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RESUMO

A utilizacdo de produtos de origem natural tem sido bastante difundida e pesquisada como au-
xilio no combate a algumas afecgdes. Essa utilizacdo terapéutica é proveniente de praticas an-
tigas na prevencdo e cura de doencas a nivel mundial. O 6leo essencial Lippia sidoides (OELS)
é uma substancia oriunda do alecrim-pimenta, planta que pertence a familia VVerbenaceae, bem
presente na regido nordeste do Brasil, possui diversos compostos, em maior abundancia o timol
e o carvacrol, que demonstraram diversos efeitos sobre o sistema nervoso e combate a inflama-
cOes, nesse sentido o OELS é um composto que tem grande potencial de aplicacdo na area
cardiovascular, especialmente como agente terapéutico no tratamento da vasoconstric¢cdo cau-
sada por diversos mecanismos hipertensivos. O objetivo do estudo foi estudar os efeitos cardi-
ovasculares do 6leo essencial Lippia sidoides em ratos normotensos. Foram utilizados ratos
normotensos Wistar, cada série de experimentos foi realizada em 6 a 8 animais por grupo, e em
5 a 6 segmentos de tecidos isolados. Animais foram anestesiados e realizados experimentos
com nervo vago intacto e apos bivagotomia, foram realizados experimentos com tecidos isola-
dos de aorta. O estudo mostrou que o OELS induziu hipotensao rapida e bradicardia significa-
tiva nos ratos anestesiados com e sem nervo vago intacto e com tratamento perineural. Foi
possivel identificar trés momentos denominados P1 que se trata de uma fase resultante de um
provavel reflexo do nervo vago, e fase P2 que se tratava do efeito do OELS. Estudos sugerem
que o Oleo essencial Lippia sidoides pode exercer sua agdo, mesmo com inibicdao neural pela
vagotomia e pelo tratamento perineural, e que o periodo P2 é resultante de sua resposta cardio-
vascular. Conclui-se que, o 6leo essencial Lippia sidoides foi capaz de reduzir a presséo arterial
nesses animais, sugere-se mais estudos para analise do mesmo na presenca de outros agentes

farmacoldgicos para investigacdes de mais efeitos cardiovasculares.

Palavra-Chave: Oleo essencial Lippia sidoides. Efeito cardiovasculares. Oleos essenciais



ABSTRACT

The use of products of natural origin has been widespread and researched as an aid in the fight
against some conditions. This therapeutic use comes from ancient practices in the prevention
and cure of diseases worldwide. Lippia sidoides essential oil (OELS) is a substance derived
from rosemary-pepper, a plant that belongs to the VVerbenaceae family, well present in the nor-
theast region of Brazil, has several compounds, in greater abundance thymol and carvacrol,
which have shown several effects on the nervous system and fight inflammation, in this sense
the OELS is a compound that has great potential for application in the cardiovascular area,
especially as a therapeutic agent in the treatment of vasoconstriction caused by several hyper-
tensive mechanisms. The purpose of the study was to study the cardiovascular effects of lippia
sidoides essential oil in normotensive rats. Normotensive Wistar rats were used, each series of
experiments was performed on 6 to 8 animals per group, and on 5 to 6 isolated tissue segments.
Animals were anesthetized and experiments were performed with intact vagus nerve and after
bivagotomy, experiments were performed with isolated aortic tissues. The study showed that
OELS induced rapid hypotension and significant bradycardia in anesthetized rats with and
without an intact vagus nerve and with perineural treatment. It was possible to identify three
moments called P1, which is a phase resulting from a probable vagus nerve reflex, and phase
P2, which was the effect of the OELS. Studies suggest that the essential oil lippia sidoides can
exert it’s action, even with neural inhibition by vagotomy and perineural treatment, and that the
P2 period is the result of it’s cardiovascular response. It is concluded that the essential oil lippia
sidoides was able to reduce blood pressure in these animals, further studies are suggested to
analyze it in the presence of other pharmacological agents for investigations of more cardiovas-
cular effects.

Keywords: Lippa sidoides essential oil. Cardiovasculares effects. Essential oil
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de produtos de origem natural tem sido bastante difundida e pesquisada como
auxilio no combate a algumas afec¢des. Essa utilizagdo terapéutica é proveniente de praticas
antigas na prevencao e cura de doengas a nivel mundial, bem como seu uso para finalidades
culinarias, amenizacéo de odores, 0 que, por fim, gerava contribuicdo para a qualidade de vida
das pessoas. Apesar da finalidade terapéutica de plantas, assim com drogas sintéticas, cada uma
dessas tem substéncias que se apresentam como corpo estranho ao organismo, e com potencial
de gerar efeitos na fisiologia, o que poderia produzir ocultacdo de alteracfes patoldgicas, ou
atenuacdo de danos. (FREITAS, et al., 2013; SANTOS, et al., 2018).

Substancias naturais sdo compostos diversificados, e fazem parte de um grupo que ainda
deve ser bem explorado no campo das ciéncias. O 6leo essencial /ippia sidoides (OELS) é uma
substancia oriunda do alecrim-pimenta, planta que pertence a familia Verbenaceae, bem
presente na regido nordeste do Brasil. Por sua diversidade de substancias ja descritas, o 6leo
essencial possui atividade antimicrobiana, anti-inflamatoria, anti-fingica. No entanto, nao ha
maiores estudos que demonstrem outras atividades farmacologicas além das descritas
anteriormente. (MORAIS, et al., 2012; PEREIRA, et al., 2015; MOTA; DANTAS; FROTA,
2018). O mesmo foi descrito com potencial efeito toxico no vetor do protozoario parasita

Trypanosoma cruzi, causador da doenca de chagas. (FIGUEIREDO, et al., 2017).

O género Lippia possui 200 espécies que pertencem a familia Verbenaceae, e, a Lippia
sidoides também conhecida como alecrim-pimenta, faz parte do rol de espécies de plantas
nativas no nordeste do pais. Suas folhas e flores sdo as principais partes, onde sdo encontradas
o 6leo essencial com grande valor bioldgico. As 200 espécies de Lippia, podem ser plantas
arbustivas, arvores pequenas ou herbaceas que se distribuem nas américas central e sul, mas
com maior predominancia no territorio Brasileiro sendo assim o maior local de diversidade com

distribuicdo entre caatinga e cerrado. (GOMES et al, 2011).

Quanto sua constituicdo, o carvacrol, um dos principais compostos da Lippia sidoides,
demonstrou potencial efeito ansiolitico e antinonceptivo em modelos de experimentagdo com
animais. (FERNANDES, 2012). E, embora muitos estudos busquem isolar os ativos dessas
ervas, normalmente o efeito fitoterdpico ocorre com a sinergia dos compostos. Ja ¢ conhecido
que, esses e outros produtos naturais possuem propriedades antioxidantes (MACIEL et al, 2009;

COSTA, 2019).
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Os efeitos do estresse oxidativo pode causar danos na membrana celular, ¢ em outras
estruturas, ¢ morte celular. (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Com isso, a pesquisa de
produtos naturais com propriedades antioxidantes, tem sido investigada no tratamento de injaria
renal, e outras formas de terapia. (DA COSTA et al, 2015; SAMPAIO, et al, 2016; SANTOS;
SILVA; PADUA, 2018). No entanto, nio ha nas literaturas informagdes sobre alteragdes
cardiovasculares envolvendo essas propriedades antioxidantes e antiinflamatorias descritas no
oleo essencial lippia sidoides, o que abre margem para mais estudos sobre suas acdes

farmacologicas.

