@renorbio

rede nordeste de biotecnologia
REDE NORDESTE DE BIOTECNOLOGIA (RENORBIO)
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

EFEITO CARDIOVASCULAR DAS SAPONINAS EXTRAIDAS DAS FOLHAS
DE Syzygium cumini (L.) Skeels

MATHEUS BRANDAO CAMPOS

Sao Luis
2019



MATHEUS BRANDAO CAMPOS

EFEITO CARDIOVASCULAR DAS SAPONINAS EXTRAIDAS DAS FOLHAS
DE Syzygium cumini (L.) Skeels

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacao em Biotecnologia da Rede
Nordeste de Biotecnologia (Renorbio)
como requisito parcial para obtengédo do
titulo de Doutor em Biotecnologia.

Orientadora: Prof?. Dr? Marilene Oliveira
da Rocha Borges

Co-orientadora: Prof? Dr® Rachel Melo
Ribeiro

Area de concentragdo: Biotecnologia
em Recursos Naturais

S3ao0 Luis
2019



Ficha gerada por meio do SIGAA/Biblioteca com dados fornecidos pelo(a) autor(a).
Nucleo Integrado de Bibliotecas/UFMA

Campos, Matheus Brandio.

Efeito cardiovascular das saponinas extraidas das
folhas de Syzygium cumini L. Skeels / Matheus Brandé&o
Campos. - 20185.

100 f.

Coorientador(a): Rachel Melo Ribeiro.

Orientador (a): Marilene Oliveira da Rocha Borges.

Tese (Doutorado) - Programa de Pds-graduagdo em
Biotecnologia - Renorbio/ccbs, Universidade Federal do
Maranhdo, S3o Luis, 2019.

1. Anti-hipertensivo. 2. Cardiovascular. 3.
Saponinas. 4. SHR. 5. Syzygium cumini. I. Borges,
Marilene Oliveira da Rocha. II. Ribeiro, Rachel Melo.
ITI. Titulo.




EFEITO CARDIOVASCULAR DAS SAPONINAS EXTRAIDAS DAS FOLHAS
DE Syzygium cumini (L.) Skeels

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduagao em Biotecnologia da Rede
Nordeste de Biotecnologia (Renorbio)
como requisito parcial para obtengéo do
titulo de Doutor em Biotecnologia.

BANCA EXAMINADORA

Profé. Dr2. Marilene Oliveira da Rocha Borges
Orientadora 3
UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Prof. Dr. José Ribamar da Silva Junior
UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAO

Prof. Dr. Antonio Carlos Romé&o Borges
UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Prof. Dr. Rui Miguel Gil da Costa Oliveira
UNIVERSIDADE DO PORTO

Prof®. Dré. Maria do Socorro de Sousa Cartagenes
UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO



Dedicado aos meus avos
Zeca Pinto (in memorian) e
Corina Brandao



AGRADECIMENTOS

A minha Orientadora Professora Dr® Marilene Borges por todos esses
anos de ensinamento, paciéncia, orientagcbes e oportunidades concebidas, por
sua disponibilidade e dedicacdo desde os primeiros passos no ingresso a
pesquisa até a conclusao deste trabalho e a diante;

A minha querida amiga e segunda mae Professora Dr® Rachel Melo
Ribeiro, co-orientadora, por sua infinita dedicagdo, cumplicidade e
companheirismo, por todo empenho para realizagao deste trabalho e além,;

Ao estimado Professor Dr. Antonio Carlos Romao Borges pelos anos de
apoio, pela orientacdo segura e suporte necessario para realizagdo deste
trabalho

Aos colegas farmacéuticos Rafael Cavalhal e Carol Marreiros pelo
suporte técnico e dedicagdo quando ainda alunos de graduacéo;

A Amanda Passos por toda ajuda, disponibilidade e apoio nas horas
mais complicadas;

Ao Laboratorio de Pesquisa e Pés Graduagdo em Farmacologia da
Universidade Federal do Maranhdo — LPPF, aos técnicos Denilson Amorim e
Elaine Mendes pelo suporte técnico;

Ao Professor Dr. José Ribamar da Silva Junior pelas pela contribuicéo,
ponderagdes e disponibilidade;

A Professora Dr® Claudia Quintino da Rocha pelas analises e
contribuicdes nos dados obtidos colaborando para o enriquecimento deste
trabalho;

A Professora Dr® Denise Fernandes Coutinho pelas orientacées,
contribui¢cdes, ponderagcbes e disponibilidade desde os primérdios desta
jornada

Ao Professor Francisco das Chagas e ao aluno Rudielson Santos do
Laboratério de Quimica Quéantica computacional e Planejamento de Farmacos
da Universidade Estadual do Piaui - UESPI pelas indispensaveis contribui¢cdes
para conclusdo deste trabalho

Ao Professor Rui M. Gil da Costa pela disponibilidade e ajuda nesta
etapa final de realizagéo deste trabalho

A secretaria do programa RENORBIO, Camila Rocha e Adriana Jardim
pela paciéncia, disponibilidade e eficiéncia;

A Fundagédo de Amparo a Pesquisa e ao Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico do Maranhao - FAPEMA e a Coordenagao de Aperfeigoamento de
Pessoal de Nivel Superior — CAPES pelo financiamento ao logo destes anos de
doutoramento e a Universidade Federal do Maranhdao - UFMA pela
infraestrutura e suporte para a realizagao deste trabalho.



RESUMO

As doengas cardiovasculares (DCV) sao as principais causas de morte no
mundo e, a busca por novos medicamentos que possam assegurar o
tratamento de doengas como a hipertensao arterial, por exemplo, sdo cada vez
mais frequentes. Dentre os compostos investigados destacam-se os produtos
de origem vegetal que apresentam metabdlitos secundarios com potencial
farmacolégico sobre o sistema cardiovascular. As saponinas, classe de
metabdlitos de origem vegetal, sdo moléculas anfifilicas que tem sido vistas
como uma proeminente fonte de compostos com atividade benéfica ao sistema
cardiovascular. O presente estudo avaliou o potencial farmacoldgico da fragao
rica em saponinas (FRS) extraida das folhas de Syzygium cumini (L.) Skeels,
no sistema cardiovascular de ratos espontaneamente hipertensos (SHR). A
FRS foi obtida por processo fisico (patente (INPI BR 102014003275-4), e sua
composicao foi comprovada por analise fitoquimica. A FRS apresentou
atividade antioxidante pelo método do DPPH. Para a avaliagao farmacoldgica,
SHR machos com 90 dias de idade foram tratados diariamente, pelo periodo de
15 dias, com a fragédo rica em saponinas isoladas de S. cumini (FRS), nas
doses de 10 e 50 mg/kg/v.o. Os resultados demonstraram que a FRS reduziu a
pressao arterial (PA) dos SHR, promoveu uma reducao de eventos arritmicos,
tais como bloqueio atrioventricular e diminuiu resisténcia vascular periférica,
causando a diminui¢cdo da contragdo induzida por noradrenalina nos animais
SHR tratados com a dose mais alta. Os mecanismos do vasorrelaxamento
foram investigados em anéis de artéria mesentérica. A FRS foi capaz de
promover o efeito vasorrelaxante e bloquear a contragédo induzida pelo calcio
extracelular. Com os resultados apresentados conclui-se que a FRS diminui a
PA por mecanismo que envolve o bloqueio do influxo de calcio e, promove
cardioprotecdo em SHR, sendo, portanto, um proeminente agente com

potencial efeito anti-hipertensivo e em desordens cardiovasculares.

Palavras-chave: Saponinas; Cardiovascular; Syzygium cumini; Vasorrelaxante;

Anti-hipertensivo



ABSTRACT

Cardiovascular diseases (CVD) are the leading causes of death in the world
and the search for new medicines that can ensure the treatment of diseases
such as hypertension, for example, are becoming more frequent. Among the
compounds investigated are products of plant origin that present classes of
metabolites with pharmacological potential on the cardiovascular system.
Saponins, class of plant origin, are amphiphilic molecules that have been seen
as a prominent source of compounds with beneficial activity to the
cardiovascular system. The present study evaluated the pharmacological
potential of saponins extracted from leaves of Syzygium cumini (L.) Skeels in
the cardiovascular system of spontaneously hypertensive rats (SHR). SHR
male were treated for a period of 15 days with a rich fraction of S. cumini (FRS)
10 mg / kg / day / week saponins. and FRS 50 mg / kg / day / v.o. The results
demonstrated that FRS was able to reduce blood pressure of SHRs, promote a
reduction of arrhythmic events such as atrioventricular block and act on
peripheral vascular resistance in resistance arteries, causing the decrease of
noradrenaline-induced contraction in treated SHR animals with the highest
dose. The vasorelaxation mechanisms were also evaluated in mesenteric artery
rings. FRS was able to promote the vasorelaxing effect and block the
contraction induced by extracellular calcium. With the results presented, it is
concluded that FRS appears to act by blocking the influx of calcium and
promoting cardioprotection, being therefore a prominent agent with potential
antihypertensive effect and in cardiovascular disorders.

Keywords: Saponins; Cardiovascular, Syzygium cumini; Vasorelaxant;

Antihypertensive
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1. INTRODUGAO

Segundo a Organizagdo mundial da Saude (OMS) as doencgas
cardiovasculares (DCV) sao atualmente a principal causa de morte no mundo.
Mais pessoas morrem anualmente por essas enfermidades do que por
qualquer outra causa. Estima-se que 17,9 milhbes de pessoas morrem a cada
ano de doencgas cardiovasculares, representando 31% de todas as mortes em
nivel global. (WHO, 2017). Dai um interesse na pesquisa de novos
medicamentos, com destaque ao uso de produtos de origem vegetal como
terapia alternativa e complementar na prevengcao e tratamento de doencas
cardiometabdlicas, destacando-se o importante crescimento no numero de
estudos cientificos na area de pesquisa nesta area (WALTENBERGER et al,
2016).

A espécie vegetal Syzygium cumini (L.) Skeels € uma arvore terrestre,
frutifera de grande porte, originada da india e aclimatada no Brasil. E muito
frequente no litoral o estado do Maranh&o. E conhecido popularmente como
azeitona doce, jamboldo, jameldao entre outros nomes. Esta espécie é
largamente empregada pela populagdo como adstringente, anti-hemorragico,
antimicrobiano e anti-diarréica (POZETTI, 1989; MURUGANANDAN et al.,
2001).

Extratos dessa planta apresentaram atividades sobre o sistema
cardiovascular. Ribeiro et al. (2014) demonstraram o efeito anti-hipertensivo do
extrato hidroalcodlico das folhas de S. cumini esta espécie em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR). Neste estudo os animais tratados por
oito semanas com o extrato apresentaram reducdo na pressao arterial média,
batimentos cardiacos, além de efeito sobre a reatividade vascular, com
reducado da responsividade arterial. O extrato mostrou capacidade de agir via
bloqueio do influxo de calcio na musculatura lisa vascular de artérias
mesentéricas.

Chagas et al. (2016) fez um compilado de estudos mostrando que esta
espécie vegetal tem se mostrado como uma proeminente fonte de moléculas
bioativas, que apresenta potencial farmacoldgico para o tratamento de doengas
cardiometabdlicas, por promover além do efeito anti-hiperglicémico e anti-

hiperlipidémico, atividade cardioprotetora, anti-inflamatéria, entre outras.
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Dentre as classes de metabdlitos secundarios que possuem efeito sobre
o sistema cardiovascular, destaca-se a agédo das saponinas. Singh et al. (2018)
mostrou por diferentes mecanismos como estas moléculas possuem o efeito
cardioprotetor, atuando no sistema cardiovascular. Em seu estudo foi
comprovado agdes antioxidante, anti-hipoxia, regulatéria do ion Ca*", anti-
aterosclerose, vasorrelaxante, ionotrépica, angiogénica, entre outras, que
podem resultar em novos fitofarmacos para o tratamento dessas enfermidades.

S. cumini é uma espécie reportada na literatura como um vegetal rico em
saponinas, sobretudo nos extratos das folhas, quando obtidos com solucao
hidroetandlica ou etanol (SHARMA e VISHNOI, 2017).

Uma metodologia simples e de baixo custo para obtencéo de fragdes de
saponinas, a partir de extratos vegetais, foi desenvolvida por nés, utilizando um
método fisico por agitagdo e produgdo de espuma, 0 que ndo compromete a
estrutura quimica das saponinas, tendo como produto final uma fragéo rica em
saponinas (depésito de patente INPI BR 102014003275-4).

Assim, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito
farmacoldgico pré-clinico da fragao rica em saponinas, extraidas das folhas de
Syzygium cumini (FRS), no sistema cardiovascular de ratos espontaneamente
hipertensos (SHR), utilizando de ensaios in vivo e in vitro. Para isto foram
determinados os efeitos da FRS na reatividade de anéis de artérias de
resisténcia e o efeito do tratamento com essa fracdo sobre a presséo arterial e

parametros eletrocardiograficos dos ratos.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 A espécie vegetal Syzygium cumini

Syzygium cumini (L.) Skeels é uma planta nativa do sudeste asiatico que
possui varias sinonimias incluindo Eugenia jambolana Lam., Myrtus cumini
Linn., Syzygium jambolana DC., Syzygium jambolanum (Lam.) DC., Eugenia
djouant Perr., Calyptranthes jambolana Willd., Eugenia cumini (Linn.) Druce. e
Eugenia caryophyllifolia Lam. Pertence a familia Myrtaceae sendo
caracteristica desta uma ampla distribuicdo nas regides tropicais sobretudo
América e Australia (AYYANAR; SUBASH-BABU, 2012). No Brasil, a espécie
vegetal € bem adaptada devido ao clima tropical, localizando-se com
frequéncia nos estados do Maranhéo, Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro, S&o
Paulo, Rio Grande do Sul e frutifica fartamente no més de fevereiro. Os nomes
populares atribuidos a essa espécie sdo: Jamboldo, Jameldo, Azeitona Roxa,

Jambo da india, Jambol, variando de acordo com a regido. (PIO CORREA,
1984).

A
FIGURA 1: Partes aéreas de Syzygium cumini. A:detalhe dos frutos; B: Aspectos gerais da

planta. Fonte: O autor

2.1.1 Caracteristicas botanicas de Syzygium cumini

Esta espécie vegetal € uma arvore de grande porte com folhagem
sempre verde e densa. O caule apresenta-se com casca grossa em tom
acastanhado, esfoliante e em escamas lenhosas além de madeira
esbranquigada, granulada e duravel. As folhas sédo coriaceas, oblongo ovadas
a elipticas com 6 a 12 centimetros de comprimento. As flores sdo perfumadas,
branco esverdeadas, em grupos de apenas alguns ou 10 a 40 e sédo redondas
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ou oblongas. O calice € em forma de funil, com cerca de 4 milimetros de
comprimento e dentado. Os frutos sdo bagas e muitas vezes sao de
arredondados a oblongos, com 1,5 a 3,5 centimetros de comprimento, roxo
escuro ou quase preto, carnudos e comestiveis, contém uma unica semente
grande. Possuem um sabor muito doce, tornando-se ligeiramente adstringentes
nas bordas da polpa a medida que a fruta amadurece. A fruta tem uma
combinacdo de sabor doce, levemente azedo e adstringente com uma
tendéncia a colorir a lingua na cor roxa (AYYANAR; SUBASH-BABU, 2012).

2.1.2 Propriedades farmacolégicas e composi¢cdao quimica de Syzygium
cumini

Syzygium cumini é mais conhecida por seu efeito sobre alteragoes
metabdlicas do Diabetes, sendo reportado na literatura seu efeito por diferentes
mecanismos de a¢cdo, como descrito a seguir:

Nair e Santhakumari (1986) mostraram o efeito antidiabético das
sementes da espécie vegetal. Em estudos pré-clinicos em coelhos machos o
extrato aquoso reduziu os niveis de acucar no sangue dos animais de forma
dose dependente variando entre 1, 2, 4 e 6g/kg, sendo a dose de 4g/kg a mais
efetiva. O extrato foi capaz de reduzir os niveis de glicemia apds a terceira hora
de administragdo, além de a presentar efeito sobre a tolerancia de glicose.

Outros estudos mostram que as sementes de Syzygium cumini
melhoram a resisténcia a insulina e a disfungao das células B via modulagao de
PPARYy, dislipidemia, estresse oxidativo e TNF-a em ratos diabéticos tipo 2
(SHARMA et al., 2012). Outro estudo mostrou que a suplementagao feita com o
p6 das sementes de Syzygium cumini tem um efeito preventivo, evitado
obesidade, intolerancia a glicose, hiperlipidemia, inflamagéao e fibrose no figado
além de efeito sobre o estresse oxidativo em modelo animal induzido com dieta
rica em gordura e carboidratos em ratos obesos (ULLA et al., 2017).

