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RESUMO

Eugenia sulcata ¢ uma planta da familia Myrtaceae, conhecida como pitanguinha e murtinha.
O género Eugenia ¢ rico em estruturas secretoras de dleo essencial, cuja composi¢ao pode
apresentar efeitos gastrointestinais, hipoglicemiantes, antirreumaticos, entre outros. Os
componentes majoritarios do oleo essencial das folhas desta espécie sdo: o B-cariofileno
(24,6%), a-pineno (17,2%), B-pineno (10,9%) e 1,8-cineol (5,6%). Em estudos anteriores
descrevemos efeitos hipotensor e anti-hipertensivo deste oleo. Este estudo visou avaliar a
contratilidade miocardica bem como analisar as atividades das enzimas cardiacas, enzima
conversora de angiotensina (ECA) e ATPase miosinica. Para isso foram utilizados ratos
Wistar Kyoto (WK) e animais espontaneamente hipertensos (SHR), tratados com o dleo
essencial por 30 dias. Além disso, avaliar a imunotoxicidade do o6leo essencial em trés
diferentes concentragdes (1, 10 e 100 pg/mL), em linfécitos humanos. As culturas de
linfocitos foram utilizadas para avaliar a citotoxicidade, o dano ao DNA e a mutagenicidade.
Os resultados demonstram que o tratamento ndo prejudicou a forca de contracdo cardiaca, ndo
alterou o funcionamento do reticulo sarcoplasmatico (RS) e a extrusdo de calcio de
membrana, ndo modificou os canais de calcio de membrana e nem a atividade do receptor 3
adrenérgico. As contragdes tetanicas foram potencializadas nos animais SHR. A atividade
ATPésica da miosina também foi aumentada nos animais SHR e a atividade da ECA cardiaca
apresentou uma reducdo nas duas cepas animais e a ECA sérica apenas nos SHR. Ainda
constatou-se que todas as concentracoes do Oleo ndo causaram citotoxidade e nem
mutagenicidade e apresentaram baixo dano ao DNA. Portanto o 6leo essencial ndo prejudica a
contratilidade miocardica e nem apresenta imunotoxicidade relevante. A Eugenia sulcata
apresenta pouquissimos dados na literatura, tanto quimicos quanto bioldgicos, tornando-se de
extrema valia a comprovagdo cientifica dos efeitos atribuidos empiricamente, para ter a

segurancga de que essas plantas exercam o efeito para o qual sdo utilizadas.

Palavras-chaves: contratilidade miocardica, imunotoxicidade, 6leo essencial, Eugenia sulcata.



ABSTRACT

Eugenia sulcata is a plant of the family Myrtaceae, known as pitanguinha and murtinha. The
Eugenia genus is rich in essential oil secreting structures, whose composition may have
gastrointestinal, hypoglycemic, antirheumatic and other effects. The major components of the
leaves essential oil this species are: B-caryophyllene (24.6%), a-pinene (17.2%), B-pinene
(10.9%) and 1,8-cineole (5,6%). In previous studies we have described the hypotensive and
antihypertensive effects of this oil. This study aims to evaluate myocardial contractility as
well as to analyze the activities of cardiac enzymes, angiotensin converting enzyme (ACE)
and myosin ATPase. Wistar Kyoto (WK) and spontaneously hypertensive animals (SHR),
treated with the essential oil for 30 days, were used. In addition, we evaluated the
immunotoxicity of essential oil at three different concentrations (1, 10 and 100 ug / mL) in
human lymphocytes. Lymphocyte cultures were used to evaluate cytotoxicity, DNA damage,
and mutagenicity. The results demonstrate that the treatment did not changes the cardiac
contraction force, did not alter the functioning of the sarcoplasmic reticulum (RS) and the
extrusion of membrane calcium, did not modify the membrane calcium channels nor the f3
adrenergic receptor activity. Tetanic contractions were potentiated in the SHR animals. The
myosin ATPase activity was also increased in the SHR animals and the cardiac ACE activity
showed a reduction in both animal strains and the serum ACE only in SHR. It was still found
that all oil concentrations did not cause cytotoxicity or mutagenicity and presented low DNA
damage. Therefore the essential oil does not changes myocardial contractility and does not
present relevant immunotoxicity. Eugenia sulcata presents little data in the literature, both
chemical and biological, making the scientific evidence of empirically attributed effects

extremely useful, to be sure that these plants will have the effect for which they are used.

Key words: myocardial contractility, immunotoxicity, essential oil, Eugenia sulcata
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1. Introducao

A familia Myrtaceae esta entre uma das mais importantes do Brasil (LANDRUM &
KAWASAKI, 1997; SOBRAL et al., 2015). Uma das caracteristicas mais relevantes desta
familia é a presenca, em seus Orgdos vegetativos e reprodutivos, de estruturas secretoras de
6leos essenciais, diversas espécies brasileiras de distintos géneros desta familia vém sendo
estudadas pelo fato de serem grandes produtoras destes oOleos (APEL et al., 2006;
NAKAMURA et al., 2010; WANNES et al., 2009, LIMA et al., 2012a).

Aproximadamente um ter¢co dessas espécies pertence ao gé€nero FEugenia, que
apresenta ampla distribui¢do, ocorrendo desde o México até a Argentina (MCVAUGH, 1968;
JOHNSON & BRIGGS, 1984). Este género encontra-se bem representado nas diversas
formagdes vegetacionais do Brasil, ndo apenas quanto a riqueza especifica, mas também
quanto a abundancia e frequéncia de suas espécies (KLEIN, 1984; PEIXOTO & GENTRY,
1990; CHAGAS E SILVA et al., 1995; RODRIGUES & NAVE, 2000; ARANTES &
MONTEIRO, 2002). Muitas dessas espécies sdo ricas em Oleos essenciais € taninos, € sao
frequentemente utilizadas na medicina popular (PIO CORREA, 1984; NEVES & DONATO,
1989; LUNARDI et al., 2001), para o tratamento de diversas doencas, entre as quais estdo as
doengas cardiovasculares (BARCELOS et al., 2010).

As doencas cardiovasculares (DCV), incluindo a hipertensao arterial sistémica (HAS),
sdo uma das principais causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo (PANCHAL &
BROWN, 2013). No Brasil a incidéncia de HAS estd presente em 20-30% da populacdo
adulta, tornando-se um problema de suma importancia em satde publica (BEEVERS &
MCGREGOR, 2000). A hipertensao arterial ¢ o fator principal ou coadjuvante em mais de
200.000 mortes ao ano (FREITAS et al., 2001). O sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA) ¢ considerado um dos mais importantes sistemas reguladores para a homeostase
cardiovascular. A influéncia desse sistema sobre as funcdes cardiovasculares e renais ¢
extremamente ampla e complexa, envolvendo multiplos mediadores, receptores e mecanismos
de sinalizagdo intracelulares variados (CRACKOWER et al., 2002; FERRARIO et al., 2014;
FERRARIO et al., 2016). Uma forma de avaliar esta via é a determina¢do da atividade da
Enzima Conversora de Angiotensina circulante (ECA), responsavel pela transformacgdo de

angiotensina I (ANG I) em angiotensina II (ANG II), sendo este metabolito responsavel por
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diversas agoes, incluindo vasoconstri¢ao, liberagao de aldosterona e efeitos no miocardio e na
vasculatura (WEBER, 1999; RUILOPE et al., 2010).

Um dos orgdos mais afetados pela HAS ¢ o coracdo. Varios eventos cardiacos
patologicos, advindos tanto de sobrecarga de volume quanto de sobrecarga de pressdo ou
alteracdes metabolicas, desencadeiam alteracdes em proteinas envolvidas na contratilidade
miocardica. As principais moléculas envolvidas no ciclo de contragdo-relaxamento sdo as
duas proteinas contrateis principais, o segmento fino, actina, e o segmento grosso, miosina.
Sao os ions célcio que iniciam o ciclo de contragdo interagindo com a troponina C e aliviando
a inibicdo exercida sem sua presenca pela troponina I. O ciclo da contracdo em termos
moleculares se da através da hidrdlise do adenosina trifosfato (ATP) em adenosina difosfato
(ADP) e fosfato inorganico (Pi) pela atividade de ATPase da cabega miosinica, flexionando-a.
Quando o ATP ¢ hidrolisado, a cabega miosinica liga-se a uma unidade actinica adjacente. O
Pi ¢ entdo liberado da cabeca havendo uma ligagdo forte da cabeca miosinica a actina. Em
seguida, a cabega estende-se, isto €, organiza-se (LIBBY, 2010).

O ¢leo essencial de Eugenia sulcata foi descrito como hipotensor e anti-hipertensivo
(SANTOS et al., 2013; SANTOS et al., 2014) ¢ ainda ndao ha relatos de seus efeitos na
contratilidade cardiaca. Neste contexto, ressalta-se a importancia de estudos cientificos que
venham comprovar ou ndo estas informacdes, bem como determinar os possiveis efeitos
toxicos (como genotocidade, citotoxicidade e mutagenicidade) a fim de proporcionar maior
eficacia e seguranga a populacio usuaria (BRASIL, 1998; SILVA et al., 2006; BRANDAO et
al., 2000).
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2. Objetivo geral

Avaliar o efeito do 0leo essencial das folhas de Eugenia sulcata na fungao cardiaca de

ratos bem como avaliar imunotoxicidade do 6leo em linfocitos humanos.

