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NOTA EXPLICATIVA

Este trabalho de Conclusdo de Curso € apresentado em formato
alternativo — artigo a ser submetido para publicacdo — de acordo com o
Regulamento de Trabalho de Conclusdo de Curso do curso de Biotecnologia
da Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais/FCBA/UFGD, constando do
resumo, objetivos do trabalho e do artigo cientifico abordando os experimentos

realizados, com resultados e discusséo, além das consideracdes finais.
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RESUMO

A hipertenséo arterial sisttmica € caracterizada por valores de pressao
arterial igual ou superior de 140/90 mm Hg e esta relacionada com elevada
mortalidade (cerca de 46,8 mil brasileiros por ano). Deste modo, pesquisas
que priorizem novas estratégias de tratamento sdo de suma importancia.
Assim a busca do conhecimento popular acerca de plantas medicinais
utilizadas para o tratamento de HAS e a comprovacdo pré-clinica de
eficdcia e seguranca dos mesmos torna-se de grande importancia. Dentre
estas plantas encontra-se a Cuphea carthagenensis (Jacq.) J.F. Macbr.,
popularmente conhecida como ‘sete-sangrias’, e utilizada popularmente no
tratamento de diversas doencas cardiovasculares. O objetivo desse trabalho
foi Investigar os efeitos reno e cardioprotetores do extrato aquoso obtido da
parte aérea de C. carthagenensis em ratas Wistar ovariectomizadas e com
hipertensdo renovascular. Para isso, o0s efeitos renoprotetores e
antihipertensivos prolongados foram avaliados através da diurese e afericao
direta da presséo arterial, apés o tratamento (pela via oral) com o veiculo
(agua destilada), enalapril 15mg/kg e com a fracdo solivel em etanol obtida
da C. carthagenensis nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg. Somente a dose
de 30 mg/kg apresentou diminuicdo na pressao arterial sistélica e nenhuma

das doses testadas promoveu atividade diurética.

Palavras-chave: diurético, hipertensdo, hipotensor, anti-hipertensivo,

Cuphea carthagenensis.



13

1. OBJETIVOS

1.1.0Objetivo geral

Investigar os efeitos reno e cardioprotetores do extrato aquoso de C.
carthagenensis em ratas Wistar ovariectomizadas e com hipertensao

renovascular

1.2.Objetivos especificos

e Avaliar a diurese de ratas ovariectomizadas com hipertensao
renovascular, tratadas por vias oral com veiculo (adgua destilada),
enalapril (15 mg/kg) e a fracdo soluvel em etanol de C. carthagenensis
nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg.

e Avaliar atividade anti-hipertensiva de ratas ovariectomizadas e com
hipertenséo renovascular, ao final do tratamento prolongado dos grupos
gue receberam veiculo (agua destilada), enalapril (15 mg/kg) e a fracdo
solivel em etanol de C. carthagenensis nas doses de 30, 100 e 300

mg/kg.
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2. ARTIGO CIENTIFICO - “Sustained anti-hypertensive effects of Cuphea
carthagenensis (Jacq.) J. F. Macbr. in a model os renovascular hypertension

associated with ovariectomy”

Artigo sera submetido na revista Fitoterapia.
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Efeitos anti-hipertensivos sustentados de Cuphea carthagenensis (Jacq.) J. F. Macbr.

em um modelo de hipertensdo arterial associado & ovariectomia

Maysa Isernhagen Schaedler®, Cleide Adriane Signor Tirloni®, Aniely Oliveira Silva®,
Roosevelt Isaias Carvalho Souza®, Ariany Carvalho dos Santos®, Valdinei de Oliveira

Araujo®, Arquimedes Gasparotto Junior®*

# Laboratdrio de Eletrofisiologia e Farmacologia Cardiovascular, Faculdade de Ciéncias

da Saude, Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados, MS, Brasil

® Laboratério de Histopatologia, Faculdade de Ciéncias da Satde, Universidade Federal

da Grande Dourados, Dourados, MS, Brasil

° Laboratério de Farmacologia e Toxicologia de Produtos Naturais, Universidade

Paranaense, Umuarama, PR, Brasil

*Autor correspondente: Laboratério de Eletrofisiologia e Farmacologia Cardiovascular,
Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Grande Dourados, Rodovia
Dourados- Itahum, 12 Km, Box 533, 79.804-970 Dourados, MS, Brasil. Tel.: +55 (67)
3410-2333, Fax: +55 (67) 3410-2321.

E-mail : arquimedesgasparotto@gmail.com (A. Gasparotto Junior).
Resumo

As folhas de Cuphea carthagenensis conhecida como ‘sete-sangrias’ sdo utilizadas
tradicionalmente na forma de chd no Brasil para o tratamento de doencas
cardiovasculares. Desta forma este trabalho demonstrou através de ensaios pré-clinicos
que o extrato aquoso de C. carthagenensis (30 mg/kg) possui atividade anti-hipertensiva
em ratas Wistar castradas e hipertensas ap0s o tratamento prolongado, contudo néao foi
identificado nenhuma atividade diurética presente na planta.

