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RESUMO

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) ¢ um fator risco para doencgas
cardiovasculares e esta relacionada a eventos de morte. Cursa com lesdes envolvidas com a
ativacdo de metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs), o que contribui para
progressdo do remodelamento cardiaco e vascular. Substincias anti-inflamatorias e
antioxidantes mostram potencial terap€utico por inibir a atividade de MMPs em animais
hipertensos. A espécie Uncaria guianensis também conhecida como “unha de gato” possui
atividade anti-inflamatoria e antioxidante, o que poderia contribuir para efeitos benéficos
na HAS. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do extrato aquoso da U. guianensis
sobre a hipertensao arterial, remodelamento cardiovascular, e atividade da MMP-2 na aorta
e coracdo de ratos induzidamente hipertensos pela técnica 2K1C. Ratos Wistar hipertensos
pelo modelo 2K1C foram tratados com extrato aquoso da planta U. guianensis nas doses
de 50 e 200 mg/kg/dia, ou placebo, por gavagem, por seis semanas. Outro grupo de
animais foi tratado pelo mesmo periodo com Losartana (10 mg/kg/dia). A pressdo arterial
foi aferida semanalmente. O coracao foi pesado e uma amostra foi direcionada para
zimografia em gel contendo gelatina para avaliar a atividade da MMP-2. O mesmo
procedimento foi realizado com a aorta. Os rins foram coletados, pesados e descartados,
somente para validacdo da técnica de HAS, pois animais 2K1C devem apresentar peso
menor no rim que teve a artéria com o clipe inserido. O extrato aquoso de U. guianensis foi
caracterizado pela presenca dos acidos quinico e clorogénico, pelos alcaloides mitrafilina e
isomitrafilina e pelo flavonoide canferitrina. O extrato de U. guianensis nao reduziu os
valores de pressao dos animais induzidamente hipertensos no modelo 2K1C e reduziu o
peso dos animais ao final das 6 semanas de protocolo. O modelo 2K1C para hipertensao
arterial foi confirmado tanto pela elevacdo da pressdo arterial dos animais, quanto pela
reducdo no peso dos rins que tiveram a artéria clipada. Com 50 mg/kg do extrato, houve
reducdo da hipertrofia cardiaca dos animais 2K1C tratados. Em relacdo a presenga de
MMP-2, no tecido cardiaco, nenhuma das isoformas de MMP-2 foi alterada de forma
significativa nos animais hipertensos. O extrato aquoso de U. guianensis nao reduziu
valores de pressao arterial nos animais 2K1C. Porém, na dose de 50 mg/kg, conferiu
protecao contra a hipertrofia cardiaca. No tecido aortico, o extrato aquoso de U.
guianensis, na dose de 50 mg/kg, reduziu a presenga da isoforma da MMP-2 de 72 kDa ¢ a
soma de todas as isoformas da MMP-2, o que permite concluir que o extrato mostrou
potencial para reducao de lesdes causadas pela hipertensdo, em modelo 2K1C.

Palavras-chave: Anti-hipertensivo. Metaloproteinases. Remodelamento cardiovascular.
Unha-de-gato.



SUMMARY

Systemic arterial hypertension (SAH) is a risk factor for cardiovascular diseases and is
related to death. It involves lesions involved in the activation of extracellular matrix
metalloproteinases (MMPs), which contributes to the progression of cardiac and vascular
remodeling. Anti-inflammatory and antioxidant substances show therapeutic potential by
inhibiting the activity of MMPs in hypertensive animals. The species Uncaria guianensis,
also known as “cat's claw”, has anti-inflammatory and antioxidant activity, which could
contribute to beneficial effects in hypertension. The objective of this work was to evaluate
the effects of the aqueous extract of U. guianensis on arterial hypertension, cardiovascular
remodeling, and MMP-2 activity in the aorta and heart of inducibly hypertensive rats using
the 2K1C technique. Hypertensive Wistar rats using the 2K1C model were treated with an
aqueous extract of the U. guianensis plant at doses of 50 and 200 mg/kg/day or placebo for
six weeks. Another group of animals was treated for the same period with Losartan (10
mg/kg/day). Blood pressure was measured weekly. The heart was weighed and a sample
was sent for zymography in a gelatin-containing gel to evaluate MMP-2 activity. The same
procedure was performed with the aorta. The kidneys were collected, weighed and
discarded, only to validate the SAH technique, as 2K 1C animals must have a lower weight
in the kidney that had the artery with the clip inserted. The aqueous extract of U.
guianensis was characterized by the presence of quinic and chlorogenic acids, the alkaloids
mitraphylline and isomitraphylline and the flavonoid campiferythrin. The extract of U.
guianensis did not reduce the pressure values of the induced hypertensive animals in the
2K1C model and reduced the weight of the animals at the end of the 6 weeks of the
protocol. The 2K 1C model for arterial hypertension was confirmed both by the increase in
the animals' blood pressure and by the reduction in the weight of the kidneys that had the
artery clipped. With 50 mg/kg of the extract, there was a reduction in cardiac hypertrophy
in the treated 2K1C animals. Regarding the presence of MMP-2 in cardiac tissue, none of
the MMP-2 isoforms were significantly altered in hypertensive animals. The aqueous
extract of U. guianensis did not reduce blood pressure values in 2K1C animals. However,
at a dose of 50 mg/kg, it provided protection against cardiac hypertrophy. In aortic tissue,
the aqueous extract of U. guianensis, at a dose of 50 mg/kg, reduced the presence of the 72
kDa MMP-2 isoform and the sum of all MMP-2 isoforms, which allows us to conclude that
the extract showed potential for reducing injuries caused by hypertension, in a 2K1C
model.

Keywords: Antihypertensive. Metalloproteinases. Cardiovascular remodeling. Cat nail.
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1 INTRODUCAO

A hipertensao arterial ¢ uma doenca caracterizada pela elevagdo persistente dos
valores de pressao arterial sistolico e diastolico que em geral estdo acima de 140 mmHg e
90 mmHg respectivamente. E considerada como um dos principais fatores de elevagdo do
risco para acidentes cardiovasculares e estd relacionada a eventos de morte por infarto
agudo do miocardio, acidentes vasculares encefalicos e periféricos, € aos agravos das
comorbidades que a ela estdo relacionadas como diabetes mellitus e insuficiéncia renal
cronica.

E realizado o controle da pressio arterial pelo uso de terapéuticas ndo
farmacologicas, podendo ser citadas as alteragdes no estilo de vida com ingestao reduzida
de sodio, controle do peso corporal, reducdo de héabitos como o etilismo e tabagismo,
pratica de atividade fisica dentre tantos outros. Grande parte do tratamento requer o uso de
medicamentos que controlam a pressdo arterial e a0 mesmo tempo previnem as lesdes
decorrentes da doengca mal tratada, como o remodelamento cardiovascular com
estreitamento do lumen de vasos e perda da atividade contratil saudavel, além da
hipertrofia cardiaca com alteragdo importante da fun¢do do coracdo. Estes fendmenos
parecem estar envolvidos com a ativacdo de enzimas metaloproteinases (MMPs) que
degradariam componentes da matriz extracelular tanto da musculatura lisa dos vasos,
quanto dos midcitos, favorecendo a hipertrofia, proliferagdo e migragao celular.

O tratamento da hipertensdo arterial ¢ um desafio em todo o mundo. Além da
dificuldade dos pacientes seguirem continuamente as orientagdes terapéuticas, nao ¢
verdade que, mesmo controlando os valores de pressdo arterial de acordo com as metas, o
paciente ndo curse com as lesdes de orgdo alvo ao longo tratamento. Alguns
medicamentos, além de reduzirem estes valores, sao também relacionados a reducao do
agravo destas lesdes, porém, ndo ¢ raro, que tratamentos falhem no meio do caminho e que
sejam necessdarias intervengdes com acréscimo de novas drogas. Isto traz o beneficio do
sinergismo farmacologico para o efeito terapéutico, porém, aumenta as chances de
toxicidade a medida que se expdem os pacientes a novas substancias.

Algumas nagdes, fazem uso da medicina tradicional, e neste aspecto incrementam o
uso de plantas ou outros produtos de origem natural no tratamento da hipertensdo arterial.
Os vegetais costumam acumular uma variedade de substancias, ¢ ¢ comum uma mesma

planta apresentar varias atividades bioldgicas. Assim, a eficadcia destas em tratar a
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hipertensdo e prevenir o aparecimento das lesdes naturais do hipertenso ja foi demonstrada
em alguns estudos. Entre as plantas medicinais utilizadas no tratamento da hipertensao, ha
uma variedade de géneros e espécies que mostram atividade hipotensora. Nestas diversas
plantas, ainda ha uma gama de substincias classificadas entre os diversos tipos de
metabolitos vegetais.