2.1. Objetivos especificos

Fungao cardiaca:

- Avaliar a forca isométrica desenvolvida pelos musculos papilares;
- Determinar a atividade da ATPase miosinica;

- Determinar a atividade da Enzima Conversora de Angiotensina;
Imunotoxicidade:

- Avaliar a citotoxicidade, o dano ao DNA e a mutagenicidade.
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3. Revisao bibliografica

3.1. Plantas Medicinais

O uso de plantas medicinais, com a finalidade de tratamento e cura de doencas e
sintomas, se da desde o inicio da civilizagdo (RODRIGUES & AMARAL, 2012), em que o
homem despertou e comegou um longo percurso de manuseio, adaptacdo e modificagdo dos
recursos naturais para seu proprio beneficio (DI STASI, 1996). Os registros de utilizagdo de
plantas como remédio datam da era paleolitica, pela identificacdo de pdlen de plantas
medicinais em sitios arqueologicos (SAAD, et al., 2009). Desde os tempos imemoriais, 0
homem busca, na natureza, recursos que melhorem sua condicdo de vida para, assim,
aumentar suas chances de sobrevivéncia pela melhoria de sua saude (VIEGAS Jr &
BOLZANI, 2006). Assim, pode-se observar que o relato de uso terapéutico de plantas pelos
povos antigos ainda hoje constitui importante fonte de informacao para a descoberta de novos
farmacos (LEITE, 2009).

Intmeras tradigdes terap€uticas contribuiram para a formagao da medicina popular no
Brasil. Diferentes fatores representaram papel importante para este acontecimento, no qual a
utilizagdo de plantas medicinais ocupa lugar de destaque, dentre eles pode-se ressaltar os
conhecimentos indigenas e as colaboragdes trazidas pelos escravos e imigrantes (BALDAUF,
et al., 2009).

Ao final da década de 1970, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) criou o
Programa de Medicina Tradicional que recomenda aos estados-membros o desenvolvimento
de politicas publicas para facilitar a integracdo da medicina tradicional e da medicina
complementar alternativa nos sistemas nacionais de aten¢do a saude, assim como promover o
uso racional dessa integracao (OMS, 1978).

E reconhecida a importancia dos produtos naturais, incluindo aqueles derivados de
plantas, no desenvolvimento de modernas drogas terapéuticas (CALIXTO, 1997). As plantas
medicinais sdo importantes para a pesquisa farmacoldgica e o desenvolvimento de drogas, ndo
somente quando seus constituintes sao usados diretamente como agentes terapéuticos, mas
também como matérias-primas para a sintese, ou modelos para compostos
farmacologicamente ativos. Estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos

atualmente disponiveis foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes
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naturais, assim subdivididos: 25% de plantas, 12% de micro-organismos e 3% de animais
(CALIXTO et al., 2001).

Vérios comunicados e resolugdes da OMS expressam a posicdo desta a respeito da
necessidade de valorizar o uso desses medicamentos, no ambito sanitario. E sabido que 80%
da populacdo mundial dependem das praticas tradicionais no que se refere a atengdo primaria
a saude, e 85% dessa parcela utiliza plantas ou preparacdes a base de vegetais. Ressalte-se que
67% das espécies vegetais medicinais do mundo sdo originadas dos paises em
desenvolvimento (ALONSO, 2004).

E importante salientar o crescente papel que a pesquisa académica vem exercendo na
busca de novos conhecimentos sobre as plantas, suas propriedades terapéuticas e
toxicologicas. O uso clinico para tratamento de doengas cardiovasculares com a utilizacao de
plantas medicinais e seus derivados representam mais de 50 % do total de substancias.
Doengas estas como, a hipertensao, aterosclerose e a diabetes (GURIB-FAKIN, 2006; VORA
& MANSOOR, 2005). No entanto, poucas dessas plantas t€ém sua seguranga, efetividade e

mecanismo de acao confirmada cientificamente.

3.2. Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae ¢ constituida por cerca de 144 géneros e 4.630 espécies
distribuidas em regides tropicais e subtropicais do mundo (JUDD et al., 2009). Esta familia ¢
uma das mais importantes do Brasil com 23 géneros e 1026 espécies (SOBRAL et al., 2015).
Os maiores géneros de Myrtaceae sdo Eucalyptus (500 espécies) e Malaleuca (100 espécies),
Eugenia (600 espécies), Myrcia (300 espécies), Sygygium (200 espécies) e Psidium (100
espécies) (CRONQUIST, 1981).

Esta familia ¢ citada com diversas propriedades medicinais como antirreumatica,
diurética, anti-inflamatoria, antioxidante, antimicrobiana (DONATO & MORRETES, 2007,
DE RAMOS et al., 2010; APEL et al.,, 2004; ARAUJO et al., 1998; STEFANELLO);
PASCOAL; SALVADOR, 2011). Eugenia constitui o maior género desta familia, espalhados
por todo o pais, em diferentes habitats. No Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba,
encontra-se a espécie Eugenia sulcata Spring ex Mart., planta com poucos registros de
estudos na literatura avaliando seu potencial quimico e/ou biologico.

Cruz e Kaplan (2004) indicaram que cerca de 70% das plantas pertencentes a essa
familia tém potencial terapéutico, sendo bastante utilizadas na medicina tradicional em
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disturbios gastrointestinais, estados hemorrdgicos e doengas infecciosas. As partes mais
usadas sdo as folhas, cascas e também os frutos. Além disso, demonstraram o perfil quimico
da familia Myrtaceae que se caracteriza pela presenga de taninos, flavondides, mono e
sesquiterpenos, triterpendides, derivados do floroglucinol, cromenos, estilbendides e outros.
Viarias espécies de plantas da familia Myrtaceae s3o utilizados na medicina popular
para o tratamento de hipertensdo, incluindo Pimenta dioica (L.) Merr (SUAREZ; ULATE;
CICCIO, 2000), Psidium guajava L. (GUTIERREZ; MITCHELL; SOLIS, 2008) ¢ Eugenia
uniflora L. (CONSOLINI; BALDINI; AMAT, 1999). Além disso, d0leos essenciais de varias
espécies de outras familias também foram descritas por apresentar efeito anti-hipertensivo
(INTERAMINENSEA et al., 2013; INTERAMINENSEA et al., 2011; BARCELOS et al.,
2010; TALPUR et al., 2005) e atividade hipotensora; (DE SIQUEIRA et al., 2010; LIMA et
al., 2012b.; MENEZES et al., 2010; MOREIRA et al., 2010; BARBOSA-FILHO et al., 2007).

3.3.  Eugenia sulcata Spring ex Mart

A espécie Eugenia sulcata Spring ex Mart, possui a sinonimia botanica Stenocalyx
sulcatus (Spring ex Mart) O. Berg. e ¢ popularmente conhecida como murtinha ou
pitanguinha, sendo amplamente distribuida pelo sudeste, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sao
Paulo e na regido Sul, Paran4 e Santa Catarina (LEGRAND & KLEIN, 1969; SOBRAL et al.,
2014). E. sulcata corresponde a uma arvoreta, apresentando um porte de aproximadamente
trés metros de altura. Apresenta flores de setembro a novembro e possui frutos subglobosos,
15-30 mm didmetro, multicostados, pilosos, alaranjados quando maduros (ROMAGNOLLO
& SOUZA, 2006).

Muitas espécies sdo ricas em 0leos essenciais e taninos, € sao comumente utilizadas na
medicina popular como antirreumatico, adstringente, diurético, hipoglicemiante, cicatrizante,
antipirético, entre outros. Sdo, também, fornecedoras de frutos comestiveis, podendo-se citar
E. involucrata DC. (cereja-do-mato), E. pyriformis Cambess (uvaia), E. neosilvestres
(grumixama) e E. uniflora L. (pitanga), (ROMAGNOLLO & SOUZA, 2006; CRUZ &
KAPLAN, 2004).

Na composicdo quimica do 6leo essencial extraido das folhas de Eugenia sulcata,
coletadas no Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba, pode-se observar que foram
descritos 22 constituintes, dentre eles os majoritarios estdo o  cariofileno (24,6%), a Pineno
(17,2%), B Pineno (10,9%) e 1,8 cineol (5,6%) (LIMA, 2012a).
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Foto da espécie Eugenia sulcata situada no PNRJ. Fonte préprio autor.

Sao poucos os estudos quimicos e bioldgicos encontrados na literatura sobre Eugenia
sulcata. Lima et al, 2012a, demonstraram a atividade anticolinesterasica do 6leo essencial.
Foram observados os efeitos do oleo de E. sulcata sobre Disdescus peruvianus e Oncopeltus
fasciatus onde indicaram que seus componentes quimicos sdo candidatos promissores para
estudos de atividade inseticida e para controle ecoldgico de populagdes de pragas de insetos
na agricultura (GONZALEZ et al., 2014). Em estudo anterior nosso grupo demonstrou a
atividade hipotensora (SANTOS et al., 2013) e anti-hipertensiva do 6leo essencial das folhas
de Eugenia (SANTOS et al., 2014).

3.4. Oleo essencial

Os o6leos essenciais sao misturas complexas de compostos volateis produzidos por
organismos vivos e isolados a partir de processos fisicos, de uma planta inteira ou parte desta,
com origem taxondmica conhecida (MARTINS et al., 2011).

Oleos volateis sio metabolitos vegetais secundarios produzidos pelas plantas por
outras necessidades que ndo a de nutricdo, por exemplo, para a atragao e repeléncia de insetos

e acdo alelopatica. A sua produgdo estd integrada a fisiologia de toda a planta, por isso sua
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composicdo e quantidade dependem das enzimas especificas que catalisam a produgdo de
compostos volateis em um 6rgdo, do estdgio de desenvolvimento e de estresses abidticos,
como a salinidade do solo, a umidade e a temperatura (SANGWAN et al., 2001).