Palavras-Chaves: diurético, HAS, hipotensor, antihipertensivos.
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1. Introducao

Cerca de dois tercos de mortes no mundo sdo consequéncias de doencas nao
transmissiveis (OMS, 2015). Dentre elas esta a hipertensao arterial sistémica (HAS), um
assassino silencioso que afeta 1,13 bilhdes de pessoas ao redor do mundo e é um
importante fator de risco para as doencas cardiovasculares, incluindo o infarto agudo do
miocardio e o acidente vascular encefalico (AVE), assim como doengas renais cronicas
(Brown et al., 2003; OMS, 2013). Um em cada trés adultos possuem HAS, aumentando
para uma em duas em pessoas com 50 anos ou mais, em ambos os sexos (OMS, 2013).
Depois desta idade, a porcentagem é maior em mulheres do que em homens, em
consequéncia da queda abrupta dos niveis de estrogeno no periodo pos-menopausa
(Mozaffarian et al., 2015).

Normalizar os niveis de pressao arterial € importante para reduzir a mortalidade
prematura devido a infartos e AVE, e para prevenir, a longo prazo, milhares de mortes
ao redor do mundo (Bibbins-Domingo et al., 2010; OMS, 2013). Embora o tratamento
da hipertensdo seja teoricamente facil uma vez que os medicamentos sdo baratos e 0
diagnostico simples (Angel, Cock and Frieden, 2015), apenas cerca de 13% dos
pacientes tem controle adequado da doenca (Chow et al., 2013). Esta baixa taxa de
adesdo € devido ao curso assintomaético, falta de conhecimento sobre a doenga,
relacionamento com o médico, longo periodo de tratamento, fatores demograficos como
educacdo e idade, e ainda a dificuldade no acesso ao sistema de salude béasico (OMS,
2003). Para superar estas dificuldades, a populagdo faz uso de plantas medicinais ou
fitoterapicos no tratamento da HAS, uma vez que esses produtos naturais sao
consideradas “seguros”, acessiveis e de menor custo (Prando et al., 2015; Wet et al.,
2016).

Para fomentar a pesquisa e desenvolvimento de plantas medicinais o Brasil
desenvolveu a Politica e Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, que
visa melhorar o acesso aos tratamentos, preservar conhecimentos tradicionais, utilizar a
biodiversidade brasileira de forma sustentavel e garantir & populagdo que o uso de

plantas medicinais seja seguro e eficaz (Ministério da salde, 2006).

Apesar das plantas medicinais serem amplamente utilizadas para doengas
cardiovasculares, seus efeitos cardioprotetores prolongados ainda sdo pouco conhecidos

e estudados. Uma planta medicinal extensivamente utilizada pela populagdo no
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tratamento de HAS, aterosclerose e doencas circulatdrias é a Cuphea carthagenensis J.
F. Macbr. (Lythraceae), popularmente conhecida como ‘sete-sangrias’. Essa espécie é
encontrada no Brasil, Hawaii e nas llhas do Pacifico Sul (Bolson et al., 2015; Graham et
al., 2006; Vendruscolo et al., 2006). Dentre os principais metabolitos secundarios
encontrados nessa espeécie, destacam-se diversos flavondides glicosilados, triterpenos,
taninos e proantocianidinas (Gonzalez et al., 1994; Krepsky et al., 2012). Ensaios in
vitro confirmaram atividade antioxidante (Bergmeier et al., 2014; Schuldt et al., 2004) e
inibicdo da enzima conversora de angiotensina | (Braga et al. 2000). Além disso,
estudos pre-clinicos relatam efeitos antiaterosclerético e hipocolesterolémico (Barboza
et al. 2016; Biavatti et al. 2004).

Apesar do uso muito difundido desta espécie pela populacéo e evidéncias
farmacoldgicas sobre seus efeitos cardiovasculares, a atividade cardioprotetora ainda
ndo foi cientificamente avaliada. Deste modo, investigamos a atividade anti-
hipertensiva e diurética de C. carthagenensis em ratas Wistar hipertensas e
ovariectomizadas para simular grande parte da populacdo de mulheres acima de 50
anos, afetadas pela HAS.

2. Metodologia
2.1. Preparo do extrato de C. carthagenensis

Folhas de C. carthagenensis foram coletadas do Horto de Plantas Medicinais da
Universidade Paranaense (UNIPAR), Umuarama — Parana — Brasil, a 430 m em relagdo
ao nivel do mar (S23°47°55-W53°18°48). Uma exsicata da espécie foi indentificada e

depositada no herbario da UNIPAR sobre o nimero 2401.