A forma como cada uma destas plantas ou substancias isoladas atua na redugao da
pressdo sanguinea também ¢ diversificada, indo desde a inibi¢do da enzima conversora de
angiotensina, bloqueio dos canais de calcio voltagem dependente, até a atividade
antioxidante. Isto ¢ um estimulo pela busca de um anti-hipertensivo com origem vegetal, ja
que os mecanismos pelos quais as plantas reduzem a pressdo arterial ndo seguem um
padrao relacionado nem ao tipo da planta nem a classificacdo quimica dos compostos.
Apesar desta variabilidade, vale a pena observar o que ja esta descrito na literatura, para
nortear uma busca por novas substincias anti-hipertensivas de origem vegetal de forma
racional. Neste ponto, a planta U. guianensis surge como mais uma destas com potencial a
ser explorado racionalmente, pois ja tem uso tradicional, o que em termos regulatdrios
facilita seu uso como medicamento, e também pelo seu envolvimento na fisiopatologia da
hipertensdo arterial com sua atividade anti-inflamatéria, e talvez, com algum mecanismo
proprio como as plantas do mesmo género Uncaria, a exemplo da espécie U.
rhynchophylla que ¢ capaz de interferir no uso do calcio no relaxamento vascular, e da
planta U. sinensis que inibe a atividade gelatinase de metaloproteinases.

Assim, este trabalho tem como um dos principais objetivos avaliar o uso de extrato
da planta U. guianensis no tratamento da hipertensao arterial, bem como sua interferéncia

nos remodelamentos cardiaco e vascular (via MMP tipo 2).



15

2 REVISAO DE LITERATURA

A hipertensao arterial sistémica (HAS) ¢ uma condicdo clinica multifatorial. Em
humanos ¢ caracterizada por elevagdo sustentada dos niveis pressoricos sistolicos e
diastolicos maiores ou iguais a 140 e 90 mmHg, respectivamente. Representa um dos
fatores de risco cardiovasculares mais importantes estando associada a eventos de morte
subita, acidentes tromboembolicos encefalicos e cardiacos, insuficiéncia cardiaca, doenga
renal cronica e doenca arterial (JNCV, 1993; SBH, 2010) Portanto, o aumento de tensao na
parede dos vasos e coracao que ocorre na HAS promove alteragdes nas células e na matriz
extracelular, o que resulta em intenso remodelamento cardiovascular e alteram a
hemodindmica de forma substancial promovendo lesdes em 6rgdos como cérebro, rins,
retina, vasos e coracao (Praxedes ef al., 2001; Martin et al., 2004).

A causa da hipertensdo arterial sistémica ¢ multifatorial. E os fatores de risco para
desenvolver a doenca podem ser divididos em modificaveis, como dieta com alto teor de
sodio, gorduras saturadas ou trans, e baixa ingestdo de frutas ou vegetais, sedentarismo,
consumo de alcool e tabagismo. Entre os considerados ndo modificaveis estao historico
familiar, idade superior aos 65 anos de idade e a coexisténcia de doencgas renais ou diabetes
(SBH, 2010).

No Brasil, de acordo com dados revisados no Datasus, em 2017 45% das mortes
por eventos cardiovasculares foram relacionadas a hipertensdo arterial, o que representa
um nimero maior que 161.000 6bitos (BRASIL, 2017). Dados globais mostraram que 10,4
milhdes de mortes tiveram como principal fator de risco a elevagdo da pressao arterial. Em
2010, a prevaléncia global da HA foi de 31". No Brasil, em 2013, o percentual de adultos
ultrapassou 32%, com prevaléncia maior entre homens (Malta, 2018). Até 2015, o niimero
estimado de adultos com HA era de 1,13 bilhdes (Mills, 2016; NCD-RisC, 2017).

A fisiopatologia da hipertensao arterial envolve alteragdes nos mecanismos naturais
de controle. As relagdes entre débito cardiaco e resisténcia periférica podem ser alteradas
tanto por sistemas neurais com respostas rapidas, como por atividades endocrinas com
adaptacdes mais tardias. O sistema renina-angiotensina exerce papel fundamental no curso
da HAS, sendo a angiotensina II relacionada como uma das principais substancias nas
lesdes de oOrgdos alvos, tanto pela sua notdria propriedade vasoconstritora, quanto nas
respostas proliferativas e inflamatdrias. Sabe-se que ela ¢ capaz de elevar a expressdo de

moléculas de adesdo, induzir a liberagdao de citocinas como a TNF-a, MCP-1 ¢ IL6
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(Tedgui; Mallat, 2005), e a liberagdo destes fatores inflamatorios pode ocorrer mesmo com
a infusdo de doses nao hipertensoras em camundongos, demonstrando independéncia entre
os processos (Lima ef al., 2019). Ela ainda estimula a producao e liberacao da aldosterona,
um mineralocorticoide envolvido na retencdo de sodio e liquido e que também tem
participag@o nos processos proliferativos contribuindo para o remodelamento.

Dentre as alteragoes vasculares associadas a HAS, se observa disfungdo endotelial,
hipertrofia e hiperplasia das células do musculo liso vascular, proliferacdo, migracao e
apoptose celular, além de deposi¢do de componentes da matriz extracelular (Intengan;
Schiffrin, 2001). Em conjunto, essas alteragdes resultam em intenso remodelamento
vascular, que na HAS consiste em uma resposta adaptativa as mudangas no estresse
induzido pelo aumento da pressao arterial sobre a parede dos vasos.

O remodelamento vascular ¢ iniciado por uma adaptacdo a elevagdao da pressao
sanguinea sobre as paredes para reestabelecer um novo estado benéfico hemodinamico, no
entanto, o curso destas adaptacdes leva a modificacdes da matriz extracelular (MEC) com
alteragdes morfoldgicas e funcionais do tecido muscular liso dos vasos. Nas artérias de
resisténcia, em estagios moderados da hipertensdo, ocorre o remodelamento eutréfico, que
consiste na diminuicdo do lumen sem elevacdo do didmetro vascular, ndo havendo
hipertrofia.

Quando a hipertensdo ¢ persistente e avanca para estdgios mais severos, a
adaptagdo eutrofica ¢ substituida pelo remodelamento hipertréfico, ocorrendo
principalmente nas artérias de grande calibre, evoluindo com elevagdo da espessura da
parede arterial e do didmetro vascular, com reducao do limen. Este fendmeno tem sido
associado a alteracdes na distribuicdo e no metabolismo de coldgeno e elastina na matriz da
parede vascular arterial que contribui para a rigidez arterial (Martin et al., 2004; Rizzi et
al., 2009; Schieber; Chandel, 2014; Siti; Kamsiah; Kamsiah, 2015; Altara et al., 2016).
Proteases t€m sido relacionadas com a fisiopatologia da hipertensdo e as metaloproteinases
da matriz extracelular figuram como elementos chaves no remodelamento cardiovascular
(Ruddy et al., 2009; Rajzer et al., 2017).

No remodelamento cardiaco a hipertrofia dos cardiomidcitos aparece como a
primeira resposta cardiaca para aliviar o estresse sob a parede do ventriculo esquerdo
imposta pela hipertensdo. Este crescimento ¢ modulado por uma refinada rede de
comunica¢do entre a matrix extracelular, o citoesqueleto, o sarcomero, as proteinas de

manejo do cdlcio e o nicleo. A HAS ativa mecanismos humorais locais e também fatores
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de crescimento e citocinas secretadas pelos fibroblastos e células vasculares e sanguineas,
que por meio de receptores de membranas dos midcitos poderiam desenvolver papel
importante na ativagao da expressdo génica e promog¢ao da hipertrofia. O remodelamento
cardiaco ainda ¢ influenciado pela inflamacdo e ativacdo da imunidade que sao
considerados atores centrais nos processos de lesdes de 6rgaos alvos induzidas pela HAS.
A elevacao da permeabilidade da parede dos capilares, indugdo de quimiocinas e citocinas,
e infiltracdo de células inflamatorias no miocardio somados as alteragcdes da MEC sao
cruciais na diferenciacdo dos fibroblastos residentes em miofibroblastos ativados. Além
disso, a inflamagdo sist€émica ainda induz estresse oxidativo, com formagdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO), no endotélio microvascular corondrio resultando em redugdo
na disponibilidade de 6xido nitrico (NO) no miocardio. Por outro lado, as altera¢des do
colageno em resposta a HAS contribuem com a fibrose no remodelamento cardiaco. Ha
grande variedade de mudangas no metabolismo desta proteina e dentre elas estdo os
comportamentos atipicos de proteinases especificas que elevam a conversdo de pro-
colagenos em colageno, e também a degradagdao ou diminuicdo das fibras saudaveis em
decorréncia da ag¢do de metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) que seriam
ativadas pelas EROs (McMaster et al., 2015; Altara et al., 2016; Lima et al., 2019)