Os oleos volateis ndo apresentam distribui¢do muito ampla no reino vegetal, sendo
encontrados em aproximadamente 50 familias, dentre elas, Myrtaceae, Lamiaceae, Poaceae,
Lauraceae, Rosaceae ¢ Asteraceae (CANE, 1990). Diversas partes do material vegetal sao
matérias-primas para a producao de dleos essenciais, como 6leos de rosas, eucalipto, canela,
gengibre e laranja. Sdo bastante utilizados na perfumaria, cosmética, alimentos, como
coadjuvantes em medicamentos e comercializados na sua forma bruta ou beneficiada,
fornecendo substancias purificadas como o limoneno, citral, citronelal, eugenol, mentol e
safrol (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

Os oleos essenciais sao extraidos das plantas, principalmente por hidrodestilagao e
arraste a vapor. S3o formados por mistura de monoterpenos, sesquiterpenos ou
fenilpropanoides, metabolitos que conferem suas caracteristicas organolépticas. Apos a
obtencdo, eles sdo geralmente analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG/EM) e seus constituintes sdo identificados através da comparacao dos indices
de retencao (RI) e espectro de massas com dados publicados, através do uso de banco de
dados (STEFANELLO; PASCOAL; SALVADOR, 2011; ADAMS, 2007).

Autores que trabalham com a familia Myrtaceae, utilizam o 6leo essencial extraido de
diversas espécies para testes bioldgicos distintos, atividade vasorrelaxante (LAHLOU et al.,
2002; BARCELOS et al., 2010, LIMA et al., 2012b) hipotensora (LAHLOU et al., 2002;
BARBOSA-FILHO et al., 2007; DE SIQUEIRA et al., 2010; SANTOS et al., 2013) e
antihipertensiva (BARCELOS et al., 2010; SANTOS et al., 2014). Varios estudos relataram a
eficacia dos oOleos essenciais e seus constituintes como bioinseticidas (ROMAN, 2005;
KUMAR et al., 2012; ZANDI-SOHANI; MHOJJATI; CARBONELL-BARRACHINA, 2013)
e antibacteriano (DE RAMOS et al., 2010).

Moreno et al., 2007, analisaram o 6leo essencial das folhas de outra espécie de
Myrtaceae, a Eugenia brasiliensis Lam., onde demonstraram o o-pineno, B-pineno e 1,8-
cineol, como constituintes majoritarios. O 6leo das folhas de FEupatorium polystachyum
(familia Asteraceae) tem como constituintes majoritarios o P-pineno que possui agao
antisséptica (PETRAKIS et al., 2005) e ensaios farmacologicos demonstraram agdo anestésica

para o B-cariofileno (GHELARDINI et al., 2001).
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Foi analisado o 6leo essencial de Eupatorium polystachyum, onde encontraram como
constituintes majoritarios o B-cariofileno e B-pineno, demonstrando o efeito antioxidante deste
oleo (SOUZA et al., 2007). O B-cariofileno também foi encontrado como um dos majoritarios
no oleo essencial de Rhaphiodon echinus, onde demonstram atividade antifingica e
antibacteriana (DUARTE et al., 2016).

Barbosa-Filho et al., 2007, demonstraram o efeito hipotensor do 6leo essencial das
folhas de Ocotea duckei, onde o constituinte majoritario encontrado foi o trans-cariofileno. O
6leo essencial das folhas de Blepharocalix salicifolius, também pertencente a esta familia, foi
analisado onde foi encontrado como constituinte majoritario o FEstapulenol, a autora
descreveu o 6leo como sendo capaz de reduzir a pressao arterial de ratos SHR, tendo agdo
anti-hipertensiva (FERNANDES, 2016). Os 6leos essenciais obtidos das folhas de Lippia
thymoides, coletadas nas quatro estacdes, apresentou o [ cariofileno como constituinte
majoritario. Ensaios in vitro mostraram que estes 6leos essenciais relaxam a aorta isolada de
ratos e o utero isolado de ratas (SILVA et al., 2015).

Diante de tantos potenciais e necessidades de estudos mais aprofundados acerca da
farmacologia e mecanismos de ac¢do de plantas popularmente utilizadas, este trabalho propde-
se estudar os efeitos do 6leo essencial sobre pardmetros cardiacos uma vez que as doengas
cardiovasculares sdo as que mais atingem a satde da populacdo mundial (AYRES, 1991;

BEEVERS & MCGREGOR, 2000; FREITAS et al., 2001; SBC, 2010).

3.5. Modelo experimental e Hipertensao Arterial Sistémica

Desde o desenvolvimento do SHR (do inglés, Spontaneously Hypertensive Rat), que
sd0 0s animais espontaneamente hipertensos, por Okamoto & Aoki em 1963, esta cepa, ¢ um
dos modelos mais estudados na literatura. A sua importancia tem sido creditada a similaridade
da sua fisiopatogenia com a hipertensdo essencial do homem.

Os SHRs comecam a desenvolver hipertensdo arterial com 5 semanas de vida, ja
apresentando um nivel de pressdo considerado como hipertensio espontanea entre a 7° e a 15°
semana, nao havendo influéncia sexual nesse desenvolvimento (YAMORI, 1984). Entretanto,
fatores ambientais, tais como ingestdo exagerada de sddio, estresse, alteragdes sociais e
alteragdes do ciclo claro/escuro, afetam o desenvolvimento da hipertensdo. Com relagdo a

frequéncia cardiaca, esta se encontra mais elevada que nos ratos Wistar Kyoto (WKY) ja na 3*
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semana de vida e se correlaciona, positivamente, com os niveis de pressdo atingidos até a 6°
semana de vida (DICKOUT & LEE, 1998).

A HAS ¢ um dos mais importantes fatores de risco para o desenvolvimento de DCV e
renais, sendo a principal responsavel por acidente vascular cerebral, doenca arterial
coronariana e casos de insuficiéncia renal terminal (Ministério da Saude, 2016).

A ideia mais aceita ¢ que a hipertensdo seja causada por uma interagdo entre fatores,
do tipo genéticos-metabolicos e/ou patogénicos-ambientais. Um dos grandes problemas para
alcangar o sucesso do controle dos niveis pressoricos durante periodos longos ¢ a adesdo do
paciente ao tratamento. Esta adesdo pode ser aumentada se for ofertado o Produto Natural ou
Plantas Medicinais, que consegue reunir um enorme grupo de simpatizantes que acreditam na
acdo benéfica da planta e, desta forma, pode beneficiar o paciente reduzindo
significativamente a morbidade e mortalidade. Além disto, as descobertas de novas
substancias com acdo inédita irdo aumentar a probabilidade quimiocombinatdria,
beneficiando maior nimero de pacientes (YUNES et al., 2001).

O SRAA, ¢ uma via de regulacdo importante da pressdo arterial, através da
regulamentac¢do do volume extracelular de liquido, estd diretamente envolvido no controle de
sodio do organismo. A ativagdo cronica deste sistema pode causar um aumento na resisténcia
vascular periférica e, consequentemente da pressao, devido ao efeito vasoconstritor direto da
Ang II. A ECA ¢ responsavel por transformar a Ang I em Ang II. O aumento da concentracao
de Ang II eleva a pressdo por varios mecanismos, tais como: estimulo a biossintese de
aldosterona e sua liberagao nos tibulos renais onde determina aumento na reabsor¢ao de sodio
e dgua e aumento da excre¢do de potassio; ligacdo a receptores AT1 do musculo liso vascular,
auxiliando na abertura dos canais de calcio de membrana, induzindo uma vasoconstri¢ao;
aumento da liberacdo de noradrenalina nos terminais adrenérgicos, contribuindo para
potencializar o efeito vasoconstritor numa situagao de estresse onde a atividade simpatica esta
aumentada. No coragdo a Ang II pode induzir a hipertrofia dos midcitos e aumento do
conteudo de coldgeno depositado na matriz extracelular cardiaca (CURI & PROCOPIO
2009). A determinagdo da atividade da ECA ¢ uma forma de avaliar este sistema (WEBER,
1999; RUILOPE et al., 2010).

Associada a hipertrofia dos cardiomiocitos pode haver a mudanca da expressdo das
isoformas da miosina refletindo na geracdo da forca de contragdo. A miosina ¢ uma das
proteinas contrateis que muda a expressdo de suas isoformas da cadeia pesada (alfa para beta-

MHC) com uma sobrecarga pressorica, na tentativa de manter a geragao de forga, onde ocorre
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um aumento do débito cardiaco com a finalidade de impedir que o miocérdio entre em
insuficiéncia. A isoforma alfa-MHC tem uma velocidade de hidrélise de ATP maior que a
isoforma beta-MHC. Esta alteracdo pode ser avaliada pela determinacdo da atividade da
ATPase da miosina (BARANY, 1967). Poucos 6leos essenciais tem a atividade ATPésica
miosinica cardiaca avaliada, como o eugenol e o eucaliptol (DAMIANI et al., 2004; SOARES
et al., 2005).

Em pacientes hipertensos, a hipertrofia ventricular esquerda (HVE) ¢ um poderoso
fator preditivo independente de morbidade e mortalidade, predispondo a insuficiéncia
cardiaca, taquiarritmia ventricular, fibrilagdo atrial e acidente vascular cerebral embolico.
Tem havido muitos avangos na compreensdo dos mecanismos celulares e moleculares
envolvidos na hipertrofia dos cardiomidcitos por sobrecarga de pressdo. Em modelos animais,
a All, a aldosterona, a noradrenalina ¢ a pro-renina aceleram a hipertrofia dos cardiomiocitos
por sobrecarga de pressdo e promovem fibrose cardiaca, que ¢ o marco principal da HVE

patolégica (LIBBY, 2010).

3.6. Contratilidade miocardica

A HAS sustentada pode acarretar em mudangas morfofuncionais da contratilidade
miocérdica. As proteinas que realizam a atividade contratil sdo a actina e a miosina, sendo
denominadas proteinas contrateis, enquanto que a tropomiosina € a troponina sao proteinas
moduladoras da contragao (VASSALLO; OLIVEIRA; STEFANON, 2008).