As folhas de C. carthagenesnsis foram secas em estufa por um periodo de cinco
dias, trituradas e submetidas ao processo de extracdo por infusdo. Para tanto, adicionou-
se 11 de agua fervente para cada 100g de folha seca e triturada e aguardou-se até que o
meio de extracao atingisse a temperatura ambiente (~5h). O residuo vegetal foi separado
por filtracdo e posteriormente foi adicionado etanol em proporcdo de 1:3 para que
ocorresse a precipitacdo de polissacarideos e proteinas, obtendo-se a fracdo solvel em
etanol de C. carthagenensis (ESCC), que subsequentemente foi concentrada em

evaporador rotatério, liofilizada e armazenada em freezer -20°C. O perfil fitoquimico
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do ESCC e analise microguimica ja foram previamente caracterizados por nosso grupo
(Barboza et al. 2016). O extrato foi resuspenso em agua filtrada (veiculo), previamente

aos experimentos in vivo.
2.2. Animais

Ratas Wistar pesando em torno de 200-300 g, foram obtidas do biotério central da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) e acondicionadas no biotério da
Faculdade de Ciéncias da Saude. Os animais receberam enriquecimento ambiental, agua
e racao ab libitum. Durante todo o periodo experimental os animais foram mantidos em
temperatura (22+2°C), humidade relativa (20%) e ciclos claro/escuro (12h). Todo o
estudo foi realizado de acordo com as Diretrizes Brasileiras para o Cuidado e a
Utilizacao de Animais para fins Cientificos sendo aprovado pela Comisséo de Etica para
Uso de Animais (CEUA) da UFGD (nimero de autorizacdo 46/2016).

2.3. Estudos Farmacoldgicos

2.3.1. Ovariectomia, inducédo da hipertenséo e grupos experimentais

Os animais foram anestesiados com cetamina (100 mg/kg) e xilazina (20 mgkg),
via intraperitonial, para realizacdo da ovariectomia, de acordo com Lasota et al. (2004).
No mesmo procedimento cirdrgico foi induzida a HAS através da técnica descrita por
Golblatt e colaboradores (dois rins um clipe — 2R1C), conforme descrito por Umar et al.
(2010). Por fim foi adminitrada salina (2 ml/rato, via subcutanea, em dose Unica),
antibidtico (enrofloxacina, 10 mg/kg, via subcutanea, em dose Unica) e antiinflamatorio
(indometacina, 2 mg/kg, por via oral, por um periodo de 3 dias), para adequada

recuperacdo dos animais.

Ap06s 30 dias do processo cirurgico os animais foram randomizados e divididos em
seis grupos experimentais (n=10) para realizacdo dos seguintes tratamentos uma vez ao

dia (via oral), durante 28 dias. Os grupos finais foram:

1) Controle negativo (Sham): ratas ndo ovariectomizadas, normotensas, tratadas
com veiculo (agua destilada);
2) Controle positivo (C+): ratas ovariectomizadas, hipertensas e tratadas com

veiculo (agua destilada);
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3) ESCC 30: ratas ovariectomizadas, hipertensas e tratadas com a fracdo soluvel
em etanol de C. carthagenensis na dose de 30 mg/kg;

4) ESCC 100: ratas ovariectomizadas, hipertensas e tratadas com a fracdao soltvel
em etanol de C. carthagenensis em uma dose de 100 mg/kg;

5) ESCC 300: ratas ovariectomizadas e hipertensas que receberam a fracdo soltvel
em etanol de C. carthagenensis em uma dose de 300 mg/kg;

6) Enalapril (ENAL): ratas ovariectomizadas, hipertensas e tratadas com enalapril
na dose de 15 mg/kg.

2.3.2. Diurese

A investigacdo da atividade diurética da ESCC foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Kau et al. (1984) com pequenas modificagdes (Gasparotto
Junior et al., 2009). Dezoito fémeas foram submetidas a jejum (6h) com acesso livre a
agua. Antes dos tratamentos todos os animais receberam uma sobrecarga de salina
(0,9% NaCl; 5 ml/100g) por via oral para induzir equilibrio corporal de &gua e sal. Em
seguida, os grupos foram tratados com as diferentes doses de ESCC e enal. Os grupos
Sham e C+ receberam o mesmo volume de veiculo. Imediatamente apds os tratamentos,

as ratas foram acomodadas em gaiolas metabdlicas.

Amostras de urina foram coletadas com pipetas graduadas ap6s 1, 2, 4, 6, e 8
horas dos tratamentos. Ao fim do periodo experimental, o pH foi aferido com um
pHmetro Even (Prolab, S&o Paulo, Brasil) e a densidade foi mensurada com auxilio de
um refratdbmetro manual. As amostras de urina foram conservadas em geladeira para
posterior determinacéo dos niveis de Na*, K*, Ca™ e CI" em um sistema automatizado
(Roche® Cobas Integra 400 plus). Os resultados foram expressos em mEg/min/100g e as

taxas de excre¢do (TE) de Na', K*, CI" e Ca"" foram obtidas de acordo com a equagéo

(D)
(1)

TE=UxxV

Uy: Concentragéo de eletrolitos (mEg/L)

V: Volume urinério (ml/min)
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2.3.3. Pressdo sistolica, diastolica e frequéncia cardiaca

No final do periodo de tratamento os animais foram anestesiados com cetamina (100
mg/Kg) e xilazina (20 mg/Kg), via intramuscular, e o anestésico foi suplementado a
cada 60 minutos, se necessario. Em seguida realizou-se a administracéo de heparina (50
Ul), por via subcuténea. A artéria carotida esquerda foi canulada e conectada a um
transdutor acoplado & um sistema de registro (PowerLab®, Chart, v4 .1; ADI
Intruments, Castle Hill, Australia). Ap6s um periodo de estabilizagdo hemodindmica de
15 minutos, a pressdo arterial sistolica, diastolica, média e a frequéncia cardiaca foram

medidas por 5 minutos.