Segundo Bianchini et al. (2017), o OELS possui diversos compostos, em maior
abundancia o timol e o carvacrol. O mesmo verificou a interagdo entre o timol e receptores do
acido gama-aminobutirico (GABA) no sistema nervoso central, onde essa interacdo promovia
depressdo, sugerindo um mecanismo de a¢do anestésica. J4 um estudo de Szentesi et al. (2004),
apontou efeito de liberagdo aumentada de calcio pelos canais de Ca*+ do reticulo
sarcoplasmatico, no musculo esquelético de ratos induzido pelo timol. A presenca do carvacrol
como constituinte do OELS tem sido estudada como potencial agente antimicrobiano, ressalta-
se que as folhas de 6leo essencial possuem diversidade em sua composi¢do genética e varia de

acordo com o local, regido que sdo cultivadas. (GUIMARAES et al., 2014).

Peixoto-Neves et al. (2010), em estudo com tratamento com carvacrol em aorta isoladas
de ratos pré-contraidas com fenilefrina ou cloreto de potassio (KCL), apontaram um
relaxamento vascular independente da integridade endotelial. Além do musculo liso vascular,
foi demonstrado que em baixas concentracdes, o carvacrol relaxa contragdes na musculatura
traqueal, induzida por acdo de potassio, apontando sua potencialidade como ferramenta
terapéutica. (PEIXOTO-NEVES et al., 2010; BOSKABADY; JAFARI; POURABOLI, 2011).
Produtos naturais que possuem essa substdncia em maior composicao, também apresentaram

efeito analgésico em modelos experimentais. (CHIU et al., 2012).

Segundo Fernandes (2012), o timol, um dos principais constituintes do OELS, além de
resultados ja demonstrados sobre efeito antimicrobiano, foram apresentados com atividade
anticolinesterase e efeitos anti-inflamatorios quando aliviaram problemas de cogni¢ao em ratos,
causados por aumento nos niveis de beta-amiloide. Também foi capaz de apresentar efeitos
ansioliticos, relacionados ao sistema gabaérgico e antidepressivos com os sistemas
serotonérgico, noradrenérgico. Gholami-Ahangaran et al. (2022), relatou presenga de efeitos

protetores para o sistema cardiovascular em seus estudos com animais.
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O oleo essencial lippia sidoides (OELS) ¢ um composto que tem grande potencial de
aplicagdo na area cardiovascular, especialmente como agente terapéutico no tratamento da
vasoconstriccdo causada por diversos mecanismos hipertensivos, ou vasoespasmodicos.
Entretanto, ainda ndo ha maiores estudos referentes aos efeitos diretos cardiovasculares do
OELS e substancias quimicamente correlatas administradas por via sistémica, assim como
dados sobre os efeitos locais desse 6leo em 6rgaos como coragdo € 0s vasos sanguineos. Apos
nossos estudos iniciais, sera possivel ainda vislumbrar possiveis modificagdes moleculares no

OELS e compostos correlatos, no intuito de modificar e amplificar seus efeitos bioldgicos.

1.1 O sistema nervoso autonomo e controle cardiovascular.

O sistema nervoso autonomo ¢ o responsavel pela regulacdo de diversas fungdes no
organismo, majoritariamente as fungdes viscerais, sendo dividido em sistema nervoso
simpatico, que dentre suas principais agdes estdo listadas, o aumento da frequéncia cardiaca e
pressdo arterial, broncodilatacdo, vasoconstricgdo de vasos na pele e 6rgdos como trato
gastrointestinal, aumento da resisténcia vascular periférica dentre outros. Essas fungdes sdo
ativadas devido varios reflexos que percorrem os nervos até seus orgaos efetores. A ativagao do
sistema simpatico ocorre por meio de interagdo entre os ganglios e 6rgdos alvo através de suas
fibras, como pela secrecdo de suas catecolaminas como a noradrenalina e adrenalina através da

medula da glandula suprarrenal. (AIRES, 2015; BEAR; CONNORS; PARADISO, 2007).

r

J4 o sistema nervoso parassimpatico, ¢ conhecido devido a promog¢dao do estado de
manutengao e restauragdo, suas principais agoes sio: reducao da frequéncia cardiaca, da forga
de contracdo cardiaca, vasodilatacdo mediada pela liberacdo do 6xido nitrico no endotélio,
reducdo do metabolismo e outras. No coragdo o controle parassimpatico ¢ promovido pelo
nervo vago, diretamente ligado ao nodulo sinusal e atrioventricular, onde ha controle da

frequéncia cardiaca. (GUYTON; HALL, 2017).

Esse controle ¢ mediado pelos nervos eferentes vagais, quando ocorre o aumento da pressao
arterial, ha uma distensao das paredes nos vasos que ativam os barorreceptores € geram sinais
que sdo levados ao nucleo do trato solitario a nivel central, a partir desses, os neurdnios geram
excitacdo de neurdnios pré-ganglionares (nicleo ambiguo por exemplo), que se comunicam
com os neurdnios pos-ganglionares cardiacos causando na reducdo da frequéncia cardiaca.

(WEHRWEIN; ORER; BARMAN, 2016; GUYTON; HALL, 2017).
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Os nervos parassimpaticos se originam no tronco encefalico, medula sacral e craniossacral,
sendo que o principal mediador de suas respostas € o nervo vago. Quanto a sinapse ganglionar
por onde trafega o impulso nervoso, a acetilcolina ¢ o neurotransmissor atuante e opera em
receptores nicotinicos, ja na sinapse pos ganglionar, atua em receptores muscarinicos no 6rgao
alvo, a exemplo do coragdo, localizados no s6 sinusal e atrioventricular. (BEAR; CONNORS;

PARADISO, 2007; GUYTON; HALL, 2017).

Apesar de maior parte dos efeitos do sistema nervoso autonomo serem mediadas pela
noradrenalina e acetilcolina, ha liberagao de outros neurotransmissores nas terminagdes pos
ganglionares simpaticas ou parassimpaticas que interferem em suas acdes aumentando ou
reduzindo as mesmas, podendo realizar modificagdes principalmente no sistema cardiovascular.

(DE ANGELIS; SOUSA; IRIGOYEN, 2004).

O sistema cardiovascular ¢ dotado de reagdes necessarias a manutengao de suas fungoes,
como exemplo o controle da pressdo arterial que ¢ de grande importancia para um bom
fornecimento de fluxo sanguineo para os tecidos, o controle reflexo da pressdo arterial vem
sendo estudado durante anos, e os resultados abrem margem para diversas pesquisas nas
ciéncias biomédicas, essa regulagdo da pressao arterial ¢ uma das mais complexas, e envolve
alguns fatores integradores do sistema cardiovascular. Esse controle € realizado através de
sinaliza¢des por vias hormonais, neural, sendo que esse ultimo ¢ realizado diante de alguns
reflexos que podem detectar e corrigir mudangas na pressdo arterial € no volume circulante.

(MEDEIROS, 2007; CAMPAGNOLE-SANTOS; HAIBARA, 2001).

O controle do sistema cardiovascular por reflexo, também depende de receptores
cardiopulmonares, que se localizam em diferentes areas toracicas, como atrios, ventriculos,
vasos pulmonares. A presenca desses receptores capazes de atuar no coracao ja € conhecida ha
mais de 100 anos, onde fo1 observado que, injecdes de alcaloides por via intravenosa em caes,
deflagrava uma redu¢do na pressao arterial e frequéncia cardiaca, respostas essas que poderiam

ser inibidas através da bivagotomia. (AVIADO; AVIADO, 2001).