A contra¢do celular ocorre a partir da hidrolise do ATP em ADP + Pi, através da
atividade ATPasica da cabeca da miosina, flexionando-a, tornando possivel sua ligacdo com o
filamento de actina. O Pi ¢ liberado e ocorre uma forte ligacdo entre actina e miosina (o
segmento fino, actina, € o segmento grosso, miosina), posteriormente a cabega organiza-se
(LIBBY, 2010).

Durante o potencial de acdo cardiaco, o célcio entra na célula via canais ativados por
despolarizagdo, contribuindo para a formacao do platd do potencial de acdao. O influxo de
calcio promove liberagdo de calcio dos estoques intracelulares, sendo essa liberacao
denominada liberacdo de célcio induzida por cdlcio. A [Ca2+]i resulta da combinag¢do do
influxo de calcio pelo sarcolema e a liberagao de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico (RS), (o

principal reservatorio intracelular de calcio) e ¢ o ion que, por ligagdo direta aos
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miofilamentos, serd o responsavel pela génese da forca e encurtamento muscular (BERS,
2002).

A seguir, ocorre o relaxamento do cardiomidcito em que uma série de fendomenos, que
ocorrem praticamente a0 mesmo tempo, decorrentes da dissociacio da ligagdo Ca®’/ troponina
C, tendem a reduzir os niveis de Ca’" no citosol, através de alguns mecanismos, envolvendo:
o inicio do processo de recaptura do célcio através do RS (via SERCA ou Ca*-ATPase do
RS), pela extrusdo do calcio através do trocador Na+/Ca®" (NCX) do sarcolema, pela bomba
de célcio sarcolemal (Ca’>"/ATPase); e o uniporte de calcio na mitocondria, dessa forma
diminui a concentra¢io de Ca®" intracelular e o musculo relaxa (Figura 1). A quantidade de
calcio expulsa da célula durante o relaxamento deve ser a mesma durante a contracdo
muscular, caso contrario prejudica o funcionamento constante da maquinaria contratil (BERS,
2002).

Em ratos, a bomba de calcio do RS ¢ a principal responsavel pela queda da
concentragio de calcio (10 M) intracelular apds a contragdo (92%) e o trocador Na™-Ca®"
(7%), bomba de Ca®" sarcolemal e uniporte mitocondrial de calcio possuem pouca
participacdo na extrusdo de célcio (1%) (NAYLER & DUNNET, 1975; MILL et al., 1994;
BERS, 2002).

Conforme Aires (2012), importante fase do relaxamento muscular ocorre quando o
Ca”" é sequestrado pelo RS através da (SERCA) Ca®" ATPase de sua membrana. Com a
reduc¢do da concentracdo de calcio no mioplasma, a tropomiosina retorna a sua posi¢ao de
repouso, bloqueando o local de ligagdo para a miosina na actina, e a contracdo ndo pode
ocorrer. Esta bomba tem sua atividade reduzida por um polipeptidio chamado (PLB)

fosfolambam, que se associa fisicamente a bomba quando desfosforilado (Figura 1).
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Figura 1. Ilustra¢do de Cardiomiocito - Acoplamento excitagdo-contragdo cardiaca (BERS, 2002).
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Diversos autores tém relatado a acdo de Oleos essenciais sobre a contratilidade
miocardica de cobaias. Como o oleo das folhas de Blepharocalix salicifolius (FERNANDES,
2016) e o 6leo de cravo (SENSCH et al., 2000), também pertencentes a familia Myrtaceae. E
de outras familias, como Alpinia speciosa, familia Zingiberaceae, (SANTOS et al., 2011),
Schinus areira, familia Anacardiaceae (BIGLIANI et al., 2012), Costus spirali, familia
Costaceae (BRITTO et al., 2011).

Apesar dos inimeros efeitos benéficos com a utilizagdo de 6leos essenciais, temos que
levar em consideracdo que estes podem apresentar efeitos toxicologicos e, portanto merecem

ser investigados.

3.7. Parametros imunotoxicolégicos

O Sistema imune ¢ altamente adaptavel, sendo ele o grande responsavel por defesas
frente a diversos antigenos (KINDT; GOLDSBY; OSBORNE, 2008). Assim, quando o
organismo ¢ exposto a determinados agentes estranhos, promove uma série de eventos com o
proposito de eliminar esses agentes, caracterizando dessa forma uma resposta imune (VAZ;
TAKEI; BUENO, 2010) e diferentemente de outros sistemas, as células que o compde sdo

moveis, propriedade que facilita a identificacdo de moléculas, microrganismos estranhos e
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eventuais alteracdes em células proprias, uma vez que, essas se encontram circulantes pelo
organismo (BALESTIERI, 2006).

Vaz, Takei, Bueno, 2010, descreveram que a presenca de xenobidticos (como
compostos toxicos de plantas) proporciona a quebra da homeostasia do organismo,
desencadeando assim uma resposta imunolédgica, podendo resultar em uma imunoestimulagao
ou em uma imunossupressdo. Nesse contexto, a imunotoxicologia demonstra-se indispensavel
para a avaliacao do potencial toxicologico de determinadas plantas, a fim de evitar quadros
graves de intoxicagdo. Apesar das plantas medicinais apresentarem amplo emprego na
medicina popular, ndo existem muitos estudos na literatura que relatem os seus possiveis
efeitos toxicos.

Sdo intmeros os testes imunotoxicoldgicos que podem ser utilizados para avaliar a
possivel toxicidade de plantas medicinais, dentre eles destacam-se os ensaios de
citotoxicidade (avaliagdo da viabilidade celular), mutagenicidade (avalia¢do de mutagdo
celular) e genotdxico (avaliacdo de danos no material genético) em cultura (Da FONSECA &
PEREIRA, 2004), sendo esses eficientes na investigacdo do perfil toxicologico das plantas

usadas pela populagdo.
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4. Metodologia

4.1. Material vegetal

As folhas de Eugenia sulcata Spring ex Mart foram coletadas no Parque Nacional da
Restinga de Jurubatiba, Estado do Rio de Janeiro, Brasil, (22 ° 12'57.7 "S 41 °© 34'58.5" W),
datado de Julho de 2013. Esta espécie foi identificada pelo botanico Dr. Marcelo Guerra
Santos. Um espécime foi depositado no Herbario da Faculdade de Formacao de Professores
(Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Brasil), sob o nimero de registro RFFP 13,788. A
extracdo do 6leo e a identificacdo dos componentes foi realizada por Lima et al., (2012a). A
mesma analise foi realizada no ano de 2013, onde os constituintes encontrados foram

semelhantes.

4.2. Animais experimentais

4.2.1. Ratos Wistar Kyoto e SHR

Foram utilizados ratos machos Wistar Kyoto (WK) pesando entre 280-300 g e Ratos
Espontaneamente Hipertensos (SHR) pesando entre 240-280 g, ambos com 3 meses de idade,
provenientes do Biotério da Fundacao Estadual de Producdo e Pesquisa em Satude (FEPPS).

Os animais foram mantidos em ambiente climatizado (23°C £ 2°C) com ciclo
claro/escuro de 12 horas, com 4gua e alimentagdo ad libitum, na sala 4 de experimentacao do
Biotério da Universidade Federal do Pampa, Campus Uruguaiana (RS).

Todos os procedimentos realizados nesta pesquisa estavam em concordancia com os
Principios Internacionais para a Pesquisa envolvendo Animais (Genebra), e com a legislacao
brasileira disposta na Lei n° 11.794/2008 (Procedimentos para uso cientifico de animais) e no
Decreto 24.645/34 (Dos Direitos dos Animais). Este projeto foi registrado no SIPPEE e
aprovando pela CEUA da UNIPAMPA sob protocolo n° 034/2015.
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4.2.2. Grupos experimentais

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais, as concentragdes utilizadas

foram descritas por Barcelos et al., 2010.

Grupos (N=8/grupo) WK SHR
Controle Agua e ragdo a vontade. Agua e ragio a vontade.

Injegdo didria, i.p. de Injecdo diaria, i.p. de
veiculo (DMSO 0,5% em | veiculo (DMSO 0,5% em
salina 0,9% - 200 pL). salina 0,9% - 200 pL).

Eugenia sulcata Agua e ragio a vontade. Agua e ragio a vontade.
Oleo essencial diluido no Oleo essencial diluido no
veiculo (10 mg.Kg™). veiculo (10 mg.Kg™).

4.3. Avaliacdo da contratilidade miocardica

O torax dos ratos foi aberto para a extracdo do coracdo e os musculos papilares do
ventriculo esquerdo (VE) foram dissecados e colocados em uma solucao nutridora (20 mL) de
Krebs-Henseleit, pH 7.4, aerada com CO; 5% e O; 95%, a 29° C. Os musculos foram fixados
por argolas, e entdo presos em uma extremidade fixa e outra ligada a um transdutor de forga.
A estimulagdo elétrica dos musculos papilares se deu através de um par de eletrodos de
platina posicionados ao longo de toda a extensdo do musculo (pulsos retangulares com
duracdo de 12 ms e voltagem um e meio vezes o limiar). A frequéncia de estimulagdo foi de
0,5 Hz. Os musculos foram estirados at¢ Lmax (comprimento de musculo no qual a tensao
ativa ¢ maxima). As preparagdes foram mantidas por um periodo de estabilizagdo de 30

minutos antes do inicio dos protocolos experimentais:

4.3.1. Forca Isométrica

A for¢a desenvolvida (Figura 2) foi normalizada pelo peso do musculo (g/mg de

musculo) e medida por meio de transdutor de for¢a isométrica (TSD125- Biopac Systems,
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Inc; CA) acoplado a um amplificador (DA100C Biopac Systems, Inc; CA) e registrada por
um sistema de aquisicdo de dados (MP100 Biopac Systems, Inc; CA) conectado a um
microcomputador. Para a aquisicdo dos dados foi utilizado registro de amostragem de 500

amostras/segundo (VASSALLO; OLIVEIRA; STEFANON, 2008).

