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RESUMO

Cecropia pachystachya Trécul é conhecida popularmente como embauba, arvore-da-
preguica, pau-de-lixa e ambai. E uma espécie medicinal encontrada na América
Latina, especialmente no Brasil e na Argentina. Cecropia pachystachya é utilizada na
medicina tradicional como anti-inflamatoria, antitussigena, broncodilatadora,
mucolitica e para tratar problemas cardiovasculares. Essa planta medicinal é
comercializada fragmentada e € frequentemente confundida com outras espécies de
Cecropia e até mesmo com espécies de outras familias botanicas, a exemplo de
Tetrapanax papyrifer, devido & mesma denominac¢cédo popular e morfologia similar.
Considerando as propriedades cardiovasculares, a nomenclatura vulgar e as
similaridades morfoldgicas, objetivou-se analisar botanicamente e quimicamente as
fohas de C. pachystachya, além de realizar estudo farmacoldgico, a fim de fornecer
caracteristicas anatbmicas e fitoquimicas para auxiliar na identificacdo e
caracterizacdo da espécie vegetal, e avaliar a efetividade e a seguranca de uso de
extratos aguosos obtidos das folhas desse taxon. Foram utilizados métodos usuais
em microscopia de luz e eletronica de varredura para a descricdo morfoanatomica.
Para a avaliacdo farmacoldgica, a fracéo soltvel em etanol (FSE) originado a partir do
extrato aquoso das folhas de Cecropia pachystachya foi caracaterizado quimicamente
por CLAE-DAD-EM e EM/EM e submetido a estudos de toxicidade, diurese aguda e
prolongada, hipotensor e efeitos antioxidantes nas doses de FSE (30, 100 e 300
mg/kg) em ratos Wistar. Os principais marcadores anatdémicos encontrados foram,
folha hipoestomatica, mesofilo dorsiventral, tricomas filariformes, conicos e
pluricelulares, nervura central biconvexa com feixes vasculares colaterais
desorganizados, peciolo circular, presenca de cristais de oxalato de célcio, grédos de
amido, compostos lipofilicos, lignificados e fendlicos. Os principais metabdlitos
secundarios encontrados foram acidos fendlicos e flavonoides, dentre eles: &cido
guinico, acido hexénico, &cido citrico, acido 5-O-E-caffeoil quinico, dimero de
procianidina, C-hexosil C-pentosil luteolina, C-hexosil luteolina, C-hexosil apigenina,
C-hexosil O-pentosil apigenina, O-deoxihexosil-hexosil quercetina e O-hesoxil
quercetina. FSE ndo demonstrou efeitos toxicos na dose maxima de 2000 mg/kg e
apresentou atividade diurética aguda de 8 h em todas as doses (30, 100 e 300 mg/kg).
Acdo vasodilatadora ndo foi verificada em estudo de leito mesentérico e efeitos
antioxidantes foram identificados, principalmente para a atividade da superoxido
dismutase. Os resultados obtidos na caracterizacdo morfoanatdmica fornecem
subsidios para a identificacdo de C. pachystachya, bem como a diferenciacdo das
demais embaubas. Os estudos histoquimico e quimico evidenciaram a presenca de
acidos fendlicos. O estudo farmacoldgico evidenciou atividade diurética e antioxidante.
Palavras-chave: Controle da qualidade. Diurético. Embauba. Hipotensivo.
Microscopia.



ABSTRACT

Cecropia pachystachya Trécul is popularly known as embauba, arvore-da-preguica,
pau-de-lixa and ambai. It is a medicinal species found in Latin America, especially in
Brazil and Argentina. Cecropia pachystachya is used in traditional medicine as anti-
inflammatory, antitussive, bronchodilator, mucolytic and to treat cardiovascular
problems. This medicinal plant is sold fragmented and is often confused with other
species of Cecropia and even with species from other botanical families, such as
Tetrapanax papyrifer, due to the same popular name and similar morphology.
Considering the cardiovascular properties, the common nomenclature and the
morphological similarities, the objective was to botanically and chemically analyze the
leaves of C. pachystachya, in addition to conducting a pharmacological study, in order
to provide anatomical and phytochemical characteristics to assist in the identification
and characterization of the plant species , and evaluate the effectiveness and safety
of using aqueous extracts obtained from the leaves of this taxon.Usual methods in light
and scanning electron microscopy were used for the morphoanatomical description.
For pharmacological evaluation, the fraction soluble in ethanol (FSE) originated from
the aqueous extract of the leaves of Cecropia pachystachya was chemically
characterized by CLAE-DAD-EM and EM/EM and subjected to toxicity studies, acute
and prolonged diuresis, hypotensive and antioxidant effects in doses of FSE (30, 100
and 300 mg/kg) in Wistar rats. The main anatomical markers found were
hypoestomatic leaf, dorsiventral mesophyll, filariform, conical and pluricellular
trichomes, biconvex midrib with disorganized collateral vascular bundles, circular
petiole, presence of calcium oxalate crystals, starch grains, lipophilic, lignified and
phenolic compounds. The main secondary metabolites found were phenolic acids and
flavonoids, such as: quinic acid, hexonic acid, citric acid, 5-O-E-caffeoil quinic acid,
procyanidin dimer, C-hexosyl C-pentosyl luteolin, C-hexosyl luteolin, C-hexosyl
apigenin, C-hexosyl O-pentosyl apigenin, O-deoxyhexosyl-hexosyl quercetin and O-
hexosyl quercetin. FSE did not demonstrate toxic effects at the maximum dose of 2000
mg/kg and showed acute diuretic activity of 8 h at all doses (30, 100 and 300 mg/kg).
Vasodilator action was not verified in a study of mesenteric bed and antioxidant effects
were identified, mainly to the activity of superoxide dismutase. The results obtained in
the morphoanatomical characterization provide subsidies for the identification of C.
pachystachya, as well as the differentiation of the other embaubas. Histochemical and
chemical studies have shown the presence of phenolic acids and flavonoids. The
pharmacological study showed diuretic and antioxidant activity.

Keywords: Quality control. Diuretic. Embauba. Hipotensive. Microscopy.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais pela populacdo brasileira no tratamento de
doencas € considerado uma questdo histérica, onde o conhecimento popular &
transmitido por meio de geragdes (NUNES; BERNARDINO; MARTINS, 2015). Plantas
medicinais possuem principios ativos com acdo profilatica ou terapéutica no
tratamento de doencas ou sintomas (FLOR; BARBOSA, 2015; RIVERA-
MONDRAGON et al., 2017). Nesse sentido, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), regulamentou o uso de plantas medicinais por meio de resolugdes,
indicando a utilizagdo de estruturas vegetativas e reprodutivas como: folhas, flores,
cascas, raizes, sementes e caules, em algumas preparagdes como infusées com agao
terapéutica para utilizacio no Sistema Unico de Satide (SUS) (FLOR; BARBOSA,
2015; RIVERA-MONDRAGON et al., 2017).

Desta forma, o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
implantada em 2006, prop8e: promover e reconhecer as praticas populares e
tradicionais de uso de plantas medicinais e remédios caseiros, além de desenvolver
instrumentos de fomento a pesquisa, desenvolvimento de tecnologias e inovacdes
em plantas medicinais e fitoterapicos, nas diversas fases da cadeia produtiva
(BRASIL, 2016).

Considerando a comercializacao de plantas medicinais e drogas vegetais, a
adulteracdo é um aspecto negativo de destaque. E comum a pratica de adulterar
elou substituir as espécies vegetais com o objetivo de aumentar o lucro. Desde
tempos remotos, esses procedimentos andmalos preocupam aqueles que assumem
como prioridade garantir o efeito terapéutico e preservar a saude publica (BATTISTI
et al., 2013; SARAIVA et al., 2015).

Nesse contexto, o controle da qualidade de drogas vegetais, plantas
medicinais e fitoterapicos tem como um dos objetivos identificar corretamente a
espécie medicinal utilizada, para que os efeitos farmacoldgicos ndo sejam reduzidos
ou exacerbados, acarretando em maleficios & populagcdo (DE BOER; ICHIM,;
NEWMASTER, 2015).

Espécies de Cecropia (Urticaceae) sdo comercializadas na América do Sul,
na forma rasurada, triturada e pulverizada (RIVERA-MONDRAGON et al., 2017).

Entretanto, a principal espécie utilizada C. pachystachya possui poucos estudos
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morfoanatdmicos, que visam a identificacdo da espécie medicinal, bem como poucos
estudos cardiovasculares com enfoque na atividade diurética ou hipotensora. E em
decorréncia do nome popular, sdo confundidas com outras do género ou até mesmo
com espécies de outras familias botanicas, como ocorre com Tetrapanax papyrifer
(Hook.) K. Koch. Uma espécie de outro género semelhante a C. pachystachya, esta
Macaranga gigantea (Rchb.f e Zoll.) Mull. Arg. (Euphorbiaceae) por ambas possuirem
folhas lobadas atingindo comprimento maximo de 60 cm, por alcancarem em média
15 cm de comprimento e por suas sementes serem dispersadas pelos passaros e
morcegos (RAPHAEL et al., 2015).

Nesse contexto, varias espécies sdo conhecidas pela denominagéo vulgar de
embalba e sao utilizadas popularmente para a mesma finalidade terapéutica
(PETENATTI; PETENATTI; DEL VITO, 1998), o que “facilita” a adulteracdo e/ou

substituicdo dessas espécies.

E muitas vezes a denominacdo comum de embauba-vermelha, pau-de-
formiga, ambaiba-tinga, arvore-da-preguica, pau-de-lixa entre outras, sao designadas
para C. pachystachya, e para as espécies Cecropia glaziovii e Cecropia hololeuca
(BERG; ROSSELLI; DAVIDSON, 2005).

O género Cecropia (Urticaceae) apresenta cerca de 70 espécies, com
distribuicdo pantotropical e em regides montanhosas da Bolivia até a Venezuela.
S&o representadas por arvores que vivem em locais Umidos ou semiumidos da

regido neotropical.

Este género difere de outros na familia, por possuir folhas largas, cerca de
30 cm de comprimento e palmatilobadas/peltadas de coloracdo verde-escura
(variando de 5 a mais de 20 lobos maiores e menores), onde os lobos séo
estreitamente obovados e de apice agudo, laminas foliares coriaceas ou
subcoriaceas, conectadas a partir da regido central ao peciolo, com venacao
irradiada, no entanto, os detalhes dessa venacdo podem diferenciar-se entre as
espécies de Cecropia (BERG; ROSSELLI, 2005). O peciolo é longo e circular,
alargado na base, podendo chegar em até 40 cm de comprimento em espécimes
adultas e o género possui inflorescéncias formadas em até 20 espigas protegidas
por espata (BERG; ROSSELLI, 2005; ROMANIUC-NETO; GAGLIOTI; GUIDO,
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2009). Essas infrutescéncias sdo caracterizadas por espigas cilindricas axilares,
pedunculadas, carnosas e aromaticas (SATO; PASSOS; NOGUEIRA, 2008).

A maioria das espécies, incluindo C. pachystachya, vivem em associacdo
com formigas (mirmecofilas), devido a presenca de corpos Millerianos na base do
peciolo e em outras regides da folha, das quais armazenam proteina, lipidios e
carboidratos, atraindo formigas do género Azteca (GONCALVES-SOUZA; PAIVA,
2016).

Na medicina tradicional, epécies de Cecropia séo utilizadas popularmente no
Brasil e na Argentina, no tratamento de afeccdes respiratérias, renais e
cardiovasculares (DUQUE et al., 2016). Quimicamente, acido clorogénico, orientina,
isoorientina, vitexina, isovitexina e catequina estdo presentes em diferentes espécies
do género, a exemplo de Cecropia obtusifolia Bertol, C. peltata L., C. glaziovii Snethl
e C. pachystachya Trécul (RIVERA-MONDRAGON et al., 2017).

Cecropia pachystachya € uma arvore nativa do Brasil, com distribuicdo
geografica em todo territorio nacional (GAGLIOTI, AGUIAR, 2019), habita a América
Central e do Sul (LIMA, 2008; LIU; HUANG, 2016; PACHECO et al., 2014). E
conhecida na medicina tradicional como embauba, umbaulba, arvore-da-preguica,
pau-de-lixa e ambai (LIMA, 2008; PACHECO et al., 2014). Farmacologicamente, C.
pachystachya evidenciou atividades como hipoglicemiante (ARAGAO et al., 2010),
hipotensor (CONSOLINI; MIGLIORI, 2005), anti-inflamatéria (PACHECO et al., 2014)
e antidepressiva (GAZAL et al., 2014).

Considerando que espécies de Cecropia sdo conhecidas popularmente como
embauba e utilizadas na medicina tradicional como antihipertensivo e cardioprotetor,
0 objetivo do presente trabalho é fornecer dados botanicos e quimicos para a
identificacdo e caracterizacdo da planta medicinal e da droga vegetal, fornecendo
subsidios farmacobotanicos e fitoquimicos para o controle da qualidade, além de
verificar os efeitos cardiovasculares e toxicologicos de C. pachystachya, garantindo o
uso efetivo e seguro de preparacdes farmacéuticas provenientes desse material

vegetal.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar as caracteristicas anatdbmicas e quimicas de folhas de Cecropia
pachystachya Trécul, bem como avaliar a toxicidade aguda, atividade antioxidante e

a atividade cardiovascular da fragédo solivel em etanol (FSE).
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar anatomicamente as folhas de C. pachystachya por microscopia
de luz;

e Determinar as caracteristicas histoquimicas das folhas de C. pachystachya;

e Fornecer dados micromorfolégicos de folhas de C. pachystachya por
Microscopia Eletronica de Varredura por Efeito de Campo (FEG);

e Determinar a composi¢ao quimica elementar dos cristais presentes nas folhas
de C. pachystachya;

e Obter FSE e realizar sua caracterizacao fitoquimica por LC-MS;

e Analisar a toxicidade aguda do FSE;

e Avaliar o efeito diurético do FSE apds uma administracdo aguda e prolongada
em ratos;

e Verificar a excrecdo de eletrolitos e os parametros bioquimicos em
consequéncia da administracdo do FSE;

¢ Identificar o efeito antioxidante do FSE;

e Verificar o efeito hipotensor do FSE através da medida direta da presséo
arterial;

e Investigar os possiveis efeitos vasodilatadores do FSE em leito mesentérico

isolado e perfundido.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 PLANTAS MEDICINAIS

O conhecimento sobre as plantas medicinais surgiu na época das primeiras
civilizacdes, com o objetivo de suprir as necessidades basicas de cada individuo, curar
ou prevenir problemas de saude (ALMEIDA, 2011). Atualmente, este saber popular
sobre as espécies medicinais ainda persiste entre 0s grupos étnicos e as
comunidades. Muitas vezes essas sao consideradas como 0 UniCO recurso
terapéutico, sendo, portanto, uma pratica que favorece a disseminacdo do saber
popular por meio da medicina tradicional (LINHARES et al., 2014).

Atualmente essa pratica constitui uma forma alternativa ou complementar de
tratamentos terapéuticos em usuérios do Sistema Unico de Satde (SUS) (BATTISTI
et al., 2013), que é resultante da Politica e Programa Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterdpicos implantada em 2006, sendo que o Decreto n° 5.813, do Ministério da
Saude (MS) preconiza: garantir a populacdo brasileira o acesso seguro e 0 uso
racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o0 uso sustentavel da
biodiversidade, do desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional
(BRASIL, 2016).

Essa politica tem sido implantada no Brasil devido as questdes econdmicas,
tais como o elevado custo dos medicamentos e a tendéncia de moradores de areas
rurais utilizarem recursos naturais, ao invés de medicamentos sintéticos (BATTISTI et
al., 2013).

Além das plantas medicinais, existem os medicamentos produzidos a partir de
espécies vegetais, os denominados fitoterapicos e produto tradicional fitoterapico
(PTF). Estes medicamentos sdo preparados a partir do uso exclusivo de matérias-
primas vegetais, segundo a Resolucdo da Diteroria Colegiada da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), RDC n° 26, de 13 de maio de 2014 (ANVISA, 2014).

No Brasil, a partir da década de 1980, o uso de medicamentos fitoterapicos,
drogas vegetais e plantas medicinais foram incorporados a rede publica de saude, na
atencdo primaria a saude, visando a prevencao de agravos da condicdo de saude de
pacientes (FLOR; BARBOSA, 2015; NUNES; BERNARDINO; MARTINS, 2015). Na
medicina complementar e alternativa, o uso de espécies medicinais sdo opcoes de

baixo custo e contribuem para que a populacdo possa utilizar o conhecimento
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transmitido ao longo das geractes, fazendo-se necessario que as informagdes desse
conhecimento sejam incorporadas em compéndios cientificos, visando o uso
responsavel e eficaz para a prevencéo ou o tratamento de doencas (JUNIOR et al.,
2016).

3.2 PADRONIZACAO BOTANICA

A garantia da qualidade de uma espécie medicinal ocorre desde o momento
da coleta do material vegetal até o processo do consumo pela populacéo e todo esse
processo é respeitado por industrias de fitoterapicos. Nesse contexto, o Controle da
Qualidade é estabelecido por critérios preconizados em farmacopeias ou RDCs
(Resolucéo da Diretoria Colegiada) (SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010).