A formacao destas espécies reativas de oxigénio ocorre de forma ampla nos
organismos, principalmente no processo inflamatorio. Normalmente tem inicio com uma
injaria tecidual ou com a presenca de um patdogeno que desencadeiam uma série de sinais
imunologicos que ddo sequéncia, sustentam e reativam a resposta inflamatoria. Algumas
citocinas pro inflamatérias sdo produzidas por células dendriticas ativadas como a IL-1,
IL-6 e TNF, e possuem atividade vasodilatadora capaz de elevar o fluxo, a0 mesmo tempo
em que induzem a migragdo celular. A IL-1 estimula a proliferagdo de macrofagos e
linfocitos. A IL-6 estimula a producdo das proteinas de fase aguda produzidas pelo figado
e o TNF ativa neutréfilos, células endoteliais, linfocitos e proteinas da fase aguda (Chapel
et al., 2013). Em culturas de aorta de ratos, a IL-1p participou da transcrigdo da MMP-2
(Lemarié; Tharaux; Lehoux, 2010).

A inflamagdo ¢ interrompida quando ocorre reparo dos tecidos lesionados ou
quando ha destruicdo do patogeno, porém, ha processos inflamatérios que podem se
sustentar de forma crdnica, por exemplo, na agressao vascular ocorrida com a elevagdo da
pressdo sanguinea, com a producdo persistente de espécies reativas de oxigénio. Uma gama

de ERO ¢ produzida por diferentes células envolvidas no processo inflamatorio, e
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contribuem para antagonizar o quadro de injlria tecidual e também no combate aos
patogenos. Nestas condi¢des de desequilibrio entre elevada produgdo e menor degradacao
de ERO, aparece o estresse oxidativo que pode causar disfun¢ao endotelial, contribuir com
o remodelamento cardiovascular (Thaha; Tanuseputra; Tomino, 2010) e também com
diversas consequéncias amplamente conhecidas no sistema cardiovascular, podendo ser
elencadas a hipertrofia do musculo liso de vasos sanguineos, aumento na deposicao de
proteinas da matriz extracelular (via ativagdo das MMPs, inflamagdo, migracdao de
mondcitos, disfun¢ao endotelial e apoptose Consequentemente, tais mudancas, podem
favorecer para a progressao de diversas patologias como a diabetes, HAS e aterosclerose
(Schieber; Chandel, 2014; Siti; Kamisah; Kamsiah, 2015). As ERO podem ativar fatores
de transcricdo nuclear derivado de eritrocito-like2 (NFE2L2), fator nuclear Kappa-B (NF-
kB) e a proteina ativadora 1 (AP-I). Estes fatores modulam a expressdao génica e o NFkB
esta relacionado com a elevagao da transcrigdo da MMP-2 (Harrison et al., 2011).

Assim, o processo inflamatério (IL1p), a formagdo de ERO (NF-kB, a ativacao da
MMP-2) e a hipertensao (angiotensina I, complacéncia arterial) coparticipam entre si para
sustentar o seu curso, e todos, de forma isolada ou associada, contribuem para a ativagao e
elevagdo da sintese das MMP-2 e consequentemente para o remodelamento cardiaco e

vascular.

2.1 METALOPROTEINASES DA MATRIZ EXTRACELULAR (MMP)

Metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) sdo um grupo de endopeptidases
calcio-dependentes, contendo zinco, que desempenham um importante papel no
remodelamento cardiovascular, degradando varios produtos da MEC, presente em muitas
doencas cardiovasculares, incluindo a HAS. O aumento da atividade de MMP em pacientes
hipertensos estd diretamente relacionado a rigidez da parede vascular arterial, e também
tem envolvimento no remodelamento cardiaco, sendo revertidos pela terapia farmacologica
anti-hipertensiva (Rajzer et al., 2017). As MMPs sao classificadas em 28 tipos, e sdo
diferenciadas pela estrutura molecular em colagenases, gelatinases, estromelisinas,
matrilisinas e MMP de tipo membrana. Dentre as MMPs, a gelatinase MMP-2 (gelatinase

A) ¢ amplamente descrita por sua participacdo nas alteracdes morfofuncionais (Figura 1)
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presentes na HAS (Galis; Khatri, 2002; Chow; Cena; Shultz, 2007; Castro et al., 2008,
2009; Rizzi et al., 2009, 2013; Chen et al., 2013; Cau et al, 2015).

Figura 1 — Alteragdes morfoldgicas induzidas pela atividade da MMP-2
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A atividade das MMPs, especialmente a MMP-2, pode ser controlada por

mecanismos de regulagdo da expressdo génica, mas também por mecanismos pos-
traducionais (Figura 2) como, por exemplo, ativagdo por espécies reativas de oxigénio
(ERO). O estresse oxidativo causado pela elevacao destas espécies ¢ considerado um
importante fator patogénico em doencas cardiovasculares (Nakmareong et al., 2011; Datla;
Griedling, 2010) e ¢ o principal fator ativador das MMP, especialmente MMP-2 durante a
fisiopatologia da HAS (Jacob-Ferreira; Shultz, 2013; Rizzi et al., 2013).

Diversos estudos mostram que drogas antioxidantes reduzem o estresse oxidativo
gerado pela HAS e diminuem a atividade das MMPs, atenuando consequentemente o

remodelamento cardiovascular (Lin et al., 2016; Ceron et al., 2010).
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Figura 2 — Regulagdo da transcrig@o e da atividade da MMP-2 na HA.

Estresse

Ang Il

mecdnico EGF-R Est[es;e

Ang I mecanico
/—@ ’ n g PDGF-R

AT,
\ Transactivation

JNK JAK2 '
PKB NFxB
Sre PI3K FAK | ap - | : s\

| ) STAT3

Estresse
mecdnico

Célula Endotelial

Fonte: Adaptado de Belo, 2015

Célula Muscular Lisa Vascular

Sob a otica de que o estresse oxidativo, a resposta imunoldgica, o processo
inflamatério e a complacéncia arterial, juntos, formam uma rede de contribui¢des no
remodelamento cardiovascular na HAS e que, poderiam estar relacionados a ativacdo das
MMP-2, o uso de plantas medicinais com propriedades antagénicas aos processos

envolvidos poderia ter relagdes benéficas associadas com a inibi¢cdo destas proteases.

2.2 PLANTAS MEDICINAIS

Ha evidéncias com mais de 5000 aC de que plantas tém sido utilizadas em preparos
com fins medicinais. Na placa de argila suméria de Nagpur, 12 receitas de medicamentos
relacionam até 250 plantas diferentes (Kelly, 2009). Hipderates (459-370 aC) em sua obra
classifica 300 plantas por acao fisioldgica, e algumas delas ja apresentavam utilidade para
o tratamento de doencas cardiovasculares, como os diuréticos, e cita a cebola maritima, o
aipo, a salsa, o aspargo e o alho (Bojadzievsk, 1992). Por volta de 77 dC, Dioscorides
descreveu Scillae bulbus como expectorante e estimulante cardiaco (Tucakov, 1990). Com
o passar dos séculos, o estudo das plantas acompanhou os avangos da humanidade, e novas
formas de identificagdo das plantas e das substancias contribuiram para os seus usos.