As cascas do caule da espécie vegetal sao utilizadas para a preparacéo
de cha com efeito antidiabético. Perera et al. (2017) concluiram que o uso das
cascas em preparagdes para chas com efeito antiabético tem comprovacgéo
cientifica devido a presenga de compostos como acido galico(PATEL; GOYAL,
2011), umbelliferona (RAMESH; VISWANATHAN; PUGALENDI, 2007) e &cido
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eladgico que sdo comprovadamente antidiabéticos, (MUTHENNA,;
AKILESHWARI; REDDY, 2012)

As folhas da espécie vegetal também apresentam propriedades sobre o
metabolismo. De Bona et al. (2010) em um estudo clinico feito no Rio Grande
do Sul demonstraram que o extrato das folhas de Syzygium cumini diminuiu a
atividade da adenosina desaminase e 5'Nucleotidase, enzimas importantes que
sdo expressas em quadros de diabetes e hipertensao, além de reduzir o dano
oxidativo em plaquetas de pacientes diabéticos. Sanches et al. (2016)
mostraram que o extrato de S.cumini rico em polifendis, extraidos da folha,
melhora a sensibilidade a Insulina periférica e a fungao de ilhotas pancreaticas
em modelo experimental induzida por L-glutamato monossodico em ratos
obesos. Nesse estudo, além do efeito antioxidante frente ao radical livre 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), € demonstrado também um aumento da
atividade lipolitica, desaceleragao tanto no ganho de peso quanto no acumulo
de triglicerideos nos animais tratados, além da melhora a tolerancia a glicose.

Em um estudo de revisdo Ayyana, Subash-Babu e Ignacimuthu (2013)
fazem um compilado de estudos apresentando a espécie vegetal S. cumini
como um proeminente agente terapéutico para tratamento do diabetes
comprovando seu uso na pratica popular, através de estudos cientificos

Por ser uma espécie rica em compostos fendlicos, estudos que mostram
a atividade antioxidante sao constantemente encontrados na literatura. Ruan et
al. (2008) fazem uma avaliagdo de extratos das folhas de S. cumini. Nesse
estudo foram avaliadas as fragdbes metandlica, aquosa, acetato de etila,
cloroférmica e n-hexénica em ensaios de atividade antioxidante tais como
DPPH, poder de redugado do ferro (FRAP), dentre outros. Foi observado um
potente efeito antioxidante em todas as fragdes do extrato frente aos ensaios
testados.

Mohamed et al. (2013) observaram o efeito antioxidante e antimicrobiano
dos extratos metandlico e cloreto de metileno, além do 6leo essencial das
folhas de S.cumini. Os diferentes extratos apresentaram efeito inibitorio sobre
0s microrganismos Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Neisseria
gonorrhoeae, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis.
Eshwarappa et al. (2014) também relata o efeito antioxidante das folhas em

extrato aquoso e metandlico, além de observar seu efeito sobre a eliminagao
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de oxido nitrico em valores semelhantes aos do acido ascoérbico, usado como
controle positivo em comparagao ao extrato metandlico.

Outros estudos também revelam o potencial antioxidante de outras
partes da planta. Mesmo em diferentes condi¢cdes de pH, os frutos apresentam
constituintes bioativos como carotenoides e em condi¢cdes de pH mais elevados
foi observado uma tendéncia em aumento da atividade antioxidante (FARIA;
MARQUES; MERCADANTE, 2011). O suco dos frutos é retratado como um
antioxidante natural e seu uso foi assegurado por nao causar quaisquer
alteracbes em enzimas hepaticas e nem em marcadores renais como acido
urico, além de nao causarem quaisquer alteracées histopatolégicas (EL-
ANANY; ALI, 2013). Também ha evidéncias desse potencial nas sementes
(PRIYA; PRAKASAN; PURUSHOTHAMAN, 2017)

O extrato aquoso das folhas apresentou atividade antialérgica. Em m
estudo realizado em camundongos, o qual inibiu a formagdo de edema,
degranulagcdo de mastocitos e liberagdo de histamina, bem como a inibicdo da
acumulagao de eosindfilos e produgao de CCL11 /eotaxina e IL-5 (BRITO et al.,
2007).

Barh e Viswanathan (2008) mostraram os efeitos inibitérios e indutor de
apoptose sobre células de carcinoma humano HPV-positivas do extrato
metanolico obtido dos frutos maduros. Parmar et al., (2010) relataram o efeito
quimiopreventivo dos frutos de S. cumini em camundongos com papiloma
induzido por DMBA (7,12-dimetilbenzil(a)-antraceno).

Chanudom e Tangpong (2015) mostraram o efeito anti-inflamatério do
extrato aquoso das folhas de S. cumini em ulceras gastricas induzidas por
indometacina em camundongos. Nesse estudo o extrato apresentou forte
atividade antioxidante e anti-inflamatéria explicada capacidade de quebra de
NO e redugao dos niveis de TNF-a no processo inflamatério, reduzindo assim a
inibicdo da COX-1 e diminuindo a expressao de COX-2, resultando na redugao
dos graves danos causados pela indometacina nas células gastricas.

A atividade antimicrobiana e antifungica também é relatada na literatura
para esta espécie vegetal. Vasavi; Arun e Rekha (2013) mostraram o efeito
inibidor do extrato etandlico das folhas de S. cumini sobre o microorganismo
Chromobacterium violaceum. Yadav et al. (2017) descreve o potencial do

extrato metandlico das sementes frente ao Bacillus subtilis, cujo mecanismo de

16



acao envolve a alteracdo da parede celular bacterina, redu¢do do tamanho e o
vazamento do conteudo celular. Khan et al. (2017) mostrou o efeito de
diferentes extratos vegetais em comparagdo com antifungicos tradicionais.
Dentre os estes, o extrato etandlico das folhas de S. cumini apresentou
atividade antifungica satisfatoria, inclusive contra a cepa C14, uma das mais
resistentes avaliadas no estudo. Um estudo recente utilizou formulagdes
farmacéuticas de uso tépico (pomadas e fitas) preparadas com nanoparticulas
obtidas a partir de compostos das folhas de S. cumini e prata para tratamento
de feridas em diabéticos. A formulagdo apresentou efeito antimicrobiano e
acelerou o processo de cicatrizagao, além de uma alta citocompatibilidade e
atividade anti-inflamatoria (SIGLA et al., 2017).

No sistema cardiovascular, a espécie vegetal S.cumini tem se mostrado
uma proeminente fonte de moléculas bioativas, apresentando um potencial uso
para tratamento de doengas cardiometabdlicas por promover além do efeito
anti-hiperglicemico e anti-hiperlipidemico, uma atividade cardioprotetora, anti-
inflamatéria, entre outras (CHAGAS et al, 2016).

Ribeiro et al. (2014) demonstraram o efeito anti-hipertensivo das folhas
de S. cumini em ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Nesse estudo,
animais foram tratados por oito semanas com o extrato hidroalcodlico das
folhas (HESc) e apresentaram uma redugdo na pressao arterial média,
batimentos cardiacos, além de efeito sobre a reatividade vascular, com
redugdo da responsividade arterial. O HESc interage abrindo canais de calcio
na musculatura lisa vascular de artérias mesentéricas.

Raffaelli et al. (2014) mostraram que as folhas possuem atividade sobre
agregagao plaquetaria em pacientes diabéticos. O extrato aquoso causou
menor agregacao plaquetaria e menor dano oxidativo, avaliada por meio da
mensuracgao de lipoperdxido e niveis de oxido nitrico. O extrato ainda estimulou
a atividade da bomba Na*/K*-ATPase.

2.1.3 Composicao fitoquimica de S. cumini
Diferentes partes da planta tém sido estudadas ao longo do tempo.
Varios compostos e moléculas bioativas de interesse farmacolégico tém sido

identificadas. As folhas apresentam-se ricas em flavonoides e outros fendlicos
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tais como: miricetina (MAHMOUD et al.,, 2001) e quercetina (AYYANAR,;
SUBASH-BABU, 2012), taninos e terpenos (CHAGAS et al., 2015).

Sharma e Vishnoi (2017) realizaram o screening fitoquimico desta
espécie vegetal, tanto para as folhas, quanto para as cascas em extragdes
feitas com etanol ou etanol 50%. Os resultados revelam que a folha apresenta
presenga moderada de taninos e terpenos e fortemente de glicosideos, fendis,
flavonoides, esteroides e saponinas. Estas ultimas encontradas intensamente

no extrato etandlico das folhas.

2.2 Saponinas

Segundo Costa (2005) as saponinas sao heterosideos formados por
uma parte agliconica de natureza esteroide ou triterpénica, conhecidos
usualmente por sapogeninas, ligadas a longas cadeias glucidicas. Essas
moléculas estdo presentes em grande parte das plantas e alimentos de origem
natural tais como espargos, feijdes, amoras-pretas, ervilhas, batatas, beterraba
(DINI et al., 2001). Por possuirem um carater anfifilico, essas moléculas sao,
por vezes, capazes de desestabilizar a membrana celular ou ainda formar
complexos com esteroides, proteinas e fosfolipideos de membranas o que
possibilitam agdes bioldgicas variadas (SIMOES et al., 2017).

Um dos mais classicos exemplos da presenca de saponinas € o da
planta conhecida popularmente no Brasil como “erva-saboeira” ou saponaria
(Saponaria officinalis L.) uma planta nativa da Europa e que tem sido usada por
séculos como uma forma artesanal de sabdo (SPARG; LIGHT; STADEN,
2004).

2.2.1 Caracteristicas quimicas
As saponinas sao classificadas estruturalmente em dois grupos de
acordo com sua parte aglicona: esteroidais e triterpénicas. Alguns autores
ainda distinguem um terceiro grupo de saponinas, os de heterosideos com
aminas esteroidais, entretanto este grupo apesar de possuirem propriedades
de saponinas, sdo biogeneticamente pseudoalcaldides (BRUNETON, 1995).
e Saponinas esteroidais: Possuem um esqueleto com 27 atomos de

carbono que constam habitualmente com 6 estruturas ciclicas. Podem
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ainda ser subdivididas de acordo com o sexto ciclo apds o anel

ciclopentanoperidrofenantreno, podendo ser esprirostano ou furostano.
Ocorrem exclusivamente em angiospermas monocotiledéneas, portanto,
menos frequentes.

e Saponinas triterpénicas: sdo produtos, como a maioria dos
triterpendides, da ciclizagdo do (3S)-2,3-epoxi-2,3-hiidroesqualeno.
Podem também se subdivididas de acordo com o seu esqueleto.
Saponinas triterpénicas do tipo dammaranicas séo tetraciclicas e pouco
frequentes. Outras do tipo Olenano, Ursano, Lupano sao pentaciclicas.

Saponinas triterpénicas sao mais comumente encontradas, podendo inclusive

ser produzidas por animais marinhos e algumas pteriddfitas. Ocorrem com
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FIGURA 2: Diferentes possibilidades de saponinas. Fonte: CHAIEB (2010)

As saponinas também podem ser classificadas com base na quantidade
de cadeias glicosidicas presentes em sua estrutura (BOTTCHER; DRUSCH,
2017):

e Monodesmosidicas: possuem uma unica cadeia glucidica,
classicamente se encontra em posigdo C-3, tanto nas saponinas

esteroidais quanto nas triterpénicas.
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e Bidesmosidicas: possuem duas cadeias glucidicas. Pode haver uma
formacéo de éster carboxilico em C-28 quando a saponina é triterpénica
ou esterificacdo do hidroxido em C-26 quando esteroidal.

e Tridesmosideos: possuem trés cadeias glucidicas. Bem raros e poucos
sdo conhecidos

R' = H, R? = sugar
R' = sugar, R?=H

FIGURA 3. Exemplo de saponina triterpénica monodesmoiideo ou bidesmosideo. Adaptado de
Korda et al. (2018)

Oleszek (2002) descreve sobre os métodos cromatograficos para
determinacao de saponinas em plantas. Nesse trabalho sao citados métodos
como cromatografia em camada delgada (TLC - thin-layer cromatographic),
tanto por densitometria utilizando cloroférmio-agua-metanol ou butanol-acido
acético-agua, quanto TLC colorimétrica utilizando mais frequentemente corante
de Ehrlich ou vanilina mensurados a A=515-560 nm. Cromatografia Gasosa
(CG), apesar de saponinas nao serem facilmente volatilizaveis devido ao seu
tamanho. Neste caso utilizam-se técnicas de derivatizacdo acrescentando-lhes
grupamentos éteres acetilicos, metilicos ou trimetilsiliicos. Cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC — High-performance liquid chromatography) tem
sido o método mais indicado e mais utilizado para determinagdo de saponinas
em amostras, geralmente utilizando colunas C+4g hormal ou em fase reversa. O
grande problema é a detecgao por UV, como alternativa geralmente utilizam-se
baixos comprimentos de onda, algo em torno de 200 nm. Uma alternativa mais
eficaz seria o de conjugar HPLC ao espectrdmetro de massas ou com
ressonancia nuclear magnética. Ha ainda a alternativa de se separar e
quantificar esses compostos por eletroforese capilar.

Oleszek e Bialy (2006), dentre alguns ensaios classicos, citam que

imunoensaios com anticorpos monoclonais frente a drogas de baixo peso
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molecular tem se tornado uma ferramenta importante nas analises de
saponinas por sua alta sensibilidade e especificidade. Ensaios com ELISA
(Enzyme-linked immunosorbentEssay) tém se mostrado mais eficazes do que o
classico HPLC. Algumas saponinas presentes no ginseng por exemplo, podem
ser identificadas por essa técnica como ginsenosideo Rb1 (faixa de medigao do
ensaio ELISA de 20 a 400 ng / ml), ginsenosideo Rg1 (faixa de medigao 0,3-10
Mg / ml). Alguns trabalhos citam a cromatografia em coluna a baixa pressao
como método para separagao de saponinas. A grande dificuldade é encontrar a
fase moével e a fase estacionaria adequada. Ao utilizar-se silica em gel, por
exemplo, o isolamento nédo ocorre de forma tdo eficaz, sendo por vezes
necessario o uso de colunas em fase reversa. A cromatografia liquida com
ionizagcao por eletrospray acoplada ao espectrometro de massas (LC/ESIMS-
Liquid chromatography-electrospray ionization mass spectrometry), surgiu
justamente devido a dificuldade de se analisar alguns compostos por
cromatografia liquida acoplada ao UV. Varias espécies de plantas contendo
saponinas foram analisadas por esse método que consiste em preparar a
amostra injetando-a de forma indireta no sistema, passando antes por um
processo de ionizagao apos diluicdo em solvente, recebendo uma voltagem
especifica, e fazendo-o emergir de um capilar em forma de aerossol e fluem
para o espectrdbmetro de massas induzidos pelos efeitos da atragao
eletrostatica e pelo vacuo (LANCA, 2013).

2.2.2 Utilizagcdes de saponinas de origem vegetal

A aplicagdo de saponinas em citometria de fluxo tem sido de
grande utilidade para as pesquisas que envolvem esse método. O uso de
anticorpos monoclonais (AcMc) como marcadores celulares € essencial
durante o estudo imunofenotipico das doengas oncohematolégicas. A
expressao de antigenos de superficie € caracteristica que define a linhagem
celular, sendo esta caracteristica a base para a marcacdo com os AcMc
especificos. Células com linhagens comprometidas por alteragdes oncoéticas
expressam antigenos. diferentes que também podem ser marcados por AcMc
especificos auxiliando assim ainda mais o diagnostico preciso. Entretanto
alguns antigenos especificos de linhagem localizam-se no nucleo ou

citoplasma da célula.
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Pereira et al. (2007) discorre sobre o uso de saponinas em citometria de
fluxo como alternativa para a permeabilizacdo celular. Nesse estudo foi
utilizada saponinas comerciais como permeabilizante de membrana celular,
possibilitando a entrada de marcadores como: mieloperoxidase (MPO), a
deoxinucleotidiltransferase terminal (TdT), CD22 e CD33. Todos marcadores
intracelulares.

Lorent et al. (2013) padronizou um método para permeabilizagao celular
utilizando duas saponinas monodesmosidicas derivadas da aglicona
hederagenina (a-hederina e ®&-hederina). Behbehani et al. (2014) mostraram
que a permeabilizagao parcial transiente com saponina permite a aplicagéo de
meétodos que otimizam o processo de marcagao celular com fluorescéncia.