Quantos suas vias, a aferente ¢ regulada pelo nervo vago e a eferente, determinada por uma
inibicao do sistema nervoso simpatico para os vasos, bem como uma estimulagdo do nervo vago
para o coragdo. Algumas substancias sdo capazes de deflagrar esses efeitos hemodinamicos, e
esse reflexo que ocorre envolve uma redugdo da atuagdo simpdatica e atuagdo do vago sobre o
coragdo, no nod sinusal, ocasionando em bradicardia e hipotensao, recebeu o nome de Bezold-

Jarish. (ROCHA, 2019; AVIADO; AVIADO, 2001; MEDEIROS, 2007).
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1.2 Mecanismo de contracio e relaxamento do musculo liso

O musculo liso vascular tem sido bastante estudado como modelo experimental para
utilizagdo de substancias naturais, diante de suas fun¢des como manuten¢ao do tonus vascular,
que desempenha papel importante na regulacdo da pressdo arterial através de processos de
contragdo e relaxamento muscular. No entanto, esse tonus pode ser alterado por fatores externos
e patologicos como aterosclerose, sendo assim, o musculo liso possui grande importancia na
area das ciéncias bdasicas com finalidade de desenvolvimento de varias substancias

(SEIDELMANN; LIGHTHOUSE; GREIF, 2014).

Nos estudos sobre reatividade do musculo liso, sabe-se que a participa¢dao do ion Ca++ ¢
um dos determinantes nos processos contrateis, devido desencadear eventos no interior das
células que gerem efeitos. Inicialmente, a contragao ¢ estimulada pelo aumento intracelular dos
ions calcio, podendo ser gerada através de estimulagcdo nervosa, hormonal por exemplo.
Diferente do musculo esquelético, onde a proteina reguladora é a troponina, no musculo liso ¢
a calmodulina, e apesar de similar a troponina, a calmodulina inicia o processo ativando pontes
cruzadas de miosina. Quando ha um aumento do Ca++ no citosol, a partir do liquido
extracelular, ou outros mecanismos, o mesmo se liga a calmodulina, em seguida unem-se a
miosina, ativando a miosina-quinase, uma enzima fosforilativa. Uma das cadeias da cabeca de
miosina, ¢ fosforilada em resposta a essa enzima, a cabega torna-se capaz de ligar-se com o
filamento de actina, provocando a contracdo muscular. (SILVA, 2018; GUYTON; HALL, 2017;
AIRES, 2015; BERNE E LEVY, 2009).

De forma oposta a contragdo muscular lisa, o relaxamento muscular liso ocorre quando ha
um decréscimo da concentracdo de ions célcio, a bomba de calcio transporta para fora da célula
os fons, ou para dentro do reticulo sarcoplasmatico. Dessa forma, ocorre a remocao do estimulo
para a contratilidade, onde o Cat++ ¢ liberado, e a miosina fosfatase, uma enzima promove a
remog¢ao do fosfato da cadeia de miosina, o que por fim geral o descolamento da cabeca da
miosina do filamento de actina e assim, relaxando o musculo liso. Ou por agdo de alguma
substancia que inibe esse mecanismo. como exemplo do que ocorre no mecanismo
farmacomecanico, onde ocorre abertura de canais de potéassio (K+) o que provoca o aumento
do efluxo desse ion da célula, e resulta em uma hiperpolarizacdo. Podendo ser causado por
algumas drogas. (AIRES, 2015; GUYTON; HALL, 2017; SILVERTHORN, 2016; KIZUB et
al., 2010, SILVA, 2018; SOMLYO; SOMLYO, 1994).

Algumas substancias sdo importantes no controle contratil do muscular liso, € o endotélio
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vascular, tem papel importante na regulacdo do tonus do vaso, sendo um sensor de estimulos e
altera¢des na hemodindmica, esse controle ¢ feito pela produgdo de agentes vasodilatadores e
vasoconstrictores, como oxido nitrico (NO), prostaglandinas, endotelina. O endotélio em
contato direto com o fluxo sanguineo, detecta diante de estimulos mecanicos e hormonais
alteragdes e sdo estimulados na produgdo e secre¢do dessas substincias vasodilatadoras e
inflamatorias, e além desses mecanismos, desempenha papel em processos como equilibrio de
liquidos e angiogénese (LEDOUX et al., 2006; YASUNAGA et al., 2014; ZAGO; ZANESCO,
2006).

r

O oxido nitrico ¢ um radical livre que anteriormente era considerado potencialmente
cancerigeno, apenas apos inicio da década de 1980, descrito por Furchgott & Zadwadzki em
seus experimentos com aorta de coelho, uma de suas fungdes, como o fator de relaxamento
vascular derivado do endotélio, constituindo-se com um dos principais mediadores de processos
fisioldgicos nos meios interno e extracelulares. O mesmo ¢ sintetizado através do endotélio nos

vasos ¢ inicia o relaxamento da musculatura lisa dos vasos, regulando seu didmetro.

(QUEIROZ; BATISTA, 1999; SILVERTHORN, 2016).

A figura 1 retrata os mecanismos intracelulares envolvidos no relaxamento do musculo liso.

Figura 1 — Relaxamento do musculo liso
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Fonte: Guyton & Hall, 2017.

A figura 2 retrata o mecanismo envolvido na liberacao do 6xido nitrico.

Figura 2 — Sintese e liberacdo de 6xido nitrico
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Fonte: Guyton & Hall, 2017.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos cardiovasculares do 6leo essencial lippia

sidoides em ratos normotensos.

2.2 Objetivos especificos
Estudar os efeitos da administragdo intravenosa (i.v.) do 6leo essencial /ippia sidoides
sobre a PAM e a FC em ratos anestesiados intactos e bivagotomizados.

Investigar o papel do sistema nervoso autdbnomo na mediagdo dos efeitos

cardiovasculares do 6leo essencial lippia sidoides sobre a PAM e a FC em ratos anestesiados.

Investigar o papel do sistema nervoso auténomo através do bloqueio perineural na

mediacao dos efeitos cardiovasculares do 6leo essencial lippia sidoides sobre a PAM e a FC em
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ratos anestesiados.

Estudar os efeitos do oleo essencial lippia sidoides em preparacdes vasculares isoladas

de aorta de ratos.

3 METODOS

3.1 Aspectos éticos

Todos os protocolos experimentais no presente projeto com utilizacdo de animais de
laboratério foram submetidos a apreciagdo da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal do Ceard e seguiram as recomendagdes do CONCEA (Conselho

Nacional de Controle de Experimentacao Animal).

3.2 Animais

Foram utilizados ratos normotensos Wistar (com peso entre 300 a 400 g), provenientes do
Biotério Setorial da Universidade Federal do Ceard. Os animais foram divididos em grupos de
6 por gaiola, e mantidos durante uma semana no Biotério do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia em periodos de claro/escuro de 12 horas para ambientacdo e aclimatagdo. Aos
animais foram fornecidas agua e ragao ad libitum. Cada série de experimentos foi realizada em

6 a 8 animais por grupo, e em 5 a 6 segmentos de anéis de aorta isolada.

3.3 Procedimentos experimentais “in vivo”

3.3.1 Instrumentacdo para o registro da pressdo arterial sistétmica e da frequéncia
cardiaca

Animais foram anestesiados com quetamina/xilazina (80/10 mg/kg, i.p.) para permitir o
implante cirurgico de cateteres de polietileno (PE-10 conectado a PE-50) na artéria e na veia
femoral. O cateter adrtico foi conectado a um transdutor de pressdo (Statham P23 DI),
previamente calibrado em mmHg, acoplado a um sistema de aquisi¢do de dados Power Lab -

ADinstruments™ para a medida das pressdes arteriais sistolica (PAS) e diastdlica (PAD). A
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PAM de base foi calculada através da férmula: PAD + [(PAS - PAD)/3] (em mmHg) diretamente
pelo software Labchart.