2.4. Analise estatitica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se analise de variancia (ANOVA)
seguida do pds-teste de Dunnett. Os resultados foram expressos como a média £ erro
padrdo da média (E.P.M.). Um valor de p inferior a 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.

3. Resultados
3.1. Efeitos do extrato de C. carthagenensis nas pressoes sistolica, diastélica, média

e frequéncia cardiaca

Os efeitos do tratamento prolongado com a ESCC e enal sobre as pressées sistolica,
diastdlica, média e frequéncia cardiaca podem ser observados na figura 1. Houve
aumento significativo da pressédo sistélica do grupo C+ (117,8 £ 8,3 mm Hg) quando
comparado com o grupo Sham (90,2 + 7,8 mm Hg). O mesmo ocorreu com os valores
de pressdo arterial média dos grupos Sham (68,6 + 6,5 mm Hg) e C+ (92,1 £ 7,0 mm

Ho).

Foi possivel observar uma diminuicdo significativa das pressdes arteriais e
frequéncia cardiaca no grupo que recebeu o tratamento com enalapril quando
comparado com o grupo controle positivo. Apenas o grupo de animais que receberam

ESCC 30 mg/kg, apresentou uma diminuicdo significativa da pressdo arterial sistolica
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(91,1 = 4,1 mm Hg) quando confrontado com o grupo controle positivo (117,8 + 8,3

mm Hg).
200- 160- 160+ 5001
i‘a ia —
a a E
£ E 2
100 b E 80 £ w0 £ 250 b
b 0O = b P
< b
& &
U-Sham C+ 30 100 300 ENAL -Sham C+ 30 100 300 ENAL

0- 0-
Sham C+ 30 100 300 ENAL Sham C+ 30 100 300 ENAL

ESCC (mgkg) ESCC (mgkag) ESCC (mgka)

ESCC (moikg)

Figura 1. Efeitos do tratamento prolongado com a fracdo solivel em etanol de Cuphea
carthagenensis (ESCC) nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg e ENAL (15mg/kg), na pressdo
sistdlica (A), diastolica (B), média (C) e frequéncia cardiaca (D). Os resultados mostram a
média £ E.P.M de 8-10 animais por grupo. As diferengas estatisticas foram obtidas através
de ANOVA de uma via seguida pelo teste de Dunnet, ou pelo teste t quando aplicavel. Para
compararmos 0s grupos ESCC e C+ foi utilizado o pos-teste de Dunnett (°p<0,05). Para

compararmos grupos enalapril e C+ (°p<0,05) e os grupos sham e C+ (°p<0,05) foi utilizado

0 teste t.

3.2. Efeitos renoprotetores do extrato de C. carthagenensis

3.2.1. Volume urinério

A tabela 1 mostra os volumes urinarios correspondentes aos tempos de 1, 2, 4, 6
e 8 horas ap6s a administracdo dos tratamentos e sobrecarga salina no primeiro dia de
tratamento. Os grupos enal e C+ urinaram significativamente menos do que o grupo
Sham em todos os periodos observados. O grupo que recebeu a dose de ESCC 30 mg/kg
urinou 31%, 38% e 37% a menos do que o grupo Sham nos periodos de 4, 6 e 8h,
respectivamente. Os grupos que receberam a dose de ESCC 100 e 300 mg/kg

excretaram 38% e 31% a menos no periodo de 6h, 35% e 30% a menos no periodo de

8h respectivamente, quando confrontados com o grupo Sham.

De acordo com a tabela 2 correspondente ao sétimo dia de tratamento no periodo
de 1h somente o grupo enal excretou um volume 37% menor do que o grupo Sham.

Contudo no periodo de 2h somente o grupo que recebeu uma dose de ESCC 300 mg/kg
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obteve um volume de urina semelhante com o grupo Sham. Nos periodos de 4, 6 e 8h
todos os grupos obtiveram volumes de urina significativamente menores quando

comprados com o grupo Sham.

Na tabela 3 correspondente ao décimo quarto dia pode ser observado que
somente 0s grupos ESCC 100 e enal excretaram um volume 34% menor de urina

comprado com o grupo Sham no periodo de 1h.

A tabela 4 correspondente ao vigésimo primeiro dia de tratamento mostra que o
grupo CC100 excretou cerca de 30% a menos nos periodos de 2 a 8h quando
comparado com o grupo Sham. Da mesma forma o grupo enal obteve um volume de

urina 28% e 23% menor comparados com 0 Sham nos periodos de 4 e 6h.

Ap0s 28 dias de tratamento a tabela 5 demonstra que o grupo enal excretou 30%
e 27% a menos do que o grupo Sham nos periodos de 4 e 8h. Além deste grupo, 0s
grupos ESCC100 e ESCC300 escretaram um menor volume de urina, 25% e 26%
respectivamente quando comparados ao grupo Sham no periodo de 8h.

Tabela 1. Efeitos da administracdo oral da fracdo solivel em etanol obtido da
Cuphea carthagenensis (ESCC) no volume urinario no primeiro dia de tratamento.