Atualmente, o uso de plantas medicinais ao redor do mundo ¢ vasto, com grande
quantidade de estudos sobre a eficicia e importancia gerando um volume de informagdes
que acabou dando origem a publicacdes pela Organizagdo Mundial de Saude de
monografias sobre plantas medicinais (Gurib-Fakim, 2006; Coghlan et al., 2012; Mankga
et al., 2013). Estas publicacdes apresentam uma lista de espécies espalhadas pelo planeta

reconhecidamente eficazes e suas formas adequadas de uso.
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No Brasil, ¢ tradicional o uso de plantas medicinais. O Ministério da Saude, por
meio do sistema de satde publico vigente no pais, o Sistema Unico de Saude (SUS)
publicou em 2009 uma Relac¢dao Nacional de Plantas de Interesse do SUS (RENISUS), nela
estdao 71 espécies de plantas com alguma eficicia garantida e uso tradicional para ao
tratamento de algumas enfermidades, dentre elas a hipertensdo arterial, e quando a lista foi
criada ainda faltavam definir todas as indicagdes de uso. Em 2012, medicamentos
fitoterapicos foram incluidos na Relagdo Nacional de Medicamentos (RENAME) e uma
das plantas incluidas nesta lista ¢ a Uncaria tomentosa. Naturalmente, ¢ possivel encontrar
estudos de revisdo sistematica sobre o uso de plantas encontradas no territdrio brasileiro
que possuem atividade contra virus (Gandhi et al., 2016), nas infec¢des do trato urinario
(Vogel et al., 2011), no autismo (Cunha et al., 2018), na artrite reumatoide (Moura et al.,
2017), em doencas cardiovasculares e renais (Tirloni et al., 2017). Apesar de tantos
trabalhos, a legislacdo contribui para a transformacdo destas plantas em medicamentos
fitoterapicos, porém, sendo a maior parte destes produtos no Brasil produzidos com plantas
de outros paises (Costa, 2018).

Apesar dos esfor¢os mundiais, o desenvolvimento de novos medicamentos parece
estar aquém da demanda, e para algumas indicacdes terapéuticas encontra-se realmente
estagnado (Newman; Crag, 2020). Entdo, o olhar para as fontes naturais de substancias
com interesse terapéutico pode trazer novas perspectivas para o tratamento das doencas
que continuam a se expandir pelo globo, em especial nos distirbios cardiovasculares. Os
tratamentos ndo acompanham a evolugdo das doengas e pode ocorrer o que ¢ observado
pela Sociedade Brasileira de Cardiologia, quando afirma que, a redu¢cdo da mortalidade por
doencas cardiovasculares atingiu um patamar nos ultimos anos no Brasil com importante
variagdo regional, sugerindo a necessidade de renovar as estratégias de combate dessas
doencas (Diretrizes, 2019), Assim, plantas com atividade bioldgica sobre o sistema
cardiovascular, podem contribuir com o tratamento dos distarbios cardiovasculares,
ampliando o arsenal terapéutico.

As plantas tém sido utilizadas na area da cardiologia auxiliando no tratamento da
insuficiéncia cardiaca congestiva, na hipertensdo arterial, angina de peito, aterosclerose,
arritmia e insuficiéncia venosa (Mashour, Lin, Frishman ez al., 1998). Algumas espécies
sao utilizadas como hipotensores, como Ocimum sanctum (Chaudhury et al, 2014), Panax
notoginseng ¢ utilizada na aterogénese (Chan; Thomas; Tomlinson, 2002), Viscum album

possui atividade antihipertensiva (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2012), Leonurus
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cardiac ¢ um fortificante da musculatura cardiaca e estes sdo apenas alguns exemplos da
grande variedade de géneros e espécies de plantas utilizados em afec¢des cardiovasculares.

Inimeras espécies vegetais podem ser Uteis no tratamento da hipertensao arterial
por serem capazes de reduzir valores da pressdo arterial sistolica e diastolica. Plantas
conhecidas pela populacdo como o alho (A/lium sativum), o salsdo (Apium graveolens),
coentro (Coriandrum sativum), acafrdo (Crocus sativus), capim-limao (Cymbopogon
citratus), ¢ outras nao tdo conhecidas assim, como Acorus calamus, Agelanthus
dodoneifolius, Apocynum venetum, Arctium Lappa, Carthamus tinctorius e Cirsium
Jjaponicum, estdo relacionadas as suas atividades hipotensoras (Al Disi; Anwar; Eid, 2016,
Anwar; Al Disi; Eid, 2016)

No Brasil, e em diversas partes do mundo, as plantas do género Uncaria tém sido
utilizadas com diversas indicagdes terapé€uticas, além de apresentarem atividades diversas
com potencial terapéutico, dentre elas podem ser citados o uso como anti-hipertensivo e
anti-inflamatorio, além de exibirem atividade antioxidante importante. No Brasil, a planta ¢
conhecida popularmente como “Unha de gato”, sendo utilizada com fins anti-
inflamatérios, no entanto, foram demonstrados experimentalmente também potenciais
efeito antioxidante e imunomodulador (Sandoval et al., 2002). Entretanto, existe uma
lacuna na literatura para o uso das duas principais espécies que ocorrem na América do
Sul, U. tomentosa e U. guianensis, quando se trata dos potenciais efeitos anti-
hipertensivos.

Popularmente, essas duas espécies sdo conhecidas como unha de gato espécie e
normalmente referenciadas pelas comunidades tradicionais como se fossem a mesma
planta (Lock et al., 2016). Varias enfermidades tem sido tradas com estas espécies a
exemplo do Lupus sistémico, sindrome da fadiga cronica, osteoartrite e bursites (Lima et
al., 2019). A casca da unha de gato contém alcaloides oxinddlicos e polifenois
(flavonoides, proantocianidinas e taninos), acido glicosidico, alcaloides pentaciclicos,
esterois, entre outros metabolitos secundarios (Sandoval et al., 2000; Aguilar ef al., 2002).

Mais de 200 compostos ja foram identificados nos extratos das cascas do caule e da
raiz, e das folhas de plantas do género Uncaria, incluindo alcaloides, triterpenos,
flavonoides, fenilpropanoides, dentre outras classes e compostos (Zhang et al., 2015).
Estudos indicam que compostos fendlicos e triterpenoides sdo constituintes importantes

relacionados a atividade antioxidante, especialmente as protocianidinas, quercetina, 4cidos
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ursolicos ¢ oleanolicos (Gongalves, Dinis, Batista, 2005; Falkiewicz; Lukasiak, 2001;
Amaral et al., 2009; Bors et al.,1990).

Os compostos corinoxeina e isorhynchophylina, extraidos de Uncaria
rhynchophylla, mostraram efeito inibitorio sobre a proliferacao de células musculares lisas
de vasos, com a hipdtese de que seus efeitos estariam relacionados ao bloqueio da
sinalizacdo extracelular do ciclo celular regulada por fosforilagdo via cinase de G0/G1
(Kim et al., 2008; Guo et al., 2014 ).

A espécie U. guianensis (Figura 3) produz, nas folhas, o flavonoide glicosilado
canferitrina que ¢ considerado um marcador quimico da espécie (Valente et al., 2009;
Mello et al., 2017). Além disso, esta substancia apresenta efeito vasodilatador (Cechinel-

Zanchett et al., 2019), o que pode conferir a planta atividade no sistema circulatorio.

Figura 3 - Uncaria guianensis: (A) folha, (B) caule, (C) flor e (D) fruto

—
Fonte: elaborado pelo autor

Viérias atividades farmacologicas t€m sido atribuidas a U. guianensis. Em um
ensaio clinico com portadores de artrite reumatoide submetidos a tratamento com 100 mg
por via oral de extrato aquoso da U. guianensis (n=30) e placebo (n=15) foi demonstrado
que apos duas semanas de tratamento os pacientes tratados apresentaram melhora nos seus

quadros (Piscoya et al., 2001).

Foram pesquisados indicios de eficacia em plantas tradicionalmente utilizadas pela
populagdo brasileira para o tratamento de artrite reumatoide em metanalise onde foram
incluidas as 13 plantas que constam na lista da RENISUS e mais 3 plantas que também sdo
comercializadas e utilizadas no Brasil. Os achados de eficidcia da metanalise ndo foram
significativos para a espécie U.tomentosa, no entanto, foram favoraveis para C. longa ou
C. domestica, U. guianensis ¢ Z. Olfficinale. Nesta metanalise, U. guianensis apresentou
alguma eficacia comprovada para o tratamento da artrite reumatoide (Moura et al., 2017).

Outras espécies de plantas do género Uncaria foram estudadas em outros

continentes. Algumas substancias encontradas em extratos destas outras espécies ja
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demonstraram efeito anti-hipertensivo, como os 2-Acido metilsuccinico, 2-acido
metilglutarico, acido subérico, mioinositol, 4-acido piroddcio, acido dodecanedidico,
inosinas, isorinchofilina e rinchofinlina. As espécies U. hirsuta, U. macrophylla, U.
rhynchophylla, U. sessilifructus e U. sinensis foram empregadas no tratamento da
hipertensdo, demonstrando eficacia e seguranga, com a caracteristica de atuar em multiplos
alvos, nas multiplas vias funcionais apresentando poucos efeitos adversos (Zhou, J; Zhou
S, 2012; Feng et al., 2019).