Saponinas sao utilizadas como adjuvantes na composi¢cao de vacinas.
Algumas s&o capazes de estimular respostas das células do sistema imune.

As saponinas da espécie vegetal Quillaja saponaria sao comercialmente
conhecidas como Quil A®. Essa formulagdo é mistura parcialmente purificada
de saponinas e um dos adjuvantes para vacinas veterinarias mais utilizados
(SUN; XIE; YE, 2009). Moghimipour e Handali (2015) citam as saponinas da
espécie Quillaja saponaria com capacidade de estimular resposta imune
humoral e celular frente a patégenos.

Tafaghodi, et al. (2016) mostraram a eficacia na imunizagdo contra
leishmaniose tegumentar por microesferas de alginato, carregadas com de
Leishmania major autoclavadas (ALM) e saponinas de quillaja.

As saponinas extraidas das folhas de outra espécie do mesmo género,
Quillaja brasiliensis, mostrou capacidade de aumentar a imunidade especifica a
longo prazo e promover o efeito de preservagao da dose em vacinas frente ao
virus da diarreia bovina viral (BVDV — Bovine viral diarrhea virus). Quando
inoculados por via subcutdnea em camundongos, promoveram uma forte
resposta de anticorpos a longo prazo abrangendo IgG1 e 1gG2a especificas,
aumentaram a avidez de anticorpos IgG e aumentaram significativamente a
producdo de IFN-y em células T CD4 + e T CD8 + (CIBULSKI et al., 2018).

Turmagambetova et al. (2017) comparam as fragdes ricas em saponinas
isoladas das raizes de trés diferentes espécies vegetais Allochrusa
gypsophiloides, Saponaria officinalis e Gypsophila paniculata utilizadas como

adjuvantes em vacinas contendo a subunidade H7N1 do virus influenza. Por
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suas propriedades fisico-quimicas, as saponinas sao capazes de formar
combinagdes com lipidios e antigenos formando os chamados complexos
imunoestimulatérios (ISCOMs).

Outra aplicagcdo bastante estudada das saponinas é seu uso como
inseticida. Algumas saponinas possuem a capacidade de interferir no
comportamento alimentar dos insetos, outras capazes de regular seu
crescimento geralmente causando disturbios e falhas na muda. Ha ainda
saponinas com um potencial de entomotoxicidade (CHAIEB, 2010).

Jiang et al. (2018) citam o uso de extratos ricos em saponinas de
Quillaja saponaria e Chenopodium quinoa como biopesticidas. De um modo
geral, extratos enriquecidos em saponinas tém sido registrados pela U.S.
Environmental Protection Agency (Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos) como biopesticidas.

As caracteristicas fisico-quimicas das saponinas, como ja citadas,
conferem a elas um perfil comercialmente proveitoso como emulsificante
natural e biosufactante. As saponinas de origem vegetal além realizar o
processo de emulsificagcdo, possuem a capacidade de estabilizar de
formulagdes (McCLEMENTS & GUMUS, 2016).

Kregiel et al. (2017) atribuem as saponinas a presenga de uma aglicona
lipossoluvel e uma cadeia de agucar soluvel em agua, a natureza anfifilica
dessas moléculas, confere a possibilidade de formagao de espuma (com fases
liguido-gasosas) com efeito emulsionador (com fases liquido-liquido) e
capacidade de dispersao (com fases liquido-solido). Saponinas com uma
cadeia de acucar tém as melhores caracteristicas de formacéo de espuma. Os
compostos com duas ou trés cadeias de agucar mostram diminuicdo da
capacidade de formacao de espuma.

Upadhyay et al (2018) enfatiza uma das principais utilizacdes das
saponinas pela industria farmacéutica: a produgcao de compostos a base de
esteroides. Recentes avancos nas vias biossintéticas sdo elencados em mais
de duzentos trabalhos cientificos demonstrando a importancia dessa classe de

metabolitos para fins de produg¢ao de farmacos com esteroides.

2.2.3 Propriedades farmacolégicas das saponinas
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Por sua propriedade de interagir com a membrana das células, algumas
atividades farmacoldgicas que tém sido relatadas s&o baseadas nesse
principio. Outras devido a sua caracteristica de modulagdo no sistema
imunoldgico.

Sparg, Light e Staden (2004) reportam o potencial bioldgico das
saponinas estudadas na época tais como: atividade hemolitica, molucicida,
anti-inflamatéria, antifungica, antimicrobiana, antiparasitaria, citotoxica/
antitumoral, antiviral, dentre outras.

Allan, Abou-Taleb e Aboobia (2017) mostraram o potencial
antimicrobiano e pesticida da saponina de soja. Observaram a atividade
antimicrobiana in vitro frente a bactérias Gram-positivas (Staphylococcus
aureus e S. epidermiditis), bactérias Gram-negativas (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Agrobacterium tumefaciens, Erwinia amylovora e E.
carotovora), Candida albicans e fungos patogénicos de plantas (Fusarium
oxysporium e Botrytis cinerea). Também uma atividade inseticida contra insetos
Tribolium castaneum Rhyzopertha dominica e Sitophilus oryzae. Além disso, foi
determinada a atividade nematicida da saponina de soja contra o nematdide
Meloidogyne incognita.

O potencial citotoxico de algumas saponinas lhes confere atividade
explorado sobretudo para estudos frente a células cancerigenas e tumorais.

Koczurkiewicz et al. (2015) destacaram os principais mecanismos de
acao pelos quais as saponinas apresentam efeito anticancer em estudos in
vitro. A atividade citostatica de alguns compostos dessa classe de metabdlitos
tem sido relacionada a capacidade de ativar a parada do ciclo celular, através
do dano no fuso mitético ou por um efeito direto nas vias de sinalizacdo que
regulam a proliferagdo celular. Varias saponinas triterpénicas possuem
atividade antiproliferativa como as saponinas isoladas da espécie vegetal
Pulsatilla chinesis (pulsatilla a), fracdo rica em ginsenosideos isoladas do
ginseng, fracdo saponina isolada de Camelia oleifera, saponinas isoladas de
Astralagus membranaceus. O Efeito pré-apoptético de saponinas tem sido
demonstrado tanto pela via independente como a dependente de caspases. O
ginsenosideo Rh2, saponinas isoladas de Playcodon grandiflorum,
ginsenosideo Rk1, saponinas isoladas de Anemone raddeana, entre outros,

sdo exemplos de compostos que mostraram esse efeito. Este ultimo, age via
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reducdo de Bcl-2 (célula B linfoma 2) e Bax (Bcl-2 associado a proteina X). O
efeito anti-metastase observado por alguns mecanismos como a degradagao
da matriz extracelular, bloqueio do processo de angiogénese e bloqueio da
migragao celular. Ginsenosideos, saponinas totais isoladas de Actinidia
valvata, saponinas isoladas de Baccopa monnieri, saponinas isoladas de
Lysimachia ciliata s&o exemplos de compostos que agem por estes
mecanismos.

Kim et al. (2016) demonstraram o efeito antitumoral de saponinas e
saponinas complexadas com fosfolipidios isoladas do Panax notoginseng em
células de cancer de pulmao humano (NCI-H460) e célula de cancer de mama
humano linhagem (BT474). In vivo, ratos com cancer de mama induzidos por
DMBA tiveram a progressdo da doenga diminuida de forma significativa, em
contrapartida apresentaram um aumento nos niveis de enzimas antioxidantes
incluindo SOD (superoxido dismutase), CAT (catalase) e GPx (glutationa
peroxidase).

O ginsenosideo Rg3 foi utilizado como principio ativo para preparagao de

micelas utilizando o polimero Pluronic® F-127. Essa preparagao além de

prevenir a cardiotoxicidade causada pela doxorrubicina foi capaz de aumentar
sua eficacia anticancerigena superando a resisténcia multidrogas apresentada
por células tumorais de mama (LI et al., 2017).

O potencial anti-inflamatério das saponinas também pode ser observado
em alguns estudos. Jang et al. (2016) mostraram o efeito de saponinas totais
isoladas das raizes de Panax ginseng em macrofagos ativados por
lipopolissacarideos (LPS). Nesse estudo as saponinas inibiram a produg¢ao de
citocinas inflamatdrias, além do NO em macrofagos RAW 264.7, estimulados
por LPS, modulando a ativagdo de vias de sinalizagao intracelular, incluindo
NF-kB e multiplas vias de sinalizagcdo MAPK. Feng et al. 2016 relataram o
efeito anti-stress das saponinas totais do ginseng em ratos no estimulo
estressante induzido por suspensao da cauda, por 7 dias. Os niveis de cortisol
foram mensurados e os animais tratados com as saponinas apresentaram
concentragdes significativamente menores em relagdo aos animais que né&o
receberam tratamento.

Tian et al. (2017) descreveram as atividades biologicas de saponinas
isoladas de espécies vegetais do género Smilax. Os compostos encontrados
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apresentaram atividade antifungica, citotoxica, anti-inflamatoria e efeito
inibitério de vias de sinalizacao intracelular. Saponinas isoladas das espécies
do género Trilium foram reportadas com potencial citotoxico, anti-inflamatério,
antifungico e antioxidante (RAHMAN et al., 2017)

Singh et al. (2017) descreveram o0s beneficios para a saude
proporcionados por saponinas encontradas em sementes oleaginosas
comestiveis. Destacaram-se as saponinas da soja conhecidas como
“soyasaponins” com atividade imunomoduladora, inibidora de infecgéo por HIV,
inibidora de replicagao viral, antitumoral e hepatoprotetora.

Del Hierro et al. (2018) descreveram os efeitos de saponinas no trato
gastrointestinal. Os mecanismos de interagdo desses compostos influenciam
diretamente no metabolismo, pois se referem a interferéncia das saponinas em
enzimas digestivas, principalmente sobre lipase pancreatica, glucosidase e
amilase. Também demonstraram capacidade de reduzir a absor¢ao do
colesterol e auxiliar a microbiota intestinal.

2.2.4 Saponinas e o sistema cardiovascular

Diferentes efeitos farmacoldgicos séo relatados para as saponinas sobre
o sistema cardiovascular incluindo cardioprotecao, vasorrelaxamento, reducao
da pressdo arterial, no metabolismo lipidico, na aterosclerose como
antioxidante, entre outros.

Li, et al. (2017) investigaram o efeito cardioprotetor da
“sasanquasaponin” uma saponina triterpenica isolada de uma erva medicinal
chinesa Camellia oleifera Abel. Esse fitoquimico apresentou acao
cardioprotetora por supresséo da isquemia/reperfusdo ou hipdxia/reoxigenagao
induzida pela elevagao da concentragao intracelular de ion cloreto ([CI7];). Esse
estudo revelou a capacidade cardioprotetora da saponina por prevenir a
abertura do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial (MPTP) em
células H9c2, que pode estar associada a inibicao de [Cl-]. Outro estudo
mostrou a capacidade desse composto de ativar o efluxo celular de cloreto por
ativacao da PKCe (proteina Kinase C épsilon), um isotipo de PKC caracterizado
por ser independente de calcio (QIU et al., 2016).

Saponinas isoladas de espécies vegetais do género Panax (P. ginseng e
P. notoginseng) também apresentam atividade cardioprotetora. Ginsenosideo

Rb1, um dos principais componentes do ginseng preveniu a hipdxia/isquemia
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em cultura de cardiomiocitos. Outro estudo mostrou que o ginsenosideo Rb1
melhora a fungéo cardiaca e a remodelagao na insuficiéncia cardiaca em ratos
tratados por 8 semanas (YAN et al., 2016) e (ZHENG et al., 2017)

Zhang et al. (2013) comprovaram que a administracdo de ginsenosideo
Rg1, também isolado do ginseng, tem um efeito benéfico sobre a hipertensao
consequente da disfungdo cardiaca, em modelo de hipertrofia induzido por
constrigao transversa de aorta em ventriculo esquerdo de rato. Os mecanismos
subjacentes de promover a angiogénese e prevenir parcialmente a fibrose
envolveram a ativagdo de fosfo-Akt e inibicdo de p38, via de sinal MAPK.
Outros estudos relacionaram diferentes vias/mecanismos celulares de
cardioprotecdo com saponinas isoladas do ginseng incluindo: Ginsenosideo
Rb3 (MA et al., 2014), Ginsenosideo Rg3 (WANG et al., 2015) e Ginsenosideo
Rg5 (YANG et al., 2017).

As saponinas de P. notoginseng (PNS- Panax notoginseng Saponins)
sdo os mais importantes compostos derivados desse fitoterapico utilizado na
medicina tradicional chinesa. Compostos como Rb1, Rg1 e R1 fazem parte da
sua composigcao e possuem diversos mecanismos protetores frente a doengas
cardiovasculares (YANG, et al 2014). Notoginsenosideo R1 é relatado como
cardioprotetor por regular o stress oxidativo e o stress do reticulo
endoplasmatico, além de ativagdo da via de sinalizacao TGF-$1/ TAK1 em um
modelo de pos condicionamento isquémico remoto em pulmé&o de coelho (YU
et al., 2016) (GE et al.,2016). Outro estudo mostrou o efeito cardioprotetor de
PNS na a fibrogénese miocardica induzida por isoproterenol, por regular a
expressdo de miR-29¢c, um micro RNA envolvido na regulagcédo da sinalizagao
de TGFp (LIU et al., 2017).

Outa espécie vegetal que possui saponinas com atividade
cardioprotetora €& Astragalus membranaceus. Seu composto isolado o
astragalosideo atenuou a lesdo miocardica em modelo de rato com infarto
agudo do miocardio. Ja o astragaloside IV associado a tetrametilpirazina
melhorou a remodelacao ventricular esquerda e preservou a funcao cardiaca
em modelo de infarto do miocardio de ratos (YU et al., 2017) (WANG et al.,
2017). Estudos em cultura de cardiomiécitos também demonstram o seu efeito
cardioprotetor (WANG et al., 2015) (HUANG et al., 2016).
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Alguns estudos mostram o potencial cardioprotetor ndo sé de saponinas
isoladas, mas também de extratos/fracao enriquecida de saponinas extraidas
de plantas. Tang et al. (2015) relataram o efeito cardioprotetor de saponinas
totais de trés espécies vegetais frente a isquemia miocardica induzida por
isoprenalina. Yan et al. (2015) mostraram que o extrato de saponinas totais de
Aralia taibaiensis protegem contra lesao de isquemia / reperfusdo miocardica
por ativacdo da via da AMPK (proteina quinase ativada por adenosina
monofosfato).

Quanto ao potencial vasorrelaxante das saponinas, varios mecanismos
tém sido elucidados. Yang, et al. (2014) relataram entre outros efeitos
cardiovasculares, o efeito vasorrelaxante das saponinas encontradas em
Panax notoginseng e seus mecanismos. Ginsenosideo Rd, por exemplo,
apresenta um efeito de inibicdo da entrada de calcio via ROCC (canais de
calcio operados por receptor) e SOCC (canais de calcio operados por estoque)
sem efeitos nos canais VDCC (canais de calcio voltagem dependente) e
liberagao de calcio. Wu et al. (2016) mostraram o efeito vasorrelaxante da PNS
em anéis de artéria aorta e mesentérica de ratos geneticamente modificados
para apresentar sindrome metabdlica (SHRSP.Z-Lepr?/lzmDmcr).

Cho et al. (2015) estudaram a fungao vascular do Ginsenosideo Rg5 e
observaram o seu efeito vasorrelaxante em anéis de artéria aorta, por uma via
endotelial dependente de NO. Também por uma via endotelial, dessa vez por
aumento o influxo do Ca®" e ativar NO sintase endotelial, Zhao et al. (2016)
comprovaram o efeito do Jujubosideo B, uma saponina isolada das sementes
de Zizyphus jujube, em reduzir a tensao vascular. Qiu et al (2017)
demostraram o efeito vasorrelaxante da fracdo saponina total extraida das
raizes de Astragalus membranaceus em anéis de artéria aorta, por uma via
dependente de endotélio.