Diante de conceito, as Farmacopeias estabelecem as normas ou regras
necessarias para o Controle da Qualidade, principalmente no que tange a qualidade
do material vegetal. Com isso, a Farmacopeia € o compéndio farmacéutico oficial que
estabelece os requisitos minimos de qualidade para drogas vegetais, além de
farmacos, insumos, medicamentos e produtos para a saude. Portanto, a Farmacopeia
tem como objetivo estabelecer os requisitos de qualidade e seguranca de
medicamentos e afins, para promover a saude da populacdo (ANVISA, 2019).

Plantas medicinais s@o usadas no tratamento de enfermidades pela
populacdo e apesar disso, efeitos adversos podem ocorrer pela contaminacdo e/ou
pela adulteracdo (falsificacdo e/ou substituicdo) com outras espécies de vegetais,
comprometendo desta forma a qualidade, a eficacia e a seguranca. Nesse sentido, a
pesquisa dos marcadores anatdmicos e quimicos da espécie vegetal, fornecem
subsidios para o controle da qualidade da planta medicinal, da droga vegetal e de
fitoterapicos (FLOR; BARBOSA, 2015; RIVERA-MONDRAGON et al., 2017).

A pesquisa por marcadores morfoanatdmicos ainda auxiliam na identificacao
da espécie vegetal e é considerada a primeira analise inserida na Farmacopeia
Brasileira, sendo caracterizada como andlise, macroscépica e microscopica do
material vegetal e, em algumas monografias, sdo indicadas também as caracteristicas
do po e de adulterantes (ANVISA, 2019).

Outro fato importante a se considerar sdo 0s nomes populares, pois uma
planta pode ser conhecida por muitos nomes comuns e ainda, um nome popular pode
designar varias espécies diferentes. Nesse sentido, espécies de Cecropia sao

conhecidas pela mesma denominacdo comum de embauba e utilizadas popularmente
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para a mesma finalidade terapéutica, como € o caso de Cecropia glaziovii Snethl
(LIMA et al., 2016).

Cecropia pachystachya é utilizada na medicina tradicional para tratar
problemas respiratérios, como bronquite e asma, evidenciando acdo expectorante,
broncodilatadora e mucolitica. Adicionalmente, Petenatti; Petenatti e Del Vito (1998)
relatam que desde os anos 90, C. pachystachya é comercializada na Argentina nas
formas de comprimido e em extrato com acao antitussigena ou afins e por esse motivo

sdo adulteradas com T. papyrifer devido ambas possuirem propriedades analogas.
3.3 FAMILIA URTICACEAE JUSS.

Urticaceae € conhecida como a familia das urtigas e das embalbas
(ROMANIUC-NETO et al., 2013), e esta inserida no grupo das Angiospermas. Inclui
cerca de 54 géneros e 4918 espécies (THE PLANT LIST, 2019), sendo que no Brasil
ocorrem 13 géneros e 102 espécies onde 25 espécies sdo consideradas endémicas
(GAGLIOTI; ALMEIDA-SCABBIA; ROMANIUC-NETO, 2016). Pelo fato de ocorrer a
distribuicdo em todo territorio nacional, a familia Urticaceae habita em diferentes tipos
de vegetacdo, dentre elas, regibes de cerrado, floresta ciliar, floresta ombrofila e
restinga (GAGLIOTI et al., 2019). Aléem do mais, o centro de diversidade desta familia,
encontra-se na regiao tropical (GAGLIOTI; ALMEIDA-SCABBIA; ROMANIUC-NETO,
2016), locais como a Amazonia e a Mata Atlantica, correspondendo a lugares amidos
(ROMANIUC-NETO et al., 2013).

As espécies da familia podem ser arvores, subarbustos ou ervas; monoicas
ou dioicas (GAGLIOTI et al.,, 2019). As flores s&o pequenas - inflorescéncias
(diversificadas em cachos ou espigas; diclinas, actinomorfas ou monoclamideas, com
até 5 tépalas), estipulas, estames curvos ou retos e fruto pequeno, avermelhado do
tipo aquénio. Alguns géneros apresentam tricomas urticantes. Dentre as
caracteristicas intrinsecas do género Cecropia, ocorre 0 aparecimento de latex
translucido (laticiferos) com aspecto mucilaginoso (GAGLIOTI; ALMEIDA-SCABBIA;
ROMANIUC-NETO, 2016; ROMANIUC-NETO et al., 2013).

Urticaceae esta representada por 13 géneros: Boehmeria Jacq., Cecropia
Loefl., Coussapoa Aubl., Hemistylus Benth., Laportea Gaudich., Myriocarpa Benth.,
Parietaria L., Phenax Wedd., Pilea Lindl., Pourouma Aubl., Pouzolzia Gaudich., Urera
Gaudich. e Urtica L. (GAGLIOTI et al., 2019).



18

Alguns géneros podem ser caracterizados por determinados marcadores
morfoanatémicos, a exemplo de tricomas simples ou glandulares urentes, no género
Urera sp. e Laportea sp., inflorescéncias do tipo espiga nos géneros Cecropia sp. e
Myriocarpa sp., além de flores sésseis em espécies do género Parietaria sp.
(GAGLIOTI et al., 2019).

Nesse contexto, muitos trabalhos tém relatado a identificacdo e diferenciacao
de espécies de morfologia similar como é o caso dos géneros Baccharis (BUDEL et
al., 2018; BOBEK et al., 2016), Eucalyptus (MIGACZ et al., 2018), Mikania (ALMEIDA
et al., 2017), Passiflora (WOSCH et al., 2015), Piper (BERTOCCO et al., 2017;
SANTOS et al., 2018) e Schinus (MACHADO et al., 2019).

Adicionalmente, outros estudos abordam a morfoanatomia de espécies
medicinais e seus adulterantes (DE BOER; ICHIM; NEWMASTER, 2015; PETENATTI;
PETENATTI; DEL VITO, 1998; RAMAN et al., 2018).

3.4 GENERO E ESPECIES DE Cecropia

O género Cecropia Loefl. pertence a tribo Cecropieae Dumort.e inclui 70
espécies, sendo que 20 delas estdo distribuidas em todo territério nacional e com
maior diversidade na regido Norte. Espécies de Cecropia sdo encontradas em
diversos tipos de vegetacdo no Brasil: Floresta umida da Amazénia, Mata Atlantica,
Pantanal, caatinga e cerrado (GAGLIOTI; AGUIAR, 2020).

Uma caracteristica marcante desse género é a presenca de latex aquoso
(laticiferos restritos a casca), translicido e que em contato com o ar, torna-se escuro.
O peciolo possui triquilios localizados na base; presenca de estipulas de coloracao
alva ou creme-esverdeada. As inflorescéncias sao axilares em formato de espigas,
geralmente aos pares, frequentemente estipitadas, protegidas por espata decidua. O
género possui flores sésseis ou subsésseis, além da presenca de duas a trés tépalas;
flores pistiladas com perigbnio delgado, indumento de tricomas aracnéideos. Os frutos
séo do tipo aquénios (menores que 5 mm de comprimento) (TREIBER et al., 2016)
com perigbnios crescentes e carnosos quando maduros e endosperma presente.
Anatomicamente, Cecropia apresenta tricomas simples néo urticantes e ndo possuem
cistolitos (GAGLIOTI; AGUIAR, 2019).

Caracteristicas como folhas palmatilobadas e inflorescéncias protegidas por
espatas, sdo aspectos diferenciais dentre outros géneros da familia Urticaceae
(ROMANIUC-NETO; GAGLIOTI; GUIDO, 2009).
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Além dessas caracteristicas gerais, Treiber et al. (2016) destacaram
similaridades morfoldgicas, ecoldgicas e reprodutivas entre as espécies de Cecropia
e de Musanga R. Br., uma espécie vegetal afrotropical e pertencente a Urticaceae.
Dentre as caracteristicas morfologicas similares estéo folhas peltadas, venacéo radial,
auséncia de cistolitos, presenca de estipulas, flores em forma de espigas e frutos
menores que 5 mm de comprimento.

Cecropia € membro da tribo Cecropieae (Urticaceae), que também inclui
outros géneros como, Coussapoa Aubl., Musanga R. Br., Myrianthus P. Beauv.,
Poikilospermum Zipp. ex Miqg., e Pourouma Aubl (TREIBER et al., 2016). Nesse
contexto, é importante destacar que Urticaceae inclui 6 tribos (GAGLIOTI; ALMEIDA-
SCABBIA; ROMANIUC-NETO, 2016).

No Brasil, 0 género inclui as seguintes espécies: Cecropia albicans Trécul, C.
angustifolia Trécul, C. concolor Willd., C. distachya Huber, C. engleriana Snethl., C.
ficifolia Warb. ex Snethl., C. glaziovii Snethl., C. goudotiana Trécul, C. hololeuca Miq.,
C. kavanayensis Cuatrec., C. latiloba Mig., C. membranacea Trécul, C. metensis
Cuatrec., C. obtusa Trécul, C. obtusifolia Bertol., C. pachystachya Trécul, C. palmata
Willd., C. peltata L., C. polystachya Trécul, C. purpurascens C. C. Berg, C. saxatilis
Snethl., C. schreberiana Miquel, C. sciadophylla Mart., C. silvae C. C. Berg, C. strigosa
Trécul, C. ulei Snethl. (GAGLIOTI; AGUIAR, 2019).

3.5 Cecropia pachystachya TRECUL

Cecropia pachystachya Trécul (Urticaceae) possui sinonimias cientificas,
dentre elas: Cecropia adenopus Martius, C. carbonaria Mart. Ex Miq., C. catarinensis
Cuatrec., C. cinerea Miquel, C. cyrtostachya Miq., C. digitata Tenore, C. francisci
Snethl., C. leucophaea Poepp. ex Miq., C. lyratiloba Miqg., C. nivea Poepp. ex Klotzsch
(GAGLIOTI; AGUIAR, 2019).

Cecropia pachystachya é conhecida popularmente como ambahu, ambaiba,
ambaigba, ambaitinga, ambauba, embaiba, caixeta-do-campo, figueira-de-sururina,
ibaiba, ibaituga, imbaucdo, pau-de-preguica, umbaubeira, umbaulba-do-brejo
(LORENZI; MATOS, 2008), embauba, embaubeira, ambaiba, arvore-da-preguica
(DUQUE et al., 2016; LIMA et al., 2016), imbauba-vermelha na Bahia, torém no Ceara
e Piaui, ambaiba-tinga, ambai, ambati, ibaiba, imbalba branca, imbaubao, pau-de-
lixa, pau-de-formiga, embatba-branca em Pernambuco. E uma arvore que atinge até
12 m de altura (BERG; ROSSELLI, 2005) e apresenta caule medindo entre 15-25 cm
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de diametro e flores unissexuadas. Suas folhas sdo asperas e longas e os peciolos
sdo esbranquicados (LIMA et al., 2016). Em campo pode ser reconhecida pelas folhas
descolores, face inferior esbranquicada, estipula cinérea envolvendo a gema apical
(RAMOS et al., 2008).

As folhas sao utilizadas na medicina tradicional com propriedades
antitussigena, expectorante, antiasmatica (YURQUINA et al., 2008), hipoglicemiante
(ARAGAO et al., 2010), antihipertensiva, diurética, anti-inflamatéria, além de serem
utilizadas no tratamento de infecc6es pulmonares (PACHECO et al., 2014). E varios
estudos farmacoldgicos relataram atividades bioldgicas de folhas de C. pachystachya,
a exemplo de antioxidante, cardiotonica (CONSOLINI; MIGLIORI, 2005), citotoxica,
(DUQUE et al., 2016), neuroprotetor (GAZAL et al., 2014) e sedativa (DUQUE et al.,
2016).

Dentre as atividades bioldgicas, destacam-se a hipotensora, observada pela
reducao da enzima conversora da angiotensina (ECA) (MAQUIAVELI et al. 2014) e
pela inibicdo colinérgica no coracéo (RIVERA-MONDRAGON et al., 2017). E também
foi observado que a acao hipotensora era mais intensa em extratos provenientes de
espécimes originadas da zona tropical, em compara¢do com 0s extratos de origem
temperada (MATERA et al., 2016). Cecropia pachystachya também € utilizada em
preparacdes homeopéticas em paises como Brasil e Franga (COSTA et al., 2011).

Quimicamente, extratos de folhas de C. pachystachya revelaram a presenca
de compostos fendlicos, a exemplo de orientina, acido clorogénico, isoorientina,
catequina, epicatequina, isoquercitina, isovitexina, vitexina, rutina, além de
procianidina B2 e sitosterol (DUQUE et al., 2016; LIMA et al., 2016).

Em se tratando dos compostos quimicos de C. pachystachya, os flavonoides
vitexina, isovitexina e rutina sdo o0s responsaveis pelo efeito antipasmédico da
espécie. A vitexina e a isovitexina inibiram a contracdo colinérgica, sendo que a
vitexina bloqueou os canais de calcio, promovendo efeito hipotensor. Adicionalmente,
o efeito anti-inflamatério observado foi relacionado a presenca do acido clorogénico
no extrato (MATERA et al., 2016). Extratos metandlicos de folhas de C. pachystachya
evidenciaram atividades hipoglicemiante e anti-inflamatoria; extratos hexanicos
mostraram apenas atividade anti-inflamatéria, enquanto que os extratos aquosos
apresentaram efeito hipotensor, cardiotonico e sedativo em estudo de PACHECO et
al. (2014). Atividades cardiovasculares e anti-inflamatérias observadas em C.

pachystachya e C. glaziovii estdo relacionadas a presenca de flavonoides como
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catequinas e proantocianidinas, terpenos, além de compostos esteroidais (RIVERA-
MONDRAGON et al., 2017).

3.6 HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA (HAS)

A hipertenséo arterial sistémica € uma doencga cronica e € considerada um
dos principais problemas de saude publica no Brasil (SILVA; OLIVEIRA; PIERIN,
2016). A HAS é multifatorial, sendo caracterizada por niveis altos da presséao arterial.
Esta relacionada as alteracdes de alguns 6rgdos como coracdo, rins e vasos
sanguineos e disfuncdes metabdlicas (BRASIL, 2010). A hipertens&o contribui para
0s riscos cardiovasculares, sendo considerada uma das principais causas de
mortalidade na populacdo. Além disso, favorece a elevacdo de risco de acidente
vascular encefalico (SILVA; OLIVEIRA; PIERIN, 2016). Nesse contexto, devido as
complicacbes que essa doenca pode desenvolver, observa-se que a hipertenséo
arterial € um tema que apresenta bastante relevancia na sociedade (LOPES, 2014).

Por se tratar de uma doenca crénica, a HAS necessita de um
acompanhamento para a vida toda, sendo que requer medidas farmacologicas e ndo
farmacologicas a fim de manter a pressao arterial controlada (RADOVANOVIC et al.,
2014). Um fator considerado importante que esteja envolvido na hipertensao arterial
€ a hiperatividade do sistema renina-angiotensina-aldosterona e a disfuncéo endotelial
(PIRES et al., 2014). Para ocorrer uma reducao da pressao arterial existem farmacos
gue atuam nesse sistema, os denominados inibidores da enzima de converséo da
angiotensina (IECA), os quais inibem a converséo da angiotensina | em angiotensina
I (substancia vasoconstritora) e consequentemente, ocorre uma atividade
hipotensora (MENDES; CARDOSO, 2016), e os diuréticos, sendo a hidroclorotiazida
0 medicamento mais prescrito para o tratamento farmacoldgico da doenca (OLIVEIRA
et al., 2017).

O sistema renina-angiotensina-aldosterona também pode aumentar a
atividade do Sistema Nervoso Simpatico resultando numa vasoconstricdo dos vasos
sanguineos. Além disso, a vasopressina pode estar envolvida no quadro da
hipertenséo, sendo considerada um hormonio que atua na reabsor¢cdo de agua nos
rins (SEMIONATTO et al., 2017).
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Nesse sentido, considera-se importante o estudo de novas alternativas para
o tratamento medicamentoso, principalmente com base na etnofarmacologia de

plantas medicinais que possuem efeitos anti-hipertensivos.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL BOTANICO

Folhas de Cecropia pachystachya Trécul foram coletadas no municipio de
Tuneiras do Oeste, Parana, Brasil, num trecho da BR-487 (Estrada Boiadeira), sob
coordenadas (23° 52’ 14” S e 52° 52’ 34” W), em abril de 2016. Uma amostra da
espécie foi identificada pela taxonomista Dra. Inés Janete Matozzo Takeda e
depositada no Herbario da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG), sob
namero de registro 22306 (Figura 1). O acesso ao material vegetal foi autorizado pelo
Conselho de Gestdo do Patriménio Genético (CGEN / SISGEN) de acordo com o

registro AE93A56.

Figura 1 — Imagem da exsicata da folha de Cecropia pachystachya
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4.2 ESTUDO FARMACOBOTANICO
4.2.1 Estudo anatémico

Folhas de C. pachystachya foram fixadas em solucéo de FAA 70 (formaldeido
37%, acido acético glacial e etanol 70%) (JOHANSEN, 1940) por cinco dias e
conservadas em solucéo etandlica 70% (v/iv) (BERLYN; MIKSCHE, 1976). Seccdes
transversais de folhas da espécie foram feitas a mao livre e submetidas a dupla
coloracdo com azul de astra e fucsina basica (ROESER, 1962), para a visualizacéo
das estruturas anatomicas. A nervura central foi seccionada transversalmente na
porgéo proximal, medial e distal do lobo de menor comprimento e do lobo de maior
comprimento. Laminas semipermanentes foram montadas com uma gota de glicerina
50%, laminula de vidro e vedadas com esmalte incolor (lutagem) (KRAUS; ARDUIN,
1997).