A espécie U. guianensis apresenta diversos potenciais terapéuticos, porém, o
possivel efeito anti-hipertensivo ainda ndo foi avaliado. Neste trabalho, esperamos
contribuir para responder se extrato aquoso de folhas de U. guianensis altera os valores de
pressao arterial, se interfere com o curso do remodelamento cardiovascular na hipertensao,

e se a MMP-2 tem sua atividade alterada ap6s o tratamento com o fitoterapico.



25

3 JUSTIFICATIVA

As plantas do género Uncaria tém sido utilizadas por populagdes tradicionais
devido a atividade anti-inflamatoria, antioxidante e anti-hipertensiva. O efeito anti-
hipertensivo da espécie U. guianensis ndo foi avaliado, e uma possivel confirmagdo desta

atividade pode ampliar o arsenal terapéutico contra a hipertensao e suas comorbidades.
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4 HIPOTESE

O extrato de U. guianensis atua reduzindo a atividade das metaloproteinases e

atenua os remodelamentos cardiaco e adrtico, provocados pela hipertensao arterial.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do extrato aquoso das folhas padronizado de U. guianensis sobre
a hipertensdo arterial, alteracdo cardiaca e atividade da metaloproteinase da matriz
extracelular (MMP)-2 na aorta e cora¢do de ratos induzidamente hipertensos pela técnica

2-rins e 1-clipe (2K1C).

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a hipertensao arterial e alteracao cardiaca em ratos hipertensos tratados com
extrato aquoso das folhas de U. guianensis nas doses de 50 e 200 mg/Kg/dia;

Verificar a atividade da metaloproteinase da matriz extracelular (MMP)-2 na aorta
e coracdo de ratos hipertensos tratados com extrato aquoso das folhas de U. guianensis nas
doses de 50 e 200 mg/Kg/dia;

Determinar perfil quimico por CLUE-EM do extrato aquoso das folhas de U.

guianensis utilizado nos experimentos com 0s animais.
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6 METODOLOGIA

6.1 CONSIDERACOES GERAIS

Os experimentos com animais foram aprovados pelo Comité Institucional de
Cuidado e Uso de Animais da Universidade de Ribeirdo Preto (UNAERP, CEUA n°
01/2020).

Foram utilizados 120 ratos machos Wistar (180 a 200 gramas), provenientes do
Biotério fornecidos pelo Anilab Animais de Laboratorio Criagdo e Comércio Ltda-
Laboratérios Veterinarios (Paulinia, SP) e mantidos no Laboratério Experimental Animal
da Universidade de Ribeirao Preto (UNAERP). Os animais foram mantidos em salas com
ciclos claro/escuro de 12 horas, com temperatura controlada (22-25 °C), e livre acesso a
racao e agua.

As andlises teciduais foram realizadas no laboratério de Biologia Molecular da

Unidade de Biotecnologia da UNAERP.

6.2 OBTENCAO DO EXTRATO AQUOSO DE Uncaria guianensis

A espécie U. guianensis utilizada neste estudo foi coletada no Horto medicinal da
UNAERP, depositado no herbario da UNAERP com o codigo de identificagaio HPMU
2844. A identificacdo botanica foi realizada pelo Dr. Piero G. Delprete do Herbier de
Guyane, Institut de Recherche pour le Développement, Cayenne, Guiana Francesa. O
projeto tem autorizacdo do Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do

Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) com o niumero de protocolo A0117CB.

Folhas frescas de U. guianensis, cultivado ha 8 anos na Colecdo de Plantas
Medicinais da UNAERP, foram colhidas no horario da manha. Essas folhas foram secas
em estufa de ar circulante (MARCONI) a 45 °C, por 48 horas. Apos secagem o material
vegetal foi pulverizado em moinho de facas (MARCONI).

A droga vegetal pulverizada colocada em ponto de ebulicdo e a fonte de calor foi
desligada. O material vegetal permaneceu por 15 minutos. em contato com a agua quente.
A proporc¢do droga vegetal/agua foi 1:10. Posteriormente, o material foi filtrado, o extrato
aquoso foi congelado e liofilizado para a obtencdo do extrato seco. A relagdo droga extrato

(RDE) foi de 3:1.
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6.3 IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS

Identifica¢dao dos constituintes quimicos presentes no extrato aquoso de folha de U.
guianensis foi realizada por cromatografia liquida de ultra performance acoplada a
espectrometria de massa (CLUE-EM). Estas andlises foram realizadas em colaboragdo
com o Dr. Eduardo José Crevelin, no Departamento de Quimica, Faculdade de Filosofia,

Ciéncias e Letras de Ribeirdao Preto, Universidade de Sdao Paulo.

6.3.1 ANALISE DE CANFERITRINA NO EXTRATO AQUOSO DE U. guianensis
POR CLUE-EM/EM

O extrato bruto (1,0 mg) de U. guianensis foi solubilizado em 1,0 mL de metanol
(grau HPLC) obtendo-se uma concentracdo de 1,0 mg/mL. A solu¢do estoque foi diluida
para obter uma concentracdo final de 50 ug/mL, e posteriormente, analisada em um
sistema ACQUITY UPLC H-Class (Waters Corporation) de cromatografia liquida de ultra-
performance (UPLC) acoplado aos detectores de arranjo de diodos (DAD, do inglés, Diode
Array Detector) e ao espectrometro de massas Xevo TQ-D tandem quadrupole (Waters
Corporation, Milford, MA) operando com uma fonte de ioniza¢do Z-spray em modo
positivo de analise. Um volume de 5 pLL de amostra foi injetada em uma coluna Ascentis®
Express Cig (100 x 4,6 mm, 2,7 um o didmetro da particula) da Supelco. A fase movel
consistiu de 0.1% de Acido Férmico (solvente A) e Metanol + 0.1% de Acido Férmico
(solvente B). A separagdo dos compostos iniciou com 10% de B, permanecendo nesta
condicdo por 1 min. Em seguida, aumentou para 60% de B entre 1 e 10 min, seguido por
60 % a 90% B entre 10 e 15 min. Logo, retornou a condi¢do inicial (10% B) dentro dos 5
minutos seguintes. O tempo total de analise foi de 21 min a um fluxo de 400 pL/min. Os
compostos foram monitorados no DAD na faixa de 220 a 600 nm. Os parametros de
operacao utilizados na fonte de Z-spray foram: voltagem do capilar = 3,5 kV, voltagem do
cone = 30 V, temperatura da fonte = 150 °C, fluxo do gas de dessolvatagao = 800 L/h,
temperatura do géas de dessolvatacdo = 300 °C. A faixa de massas usada no modo de

analise Full-scan foi de 100 a 800 Da.

Experimento por CLUE-EM/EM a partir da solugcdo do extrato bruto de U.

guianensis foi realizado por Dissociacdo Ativada por Colisao (CAD), utilizando argdnio
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(Ar) como gés de colisdo, com energias de colisdo variando de 10-50 eV. O pico no
cromatograma TIC (Corrente Ionica Total, do inglés Total Ion Current) com tempo de
retencdo de Tg = 11,7 min mostrou um pico no espectro de massas referente ao ion
precursor de m/z 579. Esse ion precursor foi submetido ao experimento por CLUE-

EM/EM.

6.3.2 ANALISE DE ALCALOIDES OXINDOLICOS NOS EXTRATO AQUOSO DE U.
guianensis POR CLUE-EM/EM

O extrato bruto (1,0 mg) de U. guianensis e os padrdes auténticos dos alcaloides
mitrafilina e isomitrafilina (Sigma Aldrich) foram solubilizados em 1,0 mL de metanol
(grau HPLC) obtendo-se uma concentragao de 1,0 mg/mL. A solucdo estoque do extrato
bruto e dos padrdes foi diluida a fim de obter uma concentragdo final de 50 pg/mL, e
posteriormente, analisada em um sistema ACQUITY UPLC H-Class (Waters Corporation)
de cromatografia liquida de ultra-performance (UPLC) acoplado aos detectores de arranjo
de diodos (DAD, do inglés, Diode Array Detector) e ao espectrometro de massas Xevo
TQ-D tandem quadrupole (Waters Corporation, Milford, MA) operando com uma fonte de
ionizacdo Z-spray em modo positivo de analise. Um volume de 5 uL de amostra foi
injetada em uma coluna Zorbax Eclipse XDB - coluna C18 (150 x 4,6 mm 1.D.; 3,5 um de
tamanho de particula) de Agilent. A fase movel consistiu de 0.2% de acetato de amonio
(solvente A) e acetonitrila (solvente B). A separagdo dos compostos iniciou com 35% de B,
permanecendo nesta condi¢do por 5 min. Em seguida, aumentou para 50% de B entre 5 e
10 min, permanecendo nesta condi¢do entre 10 e 15 min. Logo, retornou a condicao inicial
(35% B) dentro dos 5 minutos seguintes. O tempo total de andlise foi de 21 min a uma taxa
de fluxo de 600 pL/min. Os compostos foram monitorados no DAD na faixa de 220 a 600
nm. Os parametros de operacao utilizados na fonte de Z-spray foram: voltagem do capilar
= 3,5 kV, voltagem do cone = 30 V, temperatura da fonte = 150°C, fluxo do gés de
dessolvatagcdo = 800 L/h, temperatura do gas de dessolvatagdo = 300 °C. A faixa de massas

usada no modo de analise Full-scan foi de 100 a 800 Da.
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6.3.3 ANALISE DE ACIDO QUINICO E ACIDO CLOROGENICO EM EXTRATO
AQUOSO DE U. guianensis POR CLUE-EM/EM