O efeito anti-hipertensivo de algumas saponinas tem sido estudado ao
longo dos anos. Li et al. (2013) mostraram que o ginsenosideo Rg1 em modelo
experimental de hipertensdo pulmonar tromboembdlica cronica reduziu a
pressao sistélica do ventriculo direito, além de aumentar a expressdo de MMP-
2 (Matrix metaloproteinase - 2), uma enzima envolvida no remodelamento

cardiaco.
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Manivannan et al. (2015) estudaram o efeito da diosgenina, uma
saponina esteroidal presente em algumas espécies de dioscoreas. Além de
atuar na remodelagado cardiaca e no stress oxidativo induzidos por adenina em
modelo experimental de falha renal crénica, o composto preveniu a hipertensao
quando administrado em paralelo a adenina, mantendo, portanto, os niveis
normais de pressao sistolica nos animais tratados por cinco semanas.

A atividade protetora das saponinas sobre o sistema cardiovascular esta
intimamente ligada ao seu potencial benéfico cardiometabdlico, agindo
especialmente sobre os lipideos. A atividade de diferentes saponinas também
foi destacada nas Uultimas décadas e a de alguns desses metabdlitos
secundarios foi relatada em estudo de revisdo sobre o potencial terapéutico
anti-obesidade de compostos naturais. (ZAHNG et al., 2014), (SINGH et al.,
2015).

Marrelli et al, 2016 descreveram o efeito de saponinas sobre o
metabolismo lipidico por diferentes mecanismos relatados a seguir: Efeito
inibidor da lipase pancreatica em estudos tanto com extratos ricos em
saponinas, quanto com compostos isolados. A inibicdo da lipase pancreatica €
por exemplo um dos mecanismos de agao da droga Orlistate, um agente eficaz
no tratamento da obesidade. Agem também inibindo a adipogénese, impedindo
por tanto o acumulo de gordura nos adipdcitos. O principal mecanismo se da
pela ativacdo da AMPK nos adipocitos. Outro mecanismo envolvendo as
saponinas e o metabolismo lipidico € o de regulagédo do apetite, explicado pela
capacidade dessas moléculas de afetar a expresséo de peptideos reguladores
do apetite como leptina e neuropeptideo Y. Ha também o efeito anti-
hiperlipidémico apresentado tanto em fragdo rica em saponinas, quanto em
compostos isolados.

Outros estudos também relataram o mecanismo de acéo das saponinas
e seu potencial sobre o metabolismo. O Ginsenosideo Rb2 por exemplo
apresentou capacidade de ativar a AMPK, reduzindo a acumulagéo lipidica em
células hepaticas via a restauracdo da capacidade autofagica (HUANG., et al
2017). O Extrato de Tithonia diversifolia rico em saponinas reduziu os niveis de
ureia e colesterol, além de causar um aumento de leucdcitos, influenciando no
sistema imune de ratos Wistar (EJELONU et al., 2017). As saponinas extraidas
das folhas de Genus Camellia também apresentaram efeito hipolipidémico,
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reduzindo colesterol total, triglicerideos, LDL e HDL em ratos obesos, induzidos
com dieta rica em gorduras. Este efeito foi relacionados com a capacidade
antioxidante dessas saponinas em diminuir o nivel de MDA (malondialdeido) e
aumentar as atividades de SOD (superéxido dismutase) e GSH-Px (Glutationa
peroxidase) (GUO et al,2018). Song e Jang (2018) relataram algumas
saponinas com atividade hipolipidémica presentes em alimentos como chas,
sucos, sementes comestiveis e frutas.

‘Composto K” € uma saponina encontrada nas raizes de Panax.
notoginseng e é comercializado em sua forma pura, Compound K® (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). Estudos recentes mostraram que o composto K
atenua o desenvolvimento de aterosclerose em modelo experimental de
camundongos  geneticamente  modificados  C57BL/6  apoE™, com
hipercolesterolemia induzida por ragdo. Seu mecanismo de agao parece estar
envolvido com a ativagdo do receptor Xa do figado (LXRa) um receptor que
quando ativado atenua a formacdo de aterosclerose pelo aumento da
expressao dos transportadores de efluxo de colesterol ABCA1 e ABCG1, em
macrofagos e transportadores de sua excregao, ABCG5 e ABCG8 (ZHOU et
al., 2016). Outros mecanismos de agao das saponinas totais de P. notoginseng
na aterosclerose sao discutidas por Duan et al. (2017) e incluem sua
capacidade de diminuir a concentracao de lipidios, ox-LDL no soro e as
expressdes de CD40 e MMP-9 (Matrix metalopeptidase 9 ) em ratos apoE (- / -
), diminuir o tamanho das placas ateroscleréticas, auxilia no processo de
formacao do endotélio e reduziu o conteudo das lesdes em células de musculo
liso vascular.

Além dos efeitos relatados acima para o tratamento de doencgas
cardiometabdlicas a literatura relata o potencial anti-agregante e anti-adesao
plaquetaria que algumas saponinas apresentam.

Saponinas isoladas de duas espécies do género llex (I. kudingcha e
l.rotunda) mostraram efeito anti-agregante plaquetario. Foi utilizado sangue de
coelhos para obtencdo do plasma enriquecido de plaquetas e a agregacao
induzida por adenosina difosfato (ADP) usando como controle positivo Ozagrel.
Algumas saponinas apresentaram efeito anti-agregante plaquetario, com ICs
inclusive menor em relagdo ao controle positivo (FAN et al., 2015); (YANG et
al., 2015). Do rizoma de Panacis majoris foram isoladas e caracterizadas cinco
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novas saponinas por Li et al. (2016) que juntamente com quatro outras de
estrutura quimica ja descrita, isoladas da mesma amostra, foram avaliadas em
soro enriquecido de plaquetas, induzidos a agregacéo pelo método com ADP e
pelo método com acido araquiddnico. Algumas apresentaram atividade anti-
agregante superior ao acido acetilsalicilico, usado como controle positivo.

Alguns mecanismos relacionados a esta atividade foram elucidados. Qi
et al. (2016) concluiram que o efeito anti-agregante plaquetario do Panaxtriol,
uma mistura de saponinas do P. notoginseng que inclui o ginsenosideo Rg1,
notoginsenosideo R1 e ginsenosideo Re, se deve pela supressdo da
mobilizac&o intracelular de calcio e pela ativagdo de duas MAPKs: a ERK2 e
p38. Em outro estudo, as saponinas de Panax quinquefolium foram
combinadas com as drogas anti-agregantes Aspirina® e clopidogrel. A
associacgao foi capaz de inibir a adesao plaquetaria em células endoteliais da
veia umbilical humana lesadas, por regulagdo da via PI3K/AKT, que é
regulatéria da proliferagédo celular, e reducéo da expressao de COX (WANG et
al., 2016).

Outros efeitos das saponinas que regulam o sistema cardiovascular
foram descritos por Singh et al. (2018) incluindo a capacidade antioxidante,
regulacéo do ion Ca?", atividade inotropica, pro-angiogénica e etc.

2.4Sistema cardiovascular e suas desordens

Segundo a Organizagdo mundial da Saude as doencas cardiovasculares
(DCV) sao a principal causa de morte no mundo: mais pessoas morrem
anualmente por essas enfermidades do que por qualquer outra causa. Estima-
se que 17,7 milhdes de pessoas morreram por doencgas cardiovasculares em
2015, representando 31% de todas as mortes em nivel global. (WHO, 2017).
No Brasil estima-se que 29,8% dos 6bitos s&o decorrentes de complicagdes
causadas por DCV. (ROCHA; MARTINS, 2017)

Dentre as diversas doencas que acometem o sistema cardiovascular a
hipertensdo destaca-se por permanecer, por vezes, sem detec¢do, ser
subtratada e mal controlada. Além disso, um numero significativo de pessoas
com antecedentes de doenga cardiaca ou acidente vascular cerebral ndo tém
acesso a medicamentos essenciais, como a aspirina, estatinas, beta-

bloqueadores e inibidores da enzima conversora de angiotensina, dentre outros

31



capazes de reduzir eventos recorrentes e consequentemente reduzir a
mortalidade (WHO. Technical package for cardiovascular disease management

in primary health care, 2016).

2.3.1 Fisiologia vascular

Um dos principais enfoques que se deve ter quando se pesquisa novas
drogas com potencial anti-hipertensivo € o de conhecer as vias de sinalizagao
da manutengao do ténus vascular. Células endoteliais e células da musculatura
lisa vascular possuem mecanismos fisiolégicos que sao alvos farmacologicos
para o controle dessa doenca.

Pintérova (2011) descreve sobre os mecanismos neurais e vasculares
da hipertensdo. Dentre eles a regulacdo do processo de vasoconstricdo e
vasorrelaxamento decorrentes de algumas vias independentes de endotélio. Ha
destaque para os receptores pos-sinapticos do tipo a4.p responsaveis por 68%
da regulagcdo do tbnus vascular. O restante esta atribuido aos ao.
adrenoreceptores. Além das vias moduladas pela norepinefrina, os canais
ibnicos e seus subtipos sao importantes alvos da fisiopatologia causada pela
hipertensdo. Para a musculatura lisa vascular foram descritos os canais de
calcio voltagem dependente que podem ser de dois tipos: L-VDCC, canais de
longa duracdo, e T-VDCC, canais de baixa condutancia ativados por uma
despolarizacido de baixo limiar. Apesar de descrito, o T-VDCC n&o tem
demonstrado tanta influéncia no influxo de calcio na musculatura lisa vascular.
O principal tipo presente sobretudo na modulagdo da noradrenalina é o L-
VDCC, que em animais SRH parece ser o principal canal responsavel pela
entrada de calcio elevada em células musculares lisas. Outra familia de canais
ibnicos que modula a contragdao vascular sdo os canais de potassio (K). As
células musculares vasculares expressam quatro diferentes tipos de canais de
potassio: canal de potassio dependente de calcio (Kca) que respondem a
alteracbes da concentragao do calcio intracelular podendo estes serem ainda
subdivididos em BK¢, (Canais de potassio de larga condutancia ativados por
calcio) e SK¢a (canais de potassio de pequena condutancia ativados por calcio).
Canais de potassio voltagem dependente (K,), que tém sua atividade
aumentada em estados de despolarizacdo da membrana. Canais de potassio

dependentes de ATP (Katp) respondem a alteragdes do metabolismo celular.
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Canais de potassio inward rectifier (Ki;) regulam o potencial de membrana
operando quando ha o aumento das concentracdes de K*, H" e adenosina.

Loh et al. (2018) descrevem uma visdo geral do microambiente vascular
que mantem a regulacdo do ténus. A principio o endotélio desempenha uma
importante funcdo na manutencéo do ténus principalmente por sua capacidade
de producdo de NO (6xido nitrico) um potencial vasorrelaxante a partir da L-
arginina através da eNOS (NO sintase endotelial). Outro fator de relaxamento
derivado do endotélio € a prostraciclina (PGl,;) capaz de inibir também a
agregacgao plaquetaria. O endotélio produz também os chamados fatores de
hiperpolarizagdo derivados do endotélio um tipo de sinal elétrico originado do
endotélio, o que poderia subsequentemente induzir a corrente hiperpolarizante
nas células de musculo liso vascular adjacentes e causar um efeito
vasodilatador. Nos vasos, 0 esse sinal pode ser gerado por varios tipos de
reacdes que ocorrem entre diferentes componentes bioquimicos. O sulfato de
hidrogénio € outro fator endotelial importante no vasorrelaxamento, similar ao

NO. Este por sua vez € produzido a partir da L-cisteina.
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FIGURA 4. Mecanismos de regulagao do tdnus vascular. Fonte: Loh et al (2018).

2.3.2 Hipertensao e terapéutica atual

De acordo com a VII Diretriz Brasileira de Hipertensdo Arterial da
Sociedade Brasileira de Cardiologia (2016) a pressao arterial elevada ou
hipertensdo é uma condigdo crénica na qual a pressdo sanguinea nas artérias
€ persistentemente elevada. A hipertensao é classificada em trés categorias,
com base em pressdes sanguineas em repouso, medida de forma
padronizada: hipertensdo leve (140 a 159 / 90-99 mmHg), hipertensao
moderada (160 a 179/100 a 109 mmHg) e hipertensédo grave (180/110 mmHg
ou superior). Grande parte das pessoas, mesmo com 0s niveis pressoricos
altos podem ser assintomaticas. A causa da chamada hipertensao primaria ou
essencial, para a maioria dos adultos é nao identificada. Ha ainda a chamada
hipertensdo secundaria, na qual ha o aumento da pressao arterial devido a
condigbes subjacentes tais como tumores da glandula adrenal, problemas

renais, problemas da tireoide, ingestdo excessiva de alcool ou uso de certos
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medicamentos, como pilulas anticoncepcionais. A pressédo arterial (PA) tende a
aumentar com a idade, principalmente em homens no inicio da meia-idade,
mais comum mulheres apds os 65 anos, e mais comum em negros do que em
caucasianos. Em idosos é comum apresentarem a hipertensao sistdlica isolada
que é uma condicdo em que a pressao diastolica € normal (menos que
90mmHg), mas pressao sistdlica é alta (160mmHg ou maior). O risco de
hipertensao arterial € aumentado quando ha histérico familiar de hipertensao
arterial, obesidade ou morbidez. A hipertensao arterial esta associada ao habito
de fumar, dieta rica em sal, ingestdao excessiva de alcool, altos niveis de
estresse e condigbes crénicas como diabetes, doenga renal e apneia do sono.
(WRIGHT; MUSINI, 2018)

Ainda segundo Wright e Musini (2018) farmacos de primeira escolha
para o tratamento da hipertensdo s&oos diuréticos tiazidicos em baixas doses,
posteriormente em altas doses; betabloqueadores; inibidores da enzima
conversora de angiotensina (iECA); bloqueadores de canais de calcio. Estudos
realizados com essas classes de drogas revelam a sua eficacia na terapéutica
da hipertensao.

Sorriento et al. (2018) sugerem a terapia antioxidante no tratamento da
hipertensdao. O desequilibrio entre moléculas conhecidas como espécies
reativas com oxigénio (ROS) e espécies reativas com o nitrogénio (RNS),
podem causar uma resposta do organismo, levando a lesdo vascular e
hipertensdo. Drogas antioxidantes como Lazaroid®, N-acetilcisteina,
Moreover®, peptideo gp91ds tem se mostrado eficazes em estudos
experimentais para tratamento da hipertensao. Além disso, drogas
classicamente ja ultilizadas na terapéutica como Propranolol, Nebivilol,
Carvedilol e Celiprolol tém sido estudadas com enfoque no seu potencial

antioxidante.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Investigar o efeito da fragcdo de saponinas (FRS) obtida do Extrato
Hidroalcodlico das folhas de Syzygium cumini (L.) Skeels no sistema

cardiovascular de ratos espontaneamente hipertensos (SHR)

3.2 Objetivos especificos
e Obter uma fracdo rica em saponinas (FRS) a partir do extrato
hidroalcoolico das folhas de Syzygium cumini;

e Avaliar o efeito do uso cronico da FRS sobre a presséao arterial de SHR,;

e Mensurar as variaveis do tragado eletrocardiografico em SHR tratados
com a FRS;

e Avaliar a reatividade de artérias mesentéricas isoladas de SHR tratados
com a FRS;

e Avaliar o efeito da FRS na reatividade de artérias mesentéricas de SHR

nao tratados;

e Elucidar o mecanismo de acado da FRS em vasos de resisténcia de SHR.

4 METERIAL E METODOS

4.1 Material Botanico

As folhas da espécie vegetal Syzygium cumini (L.) Skeels, utilizadas
nesta pesquisa, foram coletadas no més de maio de 2016, na Cidade
Universitaria Dom Delgado, da Universidade Federal do Maranhao (UFMA), em
Sao Luis — MA, Latitude 2°33’13”S e Longitude 44°1821”W. Esta espécie
vegetal encontra-se registrada sob o nimero 1069, no Herbario Atico Seabra,
da UFMA.

4.2 Animais
Foram utilizados ratos da espécie Rattus norvegicus da linhagem SHR

(espontaneamente hipertensos) e Wistar normotensos, machos, provenientes

36



do Biotério Central da UFMA. Os animais com idade média de 60 dias (£300 g)
foram acondicionados e mantidos no Biotério Setorial do Laboratério de
Pesquisa e Pés-Graduacdo em Farmacologia. Para a realizacdo dos
experimentos os animais foram devidamente acomodados em gaiolas de
polipropileno (5 ratos/caixa), em sala climatizada a 22°C com iluminagao
programada em ciclo claro/escuro de 12 horas. Os animais tiveram acesso ad
libitum a agua e ragao (Purina®). Todos os procedimentos foram realizados
com aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob o
numero de protocolo n°® 23115.005844/2016-21.