A diafanizag&o das folhas foi realizada conforme técnicas descritas por Kraus
e Arduin (1997), e também foram feitas secc¢fes transversais para a visualizacdo das
estruturas em vista frontal (epiderme e anexos).

Fotomicrografias das laminas semipermantes foram capturadas através do
microscoépio 6ptico Olympus CX31 acoplado a uma camera digital Olympus C-7070,

do laboratorio de Farmacognosia da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG).
4.2.2 Analise histoquimica

Foi utilizado material fixado para a analise histoquimica, sendo testados as
seguintes solucbes reagentes: Sudam Il para verificar compostos lipofilicos
(FOSTER, 1949), cloreto férrico (1%) (JOHANSEN, 1940) e dicromato de potassio
(10%) (GABE, 1968) para detectar substancias fendlicas, floroglucina cloridrica para
evidenciar estruturas lignificadas (SASS, 1951), solucdo de iodo (2%) para identificar
graos de amido (BERLYN; MIKSCHE, 1976) e azul de metileno (0,1%) para revelar
compostos mucilaginosos (JOHANSEN, 1940).

Fotomicrografias das laminas semipermanentes dos testes histoquimicos

foram capturadas pelo microscépio previamente descrito.
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4.2.3 Microscopia eletronica de varredura por efeito de campo (FEG) e espectroscopia
de energia dispersiva de raios X (EDS)

Para a analise das ultraestruturas de folhas de C. pachystachya, foram
utilizadas as amostras armazenadas em etanol 70%. A partir dessas solucdes, as
amostras foram desidratadas em série etandlica crescente (alcool 80%, alcool 90%,
sendo em alcool PA duas vezes). O material foi colocado em stubs de aluminio,
recoberto por ouro em aparelho Sputter Coater SC7620. A analise das amostras foi
realizada em microscépio eletrénico de varredura por meio efeito de campo (Mira 3

Tescan — Oxford Instruments, Oxford, UK).

Microandlises quantitativas e qualitativas dos cristais foram feitas no mesmo
instrumento acoplado ao detector de EDS, localizado no Complexo de Laboratoérios

Multiusuarios (C-labmu), da Universidade Estadual de Ponta Grossa - UEPG.
4.3 ESTUDO ETNOFARMACOLOGICO
4.3.1 Preparacao de extratos aquosos purificados

Folhas de C. pachystachya foram secas em estufa a 40 °C por sete dias, no
laboratério de Farmacognosia da UEPG. O material foi cortado, pulverizado e os
extratos foram obtidos através da infusdo das folhas. A infuséo foi preparada com a
utilizacdo de 100 g da planta pulverizada e 1 L de agua em ebulicdo (95 °C). A
extracdo dos metabdlitos secundarios ocorreu num intervalo de 5-6 h, até atingir a
temperatura ambiente (25 °C). Em seguida, a infusao foi tratada com trés volumes de
etanol, da qual originou um precipitado e uma fracdo soluvel em etanol (FSE). Esta
fracdo foi filtrada, concentrada e liofilizada. O processo de liofilizac&o foi realizado por
um liofilizador (Terroni LD 1500) no Complexo de Laboratérios Multiusuéarios (C-
labmu) da UEPG. Posteriormente, FSE foi mantida sob congelamento (-20 °C) até o

momento das analises farmacoldgicas e da caracterizacao fitoquimica.
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4.3.2 Caracterizacao fitoquimica dos extratos de C. pachystachya por cromatografia
liguida com deteccéo por arranjo de diodos, acoplada a espectrometria de massas
tandem (CLAE-DAD-EM/EM)

Para a identificacdo dos constituintes presentes em FSE, amostras dos
extratos foram preparadas a uma concentracdo de 1 mg/mL (em metanol e agua
deionizada 7:3, v/v), filtradas em filtros de PTFE (Millex 0,22 mm x 13 mm, Millipore)
e injetadas (1 yL) no cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) via autoinjetor. As
analises foram realizadas em cromatografo UFLC Shimadzu LC-20AD com injetor
automaético e forno, o qual estava acoplado a um detector de arranjo de diodos (DAD)
e a um espectrometro de massas (MicroTOF-QIII, Bruker Daltonics, Billerica, MA,
USA) com fonte de ionizacdo por eletrospray (IES) e analisador do tipo quadruplo e
de tempo de v6o. A cromatografia foi desenvolvida em uma coluna Kinetex C18 (2,6
Mm, 150 x 2,1 mm, 100A) acoplada a uma pré-coluna de mesmo material, ambas da
marca Phenomenex. A temperatura da coluna foi mantida a 50 °C com uma vazao de
0,3 mL/minuto. A fase movel utilizada foi composta por agua deionizada e acetronitrila,
ambos contendo 0,1% de acido formico. O gradiente de eluicdo aplicado teve o
aumento do contetdo de acetonitrila injetado, sendo que 3% em 2 minutos, de 3% a
25% em 23 minutos, de 25% a 80% em 15 minutos e 80% em 3 minutos. Todas as
amostras foram monitoradas entre 240-800 nm e analisadas em modos de ionizagéo
positiva e negativa, com intervalo de (120 — 1200 m/z e energia de colisdo 30-65 eV
por aquisicao automatica).

Os resultados foram registrados por Data Analysis software versédo 4.2
(Bruker) e compostos foram identificados com base no tempo de retencéo e
fragmentagcdo, comparados a literatura e ao espectro ultravioleta. Aguns compostos
poderiam ser confirmados pelos padrées. As formulas moleculares foram
determinadas com base em massas, dos quais foram considerados erros de no

maximo + 10 ppm.



27

4.3.3 Avaliagéo de seguranca e eficacia
4.3.3.1 Animais

Ratos Wistar de ambos os sexos (316 — 480 g) foram adquiridos da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), Dourados, Mato Grosso do Sul,
Brasil e mantidos sob condi¢des controladas de temperatura 22 + 2 °C; 12 h de ciclo
de luz/escuro; e acesso livre de racdo e agua. Todos os procedimentos foram
previamente aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFGD
(CEUA/UFGD; protocolo n°® 40/2017) e seguiram as diretrizes do Conselho Nacional
de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA).

4.3.3.2 Estudo de toxicidade aguda

A avaliacdo da toxicidade oral aguda foi realizada em ratos fémeas de acordo
com o protocolo n. 425 estabelecido pela Organization for Economic Co-operation and
Development (OECD) de 2008. Apds 8 h de jejum, uma dose de 2000 mg/kg de FSE
foi administrada em ratos (n = 5) por gavagem (Figura 2). O grupo controle (n = 5) foi
tratado com agua filtrada (1 mL/100 g). Apds 1 h dos tratamentos os ratos foram
alimentados. Parametros comportamentais e clinicos que evidenciam sinais de
toxicidade ou morte foram monitorados durante as primeiras 8 h ap6s a administracédo
de FSE, e diariamente por 14 dias. O ganho de peso corporal e o consumo de agua e
racdo foram monitorados e registrados diariamente. Além disso, possiveis mudancas
de comportamento induzidos pelo FSE, segundo os parametros do screening
hipocratico foram observados, sendo: estado de consciéncia, atividade e coordenacgéo
do sistema motor, tdonus muscular, atividades do sistema nervoso central, reflexos
corneal e acustico e atividades do sistema nervoso autbnomo (MALONE;
ROBICHAUD, 1962).

Na noite anterior ao dia da eutanasia, os ratos ficaram em jejum alimentar e
com acesso livre a agua. No 15° dia os animais foram eutanaziados através da
inalagdo de isoflurano (acima de 20% em camara de saturacao), seguido do processo
de exsanguinacdo. Orgdos reprodutivos (ovarios e Gtero) e 6rgdos vitais (coracao,
pulméo, figado, baco e rins) foram removidos para a determinacdo do peso relativo

de cada orgao (peso absoluto do 6rgdo x 100/ peso corporal de cada animal) e
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examinados macroscopicamente. Somente os 6rgdos vitais foram enviados para

analise histopatolégica, a qual foi realizada por veterinarios patologistas da UFGD.

Figura 2 — Gavagem oral (administracéo de FSE) em ratos Wistar

Fonte: A autora

4.3.3.3 Estudo da atividade diurética aguda

A atividade diurética aguda foi avaliada de acordo com a metodologia descrita
por Gasparotto Junior et al. (2009). Ratos machos em jejum foram divididos em cinco
grupos (n = 6) e receberam uma dose de 5 mL/100 g de solucédo salina isotdnica (0,9%

NaCl) para impor uniformidade corporal de sal e agua. Apos 1 h, cada grupo foi



29

tratado, pela via oral (gavagem), com o FSE em diferentes doses (30, 100 e 300
mg/kg), hidroclorotiazida (HCTZ; 25 mg/kg — grupo controle positivo) ou veiculo (Agua
filtrada 1 mL/100 g - grupo controle negativo) (Figura 2). Imediatamente apés os
tratamentos, os ratos foram colocados em gaiolas metabolicas (Figura 3), com livre
acesso a racao e a agua. Amostras de urina foram coletadas em cilindros graduados
(Figura 4) e os volumes registrados nas primeiras 4 h e 8 h (todos os resultados foram
expressos em mL/100 g de peso corporal). O pH e a densidade das amostras de urina
fresca foram determinadas com a utilizagdo de um aparelho digital medidor de pH
(Q400MT; Quimis Instruments, Brazil) e através de um refratdmetro portatil (NO107;
Nova Instruments, Brazil), respectivamente. Ao final dos experimentos, os niveis de
sédio (Na*), potassio (K*) e cloreto (CI) foram quantificados nas amostras urinarias
utilizando um analisador automatizado (Roche ®; Cobas Integra 400 plus). A carga
excretada (excretion load — El) dos eletrdlitos Na*, K* e CI- foi obtida pela multiplicacao
da concentracdo do eletrélito (mEg/L) pelo fluxo urinario (mL/min). Esses resultados

foram expressos em yEq/min/100 g de peso corporal.

Figura 3 — Gaiolas metabolicas dos experimentos da diurese

Fonte: A autora
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4.3.3.4 Estudo da atividade diurética prolongada

Diferentes doses de FSE (30,100 e 300 mg/kg), hidroclorotiazida (HCTZ; 25
mg/kg) ou veiculo (agua filtrada; 1 mL/100 g) foram administradas oralmente por
gavagem em cinco grupos de ratos machos (n = 6) por sete dias. Cada grupo de
animais foi mantido em gaiolas metabdlicas individuais (Figura 3) durante os sete dias
de experimento. O volume urinéario foi coletado em cilindros graduados (Figura 4) a
cada 24 h. Parametros como pH, densidade, e a concentracao de eletrolitos (Na*, K*
e CI) foram analisados nas amostras urinarias.

Figura 4 — Cilindros volumétricos localizados em gaiolas metabdlicas para a coleta das amostras
urinarias

Fonte: A autora
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4.3.3.5 Avaliagdo da atividade antioxidante

Amostras de tecidos renais e cardiacos (ventriculo esquerdo) foram obtidas a
partir de animais tratados com diferentes doses de FSE (30, 100 e 300 mg/kg) por
sete dias e de animais tratados com hidroclorotiazida (HCTZ) ou veiculo (agua filtrada,
1 mL/100 g). Os tecidos foram homogeneizados em tampéao fosfato (0,1 M; pH 6,5)
diluido 1:10. A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi analisada conforme
métodos descritos por Gao et al. (1988). Os niveis de lipoperéxidos (LPO) foram
avaliados segundo a metodologia descrita por Sedlak e Lindsay (1968). A atividade
da catalase (CAT) foi analisada conforme métodos descritos por Beers e Sizer (1952).
Os resultados foram expressos em unidades/mg de proteina, sendo que SOD/mg de
proteina para superéxido dismutase (SOD), mmol de hidroperéxidos para niveis de

lipoperéxidos (LPO) e mmol/min/mg de proteina para atividade da catalase (CAT).
4.3.3.6 Efeitos sobre a presséao arterial e frequéncia cardiaca

A atividade hipotensora aguda foi avaliada segundo métodos descritos
previamente (GASPAROTTO JUNIOR et al., 2011). Previamente, diferentes grupos
de ratos machos foram anestesiados pela via intramuscular (IM) com uma associa¢ao
de cetamina (100 mg/kg) e xilazina (20 mg/kg). Em seguida, uma injecdo em bolus de
heparina (50 Ul) foi administrada pela via subcutanea. A artéria carétida esquerda foi
isolada, canulada e conectada a um transdutor de pressao acoplado a um sistema de
gravacdo PowerLab® (Chart, v 4.1; ADI Instruments; Castle Hill, Australia) para
registrar a pressao sanguinea arterial sistolica (SBP), diastélica (DBP), média (MAP)
e a frequéncia cardiaca (HR). Depois da estabilizacdo hemodinamica (15 min),
diferentes grupos de ratos receberam o FSE (30, 100 ou 300 mg/kg), hidroclorotiazida
(25 mg/kg) ou veiculo (agua filtrada; 1 mL/100 g) por via intraduodenal. Apos um
periodo de 25 minutos para absorcéo e estabilizacdo hemodinamica, as variacdes da

SBP, DBP, MAP e HR foram registrados por mais 5 minutos.
4.3.3.7 Avaliacao bioquimica

As amostras sanguineas (3 mL) foram coletadas a partir de uma canula
inserida na artéria carotida dos animais, ap0s o processo de registro da pressao
arterial e da frequéncia cardiaca. O soro foi separado das amostras sanguineas pela

centrifugacdo (10 minutos, 2000 x g) e destinado a mensuracdo dos niveis de
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eletrdlitos (Na*, K* e CI") através do eletrodo de ion-seletivo. Os niveis de aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), ureia e creatinina foram
guantificados pelo analisador bioquimico automatico (COBAS INTEGRA 400 plus;
Roche ®).

4.3.3.8 Investigagdo dos efeitos vasodilatadores do ESCP em leito mesentérico
isolado e perfundido

Ratos machos normotensos foram anestesiados com cetamina (100 mg/kg) e
xilazina (20 mg/kg) via intraperitoneal. Leitos vasculares mesentéricos foram isolados
(LVM) e preparados conforme a metodologia descrita por McGregor (1965). LVM (n =
5) foram colocados em banho e perfundidos (4 mL/min) com solucao salina fisiol6gica
(composicdo em mM: NaCl 119; KCI 4,7; CaClz 2,4; MgSOa4 1,2; NaHCOs3 25,0;
KH2PO4 1,2; dextrose 11,1 e EDTA 0,03) a 37 °C e na presenca de 95% 02/5% COa.
Mudancas na pressao de perfusao (PP, mm Hg) foram registradas por um transdutor
de presséo acoplado a um sistema de gravacdo PowerLab®, e aplicado ao programa
(Chart, v 4.1; ADI Instruments; Castle Hill, Australia). Apds 45 minutos de
estabilizacdo, a integridade do leito foi verificada através da injecdo em bolus de KCI
(120 mmol). Para verificar a viabilidade endotelial das preparacdes, diferentes LVM
foram continuamente perfundidas com solucdo salina fisiolégica adicionada e
fenilefrina (3 uM) para induzir o aumento prolongado da presséao de perfusédo (PP).
Sob essas condi¢des, uma injecdo em bolus de acetilcolina (1 nmol) foi administrada,
e a reducdo da PP foi mensurada. Com o objetivo de remover o endotélio dos LVM,
algumas preparactes foram perfundidas com a soluc¢éo salina contendo deoxicolato
de sodio (1,8 mg/mL) por 30 segundos. Em seguida, para confirmar a perda da
capacidade da resposta endotelial, preparacdes foram continuamente perfundidas
com a solucéo salina adicionada a fenilefrina (3 puM), e quando foi sustentado o
aumento da PP, uma dose de acetilcolina (1 nmol) foi diretamente aplicada no sistema
de perfuséo.

LVM com ou sem a funcéo endotelial foram continuamente perfundidos com
solucdo salina e fenilefrina (3 uM). Apdés o periodo de estabilizacdo, diferentes
preparacgdes receberam injecbes em bolus contento FSE (0,003; 0,01; 0,03; 0,1; 0,3 e
1 mg), e a reducado da PP foi mensurada. Cada dose foi somente administrada apos
a pressao de perfusédo ter retornado ao mesmo valor registrado anteriormente a

injegdo, com um intervalo minimo de 3 minutos entre as doses.
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4.3.4. Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram feitas atraves da Analise de Variancia de uma
via seguido pelo teste de Dunnett’s ou pelo teste t de Student’s quando aplicaveis. Os
resultados foram expressos como a média + erro padrdo da média (E.P.M) e os
valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os gréaficos e
as analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software GraphPad Prism
versao 7.0 (GraphPad® Software, San Diego, CA, USA).