O extrato bruto (1,0 mg) de U. guianensis e o padrao auténtico de acido quinico e
acido clorogénico (Sigma Aldrich) foram dissolvidos em 1,0 mL de metanol (grau CLUE)
para obter uma concentragdo de 1,0 mg/mL. A solugdo estoque do extrato bruto e dos
padrdes foi diluida a fim de obter uma concentracao final de 50 pg/mL, e posteriormente,
analisada em um sistema ACQUITY UPLC H-Class (Waters Corporation) de
cromatografia liquida de ultra-performance (UPLC) acoplado aos detectores de arranjo de
diodos (DAD, do inglés, Diode Array Detector) e ao espectrometro de massas Xevo TQ-D
tandem quadrupole (Waters Corporation, Milford, MA) operando com uma fonte de
ionizacdo Z-spray em modo positivo de analise. Um volume de 5 uL de amostra foi
injetada em uma coluna Ascentis® Express Cig (100 x 4,6 mm, 2,7 um o didmetro da
particula) da Supelco. A fase mével consistiu de 0.1% de Acido Férmico (solvente A) e
Metanol + 0.1% de Acido Formico (solvente B). A separacdo dos compostos iniciou com
3% de B, permanecendo nesta condi¢cao por 1 min. Em seguida, aumentou para 60% de B
entre 1 e 15 min, seguido por 60 % a 90% B entre 15 e 19 min. Logo, retornou a condi¢do
inicial (3% B) dentro dos 5 minutos seguintes. O tempo total de andlise foi de 24 min a
uma taxa de fluxo de 300 uL/min. Os compostos foram monitorados no DAD na faixa de
220 a 600 nm. Os parametros de operacdo utilizados na fonte de Z-spray foram: voltagem
do capilar = 3,5 kV, voltagem do cone = 30 V, temperatura da fonte = 150 °C, fluxo do gas
de dessolvatacao = 800 L/h, temperatura do géas de dessolvatagao = 3002 °C. A faixa de

massas usada no modo de analise Full-scan foi de 100 a 800 Da.

6.4 INDUCAO DA HIPERTENSAO ARTERIAL

Para a indugdo da hipertensao arterial foi utilizado o modelo de Godblatt, dois rins
e 1 clipe (2K1C), que consiste na implantacdo de um clipe de prata com abertura de 0,2
mm sobre a artéria renal esquerda, levando a estenose da artéria. Esse procedimento leva a
ativacdo do sistema renina angiotensina, com consequente aumento da pressdo arterial. Os
animais foram anestesiados com Ketamina (0,2 mL) e Xilasina (0,1 mL) para realizacao da
laparotomia e exposi¢cao do pediculo da artéria renal, onde foi implantado o clipe de prata.

Os animais controle operados (sham) foram submetidos apenas a laparotomia. Ao final do
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procedimento receberam analgésico (Flunixina Meglumina) e antibidtico (Cloridrato de
Oxitetraciclina) ambos em dose tUnica (Natalin et al 2016).Ap Apds a cirurgia, os animais

foram mantidos no Biotério.

6.5 TRATAMENTO

Foi utilizado um extrato aquoso das folhas da planta Uncaria guianensis.

Os ratos induzidamente hipertensos pelo modelo 2K1C e Sham foram tratados com
administracdo via gavagem de 50 mg/kg/dia dos extratos de U. guianensis diluidos em
agua potavel, por 6 semanas apoOs a testagem para hipertensdo. Uma nova rodada de
experimentos foi realizada repetindo todo procedimento de inducdo da hipertensado arterial
e alterando a dose de tratamento para 200 mg/kg/dia. Outros grupos de ratos hipertensos e
Sham foram tratados com losartana na dose de 10mg/kg/dia também por 6 semanas. Ao
todo foram avaliados 70 animais dos quais 53 alcangaram a sexta semana na primeira
rodada de experimento, ¢ na segunda rodada, 50 animais dos quais 31 alcangaram a sexta
semana. A redu¢do do numero de animais se deve principalmente aos que nao cursaram

com elevagdo da pressao arterial. Sendo distribuidos em cinco grupos de tratamentos:

1) Sham

2) Sham tratado com extratos de Uncaria guianensis (50 mg/kg)
3) Sham tratado com extratos de Uncaria guianensis (200 mg/kg)
4) 2K1C

5) 2K1C tratado com extratos de Uncaria guianensis (50 mg/kg)

6) 2K1C tratado com extratos de Uncaria guianensis (200 mg/kg)

7 2K1C tratado com Losartana (10mg/kg)
A Losartana ¢ um farmaco antagonista do receptor AT1 para Angiotensina II e foi utilizada
como controle positivo para avaliacdo dos efeitos anti-hipertensivos neste modelo

experimental de hipertensao.

6.6 AVALIACAO DA PRESSAO ARTERIAL

Para avaliar os efeitos dos tratamentos sobre a HAS, a pressao arterial sistolica foi
verificada semanalmente, por pletismografia de cauda, durante as 6 semanas do estudo. Os

animais foram alocados em tubos de contencdo e o manguito e um transdutor foi colocado



33

na cauda do animal. O transdutor ¢ acoplado a um computador para aferi¢do de pressao.
Foram realizadas 13 medidas consecutivas, sendo as 3 primeiras descartadas. As medidas

foram analisadas e as médias foram utilizadas para a anélise estatistica.

6.7 PESO DOS RINS, CORACAO E HIPERTROFIA CARDIACA

Apoés eutandsia, a aorta, coragdo, rins e tibia (esquerda) foram retirados dos
animais.

Ambos os rins foram pesados para determinagdo da razdo entre os pesos dos rins
esquerdos (nao clipados) sobre os dos rins direitos para a validagao do modelo 2K1C.

Os coragdes foram, separadamente, pesados para verificagdo de hipertrofia cardiaca

e foram ajustados de acordo com a extensdo da tibia do proprio animal.

6.8 DETERMINACAO DA EXPRESSAO DE MMP-2 POR ZIMOGRAFIA EM GEL

Para determinar se os extratos de U. guianensis podem diminuir a atividade e
expressao da MMP-2, essa metodologia foi utilizada como avaliagdo da expressdo da
MMP-2 na aorta e coragdo dos animais. A quantidade de MMP-2 foi determinada por meio
da técnica de zimografia. As amostras dos tecidos foram pesadas e colocadas em
microtubos eppendorf®. Nesses tubos, foram adicionados 300 pL de tampdo de extragdo
(20 mmol/L Tris—HCIL, pH 7.4, 1 mmol/L 1,10- fenantrolina, 1 mmol/L fluoreto de fenil
metil sulfonil (PMSF), 1 mmol/L N-etilmaleimida (NEM), e 10 mmol/L CaCl,) para cada
0,03 g de tecido. As amostras foram trituradas e agitadas (na geladeira) por 2h para
melhorar a extracdo de proteinas e posteriormente, foram centrifugadas (10000 x g, 15
minutos). O sobrenadante foi recolhido para a dosagem de proteinas pelo método de
Bradford. As amostras (contendo 20 ug de proteina) foram diluidas no tampao de amostra
(1:1, SDS 2%, Tris- HCI 125 mM, glicerol 10% e azul de bromofenol) para a aplicacdo no
gel de eletroforese contendo gelatina 1%. Apds preparadas, as amostras foram separadas
por meio de eletroforese, em um sistema descontinuo de tampdes, utilizando géis de
poliacrilamida na concentracdo de 12%. Apos eletroforese, esses géis foram submetidos a
2 banhos de Triton X-100, para remover o SDS e colocados em tampao de ativagao (Tris-
HCI contendo 50 mM calcio), por 16 horas. Posteriormente, foram corados com solugdo

Coommassie Blue. Com auxilio do programa ImageJ, as bandas encontradas nos géis
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referentes 8 MMP-2 foram quantificadas. As formas latentes e ativas da MMP-2 foram

identificadas por meio dos pesos moleculares: 75 kDa, 72 kDa e 64 kDa, respectivamente

(Figura 4).