4.3 Reagentes, solventes, sais e drogas

Foram utilizados cloreto de sodio, cloreto de potassio, cloreto de
magnésio, cloreto de calcio, bicarbonato de sodio, fosfato monobasico de
sédio, glicose, etanol, cloridrato de noradrenalina, cloridrato de acetilcolina,

xilazina e diazepam.

4.4 Extracao, fracionamento e caracterizagao fitoquimica

Apods coleta, as folhas foram selecionadas limpas e deixadas a
temperatura ambiente até secagem aparente (cerca de 15 dias) em sala
arejada e sem contato direto com incidéncia solar. Posteriormente, foram secas
em estufa a 40 °C com circulacdo de ar, por cerca de 72 horas. Apds esse
processo o material foi pulverizado em moinho de facas, tamises de numero lll
obtendo-se um pé moderadamente grosso. 300 g do pé obtido foi submetido ao
processo extrativo por maceragao utilizando como solvente uma solugao
hidroalcodlica a 70%, no hidromdédulo 1:3 e mantido sob agitagdo mecanica.
Apdés 72 horas o material foi filtrado e o residuo novamente posto sob
maceragao. Este procedimento foi repetido por trés vezes e os filtrados (extrato
hidroalcodlico) foram reunidos e concentrados em evaporador rotativo a baixa
pressao e temperatura de 60° C, obtendo-se assim o extrato hidroalcodlico de
Syzygium cumini (EHSc).

O EHSc foi submetido ao fracionamento utilizando uma metodologia
que estd sob depdsito de patente (INPI BR 102014003275-4 A2).
Resumidamente, este método dispde de um sistema de agitagdo por meio de

corrente de ar em sistema fechado e de presséao interna positiva que possibilita
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a formacido de espuma, que € arrastada e purificada em uma sequéncia de
camaras contendo solvente que retém as impurezas da espuma, resultando em
uma fragdo rica em saponinas (FRS). Este é um processo fisico de
fracionamento que resultou na separacdo da FRS. Para confirmacdo da
eficacia do fracionamento a FRS foi submetida a analise fitoquimica descrita
em Matos (1997) para as seguintes classes de compostos metabdlicos
Alcaloides, Antocianidinas e Antocianinas, Auroras, Catequinas, Chalconas,
Cumarinas, Fendis, Flavonas e Favanodis, Flavanonas e Flavanondis,

Leucocianidinas, Saponinas, Taninos e Xantonas.

4.5 Perfil cromatografico por HPLC-UV / Vis e FIA-ESI-IT-MSn

Para tragar o perfil cromatografico, a FRS foi solubilizada em 2,0 mL de
metanol / agua (9: 1) e aplicada ao cartucho C18 (Strata C18-E, Phenomenex).
As amostras foram filtradas através de filtros de membrana (PTFE puro simples
0,22um, Alicrom) e diluidas em metanol / agua (8: 2) para obter uma
concentragdo aproximada da solugao de 5,0 mg / mL. Utilizou-se um sistema
de HPLC modelo Shimadzu (Shimadzu Corp., Kyoto, Jap), consistindo de um
moddulo de distribuicdo de solvente com uma bomba, detector UV-VIS (SPA-
10A). A coluna utilizada foi Luna 5um C18 100 A (250 ym x 4,6 pm). Os
solventes de eluicdo foram A (0,022% para acido em agua) e B (0,02% para
acido acético em metanol). As amostras foram eluidas de acordo com o
seguinte gradiente: 95% A, 5% B como inicial em 30 min. A taxa de fluxo foi de
1 mL / min e o tempo de execugao foi de 50 min. A temperatura da coluna foi
de 20 °C. O volume de injegdo da amostra foi de 10 mL. Os dados foram
coletados e processados usando o software LC Solution (Shimadzu).

Para o FIA-ESI-IT-MSn, (Flow Injection Analysis - Electrospray
lonization - lon Trap - Mass Spectrometry) foi realizada uma etapa de limpeza
para remover quaisquer contaminantes. A solucao foi purificada por extracao
em fase sdlida (SPE) utilizando cartuchos Phenomenex Strata C18 (500 mg de
fase estacionaria) que foram previamente ativados com 5 mL de MeOH e
equilibrados com 5 mL de MeOH: H20 (1: 1, v / v). Os compostos foram
eluidos dos cartuchos utilizando 1 mL de MeOH: H20 (1: 1, v / v) com um

volume final de 5 mL. As amostras foram entio filtradas através de um filtro
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PTFE de 0,22 um e secas. A amostra foi diluida para 10 ug / mL em solvente
HPLC. Aliquotas de 20 pL foram injetadas diretamente no FIA-ESI-IT-MS.

Para este ensaio FIA-ESI-IT-MSn, a infusdo de fluxo direto das
amostras foi realizada em um analisador de armadilha i6nica linear Thermo
Scientific LTQ XL equipado com uma fonte de ionizagéo por electrospray (ESI),
em modo negativo (Thermo, San Jose, CA, EUA). EUA). Utilizou-se tubo
capilar de ago inoxidavel a 280 oC, voltagem de 5,00 kV, voltagem capilar de -
90 V, lente tubular de -100 V e fluxo de 5 pL min-1. Analise de varredura
completa foi registrada na faixa m / z de 100-1000. Fragmentag¢des de multiplos
estagios (ESI-MSn) foram realizadas usando o método de dissociagéo induzida
por colisdo (CID) contra hélio para ativagdo de ions. O primeiro evento foi um
espectro de massa de varredura completa para adquirir dados sobre ions
naquele intervalo de m / z. O segundo evento de varredura foi uma experiéncia
de MS / MS realizada usando uma varredura dependente de dados nas
moléculas [M-H] - dos compostos de interesse em uma energia de colisao de
30% e um tempo de ativagdo de 30 ms. Os ions do produto foram entdo
submetidos a fragmentagao adicional nas mesmas condi¢des, até que nao
mais fragmentos foram observados. A identificagao dos diferentes compostos
no perfil cromatografico da amostra foi feita comparando seus tempos de

retencéo e espectros de UV com dados da literatura.

4.6 Testes de atividade farmacolégica

4.6.1 Determinagdo da Pressao Arterial de SHR tratados com a FRS -
Método Indireto

Apods adaptacao dos animais foi iniciado o tratamento, durante 15 dias,
por via oral (v.0., gavagem). Os ratos SHR foram distribuidos randomicamente
em 4 grupos (n=5): grupos tratados com FRS nas doses de 10 mg/kg e 50
mg/kg, propranolol (40mg/kg) e grupo controle SHR, que recebeu agua
(1mL/Kg/dia). Um grupo de ratos Wistar normotenso (n=5) também recebeu
agua (1mL/Kg/dia, v.0.). A presséo arterial dos animais foi mensurada 3 vezes
por semana, pelo método indireto, ndo invasivo, no qual, os animais
previamente aquecidos durante 5 minutos a 45 °C, foram colocados em

contensores para o encaixe do manguito de pressdao na cauda e do cristal
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piezoelétrico (tipo Korotkoff), para registro das pulsacdes arteriais. Este sistema
fica acoplado a um eletroesfigmoégrafo, para captagdo e registro das pressoes
arteriais (BORGES et al., 1999).

4.6.2 Determinacdo de parametros eletrocardiograficos de SHR tratados
com a FRS

Apods o tratamento de 15 dias os animais (n=5) foram anestesiados com
cetamina (25 mg/Kg) e diazepam (5 mg/Kg), para posicionamento dos
eletrodos de captacao (tipo “jacaré”) e posterior analise eletrocardiografica
(ECG), por meio do eletrocardiografo digital ECG-PC Delta Life®, linha
veterinaria, de uso canino, adaptado para roedores, com 7 derivagdes (D1, D2,
D3, V, aVR, aVL e aVF), que analisou os intervalos eletrocardiograficos dos
animais durante o experimento. Todos os animais foram submetidos a
avaliagao eletrocardiografica por 1 a 5 minutos, para observagao da variagao
dos intervalos eletrocardiograficos PR, RR, complexo QRS e QT. As
mensuragdes e avaliagbes foram feitas na derivacdo DIl do tragado

eletrocardiografico com ganho 2N e velocidade de 25m/s.

4.6.3 Avaliacao das alteragoes histolégicas do coracao

Para este fim, o corte transversal do ventriculo foi feito no ponto médio
entre o apice cardiaco e o sulco atrioventricular, ao nivel do musculo papilar.
As amostras foram fixadas em paraformaldeido a 4% por 24 horas, apds o que,
foram submetidas ao processo de desidratacdo e embebidas em blocos de
parafina. Em seguida, fatias de 5uym de espessura foram obtidas das amostras
embutidas. Para visualizacdo dos componentes musculares e do tecido
fibrético, utilizou-se a tanto a técnica de coloragdo com tricromio de Masson
(MTS) quanto a coloragao Hematoxilina e Eosina (H&E)

As lesdes cardiacas foram avaliadas seguindo nomenclatura adotada
internacionalmente (Berridge et al., 2016). Adicionalmente, para a descrigdo
das lesdes de hipertrofia da tunica média arterial, recorreu-se a terminologia
oficialmente adotada para modelos animais de hipertensédo pulmonar (Renne et
al., 2009), na qual este tipo de lesdo € descrito em detalhe. Foram avaliados
ramos das artérias coronarias na parede do ventriculo esquerdo e no septo

interventricular com recurso a coloragdes pela H&E e pelo MTS. Estas lesdes
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foram avaliadas semi-quantitativamente em microscopia 6ptica de campo claro
atribuindo a cada animal um valor de 0 (histologia normal), 1 (espessamento
minimo da tunica média), 2 (espessamento moderado da tunica média, com
lamina elastica proeminente) ou 3 (espessamento marcado da tunica média,

com lamina elastica proeminente e estreitamento do lUmen arterial).

4.6.4 Avaliagao da reatividade de artérias mesentéricas e estimativa de
hipertrofia cardiaca de SHR tratados com FRS

Apos o registro eletrocardiografico os animais foram laparatomizados
para identificacdo e isolamento do coracado e da artéria mesentérica superior.
Os anéis das artérias (3 a 5 mm) com ou sem endotélio foram cuidadosamente
colocados entre fios de ago inoxidavel (50 um de didmetro), suspendidos em
uma camara de 6rgao isolado (5,0 ml), contendo solugdo de Krebs com a
composi¢do (mM): NaCl 118, KCI 5,0, MgCl; 1,2, NaH,PO4 1,2, NaHCO3 15,5,
CaCl, 2,0 e glicose 11,0. As preparagdes isoladas foram inicialmente
equilibradas sob tensédo de 1 g, lavadas de 10 em 10 minutos com o liquido
nutritivo, durante 60 minutos para a estabilizagdo do 6rgao e posterior obtengao
de curvas concentracdo-resposta cumulativas de noradrenalina de 10° a 10*
M. Os registros das variagées de tensdo foram realizados em um fisidgrafo
composto por um transdutor de forgca isométrico (F-60, Narco) em um poligrafo

Narcotrace 40.

4.6.5 Avaliacao do efeito vasorrelaxante da FRS em artéria mesentérica
Artérias mesentéricas superiores de SHR néo tratados (n=3-5) foram
isoladas e montadas em fisiografo, conforme descrito anteriormente no item.
Quando necessario, o endotélio foi removido friccionando suavemente os fios
de aco inoxidavel colocados na luz do vaso. A presenga ou auséncia de
endotélio funcional foi confirmada pela adigdo de Acetilcolina (z EC7s 3 x 107
M) na a contragdo induzida com noradrenalina (= EC7s 3 x 10° M). Foram
considerados com endotélio intacto quando atingiam 75% de relaxamento.
Posteriormente as artérias foram lavadas com solucao de Krebs até retornarem

aos niveis basais. Este procedimento foi adotado para os protocolos a seguir:
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4.6.5.1 Avaliagao atividade vasorrelaxante da FRS na contragado induzida
pela Noradrenalina em artéria mesentérica de SHR

Apods o procedimento o tdnus da preparacao foi aumentado pela adicdo
de uma concentragdo subméaxima (= EC7s 3 x 10° M) de noradrenalina e em
seguida foram obtidas curvas concentragao-resposta cumulativas para a FRS
nas concentragbes de 1, 5, 10, 50, 100 e 500 pg/mL. Este procedimento foi

realizado para anéis de artéria com e sem endotélio funcional.

4.6.5.2 Avaliagdo do efeito vasorrelaxante da FRS em artéria mesentérica
de SHR em solugao despolarizante de KCI (80mM)

Para avaliar o envolvimento de canais de potassio no efeito
vasorrelaxante da FRS, as preparacoes de artérias de SHR nao tratados foram
submedidas ao aumento do ténus vascular substituindo-se o liquido nutritivo de
Krebs por uma solugédo despolarizante de Krebs com KCl a 80 mM, com a
seguinte composicao (nM): NaCl 82,3; KCI 80; MgCl, 1,2; NaH,PO4 1,2;
NaHCOs3; 15,5; CaCl, 2,0 e glicose 11,0. Apds a contragdo das preparagdes
foram obtidas curvas concentragdo-resposta cumulativas para a FRS nas
concentragodes 1, 5, 10, 50, 100 e 500 pL/mL.

4.6.5.3 Avaliagao do efeito vasorrelaxante da FRS em artéria mesentérica
de SHR em solugao despolarizante de KCI (20mM)

Para investigacdo do envolvimento de canais de calcio sobre o efeito
vasorrelaxante da FRS, preparagdes de artérias mesentéricas foram
despolarizadas por substituicao do liquido nutritivo de Krebs por uma solugao
despolarizante de Krebs com KCI a 20 mM, com a seguinte composig¢ao(nM):
NaCl 142,3; KCI 20; MgCl; 1,2; NaH,PO4 1,2; NaHCO3; 15,5; CaCl, 2,0 e
glicose 11,0. O aumento do tdnus vascular foi obtido pela adicdo de uma
concentragdo submaxima (= EC7s 3 x 10° M) de noradrenalina e em seguida
foram obtidas curvas concentragao-resposta cumulativas para a FRS (1, 5, 10,
50, 100 e 500 pL/mL).

4.6.5.4 Avaliagao do efeito da FRS na reatividade vascular ao calcio
Neste protocolo as artérias mesentéricas de SHR sem endotélio ndo

tratados (n= 4) foram montadas em camara de 6rgdo isolado, contendo
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solucdo de Krebs que foi substituida, apés 60 minutos de estabilizacdo da
preparagéo, pelo liquido nutritivo de Krebs despolarizante (60mM de K*, sem
Ca®*) com a seguinte composicdo (nM): NaCl 63,0 KCI 60,0, MgCl, 1,2,
NaH,PO4 1,2, NaHCO3; 15,5 e glicose 11,0, o que provocou imediata contragao
do ¢rgdo. Apos 60 minutos de lavagens sucessivas, o tdnus basal foi
recuperado, permitindo-se obtencdo de curvas concentragdo - resposta
cumulativas de calcio (10° a 10"M) na auséncia e posteriormente na presenca

da FRS na concentragédo de 500 pg/mL.

4.7 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante da FRS foi avaliada pelo método do DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila). A solugdgo de DPPH foi preparada a partir da
dissolugcdo de 2,4 mg de DPPH em 100 mL de etanol. A FRS liofilizada foi
diluida em etanol em diferentes concentragdes (30 a 960 pg/mL). Utilizando
volumes fixos de 1900 yL de solugdo de DPPH (24 ug/mL) e de solugao
contendo a amostra (100 pL) nas diferentes concentragcbes, obtendo
concetragoes finais de 1,5, 3, 6, 12, 24, 48 ug/mL. As leituras foram realizadas
em espectrofotdbmetro a 515 nm, utilizando etanol como branco, conforme o
quadro abaixo. Os ensaios foram feitos em triplicata (SANCHEZMORENO et
al.,1998, com adaptacoes).

4.8 Docagem molecular

Os componentes quimicos presentes na FRS foram otimizados no
programa Gaussian 09 (GAUSSIAN et al, 2009). As propriedades geométricas,
eletrbnicas e vibracionais foram obtidas com a Teoria do Funcional da
Densidade (DFT) usando o funcional hibrido B3LYP combinado como o
conjunto de base 6311++G(d,p). Calculos de frequéncia foram realizados para
verificar se cada estrutura estava em seu estado minimo de energia.