Figura 2. Registro tipico de contragdo estabilizada de musculo papilar de rato.
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4.3.2. Potenciacoes relativas apos pausas (PPP)

A potenciacdo relativa apds pausas de 15, 30 e 60 segundos (Figura 3) foi obtida com
o objetivo de avaliar, de forma indireta a contribuicdo do reticulo sarcoplasmatico (RS) na
contragdo. Foi considerada como a razdo entre a amplitude da contracdo apds a pausa € a

amplitude da contracdo anterior a pausa (VASSALLO; OLIVEIRA; STEFANON, 2008).

Figura 3. Registro tipico de potenciacdes pds-pausas de musculo papilar de rato.
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4.3.3. Frequéncia de estimulacio elétrica

Os musculos papilares foram submetidos as crescentes frequéncias de estimulagdo

elétrica: 0,1, 0,2, 0,5, 0,75 e 1 Hz (Figura 4) (VASSALLO; OLIVEIRA; STEFANON, 2008).

Figura 4. Registro tipico de diferentes estimulagdes elétricas em musculo papilar de rato.
0,2 Hz
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4.3.4. Resposta inotropica ao Calcio

Curva dose-resposta inotrdpica ao calcio nas concentragdes crescentes de CaCl, (0,62:
1,25; 2,50 e 3,75 mM) — Resposta ao calcio (g/mg) (Figura 5) (VASSALLO; OLIVEIRA;
STEFANON, 2008).

Figura 5. Registro tipico de contragdes de musculo papilar de rato submetido a crescentes concentragdes de

calcio.
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4.3.5. Resposta inotrépica p-adrenérgica ao isoproterenol (10°M) em musculo papilar
de rato.

A resposta inotropica B-adrenérgica ao isoproterenol (10°M) (Figura 6), avalia a
interferéncia do tratamento na resposta f-adrenérgica no musculo cardiaco. Foi normalizada
como a razdo entre a amplitude maxima na forca de contragdo na presenca do isoproterenol e
a amplitude da contragdo estabilizada anterior ao isoproterenol (LEITE; VASSALLO; MILL,
1995).

Figura 6. Registro tipico de resposta inotropica B-adrenérgica ao isoproterenol (10°M) em musculo papilar de

g

4.3.6. Contracoes tetanicas

rato.

A avaliagdo dos efeitos do extrato nas contragdes tetanicas (Figura 7), foi obtida apods
30 minutos de tratamento com 5 mM de cafeina, em uma frequéncia de 10 Hz, e duragdo de
15 segundos, como previamente descrita (VASSALLO; OLIVEIRA; STEFANON, 2008;
MOREIRA et al., 2012).
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Figura 7. Registro tipico de contragdes tetdnicas de musculo papilar de rato.
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4.4. Analises Bioquimicas

4.4.1. Avaliacao da atividade especifica da ATPase miosinica

4.4.1.1 Preparacao da fracio miosinica

A preparagdo da fragdo miosinica foi realizada conforme BREMEL & WEBER (1975)
e descrito por Moreira et al. (2003). Parte do VE dos ratos apds o tratamento foi
homogeneizado em solug¢do tampao fosfato 150 mM contendo 0,6M de KCI, pH 6,5, sendo
assim a miosina solubilizada, precipitada com adi¢ao lenta de 4gua, centrifugada a 30.000 x g
por 30 min. O precipitado foi solubilizado em tampdo fosfato com KCl e novamente
centrifugado a 30.000 xg por 30 min. Estes procedimentos de centrifugagdo foram realizados
mais duas vezes. O ultimo precipitado foi ressuspenso em 50 mM HEPES, pH 7,0; 600 mM

KCl e 50 % (v/v) glicerol, aliquotado e estocado a —80 °C até o ensaio da atividade.

4.4.1.2. Medida da ATPase miosinica

Para a avaliacdo bioquimica da capacidade do cora¢do de gerar forca contratil, a
atividade ATPasica da miosina foi determinada usando um meio tampao (pH 7,0) contendo
50 mM HEPES; 5SmM de CaCl,; 0,6 M KCI; 1 mM de ATP em um volume final de 200 pL
(MOREIRA et al., 2003). O tempo de incubagdo e a quantidade de proteina adicionada ao
meio de reagdo foram escolhidos de modo a assegurar a linearidade da formagao do produto a
30°C. A reacdo foi iniciada pela adicdo da fracdo miosinica. A reac¢do foi interrompida pela
adicao de acido tricloroacético (TCA) para uma concentracao final de 5%. Aliquotas de 100
uL foram retiradas, diluidas em agua (volume final 400 uL) para a determinagdo do fosfato
liberado. O produto final medido na reacdo foi o fosfato inorganico (Pi), pelo método de
Chan; Delfert; Junger, (1986). As amostras foram ensaiadas em triplicatas, sendo a hidrolise
nao enzimatica corrigida através de controles feitos nas mesmas condi¢des da amostra, exceto
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que a fracdo enzimatica foi adicionada apos a interrupcdo da reagdo pelo TCA. A atividade
especifica foi expressa em nmol de fosfato liberado por minuto e por mg de proteina (nmol
Pi/min/mg). A proteina foi quantificada pelo método de Bradford (1976) usando albumina

bovina (1mg/mL) como padrao.

4.4.2. Determinac¢io da atividade da enzima conversora de angiotensina

O efeito do o6leo na atividade da ECA sérica foi determinado como previamente
descrito por Friedland & Silverstein (1976) e Oliveira; Santos; Krieger (2000). O sangue dos
animais foi coletado via artéria aorta abdominal. Amostras de soro (5 puL), foram incubadas
em 40 pL de tampao (borato de sédio 0,4 M, NaCl 0,9M, pH 8,3), 125uL do substrato (SmM
Hip-His-Leu) Hipuril-histidina-leucina, por 20 min a 37°C. A reacdo foi interrompida pela
adigdo de 300 pL de NaOH 0,34M. O produto His-Leu foi medido fluorimetricamente a 365
nm de excitacdo e 495 nm de emissdo apds a adi¢do de 25 pL de ophthaldialdehyde (2%) em
metanol. Para corrigir a fluorescéncia intrinseca do soro, brancos foram incluidos pela adi¢dao
de Hipo-His-Leu e o-phthaldialdehyde.

Para determinagdo da ECA cardiaca, parte do VE dos animais foram homogeneizados
em tampao borato (100 mg de tecido/mL de tampao). Amostras (10 pL) foram incubadas da
maneira supracitada para a ECA sérica. A curva de calibragdo com o produto (His-leu) foi

incluida em cada experimento.

4.5. Indice de hipertrofia do coracio

Apos a retirada do papilar do VE, o ventriculo direito foi separado do ventriculo
esquerdo (VE) e o septo interventricular foi considerado parte do VE. A razdo do peso
ventricular pelo peso corporal (VE/PC) foi usada como indice para a estimativa da hipertrofia
cardiaca como descrito por Andrade et al., 2007; Barauna et al., 2007; Piratello et al., 2010;
Campos, et al., 2015.

4.6.  Avaliacido imunotoxicoldgica

34



4.6.1. Preparacao da cultura celular de linfocitos

As culturas de linfécitos foram preparadas utilizando 0,5 mL de sangue venoso
(coletado por venopuncao de voluntario) e imediatamente transferidas para o meio de cultura
contendo 10mL de RPMI 1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de
estreptomicina/penicilina, conforme descrito anteriormente (DOS SANTOS-MONTAGNER
et al., 2010) e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Pampa
(n® 27045614.0.0000.5323). As células foram mantidas em estufa a 37°C em ambiente de 5%
de CO; até o momento do uso. A cada 72 horas foi realizada a troca do meio por outro

preparado da mesma forma. As células foram mantidas desta maneira até o0 momento do uso.

4.6.2. Tratamentos das culturas

Todas as culturas receberam a adi¢do do composto teste em um volume final de
100pL. Os grupos a serem testados foram: controle negativo (CN) com tampado fosfato pH
7.4, controle positivo genotdxico (CP) com peroxido de hidrogénio (10 pM) e o 6leo essencial

de Eugenia sulcata (ES) que foi testado em 3 concentracdes (100, 10 e 1 ug/mL).

4.6.3. Analise da citotoxicidade

O parametro analisado para avaliacdo da citotoxicidade foi a viabilidade celular,
através da perda da integridade da membrana, utilizando o método do Azul de Tripan
(BUROW et al., 1998). Para isso, foi utilizada uma aliquota da amostra e colocada em contato
com o corante Azul de Tripan, o qual cora as células invidveis de azul. A andlise foi realizada
através da visualiza¢do em microscopio em aumento de 400x. Foram contadas 100 células por

lamina.
4.6.4. Analise da genotoxicidade

A genotoxicidade foi avaliada através do Teste Cometa, como descrito por Singh
(1995). Para tanto, preparou-se as laminas previamente cobertas com agarose de alto ponto de
fusdo, com uma tomada de amostra homogeneizada com agarose de baixo ponto de fusdo. As
mesmas, apos secagem, foram dispostas em uma cuba contendo solugdo de Lise por uma
semana. Depois desse processo, as laminas foram submetidas a corrida eletroforética — 20min,

300mA, 25V; em tampao NaOH 300mM e pH >13. Realizada a eletroforese, as laminas
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foram neutralizadas e secas em temperatura ambiente. Posteriormente a secagem, as laminas
foram fixadas, secadas novamente, reidratadas e coradas com solugdo de nitrato de prata, e
secas a temperatura ambiente. Os danos ao DNA foram classificados de acordo com o indice
de dano, avaliado a partir da migragao das proteinas do DNA, que pode variar de 0 (ndo ha
dano), até 4 (h4 o maximo de dano). Os danos de DNA foram avaliados como indice de dano
ao DNA (ID). O dano ao DNA foi calculado a partir das células com diferentes classificagdes
de danos; o indice de dano varia de 0 (100 células x 0 quando ndo ocorreu dano) a 4 (100

células x 4, quando ocorreu o maximo de dano).