34

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ESTUDO FARMACOBOTANICO
5.1.1 Estudo anatémico

A folha de C. pachystachya (Figura 5a, b), em vista frontal, possui as paredes
anticlinais das células epidérmicas ondeadas e delgadas (Figura 5c), enquanto que
na face abaxial sdo sinuosas (Figura 6d). A epiderme é recoberta por cuticula estriada
e delgada em ambas as faces. InUmeras papilas evidentes sdo observadas apenas
na face adaxial (Figura 5c-e) e (Figura 6b, c). Cuticula delgada também foi encontrada
em C. latiloba (WALDHOFF; PAROLIN, 2010). E em Cecropia longipes Pittier e
Cecropia peltata L. foram vistos em vista frontal paredes anticlinais sinuosas e
delgadas na face adaxial, enquanto que em C. membranacea as paredes sao retas e
delgadas (GONZALEZ; VEGA, 2020).

A epiderme representa o sistema de revestimento do corpo vegetal
geralmente em estrutura primaria, e é formada usualmente por uma camada de
células organizadas compactamente (FAHN, 1982; RUDALL, 1994). O formato das
células pode ser isodiamétrico, alongado ou irregular. Em vista frontal, as paredes
anticlinais das células epidérmicas podem ser retas, ondeadas ou sinuosas (UPTON
et al., 2011).

Todas as partes aéreas de plantas superiores possuem cuticula e esta pode
se apresentar como um carater diagnéstico na microscopia botanica (METCALFE
CHALK, 1983, UPTON et al., 2011). A cuticula pode ser delgada ou espessa e lisa,
estriada ou papilada, sendo que as estrias podem ser curtas ou longas e apresentar
orientacado regular ou aleatéria (RUDALL, 1994).
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Figura 5 — Morfoanatomia de folhas de Cecropia pachystachya

Fonte: A autora

Escalas:a=8m, b =27 cm, ¢ =50 um, d =200 um, e = 20 pum.

Legenda: [c: microscopia de luz; d, e: FEG]. a: Planta no habito. b: Limbo foliar. c-e: Vista frontal da
epiderme das folhas (face adaxial). [lo: lobo maior; sh: lobo menor; pe: peciolo; pa: papila; nt1, ntz:
tricoma nao glandular; ut: tricoma unisseriado].
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Nesse estudo, a composi¢do quimica elementar dos cristais foi determinada
por EDS (espectroscopia de energia dispersiva de raios X). Cristais sdo formados
pelas plantas, principalmente, para detoxificar acido oxalico soltivel em sais de célcio
insoluveis, para manter o equilibrio ibnico e para a defesa contra o ataque de
herbivoros (BOEGER; WISNIEWSKI, 2003). Ndo somente a presenca, mas também
a forma dos cristais € caracteristica para determinada espécie e pode ser utilizado
como marcador anatémico (HE et al., 2014; UPTON et al., 2011).

No atual trabalho, C. pachystachya possui cristais prismaticos de oxalato de
calcio sobre a superficie epidérmica, em ambas as faces (Figura 6c, €). Cristais sobre
a epiderme também foram observados em espécies de diferentes géneros, a exemplo
de Eucalyptus (MIGACZ et al., 2018), Piper (SANTOS et al., 2018), Amaranthaceae
(TOLOUEI et al., 2019 a) e Violaceae (TOLOUEI et al., 2019 b). Dessa forma, essa

caracteristica pode auxiliar na identificacdo da espécie.

Os estbmatos estdo localizados na maioria das vezes na epiderme foliar,
podendo serem encontrados em menor quantidade em peciolos e caules jovens. S&o
responséveis pelas trocas gasosas e pelas transpiracdes que ocorrem na espécie
vegetal. Esses pequenos 6rgaos sao formados por duas células-guarda e por um
ostiolo (fenda estomatica). Essas células-guarda sé&o consideradas estruturas com
formas diferenciadas, originarias das ceélulas epidérmicas. Além das células-guarda,
existem as células subsididrias que podem ser diferentes das demais células
epidérmicas, classificando os estdmatos em varios tipos (APPEZZATO-DA-GLORIA;
GUERREIRO-CARMELLO, 2006).

Os estdmatos séo classificados quanto a origem, niumero e formas das células
subsidiarias. Contudo, a classificacdo mais utilizada para os estdmatos esta
relacionada com a forma das células subsidiarias, ocorrendo 0s seguintes tipos
classicos: anomociticos, anisociticos, paraciticos, diaciticos e actinociticos. Quanto a
localizagdo na lamina foliar, os estdbmatos podem estar presentes somente na face
adaxial (epiestomética), exclusivamente na face abaxial (hipoestomatica) ou em
ambas as superficies (anfiestomatica) (APPEZZATO-DA-GLORIA; GUERREIRO-
CARMELLO, 2006).

Nesse contexto, o presente trabalho evidenciou em C. pachystachya

estbmatos anomociticos somente na face abaxial, caracterizando a folha como
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hipoestomatica (Figura 6d, e). Caracteristica similar foi também observada para essa
espécie por Jorge; Markman e Ferro (1998), contudo folhas epiestomaticas foram
encontradas em C. latiloba (WALDHOFF; PAROLIN, 2010). Estdbmatos anomociticos
também foram encontrados em C. membranacea, C. longipes e C. peltata, entretanto
nas duas Ultimas espécies apararecem estdmatos isotriciticos na face adaxial. As
folhas de C. longipes e C. peltata sdo anfiestomaticas, sendo caracteristicas
diferenciais de C. pachystachya, enquanto que C. membranacea € hipoestomatica
(GONZALEZ; VEGA, 2020).

Tricomas sdo anexos epidérmicos responsaveis pela protecdo e equilibrio
hidrico do vegetal, e podem estar presentes em folhas, peciolos, flores e frutos. De
uma maneira geral, os tricomas se diferenciam em tectores e glandulares, sendo que
0s tricomas tectores possuem maior diversidade quanto a tamanho, numero de células
e formas do que os tricomas glandulares (CUTLER; BOTHA; STEVENSON, 2011).

A importancia da identificacdo de tricomas de espécies vegetais esta inserida
no contexto do Controle da Qualidade, por serem considerados marcadores
anatdbmicos que auxiliam na autenticacdo uma dada espécie, podendo diferenciar
espécies de determinado género ou de familias botanicas (CUTLER; BOTHA,;
STEVENSON, 2011).

No género Cecropia sdo encontrados seis tipos de tricomas, a saber:

a) Unicelulares, relativamente espessados, retos ou curvados e uncinados,
encontrados em Cecropia hispidissima Cuatrec. e Cecropia megastachya Cuatrec.,
sendo considerados semelhantes aos tricomas de Urticaceae. Esses tricomas,
geralmente, quebram na base, deixando a superficie epidérmica rugosa,;

b) Unicelulares, delgados, entrelacados, comumente esbranquicado ou
amarronzados. Este tipo € denominado aracnoide ou teia-de-aranha e € geralmente
encontrado em bracteas, estipulas, peciolo e em ambas as faces da lamina foliar,
além de estarem presentes em C. glaziovii e C. palmata,;

c) Tricomas pluricelulares alongados, moniliformes e globulares. Eles sao
amarronzados, podendo ser avermelhados ou arrouxeados. S4o comuns em Orgaos
jovens;

d) Tricomas cistoliticos sdo encontrados na face adaxial foliar;
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e) Tricomas glandulares pluricelulares em forma de clava estédo presentes em
praticamente todas as espécies de Cecropia e em outros géneros de Urticaceae,
como Coussapoa e Myrianthus;

f) Corpos Millerianos ocorrem em grupos formando um indumento denso.
Esses sao elipsoides a oblongos e medem de 1-2 mm de comprimento e séo
geralmente esbranquicados. Contudo, em Cecropia chlorostachya C. C. Berg e P.
Franco sdo rosados e em C. hispidissima sdo rosa e medem cerca de 3 mm de
comprimento (BERG; ROSSELLI; DAVIDSON, 2005).

Os corpos Miillerianos e os tricomas glandulares em forma de clava ou “pearl
bodies” (corpusculos em pérolas) produzem compostos para atrair formigas com o
objetivo de garantir protecéo contra herbivoros (OLIVEIRA; CORREA, 2015), além de
fornecerem nitrogénio as plantas através das fezes (JANZEN 1969; LONGINO, 1989).
Outra funcdo desempenhada para essa interacao entre as espécies de Cecropia e as
formigas € evitar a destruicdo das folhas dessas espécies por formigas ou por outros
artrépodes (BERG; ROSSELLI, 2005).

Os compostos presentes em corpos Mullerianos e em “pearl bodies” séao
formados basicamente por lipidios, glicogénio e proteinas que alimentam as formigas
do género Azteca, sendo esses insetos presentes no interior de troncos ocos e em
ramos fistulosos das espécies de Cecropia (GONCALVES-SOUZA; PAIVA, 2016;
OLIVEIRA; CORREA, 2015). Estruturalmente, corpos Millerianos estéo localizados
entre uma por¢cao aveludada na base do peciolo, denominados de triquilios, que s&o
tufos pardos de pélos pluricelulares (BERG, 1978). Enquanto que, corpusculos em
pérolas ocorrem em algumas espécies de Cecropia e localizam-se na face abaxial da
folha. No entanto, a presenca de triquilios em C. pachystachya ocorre de forma tardia,
devido as folhas serem de vida curta (OLIVEIRA; CORREA, 2015). Em algumas
espécies de Cecropia, triquilios ndo sdo encontrados, como observado em C.
hololeuca, Cecropi pittieri B. L. Rob. ex A. Stewart, C. sciadophylla e Cecropia tacuna
C. C. Berg e P. Franco. E importante destacar que triquilios podem estar ausentes ou
presentes em varios estagios do desenvolvimento do vegetal (BERG; ROSSELLI;
DAVIDSON, 2005). Como € o caso de C. latiloba e C. membranacea, nas quais 0s
triquilios podem surgir entre 40 e 50 anos de idade na planta (BERG; ROSSELLI,
2005).
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Os triquilios foram identificados na base do peciolo das folhas de C.
pachystachya, como tufos de tricomas tectores unicelulares (Figura 7a). Varios
agrupamentos de cristais prismaticos de oxalato de calcio foram identificados entre os

triquilios (Figura 7b).

A presenca de triquilios pode ser verificada em 44 espécies de Cecropia, a
exemplo de Cecropia engleriana, C. gaziovii e C. membranacea e sao caracterizados
como indumento marrom com tricomas curtos; em C. ficifolia os triquilios sé&o
amarronzados sendo intercalados por longos tricomas brancos; em C. goudotiana o
indumento € marrom com longos tricomas acinzentados a brancos; em C.
kavanayensis o indumento é amarronzado com tricomas unicelulares curtos de
amarronzados a esbranquicados; C. latiloba apenas aparecem tricomas
amarronzados (BERG; ROSSELLI, 2005). Adicionalmente, a auséncia de triquilios foi
constatada em C. hololeuca, Cecropia pittieri B. L. Rob. ex A. Stewart, C. sciadophylla
e Cecropia tacuna C. C. Berg & P. Franco (BERG; ROSSELLI, 2005).

Goncalves-Souza e Paiva (2016) relataram que “pearl bodies” ndo sé&o
considerados tricomas, apesar de Berg; Rossselli e Davidson terem denominados
“pearl bodies” como tais estruturas. Os corpusculos em pérolas sao os verdadeiros
responsaveis por produzirem alimentos as formigas em folhas de C. pachystachya.
Adicionalmente, Gongalves-Souza e Paiva (2016) comprovaram que “pearl bodies”
estdo presentes em C. pachystachya apenas em nervuras longas de folhas jovens.
No presente estudo, os corpusculos em pérolas foram identificados na face abaxial
das folhas jovens de C. pachystachya (Figura 7c, d). Esses corpusculos também foram
identificados em C. longipes, C. membranacea e C. peltata (GONZALEZ; VEGA,
2020).
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Figura 6 — Morfoanatomia das folhas de Cecropia pachystachya

Fonte: A autora

Escalas: a-c, e,f =20 um, d =50 pm.

Legenda: [d: microscopia de luzl; a-c, e,f: FEG]. a-f: Vista frontal da epiderme foliar (a-c: face adaxial;
d-f: face abaxial). [nt1, nt2: tricoma ndo glandular; pa: papila; pr: cristal prismatico; st: estdbmato; ft: tricoma
filariforme].
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Dentre os seis tipos de tricomas descritos para o género Cecropia, C.
pachystachya possui trés tipos de tricomas tectores, a. tricoma tector unicelular,
simples, conico e de paredes espessadas (Figura 5d, 6a, b, e, f), sendo denominado
de tricoma cistolitico de acordo com Berg; Rosselli e Davidson (2005), podendo ser
de base alargada ou ndo, estando presentes em ambas as faces, contudo em menor
guantidade na face abaxial; b. tricoma filariforme, longo e contorcido (Figura 6e, f),
ocorrendo somente na face abaxial; c. tricoma tector pluricelular unisseriado formado
por cerca de cinco células (Figura 5d), ocorrendo em ambas as faces. Estes tricomas
foram denominados por Berg e Rosselli (2005) como moniliformes e globulares.

Tricomas conicos unicelulares séao caracterizados como idioblastos por
conterem cistolitos ou litocistos na base do tricoma, sendo formados principalmente
por carbonato de calcio e silicio. Esse tipo de tricoma foi identificado também em C.
obtusa, C. peltata e C. longipes na face adaxial, entretanto esta ausente em C.
membranacea (GONZALEZ; VEGA, 2020).

Tricomas tectores na epiderme superior e tricomas filariformes na epiderme
inferior também foram descritos para C. latiloba (WALDHOFF; PAROLIN, 2010) e C.
glaziovii (JUNIOR et al., 2004). No entanto, tricomas glandulares foram observados
nessas espécies somente na face adaxial (WALDHOFF; PAROLIN, 2010).

Tricomas filariformes sdo o0s responsaveis por conferir o aspecto
esbranquicado da parte inferior do limbo foliar de C. pachystachya a olho ni (JORGE;
MARKMAN; FERRO, 1998). Adicionalmente, C. obtusa possui diversos tricomas
aracnoideos ou filariformes brancos, na face abaxial, enquanto que C. ficifolia
apresenta tricomas escabros ou hispidos (GAGLIOTI et al., 2014). Grande quantidade
de tricomas filariformes, na face adaxial, foram encontrados nas espécies C. albicans,
Cecropia maxima Snethl., Cecropia telealba Cuatrec., Cecropia telenitida Cuatrec. e
C. hololeuca (BERG; ROSSELLI, 2005). Entretanto, em C. membranacea aparece
escasso indumento aracnoideo na face adaxial, além de tricomas puberosos sob a
nervura, enquanto que na face abaxial ocorrem densos tricomas puberosos, como
longos tricomas uncinados ou quase glabros e os tricomas filariformes encontram-se
na margem foliar, sendo ocasionalmente presentes nas aréolas (BERG; ROSSELLI,
2005).
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Vale destacar que os tricomas filariformes ou indumento de tricomas
aracnoides (Figura 6e, f) influenciam na coloracdo das folhas das espécies de
Cecropia, até mesmo mascaram a coloracao real de folhas e estipulas, conforme a

densidade ou a quantidade da presenca desses tricomas (BERG; ROSSELLI, 2005).

Tricomas pluricelulares conferem coloracdo amarronzada a preto as folhas de
C. angustifolia, além da presenca de poucos tricomas filariformes na face adaxial.
Entretanto, na face abaxial ocorre a presenca de tricomas unicelulares uncinados
além dos tricomas filariformes (BERG; ROSSELLI, 2005). Sendo assim, a presenca
de tricomas uncinados em C. angustifolia diferencia da espécie C. pachystachya, visto

gue esta espécie ndo possui esse tipo de tricoma.

Em estudo de Berg e Rosselli (2005), Cecropia distachya e C. angustifolia
evidenciaram a presenca de tricomas escabros, puberosos e filariformes na face
adaxial, além de pequenos a longos tricomas uncinados e indumento aracnoideo na
face adaxial em C. distachya (BERG; ROSSELLI, 2005). Ainda para C. angustifolia
foram descritos tricomas filariformes em aréola e puberosos na face abaxial (BERG;
ROSSELLI, 2005).

Para outras espécies de Cecropia, como em C. ficifolia e C. kavanayensis
ocorre além de tricomas escabros, também ocorrem tricomas hispidos na face adaxial
e indumento aracnoideo em aréola na face abaxial. Cecropia glaziovii e C. goudotiana
possuem tricomas escabros na face adaxial, enquanto que a face abaxial de C.
glaziovii € recoberta por tricomas filariformes em aréola, bem como em C. hololeuca.
Para C. goudotiana, o indumento aracnéideo ndo ocorre em aréolas e recobrem
densamente as nervuras das folhas (BERG; ROSSELLI, 2005).

Cecropia latiloba tem a face adaxial com tricomas escabros, enquanto a face
abaxial possui tricomas puberosos nas nervuras e com denso ou escasso tricomas

filariformes nas aréolas.

Apesar dos tricomas tectores prevalecerem em espécies de Cecropia,
ocorrem em outras espécies tricomas glandulares, como em C. peltata na face
adaxial, em C. membranacea na face abaxial e em ambas as faces em C. longipes
(GONZALEZ; VEGA, 2020).
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Um detalhe verificado por Gonzalez e Vega (2020) é o fato de o indumento
aracnoideo ser restrito na margem foliar de C. membranacea e ausente na porgéo
média do limbo, sendo considerada uma caracteristica que diferencia C. longipes de

C. peltata e de C. pachystachya.

Adicionalmente, os tricomas também auxiliam na diferenciacdo entre C.
pachystachya e T. papyrifer, ambas conhecidas popularmente de embalba. E
possivel diferencia-las pelo indumento, uma vez que tricomas estrelados foram

observados somente em T. papyrifer (YURQUINA et al., 2008).