3.3.2 Procedimentos experimentais em ratos anestesiados

Os experimentos em ratos anestesiados foram realizados no dia do implante cirurgico dos
cateteres. Animais previamente instrumentados com cateteres, foram anestesiados com
quetamina/xilazina (80/10 mg/kg, i.p.) e foi realizada uma traqueostomia que permitiu a
conexdo dos animais a uma bomba ventilatoria para adequar as demandas respiratorias. Em
seguida, foram isolados os nervos vagos bilateralmente em nivel cervical. Nesses animais, a
temperatura foi mantida sempre em 37°C com o auxilio de uma mesa termostatica. Nessas

condi¢cdes experimentais foram realizadas trés séries de experimentos:

Série 1. Relacdo dose-efeito ap6s administracdo intravenosa do 6leo essencial lippia sidoides
em animais anestesiados intactos (n=6). Ap6s um periodo de estabilizacdo dos parametros
cardiovasculares na vigéncia da anestesia, o 6leo essencial foi administrado por via endovenosa

para construcdo de uma curva dose-efeito nas doses (1, 5, 10 mg/kg).

Série 2. Relacdo dose-efeito apds administragdo intravenosa do 6leo essencial /ippia sidoides
em animais anestesiados bivagotomizados (n=6). Com o objetivo de estudar o papel do nervo
vago na mediacdo dos efeitos cardiovasculares do Oleo essencial, apés um periodo de
estabilizacdo dos pardmetros cardiovasculares em animais anestesiados. Os nervos vagos foram
seccionados bilateralmente e houve registro um novo periodo de estabilizacdo dos parametros
cardiovasculares de 20 minutos. Em seguida, o 6leo essencial foi administrado por via
endovenosa para constru¢do de uma curva dose-efeito na dose de 5 mg/kg). Para representagao
dos resultados, foi utilizada essa dose de 5 mg/kg do OELS devido sua melhor representagao

grafica e agcdo farmacologica mais adequada no perfil de resposta cardiovascular.

Série 3. Relagdo dose-efeito apds administragdo intravenosa do oleo essencial lippia sidoides
em animais anestesiados durante tratamento perineural (n=4). Com o objetivo de estudar o papel
do nervo vago na mediagdo dos efeitos cardiovasculares do 6leo essencial, ap6s um periodo de
estabilizagdo dos parametros cardiovasculares em animais anestesiados. Os nervos vagos foram
envolvidos bilateralmente com algoddo embebido da solugdo com capsaicina a 250pg/ml e
houve registro um novo periodo de estabilizagdo dos parametros cardiovasculares de 20
minutos. Em seguida, o 6leo essencial foi administrado por via endovenosa para construgao de
uma curva dose-efeito (5 mg/kg). Pela acao farmacologica supracitada, a dose de 5 mg/kg foi

utilizada nessa série, onde pode-se verificar uma resposta ideal nesses parametros
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cardiovasculares. Posteriormente, como controle positivo, foi administrado por via intravenosa

a capsaicina na concentra¢ao de 2pg/ml.

3.4 Procedimentos experimentais “in vitro”
3.4.1 Preparac0es isoladas para estudo de contratilidade

Os animais foram anestesiados com os anestésicos (quetamina/xilazina, 80/10 mg/kg, i.p.
respectivamente) e a artéria aorta tordcica, foi cuidadosamente dissecada e imersa em meio
contendo solucdo Krebs-Henseleit normal modificada (NaCl 136mM, KCl 5mM, MgClh
0,98mM, NaH>PO4 0,36mM, NaHCO3 11,9mM, CaCl> 2mM e Glicose 5,5mM). A artéria aorta
toracica foi dissecada e cortada em segmentos no formato de anéis. Os anéis de aorta foram
atados a um ponto fixo na camara e a uma unidade transdutora de forca (ML870B60/C-V, AD
Instruments, Sydney, Australia) apropriada para registro isométrico das contragdes. A tensao
basal aplicada ao tecido foi de 1 Gf (grama forga). Os sinais gerados pelo transdutor de forga
foram condicionados e registrados em um sistema de aquisicdo computadorizado (PowerLab™
8/30, AD Instruments). A integridade do endotélio das preparagdes vasculares de aorta foi
avaliada ap6s a adicdo de acetilcolina (ACh; 1 pM) em anéis previamente contraidos com
fenilefrina (FEN; 0,1 uM). Um efeito relaxante induzido pela ACh igual ou superior a 80% foi

admitido como indicativo de integridade do endotélio.

3.4.2 Protocolos experimentais em preparacdes vasculares isoladas

Série 1. Curva concentracao-efeito para o 6leo essencial lippia sidoides (OELS) em preparacdes
isoladas de aorta pré-contraidas pelo mecanismo eletromecénico. (n=3; 3 anéis vasculares por
animal). Essa série foi realizada para avaliar a poténcia vasodilatadora ap0s exposicdo aguda
de preparacgdes vasculares de artéria aorta a concentragdes crescentes (1 a 1000 pl) do dleo
essencial (ou seu veiculo). Preparacdes vasculares isoladas de aorta foram expostas ao KCI
(60 mM) para induzir uma contracdo sustentada através do mecanismo eletromecénico (Somlyo
& Somlyo, 1994). Apds o estabelecimento de uma fase estavel (componente tonico) na pré-
contracdo induzida por KCI, o OELS ou o seu veiculo foram adicionados de maneira

cumulativa.

Série 2. Curva concentragdo-efeito para o 0leo essencial lippia sidoides em preparagdes isoladas

de aorta pré-contraidas pelo mecanismo farmacomecanico. (n=3; 3 anéis vasculares por
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animal). Essa série experimental foi realizada para avaliar a poténcia vasodilatadora apos
exposicao aguda de preparagdes vasculares de artéria aorta a concentragdes crescentes (1 a 1000
ul) do OELS (ou seu veiculo). Preparacdes vasculares isoladas de aorta foram expostas a
fenilefrina (FEN; 1 uM) para induzir uma contracdo sustentada através do mecanismo
farmacomecanico (Somlyo & Somlyo, 1994). Apds o estabelecimento de uma fase estavel
(componente tdnico) na pré-contragdo induzida por FEN (1 uM), o OELS ou o seu veiculo

foram adicionados de maneira cumulativa.

3.5 Solucdes e drogas

Foram utilizados reagentes de grau analitico para preparar as solucdes estoques e a solucao
para os experimentos. Todas as drogas utilizadas neste projeto foram adquiridas dos laboratorios
Sigma-Aldrich e Tocris Bioscience. Tais drogas foram preparadas em solugdes estoques
concentrados seguindo as recomendacdes de diluicio do laboratério fornecedor, e

adicionalmente diluidas para a concentragdo necessaria para o protocolo experimental.

3.6 Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM, n = 6-
8 por grupo). A significancia (P < 0,05) dos resultados foi determinada pelo uso de testes t de
Student (pareado ou ndo pareado), U de Mann-Whitney (para dados ndo- paramétricos) e
analise de varidncia a uma via (concentragdes, doses ou grupos) ou duas vias (tratamento x
doses ou tratamento x concentragdes). Alguns testes estatisticos foram seguidos de pds-testes

(Holm-Sidak ou Dunnet) para a adequada comparagdo entre as médias.