4.6.5. Analise da mutagenicidade

O teste de formagdo de Microntcleos foi o pardmetro empregado para avaliagdo de
mutagenicidade. Para isso, foram utilizadas as culturas descritas anteriormente ¢ o método foi
realizado segundo a técnica descrita por Schmid (1975) e apresentada na forma de indice

como descrito por Fenech (2000).

4.7.  Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (M + EPM). Os
valores foram analisados usando teste t-Student nao-pareado quando mencionado e ANOVA
de duas vias, com post-hoc de Bonferroni. Foram consideradas como estatisticamente

significativas as diferengas de médias com valor de p < 0.05.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Contratilidade miocardica

5.1.1 Analise da forc¢a isométrica

A forga isométrica do musculo papilar foi utilizada para avaliar a contratilidade
miocardica dos animais tratados por 30 dias com o 6leo essencial da E. sulcata. A forga
exercida pelo musculo papilar do ventriculo esquerdo ¢ mostrada na Figura 8. Segundo
Moreira et al., (2012), a forca dos musculos papilares dos animais WK e SHR aos 3 meses de
idade sdo semelhantes.

Notamos que o tratamento com o 6leo essencial das folhas de Eugenia sulcata na
concentragdo de 10 mg/kg, ndo modificou a for¢a tanto em animais WK como em SHR,
demonstrando que ndo houve prejuizo na contratilidade miocéardica na concentracao utilizada
e no periodo avaliado.

O ¢leo essencial das folhas de Blepharocalix salicifolius (10 mg/kg) também foi
testado em animais SHR e demonstrou que o tratamento ndo alterou a capacidade de geragao
de forca contratil, tanto nos animais WK quanto nos SHR, corroborando com nossos achados
(FERNANDES, 2016).

Ao contrario, em atrio esquerdo de ratos, eletricamente estimulado, o 6leo essencial
das folhas de Alpinia speciosa (0,1 e 1 mg/mL) que apresenta como constituinte majoritario o
4 terpineol (37%), demonstrou uma diminuicdo da forca contratil, mostrando que o Oleo
apresenta efeito cardiodepressor (SANTOS et al., 2011). O 6leo de cravo possui o 6xido de -
cariofileno e eugenol em sua composicao, ao ser analisada a for¢ca de contracdo cardiaca de
ratos, foi observada uma diminuicdo significativa nos animais tratados (SENSCH et al.,
2000).

O eugenol e o eucaliptol, em diferentes concentragdes, apresentaram diminuicdo da
for¢a de contragdo cardiaca, mostrando efeito inotrdpico negativo no musculo papilar de ratos
Wistar (DAMIANI et al., 2004; SOARES et al., 2005). Em pesquisa com administracao de
estragol, também em ratos normotensos, houve uma redu¢do na produ¢do de for¢ca muscular
isométrica de maneira concentragdo-dependente (TREVISAN, 2015).

Em coragdes de camundongos, foi observado um efeito inotropico negativo com a
administracao do 6leo essencial das folhas de Schinus areira L (300 mg/kg). Neste 6leo foram
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identificados como principais constituintes o, 3 cariofileno e o a pineno (BIGLIANI et al.,
2012). O extrato aquoso de Costus spiralis (Jacq.) (150 mg/mL) também reduz a
contratilidade, em atrios de porquinhos da india (BRITTO et al., 2011). Da mesma maneira o
extrato bruto das folhas de Citrus sinensis (L.) (2000 mg/kg) e de Psidium guajava L.
demonstraram efeito inotropico negativo em atrios de porquinhos da india (Oliveira et al,
2005; Garcia et al, 2003).

Por outro lado, Schneider, 2015 avaliou o extrato aquoso da casca de Scutia buxifolia
Reissek (100mg/kg) também em animais hipertensos, demonstrando que o tratamento foi
capaz de aumentar a for¢a de contragdo cardiaca em SHR. Bem como Dimo et al., (2003), ao
analisar os efeitos de Bidens pilosa L. sobre o sistema cardiovascular de ratos anestesiados,
verificou um inotropismo positivo. Da mesma forma o tratamento com extrato aquoso de
Campomanesia xantocarpa (500 mg/kg) apresentou efeito inotropico positivo em ratos com
sindrome metabolica induzida pela frutose (SANT'ANNA, 2012). Os extratos aquosos de
Annona muricata e Bixa orellan e de Erythrina velutina (fragdo de acetato de etila)
demonstraram inotropismo positivo em atrios de porquinhos da india (BIPAT et al., 2016;

PASSOS et al., 2013).

Como podemos observar existem alguns estudos onde as plantas medicinais
apresentam os constituintes majoritarios semelhantes aos da Eugenia sulcata. Nosso estudo
demonstrou que o 6leo ndo prejudica a forca de contracdo cardiaca, como observado em
outros 6leos com os mesmos constituintes. Logo, E. sulcata apresenta efeito anti-hipertensivo
(SANTOS et al., 2014) sem quaisquer alteragdes na contratilidade miocardica, podendo vir a

tornar-se uma alternativa benéfica para o uso no tratamento de individuos hipertensos.

5.1.2. Analise das potenciacées pos pausa (PPP)

A PPP foi realizada para determinar se o 6leo essencial pode interferir na funcdo do
reticulo sarcoplasmatico (RS), uma organela importante na geracao de forga contratil. Sabe-se
que em musculos cardiacos de mamiferos a primeira contra¢do ap6s curto periodo de pausa ¢é
potencializada (VASSALLO; OLIVEIRA; STEFANON, 2008; LEITE; VASSALLO; MILL,
1991; MILL; VASSALLO; LEITE, 1992).

As contragdes obtidas apds pausas t€ém maior dependéncia da liberagdo de calcio pelos

seus estoques intracelulares do que pelo influxo de célcio pelo sarcolema. Desta forma, as
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mensuracdes das PPP visam avaliar a atividade do RS, tanto a magnitude de liberagdo de
calcio ativador quanto, a capacidade de recaptar calcio (WUSSLING & SZYMANSKI, 1980;
WUSSLING & SZYMANSKI, 1986; LEITE; VASSALLO; MILL, 1988; LEITE;
VASSALLO; MILL et al., 1991; MILL; VASSALLO; LEITE, 1992; MILL et al., 1994).

Foi observado que o 6leo de E. sulcata nao modificou a fun¢do do RS, visto que em
todos os tempos testados, 15, 30 e 60 segundos, ndo houve diferencas significativas na forga
desenvolvida pelos animais tratados (Figura 9).

O tratamento com o extrato aquoso de Scutia buxifolia Reissek, realizado em animais
espontaneamente hipertensos, e de C. xanthocarpa em ratos com sindrome metabdlica,
também ndo apresentaram alteracdo na funcdo do RS (SCHNEIDER, 2015; SANT'ANNA,
2012). Da mesma forma o o6leo essencial de B. salicifolius mostrou que o tratamento nao
influenciou neste funcionamento (FERNANDES, 2016).

Em contra ponto, o PPP dos musculos papilares foi potencializado na presenca de
eugenol, eucaliptol, e estragol (DAMIANI et al., 2004; SOARES et al., 2005; TREVISAN,
2015) em virtude do aumento dos estoques de célcio no interior da célula, provenientes do

reticulo sarcoplasmatico.

5.1.3. Analise dos misculos papilares frente as mudancas de frequéncia de estimulo

A forca desenvolvida em diferentes frequéncias de estimulacdo elétrica tem como
objetivo avaliar em musculos papilares do VE se os mecanismos de extrusdo de célcio sdo
preservados. Nao foi observada alteracdo no desenvolvimento de for¢ca com a variacdo da
frequéncia de estimulacdo elétrica nos musculos dos animais em ambos o0s grupos
experimentais (Figura 10), entdo podemos sugerir que os miocitos destes animais possuem os
mecanismos de extrusdo de célcio inalterados.

A frequéncia de estimulacdo elétrica foi potencializada em ratos SHR tratados com o
extrato de S. buxifolia Reissek, sugerindo que em alguns dos mecanismos do transito de calcio

o extrato esteja agindo (SCHNEIDER, 2015).
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5.1.4. Efeito inotropico ao calcio

No miocardio, o influxo de Ca*" estimula a liberagdo de Ca®" do estoque intracelular
do RS, com subsequente aumento transiente da concentragio intracelular de Ca”", que resulta
na ativagdo dos miofilamentos, produzindo a contracao muscular (AIRES, 2012).

O célcio desempenha um papel crucial na regulacio da fase de contragdo e
relaxamento do musculo cardiaco. O aumento da concentra¢ao de calcio citosolico faz com
que a interagdo deste com a troponina C também aumente e assim ative o processo contratil,
ou seja, quanto maior a quantidade de calcio disponivel maior a for¢a gerada (LIBBY, 2010;
BERS, 2002). O tratamento com o 6leo essencial de folhas de Eugenia sulcata ndo modificou
o efeito inotropico ao calcio, sugerindo que este 6leo essencial, ndo interferiu nos canais de
calcio da membrana, ndo prejudicando a for¢a de contracao (Figura 11).