Figura 7 — Triquilios e tricomas glandulares em forma de clava em Cecropia pachystachya

Fonte: A autora

Escalas: a =200 um, b =5 pum, ¢ = 10 pm, d = 20 pm.
Legenda: [a-d: FEG]. (a: indumento de triquilios; b: cristais sobre os triquilios; c, d: face abaxial). [pr:
cistais prismaticos; pb: “pearl body”; ft: tricoma filariforme; ep: epiderme].
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Cecropia pachystachya, em secc¢ao transversal, possui epiderme unisseriada,
sendo que as células sdo maiores na face adaxial (Figura 8a). O mesmo ocorre em C.
longipes, C. membranacea e C. peltata. Entretanto, em algumas espécies de Cecropia
podem possuir a epiderme pluriestratificada, como é o caso da espécie C. longipes
(GONZALEZ; VEGA, 2020). Os estdmatos est&o localizados no mesmo nivel das
demais células epidérmicas. Essas caracteristicas, também foram encontradas nessa
espécie por Jorge; Markman e Ferro (1998) e Petenatti; Petenatti e Del Vito (1998).
Epiderme com células volumosas na face adaxial foram descritas para C. latiloba
(WALDHOFF; PAROLIN, 2010).

Uma camada subepidérmica esté presente na face adaxial de C. pachystachya
(Figura 8a, b). Essa caracteristica foi observada em Cepropia spp., contudo se
destaca por ser um diferencial entre espécies de embauda, como C. pachystachya e
M. gigantea (ISHIDA; YAZAKI; HOE, 2005).

O mesofilo foliar € formado por células parenquimaticas (de preenchimento)
contendo cloroplastos (clorénquima) ou podendo possuir células contendo
substancias ou estruturas, como agua, cristais, alcaloides, compostos fendlicos, etc.
O mesofilo é classificado quanto a organizacdo e a presenca dos parénquimas
palicadicos e esponjosos: mesofilo homogéneo (com somente parénquima palicadico
ou esponjoso), mesofilo dorsiventral (com parénquima palicadico e esponjoso) e
mesofilo isobilateral (com parénquima esponjoso entre as camadas de pali¢cadico).
Portanto, a caracterizacdo do mesofilo € um critério complementar na identificacdo da
espécie medicinal (CUTLER; BOTHA; STEVENSON, 2011).

O mesofilo encontrado em C. pachystachya é dorsiventral, formado por uma
camada de parénquima palicadico e uma camada de parénquima esponjoso (Figura
8a). No entanto, Arrambarri et al. (2008) descreve o mesofilo de C. pachystachya
formado exclusivamente por parénquima palicadico, contradizendo o tipo de mesofilo
identificado no presente estudo, sendo que Bieras e Gragas Sajo (2009) e Jorge;
Markman e Ferro (1998) também descreveram mesofilo dorsiventral, com parénquima
palicadico e esponjoso em C. pachystachya. Em C. glaziovii foi observado dois a trés
camadas de parénquima palicadico (JUNIOR et al., 2004). Mesofilo dorsiventral
também foi encontrado em M. gigantea (ISHIDA; YAZAKI; HOE, 2005) e em outras
espécies de Cecropia, como C. longipes, C. membranacea e C. peltata (GONZALEZ;
VEGA, 2020).
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Os feixes vasculares consistem de células especializadas, envolvidas no
transporte de agua e sais minerais, sendo translocados pelo xilema, enquanto que o
floema € o responsavel pelo transporte de seiva floematica (acUcares e proteinas). O
floema transporta substancias em qualquer direcdo na estrutura vegetal, e o xilema
transloca as substancias desde as raizes até o apice da planta. Os feixes vasculares
além de estarem presentes nas nervuras secundarias das folhas, também estéo
localizados nas nervuras principais, bem como em peciolos e caules (CUTLER,;
BOTHA; STEVENSON, 2011). Neste estudo foram observados feixes vasculares de
pequeno porte (Figura 8a) dispersos no mesofilo e envoltos por bainha

parenquimatica.

As folhas de C. pachystachya séo lobadas e dividem-se em lobos maiores e
menores, sendo o estudo anatémico feito também com base na observacdo das
seccOes entre a nervura proximal (regido da nervura proxima ao peciolo), nervura
medial (por¢do média da nervura na folha) e nervura distal (por¢do afastada do
peciolo). Diante disso, em secc¢do transversal a nervura distal e medial entre os dois
lobos (maiores e menores) possuem formato plano-convexo, enquanto que a nervura
proximal é biconvexa, sendo a face abaxial mais proeminente. A epiderme da nervura
€ unisseriada e formada por células arredondadas (Figura 8c). Tricomas tectores
semelhantes aos mencionados para o limbo foliar foram observados na nervura

central (Figura 8c).

A diferenciacdo da camada subepidérmica em folhas e até mesmo no peciolo,
origina uma estrutura denominada de colénquima (constituido por celulose) ou
esclerénquima (constituido por lignina), sendo ambos considerados tecidos de
sustentacdo (APPEZZATO-DA-GLORIA; GUERREIRO-CARMELLO, 2006).

O colénquima é classificado de acordo com o0 espessamento das paredes
celulares, podendo ser do tipo angular, lacunar, laminar e anelar. O colénquima
angular é caracterizado pelo espessamento dos angulos nas paredes celulares, onde
encontram-se trés ou mais células; no colénquima lacunar ocorre espacamentos
entres as células. O colénquima laminar apresenta espessamento em todas as
paredes tangenciais celulares, de forma interna e externa, enquanto que o colénquima
anelar possui espessamento mais uniforme das paredes celulares. (APPEZZATO-DA-
GLORIA; GUERREIRO-CARMELLO, 2006).
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Nesse contexto, ocorre subjacente a epiderme, um colénquima angular
formado por até cinco camadas de células (Figura 8b), parénquima fundamental e

células mucilaginosas (Figura 8b, c).

O sistema vascular esta representado por feixes vasculares colaterais (Figura
8b) que estéo distribuidos da seguinte maneira: no lobo menor, a nervura proximal
mostra trés feixes em arco aberto e dois dorsais, enquanto que as nervuras medial
(Figura 8b) e distal evidenciam um feixe Unico central em arco aberto e um feixe
dorsal; o lobo maior apresenta a mesma distribuicdo observada na regido proximal do
lobo menor, enquanto que na regido medial sdo observados cerca de sete feixes
desorganizados e a porcao distal tem distribuicdo dos feixes semelhante a mesma
porcao do lobo menor.

Fibras (Figura 8c), drusas e cristais prismaticos (Figura 8e) estdo presentes
proximos ao floema. Essas caracteristicas foram relatadas para C. pachystachya
(BIERAS; GRACAS SAJO, 2009; PETENATTI; PETENATTI; DEL VITO, 1999).
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Figura 8 — Anatomia foliar de Cecropia pachystachya

X

Fonte: A autora

Escalas: a,c, d =50 um, b = 100 um, e = 10 um.

Legenda: Seccgdes tranversais da lamina foliar (a), nervura central (b-e). [a-d: Dupla coloracéo em azul
de astra e fucsina basica; e: FEG]. [pa: papila; ep: epiderme; se: camada subepidérmica; pp:
parénquima palicadico; sp: parénquima esponjoso; ft: tricoma filariforme; gp: parénquima de
preenchimento; nt: tricoma ndo glandular; co: colénquima; mc: células mucilaginosas; fi: fibra; pc:
compostos fendlicos; ph: floema; xy: xilema; pr: cristal prismatico].
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O peciolo, em seccao transversal, possui forma circular (Figura 9a). A
epiderme € unisseriada e coberta por cuticula lisa e delgada (Figura 9d). Estédo
presentes os tricomas tectores previamente mencionados para o limbo foliar (Figura
9b, c). Contudo, Jorge; Markman e Ferro (1998) encontraram também tricomas
glandulares formado por pedicelo com duas células e cabeca com seis ou mais
células. Berg e Rosselli (2005) relataram a presenca de tricomas tectores filariformes,
além dos tricomas pluricelulares, aos quais descreveu como amarronzados.

Tricomas filariformes na epiderme do peciolo também foram encontrados em
C. engleriana, C. hololeuca e C. kavanayensis (BERG; ROSSELLI, 2005), porém para
esta espécie sdo escassos (VELASQUEZ, 1971). Tricomas pluricelulares
amarronzados sdo encontrados dispersos entre o indumento aracnoideo de C.
engleriana, enquanto que pode ser encontrado somente tricomas pluricelulares
amarronzados em C. hololeuca na base do peciolo (BERG; ROSSELLI, 2005).

Em C. ficifolia, apenas foram identificados tricomas filariformes, que
ocasionalmente, sédo glabros (BERG; ROSSELLI, 2005). Uma caracteristica relevante
€ que C. gaziovii apresenta tricomas curvados a uncinados predominantemente no
peciolo (BERG; ROSSELLI, 2005).

Tricomas glabros s&o vistos de forma isolada em C. membranacea (BERG,;
ROSSELLI, 2005).

Subjacentemente a epiderme ocorre cerca de 15 camadas de colénquima
angular (Figura 9d) e na regido do cortex sdo observadas células mucilaginosas
(Figura 9f). Drusas (Figura 9h) e cristais prisméaticos (Figura 9g) também ocorrem
nessa regido. O sistema vascular é formado por duas séries de 14 feixes colaterais,
formando uma regido medular. Em toda a regido perimedular ocorrem células
lignificadas (Figura 9e).

A distribuicdo dos feixes vasculares € uma caracteristica importante na
identificacdo de adulterantes como € o caso de Tetrapanax papiryfer. Esta espécie
apresentou diferente organizacao dos feixes vasculares nas por¢des proximal, medial
e distal do peciolo em relagdo a C. pachystachya, a saber, no peciolo proximal os
feixes vasculares estéo dispersos, formando uma medula central, enquanto que no
peciolo medial os feixes estdo organizados em forma de anel e na regido distal a
distribuicdo dos feixes € em U (MOURAD, 2013).
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Figura 9 — Anatomia do peciolo de Cecropia pachystachya
7 A, s

Fonte: A autora

Escalas: a=1 mm, b = 100 um, c-f =50 um, g,h = 10 pm.

Legenda: [c-f: Dupla coloragdo em azul de astra e fucsina bésica; a, b, g,h: FEG]. [vb: feixe vascular;
cx: cortex; pi: medula; ft: tricoma filariforme; nt: tricoma ndo glandular; ct: cuticula; ep: epiderme; pc:
compostos fendlicos; co: colénquima; mc: células mucilaginosas; ph: floema; xy: xilema; pi:medula; pr:
cristal prismatico; dr: drusa].
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A presenca ou a auséncia de cristais sdo consideradas caracteristicas que
identificam a espécie vegetal. O tipo e a composi¢cdo quimica elementar desses
cristais sdo as principais variagdes que ocorrem nessas estruturas. Apesar de 0s
cristais de oxalato de célcio serem os mais encontrados em tecidos, outros elementos
guimicos podem ser encontrados na formacao. Portanto, cristais de sulfato de célcio,
oxalato de célcio, oxalato de magnésio, sdo considerados outros elementos quimicos
gue sao encontrados nas plantas (HE et al., 2012).

O espectro de EDS (espectroscopia de energia dispersiva de raios X) dos
cristais presentes em C. pachystachya revelou picos de carbono, oxigénio, calcio e
enxofre (Figura 10). Entretanto, os trés primeiros elementos encontram-se em maior
guantidade na composicao dos cristais, caracterizando-os desta forma como cristais
de oxalato de calcio. A razdo do enxofre fazer parte da composicdo quimica desses
cristais, pode estar relacionada a detoxificacdo desse elemento (SILVA; AGUIAR-
DIAS; MENDONCA, 2014) devido a presenca em excesso de enxofre na composicao
do solo.

Espécies da familia Urticaceae apresentam como uma das caracteristicas a
presenca de acumulo de célcio (BERG; ROSSELLI; DAVIDSON, 2005). Portanto esse
elemento quimico esta inserido na composicdo quimica dos cristais. Cristais ou drusas
de oxalato de calcio foram encontradas por Petenatti; Petenatti e Del Vito (1999) e
Bieras e Gracas Sajo (2009) espalhados por feixes vasculares e feixes secundarios,
sendo a sua composi¢cdo quimica formada por oxalato de calcio.

Cristais de oxalato de célcio em forma de drusa também foram encontrados
depositados em ambas as faces do limbo foliar e no mesofilo de C. longipes, C.
membranacea e C. peltata (GONZALEZ; VEGA, 2020).
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Figura 10 — Espectro de EDS dos cristais de Cecropia pachystachya
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Fonte: A autora
Legenda: [a: cristal prisméatico sobre a papila; b: cristal prismatico na nervura central; c: drusa no
peciolo].

5.1.2 Anélise histoquimica

Na analise histoquimica, compostos lipofilicos foram evidenciados pelo
Sudam Il na cuticula do limbo foliar, nervura central do mesofilo e do peciolo. Além
disso, células contendo compostos lipofilicos foram evidenciados em regides de feixes
secundarios da folha (Figura 11a), bem como na nervura central, na regiao do floema.
No peciolo, foi observada a presenca de muitas células lipofilicas em toda a extenséo
do cértex, no floema (Figura 12a) e algumas células na medula.
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Cloreto férrico e dicromato de potassio reagiram com compostos fendélicos em
grande parte do mesofilo, principalmente nos parénquimas lacunoso e esponjoso
(Figura 11b), no tricoma pluricelular da face adaxial e na nervura central, em células
das regides do xilema e do floema. Compostos fendlicos também foram revelados no
peciolo (Figura 12b), em maior parte no cortex (Figura 12c), bem como nos feixes
vasculares e na medula. Compostos fendlicos foram descritos para C. pachystachya
(BIERAS; GRACAS-SAJO, 2009).

Floroglucina cloridrica reagiu para estruturas lignificadas, no xilema da
nervura central (Figura 11c) e no peciolo (Figura 12d).

Graos de amido foram encontrados na nervura central (Figura 11d), proximos
aos feixes vasculares e ao colénquima, bem como na epiderme superior e na camada
subepidermal, além de graos de amido dispersos no parénquima lacunoso. No
entanto, foram verificados poucos graos de amido no peciolo, das quais sdo mais
evidentes no cortex, ao redor das células mucilaginosas (Figura 12e).

E células com conteudo mucilaginoso estdo presentes na nervura central
(Figura 11e), proximos aos feixes vasculares. No entanto, no peciolo estao presentes
em grande quantidade no cortex e esporadicamente na medula (Figura 12f).

O mesofilo com dutos mucilaginosos também foi confirmado por Petenatti;
Petenatti e Del Vito (1999).
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Figura 11 — Histoquimico da lamina foliar e da nervura central de Cecropia pachystachya

Fonte: A autora

Escala: 50 pm.

Legenda: [a: Sudam llI; b: solucdo de cloreto férrico; c: floroglucina/HCI; d: solucao de iodo (2%); e:
azul de metileno (0,1%)]. [ct: cuticula; ep: epiderme; se: camada subepidérmica; pp: parénquima
palicadico; sp: parénquima esponjoso; vb: feixe vascular; Ic: compostos lipofilicos; st: estdmato; nt::
tricoma nédo glandular; pa: papila; sg: graos de amido; co: colénquima; xy: xilema; ph: floema; fi: fibra;
mc: compostos mucilaginosos].
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Figura 12— Histoquimico do peciolo de Cecropia pachystachya

Fonte: A autora

Escala: 50 pm.

Legenda: [a: Sudam lllI; b: solucdo de cloreto férrico; c: solugdo de dicromato de potassio (10%); d:
floroglucina/HCI; e: solugdo de iodo (2%); f: azul de metileno (0,1%)]. [lc: compostos lipofilicos; ph:
floema; xy: xilema; pc: compostos fendlicos; ep: epiderme; co: colénquima; mc: células mucilaginosas;
ducto secretor; sg: graos de amido; fi: fibras; mc: compsotos mucilaginosos; pi: medula].
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5.2 ESTUDO ETNOFARMACOLOGICO
5.2.1 Andlise fitoquimica dos extratos de C. pachystachya

O extrato FSE obtido das folhas de C. pachystachya foi analisado por CLAE-
DAD-EM e EM/EM, e foram identificados 13 metabdlitos (Figura 13). Esses compostos
foram detectados através dos dados espectrais de UV, EM e EM/EM em comparacao
com dados publicados na literatura para tais substancias.

Dentre os metabdlitos secundarios identificados estdo: acido quinico (1),
acido hexénico (2), acido citrico (3), acido 5-O-E-caffeoil quinico (4), dimero de
procianidina (5), C-hexosil C-pentosil luteolina (6), C-hexosil C-pentosil luteolina (7),
C-hexosil luteolina (8), C-hexosil apigenina (9), C-hexosil O-pentosil apigenina (10),
O-deoxihexosil-hexosil quercetina (11), C-hexosil apigenina (12) e O-hexosil
guercetina (13).

O acido quinico € um composto caracterizado como um &cido fendlico em que
em uma reacdo de esterificacdo com o acido caféico origina o acido clorogénico
(SOARES, 2002). Portanto, o acido quinico e o acido 5-O-E-caffeoil quinico
encontrados em FSE reagem formando o acido clorogénico (OLIVEIRA; BASTOS,
2011).