4 RESULTADOS

4.1 Efeitos cardiovasculares do 6leo essencial lippia sidoides (OELS) em ratos anestesiados

Os valores médios dos niveis basal da presséo arterial média (PAM), e frequéncia
cardiaca (FC) em batimentos por minuto (bpm) em ratos anestesiados foram 217,9 mmHg e
229,1 batimentos/min (n=6), respectivamente antes das primeiras injecdes intravenosas de
OELS na dose de 1 mg/kg. Essas injecOes intravenosas de 1 mg/kg do OELS nos 6 animais
causaram uma queda nesses parametros da PAM e FC, respectivamente nessa primeira

dose. Quando foi injetado o OELS nas doses de 5 e 10 mg/kg, a resposta observada foi de
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hipotensdo e bradicardia, sendo possivel identificar trés fases na resposta de forma aguda. Na
dose de 5 mg/kg foi identificado um efeito inicial renomeado como P1 que demonstra uma
rapida queda na PAM e FC conforme valores 98,46 mmHg e 77,90 bpm em P1 respectivamente.
O tempo médio de acdo do composto, apresentado em segundos (TS) variou de acordo com 0
periodo (P) e a dose administrada. Na dose inicial de 1 mg/kg, em P1 foi observado uma média
de menos que 1 segundo, chegando até 0,12 segundos em P3. Foi possivel identificar um atraso
maior nas Ultimas doses de 5 e 10 mg/kg em P3, 0 que aponta para um periodo maior em relacéo

ao primeiro contato com o composto. (p < 0,05, ANOVA).

Tabela 1. Efeitos cardiovasculares do 6leo essencial lippia sidoides (OELS) em ratos anestesiados.
2

Basal P1 P P3 Valor p
1 mg/kg
FC 229.10 (+67.61) 219.74 (x71.76) 225.94 (+65.36) 231.24 (+62.64) <0.05*
PAM 217.89 (+33.70) 167.75 (+49.37) 199.24 (+38.33) 226.40 (+26.52) <0.05*
TS 0.01 (+0.01) 0.10 (+0.02) 0.12 (+0.03) <0.05*
5 mg/kg
FC 231.25 (+53.48) 77.90 (+37.14) 141.78 (+35.86) 192.34 (+46.78) <0.05*
PAM 221.51 (¥22.25) 98.46 (+32.85) 126.69 (+40.10) 215.64 (+19.82) <0.05*
TS 0.01 (+0.00) 0.17 (+0.02) 0.24 (+ 0.06) < 0.05*
10 mg/kg
FC 190.40 (+54.92) 61.35 (+19.47) 119.76 (+35.93) 139.79 (+55.24) <0.05*
PAM 232.20 (+40.28) 91.66 (+28.24) 233.85 (+80.31) 147.22 (+72.12) <0.05*
TS 0.01 (+0.00) 0.23 (+0.04) 0.31 (+0.05) <0.05*

Ao executar one-way ANOVA para medidas repetidas em uma amostra de 6 ratos wistar normotensos para determinar se havia
diferencas nas variaveis FC, PAM e TS devido a um tratamento com OELS de 1, 5 e 10 mg/kg em 3 momentos no tempo. Os resultados
mostraram que 0 mesmo provocou diferencas estatisticamente significativas na FC, PAM e TS média ao longo de seu curso
temporal, F(2, 18) = 26,94, *p < 0,05.

O gréfico 1 representa os resultados das médias de frequéncia cardiaca em valores
percentuais realizados em animais anestesiados diante da injecdo intravenosa do 6leo essencial
lippia sidoides nas doses de 1,5,10 mg/kg. As injecdes intravenosas de 1 mg/kg do OELS nos
6 animais causaram uma reducdo de 23,01% e 4,08% nos valores da PAM e FC,

respectivamente nessa primeira dose (grafico 1 e 2).
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Gréfico 1: Resposta do 6leo essencial lippia sidoides na frequéncia cardiaca em ratos
anestesiados.
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Fonte: elaborada pelo autor, 2022.

O grafico representa os efeitos do OELS (1, 5, 10 mg/kg) sobre a frequéncia cardiaca em ratos
anestesiados. O mesmo apresentou resposta bifasica na FC, P1, resposta referente a primeira
fase em cada dose. P2, resposta referente a segunda fase em cada dose. *, indicam que as
respostas atingiram valores significativos em relagéo aos valores basais de FC registrados antes
da administracdo do OELS.

A dose de 5 mg/kg provocou queda de mais 42,8% e 38,68% na PAM e FC. o periodo P2 e
um breve periodo de recuperagéo admitido como P3 com valores de PAM e FC 2,64% e 16,82%

respectivamente.

O grafico 2 representa os resultados das médias de pressdo arterial média em valores
percentuais realizados em animais anestesiados diante da injecdo intravenosa do 6leo essencial

lippia sidoides nas doses de 1,5,10 mg/kg.
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Gréfico 2: Resposta do 6leo essencial lippia sidoides na pressdo arterial média em ratos
anestesiados.
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Fonte: elaborada pelo autor, 2022.

O gréfico demonstra os efeitos do OELS (1, 5, 10 mg/kg) sobre a PAM em ratos anestesiados.
O mesmo apresentou resposta trifasica, onde P1, é a resposta referente a primeira fase em cada
dose. P2, resposta referente a segunda fase em cada dose, P3 refere-se a fase de recuperacao. *,
indicam que os valores atingiram respostas significativas em relacdo aos valores basais de PAM
registrados antes da administracdo do OELS.

A figura 3 representa os resultados dos tracados de frequéncia cardiaca e pressao arterial
média realizados no sistema powerlab para confeccdo das curvas de dose-resposta a injecdo
intravenosa do 6leo essencial lippia sidoides na dose de 5 mg/kg. Os tracados seguem com
escala de milimetros de mercurio para pressao arterial e batimentos por minuto para frequéncia

cardiaca.
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Figura 3 - Efeito do OELS na frequéncia cardiaca e pressao arterial média.
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Fonte: elaborada pelo autor, 2022.

Nessa mesma dose de 5 mg/kg segue-se com uma queda na PAM e FC admitido como
P2 e um breve periodo de recuperacdo admitido como P3. Nas respostas a administracdo do
OELS na dose de 10 mg/kg também mostram trés fases, sendo uma rapida queda nos
pardmetros, seguida de uma breve recuperacdo e nova queda nos mesmos com um periodo
maior para recuperagéo, nesse momento das injecdes a PAM foi reduzida significativamente
em P1 com manutengdo da hipotensdo em P2, e novo declinio ocorreu no momento P3
respectivamente. A FC seguiu mesmo percurso com uma resposta bradicardica inicial para
61,35 bpm em P1, 119,76 bpm em P2 e manutengédo de baixa FC em P3 com valor bruto de
119,79 bpm.
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4.2 Efeitos cardiovasculares do 6leo essencial lippia sidoides (OELS) em ratos anestesiados

bivagotomizados

Os valores basais brutos da PAM e FC pré-bivagotomia foram caracterizados por
hipotensao significativa e bradicardia em ratos (n=6) mostrando queda da PA para 73,37 mmHg
e 77,78 bpm em P1, e 107,66 mmHg e 116,22 bpm em P2, efeitos que resultam de uma queda
aguda desses parametros, em um periodo de tempo em segundos (TS), seguido por breve
recuperagdo e uma posterior manutengao de hipotensdo e bradicardia como mostra no periodo
P3 com valores de PAM e FC 129,90 mmHg e 125,66 bpm respectivamente. Nos momentos de
pos-bivagotomia em ratos anestesiados, admitiram-se dois momentos apenas de resposta devido
forte declinio nesses parametros hemodindmicos, mas com maior significancia na frequéncia
cardiaca, os valores de PAM foram de 83,39 mmHg e 108,01 mmHg em Pl e P2
respectivamente, e, 109,71 bpm e 64,79 bpm na frequéncia cardiaca em ambos periodos de

resposta.