Volume de Volume de Volume de Volume de Volume de
Grupos urina urina urina urina urina

(ml/100g/1h)  (ml/100g/2h)  (mI/100g/4h)  (ml/100g/6h)  (mI/100g/8h)

Sham 2,63+0,15 4,28 +0,44 6,94 + 0,69 8,77+ 0,54 9,50 £ 0,47
ESCC30(30mg/kg) 2,46 £ 0,21 358+0,24  462+0,34* 552+0,36* 6,02+0,39*
ESCC100(100 mg/kg) 2,17 £0,16 3,48 +£0,35 531+061 551+0,73* 6,24+0,75*
ESCC300(300 mg/kg) 2,84 +0,21 3,88+£0,35 548+0,32  6,09+0,26* 6,65*0,26*
Controle positivo 0,78+0,06* 158+0,11* 2,78+0,17* 4,13+0,24* 6,22+0,51*
Enalapril (15mg/kg) 0,73+0,20* 1,22+0,24* 2,18+0,33* 351+046* 540+0,79*

Valores demonstrados como média + E.P.M.. As diferencas estatisticas foram obtidas atraves

da ANOVA seguido do teste de Dunnett onde *p<0,05, comparados ao grupo Sham.
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Tabela 2. Efeitos da administracdo oral da fracdo solivel em etanol obtido da

Cuphea carthagenensis (ESCC) no volume urinario no sétimo dia de tratamento.

Volume de Volume de Volume de Volume de Volume de

Grupos urina urina urina urina urina
(m1/100g/1h)  (ml/100g/2h)  (mI/100g/4h)  (mI/100g/6h)  (mI/100g/8h)
Sham 2,69+0,15 4,75+0,31 6,75+ 0,31 7,60+ 0,31 8,13+0,34
ESCC30(30mg/kg) 198+0,22  3,48+031*  445%037* 512+0,38* 5,71+0,45*

ESCC100(100 mg/kg) 196+0,20 3,28+0,31* 422 +0,36* 4,87+0,38* 533+0,42*
ESCC300(300 mg/kg) 2,22 +0,22 3,94+0,18 513+0,24* 568+0,27* 6,23+0,32*
Controle positivo 2,27 +0,13 3,37+0,13* 3,84 +0,47* 5,58 +0,42* 6,19 + 0,4*

Enalapril (15mg/kg) 1,71+0,24*  2,83+0,28* 4,78+ 0,22 452+049* 542+0,49*

Valores demonstrados como média + E.P.M.. As diferencas estatisticas foram obtidas através da
ANOVA seguido do teste de Dunnett onde *p<0,05, comparados ao grupo Sham.

Tabela 3. Efeitos da administracdo oral da fracdo solvel em etanol obtido da
Cuphea carthagenensis (ESCC) no volume urinario no décimo quarto dia de

tratamento.
Volume de Volume de Volume de Volume de Volume de
Grupos urina urina urina urina urina
(ml/100g/1h)  (mI/100g/2h)  (mI/100g/4h)  (ml1/100g/6h)  (mI/100g/8h)
Sham 2,48 £0,24 3,70+ 0,40 4,93 +0,57 5,85+ 0,60 6,22 £ 0,51
ESCC30(30mg/kg) 2,09 £0,17 3,22+0,23 4,23+0,30 4,89 +0,32 532+0,38

ESCC100(100 mg/kg) 1,64 +0,18" 2,80+0,24 3,91+£0,25 4,72 +£0,30 5,21 +0,32
ESCC300(300 mg/kg) 1,98 £ 0,10 3,26 +0,21 4,03+0,24 4,53 +0,32 4,96 +£0,35
Controle positivo 1,96 + 0,15 3,34 +£0,30 4,50+ 0,41 5,13+0,37 5,42 +0,44
Enalapril (15mg/kg) 1,66 + 0,26* 3,59+0,41 441+041 5,16 + 0,52 5,99 + 0,59

Valores demonstrados como média + E.P.M. as diferencas estatisticas foram obtidas através da

ANOVA seguido do teste de Dunnett onde *p<0,05, comparados ao grupo Sham.
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Tabela 4. Efeitos da administracdo oral da fracdo solivel em etanol obtido da

Cuphea carthagenensis (ESCC) no volume urinario no vigésimo primeiro dia de

tratamento.
Volume de Volume de Volume de Volume de Volume de
Grupos urina urina urina urina urina

(ml1/100g/1h)  (ml1/100g/2h)  (mI/100g/4h)  (ml/100g/6h)  (mI/100g/8h)
Sham 1,96 £ 0,19 3,33+0,20 4,79+0,31 5,38 + 0,44 5,97 £ 0,49
ESCC30(30mg/kg) 208+024 314+029  4,16+0,30 4,79 0,24 5,17 + 0,28
ESCC100(100 mg/kg) 1,38+0,11 2,34+0,16* 3,14+0,19* 3,68+0,18*  4,29+0,27*
ESCC300(300 mg/kg) 2,08 £0,20 3,75+0,19 4,82 +0,23 5,36 + 0,17 5,87 £0,22
Controle positivo 2,35+ 0,24 3,46 £ 0,31 4,64 £0,26 519+ 0,25 5,70 £ 0,23
Enalapril (15mg/kg) 1,84+ 0,29 2,64 + 0,26 3,45 + 0,31* 4,16 £0,29* 511 +0,37

Valores demonstrados como média + E.P.M. as diferencas estatisticas foram obtidas através da

ANOVA seguido do teste de Dunnett onde *p<0,05, comparados ao grupo Sham.