Os dimeros de procianidina identificados para as amostras de C.
pachystachya nesse estudo, provavelmente possui em sua estrutura quimica a
catequina como unidade terminal (CALLEMIEN; COLLIN, 2008). E os outros
compostos quimicos encontrados como luteolina, apigenina (BEZERRA et al., 2016)
e quercetina em que sao caracterizados como flavonoides (LIMA et al., 2001).

Em estudos prévios, autores como Brango-Vanegas et al. (2014) identificou
em fracbes metandlicas de C. pachystachya os seguintes metabdlitos: um derivado
de acido cinamico, quatro flavonoides glicosilados e um flavonoide C-diglicosilados,
sendo que foram identificados nove compostos majoritérios. A identificacdo de
derivado de &cido cinamico foi descrita pela primeira vez em estudos de Brango-
Vanegas et al. (2014), entretanto o presente estudo revela a presenca do mesmo
composto em FSE, pela identificacdo do acido clorogénico. O mesmo autor ainda
afirma que o género Cecropia possui uma boa distribuicdo de C-glicosilados, bem
como a presenca de flavonoides e de acidos fendlicos ja foram reportados (GAZAL et
al., 2014). A maioria dos compostos encontrados em FSE s&o fendlicos, em que

condiz com os estudos histoquimicos realizados no atual trabalho, sendo localizados
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em grande quantidade em folhas e peciolos, principalmente no parénquima lacunoso
e esponjoso do mesofilo, e no cortex do peciolo de C. pachystachya.

Outros compostos majoritarios ja foram descritos para a espécie, em estudos
feitos com extratos aquosos como &cido clorogénico (&cido fendlico), isoorientina,
orientina, isovitexina e isoquercetina (COSTA et al., 2011; GAZAL et al., 2014). Acido
clorogénico é um &cido fendlico, enquanto que os demais séo considerados C-glicosil
flavonoides (MENDONCA et al., 2016). Acido clorogénico ja foi identificado em C.
obtusifolia, C. glaziovii e C. pachystachya, porém para as duas Ultimas espécies esse
composto é encontrado em grande quantidade (COSTA et al., 2011).

Gazal et al. (2014) ainda ressalta que as propriedades medicinais de muitas
espécies em geral estdo relacionadas diretamente com flavonoides ou compostos
fendlicos.

Algumas espécies de Cecropia, como C. glaziovii, C. obtusifolia e C. lyratiloba
também possuem em grande maioria compostos fendlicos, dente eles C-glicosil
flavonoides e proantocioanidinas (COSTA; SCHENKEL; REGINATTO, 2011). E outros
metabolitos também ocorrem simultaneamente em C. pachystachya, C. glaziovii e C.
hololeuca, como orientina, isoorientina, catequinas e epicatequinas (COSTA,
SCHENKEL; REGINATTO, 2011). A distincdo entre essas duas espécies pode ser
feita por alguns compostos, sendo a vitexina (C-glicosil flavonoide) presente em maior
guantidade em C. glaziovii, enquanto que isoorientina e orientina (C-glicosil
flavonoides) sdo encontrados em C. pachystachya (COSTA et al., 201). O mesmo
autor ainda sugere que a isovitexina pode ser utilizada como um marcador fitoquimico
para C. glazovii, enquanto a isoorientina pode ser usada como um marcador para C.

pachystachya.

A identificacdo de metabdlitos pela cromatografia, principalmente de
compostos fendlicos, contribui para a identificacdo das espécies de Cecropia e na

padronizacdo dos extratos vegetais (COSTA et al., 2011).



Figura 13 - Analises de FSE das folhas de Cecropia pachy
modos de ionizacdo negativa e positiva

1
3 4 5 6/8 9

57

stachya por CLAE-DAD-EM e EM/EM em

12
13

Intens. | 2

_neg_1-83_01_10412.d: BPC -All MS, Smoothed (0.33,3,GA)

JL . sl

1.0

" POS_1-83_01_10433.d: BPC +All MS, Smoothed (0.35,3,GA)

AN

0 5 10 15

Fonte: A autora
Nota: (*picos ndo pertencentes a amostra).

5.2.2 Avaliacéo de seguranca

5.2.2.1 Estudo da toxicidade aguda

T
20 25 30 Time [min]

Na avaliacéo da toxicidade aguda, nenhum animal morreu durante os 15 dias

de experimento. O screening hipocratico segundo o método descrito por Malone e

Robichaud (1962), indica o grau da intensidade dos efeitos comportamentais através

de uma escala que varia entre 0-3: 0 (sem efe

ito), 1 (efeito diminuido), 2 (efeito

presente) e 3 (efeito intenso). Os animais tratados com FSE demonstraram algumas

mudangas no comportamento, entretanto estas

reacdes foram consideradas nao

significativas. Dentre o0s sinais comportamentais observados, evidenciamos a

presenca de hiperatividade (escala 2) em alguns animais durante os 14 dias de

observacdo. Ocasionalmente, e durante as primeiras 24 h, os animais ainda

manifestaram piloerecéo, irritabilidade, tremores, comportamento de levantar e

escalar, agressividade, vocalizagéo e autolimpeza (escala 1).



58

Nos animais tratados com o FSE néo foram observadas quaisquer alteragdes
guanto a ingestéo de racao e agua, ou no ganho de peso corpéreo quando comparado
ao controle (Tabela 1). Os pesos relativos dos 6rgaos vitais ndo revelaram diferencas
significativas entre o grupo controle e o grupo tratado (Tabela 1). Como complemento,
as analises macroscopicas dos orgdos vitais (coragdo, pulmdo, figado, baco e rins)
(Figura 14) e dos 6rgaos reprodutivos (ovarios e Utero) ndo demostraram qualquer
forma de alterac&o ou sinal em que resultasse em toxicidade. Além disso, ndo foram
encontradas alteracdes histopatolégicas nos 6rgdos vitais avaliados (Figura 15).
Portanto, diante dos resultados obtidos com o screening hipocratico, peso relativo de
orgaos, ingesta de racdo e de agua, e das andlises patologicas (macroscoépica e
microscopica) de orgaos, o FSE, até a dose de 2000 mg/kg, pode ser considerado
seguro.

Estudos toxicolégicos com extratos de plantas sdo considerados essenciais
para garantir a seguranca em sua utilizacdo. Como muitos farmacos, plantas
medicinais também podem eventualmente causar efeitos toxicos ou adversos
(BIGLIANI et al., 2010). A partir dessa premissa, realizamos uma investigacéo sobre
o perfil toxicolégico do FSE.

O atual estudo investigou a toxicidade oral aguda em ratos fémeas (Wistar)
por serem consideradas mais sensiveis que ratos machos (OECD, 2008). O
experimento toxicologico aqui apresentado comprovou a auséncia de toxicidade do
FSE até a dose de 2000 mg/kg, além de que nao foi observada morte de nenhum
animal. Portanto, o FSE pode ser considerado seguro nas condi¢cdes experimentais
utilizadas nesse estudo, ou seja, em ratos. Consolini e Migliori (2005) também nao
encontraram toxicidade em extratos metandlicos de C. pachystachya. Porém, um
estudo com extratos aquosos numa dose de 0,76 g/kg mostrou alteracdo no padrao
alimentar, nos pesos corporais e na morfologia dos 6rgaos de camundongos, contudo
nao promoveu toxicidade em fluido broncoalveolar (COSTA; SCHENKEL;
REGINATTO, 2011).
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Tabela 1 - Efeito da fracéo soltvel em etanol (FSE) de Cecropia pachystachya sobre o peso corporal (g) inicial, final e relativo (%) de cada 6rgdo apés 15 dias

de exposicao

R FSE
Parametro Controle 2000 mg/kg
Peso inicial (g) 253,60 £ 6,94 255,60 £ 9,23
Peso final (g) 254,40 £ 6,65 249,20+ 7,94
Peso relativo de cada 6rgéo
Coracao (g/100g pc) 0,26 =+ 0,00 0,26 £ 0,01
Pulmé&o (g/100g pc) 0,46 + 0,01 0,44 +0,01
Figado (g/100g pc) 3,33+£0,23 3,18+0,11
Baco (g/100g pc) 0,21 £ 0,02 0,19 £ 0,01
Rim direito (g/100g pc) 0,34 £ 0,01 0,34 £ 0,01
Rim esquerdo (g/100g pc) 0,33+0,01 0,33 £ 0,00
Ovério direito (g/100g pc) 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00
Ovério esquerdo (g/100g pc) 0,02 £ 0,00 0,02 £ 0,00
Utero (g/100g pc) 0,28 £ 0,03 0,24 £ 0,03

Fonte: A autora

Nota: Analises estatisticas foram feitas utilizando o teste t-Student’s. Valores s&o expressos como a média + E.P.M (n = 5) em comparagao ao grupo controle
(a: p =0,05). Indice do peso de cada 6rgéo (%) = (peso do 6rgédo x 100) / peso corporal.
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Figura 14 — Fotomacrografos do pulméo, coracao, figado, baco e rim de ratos fémeas tratadas com o veiculo (controle) ou maior dosagem de FSE (2000 mg/kg)

Fonte: A autora
Legenda: [A-E: 6rgdos dos grupos controles; F-J: 6rgdos dos grupos tratados com FSE]. A, F: pulmao. B, G: coracdo. C, H: figado. D, I: bago. E, J: rim.
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Figura 15 — Avaliacdo histopatoldgica do pulméo, coracéo, figado, baco e rim de ratos fémeas oralmente tratadas com o veiculo (controle) ou com a maior
dosagem de FSE (2000 mg/kg)
T (N

Fonte: A autora
Legenda: Dupla coloracdo com hematoxilina e eosina (40 X). [A-E: 6rgaos dos grupos controle; F-J: érgdos dos grupos tratados com FSE]. A, F: pulméo. B,
G: coragdo. C, H: figado. D, I: bago. E, J: rim.
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5.2.3 Efeitos diuréticos
5.2.3.1 Estudo da atividade diurética aguda

No volume urinario nao foi observado aumento significativo em diferentes
doses (30, 100 e 300 mg/kg) de FSE em amostras de 4h (Tabela 2). No entanto, as
amostras de 8h revelaram um aumento da diurese para os grupos tratados com FSE
em todas as doses (30, 100 e 300 mg/kg) (Tabela 2). Portanto, a avaliacdo diurética
dos extratos aquosos demonstrou auséncia de efeitos diuréticos na diurese aguda de
4h em grupos tratados com FSE. No entanto, ocorreu aumento significativo da diurese
de 8h em todas as doses de FSE (30, 100 e 300 mg/kg), comprovando a atividade
diurética dos extratos aquosos de C. pachystachya, sendo assim, a menor dose ja
corresponde tal atividade. Dentre os grupos tratados com HCTZ foi observado
aumento da diurese nas amostras de 4h e 8h, condizendo com a atividade deste
farmaco (Tabela 2). Além de FSE induzir um aumento da diurese aguda de 8h em
todas as doses (30, 100 e 300 mg/kg), houve uma alteracéo significativa dos valores
de pH em 8h, do qual resultou num pH mais baixo (acido) em comparacao as amostras
do grupo controle, para cada dose (Tabela 2). Da mesma forma, ocorreu para 0 grupo
tratado com HCTZ, na diurese de 8 h.

Dentre os resultados obtidos da analise da densidade, somente foram
revelados valores significativos para as amostras de 8h, dos grupos tratados com FSE
em todas as doses (30, 100 e 300 mg/kg) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Efeito do tratamento com a fracdo solivel em etanol (FSE) de Cecropia pachystachya sobre o volume urinario, pH e densidade em 4 e 8 horas das

amostras urinarias

Volume urinario Volume urinéario pH pH Densidade Densidade
Grupo (mL/100g/4h) (mL/100g/8h) (4h) (8h) (4h) (8h)
Controle 3,03 £ 0,09 3,82 £ 0,09 7,50 £ 0,05 7,97 +0,13 1010,7 £0,73 1036,7 +1,81
HCTZ (25 mg/kg) 5,14 £ 0,322 6,19 £ 0,322 7,70+0,22 7,20+0,10* 1012,0+£0,00 1039,0+ 0,50
FSE (30 mg/kg) 3,47 £ 0,19 4,62 + 0,272 7,60+003 6,40+0,08% 1010,0+0,54 1020,7 1,452
FSE (100 mg/kQ) 3,40 £ 0,17 5,01+0,132 760+0,14 6,97 +0,25* 1009,3+0,36 1017,3 0,362
FSE (300 mg/kg) 3,09+0,19 5,67 £ 0,212 7,70+0,05 6,770,208 1010,7£0,73 1022,0 + 2,182

Fonte: A autora

Nota: Para os tratamentos com FSE, analises estatisticas foram feitas utilizando one-way ANOVA seguido do teste de Dunnett’s. Tratamentos com HCTZ
foram comparados com o grupo controle utilizando o teste t- Student's. Os valores sao expressos como a média £ E.P.M (n = 6). @p < 0,05 quando comparado

com o grupo controle.
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Em relacéo a excrecao dos eletrélitos Na*, K* e Cl- das amostras urinarias de 4h e de
8h, em decorréncia dos animais tratados com FSE, ocorreu somente um aumento da
excrecdo de ions CI para a dose de 300 mg/kg em 8h, quando comparado ao controle
(Tabela 3).

A andlise da presenca de eletrdlitos em amostras urinarias, para 0S grupos
tratados com HCTZ, houve um aumento significativo na eliminacdo de Na*, K* e CI
em amostras de 4h. Entretanto, somente nao foi identificado um aumento significativo
da excrecao de ions K*, em amostras de 8h. A eliminacdo de eletrdlitos ou alteragbes
nas concentragcdes dos niveis de eletrolitos sdo caracteristicas que ocorrem
normalmente em farmacos tiazidicos, como € o caso da HCTZ (ALMEIDA et al., 2017).

Consolini e Migliori (2005) ja efetuaram estudos cardiotonicos e diuréticos com
extratos aquosos em um modelo comparativo entre plantas coletadas de regides
montanhosas de clima temperado e de plantas oriundas de regidao neotropical, na
Argentina. Diante disso, os autores néo identificaram atividade diurética em doses
orais de 300 mg/kg e 600 mg/kg de extratos aquosos de C. pachystachya das duas
regibes estudadas, em ratos fémeas. E importante destacar ainda que a variagéo
hormonal existente em individuos do sexo feminino pode influenciar na atividade
diurética ou cardiovascular.

Apesar disso, ndo ha na literatura estudos realizados que avaliassem e
detalhassem a efetividade da diurese, em um modelo de estudo de atividade aguda
ou prolongada, principalmente feito em ratos machos. Portanto, o presente trabalho
detalha a atividade diurética dos extratos aquosos de C. pachystachya proposta pela
primeira vez. Além do mais, estudos ja foram realizados na compravacao dos efeitos
anti-inflamatérios, hipotensor, sedativo, hipoglicemiante (ARAGAO et al., 2010) e
antinociceptivo (ZANCARO et al., 2005) de C. pachystachya.

Dados da literatura apontam que extratos de C. pachystachya demonstraram
a atividade diurética através da inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ECA)
num estudo in vitro, sendo que esse mecanismo ocorre devido a um possivel
sinergismo entre alguns metabdlitos secundéarios, como C-glisosil flavonoides e
proantocianidinas (COSTA; SCHENKEL; REGINATTO, 2011). Entretanto, no modelo

experimental do atual estudo realizado, ndo pode ser confirmada essa afirmacéao. E
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diante disso, possivelmente estudos posteriores deveriam ser realizados para detectar
com precisdo o mecanismo de acédo farmacolégico em prol da atividade diurética.

O mesmo autor ainda cita que Cecropia glaziovii também possui atividade
diurética em consequéncia da mesma inibicdo da ECA, no entanto, trabalhos
demostraram que uma administragdo Unica do extrato aquoso de C. glaziovii nao

alterou o processo diurético.
5.2.3.2 Estudo da atividade diurética prolongada

O tratamento prolongado de FSE (30, 100 e 300 mg/kg) ndo mostrou aumento
significativo da diurese durante os sete dias de tratamento (Tabela 4). Entretanto, foi
observado aumento significativo da diurese no 1° dia (24 h apds o inicio do tratamento)
para as doses de (100 e 300 mg/kg) de FSE e no 3° dia (48 h apo6s o inicio do
tratamento) para a dose de 300 mg/kg de FSE, quando comparados ao controle
(Tabela 4). A excrecdo de eletrélitos nas amostras de urina apds o periodo de sete
dias mostrou valores significativos somente para HCTZ. Entretanto, a excrecdo dos
eletrolitos para FSE aumentou apenas no 5° dia e em todas as doses (30, 100 e 300
mg/kg), quando comparado ao grupo controle. E no 3° dia, ocorreu somente aumento
da excrecao dos eletrdlitos (Na* e K*) para HCTZ (Tabela 4).

A andlise do pH (Tabela 5) revelou uma reducéo significativa nos valores para
a diurese prolongada no 1° dia para HCTZ e FSE (30, 100 e 300 mg/kg). No entanto,
ocorreu uma reducéo do pH no 3° dia, somente em HCTZ e um aumento do valor para
FSE (300 mg/kg) no 7° dia. No 5° dia n&o houve alteragéo significativa para o pH. E a
andlise da densidade (Tabela 5), uma reducao foi observada para esse parametro no
1° dia para HCTZ e FSE (30, 100 e 300 mg/kg). No 5° dia, somente FSE (300 mg/kg)
demonstrou um aumento significativo da densidade. E no 7° dia, ndo foram
observadas alteracdes significativas para os valores.

