controle pressorico que

ocorre por horas ou dias, de responsabilidade dos rins.
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2.7.1. Fisiopatologia da HAS

A hipertensdo ¢ uma patologia cronica multifatorial que se relaciona
diretamente com o valor da resisténcia vascular periférica (RVP). A elevacdo da
RVP pode advir da constricio da musculatura lisa arterial ou da proliferagdo e
crescimento das células desta musculatura. O controle dessa resisténcia se faz por
fatores intrinsecos, humorais e pelo sistema nervoso autonomo (SNA) que influencia
o controle da pressdo arterial (PA) por meio da agdo do sistema nervoso simpatico
(SNS), o principal responsavel, e através da ativacdo vagal cardiaca (LIZARDO,
2005).

Os neurdnios pds-ganglionares simpaticos agem no controle da pressdo de
trés maneiras: regulando a contracdo dos vasos arteriais; influenciando o aumento do
débito cardiaco através das a¢des inotropica e cronotropica positivas; bem como por
meio da modulacdo do volume sanguineo por constricdo venosa (COLOMBARI et
al., 2001). Fisiologicamente, esse controle da PA pelo tonus simpatico ¢ gerado por
estimulos enviados pelos barorreceptores a area bulbar ventrolateral rostral (RVLM)
que modula a atividade eferente simpatica. Logo, a remoc¢do ou destrui¢do de
aferéncias barorreflexas proporciona um desbalanco no controle da PA, tornando-se
um sistema incapaz de manter a pressdo dentro de uma faixa de regulacdo normal.
Embora o barorreceptor tenha acdo reguladora da pressao arterial, e sua sensibilidade
seja um preditor de mortalidade cardiovascular, o seu papel na génese da HAS ainda
nao esta definido (LA ROVERE et al., 1998; DE ANGELIS et al., 2004; GUYENET,
2006).

A existéncia da hipertensdo pode estar correlacionada também com a
predisposicao genética do individuo, a idade, a obesidade, a dieta, o tabagismo, a
atividade fisica e com fatores ambientais (KAKAR et al., 2006). Segundo critérios
estabelecidos pelas VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial (2010), ¢
classificado com hipertenso o individuo que apresentar pressao sistolica >140 mmHg
e pressao diastolica >90 mmHg.

A HAS pode ser dividida em pré-hipertensao, cuja pressao sistolica varia de
120 a 135 mmHg e a pressao diastolica varia de 80 a 89 mmHg; hipertensao primdaria

(essencial) responsavel por cerca de 95% dos casos; e hipertensdo secundéria, cuja
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etiologia é 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 disfungdo endotelial que ¢
encontrada em inimeros acometimentos cardiovasculares tornando-se objeto de

estudo terapéutico (ALCANTARA; RAMALHINHO, 2003).

2.7.2. Disfuncio endotelial e Hipertensao

O endotélio vascular constitui o maior 6rgdo-alvo na hipertensdo arterial
(MELO et al., 2007). Quando integro, é responsavel por secretar substincias
relaxantes e contraturantes que em equilibrio controlam o tonus e a estrutura do vaso
(ALCANTARA; RAMALHINHO, 2003; LUZ et al., 2005; FELETOU, 2009).

As fungdes do endotélio intacto relacionadas a vasomotricidade sdo: a)
sintese de vasodilatadores dependentes do endotélio como o o6xido nitrico (NO),
prostaciclinas (PGI:) e fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF); b)
producdo de fatores constritores derivados do endotélio como endotelina 1,
angiotensina II, tromboxano A,, prostaglandina H», leucotrienos, e espécies reativas
de oxigénio (BATLOUNI, 2001; LUZ et al., 2005).

A disfun¢do endotelial advinda do desequilibrio de seus fatores derivantes
pode ocasionar um aumento da resisténcia vascular € com isso propiciar o
surgimento da hipertensdo arterial por mecanismos multifatoriais (CARVALHO et
al., 2001). Entre os mecanismos causadores pode-se propor: a) reduc¢do da liberagao
dos fatores relaxantes derivados do endotélio; b) aumento da liberagdo dos fatores
constritores derivados do endotélio; c¢) reducdo da biodisponibilidade dos fatores
relaxantes, principalmente o NO; d) reducdo da sensibilidade do musculo liso
vascular aos fatores relaxantes; e) distirbios na transducdo de sinais liberados pelos

fatores relaxantes (BATLOUNI, 2001).
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Figura 3: Esquema de Disfun¢ao Endotelial, favorecendo o surgimento de doengas
cardiovasculares. Fonte: Rattmann (2009)

Atualmente, considera-se o NO derivado das células endoteliais como
substancia fundamental para a homeostase vascular, por isso, este gas tem sido alvo
de estudos para a prevencdo de doengas cardiovasculares (SOARES, 2008). A
diminui¢do da disponibilidade de NO nos hipertensos retira o efeito inibitério deste
sobre o receptor de endotelina tipo B das células musculares que medeiam a
contragdo. Dessa forma, o equilibrio encontra-se alterado e a agao constritora supera
o relaxamento (ALCANTARA; RAMALHINHO, 2003).

Outro mediador importante na hipertensdo ¢ a Angiotensina II. Sua acdo
aumentada sobre o receptor AT1 favorece a contracdo e hipertrofia celular, sendo
ainda responsavel por producao de espécies reativas de oxigénio que em quantidade
excessiva implica em processos fisiopatologicos de degradacdo do principal fator
relaxante, o NO (LUZ et al., 2005; BIAN et al., 2008).

Alteragdes do EDHF também estdo associadas a doengas cardiovasculares.
As ag¢des do EDHF envolvem um aumento intracelular de Ca*" que ativa canais de
potassio (K") (BKci, SKca € IKca) que induzem a hiperpolarizagdo das células da
musculatura lisa pelo efluxo de K'. Esse mecanismo ira reduzir a abertura de canais

de Ca*" dependentes de voltagem, reduzindo a contra¢do. Desta forma, alteragdes
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desta via também contribuem para o aparecimento de uma disfungao endotelial (LUZ
et al., 2005; FELETOU, 2009).

Os canais de potassio sdo de extrema importancia para a excitagdo cardiaca
uma vez que atuam na repolarizagdo do potencial de agdo.

O K" encontra-se abundante no meio intracelular quando comparado ao meio
extracelular. A abertura de canais deste ion favorece a saida de K', o que negativa o
potencial de membrana (hiperpolarizacdo). Essa alteracdo de potencial ¢ importante
para a regulacdo do tonus da musculatura lisa e para o fluxo sanguineo (SHIEH et al.,

2000).

2.7.3. Controle da pressao arterial

De acordo com Panza et al. (1993), individuos com hipertensdo essencial
apresentam uma alteracdo na liberacdo de NO pelo endotélio o que gera um
incremento da resisténcia vascular basal € um comprometimento na resposta
vasodilatadora derivada do endotélio.

A sintese de NO nas células endoteliais estd relacionada com o aumento da
concentrac¢do intracelular de Ca*". A ligacdo de um agonista ao receptor M; ativa a
proteina G que por sua vez estimula a fosfolipase C para produzir DAG e IP;. Este
Gltimo ¢ responsavel pela liberagdo de Ca*" do reticulo endoplasmatico (RE) para o
meio intracelular. O aumento das concentragdes citoplasmaticas de Ca*" na célula
endotelial favorecem a sua ligacdo com a calmodulina estimulando a ativagdo da
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 solivel (CGs). Ativada, a CGs aumenta as concentragdes
intracelulares de GMPc, que por sua vez ativam a proteina quinase G (PKG)
promovendo diversos efeitos, entre eles podemos citar: abertura de canais para K',
aumento da captagdo de Ca** do citoplasma para o RE através da bomba de célcio do
RE (SERCA) e inativagdo da quinase da cadeia leve de miosina (MLCK). Todos
estes eventos em conjunto resultam em vasorrelaxamento (FURCHGOTT;
ZAWADZKI, 1980; IGNARRO et al., 1987; WALDMAN; MURAD, 198S;
CORNWELL, et al., 1991; ARCHER et al., 1994; RANG et al., 2001; LUZ et al.,
2005; FORSTERMANN; MUNZEL, 2006; SURKS, 2007; RATTMANN et al.,
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2009). Além disso, a ativacdo dessa proteina induz uma hiperpolarizacdo da
membrana que influencia no fechamento dos canais de Ca*" ativados por voltagem ¢
consequentemente inibe a entrada desse ion para o citosol (ARCHER et al., 1994;

BUSSE et al., 2002; CAWLEY et al., 2007).

