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RESUMO

Galeno, D.M.L. Efeitos da Eugenia punicifolia (Khunt) DC em modelos experimentais relacionados a Sindrome
Metabolica. Manaus, 2014.133p. Tese (doutorado)- Programa de Pos-graduacdo Multi-Institucional em
Biotecnologia da Universidade Federal do Amazonas

A espécie Eugenia punicifolia € uma planta popularmente conhecida como "pedra-ume-caa”,
distribuida amplamente na regido amazoénica. No estado do Amazonas, essa espécie tem sido
bastante utilizada na medicina popular para tratar distarbios hiperglicémicos e inflamatorios.
No entanto, estudos envolvendo outros parametros encontrados na sindrome metabdlica (SM)
ainda ndo foram elucidados. A SM se caracteriza por um transtorno complexo, representado
por um conjunto de fatores de risco cardiovascular que envolve deposicéo central de gordura,
hipertensdo arterial, disfuncéo endotelial e resisténcia a insulina. Estudos tém evidenciado que
a suplementacdo nutricional com plantas que atuem efetivamente com 0s mecanismos
patogénicos desta sindrome representa um potencial eficaz para o problema. Este projeto teve
como objetivo analisar atividades biologicas in vitro e in vivo do extrato aquoso das folhas da
E. punicifolia (EEP), enfatizando a atividade inibitoria de enzimas digestorias, enzima
conversora de angiotensina (ECA), efeitos antioxidantes, hipolipemiantes, citotdxicos e anti-
hipertensivos. Os ensaios de inibicdo enzimética, assim como a determinacdo da atividade da
ECA no soro de ratos wistars foram realizados utilizando um método indireto fluorimétrico e
os testes de viabilidade celular, antioxidantes, determinacdo da presenca de compostos
fenolicos e flavonoides por meio de ensaios colorimétricos. A avaliacdo do EEP sobre os
parametros pressoricos foi realizada mediante a utilizacdo de cinco grupos experimentais, 0s
quais foram divididos randomicamente em: Grupo normotenso (2R), Grupo hipertenso
(2R1C), Grupo hipertenso enalapril (ENAL), Grupo hipertenso extrato 150 mg/kg/dia
(EEP150) e Grupo hipertenso extrato 300 mg/kg/dia (EEP300). Os efeitos do EEP na pressao
sistolica foram adquiridos de forma indireta por plestimografia de cauda em ratos conscientes.
Os parametros bioquimicos foram avaliados no plasma dos ratos por meio de kits apropriados.
Nesse estudo foi mostrado, pela primeira vez, que o EEP apresentou atividade sequestradora
de radicais livres nos testes de ABTS™, DPPH e O, (Clso=10,5 + 1,2; 28,84 + 0,54; e 38,12
+ 2,6 pg/mL, respectivamente). O EEP também exibiu atividade antioxidante celular in vitro
de maneira concentracdo-dependente, além de ndo evidenciar efeitos citotdxicos celulares.
Ademais, o EEP inibiu 70,8% a atividade da ECA na concentragéo de 0,3 mg/mL (Clsode 24
+ 0,7 pg/mL), inibiu as atividades das enzimas a-amilase (Clsp=122,8 £ 6,3 pg/mL), a-
glucosidase (Clsp= 2,9 £ 0,1 pg/mL) e xantina oxidase (Clso= 23,5 £ 2,6 pug/mL). O EEP150
reduziu a pressao sistolica em 21,7% e o EEP300 em 16,8%. O efeito hipotensor do EEP se
correlacionou com a reducdo da atividade da ECA no plasma e também diminuiu o colesterol
total (48%), triglicerideos (52%), VLDL (52%) e LDL (55%). Além disso, o EEP ndo causou
toxicidade cronica e nem aguda renal, hepéatica ou neurotoxica. O EEP mostrou atividades
antioxidantes, hipotensores, hipolipemiantes e inibiu as enzimas digestorias e a ECA. Essas
atividades provavelmente estejam relacionadas a presenca de compostos antioxidantes, como
fenois e flavonoides presentes no extrato, que atuam inibindo enzimas chaves do metabolismo
dos carboidratos e a enzima conversora de angiotensina. Estes achados podem fundamentar
estudos clinicos posteriores para melhor avaliar o potencial do EEP sobre a SM.

Palavras-Chaves “Pedra ume cad”, sindrome metabolica, antioxidante, enzimas digestivas e
hipertensdo arterial.