Tabela 2. Comparacdo pré e pés bivagotomia do composto OELS na dosagem de 5 mg/kg.

Basal P1 P2 P3 Valor p*
Pré-bivagotomia
FC 128.49 (+19.35) 77.78 (+35.62) 116.22 (+81.31) 125.66 (+83.94) 0.262
PAM 113.53 (+22.40) 73.37 (+23.88) 107.66 (+43.29) 129.90 (+44.34) 0.014*
TS - 0.00 (+ 0.00) 0.11 (+0.02) 0.31 (+0.03) < 0.005*
Pés-bivagotomia
FC 129.45 (+81.43) 109.71 (£67.44) 64.79 (+86.92) 194.37 (£71.83) 0.014*
PAM 107.78 (+42.38) 83.39 (+15.37) 108.01 (+69.97) 103.80 (+36.77) 0.512
TS - 0.01 (+0.00) 0.13 (+0.04) 0.31 (+0.07) < 0.005*

*ANOVA para medidas repetidas em uma amostra de 6 ratos wistar normotensos para determinar se havia diferengas nas variaveis FC, PAM
e TS devido a um tratamento com OELS de 5 mg/kg em 4 momentos no tempo. * <0,05.

A inje¢do intravenosa de OELS apds seccdo do nervo vago bilateral em ratos
anestesiados (n=6), mostrou retardo nas quedas iniciais dos parametros hemodinamicos
observados em P1, o que se pode entender o efeito inicial como uma resposta vasovagal,
seguido da manutengdo desse declinio. Foi possivel identificar uma significancia na varidvel

tempo de acdo em segundos (TS) em P1.
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A figura 4 retrata o tragado adquirido do sistema computadorizado powerlab para
os parametros hemodinamicos: frequéncia cardiaca e pressdo arterial média antes da
bivagotomia com animais anestesiados e apos a bivagotomia nesses mesmos animais

(n=06).

Figura 4 - Comparagao da resposta da FC e PAM antes e ap0s vagotomia bilateral.
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Fonte: elaborada pelo autor, 2022,

Os valores brutos médios desses parametros sio demonstrados também durante a
injecdo em ratos anestesiados (n=6) do veiculo Tween80 utilizado na dilui¢do do OELS. Fora
utilizadas doses de 1 mg, 5 e 10 mg intervaladas durante a experimenta¢do, a média para dose
de 1 mg nos valores de PAM e FC foram 106,93 mmHg e 126,84 bpm, seguidos de 100,27
mmHg e 128,16 bpm na dosagem de 5 mg do veiculo, e 101,28 mmHg para PAM e 125,59 para

FC respectivamente. Apontando uma nao significancia nessas variaveis. (tabela 3).
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Tabela 3. Comparacdo da FC e PAM antes e ap06s a administracdo do veiculo Tween80.

Veiculo Tween80 Basal T1 Valor p*
1 mg/kg

FC 136.50 (+22.21) 126.84 (+19.84) 0.114
PAM 106.48 (+33.70) 106.93 (+20.25) 0.199
TS - 0.01 (+ 0.00)?

5 mg/kg

FC 135.13 (+28.84) 128.16 (+32.58) 0.306
PAM 101.07 (+22.87) 100.27 (+20.75) 0.251
TS - 0.01 (+0.00)?

10 mg/kg

FC 146.64 (+44.81) 125.59 (£21.57) 0.080
PAM 102.89 (+25.02) 101.28 (£25.21) 0.125
TS - 0.01 (+0.00)?

*Teste t de Student para amostras pareadas;  Ndo houve diferenca significante entre o tempo(s) de agéo do veiculo Tween80 nas diferentes

doses administradas. *<0,05.

Nos testes realizados na presenga do tratamento perineural realizados em ratos wistar

(n=4) com capsaicina 250 pg/ml, o OELS causou um efeito bradicardico mais significante sobre
a FC em P1 antes do tratamento perineural (p<0.05 Tabela 4.), ocorrendo recuperacdo para
valores proximos do basal a partir de P3. Foi possivel verificar que o mesmo apresentou
comportamento diferente na presenca do tratamento perineural, onde ocorreu uma resposta
hipotensiva com maior significancia em P1 e P2, o que aponta para uma inibicao da resposta
vagal durante o tratamento perineural em P1 sobre a FC, porém sem alterar a reatividade

vascular ao OELS. (Tabela 4.)

Tabela 4. Efeitos do OELS sobre a pressdo arterial média e a frequéncia cardiaca na presenca do tratamento
perineural com capsaicina 250 pg/ml.

Basal P1 P2 P3 Valor p*
Pré-capsaicina
FC 298.73 (+42.33) 74.06 (£41.75) 187.92 (+69.59) 239.51 (£52.33) <0.001*
PAM 98.67 (+27.13) 64.90 (£29.77) 66.73 (£15.31) 81.55 (+9.97) 0.166
TS - 0.07 (+0.08) 0.32 (+0.22) 0.19 (+0.04) 0.014*

Pés-capsaicina



FC

PAM

TS

268.98 (+73.31)

100.75 (+11.25)

218.68 (+93.08)
73.41 (+9.81)

0.15 (+0.15)

208.52 (+79.58)
63.15 (+3.19)

0.50 (0.21)

239.51 (+52.33)
81.55 (+9.97)

0.19 (+0.04)

0.717

<0.001*

<0.01*

* Anova one-way com comparagdo multipla de Sidak. *<0,05.
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Ratos wistar submetidos a um tratamento perineural com capsaicina (valores basais

médios de 298,73 batimentos por minuto e 98,67 mmHg, respectivamente; n=4) ndo apresentou

fase P1 em resposta a 5 mg/kg de OELS. Assim, a resposta bradicardica e hipotensiva

observadas foram compativeis com um momento seguinte denominado P2. No entanto, a

hipotensdo observada em P1 induzida por OELS foi mais significante nesse grupo apos

tratamento com capsaicina ainda que a frequéncia cardiaca tenha sido pouco alterada.

Na comparagdo dos efeitos hemodinamicos sobre a frequéncia cardiaca e pressdo

arterial média, durante o tratamento perineural, a atividade do OELS mostrou-se mais

significante na FC durante o periodo de resposta aguda, onde apresenta uma bradicardia e uma

hipotensao. (p<0.05 Tabela 5.)

Tabela 5. Comparacdo dos efeitos do OELS sobre a FC, PAM e TS antes e ap0s o tratamento perineural com

capsaicina 250 pg/ml.

OELS Pré-capsaicina Pos-capsaicina Valor p*
Basal

FC 298.73 (+42.33) 268.98 (+73.31) 0.184
PAM 98.67 (+27.13) 100.75 (+11.25) 0.453
TS - -
P1

FC 74.06 (+41.75) 218.68 (+93.08) 0.015*
PAM 64.90 (+29.77) 73.41 (+9.81) 0.317
TS 0.07 (+0.08) 0.15 (+0.15) 0.168
P2

FC 187.92 (+69.59) 208.52 (+79.58) 0.320
PAM 66.73 (+15.31) 63.15 (+3.19) 0.304
TS 0.32 (+0.22) 0.50 (£0.21) 0.070
p3t

FC 239.51 (+52.33) 239.51 (+52.33) 0.425
PAM 81.55 (+9.97) 81.55 (+9.97) 0.348
TS 0.19 (+0.04) 0.19 (+0.04) 0.136
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* Teste t de Student para amostras pareadas. *<0,05.