A estrutura cristalografica da proteina atribuida ao canal de célcio é a
mesma obtidas por TANG et al, 2016 para os calculos de docagem molecular.
Os calculos foram desenvolvidos no programa Autodock 4.2. As estruturas 3D
da proteina e os ligantes, presente na composi¢do quimica da FRS, foram

preparadas para simulagdo com o AutoDock Tools (ADT), versao 1.5.6. No
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complexo ligante-enzima todos os atomos de hidrogénios ndo-polares foram
removidos e cargas de Gasteiner. Na regido do sitio ativo onde os ligantes
estardo docados foi criada uma caixa com dimensdo apropriada (60x60x60)
partindo das coordenadas x,y,z: 64.661; 28.719, 215.023 (TANG 2016).
Apenas a conformagédo que apresentou melhor energia de cada molécula foi

analisada.

4.9 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao das médias e
avaliados por meio do teste t de Student em conjunto com regresséao linear
(experimentos in vitro) ou da analise de variancia (one-way ANOVA) seguida
pelo teste de Turkey (experimentos in vivo). As diferengas foram consideradas

significativas quando P< 0,05, usando o software Graphpad Prism version 5.0.

5. RESULTADOS
5.1 Obtencao da Fragao rica em saponinas de Syzygium cumini

O fracionamento do extrato hidroalcoolico resultou em uma fragao rica
em saponinas (FRS) com rendimento de 0,4% p/p. Submetida a analise
fitoquimica descrita em Matos (1997) mostrou-se fortemente positiva para
saponinas, tragcos de compostos fendlicos e auséncia das demais classes
metabdlicas de compostos que foram avaliadas (Alcaloides, Antocianidinas e
Antocianinas, Auroras, Catequinas, Chalconas, Cumarinas, Fendis, Flavonas e

Favandis, Flavanonas e Flavanonois, Leucocianidinas, Taninos e Xantonas).

5.2 Caracterizacao quimica

O perfil cromatografico da FRS resultou na presenga das saponinas
identificadas como: 3-p-coumaroyl maslinic acid, Ellagic acid, Maslinic acid
derivate (Louceoside B), Maslinic acid 3-glucoside, além da presenga de
Dhelphindin diglucoside, Myricetin raminoside e Procyanidin (Figura 5, Tabela

1.
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FIGURA 5. Perfil cromatografico da fragdo rica em saponina de S.cumini (FRS), determinado
por HPLC-UV/Vis e FIA-ESI-IT-MSn.

Tabela 1. Compostos identificados na fragdo rica em saponina de S.cumini
(FRS), determinados por HPLC-UV/Vis e FIA-ESI-IT-MSn..

[M-H] - MS" fragmento Composto

1 617 355 3-p-coumaroyl maslinic acid

2 301 285; 229; 185 Ellagic acid

3 625 463; 301 Dhelphindin diglucoside

4 463 316; 271 Myricetin raminoside

5 577 407; 425 Procyanidin

6 811 489; 453 Maslinic acid derivative
(Luceoside B)

7 633 453: 425 Maslinic acid 3-glucoside
(LuceosideO)

5.3 Teste de atividade antioxidante da FRS frente ao DPPH

A FRS mostrou possuir capacidade antioxidante frente ao radical livre
DPPH, inibindo sua atividade em até 49,5 % e apresentando ICsy de 23,61 £
0,01 pg/ml, conforme mostra a figura 6.
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FIGURA 6. Inibicdo do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) induzido pela fragdo rica em
saponinas de S. cumini (FRS). Valores expressos como como média = E.P.M do % de inibigao
do DPPH.

5.4 Avaliagao do efeito in vivo da FRS no sistema cardiovascular

5.4.1 Efeito da FRS sobre a pressao arterial de SHR

Os ratos espontaneamente hipertensos (SHR) tratados por via oral,
diariamente, por 15 dias, com a FRS apresentaram diminui¢ao significativa dos
niveis pressoéricos. Tanto a dose de 10 mg/kg quanto a de 50 mg/kg reduziram
a pressao arterial sistolica (PAS), presséao arterial diastdlica (PAD) e presséo
arterial média (PAM), em relagcéo ao grupo SHR. O efeito anti-hipertensivo da
FRS iniciou a partir do 3° dia e foi mantido até o 15° dia de tratamento. Neste
periodo a redugcdo da PAM foi de 26,6% e 42,28%, para as doses de 10 e 50
mg/kg, respectivamente (Figura 7). O propranolol (40 mg/kg/dia), utilizado
como farmaco padrao, conforme esperado, reduziu a pressao arterial que
atingiu 20,64% para a PAM, no final do tratamento. Neste protocolo foram

utilizados ratos Wistar normotensos como controle negativo (Figura 7).
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FIGURA 7. Efeito do tratamento oral com fragdo rica em saponina de S. cumini (FRS) nas
doses de 10 mg/kg (SHR-FRS 10) e 50 mg/kg. (SHR-FRS 50) e, propranolol (40 mg/kg, SHR-
PROP) sobre (A) - pressao arterial sistélica (PAS), (B) - pressao arterial diastolica (PAD) e (C) -
pressao arterial média (PAM) de SRH, durante 15 dias. Os grupos SHR e Wistar receberam
agua (1,0 mL/kg). Resultados expressos como média + E.P.M dos valores pressoricos dos
animais (n=5). *p<0,05 vs SHR (ANOVA, Tukey).
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TABELA 2. Valores da Pressao Arterial Média (PAM) de SHR tratados por via

oral, diariamente, durante 15 dias, com a fragao rica em saponina de S. cumini

(FRS), nas doses de 10 mg/kg (SHR-FRS 10) e 50 mg/kg (SHR-FRS 50).

GRUPOS - PAM (mmHg)

TEMPO
Wistar SHR SHR-PROP SHR-FRS 10 SHR-FRS 50
(Dia)

0 109,80 + 4,417 177,4 + 4,55 166,3 + 4,15 174,3 £ 8,30  173,4 + 11,40*
3 111,8 £ 1,60" 181,2 £ 9,54* 137,0 £ 17,92" 149,3 £8,55" 123,2 +13,01™
6 111,0+1,75" 179,7 + 5,24* 155,8 + 14,50" 151,2 + 8,33**  132,6 + 9,03"
9 106,5 + 1,92" 175,1 £7,19* 147,1 £ 16,61" 153,0 £ 9,10  127,8 £ 12,017
12 113,8 + 2,03% 182,9 + 5,43* 151,9 + 10,627 131,5+ 6,027 100,1 + 7,817
15 102,50 + 5,00 180,30 + 9,00* 132,0 + 9,00" 127,3 £ 3,44  101,6 £ 10,03™

SHR-PROP = Propranolol (40 mg/Kg, v.0.). *p< 0,05 vs Wistar; ##p < 0,01 vs SHR; #p < 0,05
vs SHR (ANOVA, Tukey).

5.3.2 Efeito da FRS sobre os parametros eletrocardiograficos de ratos
SRH

Apds 15 dias de tratamento com a FRS nas doses de 10 e 50
mg/kg/dia(v.0.) os SRH apresentaram diminuigédo entre os intervalos PR e QT e
QT corrigido para ambas as doses e, uma redugao do intervalo RR para a dose
de 10 mg/kg/dia. Alteracdes na frequéncia cardiaca também foram observadas,
sendo que a dose 10 mg/kg/dia aumentou a FC e a dose de 50 mg/kg/dia

induziu uma redugao, quando comparados com os SHR (tabela 3).

5.3.4 Estimativa da hipertrofia cardiaca dos SHR tratados com a FRS

Foram mensurados os pesos relativos dos coragdes dos SRH tratados
com a FRS nas doses de 10 e 50 mg/kg/dia (v.0.). Os érgaos avaliados dos
animais tratados, em ambas as doses, assim como dos animais tratados com
propranolol na dose de 40 mg/kg/dia (v.0.) nao apresentaram diferenca
significativa quando comparados aos SHR (figura 8).

48



TABELA 3. Efeito da fragcéo rica em saponinas (FRS) de S. cumini, nas doses
de 10 mg/Kg (SHR-FRS 10) e 50 mg/Kg (SHR-FRS 50) sobre parametros
eletrocardiograficos de SHR, apos 15 dias de tratamento.

*** p< 0,001 vs Wistar; ** p< 0,01 vs Wistar *p< 0,05 vs Wistar; ##p < 0,01 vs
SHR; #p < 0,05 (ANOVA, Tukey)
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FIGURA 8. Peso relativo dos coragbes de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) tratados
com fragdo rica em saponina de S. cumini (SHR-FRS 10 mg/Kg e SHR-FRS 50 mg/Kg) ou
propranolol (SHR-PROP, 40 mg/Kg). Resultados expressos como média + E.P.M do peso
relativo dos coragdes (peso do 6rgao/peso corporal.10 '3). *p < 0.05 vs Wistar (ANOVA, Tukey).

5.4 Analise histopatologica do tecido cardiaco de SHR tratados com a
FRS

O grupo de controle negativo (Wistar) ndo apresentou alteragdes
histopatoldgicas. Os grupos SHR, SHR-FRS 10, SHR-FRS 50 e SHR-PROP
exibiram frequéncia variavel de hipertrofia da tunica média das artérias
cardiacas, caracterizada pela hipertrofia do musculo liso da tunica média, pela
presenca de uma lamina elastica interna proeminente e pelo aumento da razao
entre a espessura da tunica média e o diametro total das artérias. Ndo se
observou espessamento significativo da tunica adventicia. A frequéncia e a
severidade das lesbes foram mais elevadas no grupo de SHR, diminuindo nos
varios grupos tratados, em particular nos animais tratados com propranolol
(40mg/Kg) e com a FRS (50 mg/kg). Nao foram observadas alteragdes

inflamatdrias ou degenerativas em nenhum grupo experimental (Figura 9).
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Wistar

SHR

PROP

FRS 10

FRS 50

hematoxilina e eosina (H&E, coluna da esquerda) e pelo Tricrémico de Masson (TM, coluna da
direita). Grupo Wistar: animais wild-type sem alteragdes. Notar artérias cardiacas exibindo
tunica média de espessura normal. SHR: spontaneously hypertensive rats sem tratamento.

Notar artérias cardiacas exibindo marcado espessamento da tunica média com estreitamento
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do lumen arterial. Na coloragéo pelo Tricromico de Masson verifica-se que apenas a tunica
meédia ( em vermelho, indicada por asteriscos) é afetada, enquanto a espessura da tunica
adventicia (a azul, indicada por seta) permanece inalterada. PROP: animais SHR tratados com
propanolol. Notar espessamento ligeiro a moderado da tunica média. FRS 10: animais SHR
tratados com fragéo rica em saponina de S. cumini 10 mg/kg notar espessamento ligeiro a
moderado da tunica média. FRS 50: animais SHR tratados com frac¢do rica em saponina de S.

cumini 50 mg/kg notar espessamento ligeiro a moderado da tunica média.

5.3.3 Efeito da FRS no tonus vascular

Apos o tratamento por 15 dias a FRS reduziu a reatividade vascular
observada em anéis de artéria mesentérica superior isolados de SHR tratados
na dose de 50 mg/kg/dia (v.0.), porém nao foram observadas alteragbes
significativas na dose de 10 mg/Kg. Animais tratados com a dose de 50
mg/kg/dia apresentaram uma diminui¢do da responsividade a noradrenalina a
partir da concentracdo 107, quando comparados com SHR n&o tratados. A
curva concentragcdo-resposta obtida mostrou um deslocamento a direita, como

mostrado na figura 10

1.54
- Wistar
-+ SHR
-8 SHR- PROP
1.0- —+— SHR-FRS 10
-0~ SHR-FRS 50

Emax (g/tensao)

-Log [NOR] M

FIGURA 10. Curva concentragdo resposta de noradrenalina (NOR) em anéis de artéria
mesentérica sem endotélio funcional, isoladas de SHR tratados com fragao rica em saponina
de S. cumini na dose de 10 mg/kg (SHR-FRS 10) e de 50 mg/kg (SHR-FRS) ou propranolol
(SHR-PROP, 40 mg/Kg). Resultados expressos como média + E.P.M. (n = 5). *p < 0.05 vs
SHR. (ANOVA, Tukey).
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5.4 Avaliacao do efeito vasorrelaxante ex vivo da FRS em anéis de artéria
mesentérica de SHR
5.4.1 Efeito vasorrelaxante da FRS em anéis de artéria mesentérica com e
sem endotélio funcional

A figura 11 mostra que a FRS (0,001 a 0,5 mg/mL) induziu
vasorrelaxamento tanto em anéis de artéria mesentérica com endotélio intacto,
quanto em artérias sem endotélio funcional. Nao houve diferenga significativa
no efeito da FRS observado tanto na auséncia como na presencga do endotélio
(figura 11). Os valores de ECs foram de 6,7.10% mg/mL e 5,94.102 mg/mL e o
pD, foram de 1,35+0,42 e 1,31+0,23 para anéis com e sem endotélio funcional
respectivamente. Devido a este resultado os demais protocolos foram
realizados com artérias mesentéricas sem endotélio.

- B FRS (E+)
i Rk T O FRS (E-)

754

% Relaxamento

100+

125-

-3.0 -2.5 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0
Log [FRS] mg/mL

FIGURA 11. Efeito vasorrelaxante da fragéo rica em saponinas (FRS) em anéis de artéria
mesentérica de SHR com (E+) ou sem (E-) endotélio funcional. Resultados expressos como
média + E.P.M. (n = 3-5), ANOVA.
5.4.2 Efeito vasorrelaxante da FRS em artérias mesentéricas de SRH
despolarizadas com KCI 80 mM

Houve reducdo na capacidade da FRS de promover vasorrelaxamento
em anéis de artéria mesentérica quando a contragdo da musculatura lisa

vascular foi promovida pela solugao de Krebs despolarizante contendo KCI 80
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mM (Figura 12), quando comparado com o relaxamento provocado em anéis
de artéria mesentérica pré-contraidos com noradrenalina. O valor da ECs; foi
de 3,58.10'2 mg/mL, pD2de 2,061+ 0,48 e Emax de 31,77 + 9,19.
5.4.3 Efeito vasorrelaxante da FRS em anéis de artéria mesentérica de
SRH despolarizadas com KCI 20 mM

A figura 13 mostra que a FRS promoveu vasorrelaxamento em anéis de
artéria mesentérica sem endotélio funcional (E-) contraidos com noradrenalina,
na presenca e auséncia de solucdo de Krebs despolarizante contendo KCI
20mM (tabela 9). O valor da ECs foi de 0,1664. 10 mg/mL, pDz 1,311+ 0,24 e
Emax de 76,97+ 14,04.

-3- controle

—— KCI180mM

25

50 - \\g

% Relaxamento
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-3.0 -2.5 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0
Log [FRS] mg/mL

FIGURA 12. Efeito vasorrelaxante da fragdo rica em saponinas (FRS) em anéis de artéria
mesentérica de SHR sem endotélio funcional pré-contraidos com solugéo de Krebs a 80 mM
(KCI 80 mM) ou com noradrenalina (Controle). Resultados expressos como média + E.P.M. (n
= 3-5). *p < 0,05 vs NOR. (ANOVA, Tukey).
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FIGURA 13. Efeito vasorrelaxante da fragéo rica em saponinas (FRS) em anéis de artéria
mesentérica de SHR sem endotélio funcional pré-contraidos com noradrenalina sem (Controle)
e com incubacdo de solucdo despolarizante de Krebs (KClI 20 mM). Resultados expressos
como média + E.P.M. (n = 3-5) (ANOVA, Tukey).

5.5 Efeito da FRS na reatividade de artérias mesentéricas de SHR ao
calcio

Em anéis de artéria mesentérica sem endotélio funcional, isolados de
SHR, a FRS inibiu a contracdo causada pelo influxo de calcio na musculatura
lisa vascular, quando em presenca de uma solugcdo despolarizante de Krebs
contendo KCI 60 mM, 0 Ca™ (Figura 13). A incubagdo da FRS 0,5 mg/mL
reduziu o efeito maximo da contragdo em até 63,9 + 4,4%. Os valores de pD;
foram de 2,88 + 0,16 e 1,82 £+ 0,45 na auséncia ou presenga da FRS,

respectivamente.
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FIGURA 14. Curvas concentragdo-resposta para o calcio na ausencia (Ca2+) ou presencga da
fragao rica em saponinas 0,5 mg/mL (Ca®* + FRS) em anéis de artéria mesentérica de SHR
sem endotélio funcional. Resultados expressos como média + E.P.M. (n = 4). *p< 0,01 vs Ca**
+ FRS (ANOVA, Tukey).