2.7.4. Tratamento da hipertensao arterial

Manter a pressdo arterial dentro dos niveis de normalidade evita morbidade e
mortalidade por causas cardiovasculares. Sendo assim, diversos sdo os tratamentos
medicamentosos para preservar esses individuos de acometimentos futuros. Dentro
da classe de anti-hipertensivos tem-se diuréticos, inibidores adrenérgicos,
vasodilatadores diretos, inibidores da enzima conversora da angiotensina (ECA),
antagonistas dos canais de Ca’" e antagonistas do receptor da angiotensina II
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE HIPERTENSAO, 2010).

Algumas dessas substancias, contudo, ocasionam significativos efeitos
colaterais. Estes efeitos associados aos elevados custos médico e socioecondmico,
decorrente principalmente das complicagdes secundérias a hipertensdo como doenga
vascular encefalica (DVE), doenga arterial coronariana, insuficiéncia cardiaca e
insuficiéncia renal, favorecem a falta de adesao a esses tipos de tratamentos.

Em média 30 a 50 % dos pacientes diagnosticados com hipertensao
interrompem o tratamento medicamentoso no primeiro ano de uso. Isso ocorre
porque na maioria dos casos ¢ uma doenca sem sintomas. Esse taxa de adesdo ¢ cada
vez menor com o passar dos anos de terapia, atingindo 75% de abandono apds cinco
anos de tratamento (PERES et al., 2003)

De acordo com a Sociedade Brasileira de Hipertensdo (2010), o tratamento
ndo farmacoldgico ou alteragdes nos habitos de vida devem ser os primeiros métodos
de escolha dos portadores de hipertensdo arterial, exceto em casos de hipertensao
grave e comprometimento de oOrgdos-alvo. Como exemplo de terapéutica nao
medicamentosa para reduzir os valores pressdricos alterados temos o uso de plantas

na medicina popular na forma de infusdes e macera¢des (FERRO, 2006).
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2.7.5. Lippia alba e Hipertensao arterial

Em algumas comunidades, as praticas populares sdo, muitas vezes, a Unica
opcdo viavel para tratar doengas. Portanto, a descoberta cientifica de beneficios
obtidos com o uso de plantas medicinais deve superar os riscos que esse produto
possa vir a oferecer, para que drogas mais seguras, eficazes e de baixo custo sejam
langadas a populacdo facilitando o tratamento da hipertensao arterial.

O uso medicinal de produtos naturais deve estar fundamentado em
comprovagdes cientificas para que possam ser consumidos de maneira segura. No
entanto, Vora e Mansoor (2005) reportam que poucas sdo as plantas, utilizadas de
maneira terapéutica, cuja segurancga e efetividade sdo constatadas (SOARES, 2008).

Inumeras pessoas utilizam-se dos vegetais como intervengdo bésica para
tratar patologias agudas e cronicas, a exemplo hipertensdo. Especificamente para este
ultimo uso, as pesquisas com plantas medicinais buscam demonstrar a efetiva acao
cardioprotetora e anti-hipertensiva dessa terap€utica alternativa, visto que a
manuten¢do da pressdo arterial a niveis normais minimiza a morbidade e mortalidade
por complicagdes como doengas cardiovasculares e DVE (TESTAI et al., 2002;
MOHAMED et al., 2010).

Alguns autores propdem que a agdo inespecifica da Lippia alba sobre o SNC
advém de uma possivel acdo fisiologica periférica responsavel pelo desenvolvimento
de hipotensao e hipotermia (ZETOLA et al., 2002). Contudo, os achados de Guerrero
et al. (2002) contradizem os estudos anteriores afirmando que o tratamento pela via
intravenosa de ratos Wistar e ratos SHR com extrato etanolico de Lippia alba nao
ocasionou uma hipotensao.

O uso da Lippia alba contra hipertensdo ainda ndo foi confirmado pela
farmacologia experimental. No entanto, verbascosideos e isoverbascosideos, que sao
potentes compostos vasorelaxantes, assim como glicosideos de apigenina (citrus
bioflavondide) e luteolina (citrus bioflavondide), ambos com propriedades
vasorelaxantes, ja foram isolados desta planta (HENNEBELLE et al., 2008).

Sendo assim, o estudo da Lippia alba ¢ imprescindivel para que profissionais
da saude possam orientar o uso correto dessa planta. A sua indicagdo no combate a
hipertensdo deve estar embasada cientificamente para que ndo haja prejuizo ao

individuo e para que se possa comprovar o seu uso, quer seja como alternativa
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terapéutica ou como complemento ao tratamento com medicamentos alopaticos.

Portanto, partindo-se desse pensamento, o estudo em questao mostra-se justificavel.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar os efeitos cardiovasculares de diferentes quimiotipos do o6leo

essencial de Lippia alba (OELA).

3.2. Especificos

I) Caracterizar qual dos diferentes quimiotipos do OELA disponiveis apresenta
o melhor efeito sobre a PAM e FC;

I) Caracterizar os efeitos da administragao aguda do melhor quimiotipo testado
do OELA pela via intravenosa (i.v.) sobre a pressao arterial média (PAM),
frequéncia cardiaca (FC) em ratos saudaveis ndo-anestesiados;

) Investigar a participacdo dos receptores muscarinicos e nicotinicos, bem
como do NO e da PGI: nos efeitos sobre a PA ¢ FC do melhor quimiotipo
testado do OELA em ratos saudaveis ndo anestesiados;

IV) Caracterizar os efeitos do melhor quimiotipo testado do OELA sobre a
reatividade vascular da artéria mesentérica de ratos saudaveis;

V) Investigar os possiveis mecanismos de acdo do melhor quimiotipo testado do

OELA sobre a reatividade vascular da artéria mesentérica de ratos saudaveis;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtenc¢ao do OELA

O material vegetal foi coletado na Fazenda Experimental “Campus Rural da
UFS”, localizado no municipio de Sao Cristovao/SE, latitude 11°00° S e longitude
37°12° W.

Em estudo anterior desenvolvido por Blank et al. (2007), observou-se que,
especificamente durante a estacdo chuvosa, o teor dos componentes do 6leo volatil
de Lippia alba aumentou ao longo do meio-dia, diminuindo até as 17:00 h. Vale
destacar que variagdes diarias de temperatura e luminosidade podem ser as
responsaveis por estes resultados. Estes pesquisadores ainda verificaram que o
horario de maior quantidade de constituintes volateis do 6leo essencial de Lippia
alba era as 15:00 h tanto em épocas de seca quanto em ¢€pocas chuvosas. Sendo
assim, a coleta das folhas de Lippia alba foram realizadas nos periodos de julho de
2009 e fevereiro de 2010 nos horarios de 14:00 h as 17:00 h. Um exsicata desta
espécie foi depositada no Herbario da UFS sob o nimero ASE 13495.