Tabela 5. Efeitos da administracdo oral da fracdo soluvel em etanol obtido da

Cuphea carthagenensis (ESCC) no volume urinério no vigésimo oitavo dia de

tratamento.
Volume de Volume de Volume de Volume de Volume de
Grupos urina urina urina urina urina
(ml/200g/1h)  (mI/100g/2h) (ml/100g/4h) (ml/100g/6h) (ml/100g/8h)
Sham 2,52+0,34 4,32 +0,51 5,59 £ 0,58 6,20 + 0,54 7,29 £ 0,63
ESCC30(30mg/kg) 2,14+0,24 3,70+ 0,36 5,31 +0,45 573+0,47 6,28 + 0,49
ESCC100(100 mg/kg) 1,96 + 0,20 3,32+0,29 4,47 + 0,39 548 +0,30 5,53 +0,40*
ESCC300(300 mg/kg) 2,03+0,17 3,27 £ 0,22 4,31+0,24 484+025 5,42+0,28*
Controle positivo 1,95+ 0,22 3,39+0,23 4,71+ 0,27 5,36 + 0,27 6,11+ 0,22
Enalapril (15mg/kg) 2,04 + 0,20 3,31+0,36 3,98+0,37* 486+0,50 5,39+0,29*

Valores demonstrados como média + E.P.M. as diferencas estatisticas foram obtidas através da

ANOVA seguido do teste de Dunnett onde *p<0,05, comparados ao grupo Sham.
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3.2.2. Excrecdo de eletrolitos

A tabela 6 mostra que no primeiro dia de tratamento o grupo enal diminuiu
significativamente a excregdo dos eletrélitos Na*, Ca™* e CI" na urina de 1,034 + 0,082
mEqg/min/100g; 0,028 + 0,003 mEg/min/100g e 1,221 + 0,104 mEqg/min/100g (grupo
Sham) para 0,519 + 0,081 mEg/min/100g; 0,009 + 0,002 mEg/min/100g e 0,539 *
0,069 mEqg/min/100g, respectivamente. Assim como o grupo C+ diminuiu em 30% a

excrecdo do eletrolito CI.

Na tabela 7 pode ser observado que no sétimo dia de tratamento ocorreu
significativa diminuicdo do eletrdlito Na* de 1,234 + 0,048 mEqg/min/100g (Sham) para
0,919 + 0,064 mEg/min/100g e 0,623 = 0,058 mEQ@/min/100g nos grupos C+ e enal
respectivamente. Da mesma forma ocorreu com o eletrélito CI” nos grupos ESCC100,
C+ e enal, onde ocorreu a diminuicéo de 24%, 21% e 52% em compara¢ao com 0 grupo
Sham.

Na tabela 8 correspondente ao décimo quarto dia de tratamento ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os niveis de excre¢do dos eletrdlitos
quando confrontados com o grupo Sham, ao contrario do vigésimo primeiro dia
observado na tabela 9, no qual o grupo que recebeu a dose de ESCC 300 mg/kg
apresentou um aumento de 67%, 105%, 105% e 76% na excrecdo dos eletrélitos Na®,
K", Ca™" e CI respectivamente. O grupo C+ também demonstrou aumento significativo
de 38% e 155% na excrecdo dos eletrélitos K™ e Ca™. Contudo o grupo que recebeu
enal diminuiu a excrecdo do Na* de 0,792 + 0,062 mEg/min/100g (Sham) para 0,572 +
0,042 mEg/min/100g.

Pode ser observado na tabela 10 correspondente ao vigésimo oitavo dia que o
grupo tratado com enal excretou 58%, 39%, 33% e 33% a menos dos eletrdlitos Na*,
K*, Ca™ e CI respectivamente. Além disso, os grupos ESCC30, ESCC100 e C+
diminuiram a excre¢do do Ca'™ de 0,053 + 0,004 mEqg/min/100g (Sham) para 0,036 +
0,006 mEg/min/100g; 0,039 + 0,002 mEg/min/100g e 0,034 + 0,002 mEg/min/100g
respectivamente, assim como diminuiram a excregdo do CI" em 31%, 41% e 25%

quando comparado com o grupo Sham.
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Tabela 6. Efeitos do tratamento com da fracéo solivel em etanol obtido da Cuphea

carthagenensis (ESCC) sobre os eletrdlitos excretados na urina apds 8 horas do

primeiro dia de tratamento

Grupos TEN. TE TE™ TEq indice salurético®
(MEg/min/100g)  (MEg/min/100g)  (MEg/min/100g)  (MEg/min/100g)  Na’ K" ca”™ CrI
Sham 1,034 £ 0,082 0,345 + 0,037 0,028 + 0,003 1,221 +£0,104 - - - -
ESCC30(30mg/kg) 1,079 £ 0,029 0,344 + 0,027 0,028 + 0,001 1,050 £ 0,033 1,04 0,01 1,00 0,8
ESCC100(100mg/kg) 1,019 £ 0,049 0,316 + 0,021 0,029 + 0,003 1,054 £ 0,038 0,98 091 1,03 0,86
ESCC300(300mg/kg) 1,167 £ 0,071 0,396 + 0,029 0,035 + 0,007 1,167 £ 0,061 1,12 1,14 125 0,95
Controle positivo 1,034 £ 0,049 0,323+ 0,019 0,017 £ 0,001 0,870 + 0,039° 1,00 093 060 0,71
Enalapril (15mg/kg) 0,519 + 0,081° 0,239 £ 0,028 0,009 + 0,002° 0,539 + 0,069° 0,50 069 032 044