Figura 4 - Padrio zimografico das bandas das isoformas de MMP-2

75 kDa
72 kDa
64 KDa

6.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos neste estudo foram analisados por ANOVA. Foram considerados
estatisticamente diferentes valores com p<0,05. Os graficos foram representados com

média + erro padrao da média (SEM).
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7 RESULTADOS

7.1 ANALISE CROMATOGRAFICA DO EXTRATO

O extrato aquoso de U. guianensis, utilizado neste trabalho, foi caracterizado pela
presenga dos 4cidos quinico e clorogénico (Figura 6), pelos alcaloides mitrafilina e
isomitrafilina (Figura 7) e pelo flavonoide canferitrina (Figura 8). Estes compostos
apresentam diferengas moleculares (Figura 5). O flavonoide identificado pelo espectro de
MS/MS, apresentou picos de ions produtos de m/z 433 e m/z 287, os quais, como relatado
na literatura, sdo caracteristicos da estrutura quimica da substancia canferitrina (Valente et

al., 2009).

Figura 5 - Estrutura molecular dos compostos caracterizados

i L
HO_ COH N
i L .{
oo )
OH on > L g
> b r] |®
Acido Quinico Acido Clorogénico Canferitrina
~
Mitrafilina Isomitrafilina

Fonte: elaborado pelo autor por adaptagdes das moléculas encontradas em Pubchem
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Figura 6 - Espectros de massa obtido em Cromatdgrafo Liquido de Ultra Eficiéncia (CLUE -EM): (A) padrio

do 4cido quinico, (B) padrao do acido clorogénico e (C) extrato aquoso de Uncaria guianensis.
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Figura 7 - Espectros de massa obtido em Cromatografo Liquido de Ultra Eficiéncia (CLUE -EM) (A) padrao

de mitrafilina, (B) padrao de isomitrafilina e (C) extrato aquoso de Uncaria guianensis.
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Figura 8. Cromatograma DAD e espectros de massa obtido em Cromatografo Liquido de Ultra Eficiéncia
(CLUE -EM) (A) extrato aquoso de Uncaria guianensis, (B) espectros de massa do flavonoide canferitrina e

(C) Espectro ultravioleta do flavonoide canferitrina
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7.2 PRESSAO ARTERIAL E INTERFERENCIA SOBRE O PESO DOS ANIMAIS

Os animais submetidos a técnica de 2KI1C a partir da segunda semana de
verificagdes de pressdo arterial caudal registraram sempre pressdo sistolica superior aos
grupos restantes (P<0001). Os animais do grupo Sham foram os que tiveram os menores
valores de pressao aferidos, sem apresentar diferencas significativas entre os Sham tratados
com ambas as doses do extrato, no entanto, foi possivel observar discreta elevacdo nos

valores daqueles tratados com 200 mg/kg/dia. A maior queda de pressdo arterial entre os
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animais 2K1C tratados foi verificada no grupo Losartana (p<0,001) e foi comparavel a
pressdo dos animais Sham. As comparagdes entre os grupos 2KI1C/2K1C 50, e

2K1C/2K1C 200, ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,069) (Figura 9).

Figura 9 - Efeito do tratamento com extrato aquoso de Uncaria guianensis nas doses de 50mg/kg e 200

mg/kg sobre a pressdo arterial de ratos
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Quanto ao peso dos animais, entre 2K1C e Sham e entre 2K1C e losartana, ndo
houve diferenga significativa. Todos os grupos tratados com extrato de U. guianensis
apresentaram reducao de peso, com a maior diferenca entre as médias observada no grupo

2K1C+U200 (p=0,0079). (Figura 10)
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Figura 10 - Efeito do tratamento com extrato aquoso de Uncaria guianensis nas doses de 50mg/kg ¢ 200

mg/kg sobre 0 peso de ratos
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7.3 RELACAO ENTRE OS RINS E ELEVACAO DO PESO DO CORACAO

Todos os animais submetidos a técnica 2K 1C apresentaram relacdo do peso dos rins
maior que 1, indicando a adaptacdo do rim direito e validando o objetivo da técnica de

estenose no rim esquerdo (Figura 11A).

O modelo de hipertensdao 2K1C, gerou nos animais uma elevagdo do peso do
coragdo. O farmaco anti-hipertensivo losartana protegeu contra a elevagao de peso cardiaco
induzida pela pressao arterial. O extrato aquoso de U. guianensis na dose de 200 mg/kg
ndo promoveu uma alteragdo significativa, porém, na dose menor, foi possivel observar
uma reducdo da hipertrofia cardiaca importante, com uma diferenga significativa entre as

médias do peso de aproximadamente 20% (p=0,002). (Figura 11B)
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Figura 11 - Efeitos dos tratamentos com extrato aquoso de Uncaria guianensis nas doses de 50 mg/kg e 200

mg/kg sobre a hipertrofia renal (A) e cardiaca (B)
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7.4 ZIMOGRAFIA DA AORTA

A MMP-2 nos ensaios de zimografia mostrou 3 isoformas, 75 kDa, 72 kDa e 64
kDa (Figura 12A). Os grupos Sham+U50 e 2K1C+Losartana diferiram estatisticamente do
grupo hipertenso nao tratado (2K 1C) na isoforma 75kDa (Figura 12B).

Quanto a isoforma 72 kDa, a losartana também foi capaz de reduzir a isoforma nos
hipertensos, quando se comparam 2K1C com Sham + U200, e 2K1C com 2K1C + U200
ndo foi possivel confirmar as diferencas pois ndo sdo significativas. O extrato aquoso de
Uncaria guianensis na dose de 50 mg/kg reduziu a presenca da isoforma de 72 kDa na

aorta dos animais hipertensos (Figura 12C).
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Em relacdo a isoforma ativa da MMP-2, com 64kDa, apenas na comparagdo entre
Sham tratados com a dose de 50 mg/kg do extrato, apresentaram valor menor do que os
animais hipertensos nao tratados, para as demais comparagdes ndo houve diferencas
significativas, portanto, o extrato de aquoso de U. guianensis, nas doses de 50 mg/kg e 200
mg/kg, em animais com hipertensdo induzida pelo modelo 2K1C, ndo apresentou potencial
em inibir a atividade da metaloproteinase (Figura 12D).

De uma forma geral, quando se somam todas as isoformas, ¢ possivel afirmar que
os animais hipertensos nao tratados apresentam mais MMP-2 do que os animais
normotensos (Sham), além disso, em relagdo aos animais hipertensos tratados, a excegdo
dos que foram expostos a dose de 200 mg/kg (p>0,05), todos tiveram a MMP-2 diminuida
quando comparado aos hipertensos nao tratados (2K1C). O extrato aquoso de Uncaria
guianensis na dose de 50 mg/kg reduziu as todas isoformas somadas da MMP-2 na aorta

dos animais hipertensos (p<0,0342) (Figura 12E).
Figura 12 - Zimografia da aorta, tratamentos com doses de 50 mg/kg ¢ 200 mg/kg do extrato aquoso de
Uncaria guianensis (A) Efeito dos tratamentos sobre a MMP-2 vascular (aorta), isoformas 75kDa (B),

72kDa (C), 64kDa (D) e somatoria (E)
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7.5 ZIMOGRAFIA DO CORACAO

A MMP-2, nos ensaios de zimografia do coracao (U50 e U200), revelou 3
isoformas, 75 kDa, 72 kDa e 64 kDa (Figura 13A). A isoforma da MMP-2 75KdA, parece
estar elevada nos animais hipertensos, porém esta diferenca ndo ¢ considerada
significativa. Entre os grupos 2K1C, aqueles tratados com o extrato parecem ter uma
redugdo, também nao significativa parece ainda mais reduzida nos expostos com losartana
(Figura 13B). De forma semelhante, a isoforma com 72kDa nao apresenta diferenca
significativa entre os grupos Sham e hipertensos, tratados ou ndo tratados (Figura 13C).
Para a MMP-2 64kDa, isoforma com atividade catalitica ativa, continua aparecendo entre
os grupos sem diferencas significativas (Figura 13D). E quando todas as isoformas sao
somadas, a andlise continua sem apresentar diferenca significativa entre os grupos dos
animais. (Figura 13E), a relacdo entre o extrato aquoso de U. guianensis no tecido

cardiaco ndo esta relacionada com alteracdes significativas das isoformas de MMP-2.