Foram selecionados 5 quimiotipos do Banco Ativo de Germoplasma de
Lippia alba da UFS. As plantas foram cortadas a 20 cm do solo e suas folhas foram
secas em estufas com fluxo de ar forcado a uma temperatura de 40 + 1° C por cinco
dias. O dleo foi entdo extraido pelo processo de hidrodestilagio em aparelho
Clevenger por 160 min. O teor dos principais componentes quimicos no o6leo
essencial foi identificado pela andlise de cromatografia gasosa (Shimadzu QP5050A)
interfaceada com espectrometria de massa (CG/EM) dotada de coluna capilar DB-5
conectado a um detector operando em impacto eletronico a 70 eV. A identificagdo
dos constituintes do 6leo essencial foi efetuada com base nos indices de retengao e
pela comparagdo do espectro de massa com o banco de dados da biblioteca NIST21 e
NIST107. Todo este processo foi realizado no Laboratério de Fitotecnia do
Departamento de Engenharia Agronomica — UFS, coordenado pelos professores Arie
e Fatima Blank, em parceria com o Laboratério de Quimica Organica do

Departamento de Quimica da UFS.
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4.2. Drogas

Durante a realizagdo dos experimentos, foram utilizadas as seguintes drogas:
Tiopental sodico (CRISTALIA), heparina (Roche), sulfato de atropina, hexametonio,
NC-nitro-L-arginina-metil-ester (L-NAME), indometacina (INDO), nifedipina (NIF)
e tetractilamonio (TEA) (todas da SIGMA). Para a preparacao das solugdes estoques,
a INDO foi dissolvida juntamente com NaHCO; a 5% em &gua destilada e as demais
drogas foram dissolvidas somente em agua destilada.

Para preparagdo das solucdes estoques, o 6leo foi dissolvido em uma mistura
de salina/cremofor (0,1% v/v) para estudos in vivo e em uma mistura de agua
destilada/ cremofor (0,1% v/v) para estudos in vitro.

Todas as solugdes foram mantidas a 0°C e quando necessario, elas foram
diluidas em salina (estudos in vivo) para concentragdes desejadas minutos antes dos

ensaios farmacologicos.

4.3. Animais

Em todos os experimentos, foram utilizados ratos Wistar machos (Rattus
norvegicus), saudaveis, pesando entre 200 e 300 g (Figura 4), provenientes do
Biotério Central da UFS, e mantidos sob condi¢des controladas de temperatura (21 +
1°C) e ciclo claro-escuro de 12 horas (6 - 18 horas), tendo livre acesso a alimentacao
e agua até a realizagdo dos experimentos.

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de ética em
Pesquisa com Animais (CEPA) da Universidade Federal de Sergipe/UFS sob o

numero de protocolo 06/09.
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Figura 4: Ratos Wistar. Fonte: Luana Maynard (2011)

4.4. Ensaios farmacologicos in vivo

4.4.1. Preparacio dos animais

Os efeitos da anestesia sobre o sistema cardiovascular sdo bem relatados na
literatura. A utilizacao desta tem repercussao na alteracao dos principais sistemas de
regulacdo da pressdo arterial (PA), o que induz depressdo das sinapses do sistema
nervoso central além de promover alteragdes das respostas autondmicas. Desta
forma, com o objetivo de minimizar a influéncia da anestesia e do estresse cirurgico
nos parametros cardiovasculares durante os testes farmacologicos, os animais foram
mantidos sob anestesia somente durante o procedimento cirirgico de implantacao de
cateteres descrito a seguir.

Neste procedimento, 44 ratos (200 - 300g) foram anestesiados com tiopental
sodico (45 mg/kg, 1.p.), e cateteres de polietileno (PE), um segmento de 3 cm de PE-
10 (didmetro interno e externo de 0,28 e 0,61 mm, respectivamente), soldado a um
segmento de PE-50 (didmetro interno e externo de 0,58 ¢ 0,96 mm, respectivamente),
preenchidos com solucdo salina heparinizada (1:20 v/v), foram implantados, através
de incisdo inguinal, na aorta abdominal e na veia cava inferior, via artéria e veia
femoral esquerdas, respectivamente. Apds a insercdo e fixagdo dos cateteres, os

mesmos foram tunelizados subcutaneamente e exteriorizados através de uma incisdo
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na regido cervical posterior do animal (scapulae). As incisdes foram entdo suturadas
e os animais foram colocados em caixas individuais, onde permaneceram por um
periodo minimo de 24h (recuperacdo pds-operatoria).

Ap0s este periodo, a PA e frequencia cardiaca (FC) foram medidas pela
conexdo do cateter arterial a um transdutor de pressdo (Edwards Lifescience, Irvine,
CA, EUA) pré-calibrado acoplado a um amplificador (Modelo BD-01, BioData, Jodo
Pessoa, PB, Brasil) e conectado a um micro-computador equipado com placa
conversora analdgico-digital (BioData, Jodo Pessoa, PB, Brasil) e com programa
Biomed (BioData, Jodo Pessoa, PB, Brasil) (Figura 5). Os parametros foram
registrados simultaneamente numa frequéncia de amostragem de 200 Hz. Para cada
ciclo cardiaco, o computador calculou pressdo arterial sistdlica, diastolica e média, e
o intervalo de pulso (referido como frequéncia cardiaca). O cateter venoso foi

implantado para a administracdo das drogas.

Figura 5: Sistema de aquisi¢do de dados da PAM e FC em ratos.
Fonte: Luana Maynard (2011)

4.4.2. Protocolo experimental in vivo com os diferentes quimiotipos do

OELA
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Para caracterizar qual o quimiotipo do OELA apresenta melhor efeito sobre a
pressdo arterial média (PAM) e FC, foi realizada uma curva dose-resposta para cada
quimiotipo separadamente (n = 5). Os cinco quimiotipos analisados da Lippia alba a
saber: geranial (OELAg), limoneno (OELAL), linalol (OELAL), mirceno (OELAy) €
carvona (OELA().

As medidas de PAM e FC foram realizadas como descrito em MOREIRA et
al. (2010). Para obtencdo de uma curva dose-resposta controle, os animais foram
mantidos em aclimatagdo por um periodo de no minimo 30 minutos, para
estabilizacao dos parametros cardiovasculares. Apos este periodo, doses crescentes
do OELA (5, 10, 20, 40 e 60 mg/kg) foram administradas pela via intravenosa in
bolus com intervalos de tempo suficiente para que os parametros cardiovasculares
retornassem aos seus valores basais (em média 5 minutos). Os valores de PA ¢ FC
foram computados antes (valores da linha de base) e imediatamente apds a
administracdo do OELA, e suas variagcdes foram expressas em percentagem para

cada dose, calculadas através do seguinte modelo de férmula:

Resposta (%) = (Resposta final — Resposta inicial) x 100

Resposta inicial

Ap6s a identificacdo do quimiotipo com melhor efeito, este foi utilizado para

os demais protocolos experimentais que se seguem.

4.4.3. Protocolo experimental in vivo com o quimiotipo do OELA de

escolha

Para tentar elucidar o(s) possivel(eis) mecanismo(s) de a¢ao implicado(s) no
efeito do quimiotipo do OELA com melhor efeito sobre a PA e FC, a mesma curva
dose-resposta foi obtida em animais previamente tratados, pelo menos 30 minutos,
com atropina (2 mgkg, 1i.v.), um antagonista muscarinico ndo-seletivo
(MITCHELSON, 1984), L-NAME (20 mg/kg, i.v.), um inibidor competitivo da
sintase do 6xido nitrico (NOS) (REES et al., 1990), indometacina (5 mg/kg, i.v.),
um inibidor da ciclo-oxigenase (COX) (CLARK; FUCHS, 1997) e hexamet6nio (20
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mg/kg, i.v.), um antagonista dos receptores nicotinicos (TAKAHASHI; OWYANG,
1997). Estas curvas foram comparadas com a curva controle do quimiotipo de

escolha do OELA nas doses de 5, 10, 20 e 40 mg/kg.