Com o aumento da concentracdo de calcio extracelular, ocorre um aumento na
capacidade de geracdo de forca muscular, porém o 6leo essencial B. salicifolius também nao
alterou a for¢a de contracdo cardiaca nos animais tratados (FERNANDES, 2016).

J4, os animais SHR tratados com o extrato aquoso de Scutia buxifolia demonstraram
uma potencializagdo deste efeito, sugerindo que o extrato possa ativar os canais de calcio de
membrana (SCHNEIDER, 2015). Da mesma forma o extrato aquoso de Campomanesia
xanthocarpa apresenta efeito inotropico ao calcio potencializado em ratos com Sindrome
Metabolica (SANT’ANNA, 2012).

O extrato de Erythrina velutina mostrou um inotropismo positivo ao calcio, em atrios
de porquinhos da india. O extrato possivelmente leva a uma liberagdo aumentada de célcio a
partir das reservas intracelulares, aumentando a concentracdo citoplasmatica de calcio,
elevando assim a forca de contragdo cardiaca quando comparada a seu controle (PASSOS et
al., 2013).

Em contraste, o tratamento com eugenol levou a um efeito inotropico negativo ao
calcio, sugerindo a inibi¢do dos canais de céalcio da membrana, confirmado por experimentos
com corrente de calcio (DAMIANI et al., 2004). Soares et al., 2005 também demonstraram

que o oOleo essencial de eucaliptol tem efeito inotropico negativo ao calcio.
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5.1.5. Avaliacao dos receptores p-adrenérgicos

O isoproterenol diminui o tempo de ativacdo da contracao cardiaca atingindo o pico
maximo de contragdo mais rapido, resulta também em um aumento da for¢ca gerada, a
estimulagio p-adrenérgica aumenta o influxo de Ca*" transmembrana e produz uma rapida
recaptagdo do célcio pelo RS. Para este protocolo utiliza-se 0,62 mM de célcio para ndo haver
um overload de célcio, o que pode levar a uma diminui¢ao de forca (SOARES et al., 2005). A
ativacdo beta-adrenérgica do musculo cardiaco culmina com a fosforilacdo dos canais de
calcio de membrana e dos canais de rianodina, levando a um aumento de calcio intracelular
(NEGRONI et al., 2015).

A avaliagdo dos receptores -adrenérgicos dos musculos papilares foi realizada através
da administracdo de isoproterenol. Como apresentado na figura 12, o tratamento com o 6leo
essencial de Eugenia sulcata ndo mostrou alteracdo neste parametro, sugerindo que o 6leo
essencial parece ndo interferir nos receptores f-adrenérgicos destes musculos.

Igualmente, o tratamento com o 6leo essencial das folhas de B. salicifolius, em ratos
SHR e WK, ndo demonstrou nenhuma alteracdo quando foi administrado o isoproterenol
(FERNANDES, 2016).

Trevisan, (2015) utilizou este protocolo para avaliar se o efeito inotropico negativo
gerado pelo estragol seria revertido com a administracao do isoproterenol. Notaram que com a
adi¢do do isoproterenol houve aumento na for¢a de contragdo muscular, em relacdo a gerada
no controle, em virtude de sua atividade beta-adrenérgica. Os musculos papilares foram
novamente estabilizados em solucao normal e entdo foi administrado o estragol, onde mostrou
uma diminui¢do na for¢a de contracdo cardiaca, por ultimo, foi adicionado novamente o
isoproterenol e os parametros de for¢a foram os mesmos obtidos com o uso do estragol.
Demonstrando, desta forma, que o isoproterenol ndo apresentou capacidade de reverter o
efeito inotropico negativo causado pelo estragol.

Da mesma maneira o isoproterenol ndo conseguiu reverter o decréscimo de forga
causado pelo extrato aquoso de Costus spiralis (Jacq.) (BRITTO et al.,, 2011). Os efeitos
sobre os musculos tratados com S. buxifolia, de forma cronica, mostraram um decréscimo
significativo da forca de contragdo muscular quando administrado isoproterenol,
possivelmente para evitar um overload de calcio, pois apresenta um efeito inotropico positivo

ao calcio (SCHNEIDER, 2015).
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Em contra ponto o efeito inotrdpico negativo que foi encontrado com o eugenol e com
o eucaliptol foi revertido com isoproterenol (DAMIANI et al., 2004; SOARES et al., 2005).
No nosso estudo, o tratamento com o 6leo essencial de E. sulcata parece ndo ativar € nem

inibir os receptores 3 -adrenérgicos.

5.1.6. Avaliacao das contracoes tetanicas

O potencial de acdo do musculo cardiaco ¢ longo, isso impede que o midcito sofra
uma re-estimulacdo e tetanizacdo, portanto, o tétano cardiaco ndo pode ser alcancado em
condigdes normais, entdo, ¢ utilizada a cafeina, que depleta o calcio RS e mantem os canais de
rianodina abertos (BASSANI; BASSANI; BERS, 1994). Além disso, submetemos o musculo
a uma frequéncia de estimula¢do de 10 Hz para permitir a ativagdo maxima da maquinaria
contratil dos musculos papilares (LEITE; VASSALLO; MILL, 1995).

Em miocardio de ratos, as contracdes tetanicas obtidas apods tratamento com cafeina
sdo menores que as contracdes em condicdo estabilizada. Isto sugere que a ativagdo da
maquinaria contratil nas contragdes tetanicas ¢ dependente da entrada de calcio pelo
sarcolema e a manutencdo da contragdo ¢ dependente da sensibilidade das proteinas contrateis
ao calcio (LEITE; VASSALLO; MILL, 1995).

Observamos que o tratamento com Eugenia sulcata mostrou um aumento na forga de
contragdo tetanica (Figura 13), sugerindo que o 6leo essencial pode influenciar a entrada de
calcio pelo sarcolema e/ou a sensibilidade dos miofilamentos (LEITE; VASSALLO; MILL,
1995). Uma vez que o efeito inotropico ao célcio ndo foi modificado com o tratamento
podemos sugerir que a entrada de célcio sarcolemal ndo esteja influenciando neste parametro
avaliado.

As contragdes tetanicas também foram potencializadas com o tratamento com o
extrato aquoso de Scutia buxifolia Reissek em animais SHR (SCHNEIDER, 2015) e com o
extrato de Campomanesia xanthocarpa em animais com Sindrome Metabodlica
(SANT'ANNA, 2012).

Em contra ponto, os tratamentos com os 6leos essenciais de eugenol e eucaliptol
mostraram uma diminuicdo significativa nas contracdes tetdnicas (DAMIANI et al., 2004;
SOARES et al., 2005). E o tratamento com 6leo essencial de B. salicifolius nao alterou a forga

das contragoes tetanicas (FERNANDES, 2016).
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5.2. Indice de hipertrofia cardiaca

A relacdo peso VE/PC ¢ considerada um indice de hipertrofia ventricular. A
hipertrofia cardiaca constitui-se num mecanismo adaptativo do coragdo, em resposta a um
aumento de sua atividade ou de sobrecarga funcional (MILL et al., 1994).

A tabela 1 mostra o peso corporal dos animais durante todo o tratamento,
demonstrando que ndo houve alteracdo. Os resultados mostram que o 6leo de Eugenia sulcata
foi capaz de diminuir a relagdo peso VE/peso corporal nos animais WK bem como nos
animais SHR, demonstrando uma hipotrofia nos animais normotensos ¢ um antihipertrofia
nos animais hipertensos, como mostrado na figura 14.

Em seus estagios iniciais, o ventriculo hipertrofiado ¢ capaz de compensar uma carga
de trabalho aumentada, mas nos estagios posteriores, os miocitos cardiacos ficam
comprometidos causando descompensacao e isso pode levar a insuficiéncia cardiaca. A causa
mais comum de hipertrofia cardiaca ¢ a hipertensao arterial (SHAPIRO; KLEINEBENNE;
MCKENNA, 1985). Como a hipertrofia em seres humanos ¢ geralmente associada com
hipertensdo cronica, o SHR ¢ um modelo realista de hipertrofia humana (BROOKSBY;
LEVI; JONES, 1992).

O oleo essencial das folhas de A. zerumbet (10 mg/kg) que apresenta como
constituinte majoritario o 4-terpineol, foi capaz de reverter a hipertrofia cardiaca em animais
hipertensos com 3 meses de idade (BARCELOS et al., 2010), o extrato hidroalcodlico de
Euterpe oleracea (100 mg/kg) também foi capaz de prevenir a hipertrofia cardiaca em ratos
Wistar infartados (ZAPATA-SUDO et al., 2014).

A relagao VE/PC dos ratos submetidos ao tratamento com S. buxifolia nao apresentou
modificacdes entre os animais dos grupos tratados e seus respectivos controles

(SCHNEIDER, 2015).
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5.3. Analises Bioquimicas

5.3.1 Atividade da ATPase Miosinica

O tratamento com o Oleo essencial de FEugenia sulcata demonstrou um aumento
significativo na atividade especifica da ATPase miosinica (Figura 15). Este aumento na
atividade enzimdtica aumenta a quantidade de energia disponivel, refletindo-se em acréscimo
da capacidade de geracdo de forca contratil pelo musculo cardiaco.

Igualmente, Fernandes, 2016 demonstrou que houve um aumento da atividade da
enzima em animais SHR tratados com o 6leo essencial de B. salicifolius da mesma forma o
tratamento com o extrato aquoso de Scutia buxifolia também aumentou a atividade da ATPase
miosinica em SHR (SCHNEIDER, 2015).

J& os 6leos eugenol e eucaliptol que causam efeito inotropico negativo, os autores nao
encontraram quaisquer diferencas na atividade da ATPase miosinica, os resultados foram
semelhantes no tratamento e nos controles (DAMIANI et al., 2004; SOARES et al., 2005).