Os valores foram expressos em média + E.P.M. n=8-9. As diferencas estatisticas foram obtidas

através da ANOVA seguida pelo teste Dunnett (°p<0,05), comparados ao grupo Sham. “indice

salurético= mEq grupo/ mEq do grupo Sham.

Tabela 7. Efeitos do tratamento com da fracéo solivel em etanol obtido da Cuphea

carthagenensis (ESCC) sobre os eletrélitos excretados na urina ap6s 8 horas no

sétimo dia de tratamento

Grupos Elya El Elc,™ Ele/ indice salurético®
(MEQ/min/100g)  (MEg/min/100g)  (MEg/min/100g)  (MEg/min/100g) Na® K* Ca™ CI
Sham 1,234 £ 0,048 0,320 + 0,034 0,020 + 0,002 1,342 £ 0,061 - - - -
ESCC30(30mg/kg) 1,238 £ 0,075 0,284 + 0,011 0,029 + 0,002 1,179 £ 0,070 1,00 088 145 0,87
ESCC100(100mg/kg) 1,064 + 0,032 0,258 + 0,009 0,021 + 0,003 1,032 +0,035° 0,86 080 1,05 0,76
ESCC300(300mg/kg) 1,431 +0,078 0,400 + 0,022 0,033 + 0,003 1,481 £ 0,080 1,15 125 165 1,10
Controle positivo 0,919 + 0,064% 0,353 + 0,053 0,025 + 0,006 1,065 + 0,096° 0,74 1,10 125 0,79
Enalapril (15mg/kg) 0,623 + 0,058° 0,216 + 0,029 0,018 + 0,004 0,653 + 0,065° 050 067 09 048

Os valores foram expressos em média + E.P.M. n=8-9. As diferencas estatisticas foram obtidas

através da ANOVA seguida pelo teste Dunnett (*p<0,05), comparados ao grupo Sham. "indice

salurético= mEq grupo/ mEq do grupo Sham.
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Tabela 8. Efeitos do tratamento com da fracéo solivel em etanol obtido da Cuphea

carthagenensis (ESCC) sobre os eletrdlitos excretados na urina apds 8 horas no

décimo quarto dia de tratamento

Elya' El* Elc,™ Eler indice salurético”
Grupos (MEg/min/100g)  (MEg/min/100g)  (MEg/min/100g)  (MEg/min/100g) Na® K' Ca™ CI
Sham 0,662 + 0,041 0,205 + 0,020 0,020 + 0,003 0,717 £ 0,056 - - - -
ESCC30(30mg/kg) 0,763 + 0,042 0,222 + 0,012 0,028 + 0,003 0,779 + 0,039 1,15 1,08 1,40 1,08
ESCC100(100mg/kg) 0,709 £ 0,035 0,200 + 0,011 0,027 + 0,001 0,682 £ 0,013 1,07 097 135 0,95
ESCC300(300mg/kg) 0,774 + 0,108 0,266 + 0,040 0,023 + 0,004 0,854 + 0,125 1,16 129 1,15 1,19
Controle positivo 0,751 + 0,058 0,257 +£ 0,018 0,027 + 0,004 0,827 + 0,053 1,13 125 1,35 1,15
Enalapril (15mg/kg) 0,744 + 0,043 0,201 + 0,018 0,013 + 0,002 0,790+0,044 112 098 065 1,10
Os valores foram expressos em média + E.P.M. n=8-9. As diferengas estatisticas foram obtidas
através da ANOVA seguida pelo teste Dunnett (°p<0,05), comparados ao grupo Sham. "indice
salurético= mEq grupo/ mEq do grupo Sham.
Tabela 9. Efeitos do tratamento com da fracéo solivel em etanol obtido da Cuphea
carthagenensis (ESCC) sobre os eletrdlitos excretados na urina apds 8 horas no
vigesimo primeiro dia de tratamento
Grupos Ely, El* Elc,t Eler indice salurético®
(MEQ/min/100g) (MEg/min/100g) (MEg/min/100g)  (MEQ/min/100g) Na* K" Ca™ CI
Sham 0,792 + 0,062 0,198 + 0,016 0,020 + 0,001 0,847 £ 0,066 - - - -
ESCC30(30mg/kg) 0,714 + 0,036 0,186 + 0,011 0,032 + 0,004 0,751+ 0,036 090 093 1,60 0,88
ESCC100(100mg/kg) 0,609 + 0,018 0,166 + 0,008 0,030 £ 0,002 0,632 £ 0,016 0,76 0,83 150 0,74
ESCC300(300mg/kg) 1,323 +0,063° 0,406 + 0,024 0,041 + 0,003 1,496 + 0,070° 1,67 205 205 1,76
Controle positivo 0,958 + 0,090 0,275 + 0,022 0,051 + 0,006 1,028 + 0,096 1,20 1,38 255 121
Enalapril (15mg/kg) 0,572 + 0,042 0,249 + 0,027 0,035 + 0,004 0,663 + 0,052 072 125 175 0,78