4.5. Caracterizacio dos efeitos do OELA; sobre a reatividade vascular em

artéria mesentérica de rato saudavel: estudos in vitro

4.5.1. Preparacio da artéria mesentérica superior isolada de rato

Os ratos (n = 12) foram previamente anestesiados com éter e entdo
eutanasiados por deslocamento cervical e dessangramento. Em seguida, a artéria
mesentérica superior foi retirada através de uma incisdo no abdome do animal
(Figura 6). Apos este procedimento, as carcacas foram embaladas em jornal,
acondicionadas em sacos plasticos e depositadas no freezer do biotério setorial do
DFS/UFS para o devido descarte pela TORRE, empresa de coleta de lixo hospitalar

que presta servico a UFS.
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Figura 6: Artéria mesentérica superior de rato. Fonte: Luana Maynard
(2011)

Anéis do primeiro segmento da artéria mesentérica (1 - 2 mm) foram obtidos
livres de tecido conjuntivo e adiposo, mantidos em cubas contendo 10 mL de solucao
nutritiva de Tyrode (concentracio em mM: NaCl, 158,3; KCl, 4,0; CaCl,, 2,0;
MgCl,, 1,05; NaH,PO,, 0,42; NaHCO;, 10,0 e glucose, 5,6) a 37° C e gaseificada
com uma mistura carbogénica (95% de O, e 5% de CO,). Para o registro das
contragdes isométricas, os anéis foram suspensos por linhas de algoddo e estas
fixadas a transdutores de forca (Letica Scientific Instruments, TRI 210, Barcelona,
Espanha). Estes transdutores estavam conectados a um sistema de aquisi¢do de dados
de 4 canais constituido por um amplificador de sinais (AVS, Sdo Paulo — SP, Brasil),
interface conversora analdgica-digital (DATAq Instruments, DI 148U, Akron - OH,
USA) com software de aquisicdo (Dataq instruments, Windaq Lite, Akron - OH,
USA) (Figura 7).

Cada anel (Figura 8) foi submetido a uma tensdo constante de 0,75 g por um
periodo de no minimo 60 min. Durante este tempo, a solugdo nutritiva foi trocada a
cada 15 minutos para prevenir a interferéncia de metabdlitos (ALTURA; ALTURA,
1970).
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Os anéis sem endotélio foram obtidos mecanicamente através do atrito entre
as paredes internas do vaso € um fio de aco inoxidavel fino. A presen¢a ou auséncia
do endotélio funcional foi verificada pela habilidade da ACh (10 pM) em relaxar os
anéis pré-contraidos com 1 PUM de fenilefrina (Phe), medida em percentagem de
relaxamento (%). Foram considerados com endotélio funcional, os anéis que
apresentaram relaxamentos superiores a 75 % sobre a pré-contragdo com Phe. J4 os
anéis com relaxamentos inferiores a 10 %, foram considerados sem endotélio
funcional (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980). Anéis com relaxamentos entre 10 ¢

75 % foram descartados.

Figura 7: Sistema de aquisi¢do de dados de reatividade vascular.
Fonte: Luana Maynard (2011)
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Figura 8: Anel arterial, disposto entre duas hastes, suspenso por linha
de algodao e mantido em cuba para 6rgio isolado contendo solucao
nutritiva de Tyrode. Fonte: Luana Maynard (2011)

4.5.2. Protocolos experimentais empregados nos estudos in vitro

Apods o periodo de estabilizagdo e a verificagdo da presenga do endotélio
funcional, os anéis (n = 5) foram pré-contraidos com Phe (1 uM) e sobre a fase
tonica desta contra¢do foram adicionadas cumulativamente a cuba, concentragdes
crescentes do quimiotipo de escolha do OELA (1, 3, 10, 30, 100, 300 e 1000 pg/mL),
para a obtengdo de uma curva concentragao-resposta controle. Curvas como estas

também foram obtidas apds a remog¢ao do endotélio vascular (n = 5).

4.5.2.1. Avaliacdo da participacido dos canais de K" nas respostas

induzidas pelo quimiotipo de escolha do OELA

Para avaliar a participagdo dos canais de K" foram obtidas curvas
concentragdo-resposta para o quimiotipo de escolha do OELA (1, 3, 10, 30, 100, 300

e 1000 pg/mL), na auséncia do endotélio funcional e apds pré-incubacao por 30’ com
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TEA (100 uM), que segundo Cook (1989), nessa concentragdo ¢ um bloqueador ndo

seletivo de canais de K.

4.5.2.2. Avaliagio da participa¢iio dos canais de Ca’* nas respostas

induzidas pelo quimiotipo de escolha do OELA

Um possivel efeito do OELA sobre os canais de Ca**, foi investigado a partir
de curvas concentragdo-resposta (n = 5) para o quimiotipo de escolha do OELA em
anéis sem endotélio e pré-contraidos com KCI 80 mM, ou a partir da construgdo de
curvas concentracao-resposta para CaCl, Para os experimentos com CaCl, as
preparagdes eram lavadas com solucdo de Tyrode nominalmente sem calcio e
permaneciam nesta solugdo por 15 minutos. Apods este periodo, as preparagdes eram
lavadas com uma solugdo de KCl 60 mM nominalmente sem célcio por mais 15
minutos e em seguida era adicionado cumulativamente a cuba o CaCl, (10°, 3x10%,
10°, 3x10°, 10, 3x10*, 107, 3x107, 10? ¢ 3x10? M), porém na presenca de
concentragoes isoladas de OELA (10; 30 e 300 png/mL) por um periodo de incubagdo
de 30 minutos. Decorrido este tempo, os resultados foram avaliados comparando-se

os percentuais de resposta contratil na presenga e na auséncia do OELA.

4.5.2.3. Avaliacdo da participacio dos canais de Ca®* dependentes de
voltagem (Cavs) tipo-L sensiveis a diidropiridina nas respostas induzidas pelo

quimiotipo de escolha do OELA

Investigou-se um provavel efeito do OELA sobre os Cavs tipo-L a partir da
comparagdo das respostas vasorelaxantes do OELA (300 pg/mL), em anéis sem
endotélio funcional pré-contraidos com Phe (1 uM), antes e apds a incuba¢ao com
nifedipina (10 pM), um bloqueador seletivo destes canais (HAGIWARA et al.,
1993).
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4.6. Analise Estatistica

Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.).
Para avaliar a significancia das diferengas entre as médias fori utilizada analise de
variancia (ANOVA) de uma-via ou duas vias seguido do pos-teste de Bonferroni.
Foram considerados estatisticamente significativos os valores de p < 0,05. Para estas
andlises foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism versao 3.02 (GraphPad

Software, San Diego,CA, E.U.A.).
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5. RESULTADOS

5.1. Efeitos dos 5 quimiotipos de OELA sobre a PAM e FC em ratos

saudaveis

A administracdo de doses crescentes dos 5 quimiotipos diferentes de OELA
(5, 10, 20, 40 e 60 mg/kg, i.v.) revelou que o quimiotipo geranial (OELA)
desempenhou uma acao hipotensora significativamente maior quando comparado aos
demais grupo (Figura 9 A).

No que diz respeito a FC, o OELAg produziu uma acdo bradicardica mais
evidente nas ultimas doses (40 e 60 mg/kg), contudo este efeito nao foi
significativamente diferente dos demais quimiotipos (Figura 9 B).

Com base nos resultados encontrados, optou-se por utilizar o quimiotipo
geranial (OELAg) do o6leo para desenvolver o restante da pesquisa visto que sua

resposta hipotensora foi mais efetiva que aquelas obtidas para os demais quimiotipos.

5.2. Composicio quimica do o6leo essencial das folhas de Lippia alba
quimiotipo geranial

Como demonstrado na tabela 1, a andlise cromatografica do OELAg revelou a

presenca de 19 constituintes, sendo o geranial € o neral os constituintes majoritarios.