Quanto aos resultados da diurese prolongada em um estudo feito por sete
dias, a diurese durante esse periodo, ndo foi evidente para C. pachystachya,
entretanto quanto a andlise da diurese de maneira isolada, a diurese aguda de 8 h
mostrou-se efetiva. Esse estudo da diurese prolongada esta sendo descrito pela

primeira vez para essa espécie medicinal.
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Tabela 3 - Efeito agudo da administracéo oral da fracdo soltvel em etanol (FSE) de Cecropia pachystachya sobre a excrecdo urinaria de eletrélitos em 4 e 8

horas
bindice salurético

Grupo Elna+ (MLEQ/mMin/100g)  Elk+ (MEQ/min/100g) Elci- (MEQ/min/100g)

Na* K* Cl-
Urina 4 horas
Controle 0,82 £ 0,03 1,09 £ 0,03 1,44 + 0,04 - - -
HCTZ (25 mg/kg) 3,21 + 0,222 1,34 + 0,042 4,21 + 0,212 3,91 1,23 2,92
FSE (30 mg/kg) 0,88 £ 0,04 1,10 £ 0,05 1,74+ 0,11 1,07 1,01 1,21
FSE (100 mg/kg) 0,81 + 0,02 1,04 £ 0,03 1,77 £ 0,11 0,99 0,95 1,23
FSE (300 mg/kg) 0,76 + 0,03 0,97 + 0,05 1,58 + 0,11 0,93 0,89 1,10
Urina 8 horas
Controle 0,56 £ 0,01 0,75+ 0,10 0,86 = 0,03 - - -
HCTZ (25 mg/kg) 2,03 +£0,102 0,58 + 0,15 2,21 £0,112 3,62 0,77 2,57
FSE (30 mg/kg) 0,61 + 0,07 0,74+ 0,04 1,16 + 0,07 1,09 0,99 1,35
FSE (100 mg/kg) 0,58 + 0,04 0,78 + 0,06 1,31+ 0,12 1,04 1,04 1,52
FSE (300 mg/kg) 0,71 + 0,04 0,93 + 0,04 1,47 + 0,172 1,27 1,24 1,71

Fonte: A autora

Nota: Para tratamentos com FSE, andlises estatisticas foram feitas utilizando one-way ANOVA seguido do teste de Dunnett’s. Tratamentos com HCTZ foram
comparados com o controle utilizando teste t-Student's. Valores sdo expressos como a média + E.P.M. (n = 6). #p < 0,05 quando comparado com o grupo
controle. Pindice salurético = mmol/L grupo problema/mmol/L grupo controle. El: Excreted load (carga excretada); HCTZ: hidroclorotiazida.
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Tabela 4 - Efeitos da prolongada administracéo oral da fracdo sollivel em etanol (FSE) obtida de Cecropia pachystachya sobre a urina cumulativa e excrecao
de Na*, K*e CI

(continua)

Urina cumulativa )
Grupo Elna+ (LEQ/min/1009)

Elk+ (LEq/min/100
Volume (mL/100g) <+ (MEQ 9)

Elci- (MEQ/min/100g)

Dial

Controle 8,00 £ 0,31 0,65 £+ 0,02 0,90 + 0,02 1,58 + 0,13
HCTZ (25 mg/kg) 12,03 + 0,252 0,90 £ 0,19 1,12 £ 0,20 1,22 + 0,25
FSE (30 mg/kg) 9,76 + 0,21 0,60 + 0,04 0,46 £ 0,04 0,93+0,15
FSE (100 mg/kQ) 10,35 + 0,152 0,55 + 0,03 0,43 £ 0,03 0,78 £ 0,13
FSE (300 mg/kQ) 11,58 + 0,212 0,65 + 0,07 0,53 + 0,06 0,84 + 0,10
Dia 3

Controle 15,54 + 0,66 1,88 £ 0,05 2,58 + 0,05 4,42 + 0,10
HCTZ (25 mg/kg) 20,83 £ 0,982 3,20 + 0,112 4,34 + 0,32 4,90 +£ 0,23
FSE (30 mg/kg) 16,16 + 0,18 2,12 + 0,05 2,00 £ 0,06 3,71 £ 0,07
FSE (100 mg/kg) 16,88 + 1,08 1,90 £ 0,04 0,43+ 0,04 3,11 + 0,08
FSE (300 mg/kg) 19,58 + 0,112 2,30£0,19 2,74 £ 0,28 3,52 +0,33
Dia 5

Controle 23,23+ 0,72 1,52+0,12 2,00 £0,10 3,53+0,19
HCTZ (25 mg/kg) 29,67 £ 1,60 6,47 £ 0,402 9,14 + 0,542 10,81 £ 0,422
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Tabela 4 - Efeitos da prolongada administracéo oral da fracdo sollivel em etanol (FSE) obtida de Cecropia pachystachya sobre a urina cumulativa e excrecao
de Na*, K*e CI

(concluséo)

Urina cumulativa ] _ )
Grupo Elna+ (MEQ/min/100g) Elk+ (MEQ/min/100g) Elci- (MEg/min/100g)
Volume (mL/1009)

Dia 5

FSE (30 mg/kg) 22,71 £ 0,32 4,25 + 0,102 4,75 + 0,042 7,82 £0,122
FSE (100 mg/kg) 24,04 £ 1,40 4,07 £ 0,102 4,50 + 0,072 6,92 £ 0,112
FSE (300 mg/kg) 25,19 £+ 0,40 4,66 + 0,202 5,63 £ 0,282 7,82 £0,192
Dia 7

Controle 30,39 £ 0,67 6,32 £ 0,29 8,19+0,19 14,94 + 0,32
HCTZ (25 mg/kg) 39,04 + 2,622 10,87 + 0,562 15,80 + 0,792 18,66 + 0,442
FSE (30 mg/kg) 28,91 £ 0,46 6,84 £ 0,11 7,56 + 0,06 12,89 + 0,22
FSE (100 mg/kQ) 32,79 £ 1,57 6,63 +£0,12 7,27 £ 0,07 11,10 + 0,10
FSE (300 mg/kQ) 30,88 £ 0,38 7,24 £ 0,26 8,69 £ 0,24 13,51+ 0,29

Fonte: A autora

Nota: Para os tratamentos com FSE, analises estatisticas foram feitas usando one-way ANOVA seguido do teste de Dunnett’s. Tratamentos com HCTZ foram
comparados com o grupo controle usando o teste t-Student's. Valores sédo expressos como a média + E.P.M. (n = 6). 2p< 0,05 quando comparado com o grupo
controle. El: Excreted load (carga excretada); HCTZ: hidroclorotiazida.
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(continua)

Grupo pH Densidade
Dia 1

Controle 8,13 £ 0,05 1031,3 £ 1,27
HCTZ (25 mg/kg) 7,70 £ 0,042 1024,0 = 1,002
FSE (30 mg/kg) 7,34 £ 0,042 1015,3 £ 1,272
FSE (100 mg/kg) 7,63 £ 0,052 1014,7 £ 1,452
FSE (300 mg/kg) 7,53 £ 0,022 1014,0 £ 1,092
Dia 3

Controle 7,67 £ 0,02 1027,3 £ 0,73
HCTZ (25 mg/kg) 7,45 £ 0,022 1027,0 £ 0,50
FSE (30 mg/kg) 7,77 £ 0,02 1028,7 £ 0,36
FSE (100 mg/kg) 7,77 £ 0,02 1024,7 £ 0,91
FSE (300 mg/kg) 7,57 £ 0,05 1030,0 £ 1,63
Dia 5

Controle 7,77 £ 0,06 1027,3 £ 0,73
HCTZ (25 mg/kg) 8,05+0,14 1025,0 £ 0,50
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Tabela 5 - Efeitos da prolongada administracao oral da fracdo solivel em etanol (FSE) de Cecropia pachystachya sobre pH e densidade

(concluséao)

Grupo pH Densidade
Dia 5

FSE (30 mg/kg) 8,00 + 0,05 1030,7 + 0,73
FSE (100 mg/kg) 8,00 + 0,05 1031,3 + 1,45
FSE (300 mg/kg) 7,90+ 0,11 1032,7 + 0,91
Dia 7

Controle 7,90 + 0,05 1028,7 + 0,91
HCTZ (25 mg/kg) 7,85+ 0,02 1027,0 + 2,50
FSE (30 mg/kg) 8,13+ 0,15 1027,3 + 0,91
FSE (100 mg/kg) 7,83+ 0,05 1026,0 + 1,63
FSE (300 mg/kg) 8,30 + 0,052 1025,3 £ 0,73

Fonte: A autora

Nota: Para os tratamentos com FSE, analises estatisticas foram feitas usando one-way ANOVA seguido do teste de Dunnett’s. Tratamentos com HCTZ foram
comparados com o grupo controle usando o teste t- Student's. Valores sao expressos como a média = E.P.M. (n = 6). @ p< 0,05 quando comparado com o
grupo controle. HCTZ: hidroclorotiazida.
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5.2.4 Avaliacéo da atividade antioxidante

O estresse oxidativo € um processo ocasionado pelo desequibrio no sistema
enddgeno antioxidante do organismo humano, que possui dificuldades na eliminacao
de radicias livres e espécies reativas de oxigénio. O acumulo desses radicais no
organismo é um fator primordial para causar inUmeras doencas como: doenca de
Alzheimer, colite ulcerativa, cancer e doencas cardiovasculares (CHANDA; DAVE,
2009).

Dentre as espécies reativas de oxigénio, estdo 0s anions superoxidos,
peroxido de hidrogénio, além de que o processo de peroxidacgdo lipidica ocasionado
pelos radicais livres, resulta na acumulacdo de lipoperoxidos. Para reduzir esses
efeitos ocasionados, algumas enzimas tais como superoxido dismutase e catalase,
agem sobre os ions ou produtos, reduzindo os niveis de anions superoéxidos e
peroxido de hidrogénio, respectivamente (CHANDA; DAVE, 2009).

Nesse contexto, a atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) em todos
0S grupos tratados com FSE (30, 100 e 300 mg/kg) apresentou valores
significativamente inferiores quando comparados ao grupo controle ou com a HCTZ.
De forma semelhante, a atividade da SOD no grupo HCTZ foi significativamente
diferente da apresentada nos animais tratados apenas com o veiculo. Ainda para o
tecido renal, a atividade da catalase (CAT) foi estatisticamente superior (em todas as
doses do FSE) em comparacdo ao grupo controle. Entretanto, o contetdo de
lipoperoxidos (LPO) ndo foi considerado estatisticamente significante quando
comparado entre os diferentes grupos experimentais (Tabela 6).

No tecido cardiaco, a atividade da enzima SOD em todos os grupos tratados
com FSE (30, 100 e 300 mg/kg) foi significativamente inferior ao grupo controle e ao
grupo tratado com HCTZ. Da mesma maneira, foi constatada a diferenga significativa
para a atividade da enzima SOD no grupo HCTZ quando comparado ao controle.

Entre os grupos tratados, a analise da atividade da enzima CAT no tecido
cardiaco revelou somente aumento significatico do valor para FSE (30 mg/kg). Além
de que, da mesma forma, o grupo controle positivo obteve um aumento significativo
da atividade enzimatica, em comparacao ao grupo controle negativo. E a andlise do
conteudo de LPO, somente foi observado um valor estatistico inferior para FSE (100

mg/kg), em relagéo ao grupo controle e ao grupo com HCTZ (Tabela 6).
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Portanto, o presente trabalho identificou no tecido renal, aumento expressivo
da atividade enzimatica da catalase em todos os grupos tratados com FSE (30, 100 e
300 mg/kg). No entanto, para os demais parametros, foi identificado atividade
expressiva de CAT somente em FSE (30 mg/kg) no tecido cardiaco.

Diante disso, a catalase é responséavel pela degradacdo de peroxido de
hidrogénio (H202), e esta atividade pode ser explicada pela agdo de alguns
metabolitos secundarios, como taninos e compostos fendlicos, sendo presentes em
extratos aquosos de C. pachystachya, segundo o estudo de Mendonca et al. (2016).
Gazal et al. (2014) também demonstrou a efetividade antioxidante dos extratos
aquosos de C. pachystachya, em uma dose de 200 mg/kg.

A atividade antioxidante dos extratos metanodlicos de C. pachystachya foi
comprovada em outros estudos como o de Aragao et al. (2010), Costa; Schenkel e
Reginatto (2011) e Velazquez et al. (2003). Costa; Schenkel e Reginatto (2011) e
Veldzquez et al. (2003) mostraram inibicdo da peroxidacao lipidica, além da acéo de

SOD em capturar anions superoxidos identificada por Velazquez et al. (2003).

A atividade antioxidante comprovada neste estudo, é confirmada pela
presenca de metabdlitos secundarios, principalmente dos compostos fendlicos, como
flavonoides e polifendis (ARAGAO et al., 2010; GAZAL et al., 2014). Glicosil
flavonoides (subclasse dos flavonoides) e altas concentra¢des de acido clorogénico,
orientina e isoorientina sdo outros metabdlitos responsaveis pela acdo antioxidante e
estdo presentes em extratos de C. pachystachya (MENDONCA et al.,, 2016;
PACHECO et al., 2014). Acido clorogénico e compostos fendlicos foram identificados
através do estudo fitoquimico com FSE no atual trabalho, demonstrando desta forma

a relagcéo da atividade antioxidante de C. pachystachya.
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Tabela 6 - Efeitos da administracao oral de FSE de Cecropia pachystachya sobre o estado redox tecidual

Parametro Controle HCTZ 25 mg/kg FSE 30 mg/kg FSE 100 mg/kg FSE 300 mg/kg
Rim

SOD 1360,69 + 87,16 652,77 + 40,592 195,77 + 4,882 196,30 + 3,832 121,14 + 4,34
CAT 2,09 +£0,19 3,02 +£0,35 5,28 + 0,242 4,76 £ 0,232 4,78 £ 0,142
LPO 130,42 + 15,74 91,80 + 18,68 161,15+ 17,33 184,51 + 28,79 184,07 £ 21,95
Coracéo

SOD 1765,86 + 77,44 571,96 + 26,272 320,96 + 24,832 282,87 + 10,032 476,89 + 38,142
CAT 2,26 £ 0,15 3,64 + 0,282 3,09 + 0,192 1,79 £ 0,26 2,28 + 0,29
LPO 96,75 + 17,20 75,68 +17,18 73,34 + 20,02 12,47 + 10,182 81,38 + 14,77

Fonte: A autora

Nota: Para os tratamentos com FSE, andlises estatisticas foram feitas usando one-way ANOVA seguido do teste de Dunnett’s. Tratamentos com HCTZ foram
comparados com o controle ou FSE usando o teste t- Student's. Valores sdo expressos como a média + E.P.M. (n = 6). 2p< 0,05 quando comparado ao grupo
controle. ®p< 0,05 quando comparado & HCTZ. HCTZ: hidroclorotiazida. SOD: Superoxido dismutase (U de SOD/mg de proteina); CAT: catalase (mmol/min/mg
de proteina); LPO: lipoperéxidos (mmol hidroperdxidos/ mg de proteina).
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5.2.5 Efeitos sobre a presséao arterial e frequéncia cardiaca

O tratamento prolongado com FSE (30, 100 e 300 mg/kg) ndo demonstrou
alteracdo significatica para os valores da pressado arterial sistélica (SBP), pressao
arterial diastélica (DBP), pressdo média (MAP) e da frequéncia cardiaca (HR) em ratos
machos normotensos (Tabela 7). Entretanto, HCTZ apresentou uma redugéo
significativa da pressdo sanguinea sistolica (SBP) quando comparada ao controle,
sendo que foi registrado uma pressao sanguinea de 111,69 + 2,14 mm Hg para HCTZ
e um valor de 125,55 + 5,42 mm Hg para o controle negativo (veiculo) (Tabela 7).

Em estudos anteriores, como o de Consolini e Migliori (2005), efetuaram uma
pesquisa com extratos aquosos e metandlicos em ratos normotensos, com o objetivo
de avaliar o efeito diurético e hipotensor, em amostras de C. pachystachya, sendo que
essas amostras eram de localidades diferentes, em que uma era da regiao neotropical
e a outra da regido temperada, na Argentina. Sendo assim, esses autores revelaram
gue plantas da regido neotropical evidenciaram uma atividade hipotensora em doses
menores que a da regido temperada. Nesse caso, 0 extrato aquoso da regiao
neotropical revelou atividade hipotensora na dose de 90 — 300 mg/kg, enquanto que
para a regido temperada, em uma dose de 180 mg/kg.

Portanto, as amostras de folhas de C. pachystachya adquiridas na regiao
norte do Parana, na cidade de Tuneiras do Oeste, ndo revelaram efeito hipotensor em
nenhuma das doses de 30,100 e 300 mg/kg de FSE, quanto a analise isolada das
pressoes arteriais. Possivelmente, a andlise do efeito hipotensor avaliado diretamente
em vasos sanguineos, ocorreu devido a concentracdo de metabdlicos secundarios
serem diferentes entre as espécies de C. pachystachya, em consequéncia das
diferentes regibes climaticas, ressaltando que a amostra avaliada era de clima
subtropical umido.