ABSTRACT

Galeno D.M.L. Effects of Eugenia punicifolia (Khunt ) DC related to metabolic syndrome in experimental
models . Manaus, 2014. 133p. Thesis (Ph.D.) - Graduate Program Multi - Institutional Biotechnology, Federal
University of Amazonas.

The Eugenia punicifolia species is a plant popularly known as "pedra-ume-caa”, widely
distributed in the Amazon region. In the state of Amazonas, this species has been widely used
in folk medicine to treat inflammatory and hyperglycemic disorders. However, studies
involving other parameters found in the metabolic syndrome (MS) have not yet been
elucidated. The MS is characterized by a complex disorder, represented by a number of
cardiovascular risk factors involving central adiposity, hypertension, endothelial dysfunction
and insulin resistance. Studies have shown that nutritional supplementation with plants that
effectively address the pathogenic mechanisms of this syndrome represents an effective
improvement for the problem. This project aim was to analyze biological activities in vitro
and in vivo of the aqueous extract of the leaves of E. punicifolia (EEP), emphasizing the
inhibitory activity digestive enzymes, angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitor,
antioxidants, hypolipemiant, cytotoxic and anti antihypertensive effects. Enzyme inhibition
assays, as well as the determination of the ACE activity in Wistars rats serum were performed
by the fluorometric method and the indirect tests of cell viability, antioxidants, determining
the presence of flavonoids and phenolic compounds were performed by colorimetric assays.
The evaluation of the EEP on blood pressure parameters was performed by using five
experimental groups, which were randomly divided into: normotensive group (2R), the
hypertensive group (2R1C), enalapril hypertensive group (ENAL), extract hypertensive group
150 mg/kg/day (EEP150) and extract hypertensive group 300 mg/kg/dia (EEP300). The
effects of EEP in systolic pressure were acquired indirectly by tail plethysmography in
conscious rats. Biochemical parameters were measured in rat’s plasma through appropriate
kits. The study has shown, for the first time, that EEP exhibited scavenging activity on
ABTS™", DPPH, and O, (IC5=10.5 + 1.2; 28.84 + 0.54 and 38.12 + 2.6 pg/mL,
respectively). The EEP also exhibited cellular antioxidant activity in vitro concentration-
dependent manner, and did not show cell cytotoxic effects. Furthermore, the EEP inhibited
ACE activity (70.8%) using the concentration of 0.3 mg/mL (ICsq of 24.3 + 0.7 mg/mL), and
inhibited the activities of the enzymes a-amylase (ICsp = 122.8 £ 6.3 mg/mL), a-glucosidase
(ICs0 = 2.9 £ 0.1 mg/mL) and xanthine oxidase (ICsp = 23.5 £ 2.6 mg/mL). Both the EEP150
(21.7%) and the EEP300 (16.8%) reduced systolic blood pressure. The hypotensive effect of
EEP correlated with the reduction of plasma ACE activity and also reduced total cholesterol
(48%), triglycerides (52%), VLDL (52%) and LDL (55%). In addition, the EEP wasn’t cause
renal, hepatic or neurotoxic acute or chronic toxicity. The EEP showed antioxidants,
hypotensive, hypolipidemic effects and digestive enzymes and ACE were inhibited. These
activities are probably related to the presence of antioxidant such as phenols and flavonoids
compounds present in the extract, which act by inhibiting key enzymes of carbohydrate
metabolism and angiotensin converting enzyme. These findings may support further clinical
studies to further evaluate the potential of EEP on the SM.

Keywords: “pedra ume caa”, metabolic syndrome, antioxidant, digestive enzymes and
hypertension.
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1 INTRODUCAO

A sindrome metabolica (SM) é caracterizada pela agregagdo de fatores de risco
cardiovascular como obesidade, dislipidemia, resisténcia insulinica (RI) e hipertensdo arterial
(HA), que juntos representam um aumento da mortalidade estimada em 2,5 vezes (I
DIRETRIZ BRASILEIRA DE DIAGNOSTICO E TRATAMENTO DA SINDROME
METABOLICA, 2005; PIMENTA et al., 2013).

No Brasil, no ano de 2009, aproximadamente 300 mil pessoas morreram de doencas
cardiovasculares (DCV’s), que tém sido agravadas por distirbios metabolicos, como
agravante (MINISTERIO DA SAUDE, 2011). Sendo assim, a SM representa um grave
problema de saude publica, principalmente, porque investigagdes constataram que a
prevaléncia da doenca vem se elevando nas populacGes mais jovens, 0 que aumenta ainda
mais a preocupagdao social (SALAROLI et al., 2007). Com base nas diretrizes do Programa de
educacéo nacional do colesterol (NCEP-ATP I1I), um pouco mais de um terco dos adultos nos
Estados Unidos sdo portadores da SM (NCEP-ATP I1ll, 2001).