5.3. Efeitos hemodinamicos do OELA nos experimentos in vivo

O segundo objetivo especifico buscou caracterizar os efeitos da administracao
aguda do OELA, agora denominado OELAg, pela via intravenosa sobre a PAM e FC
em ratos saudaveis nado-anestesiados, procurando investigar a participacdo dos

receptores muscarinicos, nicotinicos, NO e PGL nestes efeitos;

Tabela 1: Constituintes quimicos do 6leo essencial das folhas de Lippia alba
quimiotipo geranial.
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Pico TR (min) Composto (%) IRR IRR
GC-MS  exp.* lit,**
1 8.275 1-Octen-3-ol 0.85 978 979
2 8.433 6-metil-5-Hepten-2-ona 0.74 983 985
3 8.600 Mirceno 1.99 988 990
4 10.608 (E) B-Ocimeno 0.67 1045 1050
5 12.575 Linalol 1.04 1100 1095
6 14.350 trans-Chrisanthemal 0.28 1147 1153
7 14.850 (Z) Isocitral 0.34 1161 1164
8 15.142  Epodxido de Rosefurano 0.27 1169 1177
9 15.550 (E) Isocitral 0.57 1180 1180
10 17.683 Neral 3542 1238 1238
11 18.783 Geranial 48.58 1268 1267
12 22.617 Acetato de Geranila 0.53 1377 1381
13 22.975 B -Elemeno 1.45 1388 1390
14 23.992 (E) Cariofileno 2.72 1418 1419
15 26.033 Germacreno D 0.82 1480 1485
16 26.883 Germacreno A 0.50 1506 1509
17 27.142 Cubebol 0.27 1514 1515
18 29.233 Oxido de Cariofileno 2.68 1581 1583
19 31.250 Nao identificado 0.28 1647 -

Efeitos cardiovasculares do oleo essencial de Lippia alba em ratos

57

MAYNARD, L.G (2011)



58

-154
—o— OELA
% —o— OELA
45 . —=— OELA |
—+ OELAG
-60 —— OELA |,

-304

% de efeito sobre a PAM

-90-

25+

-254

-5041

% do efeito sobre a FC

-75-

Dose (mg/kg)

Efeitos cardiovasculares do oleo essencial de Lippia alba em ratos MAYNARD, L.G (2011)



59

Figura 9: Efeitos da administragdo intravenosa e in bolus dos cinco diferentes
quimiotipos de OELA: geranial (OELAg), limoneno (OELAL.), linalol (OELA,),
mirceno (OELAw) e carvona (OELAC() (5, 10, 20, 40 e 60 mg/kg) sobre a PAM (A) e
FC (B) de ratos saudaveis ndo-anestesiados. Os valores representam a média +
E.P.M. de 5 animais. As diferencas significativas foram avaliadas através de
ANOVA de duas vias com pos-teste de Bonferroni. * p < 0,05; *** p < 0,001 vs os
demais quimiotipos do OELA.

5.3.1. Efeitos do OELAg sobre a PAM e FC em ratos saudaveis

A Figura 10 demonstra o registro original dos efeitos do OELAg sobre a
PAM e FC de um rato saudavel. A andlise da curva dose-resposta (n = 5) obtida em
ratos controles demonstra que a administragdo intravenosa in bolus do OELAg

produziu uma redu¢do da PAM e da FC (Figura 11 A e B).

150 -

mmHg
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Figura 10: Registro original mostrando os efeitos do OELAg (5, 10, 20 e 40 mg/kg,
i.v.) sobre a PAM e FC de um rato sauddvel. A setas indicam o momento de
administracao do o6leo.
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Figura 11: Efeitos hipotensor (A) e bradicardico (B) induzidos pela administracao
intravenosa in bolus de doses do OELAg (5; 10; 20 e 40 mg/kg) em ratos saudaveis
nao-anestesiados. Os pontos expressam a média £ E.P.M. (n =5).

5.3.2. Efeitos do OELAg sobre a PAM e FC em ratos saudaveis

apos o pré tratamento com atropina e hexametonio.

Como observado nas Figuras 12 (A e B) e 13 (A e B), as respostas
hipotensora e bradicardica do OELAGs em animais pré-tratados com atropina ou
hexametonio, foram significativamente atenuadas nas doses de 20 e 40 mg/Kg

quando comparada com as respostas controles.
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Figura 12: Efeitos hipotensor (A) e bradicardico (B) induzidos pela administragao
intravenosa in bolus de doses do OELAg (5; 10; 20 e 40 mg/kg) em ratos saudaveis
ndo-anestesiados na condig¢do controle e em animais pré-tratados com atropina (2
mg/kg; 1.v.; 30 min). Os pontos expressam a média £ E.P.M. de 5 experimentos. As
diferengas significativas foram avaliadas através de ANOVA de duas vias com pos-
teste de Bonferroni, onde * p < 0,05 e ** p<0,01 vs controle na mesma dose de
OELAG.
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Figura 13: Efeito hipotensor (A) e bradicardico (B) induzido pela administragdo
intravenosa in bolus de doses do OELAg (5, 10, 20 e 40 mg/kg, i.v.) em ratos
saudaveis ndo-anestesiados na condicdo controle e em animais pré-tratados com
hexametonio (20 mg/kg; i.v.; 30 min). Os pontos expressam a média + E.P.M. de 5
experimentos. As diferencas significativas foram avaliadas através de ANOVA de
duas vias com pds-teste de Bonferroni, onde * p < 0,05 ¢ ** p<0,01 vs controle.

5.3.3. Efeitos do OELAg sobre a PAM e FC em ratos saudaveis
apos o pré-tratamento com L-NAME e INDO

Ao investigar a participacao do 6xido nitrico (NO) nos mecanismos de acao

do OELAg, ap6s a administracdo do L-NAME, um inibidor das isoformas da NOS,

foi observado uma atenuagao significativa (p < 0,05) do efeito hipotensor do OELAG.
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No entanto, embora o L-NAME tenha atenuado também os efeitos bradicardicos do
OELAG, principalmente nas doses maiores (20 e 40 mg/kg), esta atenuagdo nao foi

estatisticamente significativa (Figura 14 A e B).
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Figura 14: Efeito hipotensor (A) e bradicardico (B) induzido pela administragdo
intravenosa in bolus de doses do OELAg (5; 10; 20 e 40 mg/kg, i.v.) em ratos
saudédveis nao-anestesiados na condi¢do controle e em animais pré-tratados com L-
NAME (20mg/kg i.v., 30 min.). Os pontos expressam a média + E.P.M. de 5
experimentos. As diferencas significativas foram avaliadas através de ANOVA de
duas vias com pos-teste de Bonferroni, onde * p < 0,05 vs controle.
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Por ultimo, investigou-se a participagdo da prostaciclina PGI, nos efeitos do
OELAG. O resultado obtido demonstra que ndo houve alteragao significativa dos
efeitos do OELAG sobre a PAM e FC antes e ap6s o pré-tratamento dos animais com

a INDO, um potente inibidor da ciclo-oxigenase (COX) (Figura 15 A e B).
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Figura 15: Efeito hipotensor (A) e bradicardico (B) induzido pela administragdo
intravenosa in bolus de doses do OELAg (5; 10; 20 e 40 mg/kg, i.v.) em ratos
saudaveis ndo-anestesiados na condigdo controle e em animais pré-tratados
indometacina (5 mg/kg i.v.; 30 min). Os pontos expressam a média £ E.P.M. de 5
animais. As diferengas significativas foram avaliadas através de ANOVA de duas
vias com pods-teste de Bonferroni.
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5.4. Efeitos do OELA¢ sobre a reatividade vascular em artéria

mesentérica de rato saudavel: estudos in vitro

O ultimo objetivo especifico buscou caracterizar os efeitos do OELAg sobre a
reatividade vascular da artéria mesentérica de ratos saudaveis, procurando investigar