Apesar de que, plantas maiores que cresceram em florestas de regides
tropicais e subtropicais do México e da Ameérica do Sul, demonstraram efeito
hipotensor maior, do que em arvores de regibes temperadas da Argentina
(CONSOLINI; MIGLIORI, 2005).
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Tabela 7 - Efeito da prolongada administracao oral da fracdo sollvel em etanol (FSE) de Cecropia pachystachya sobre a pressao arterial e frequéncia cardiaca
de ratos machos Wistar

Grupo SBP DBP MAP HR

(mm Hg) (mm Hg) (mm Hg) (bpm)
Tratamento prolongado
Controle 125,55 + 5,42 72,49 +5,53 100,43 + 4,28 284,71 £7,02
HCTZ (25 mg/kg) 111,69 + 2,142 64,52 + 3,50 96,13 + 5,61 329,62 £ 22,20
FSE (30 mg/kg) 123,20 + 6,38 72,05 £4,11 97,57 + 4,96 350,35 + 20,90
FSE (100 mg/kg) 117,31 + 2,66 76,85 + 2,06 98,40 + 2,26 343,59 + 9,47
FSE (300 mg/kg) 127,07 £ 3,71 79,87 + 3,50 103,74 £ 3,25 318,54 + 21,09

Fonte: A autora

Nota: Para os tratamentos com FSE, analises estatisticas foram feitas usando one-way ANOVA seguido do teste de Dunnett’s. Tratamentos com HCTZ foram
comparados com o controle usando o teste t-Student's. Valores sdo expressos como a média + E.P.M. (n = 6). 2 p=< 0.05 quando comparado com o grupo
controle. HCTZ: hidroclorotiazida.
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O mecanismo de acdo, principalmente dos farmacos diuréticos tiazidicos, é
relacionado aos efeitos diuréticos e natriuréticos pela reducao do volume extracelular.
ApO6s um periodo em torno de quatro a seis semanas, o volume circulante em vasos
sanguineos normaliza-se, ocorrendo uma redugédo vascular periférica (NOBRE et al.,
2010).

A vasodilatacao ocasionada pela reducéo vascular periférica é explicada pela
abertura de canais de k* no musculo liso vascular. Diante desses conceitos, 0s
farmacos diuréticos tiazidicos em baixas doses sao indicados para o tratamento da
hipertenséo arterial (NOBRE et al., 2010).

Com essa afirmacéo, possivelmente FSE ndo demonstrou efetividade quanto
a atividade hipotensora, por ndo possuir acado vasodilatadora em um estudo de
tratamento prolongado em até 7 dias. Entretanto, possivelmente a acdo hipotensora
de C. pachystachya pode ser afirmada em um estudo de tratamento prolongado por

um periodo superior a 7 dias, ou até mesmo meses.

O efeito hipotensor causado para C. pachystachya na pesquisa de Consolini
e Migliori (2005) é explicado pela relacdo que envolve a inervacdo adrenérgica dos
vasos, sendo essa teoria concluida através de uma experimentacdo em ratos
reserpinizados, em que foi induzido a hipertensao arterial com a administragdo do
farmaco reserpina. Os autores ainda discutiram que nesse modelo de
experimentacdo, houve um esgotamento das catecolaminas (neurotransmissores) em
gue ndo causou resposta sobre a inervacao adrenérgica dos vasos, logo, ndo houve

alteracéo na resisténcia desses vasos.

Portanto, a atividade hipotensora de C. pachystachya € produzida pela central
inibicdo da inervacao simpatica dos vasos (CONSOLINI; MIGLIORI, 2005), sendo que
com esse bloqueio, ndo ocorre 0 aumento da resisténcia dos vasos sanguineos e nem
aumento da forca de contracdo cardiaca (relacionado a frequéncia cardiaca),

resultando em uma hipotensao arterial.

7

Cecropia glaziovii também é considerada como uma espécie medicinal
hipotensora, no entanto o seu mecanismo de acao é diferente em comparacédo a C.
pachystachya, sendo que para C. glaziovii ocorre o relaxamento do musculo liso, por
meio de dois mecanismos: bloqueio dos canais de calcio (do tipo 1) no musculo liso e
dos efeitos sobre B-2 receptores adrenérgicos (COSTA; SCHENKEL; REGINATTO,
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2011). Essa atividade hipotensora de C. glaziovii € resultante de um periodo de
tratamento superior a 14 dias com extratos aquosos, contudo, ndo houve inibicdo da
atividade ECA (COSTA; SCHENKEL; REGINATTO, 2011). Lima-Landman et al.
(2007) comprovou também a efetividade da atividade hipotensora dos extratos
aquosos de C. glaziovii (0,15 g/kg), através de repetidas administracdes por via oral
em ratos normotensos, entretanto, em um periodo superior a 65 dias. Além disso,
Lima-Landman et al. (2007) observaram que os metabdlitos secundarios responsaveis
pela atividade hipotensora, estavam mais concentrados na fragéo butandlica, pelo fato
de que observaram que tal atividade era desempenhada em menos tempo (35 dias),

entretando em altas doses (0,5 g/kg).

Os estudiosos também concluiram que esses compostos metabdlicos
possuiam mais afinidade pela porcdo menos polar do solvente extrator. Outras
pesquisas feitas com C. glaziovii revelaram que o flavonoide isolado dos extratos
alcoolicos, a isovitexina, € provalvemente a responséavel pela acdo antihipertensiva
(LORENZI; MATOS, 2008).

De maneira geral, a acdo hipotensora em que 0s extratos provenientes de
estruturas vegetativas de Cecropia, pode ser explicada por varios mecanismos, dentre
eles: bloqueio do sistema renina-angiotensina, causando a inibicdo da enzima
conversora de angiotensina (ECA), ndo ocorrendo desta forma a conversdo de
angiotensina | em angiotensina II; bloqueio dos receptores de angiotensina (AT1),
aumento na sintese de 6xido nitrico (NO), mudancas no influxo de célcio, entre outros
(LIMA-LANDMAN et al., 2007).

Para os niveis de frequéncia cardiaca, ndo houve mudancas significativas em
gue pudesse serem observados aumento ou reducdo da frequéncia cardiaca, em
consequéncia da alteracdo dos niveis pressolicos. No entanto, pesquisadores como
Consolini e Migliori (2005) observaram uma contradi¢cdo entre os resultados de uma
atividade hipotensora e da frequéncia cardiaca para extratos de C. pachystachya.
Sendo assim, observaram que a C. pachystachya da regido neotropical, com alta
intensidade hipotensora, nédo alterou de forma significativa os niveis de frequéncia
cardiaca. Apesar de que a planta da regido temperada, com menor intensidade de
efeito hipotensor, aumentou a frequéncia cardiaca dos ratos reserpinizados.

Ainda do estudo de Consolini e Migliori (2005), ndo foi comprovado efeito

diurético, mesmo tendo aumento da frequéncia cardiaca. Com isso, foi sugerido que
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esse efeito do aumento da frequéncia cardiaca ndo estimula terminacées nervosas

simpaticas, mas causa efeito diretamente no coracao ou inibe a inervacéo colinérgica.
5.2.6 Avaliacdo bioquimica

A andlise do soro sanguineo do grupo experimental apés o tratamento
prolongado de sete dias demonstrou mudancas significativas para FSE (30 e 100
mg/kg) e para HCTZ (Tabela 8), em alguns dos parametros estudados, sendo esses
resultados comparados ao controle. Sendo assim, foi observado um acréscimo nos
valores de ureia para FSE (30 mg/kg) e para HCTZ (25 mg/kg). Entretanto, os niveis
de potassio no soro sanguineo para o0 grupo controle positivo foi reduzido. Para os
grupos tratados com FSE (30 e 100 mg/kg), foi identificado uma reducao significativa
para os niveis de aspartato aminotransferase (AST ou TGO). Enquanto que 0s outros
parametros analisados como, creatinina, sédio, cloro e alanina aminotransferase (ALT
ou TGP) ndo houveram mudancas estatisticas para os grupos tratados.

A ureia é um metabdlito nitrogenado formado a partir da degradacédo de
proteinas (protedlise) em aminoacidos no organismo e sendo excretados em maior
guantidade pela urina, mas também em quantidades menores pelo trato gastrintestinal
ou a pele. A biossintese da ureia é feita no figado, cujo nitrogénio contido nos
aminoacidos € convertido em ureia, em um processo enzimatico. A concentracao de
ureia no plasma sanguineo é dependente do fluxo urinério e de outros fatores tais
como o tipo da dieta e a taxa de producéo hepatica de ureia no organismo (SODRE;
COSTA; LIMA, 2007).

Do ponto de vista clinico, a uréia estd relacionada com os valores de
creatinina, podendo indicar algumas patologias, dente elas: necrose tubular dos rins,
condicdo de privacdo alimentar, insuficiéncia hepatica e outros (SODRE; COSTA;
LIMA, 2007).

Diante desses conceitos, relacionando os valores de ureia e de creatinina para
0s grupos tratados com FSE e HCTZ, ndo houve nenhuma indicacdo clinica de
processo patolégico entre as dosagens avaliadas. Apesar de somente ter aumentado
estatisticamente o valor de FSE (30 mg/kg) e HCTZ (25 mg/kg) para ureia quando
comparado ao controle, ndo € um dado significativo, pois os valores de creatinina ndo

houve qualquer alteracdo. O aspecto de ter aumentado os valores entre 0S grupos



79

tratatados em questéo, pode ter relacdo com a dieta ou o processo de metabolismo
hepatico dos animais.

Outro parametro bioquimico analisado estéo os niveis de potassio presentes
no soro sanguineo, em que foi observado somente uma reducdo significativa da
concentracdo desse eletrélito em ratos tratados com HCTZ. A reducdo da
concentracdo de potassio no soro condiz com o efeito adverso proporcionado pelo
HCTZ, em que aumenta a excrecao de K* podendo ocorrer um processo denominado
de hipocalemia. Entretanto, esse efeito adverso ndo compromete os beneficios
trazidos pelo medicamento em reduzir os riscos cardiovasculares (MOREIRA;
CIPULLO; VILELA-MARTIN, 2013).

E a andlise da enzima aspartato aminotransferase (AST ou TGO) ocorreu uma
reducdo significativa para os grupos tratados com ESCP (30 e 100 mg/kg). Essa
enzima e alanina aminostrasferase (ALT ou TGP) s&o considerados marcadores
bioquimicos para leséo tecidual, principalmente no figado, quando os niveis estiverem
altos (HARAGUCHI et al., 2009). Com esse conceito, dentre os grupos analisados no
atual trabalho, a andlise dos niveis de ALT e AST nado sofreram alteracbes

consideraveis, portanto ndo houve indicativo de lesdo hepética.
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Tabela 8 - Efeitos da prolongada administracéo oral da fracéo solivel em etanol (FSE) de Cecropia pachystachya sobre os parametros bioquimicos de ratos

machos Wistar apos sete dias de tratamento

Parametros Controle FSE FSE FSE HeTe
30 mg/kg 100 mg/kg 300 mg/kg 25 mg/kg

Ureia (mg/dL) 38,68 + 0,68 48,35 + 1,532 42,52 + 1,34 44,45 + 1,05 45,23 + 2,132
Creatinina (mg/dL) 0,28 £ 0,01 0,31 +0,01 0,26 + 0,02 0,27 £ 0,01 0,27 £ 0,01
Sodio (mmol/L) 119,63+ 1,44 117,38+ 1,81 116,70 + 2,48 117,73 £ 0,89 115,50 £ 0,92
Potassio (mmol/L) 498 + 0,21 4,92 +0,14 4,47 + 0,17 4,53+0,11 3,77 £ 0,182
Cloro (mmol/L) 90,90 + 0,91 89,97 £ 1,55 89,93 £ 1,62 90,05 + 0,63 87,23 £ 0,60
AST (U/L) 179,37 + 14,37 90,17 £ 7,392 90,52 + 6,952 131,82 £ 17,45 107,77 £ 15,76
ALT (U/L) 38,33 £ 2,07 42,62 + 4,21 30,78 £ 2,37 40,90 + 4,68 33,80 + 2,89

Fonte: A autora

Nota: Para os tratamentos com FSE, analises estatisticas foram feitas usando one-way ANOVA seguido do teste de Dunnett’s. Tratamentos com HCTZ foram
comparados com o controle usando o teste t- Student's. Valores sdo expressos como a média = E.P.M. (n = 6). 2p< 0,05 quando comparado com 0 grupo

controle. HCTZ: hidroclorotiazida.
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5.3 INVESTIGACAO DOS EFEITOS VASODILATADORES DO FSE EM LEITO
MESENTERICO ISOLADO E PERFUNDIDO

O FSE administrado no grupo experimental ndo revelou em nenhuma das
doses (30, 100 e 300 mg/kg) a capacidade em alterar a resisténcia vascular do leito
mesentérico (dados ndo mostraram).

Poucos autores estudaram a pressdo de perfusdo em ratos administrados
com extratos de C. pachystachya. Consolini e Migliori (2005) avaliaram o efeito
hipotensor através da medicdo direta da vasodilatacdo, por meio da inibicdo do
sistema simpético. Os resultados obtidos por esses autores mostraram que em um
estudo feito em leito muscular esquelético de ratos, onde C. pachystachya originaria
da regido neotropical foi a que obteve melhor atividade hipotensora em relacao a
planta da regido temperada, sendo que foi registrado uma pressao basal de 93,0+ 7,1
mmHg (n = 8). Entretanto, esses autores néo registraram mudancas significativas em
concentracdes entre 0,15 e 20 mg de liofilizado para 100 mL. Portanto, os autores
concluiram que houve auséncia de efeitos vasodilatadores em um estudo de leito
muscular esquelético de ratos, sugerindo que a atividade hipotensora ndo esta

relacionada diretamente a vasodilatacdo dos vasos sanguineos.
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6 CONCLUSAO

As principais caracteristicas encontradas para a espécie medicinal Cecropia
pachystachya nesse estudo, auxiliam e garantem a identificacdo correta desta droga
vegetal, frente a tantas outras espécies denominadas como “embauba”, como forma
de garantir o controle da qualidade de C. pachystachya e fornecer aos usuéarios
seguranca quanto ao consumo de extratos ou derivados desta espécie. Com isso,
dentre os principais parametros encontrados que caracterizam a droga vegetal sao:
mesofilo dorsiventral e hipoestomatica, estdbmatos anomociticos, tricomas cénicos,
tricomas tectores unicelulares e pluricelulares, tricomas filariformes contorcidos,
diferencas quanto a organizacao dos feixes vasculares entre a nervura medial do lobo
maior e do lobo menor, células mucilaginosas na nervura, peciolo arredondado com
duas séries de 14 feixes colaterais e células mucilaginosas.

A analise histoquimica revelou compostos fendlicos no mesofilo e no peciolo,
estruturas lignificadas no xilema e em fibras préximas ao xilema, poucos gréaos-de-
amido dispersos pela nervura e pelo peciolo e mucilagem no cértex e na medula do
peciolo.

O estudo fitoquimico identificou acidos fenodlicos e flavonoides em C.
pachystachya, sendo eles: acido quinico, &cido hexdnico, acido citrico, acido 5-O-E-
caffeoil quinico, dimero de procianidina, C-hexosil C-pentosil luteolina, C-hexosil
luteolina, C-hexosil apigenina, C-hexosil O-pentosil apigenina, O-deoxihexosil-hexosil

guercetina e O-hexosil quercetina.

E o estudo etnofarmacoldgico provou a efetividade do ESCP das folhas de C.
pachystachya quanto a acdo diurética, principalmente para a diurese aguda de 8 h,
em todas as doses de FSE (30, 100 e 300 mg/kg), considerando que a menor dose ja
corresponde a uma atividade diurética. Os efeitos antioxidantes também foram
identificados para C. pachystachya para a atividade da enzima catalase (CAT) em
todas as doses de FSE (30, 100 e 300 mg/kg) para o tecido renal, enquanto que para
o tecido cardiaco, houve somente atividade expressiva da enzima CAT na dose de
FSE (30 mg/kg). Portanto, a menor dose indica a atividade antioxidante para a enzima
catalase. E os extratos de C. pachystachya demonstraram-se ainda seguros em uma

administrac@o oral em uma dose até 2000 mg/kg.
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ANEXO A — Documento de aprovacdo do uso de animais pelo Comité de Etica

MINISTERIO DA EDUCACAO

FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS
PRO-REITORIA DE ENSINO DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA
Dourados-MS, 25 de marco de 2018.

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Padronizacdo botanica e
avaliacdo cardiovascular de  Cecropia pachystachya TRECUL
(URTICACEAE)", registrada sob o protocolo de n® 40/2017, sob a responsabilidade
de Arquimedes Gasparotto Junior — que envolve a producao, manutengao e/ou
utilizacao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UFGD) da Universidade Federal da Grande Dourados, em reuniao de
17/11/2017.

Finalidade ( ) Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da 01/04/2018 a 31/12/2019

autorizacao

Espécie/linhagem/raca Rattus norvegicus - Wistar

NO de animais 72

Peso/idade 60 dias

Sexo Fémeas

Origem Biotério Central da Universidade Federal da
Grande Dourados- UFGD
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Coordenadora CEUA
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