O aumento da geragdo de energia pela ATPase miosinica cardiaca, provavelmente,
auxilia para que este 6leo ndo afete negativamente o funcionamento do musculo cardiaco na

geragdo de forca contratil.

5.3.2. Atividade da enzima conversora de angiotensina sérica e cardiaca

Observamos que a atividade cardiaca da enzima mostrou uma diminui¢do
significativa nos animais tratados, tanto nos WK quanto nos SHR, e quando a ECA foi
medida no soro houve uma diminuicao significativa apenas nos animais hipertensos, logo o
Oleo essencial de Eugenia sulcata apresentou uma inibicao da atividade da ECA (Figura 16).

Sharifi et al., (2013) demonstraram uma diminuic¢ao da atividade da ECA de Berberis
integerrima (Berberidaceae), Crataegus microphylla (Rosaceae), Nymphaea alba L.
(Nymphaeaceae), Onopordon acanthium L. (Asteraceae), Quercus infectoria (Fagaceae),
Rubus sp. (Rosaceae), bem como o extrato de Cynara scolymus (VILLIGER et al., 2015).

O o6leo essencial de Ajuga pseudoiva também apresentou uma inibi¢ao da atividade da
ECA em pulmdes de coelho (MANSOUR et al., 2013). Jaarin et al., 2015 avaliaram a
atividade cardiaca da ECA sérica em ratos hipertensos induzidos com L-NAME e tratados

com Oleo essencial de Nigella sativa, demonstrando que houve uma diminuic¢ao na atividade.
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Os extratos fenolicos de Ocimum basilicum e Ocimum gratissimum apresentaram uma
diminuicdo significativa na atividade da ECA sérica, os autores atribuem a atividade
encontrada a presenca de flavonoides nos dois extratos (IRONDI, et al., 2016). Fernandes,
2016 demonstrou que houve uma redugao significativa na atividade da enzima cardiaca tanto
nos animais SHR quanto WKY tratados 30 dias com B. salicifolius, sem quaisquer alteragdes
na ECA sérica.

Sikora; Broncel; Mkiciuk-Olasik, (2014) analisaram o efeito do tratamento de Aronia
melanocarpa (1-300 pg/mL) em humanos e demonstraram uma inibicdo na ECA sérica dos
pacientes. Extrato de Cecropia pachystachya também se demonstrou eficaz em diminuir a
atividade da ECA renal de ratos que foram nefrectomizados (MAQUIAVELI et al., 2014). Os
extratos de duas espécies de Zingiber officinale foram avaliados em ratos alimentados com
uma dieta rica em colesterol. Os resultados mostraram que houve uma diminuicao
significativa da enzima sérica dos animais (AKINYEMI; DEMILUYI; OBOH, 2014).

Ja em animais hipertensos tratados com S. buxifolia a analise da enzima conversora de
angiotensina sérica e cardiaca ndo demonstrou alteragdo na sua atividade (SCHNEIDER,

2015).

5.4. Analise imunotoxicologica

5.1.1. Viabilidade celular

Na figura 17, podemos observar os resultados da viabilidade celular para linfocitos
humanos tratados com diferentes concentracdes do Oleo essencial de Eugenia sulcata.
Verificou-se que o controle positivo (CP) apresentou inviabilidade de 11% quando comparado
ao controle negativo (CN), e que ambas as doses do 6leo nao causaram inviabilidade celular
quando comparados ao CN. Estes resultados mostram que nas concentragdes testadas o oleo
ndo apresentou efeito citotoxico.

Em contraste o 6leo essencial das folhas de Schinus molle L. que apresentou em sua
composicdo quimica o a-Pineno, B-Pineno e o B-Cariofileno, quando foi testado frente a
viabilidade celular promoveu efeito citotoxico a partir de concentragdes acima da DL50/1000
para leucécitos e macrofagos humanos (DUARTE, 2016). Ao investigar o efeito citotoxico do
composto a-Pineno, frente a culturas de fibroblastos na concentracdo de 50 pg/mL também

constataram uma baixa citotoxicidade (SOBRAL-SOUZA et al, 2014).
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O extrato hidroalcolico de Euphorbia tirucalli foi avaliado em cultura celular de
leucocitos, os autores demonstraram que houve um aumento no percentual de células
inviaveis com o aumento das concentragcdoes do extrato que foram administradas, mostrando

entdo um efeito citotoxico em altas concentragdes de E. tirucalli MACHADO et al., 2016).

5.1.2. lindice de dano de DNA

Na figura 18, que avalia o indice de dano de DNA através do teste cometa,
observamos que ha diferenca entre o grupo CN e CP e que todas as concentragdes do 6leo das
folhas de Eugenia sulcata mostraram dano significativo quando comparados ao grupo CN.
Porém o 6leo nas diferentes concentragdes apresenta um aumento no indice de dano ao DNA
de no maximo 50% quando comparado ao CP, demonstrando assim uma baixa
genotoxicidade nas concentragdes testadas.

O oleo de Schinus molle L apresentou dano significativo para macroéfagos humanos
quando comparados ao grupo CN, apresentam mais de 20% de dano no DNA. Em
contrapartida, o 6leo essencial ndo provocou danos de DNA significativos em nenhuma das
concentragoes testadas na cultura de leucécitos humanos (DUARTE, 2016).

A adicao do extrato hidroalcolico de Euphorbia tirucalli nas culturas de leucdcitos
humanos em diferentes concentragdes demonstrou dano ao DNA apenas na maior
concentragao testada (10 % de extrato), nas demais concentragdes nao houve diferengas nos

tratamentos quando comparados ao controle negativo (MACHADO et al, 2016).

5.1.3. Analise de mutagenicidade

A andlise de mutagenicidade foi testada em relagdo a frequéncia de microntcleos para
leucoécitos humanos, como mostrado na figura 19. Podemos observar que ndo houve
diferengas estatisticas nas concentragdes do 6leo essencial quando comparados ao CN e todas
as concentragdes do 6leo foram significativamente diferentes do CP, demonstrando que o

tratamento ndo apresentou efeito mutagénico para os linfocitos.

Corroborando com nossos resultados o 6leo essencial das folhas de Schinus molle L.
ndo promoveu alteragdes na frequéncia de micronucleo para LH. J& para os macréfagos

apresentou alteracdes significativas, apresentando frequéncia de micronucleo superior ao CN
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(DUARTE, 2016). Catanzaro et al., 2012, demonstraram que o o-pineno, nas concentragdes
de 25, 30 e 35 puM, foi capaz de promover alteragcdes significativas na frequéncia de
micronucleos. Em contra ponto Turkez & Aydin (2016) avaliaram o efeito da exposi¢ao de
linfécitos humanos ao a-pineno frente a parametros mutagénicos € demonstraram que a célula
analisada ndo sofreu alteragdes significativas comparadas ao controle.

O extrato hidroalcolico de Euphorbia tirucalli demonstrou uma maior frequéncia de
microndcleos, indicando assim um risco genotoxico nas concentragdes de 1% e 10% do
extrato, com aumentos de trés a cinco vezes comparados com o controle negativo
(MACHADO, et al., 2016).

No o6leo essencial das folhas de E. sulcata, os constituintes majoritarios sao
semelhantes ao de algumas plantas j& descritas que também foram submetidas a testes
imunotoxicoldgicos, porém cada constituinte pode apresentar um perfil toxicologico diferente,
podendo variar em cada tratamento e cepa testada.

Nossos resultados com a imunotoxicidade apesar de apresentar um baixo dano ao
DNA, ndo demonstrou efeitos citotoxicos e ndo apresentou mutagenicidade podendo ser
considerado um Oleo essencial potencialmente seguro para usos em enfermidades
cardiovasculares. Apesar de encontramos alguns estudos na literatura com compostos isolados
de plantas medicinais, ainda sdo insuficientes os estudos acerca de dleos essenciais a fim

comprovar possiveis efeitos toxicos de plantas que sao comumente utilizadas pela populacao.
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6. Conclusoes

Os efeitos cardiovasculares do 6leo essencial de Eugenia sulcata na dose de 10 mg/kg
administrados por 30 dias foram avaliados na contratilidade miocardica (forca isométrica,
PPP, mudangas de frequéncia de estimulo, resposta inotropica a concentragdes crescentes de
calcio, resposta P-adrenérgica ao isoproterenol e contragdes tetdnicas), parametros
bioquimicos (ATPase miosinica e atividade da ECA) em ratos SHR e WK. Além de avaliar
em linfocitos humanos a possivel toxicidade do oOleo essencial em trés diferentes
concentragdes de 100, 10 e 1 pg/mL, através de testes imunotoxicoldgicos (citotoxicidade,
genotoxidade e mutagenicidade).

- Nao houve modificagdo na capacidade de geracdo de forga isométrica nos animais SHR e
WK tratados, demonstrando que ndo houve prejuizo na contratilidade miocéardica, sem
alteragdo na funcao do RS, na extrusao de calcio de membrana, ndo interferindo nos canais de
calcio de membrana bem como na atividade do receptor  adrenérgico, porém as contragdes
tetdnicas foram potencializadas nos animais SHR, sugerindo que o o6leo essencial pode
influenciar a sensibilidade dos miofilamentos;

- A atividade ATPasica da miosina foi aumentada nos animais SHR tratados sem alteracao
nos WK.

- A atividade da ECA cardiaca apresentou uma redugdo nas duas cepas animais ¢ a ECA
sérica apenas nos SHR.

- Verificou-se que todas as doses do 6leo ndo causaram citotoxidade e nem mutagenicidade e
apresentaram uma baixa genotoxidade.

Em suma, o 6leo essencial das folhas de Eugenia sulcata na concentragdao de 10mg/kg,
mostrou ser benéfico ao sistema cardiovascular de ratos e apresentou baixa imunotoxicidade

em linfocitos humanos.
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