0s possiveis mecanismos de acao.
5.4.1. Efeito do OELA¢ em anéis com e sem endotélio
Como observado na Figura 16, o OELAg foi capaz de induzir

vasorrelaxamento (pD, - 1,89 + 0,21; Ene = 110,8 £ 10,8 %) cujo efeito ndo foi

alterado ap6s remogao do endotélio (pD, = 2,37 + 0,16; Enax = 134,8 £ 16,5 %).
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Figura 16: Curva concentragdo-resposta para o OELAg (I — 1000 pg/mL,
cumulativo) em anéis arteriais, com e sem endotélio, de artéria mesentérica superior
de ratos saudaveis pré-contraidos com Phe (1uM). Valores foram expressos como
média + E.P.M. de 5 experimentos. Os dados foram analisados por ANOVA de duas
vias seguido pelo pds-teste de Bonferroni. *** p < 0,001 vs veiculo.
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5.4.2. Efeito do TEA sobre o vasorrelaxamento induzido pelo

OELAG em anéis sem endotélio funcional

Na auséncia de TEA (100 uM), o OELAG (pD, = 2.26 £ 0.02; Ejnax = 98.3 £
1.85 %) produziu um relaxamento que nao foi significativamente diferente daquele
obtido na presenca do TEA (pD> = 2.23 + 0.04; Enex = 117.2 £ 4.96 %). Foi
observada uma diferenga significativa (p < 0,05), mas pontual, apenas na ultima

concentracao do o6leo (1000 ug/mL) (Figura 17).
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Figura 17: Curva concentragdo-resposta para o OELAg (I — 1000 pg/mL,
cumulativo) em anéis arteriais sem endotélio de mesentérica superior de ratos
saudaveis pré-contraidos com Phe (1uM) ou pré-contraidos com Phe (1uM) apds
incubacdo com TEA (100uM, 30 min). Valores foram expressos como média +
E.P.M. de 5 experimentos. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias
seguido pelo pds-teste de Bonferroni. * p < 0,05 vs sem endotélio.
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5.4.3. Efeito de altas concentracoes de K" sobre o

vasorrelaxamento induzido pelo OELA¢ em anéis sem endotélio funcional

Como mostrado na Figura 18, em anéis sem endotélio (n = 5) pré-contraidos
com uma solu¢do despolarizante de K* (KCl 80 mM), o OELAg induziu
vasorrelaxamento (pD> = 1.96 + 0.06; Enox = 112.6 = 6.70 %) que ndo foi diferente
daquele obtido em anéis pré-contraidos com Phe (pD, = 2.26 & 0.02; Enux = 98.3 +
1.85 %). Foi encontrada uma diferenca significativa (p < 0,001), mas pontual, apenas

na concentracao submaxima (300 pg/mL) (Figura 17).
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Figura 18: Curva concentragdo-resposta para o OELAg (I — 1000 pg/mL,
cumulativo) em anéis sem endotélio de artéria mesentérica superior de ratos pré-
contraidos com Phe (1uM) ou pré-contraidos com KCI80 mM. Valores foram
expressos como média £ E.P.M. de 5 experimentos. Os dados foram analisados por
ANOVA de duas vias seguido pelo pos-teste de Bonferroni. *** p < 0,001 vs sem
endotélio.
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5.4.4. Efeito do OELA sobre as contracdes induzidas pelo CaCl,

em anéis sem endotélio funcional

O CaCl, (10°, 3x10°, 107, 3x107, 10™, 3x10%, 107, 3x10°, 107 ¢ 3x107 M)
em presenga de uma solug¢do de K* despolarizante (KC1 60 mM) foi capaz de induzir
contracdo em ané¢is de artéria mesentérica sem endotélio funcional, de maneira
concentracdo-dependente. Essa contracdo foi significativamente inibida apds
incubagdo com o OELAg nas concentracdes de 10, 30 e 300 pg/mL (31,32%;
89,17%; 96,73%, respectivamente; n = 5) (Figura 19).

5.4.5. Efeito do OELA; sobre o relaxamento maximo induzido

pela NIF em anéis sem endotélio funcional

A Figura 19 demonstra os efeitos do OELAg sobre a resposta maxima da
NIF, bem como os efeitos deles isoladamente em anéis sem endotélio funcional e
pré-contraidos com Phe. Como pode ser observado, tanto o OELAg (300 pg/mL)
como a NIF (10 uM) foram capazes de promover vasorrelaxamentos que ndo foram
significativamente diferentes (70,5 + 3,4% e 90,2 + 3,0%, respectivamente). Porém,
o efeito vasorelaxante obtido apds adicdo a cuba do OELAg (300 pg/mL) na
presenga de NIF (10 uM) foi maior quando comparado com a NIF isoladamente

(105,3 £ 13,6%; n = 5) (Figura 20).
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Figura 19: Curva concentragdo-resposta para CaCl, (10, 3x10¢, 10°, 3x107%, 10,
3x10%, 107, 3x107, 107 e 3x10? M) em anéis de artéria mesentérica superior de
ratos, sem endotélio, antes (controle) e apds pré-incubagdo com OELAg nas
concentracdes de 10, 30 e 300 pg/mL, separadamente. Valores foram expressos
como média = E.P.M., de 5 experimentos. Os dados foram analisados por ANOVA
de duas vias, seguido pelo pos-teste de Bonferroni. * p < 0,05; *** p < 0,001 vs

Efeitos cardiovasculares do oleo essencial de Lippia alba em ratos MAYNARD, L.G (2011)



71

150 *

[=]
-
g 100
£
<
[
[
) —
b
©
=
$ 501

0-

NIF OELAG NIF + OELAG

Figura 20: Efeito vasorelaxante da nifedipina (NIF: 10 uM), OELAG (300 pg/mL),
separadamente, ¢ OELAg adicionado sobre o relaxamento maximo da NIF (NIF +
OELAG) em anéis de artéria mesentérica superior de ratos, sem endotélio, pré-
contraidos com Phe (1 uM). Valores foram expressos como média £ EPM, n = 4. Os
dados foram analisados por ANOVA de uma via com pos-teste de Bonferroni. * p <
0,05 vs NIF.
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6. DISCUSSAO

A procura de terapéuticas alternativas ao uso de medicagdes, como exemplo o
uso de plantas medicinais, vem crescendo nos ultimos anos. Paises como o Brasil,
que detém uma rica biodiversidade e conhecimentos populares tém incrementado
suas aptidoes em estudos pré-clinicos e clinicos do uso de vegetais que se encontra
disseminado na populacdo sob forma de chés, extratos brutos e macerados
(HEINZMANN; BARROS, 2007).

A Lippia alba foi a planta de escolha deste estudo por apresentar diversas
utilizacdes na medicina popular, sendo recomendada inclusive em casos de
hipertensdo arterial (RODRIGUES; GUEDES, 2006; PERTILE, 2007). Esta espécie
apresenta uma variedade morfoldgica e quimica que permite diferencid-la em
diversos quimiotipos tais como: geranial, limoneno, linalol, mirceno e carvona. Para
poder delinear a pesquisa, foram avaliados inicialmente os efeitos dos 5 quimiotipos
(geranial, limoneno, linalol, mirceno e carvona) sobre a PAM e FC.

Destes o quimiotipo geranial (OELAG), destacou-se nos resultados. O OELAg
obteve a melhor resposta hipotensora, apds a administragdo intravenosa in bolus em
ratos, quando comparado com os demais grupos estudados, sendo desta forma o
quimiotipo de escolha para os experimentos que se seguiram. Nao foram encontrados
na literatura estudos que demonstrassem a atividade deste aldeido sobre o sistema
cardiovascular.