Figura - 13. Zimografia do coracdo, tratamentos com doses de 50 mg/kg e 200 mg/kg do extrato aquoso de

Uncaria guianensis (A) Efeito dos tratamentos sobre a MMP-2 cardiaca, isoformas 64 kDa (B), 72 kDa (C),

75 kDa (D) e somatéria (E)
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8 DISCUSSAO

A hipertensao arterial sistémica (HAS) ¢ um dos fatores de risco cardiovasculares
mais importantes (Joint National Committee on Detection, Evaluation, and Treatment of
High Blood Pressure, 1993; Sociedade Brasileira de Hipertensao-SBH, 2010). Nos
hipertensos ¢ esperado que o aumento de tensdo na parede dos vasos e coragdo promova
alteracdes nas células e na matriz extracelular resultando em remodelamento
cardiovascular promovendo lesdes em Orgaos como cérebro, rins, retina, vasos € coragao
(Praxedes et al., 2001; Martin et al., 2004). O sistema renina-angiotensina participa do
curso da HAS, e a angiotensina II contribui para lesdes de 6rgdos alvos, tanto pela sua
atividade vasoconstritora, quanto pelas respostas proliferativas e inflamatoérias. Ela eleva a
expressao de moléculas de adesdo, induz a liberagao de citocinas como a TNF-a, MCP-1 e
IL6 (Tedgui; Mallat, 2006), e a liberacao destes fatores inflamatorios ¢ independente da
inducdo da hipertensdo (Lima ef al., 2019).

O presente estudo mostrou que o extrato aquoso de Uncaria guianesis nao reduzui
a pressdo arterial de ratos induzidamente hipertensos com a técnica de estenose
monolateral da artéria renal (2K1C). Este modelo tem a Angiotensina II como principal
responsavel pelo curso da elevagdo da pressao arterial. Resultado diferente foi encontrado
com o extrato aquoso comercial, denominado de AC11® (Optigenex Inc. Scottsdale, AZ,
USA), produzido de casca de U. tomentosa, o qual reduziu a pressdo arterial em
camundongos (Oogaki ef al., 2021). Um outro trabalho realizado com extrato aquoso de U.
rhynchopylla, com camundongos hipertensos induzidos por Angiotensina II, atenuou a
elevacdo da pressdo arterial e as principais substancias encontradas no extrato foram
isorinchofilina, rinchofilina, geissochizina e hirsutina (Xie et al., 2022). Outros estudos
demonstram que rinchofilina e isorinchofilina apresentam efeito hipotensor relacionado
com inibicdo da vasoconstricdo, por atividade no sistema nervoso simpatico, € por
bloqueio de canais de calcio tipo L (Shi ef al., 2003; Zhou et al., 2010; Zhou, J; Zhou, S.,
2012). Entretanto, ¢ importante considerar que estes alcaloides ndo estdo presentes na
espécie U. guianensis.

O aumento de tensdo na parede dos vasos e coragdao que ocorre na HAS promove
alteragcOes nas células e na matriz extracelular, o que resulta em intenso remodelamento
cardiovascular e alteram a hemodinamica de forma substancial promovendo lesdes em

orgdos como cérebro, rins, retina, vasos e coracdo (Praxedes et al., 2001; Martin et al.,
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2004). A hipertrofia dos cardiomidcitos ocorre para aliviar o estresse sob a parede do
ventriculo esquerdo na hipertensdo. A matriz extracelular, o citoesqueleto, o sarcomero, as
proteinas do calcio e o nucleo, junto com alteracdes na permeabilidade dos capilares,
quimiocinas e infiltracdo de células inflamatorias no miocardio, contribuem para o
crescimento cardiaco (McMaster et al., 2015; Altara et al., 2016; Lima et al., 2019). O
extrato aquoso de Uncaria guianensis na dose de 50 mg/kg, parece ter interferido nestes
processos de alguma forma, o peso do coracdo dos animais hipertensos tratados com essa
dose, ndo teve a mesma elevagao daqueles ndo tratados, o que mostra prote¢do. De forma
semelhante, o extrato de U. rhynchophylla, atenuou modificacdes que participam do
remodelamento cardiaco, além de também ter reduzido a sintese de coldgeno na matriz
extracelular cardiaca de camundongos hipertensos (Xie et al., 2022). Em um estudo
realizado sobre a interferéncia na distribui¢ao de sodio, o extrato de U. tomentosa reduziu
o nivel de sodio cardiaco de ratos Wistar (Moreno et al., 2007), e apesar dos autores nao
terem discutido as consequéncias desta redugdo, ¢ possivel inferir que talvez haja uma
relacdo entre o menor arraste osmaotico que se observa em menores concentracoes de sodio
com o menor peso do coragao.

O remodelamento cardiovascular estd diretamente relacionado a elevagdo da
atividade das MMP (Rajzer et al, 2017). A MMP-2 participa das alteragdes
morfofuncionais presentes na HAS ( Galis; Khatri, 2002; Chow; Cena; Shultz, 2007,
Castro et al., 2008, 2009; Rizzi et al., 2009, 2013; Chen ef al., 2013; Cau et al., 2015). O
estresse oxidativo € o principal fator ativador pos traducional da MMP-2 na fisiopatologia
da hipertensao arterial sist€émica HAS (Rizzi et al., 2013; Jacob; Shultz, 2013). Substancias
antioxidantes sdao capazes de atenuar a atividade das MMP e protegem contra o
remodelamento cardiovascular (Ceron et al., 2010; Lin et al., 2016;).

Nossos dados ndo mostraram, nos ensaios de zimografia do cora¢do de ratos, uma
alteracdo significativa nos niveis de MMP-2, no entanto, na aorta desses animais, foi
possivel observar reducao na isoforma de 72 kDa da MMP-2 com a menor dose utilizada
nos ensaios. Além disso, quando todas as isoformas (75, 72 e 64 kDa) tiveram somadas
suas analises zimograficas, foi possivel observar que a mesma dose também causou uma
reducdo das MMP-2 da aorta de forma significativa. E possivel entdo afirmar que na dose
de 50 mg/kg, o extrato aquoso de U. guinanensis reduziu os niveis de MMP-2 na aorta. A
isoforma de 72 kDa ¢ ativada principalmente por agdo de espécies reativas de oxigénio e

quando isso ocorre ha a exposi¢do do sitio catalitico e essa isoforma passa a ter 64 kDa,
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atuando como forma ativa. O extrato de U. guianensis ndo atuou de forma significativa na
isoforma 64 kDa, entdo ¢ possivel que o efeito antioxidante dos alcaloides, ou de outras
substancias presentes no extrato da planta, tenham inibido a ativa¢ao da isoforma de 72
kDa e portanto ndo foi formada a MMP-2 na sua forma ativa (64 kDa). Além disso, a
presenca do flavonoide canferitrina no extrato também pode ter contribuido com esse
efeito, por sua comprovada atividade antioxidante. Isto ndo explicaria a razdo pela qual a
isoforma de 72 kDa foi reduzida pelo extrato, o que pode ser sugestivo de uma inibi¢cao em
nivel traducional. Alguns estudos mostram que U. guianensis eleva a expressdo de
quimiocinas proinflamatérias como IL-6, IL-15, IL-17A e TNF-a e também as
antiinflamatérias 1L-4 e do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) o que de
alguma forma poderia interferir na transcricao e expressao da MMP-2, e ndo pela inibicao
das espécies reativas de oxigénio, alids, o extrato aquoso de U. guianensis elevou a
produgdo de espécies reativas de oxigénio em um modelo de endometriose em que se
observou a elevagao destas citocinas (Hernandes et al., 2020).

Apesar de encontrarmos prote¢do conferida pelo extrato aquoso de U. guianensis,
ainda seria necessario incrementar nossos dados com a verificacdo da atividade da MMP-2
in situ, com a observacao das alteracdes teciduais cardiacas e vasculares para entendermos
a relagdo da presenca verificada das MMP-2 com as alteragdes teciduais, para observar se

0 extrato traria ou ndo alguma alteracao morfologica.
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9 CONCLUSAO

Nas condi¢des ensaiadas, o extrato aquoso de U guianensis nao reduziu a
hipertensao arterial dos animais, entretanto, a menor dose avaliada, diminuiu a hipertrofia
cardiaca, a isoforma 72 kDa e a somatoria de todas as isoformas da MMP-2 vascular no
tecido da aorta, mostrando um potencial para reducdo de lesdes causadas pela hipertensao,

em modelo 2K 1C.
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