Na presenca do tratamento perineural, foi injetada uma dose Unica de capsaicina na
concentracdo de 2 pg/kg, como controle positivo para verificar alteracdes no reflexo vago-
vagal imediato, a mesma ndo causou alteracdes nas respostas cardiovasculares significativas.
(Tabela 6.)

Tabela 6. Efeitos cardiovasculares do OELS na presenca da injec¢éo i.v. de capsaicina 2 pg/ml.

OELS Pré-capsaicina Pés-capsaicina Valor p*
5 mg/kg

FC 284.49 (+69.40) 280.77 (+61.79) 0.260
PAM 97.69 (+24.96) 91.91 (+22.11) 0.057

* Teste t de Student para amostras pareadas.

4.3 Efeitos vasculares do dleo essencial lippia sidoides no tonus basal de aorta isolada de
rato

O oleo essencial lippia sidoides ndo apresentou efeitos vasculares significativos sobre o
tobnus basal de tecidos de aortas isoladas de ratos. Logo ap6s a adicdo de concentracdes
crescentes (1 — 1000 ug/mL) do OELS foram observadas respostas apenas nas concentragdes
de 3 e 30 microgramas/mililitros ao tecido conforme figura 5; n=6.

Figura 5 — Avaliacdo dos efeitos do OELS (1 — 1000 pg/mL) sobre o tonus basal de aorta de
ratos.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2022. * <0,05.

O gréfico retrata os efeitos do OELS em concentragdes (1 - 1000 pg/mL) sobre o tonus

basal de aorta isolada de ratos. n= nimero de experimentos. As barras verticais indicam E.P.M.

4.4 Efeitos vasculares do éleo essencial lippia sidoides em contracfes induzidas por KCI
(60 mM) em aorta isolada de rato

As concentragfes crescentes do OELS (1 — 1000 pg/ml) relaxaram a contragao
sustentada pela inducdo com o KCI (60 mM). O efeito do OELS foi significativo (p < 0,05,

ANOVA) nas concentrac@es de 1,3, 100, 300 e 1000 pg/ml para a preparacdo com o endotélio
integro.
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Figura 6 - Efeito vasculares do OELS (1 — 1000 pg/mL) em aorta isolada de rato pré-
contraida com KCI (60 mM)
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Fonte: elaborado pelo autor, 2022. * <0,05 ** <0,01.

O grafico acima retrata os efeitos do OELS em concentragdes (1 - 1000 pg/mL) na

reversdo da contracdo induzida pelo KCI, em aorta isolada de ratos.

4.5 Efeitos vasculares do 0leo essencial lippia sidoides em contracfes induzidas por

Fenilefrina (Fen) (1 pM) em aorta isolada de rato

As concentracGes de oOleo essencial lippia sidoides (1 — 1000 pg/ml) relaxaram a
contracdo sustentada induzida por Fen (1 uM). O efeito do OELS tornou-se significativo (p <
0,05, ANOVA) nas concentra¢des de 10 a 1000 pg/ml para a preparacdo de aorta.

Figura 7 — Curvas concentragao-efeito para OELS (1 — 1000 pg/mL) na reversao da contragdo
induzida pela Fen (1 uM) em anéis de aorta isolada de rato.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2022. As concetragdes crescentes do OELS provocaram vasorelaxamento a partir de
10 microgramas/mililitros. (* <0,05, ** <0,01, *** <0,001, **** <0,0001).

5 DISCUSSAO

No presente estudo foram injetados via intravenosa, 6leo essencial /ippia sidoides em
ratos anestesiados, a primeira e rapida agdo a essa ejecao, foi denominada de P1 tendo como
efeito inicial hipotensdo e bradicardia aguda em ratos com sistema nervoso autonomo intacto,
essa resposta foi seguida de rdpida recuperacdo provavelmente atribuida a uma resposta
vasovagal e como tentativa para atenuacdo desses efeitos para manutencdo de uma
hemodinamica estavel ocorreu uma rapida recuperagao denominada P2 seguida de uma nova
queda com manutencdo da hipotensdo e bradicardia por um certo periodo, o que pode ser
atribuido a vasodilatacdo causada pelo 6leo essencial lippia sidoides. Estudos de Funari et al,
(2012); Fontenelle et al, (2007) mostram que espécies do género Lippia, apresentam atividades
biologicas diversas e tem sido amplamente estudada. Foram relatadas utilizagdo do composto
para tratamento de inflamagdes nas gengivas e garganta, bem como dores. (LORENZI;

MATOS, 2002; MATOS, 2007).

Pode-se sugerir que o OELS possua atividades vasodilatadoras, diante dos efeitos
apresentados e por sua ampla utilizagdo como composto biologicamente ativo. Tem sido
estudado o mesmo para utilizagdo como antimicrobianos, como mostra Botelho et al, (2007)
em seus estudos. No sistema cardiovascular, o 6leo essencial injetado em ratos anestesiados,

causou bradicardia e hipotensdo, a mesma pode ser atribuida a uma vasodilatagdo significativa.
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O Oleo essencial lippia sidoides possui varios constituintes estudados como alicerces na
prevengdo e tratamento de doengas, um deles sdo os flavonoides, que estdo diretamente
associados ao tratamento de atividades inflamatdrias, e prevengao de doencas cancerigenas e
cardiovasculares, apontando como potencial agente farmacolégico no uso para vasodilatagao.
(COSTA et al, 2002). Para Veras, et al (2013), o OELS possui constituintes, que em agdo
sinérgica possuem algumas atividades bioldgicas, como ag¢des antiinflamatdrias observadas nos

seus estudos de em camundongos.

Os achados do presente estudo apontam para uma interferéncia vasovagal nos resultados
das médias em P1 nos experimentos com ratos anestesiados, as respostas subsequentes siao
referentes a agdo do proprio composto (OELS), que mantém uma queda nos valores de pressao

arterial média e frequéncia cardiaca.

Em ratos anestesiados e previamente ao protocolo da bivagotomia, tiveram um
comportamento semelhante ao grupo anestesiado sem bivagotomia, isso deve-se ao fato de o
componente vasovagal estar presente no momento prévio ao tratamento, em P1 com doses de
5 e 10 mg do OELS, admitiu-se uma resposta mais aguda na queda da frequéncia cardiaca e
pressdo arterial média, e seguido de P2 com uma leve recuperagdo desses parametros e, de fato,
o efeito farmacologico do composto estudado. Estudos de Khemani; Mehdirad, (2020),
apontam que a liberacdo de acetilcolina diante da ativagdo de fibras parassimpéticas, ativa
receptores muscarinicos no nddulo sinusal e atrioventricular, e como resultado desse efeito,
reducdo da frequéncia cardiaca e contracdo ventricular, o que pode alterar também a pressao

arterial.

O presente estudo mostrou que ao injetar o OELS via intravenosa apds a realizagao da
bivagotomia nos ratos anestesiados, foi observado um retardamento nas quedas mais agudas
dos parametros de pressdo arterial média e frequéncia cardiaca, abolindo o primeiro efeito
observados em P1, diante do exposto, sugere-se que essa resposta inicial se referia a uma
resposta vasovagal induzida pelo OELS. Assim, o OELS provocou efeitos bradicardicos e
hipotensores mais tardiamente conforme pode-se observar em P2. A resposta vasovagal tem
diversos gatilhos, uma delas pode ser causada pela inducdo anestésica, o que leva a uma queda

de pressao e frequéncia cardiaca. (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002).