Os valores foram expressos em média + E.P.M. n=8-9. As diferengas estatisticas foram obtidas

através da ANOVA seguida pelo teste Dunnett (°p<0,05), comparados ao grupo Sham. "indice

salurético= mEq grupo/ mgq do grupo Sham.
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Tabela 10. Efeitos do tratamento com da fracdo sollvel em etanol obtido da

Cuphea carthagenensis (ESCC) sobre os eletrolitos excretados na urina apés 8

horas no vigésimo oitavo tratamento

Grupos Elna’ El* Elc,t Eler indice salurético®
(MEg/min/100g)  (MEg/min/100g)  (mEg/min/100g) (mMEg/min/100g) Na® K" Ca™ CI
Sham 1,455 £ 0,078 0,274 £ 0,031 0,053 £ 0,004 1,528 + 0,096 - - - -
ESCC30 (30mg/kg) 1,038 £ 0,120 0,237 + 0,028 0,036 + 0,006° 1,058 + 0,137° 0,71 086 0,67 0,69
ESCC100 (100mg/kg) 0,977 + 0,085 0,231 + 0,021 0,039 £ 0,002° 0,903 £ 0,052° 0,67 084 0,73 0,59
ESCC300 (300mg/kg) 1,304 £ 0,086 0,342 £ 0,021 0,047 £ 0,003 1,427 £ 0,078 089 124 0,88 0,93
Controle positivo 1,126 £ 0,077 0,211 £0,012 0,034 + 0,002° 1,155 + 0,071° 0,7r 0,77 0,64 0,75
Enalapril (15mg/kg) 0,614 + 0,055% 0,169 +0,011° 0,036 + 0,003% 0,692 +0,057° 0,42 061 067 0,67

Os valores foram expressos em média + E.P.M. n=8-9. As diferencas estatisticas foram obtidas
através da ANOVA seguida pelo teste Dunnett (°p<0,05). *indice salurético= mEq grupo/ mEq
do grupo Sham.

4. Discussao

Tradicionalmente os brasileiros fazem wuso do infuso obtido da Cuphea
carthagenensis para o tratamento de doencas cardiovasculares tais como hipertensao e
doencas cronicas renais (Bolson et al., 2015, Brown et al., 2003). Contudo n&o existem
evidéncias pré-clinicas que corroborem para a afirmacdo destas propriedades presentes

nesta espécie.

Este estudo teve como finalidade, investigar o efeito diurético e a atividade anti-
hipertensiva em ensaios pré-clinicos para validar a sua utilizacdo no tratamento da HAS.
Contudo, os resultados obtidos referentes ao volume de urina e excrecao de eletrolitos
apontam que a Cuphea carthagenensis ndo possui atividade diurética em nenhuma das
doses avaliadas (30, 100 e 300 mg/kg), pois ndo houve diferenca significativa no
volume de urina encontrado quando comparado com o grupo Sham. Resultados

semelhantes foram obtidos em outros estudos com a mesma planta (Prado et al., 2015).

Apesar da auséncia da atividade diurética, os resultados obtidos apontam diminuigado
significativa da pressao arterial sistolica nos animais que receberam a dose de 30 mg/kg
da fracdo solivel em etanol de Cuphea carthagenensis quando comparados com o
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controle positivo, demonstrando assim que através de outros mecanismos de acdo o
extrato possui atividade anti-hipertensiva. Portanto sdo necessarios outros estudos que

investiguem diferentes mecanismos de acdo desta planta.

5. Conclusao

Os resultados obtidos nesse estudo apontam redugéo significativa da pressao arterial
sistélica quando da administracdo da fracdo soluvel em etanol de Cuphea
carthagenensis na dose de 30 mg/kg em ratas Wistar ovariectomizadas, confirmando o
uso etnofarmacoldgico desta planta para o tratamento da hipertensdo. Entretanto, a
atividade diurética da planta ndo foi evidenciada. Futuros estudos devem ser realizados
de forma a avaliar os mecanismos de acdo ligados a atividade anti-hipertensiva do

extrato.
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3. CONSIDERAGCOES FINAIS

Com a realizacdo do presente trabalho foi possivel provar a eficacia da utilizagdo do
extrato de Cuphea carthagenensis no tratamento da HAS. Este estudo pode servir de
base para a realizacdo de estudos clinicos e futuras investigacdes dos mecanismos de
acdo envolvidos com a diminuicdo da pressdo sistolica causado pela da fracdo soltvel
em etanol desta espécie estudada.



4. ANEXO 1 - Normas para publicacdo de artigos na revista Fitoterapia.

35