Os achados in vivo demonstram que a administrac¢do intravenosa e in bolus do
OELAG induziu hipotensdo e bradicardia transientes em ratos saudaveis nao-
anestesiados. Resultados semelhantes a estes foram encontrados por Gerrero et al.
(2002) e Oliveira et al. (2006), porém com o extrato etanolico da Lippia alba.

J& estd bem estabelecido que a ativacdo muscarinica reproduz a acdo
parassimpatica. Apos estimular receptores muscarinicos cardiacos (M), localizados
no nodo sinoatrial, ocorre uma reducao dos niveis intracelulares de AMPc, o que
resulta em bradicardia (LEVY, 1971; BELEVYCH; HARVEY, 2000). Esta
bradicardia pode vir associada a uma hipotensdo devido a queda no débito cardiaco
(PETERSON et al., 1984). Por outro lado, a ativagdo de receptores muscarinicos
presentes nas células endoteliais (Ms;) gera vasodilatagdo por liberar fatores

relaxantes derivados do endotélio (LUZ et al., 2005), a exemplo do NO e PGL..
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Para investigar uma possivel participacdo dos receptores muscarinicos no
efeito bradicardico e hipotensor induzido pelo OELAg, foram realizados
experimentos com animais pré-tratados com atropina, um antagonista competitivo e
ndo seletivo dos receptores muscarinicos. Nestes animais obtive-se uma atenuagao
dos efeitos do OELAG sobre a pressdo arterial e a freqiiéncia cardiaca nas duas
ultimas e maiores doses (20 e 40 mg/kg) sugerindo que o efeito bradicardico do dleo
parece envolver ativagdo destes receptores.

Tendo em vista o fato de que um dos potenciais mecanismos causadores da
hipotensdo e bradicardia possa vir da alteragdao do tonus parassimpatico eferente para
o coragao, foi utilizado hexametonio que € um antagonista dos receptores nicotinicos
ganglionares. Os resultados demonstraram que o hexametonio foi capaz de atenuar
tanto a resposta hipotensora como a bradicardica, nas duas ultimas doses (20 e 40
mg/kg), sugerindo que os efeitos do OELAg sobre a FC pode ser de origem reflexa.

Sabe-se que o nucleo do trato solitario (NTS) desempenha um importante
papel na modulagdo da atividade autondmica eferente para o sistema cardiovascular
(MACHADO et al., 1997). Como os estudos com atropina e hexametonio nao
descartam uma acdo mais central desse 6leo, pode-se supor que o OELAG tenha
efeito sobre as vias neuronais do nticleo do trato solitario.

Evidéncias mostram que a atividade cardiovascular eferente simpatica ¢
gerada e modulada pelos neurdnios da regido bulbar ventro-lateral rostral (RVLM) e
esta atividade encontra-se normalmente sob inibi¢cdo tonica mediada pelo acido v-
aminobutirico (GABA) (GUYENET et al., 1989). Além disso, estudo de Soares et al.
(2001) sugeriu que o Oleo essencial de Lippia alba poderia estar agindo sobre o
sistema GABAérgico, influenciando a queda da FC por esta via simpatoinibitéria que
se origina na regido do bulbo ventro-lateral caudal (BVLC). Logo, pode-se
hipotetizar que o 6leo possa ativar a via neuronal inibitéria da RVLM resultando
numa reducdo dos efeitos do sistema simpatico e, consequentemente, queda da FC.

Uma segunda hipotese sobre a agdo central do OELAg seria de que,
paralelamente ao efeito simpatoinibitorio, ele poderia estar agindo sobre os
receptores do NTS que envia projecdes para o ntiicleo ambiguo, excitando neuronios
pré-ganglionares parassimpaticos, resultando assim numa consequente descarga

vagal para o coracdo e queda da FC (MACHADO et al., 1997, VERBERNE;
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GUYENET, 1992). Apesar disto, outros experimentos serdo necessarios para melhor
compreensao deste ponto.

Embora o efeito bradicardico induzido pelo OELAg via ativacdo colinérgica
(muscarinica e nicotinica) possa estar contribuindo para a resposta hipotensora
através da queda no débito cardiaco, vale lembrar que existem receptores
muscarinicos nas células endoteliais que também podem estar influenciando o efeito
hipotensor do OELAG.

O endotélio apresenta um papel imprescindivel no controle do tdénus vascular,
uma vez que sintetiza e libera mediadores capazes de promover alteracdo na
tonicidade basal (GUYENET, 2006). O relaxamento da musculatura lisa vascular
ocorre por uma cascata que se inicia com a interagdo de um agonista, como ACh e
bradicinina, com o receptor de membrana para liberar EDRFs capazes de estimular o
aumento da concentragdo intracelular de Ca*" através da produgdo de segundos
mensageiros, AMPc, GMPc, ou como conseqiiéncia de uma hiperpolarizacdao
promovida por abertura dos canais para K" (RATTMANN et al., 2009).

Para determinar se o efeito hipotensor poderia ter origem na liberagdo de NO
e PGIL,, importantes EDRFs, foram realizados experimentos com seus respectivos
bloqueadores.

A participagdao do NO nos efeitos do OELA foi avaliada através da obtencao
de curvas dose-resposta em animais previamente tratados com L-NAME (20 mg/kg
1.v.), um inibidor da NOS (MONCADA; HIGGS, 1993; LUZ et al., 2005). Nesta
condicdo experimental, o efeito hipotensor induzido pelo OELAg foi
significativamente atenuado, enquanto que a bradicardia ndo foi alterada, sugerindo a
participag@o de NO no efeito hipotensor do dleo.

A via endotelial do NO proporciona uma agao vasodilatadora fisiologica que
modula a resisténcia vascular periférica e consequentemente a pressao arterial
(FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; LUZ et al., 2005; FORSTERMANN;
MUNZEL, 2006; RATTMANN et al., 2009). Alguns estudos mostram também que o
NO ¢ capaz de produzir vasorrelaxamentos através de uma via independente de
GMPc, envolvendo a ativagdo direta de canais para K* sensiveis ao Ca*" de grande
condutancia (BK¢,) (BOLOTINA et al., 1994; MISTRY; GARLAND, 1998).

Portanto, ¢ possivel hipotetizar que o efeito hipotensor induzido pelo dleo

possa estar, a0 menos em parte, relacionado a um possivel vasorelaxamento induzido
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pela liberagdo do NO. Porém, outros experimentos sdo necessarios para confirmar
esta hipotese.

Ja esta relatado que o NO apresenta uma importante fungdo moduladora das
respostas reflexas, incluindo o barorreflexo e os reflexos cardiopulmonares do NTS.
Além disso, o NO também parece facilitar a regulacdo cardiovascular através da
interacdo com a transmissdao glutamatérgica (DIAS et al, 2005; LIN; TALMAN,
2006). Sakai et al. (2000) verificaram que o aumento da expressdo de eNOS no NTS
diminui a PA, a FC e a atividade nervosa simpatica em ratos acordados. Somado a
isto, Kishi et al. (2001) sugeriram que esta resposa hipotensora e bradicardica do NO
pode advir de um aumento na liberacdo do neurotransmissor GABA na RVLM.
Embora o efeito bradicardico induzido pelo OELAg ndo tenha sido significantemente
modificado apds pré-tratamento com L-NAME, pode-se observar uma tendéncia de
inibicdo desta resposta pelo L-NAME. Isto pode ser um indicativo de que o NO
também possa estar envolvido na bradicaridia induzida pelo 6leo através de uma
acao sobre o SNC.

Para avaliar a participagdo do metabdlitos da ciclo-oxigenase, principalmente
a PGI,, sobre o efeito hipotensor do OELAg foram realizados experimentos com
INDO, um potente inibidor nao-seletivo da COX. Em animais pré-tratados com
INDO, o efeito hipotensor e bradicardico induzido pelo OELAg ndo foi alterado, o
que implica sugerir que a PGI; parece ndo estar envolvida nestes efeitos do OELA.