6. Docagem molecular de compostos presentes na FRS de S. cumini

Os resultados dos calculos de otimizacdo das moléculas geraram 5
complexos Canal de calcio (Ca,)-ligante. Através da ancoragem molecular é
possivel identificar que o composto LucyosideO mostrou melhor eficacia por ter
apresentado menor energia de ligagao (tabela 4).

A afinidade entre os ligantes 3-p-coumaroyl maslinic acid e LucyosideO
com o sitio ativo indicaram que as interagbes ajudam no encaixe destes no
canal. Estes ligantes apresentaram energias de ligagao de -5,79 kJ/mol e -7,27
kdJ/mol enquanto o de referéncia (Verapamil) apresentou -5,99 kJ/mol,
mostrando assim uma menor afinidade se comparado ao LucyosideO.

Além das energias envolvidas na formacao do complexo também foi
analisada a constante de inibicao (k;), no qual os valores apresentados (tabela

4) dao indicio de uma boa agéo inibitéria dos ligantes que foram ancorados.
TABELA 4. Valores de energia de ligacédo (kcal/mol), eficacia do ligante

(kcal/mol) e constante de inibigdo (ki) das melhores conformagbes pelos

ligantes.
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Compostos Energia de Eficacia do ki (MM)

ligagéo (kcal/mol) ligante (kcal/mol)

3-p-coumaroyl maslinic -5,79 -0,13 57,3
acid
Dhelphindin -4,33 -0,1 666,17
diglucoside
LucyosideB -5,16 -0,09 164,89
LucyosideO -7,27 -0,16 4,7
Verapamil -5,99 -0,18 40,74

Fontes: Dados da pesquisa.

Os valores apresentados indicam que os ligantes 3-p-coumaroyl maslinic
acid e LucyosideO sao os ligantes com maior potencial de inibicdo na formagéao
do complexo.

Ao realizar a ancoragem molecular (figura 15 e tabela 5) os ligantes
tiveram como padrdao 100 corridas possiveis em uma caixa de dimenséao
60x60x60. Logo estes apresentaram numeros de conformagdes diferentes
devido suas formas de torgdo, dentro deste grau de liberdade, da seguinte
forma: 3-p-coumaroyl maslinic acid= 25; Dhelphindin diglucoside= 61;
LucyosideB= 20; Lucyoside O= 26 e verapamil= 52.

Foi realizado o calculo de volume para todos os ligantes sendo que o
valor de referéncia foi de 458,052 A3, onde os ligantes 3-p-coumaroy! maslinic
acid, Dhelphindin diglucoside, Lucyoside B e Lucyoside O apresentaram
respectivamente 617,085 A%, 512,906 A%, 771,751 A% e 626,488 A°,

Figura 15. Conformacgéao espacial obtida por docagem molecular com o Cay e

representacido das interagées com os residuos de aminoacidos

Interagdes co os residuos
Estrutura tridimencional L
Composto . de aminoacidos do
ligante-receptor
receptor

56



Verapamil

Lucyoside O

Lucyoside B

Proll8s
Tipl159

o "_’ .
cny;% k. o ¥
N A
o Asn1181
E 5
Aspl178 ¢ o
,

o
Mll% .
e .
o d

57



Dhelphindin

diglucoside

Asnllgl _

3-p-coumaroyl! _ __ %‘“
e i k Trpllsd
maslinic acid ; '- %

Fiicas
Frolléd
7 il
Glul 189

GhullsE

Fonte: Dados da pesquisa

TABELA 5. Residuos de Aminoacidos e interagdes com os ligantes

Ligante Pontes de Hidrogénio  Interag¢des Hidrofébicas
Verapamil Pro1186, Trp1159,
Asn1181(x2),
Gly1182(x2),
Asp1178(x4),
Lucyoside O Trp1159(x2), Arg1185(x2), Pro1186,
Glu1158(x2), Asn1181 Asn1181
Lucyoside B Glu1189(x2), Asn1181, Arg1185, Pro1186(x2),
Trp1159 Asn1181(x2), Asp1178,
Gly1182
Dhelphindin diglucoside  Glu1158, Trp1159, Gly1182, Pro1186,
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Asp1178 Asn1181(x2), Arg1185,

Asp1178
3-p-coumaroyl maslinic Glu1189 e Asn1181 Glu1158, Arg1185,
acid Asn1181, Trp1159,

Arg1185, Pro1186,
Glu1189, Gly1182,
Pro1186

6. DISCUSSAO

Neste trabalho foi demonstrado o potencial farmacoldgico pré-clinico da
fracdo saponina extraida das folhas de Syzygium cumini no sistema
cardiovascular.

As saponinas sao compostos fitoquimicos, que ocorrem em trés de cada
quatro espécies de plantas. A ampla ocorréncia de saponinas na planta &
provavelmente atribuido ao seu sabor amargo, que protege a planta contra o
ataque de animais. Por varias décadas, as saponinas de materiais vegetais
foram consideradas ingredientes indesejaveis em nutrigdo animal devido ao
seu sabor amargo e efeitos prejudiciais no sistema gastrointestinal, quando
consumido em altas concentragbes (BOTTCHER e DRUSCH, 2017).
Entretanto nas dUltimas duas décadas, as saponinas foram amplamente
pesquisadas e revisadas por diferentes grupos de pesquisa para seu
isolamento, elucidacdo estrutural, distribuicdo, biossintese, classificagao,
importancia comercial e farmacoldgica na forma de composto puro, bem como
extrato bruto enriquecido com saponina denominado “saponina total” (SINGH e
CHAUDHURI, 2018).

Considerando que a espécie vegetal Syzygium cumini é reportada na
literatura como rica em saponinas, sobretudo os extratos das folhas quando
extraidos com solugéo hidroetandlica ou etanol (SHARMA e VISHNOI, 2017) e,
que estudos anteriores de nosso grupo de pesquisa mostraram que o extrato
hidroalcodlico de S. cumini possui atividade anti-hipertensiva em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) (RIBEIRO et al.,, 2014), este trabalho
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investigou o efeito da fracdo rica em saponinas de S. cumini no sistema
cardiovascular de SHR.

A fragdo rica em saponinas (FRS) de S. cumini obtida pelo prototipo de
ar comprimido (depdsito de patente INP- BR- 1020120182963) apresentou
rendimento de 0,4% p/p. Este valor esta em concordancia com a literatura que
relata que o teor de saponina nas plantas é geralmente de cerca de 1% ou
inferior, a excegcdo de espécies conhecidas pela presenga marcante desses
metabdlitos, como na casca da arvore “sabdo chileno” (Quillaja saponaria
Molina), que pode ter teores de saponina de até 5% (BOTTCHER e DRUSCH,
2017).

A analise fitoquimica da fragdo comprovou a eficacia do método de
extracdo, pois mostrou a presenca de saponinas, tracos de compostos
fendlicos e auséncia das demais classes metabdlicas de compostos que foram
avaliadas (Alcaloides, Antocianidinas e Antocianinas, Auroras, Catequinas,
Chalconas, Cumarinas, Fendis, Flavonas e Favanois, Flavanonas e
Flavanondis, Leucocianidinas, Taninos e Xantonas).

O Perfil cromatografico por HPLC-UV / Vis e FIA-ESI-IT-MSn revelou a
presenga das saponinas 3-p-coumaroyl Maslinic acid, Maslinic acid derivative
(Luceoside B) e Maslinic acid 3-glucoside (Luceoside O), além de Ellagic acid,
Dhelphindin diglucoside, Myricetin raminoside e Procyanidin. Até o presente
momento ndo foram encontrados na literatura trabalhos que descrevam a
presencga destas saponinas para a espécie vegetal Syzygium cumini.

Os trés compostos saponinas caracterizados sdo de natureza
triterpenica com o “esqueleto” ou parte aglicona o maslinic acid. Este é um
composto triterpenico que foi relatado com efeito protetor sobre células do
musculo liso vascular frente ao stress oxidativo. (QIN, QIN & ZHAO, 2014).

A FRS apresentou efeito antioxidante in vitro quando ensaiada no
método do DPPH, com ICsy de 23,61 + 0,01 pg/ml (figura 6). Algumas
saponinas apresentam atividade antioxidante, tanto em ensaios com radicais
livres como € o caso do teste do DPPH, quanto em ensaios de dosagens
enzimaticas ou em ensaios em cultura celular. Saponinas da espécie vegetal
Dianthus basuticus, por exemplo, apresentaram ICsy de 6,95 mg/ml (NAFIU e
ASHAFA, 2017).
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A avaliacdo da FRS no sistema cardiovascular iniciou pela determinacao
de seu efeito na presséo arterial de ratos espontaneamente hipertensos (SHR)
tratados diariamente com a fragdo, durante duas semanas. A FRS mostrou
agao anti-hipertensiva nas doses de 10 e 50 mg/kg, reduzindo a presséo
arterial média (PAM) em SHR (figura 7). A redugao da PAM foi observada para
as duas doses utilizadas desde os primeiros dias apés o tratamento, mantendo-
se baixa durante os 15 dias, e atingindo 27% e 42%, de redugao no final do
tratamento, nas respectivas doses. O efeito anti-hipertensivo da FRS foi
dependente de dose, sendo que o da de 10 mg/kg foi semelhante ao
observado para o propranolol, que foi utilizado como farmaco anti-hipertensivo
padrao (figura 7, tabela 2). A figuras 7 mostra ainda a reducdo dos niveis
pressoricos também sobre a pressao sistolica e diastdlica, que acompanharam
0 mesmo comportamento observado na PAM.

O modelo animal utilizado, ratos espontaneamente hipertensos (SHR) é
um modelo de grande importéancia no estudo experimental da hipertensao
devido a semelhanca de sua fisiopatologia com a hipertensdo essencial em
humanos. Desenvolvem o quadro hipertensivo por volta da 42 a 6% semanas.
Estudos in vivo mostraram que nos estagios iniciais de hipertensdo, os SHRs
tém um débito cardiaco aumentado e resisténcia periférica total normal. A
medida que o SHR progride no estado de hipertensao estabelecido, o débito
cardiaco retorna aos valores normais e a hipertrofia causada pela forca do
sangue nos vasos produz um aumento de resisténcia periférica (DORNAS e
SILVA, 2011). A FRS estudada neste modelo animal mostrou-se, portanto, o
efeito anti-hipertensivo que pode estar relacionado a reducado da resisténcia
vascular periférica dos SHR.

Apods o tratamento de 15 dias com a FRS os SHR foram submetidos a
avaliacao eletrocardiografica. A FRS, em ambas as doses, alterou parametros
do eletrocardiograma (ECG), mostrando um efeito cardioprotetor da fragéo
(Tabela 3). O eletrocardiograma (ECG) em ratos apesar de algumas diferengas
em relacdo ao humano, como a falta de onda Q, apresenta semelhancas
essenciais e por esse motivo tem sido explorado em pesquisa cardiovascular
basica para avaliar o coragdo sob condig¢des fisioldgicas, condi¢des clinicas e
em modelos animais de doengas (KONOPELSKI e UFNAL, 2016). SHR servem

como um excelente modelo de cardiopatia hipertensiva e caracterizam-se por
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apresentarem uma progressiva hipertrofia cardiaca, adaptagdes moleculares
predisponentes a arritmia e em seus estagios mais tardios insuficiéncia
cardiaca (HAZARI et al., 2009)

Ainda segundo Konopelski e Ufnal (2016) um potencial de agéo é gerado
no coragao, iniciado no noé sinoatrial e subsequentemente conduzido através do
no atrioventricular, seu feixe, o feixe de ramos e fibras de Purkinje, atingindo
finalmente os cardiomidcitos. Um tragado tipico de ECG espelha, repetindo o
ciclo de trés grandes eventos elétricos, incluindo despolarizacao atrial (onda P),
despolarizagao ventricular (Complexo QRS) e repolarizagdo ventricular (onda
T). Nesse manuscrito, os autores compararam o eletrocardiograma humano
com o de ratos e foi utilizado como base para descrever os parametros a
seguir.

Na dose de 10 mg/kg a FRS apresentou um aumento de 48% na
frequéncia cardiaca (FC) em relagdo aos SHR nao tratados, enquanto que nos
grupos tratados com propranolol (40 mg/kg) e FRS 50 mg/kg a FC esteve
mantida em valores estaveis.

A FC é medida pelo intervalo R-R no eletrocardiograma e representa o
numero de contragbes do coragao durante um periodo especifico, geralmente 1
min (bpm, batidas por minuto). Em ratos a FC é cerca de 5 a 6 vezes maior que
em humanos.

O intervalo RR é o tempo entre os picos consecutivos da onda R. Em
humanos, a FC também pode ser calculada medindo o tempo entre as ondas Q
consecutivas, enquanto em ratos, a FC é calculada usando apenas intervalos
RR. Isso ocorre porque o ECG de ratos ndo possui a onda Q na maioria das
derivacdes e/ou a onda Q pode ser dificil de localizar, especialmente em ECG
barulhento e de baixa amplitude (KONOPELSKI e UFNAL, 2016).

Sabe-se que algumas drogas apesar de anti-hipertensivas séo capazes
de causar o aumento da FC, assim como ocorreu com a FRS. Esse efeito dar-
se sobretudo em drogas, como no caso da hidralazina, que atua diminuindo a
resisténcia vascular periférica, devido a uma interferéncia do movimento do
céalcio no musculo liso vascular que é responsavel pela vasoconstricgdo. Em
resposta a esse efeito pode ser desencadeada uma resposta reflexa mediada
por barorreceptores, o que leva entdo a estimulagdo do sistema nervoso

simpatico e liberacdo de noradrenalina, que agira no nodo sinoatrial abrindo
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canais de calcio, aumentando a frequéncia cardiaca e a contratilidade e,
estimulando também o nodo atrioventricular (HERMAN E BHIMJI, 2018). A
FRS, na menor dose, poderia estar induzindo aumento na FC por mecanismo
reflexo semelhante.

Assim como o propranolol, a FRS em ambas as doses, diminuiu o
intervalo PR no eletrocardiograma. O intervalo PR reflete a propagacédo da
despolarizacao dos atrios para os ventriculos e € determinado pela medi¢ao do
tempo entre o comeco da onda P até o comeco do QRS ou complexo RS. A
analise da duragdo do intervalo PR é crucial no diagnostico de bloqueios
atrioventriculares. A diminuicdo deste intervalo, pode sugerir o efeito
cardioprotetor da FRS em relagdo a redugdo de eventos como bloqueios
atrioventriculares, caracteristico de arritmias, o que é presente no modelo
animal espontaneamente hipertenso.

Outro parametro eletrocardiografico que a FRS alterou foi o intervalo QT,
que descreve o tempo da onda Q até o final da onda T. Em ratos, esse
parametro geralmente € medido desde o inicio do complexo Rs até o final da
onda T, devido a dificuldades na deteccao de ondas Q. Intervalo QT representa
o tempo de despolarizagado e repolarizagao de cardiomiécitos ventriculares. A
duracdo patologica deste parametro indica disturbios na atividade elétrica do
coragao devido a doencga cardiaca intrinseca ou efeitos toxicos de compostos
exdgenos. Portanto, o intervalo QT prolongado € considerado um indicador util
de cardiotoxicidade. Ambas as doses foram capazes de reduzir o intervalo QT,
sugerindo, portanto, que a FRS n&o provoca nesse aspecto cardiotoxicidade, e
indicando seu efeito cardioprotetor.

O Intervalo QT também se correlaciona com a FC, em geral, aumento da
frequéncia cardiaca encurta o intervalo QT, por esse motivo um parametro
mais objetivo de despolarizagdo e repolarizagdo dos ventriculos utilizado é o
QT corrigido (QTc), que leva em conta alteragbes na frequéncia cardiaca
durante a mensuracdo. Em SRH o QTc apresenta-se aumentado explicado
pelo alongamento do intervalo indicando diferencas nas caracteristicas de
repolarizacao que é inerente ao modelo animal (HAZARI et al., 2009). A FRS,
em ambas as doses, reduziu este parametro, comprovando seu efeito

cardioprotetor.

63



Quanto a analise histolégica (figura 9) a presenca de hipertrofia cardiaca
no modelo animal utilizado, SHR, foi amenizada quando tratados com a FRS
na dose de 50 mg/Kg caracterizada pela redugcdo da espessura da tunica
média dos vasos cardiacos. Estudos mostram que o maslinic acid, substancia
da qual derivam-se as saponinas presentes na FRS, possui atividade
cardioprotetora em modelo experimental de camundongos com hipertrofia
induzida por sobrecarga de pressao (LIU et al, 2018).