O presente estudo mostra as respostas cardiovasculares durante a inje¢ao intravenosa do

veiculo Tween 80, utilizado para dilui¢do do OELS. Nesses animais anestesiados, ndo houve
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interferéncia nos parametros cardiovasculares com o uso do veiculo, 0 mesmo nao possui agdes
farmacoldgicas sobre o sistema cardiovascular, sendo bem utilizado na diluicdo do oleo
essencial lippia sidoides. Achados que corroboram com estudos de Barbosa (2019), onde foi
realizado experimentagdo com a utilizacdo do mesmo, apontaram uma melhora da solubilidade

no oleo essencial, e a ndo interferéncia na acao farmacolédgica dos compostos estudados.

Nossos achados apontam, que, em ratos com nervo vago intacto, e durante o protocolo
de tratamento perineural, a capsaicina aplicada perivagal auxiliou na alteragdo seletiva das
fibras aferentes que percorrem no nervo vago demonstrando que o 6leo essencial lippia sidoides
ativou fibras sensoriais vagais na produgdo dessa primeira fase P1 com efeitos bradicardicos e
hipotensivos agudos. (JANCSO; SUCH, 1983). Os efeitos hipotensores pds tratamento
perineural foram mais atrelados as respostas vasculares ao OELS, achados que indicam um
papel inibitorio de forma parcial sobre as fibras do nervo vago durante o periodo P2 na resposta

bradicardica.

Segundo Mutoh et al (2000), a capsaicina teve papel fundamental na inibicdo dessa
resposta vagal, em seus estudos com caes, onde reflexos cardiopulmonares foram atenuados
com tratamento perineural, sugerindo que o resultado da inibicdo aferente de fibras vagais
sensiveis bloqueava os reflexos cardiopulmonares. DOMOKI et al. (2003), também sugerem o
envolvimento no bloqueio perineural com capsacicina em seus estudos com ratos, onde
apontam evidéncias do envolvimento de nervos sensiveis a capsaicina no mecanismo de

hiperemia reativa.

Esses achados apontam que a acgdo perineural da capsaicina, ndo foi modificada pela
injecdo da dose de 2 pg/mL de capsaicina utilizada como controle positivo, as respostas
cardiovasculares tiveram pequenas alteragcdes, mas sem mudangas significativas nas respostas
sobre a pressdo arterial. Ja Grace et al. (2012), apontam em seus estudos, que provavelmente a
resposta se modificaria com utilizacdo de seu antagonista, a capsazepina, onde a mesma foi
capaz de inibir o influxo de calcio em neuronios vagais em resposta a ativagao dos receptores
da capsaicina. Tais achados sugerem que o 6leo essencial lippia sidoides pode exercer sua acao,
mesmo com inibi¢do neural, e que o periodo P2 ¢ resultante de sua resposta cardiovascular. No
entanto, sugere-se mais estudos com adi¢cdo do protocolo utilizado com o antagonista dos

receptores de capsaicina para melhor andlise desses efeitos.

Em nosso estudo, o 6leo essencial lippia sidoides produziu um efeito vaso relaxante nas
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preparacdes de artéria adrtica, pré-contraidas com KCl e Fenilefrina, sendo que, as contragdes
induzidas com cloreto de potéssio tiveram reversdo iniciadas a partir das duas primeiras
concentragdes e se fazendo mais significativa entre as concentragcdes del00 a 1000 ug/mL,
contrariamente a fenilefrina, que teve suas respostas iniciadas a partir da adi¢do de 10 ug/mL
do OELS e alcangou um efeito vaso relaxante em maior propor¢do em comparacao ao cloreto
de potassio, Estudos de Ribeiro Filho, (2015) também relataram maior poténcia de contra¢ao
sustentada por fenilefrina, revertida com uso de outro composto natural, o que reforga a
possibilidade de reversao da contracao induzida. Nossos achados corroboram com os de Toso
et al. (2007), que demonstra a capacidade relaxante do dleo essencial /lippia sidoides em
diferentes musculos lisos em preparacdes isoladas, e que cada vez mais vem sendo evidenciado
efeitos protetores do OELS. O mesmo foi capaz de inibir com boa eficicia farmacologica

contracdes induzidas no musculo liso estomacal de ratos. (SILVA, 2018).

Nossos achados sobre reversdao de contratilidade induzida pelo cloreto de potassio
(KCI), mostram um efeito contratil sustentado, com reversao a partir das adigdes crescentes do
OELS. Observamos inicial, que o0 mesmo causava um efeito relaxante menor nas preparagoes,
se comparada a contracdo induzida por fenilefrina. O que corrobora com achados de Silva,
(2018), onde os efeitos relaxantes em seus estudos foram maiores na presenca de outro agente,
que ndo o KCI. Quanto ao veiculo, ¢ importante mencionar que nao apresentaram efeitos sobre
o tonus basal de preparacdes de aorta. Achados que corroboram com Vasconcelos (2018), onde
utilizou o veiculo (DMSO), e Barbosa (2019), onde utilizou tween 80 em seus experimentos,
os compostos diferiram da resposta ao veiculo, diante dos estimulos contrateis, o que descarta

sua influéncia sobre os efeitos ja relatados.

Segundo Somlyo; Somlyo (1968), ¢ importante realizar investiga¢do nas preparacdes
pré-contraidas com estimulo eletromecéanico, e farmacomecanico, j4 que ambos podem
influenciar nessas respostas de contratilidade. O estimulo eletromecanico acontece com
elevacao extracelular de potéssio, que gera diferenga de concentragdo entre os meios (externo,
menos concentrado e interno, mais concentrado), levando o potencial de membrana a atingir
valores menos negativos, causando a despolarizacdio da membrana e abrindo os canais de

calciot++ dependentes de voltagem. (RIBEIRO-FILHO et al., 2012; VASCONCELQOS, 2018).

Ja em relacdo ao estimulo farmacomecanico, o mesmo ocorreu pos adi¢ao de fenilefrina,
um agonista adrenérgico que se liga ao seu receptor acoplado a proteina G na membrana celular,

e estimula a fosfolipase C, que catalisa o fosfatidilinositol 4,5-bifosfato em segundos
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mensageiros, atuando para liberagdo de Cat++ do reticulo sarcoplasmatico e diacilgicerol,
ativando a quinase C, e por fim fosforilando proteinas alvo especificas no processo contratil.

(SOMLYO; SOMLYO, 1998;).
6 CONCLUSAO

Portanto, foi possivel verificar que o 6leo essencial lippia sidoides obteve uma resposta
hipotensora e bradicardica aguda e significativa em ratos wistar normotensos e anestesiados,
repostas dividias em trés fases, onde a primeira fase ocorria devido um efeito vaso-vagal
mediado por fibras eferentes do sistema nervoso autdbnomo. E que esses efeitos iniciais
provenientes de resposta vagal foram abolidos quando os animais eram tratados com o OELS
mas diante de bivagotomia, admitindo que o efeito sugestivo do 6leo essencial, seria o padrao

da resposta na fase P2.

Durante o tratamento com o mesmo na presenca de um inibidor das fibras vagais,
capsaicina o OELS alcancou resposta hipotensora mais significativa do que a resposta
bradicardica, tais achados sdo confirmados quando foram realizados testes em tecidos isolados
com anéis de aorta, onde foram observadas vasodilatagdo importantes dos tecidos diante de
agentes contrateis como a fenilefrina. Portanto, o 6leo essencial /ippia sidoides foi capaz de
reduzir a pressdo arterial nesses animais, sugere-se mais estudos para analise do mesmo na

presenca de outros agentes farmacoldgicos para investigagdes de mais efeitos cardiovasculares.
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