Com o objetivo de avaliar melhor se o efeito hipotensor do OELAg poderia
estar sendo causado por uma reducao na resisténcia vascular periférica em funcao de
uma vasodilatagdo, o OELAg foi testado em preparagcdes in vitro de artéria
mesentérica superior isolada de rato. Nestas preparagdes, o OELAg induziu
vasorelaxamento de maneira concentragdo-dependente. Este resultado ndo diferiu
daquele encontrado em artérias sem endotélio funcional, sugerindo que os EDRFs
ndo estariam participando da resposta vasodilatadora induzida pelo OELAG.

Para melhor compreender a natureza do efeito hipotensor observado nos
experimentos in vivo, foram realizados modelos experimentais in vitro. Contudo, os
achados in vitro ndo corroboram com os achados in vivo, uma vez que o efeito
hipotensor induzido por OELAg parece envolver a participagdo de um mediador
endotelial, a exemplo do NO. A explicagdo para isto pode estar em 2 fatores.

Primeiro, o OELAg, como j4 mencionado anteriormente, ¢ formado por diversos

Efeitos cardiovasculares do oleo essencial de Lippia alba em ratos MAYNARD, L.G (2011)



76

compostos os quais, possivelmente, apresentam efeitos variados. Portanto é possivel
que, nas faixas de concentragdes utilizadas neste estudo, um determinado composto,
que por sua vez utilize a via do NO, possa produzir efeito in vivo, mas ndo in vitro.
Segundo, a administragdo dos 6leos de forma intravenosa permite a metabolizagao
dos mesmos por proteinas plasmaticas, o que pode mascarar seus efeitos e
mecanismos de agdo. Portanto, ¢ possivel que os efeitos in vivo e in vitro de um
extrato ou Oleo essencial possam apresentar diferencas em seus mecanismos de agao.

Como o OELAg induziu vasorrelaxamento por uma via independente do
endotélio, buscou-se investigar um mecanismo de relaxamento envolvendo vias de
sinalizagdo no musculo liso vascular, tal como abertura de canais para K' ou
fechamentos dos canais para Ca™".

Os canais para K* desempenham um importante papel na determinagdo do
tonus vascular (JACKSON, 2000). Para avaliar a participagdo dos canais para K" no
efeito do OELAg, foi realizado experimento em que as preparacdes foram pré-
incubadas com o TEA na concentracdo de 100 uM. De acordo com a literatura,
nestas concentragdes o TEA comporta-se como um inibidor ndo seletivo dos canais
para K" (COOK, 1989). Portanto, nesta condi¢do, os relaxamentos para OELA¢ ndo
foram diferentes daqueles obtidos em preparagdes controles, o que permite sugerir
que o efeito do OELAg ndo parece envolver a ativagdo de canais para K™ (Figura 17).

O influxo de Ca*" e a sua liberagdo pelo RE sdo as principais fontes para se
atingir concentragdes catidnicas para o gatilho da contragdo da musculatura lisa
vascular. A literatura relata que um incremento nas concentragdes extracelulares de
K" (KCl 80 mM — solugdo despolarizante) leva a uma contragdo por ativacao dos
canais dependentes de voltagem (Cavs) seguida de liberagdo de Ca’** pelo RE
(KARAKI; WEISS, 1988). Desta forma, o efeito do OELAg sobre anéis sem
endotélio pré-contraidos com a solugdo despolarizante de K* revelou-se semelhante
aquele pré-contraido com Phe, sugerindo que o OELAg inibe o influxo de Ca*
através dos Cavs.

Para reforgar a hipdtese acima foram feitos experimentos com a construgdo de
uma curva concentragdo-resposta para CaCl, em presenga de solugao despolarizante
(KC1 60 mM) antes e apo6s a incubagdo com o OELAg. Como ja esperado, o CaCl,
foi capaz de induzir contragdo concentragdo-dependente dos anéis de artéria

mesentérica superior sem endotélio funcional na situagdo controle. A incubacdo com
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o OELAg foi capaz de inibir e at¢ mesmo bloquear totalmente essa contragdo,
reforgando a hipotese de que o OELAG parece realmente agir através da redugdo do
influxo de Ca’" através dos Cavs.

Com o objetivo de caracterizar qual o subtipo de Cav poderia estar envolvido
na resposta do OELAg, foram feitos experimentos utilizando a nifedipina, um
bloqueador dos Cavs tipo L sensiveis a diidropiridina (HAGIWARA et al., 1993).
Neste protocolo, os anéis foram pré-contraidos com Phe (IpM) e em seguida foi
adicionado a cuba 10 pM de NIF, concentracdo que de acordo com a literatura
bloqueia todos os Cavs Tipo L sensiveis a diidropiridinas (HAGIWARA et al.,
1993). Em seguida, sobre a resposta relaxante mdxima da NIF, foi adicionado
OELAG, com o intuito de avaliar o envolvimento destes canais. Nestas condigdes, o
OELAG foi capaz de promover um efeito vasorelaxamente adicional sobre o efeito
vasorrelaxante maximo induzido pela NIF, o que demonstra que o OELAg parece,
em parte, agir por uma via em comum com a nifedipina, ou seja, bloqueando os Cavs
tipo L sensiveis a diidropiridinas, mas, supde-se que outras vias de sinalizagdo
também podem estar envolvidas. No entanto, outros experimentos sdo necessarios

para melhor compreender este mecanismo de acao.
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7. CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que a administra¢do intravenosa in bolus do
OELA, em ratos saudaveis e ndo-anestesiados, produz uma hipotensao e bradicardia
transientes. O efeito hipotensor parece ser causado por ativagdo de receptores
muscarinicos e liberacdo de NO. Ja a bradicardia parece ser devido a ativagdao dos
receptores muscarinicos cardiacos e possivelmente por ativagdo dos receptores
nicotinicos ganglionares, envolvendo, em parte, componentes do sistema nervoso
autondmico. Essa bradicardia pode estar contribuindo para o efeito hipotensor.

Além disso, o OELA induziu vasorelaxamento independente de endotélio em
anéis de artéria mesentérica superior de ratos. Possivelmente, este efeito ¢ causado
por bloqueio de canais de canais de célcio operados por voltagem do tipo L, que
também pode estar contribuindo para a hipotensao.

Sendo assim, o presente estudo foi o primeiro a avaliar os efeitos
cardiovasculares do 6leo essencial de Lippia alba por meio de experimentos in vivo e
de reatividade vascular. Os resultados encontrados com a Lippia alba destacam o seu
potencial hipotensor que traz perspectivas quanto ao seu uso no tratamento contra a
hipertensao arterial. No entanto, ¢ imprescindivel a realizacdo de mais estudos com
esta espécie, a fim de que possa ser avaliada a sua seguranca e eficacia em animais

hipertensos, antes do seu uso terapéutico em humanos.
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8. PERSPECTIVAS

Com relagdo aos estudos in vivo, podera ser investigada a participagdo dos
mediadores endoteliais na resposta hipotensora e bradicardica do OELA em animais
hipertensos. Além disso, podera ser avaliado os efeitos da administragdo aguda pela
via oral do OELAg em ratos hipertensos induzidos por L-NAME.

Com relagdo a investigacdo dos efeitos do OELAg sobre o SNC, podera ser
investigado os efeitos do 6leo sobre a PAM e FC em ratos vagotomizados ou apos
administracdo do OELAg pela via intracerebroventricular em ratos tanto saudaveis
com hipertensos.

Estudos in vitro poderdo ser realizados a fim de elucidar a resposta
vasorelaxante independente do endotélio. Para isto, poderéd ser avaliado o efeito do
OELAG sobre os estoques intracelulares de calcio, tanto sensiveis a Phe como a
cafeina ou efeito do OELAG sobre as correntes de célcio através de experimentos

com “patch-clamp”.
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