Na avaliagdo da FRS sobre a resisténcia vascular periférica (RPV), a
dose maior da fragao (50 mg/kg) diminuiu a reatividade da noradrenalina em
artéria mesentéricas de animais tratados durante duas semanas (figura 10).
Nesta dose a FRS induziu ao deslocamento para a direita, além de redugao no

efeito maximo da contragdo de noradrenalina.

Diversas sdo as vias de sinalizagdo que envolvem a regulagédo do tonus
vascular promovida pela noradrenalina. Receptores a e [ adrenérgicos sao
ativados na presenca deste neurotransmissor. Na musculatura lisa vascular, a
maior parte da vasoconstriccdo € devida a ativagdo dos receptores a1 que
sinalizam a via intracelular da fosfolipase C, mediada pela proteina G,.
resultado assim no aumento do Ca*" no citoplasma, seja pelo influxo do meio
extracelular, seja pelas reservas de calcio do reticulo sarcoplasmatico
(PINTEROVA, 2011). Qualquer que sejam os mediadores deste processo, sdo
alvos farmacologicos, sobretudo para o tratamento da hipertensdo. Desta
forma, o efeito da FRS pode ser devido a interagdo em um destes mecanismos

de sinalizagao intracelular.

O potencial vasorrelaxante da FRS também foi analisado em artérias
mesentéricas de SHR n&o tratados com a fragédo. A figura 11 mostr que a FRS
induziu relaxamento independente das artérias estarem com ou sem endotélio
funcional. Algumas saponinas sao capazes de promover efeito vasorrelaxante.
Saponinas de Panax notoginseng causaram relaxamento em artéria aorta e
artéria mesentérica, em modelo experimental de ratos hipertensos SHRSP.ZF,
utilizando fenilefrina para causar contragao (WU et al., 2016). Jujubosideo B,
uma saponina ja isolada é reportada como agente vasorrelaxante tanto por

ativar a enzima oxido nitrico sintase endotelial, quanto por aumentar o
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extracelular através do potencial receptor transiente endotelial (TRPC) (ZHAO
et al., 2016).

Assim sendo, devido os efeitos da FRS serem semelhantes em artéria
com ou sem endotélio, os estudos prosseguiram, em artérias desprovidas de
endotélio funcional, afim de se avaliar o possivel mecanismo de acdo da FRS
diretamente na musculatura lisa vascular.

A contracao promovida pela noradrenalina € um efeito via ativagao de
receptor acoplado a proteina G. Para verificar se o relaxamento provocado pela
FRS estaria envolvido com a ativacao de proteina G, foi utilizado outro agente
contracturante o KClI 80mM, um agente despolarizante. A figura 12 mostram
que quando pré contraidos com KCl 80 mM o vasorrelaxamento promovido
pela FRS foi bastante atenuado em relagdo ao provocado, quando pré
contraido com noradrenalina em anéis de artéria mesentérica sem endotélio. O
KCI 80 mM promove a despolarizacio da membrana celular,
consequentemente a abertura de canais de calcio, além de promover a
ativacdo da via de sinalizagdo RhoA-Rho cinase, uma via independente de
calcio (RATZ et al., 2005). Portanto o vasorrelaxamento de 31,77 % provocado
pela FRS poderia estar relacionado com o bloqueio do influxo de célcio. Outra
hipdtese ainda seria de que a FRS poderia estar ativando canais para K*, efeito
ndo observado devido a alta concentracédo extracelular de ions K* no liquido
despolarizante.

Para investigagdo da participagdo dos canais de K* no mecanismo de
vasorrelaxamento da FRS foi realizado o protocolo com KCI 20 mM. Na
presenga deste agente ndo houve modificagdes significativas no efeito
vasorrelaxante da FRS (figura 13), descartando a hip6tese da participagéo
desses canais no efeito da FRS. Ja para a investigacdo se o efeito da FRS
ocorria por bloqueio dos canais de Ca?* foi realizado o protocolo de influxo de
Ca?*, no qual foram obtidas curvas concentragéo resposta para o CaCl, em um
meio despolarizante livre de calcio. Observou-se que apds a incubagao com a
FRS, houve um bloqueio na contracao induzida pelo influxo de calcio do meio
extra para intracelular (figura 14) sugerindo assim o que o potencial
vasorrelaxante da FRS envolve o blogueio dos canais de Ca®*.

Para confirmagao da atividade das saponinas presentes na FRS sobre o

canal de calcio foi realizado o modelo computacional de docagem molecular
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elegendo os compostos saponinas presentes na FRS, sendo eles 3-p-
coumaroyl maslinic acid, LucyosideB e LucyosideO, além do composto
Dhelphindin diglucoside, ultilizando como proteina alvo o canal de calcio CavAb
voltage-gated calcium channel.

O processo de docking molecular evidencia a predi¢cao de afinidade de
ligacdo e o modo de ligacédo da estrutura do ligante no sitio ativo do receptor.
Para analisar os resultados, o arquivo de log gerado foi aberto, e uma tabela
(tabela 4) com as energias de ligacao referente a afinidade de cada ligante em
sua melhor conformacao, foi analisada.

O composto verapamil € utilizado como referéncia sendo um farmaco ja
estudado na literatura (TANG et al., 2016). Através da ancoragem molecular é
possivel identificar o ligante 3-p-coumaroyl maslinic acid como o melhor ligante
em termos energéticos, sendo eficiente pois apresenta a menor energia de
ligacdo como mostra a tabela 8, logo o mecanismo de interagéo e formagao do
complexo proteina-ligante ocorre de forma espontanea.

A afinidade entre os ligantes 3-p-coumaroyl maslinic acid e LucyosideO
com o sitio ativo indicam que as interagdes ajudam no encaixe destes no canal.
Estes ligantes apresentaram energias de ligagao de -9,23 kJ/mol e -7,27 kd/mol
enquanto o ligante de referéncia apresentou -5,99 kJ/mol, demonstrando assim
uma menor afinidade se comparado a estes ligantes.

A eficiéncia do ligante (EL) € comumente definida como a relagédo entre
a afinidade de um ligante dividido pelo numero de atomos pesados na molécula
(REYNOLDS, 2015), os ligantes mostraram resultados abaixo do limite inferior
de 0,3 considerando este valor em modulo; mas os resultados apresentados
comparados ao composto de referéncia apresentam uma certa semelhanca de
valores. Sendo os ligantes 3-p-coumaroyl maslinic acid e LucyosideO que
apresentaram os melhores valores de EL estes valores estao relacionados a
poténcia do ligante como uma futura droga, logo quanto maior o mais potente
ela sera.

Além das energias envolvidas na formagdo do complexo também
analisada a constante de inibigao (ki), no qual os valores apresentados (tabela
4) dao indicio de uma boa agéao inibitdria dos ligantes que foram ancorados. O

uso do Ki é util para designar a probabilidade de que um determinado
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medicamento va inibir uma enzima especifica e resultar em uma interacao
medicamentosa clinicamente relevante com um substrato para a enzima.

Como sugere Tang (2016) as conformagdes geradas pelo verapamil sdo
apenas superficiais pois a sua acdo inibitéria no canal de calcio ocorre de
forma fisica impedindo a passagem do calcio, este mesmo comportamento foi

notado nos demais ligantes estudados.

O calculo de volume feito para todos os ligantes sendo que o valor de
referéncia foi de 458,052 A3(verapamil) onde os ligantes 3-p-coumaroy!
maslinic acid, Dhelphindin diglucoside, LucyosideB e Lucyoside O
apresentaram respectivamente 617,085 A3, 512,906 A®, 771,751 A® e 626,488
A3, nota-se que estes ligantes sdo volumosos e ocorre um impedimento fisico

que nao permite o fluxo no canal.

7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que a fragdo rica em
saponinas (FRS), extraida das folhas da espécie vegetal Syzygium cumini,
apresenta grande potencial farmacolégico para desordens do sistema
cardiovascular.

A extragdo da FRS a partir das folhas mostrou-se eficaz um a vez que
apresentou teor fortemente positivo para saponinas em relacdo aos demais
metabdlitos secundarios que mostraram tragos ou auséncia;

A FRS apresentou efeito anti-hipertensivo, além de diminuir a reatividade
arterial ao agonista adrenérgico noradrenalina, apos uso agudo, por via oral,

em ratos espontaneamente hipertensos (SHR);
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O mecanismo de acao da fracdo envolve alteragcdo no influxo de calcio,

pois a FRS diminuiu a responsividade vascular arterial ao calcio na presenca

de liquido despolarizante;

A docagem molecular com os compostos identificados na FRS confirmou

0 mecanismo de agao envolvendo bloqueio de canais de calcio

A FRS mostrou, nos resultados de avaliagdo cardiaca, um efeito

cardioprotetor por melhorar paradmetros eletrocardiograficos e diminuigcao de

hipertrofia cardiaca observada na histologia dos SHR.

Este estudo mostrou-se inovador e pioneiro em demonstrar o efeito das

saponinas de Syzygium cumini no sistema cardiovascular.
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TABELA 1a. Efeito do tratamento oral, por 15 dias, com a fracdo rica em

saponinas (FRS) de S. cumini em parédmetros da curva concentragao-resposta

a noradrenalina (NOR) em artéria mesentérica de SHR.

GRUPOS pD; (M) ECs Emax (g/tenséo) Reducgéo E .
(%)

Wistar 5,78 + 0,45 1,033.10° 0,80 + 0,08 8,24

SHR 6,68 + 0,45 0,22.10° 0,87 £ 0,17 -

SHR- PROP 6,00 £ 0,20 0,80. 10° 0,74 + 0,03 15,40

SHR- FRS 10 6,11 + 0,21 0,61. 10° 0,83 + 0,17 4,20

SHR- FRS 50 5,79 + 0,33* 0,95. 10 0,41+ 0,07* 53,30"

Resultados expressos como média + E.P.M. (n = 5). *p < 0.05 vs SHR. (ANOVA, Tukey)

ECs5, (concentragédo efetiva 50%), pDs (- log da EC 54) e Enax (efeito maximo da contragéo)

TABELA 2a. Parametros das curvas concentragao-relaxamento da fragao rica

em saponinas (FRS) em artéria mesentérica de SHR desprovidos ou nao de

endotélio, pré-contraidos com noradrenalina

[FRS] mg/mL

% de Vasorrelaxamento em arteria mesentérica

E (+) E (-) Valores de p
0,001 16,64 + 3,86 4,16 £ 1,96* 0,0208
0,005 36,00 + 3,00 14,23+ 4,17* 0,0343
0,01 50,50 £ 2,5 28,83 + 8,89 0,2553
0,05 60,63 + 2,63 41,28 £ 6,39 0,1689
0,1 68,1 + 3,39 57,76 £ 9,35 0,5921
0,5 100,70 £ 0,23 89,41 £ 8,76 0,5082

Resultados expressos como média + E.P.M. (n = 5). E(+) presenga de endotélio funcional; E(-)
auséncia de endotélio funcional. *p < 0,05 vs FRS (E-). (ANOVA, Tukey)
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- UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

& J COMISSAQ DE ETICA NO USQ DE ANIMAIS-CEUA
n..ﬂ-r“'p CIAEP-01.0341 2014
CERTIFICADO

Cenificamos que a proposta intindlada “Avaliacio do potencial vascular de saponinas
extrandas das folhas de Sypoimm cmmini (L) Sheels” eg:mds com o o°
13115.0058442006-21, sob a responsabilidsde de Marleme Oliveira da Rocha
Barpges, que emvolve a produgdo, manuengdo ou wilizacso de anfmais pertencentss ao
filo Chordata, subfile Vertebrata (exceto humanas), pam fns de pesguisa cientifica (ou
ensing) - encontra-se de acordo com os precedtos da Lein® 11.794, de § de catobro de
208, do Deceto o° 6390, de 15 de julho de 2009, & com a5 nomas editadas pelo
Conselho Maciopal de Conmole de Experimentacdo Arimal (OONCEA) e foi
considerado Aprovada pela Comizsdo de Etica no Use de Animais (CEUA- UFMA) da
Universidade Federal 4o Maranh3o em reurddo de 21/11/2016.

FINALIDADE { |Ensing (3} Pesqguiza | jExfensaa
Vigencia da autorizacao 20 meses 010616 a 0102718
| Expecielinhasemiaca Rargs nervegicns, Linhazens Wistar e SHE
N de animais 25 ratos SHE & 10 ratos Wistar
PesnIdade 250-300g. 60 dias
SEnD Femeas & machos
Crizem Binterio Cenimal da UFMA

nRladng Lmgnom. Fulle_
Profa. Dra. Lucilene Amoerim Sibva
Presidente da Comiss3o de Etica nouso de animais-CEUA
TUFMA

86



’ !H Mmm P—— mmmm
Y o [ O A

Z4I9161805212638

Pedido nacional de Invengdo, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adigdo de Invengéo e entrada na fase nacional do PCT

Numero do Processe; BR 10 2018 010818 7

Dados do Deposianie (71)

Depositante 1 de 1

Mome ou Razlo Socal UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAD
Tipo te Pessoa; Pessna Juridic
CPF/CNPY; 0527910300019
Maclonalkade: Brasliara

Cuaitficaglio Juridicr InsshuigSo de Ensino @ Pesquisa
Enderegor Cidace Universitara Dom Defgado, Av. dos Poriuguesss, 1966, Via

Cilade: m
Estao: MA
CEP: 55080-305
Pals; Brasl
Telefone: (38) 32726710
Fax
Emall: rit-dapiuima.br

PETICIONAMENTD popy #ol e peio sistema Feticonamentn Slerdnion em HI0S3018 as
ELETRONICO 2227, Pedplo BTO 80045861

Ptk W70 | RO IR 1, da TR0 22000, plyg. L'1%



Dados do Pedido

Mahureza Patenter 10 - Pateris de imvango (1)

Tituio da InvengSo ou Modelo de FORMULACAD FARMACEUTICA A FARTIR DE SAPONMAS DE
Utiidade (4] Syzyglum cuminl PARA TRATAMENTO DE DESORDENS
CARDICVASCULARES
Resuma: A presante InvengSo esta Insanda no campo da indistia

tamaciutica refere-ge a ullizacio do pd oblide da fragio rica am
sapaninas, extraida das folhas da vegetal SyZygium curminl,
COMo UM pmﬂl::-de-a;é:-vamﬂma. ant-hiperiensivo,
antiamiimico e candioprobetor, sendo qntpﬂa:lupaaprqﬂa;ﬁme
medicamenios destinacos a0 ratamentn, prevenglo ou
de ongas carlovascLares.

PETICIONAMENTO popy fl ervinda peio sistema Febcionamento Sleirinics em 205201 45
ELETROWICD 227, Peache 57018004851

Paticllc BRI, da 22000, plg. 2'15



Dados do Imvenior (72)

Irverior 1 de 4

Mome: MATHELIS BRANDAD CAMPCS
CPF; 03503561307
Haclonalklade: SrasliEra
Gualficaglio Flska: Estudants de Pos Gracuagio
Enderego: Rua Aldebaman Condominie Monte Caro, ap 702
Cidade: S0 Luls
Estado: MA
CEP; ESDE0-647
Pals. BRASIL
Telefore: (55) 551 237704
Fax
Emall. matheusirpgnotmall.com
Irnesior 2 de 4
Mome: RACHEL MELD RISEIRD
CPF; 91647557334
Maclonalkade: Braslieira
Gualficagio Flskesr Enfermelm de nived superion, nuincionista, famacautico e 31ns

Endereger 31647557334
Cidade: 530 Luks

Estaco: MA
CEP: 85071-383
Fals; BRASIL
Telafone: (06) 906 001695
Fax
Emall: mehameonbelrnggmal com
Inventar 3 de 4

PETICIONAMENTO popy % erviada peio sistema Feticionamentn Sleirdnios e 2005204 4s
ELETRONICE 4477, Pedigho STIHBO04E6E1
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FORMULACAD FARMACEUTICA A PARTIR DE SAPONINAS DE Syzygivm
cuwmind PARA TRAATAMENTO DE DESORDENS CARDIDWVASCULARES

A presents invengio esta insenda no campo da ndistria famacéutica refere-
se a utilizacdo do pd obtido da frac&o rica em saponinags, extraida das folhas da
especie wepgetal Syzygiem cumind. como wm produin de agao vasorslaxanbes,
anti-hipertensivo, antiamitmico & canrdioprotetor, sendo  apropriade  para
preparagio de medicamentos destinados ao fratamento, presencic ou
diagnostico de doengas cardiovasculares.

Patghs ET00 BDESEE1, fa TWIAIOUN, plg . B1S
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