O diagnostico da doenca pode ser feito através da presenca de trés ou mais destes
cinco critérios: glicemia de jejum elevada (glicemia >100 mg/dL ou diabetes), pressao arterial
(PA) aumentada (sistolica >130 mmHg e/ou diastdlica >85 mmHg), circunferéncia da cintura
(>88 cm na mulher e >102 cm no homem), triglicerideos aumentados (>150 mg/dL) e HDL
diminuido (<40 mg/dL em homens e <50 mg/dL em mulheres) (NCEP-ATP Ill, 2001,
TIBANA; PRESTES, 2013).

Dados da vigilancia de fatores de risco e protecdo para doencas crénicas indicaram
que 22,7% da populagéo adulta brasileira apresentou pelo menos um desses critérios e 14,2%

dois ou mais, que contribuem de forma significativa com o aumento da prevaléncia da SM
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(FORD; GILES; DIETZ, 2002) e com o risco aumentado de probabilidade de morte, tanto
pelas DCV’s, cerebrovasculares e diabetes associadas (KASSI et al., 2011).

Outros fatores de risco cardiovasculares como estresse oxidativo, estilo de vida
inadequado (tabagismo, sedentarismo, dieta hipercalorica/hiper-gordurosa) e heranca genética
(diabetes, coronariopatia e dislipidemia) também estdo associados ao desenvolvimento da
SM. Dentre esses, 0 estresse oxidativo parece exercer papel relevante na patogénese da SM e
da HA (UNGER; PATIL, 2009).

A producdo exagerada de anion superéxido (O,") pela parede vascular tem sido
observada em diferentes modelos de hipertensdo, em especial na hipertensdo renal.
Evidéncias apontam que o excesso do O, possa contar com a diminui¢do da disponibilidade
de 6xido nitrico (NO’) e, consequentemente, disfuncdo endotelial, contribuindo para a
evolugdo da hipertensdo e DCV’s associadas (FERREIRA et al., 2011).

Callera, Varanda e Bendhack (2000), observaram que em modelos de hipertensédo
arterial em ratos, o relaxamento de vasos dependente do endotélio encontrava-se reduzido.
Evidéncias apontam que o desequilibrio da producéo e a liberacdo de fatores contrateis e
relaxantes derivados do endotélio vascular estdo associados ao desencadeamento da
hipertensdo arterial sistémica (HAS). Na HA existe um predominio de fatores contrateis que
induzem o aumento da resisténcia vascular periférica (RVP), hipertrofia e hiperplasia da
parede vascular (BATLOUNI, 2001).

Também tem sido demonstrado que o aumento da angiotensina Il (All) presente em
pacientes hipertensos compromete a sinalizacao a insulina e induz a RI. Tal aumento resulta
em hiperatividade do fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NADPH) oxidase
endotelial, sistema enzimatico gerador de espécies reativas (CAI et al., 2004). O aumento da
All também incrementa a producéo de endotelina, um peptideo envolvido na constriccdo dos

vasos sanguineos, e que culmina no aumento da PA.
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Assim sendo, a disfuncdo endotelial € uma manifestacdo importante presente na SM
que esta associada ao estresse oxidativo (FERREIRA et al., 2011). Pacientes com hipertensao
arterial estdo mais expostos a lesdo vascular, em funcdo da elevada atividade do sistema
renina-angiotensina (SRA). Assim, uma estratégia eficiente no controle da hipertensao € o uso
de inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA’s), anti-hipertensivos que inibem a
All e, consequentemente, seus efeitos deletérios (COGOLLUDO, VIZCAINO, TAMARGO,
2005; IANZER et al., 2007).

Em decorréncia desses achados, nas ultimas décadas, tem havido interesse crescente
na busca por farmacos alternativos que amenizem os efeitos da All no desenvolvimento da
HA e, consequentemente, da SM, pois em sua maioria, sdo eficazes, de baixo custo,
possuindo uma grande importancia para a satde publica (GASPAROTTO JUNIOR, 2010). O
Governo Federal tem incentivado a utilizacdo de plantas medicinais para o tratamento de
doencas, e recentemente, foi publicada uma lista de fitoterapicos que foram disponibilizados
pelo Sistema Unico de Satde (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

No Brasil, 0 uso de produtos naturais como terapia alternativa é bastante difundido,
pois uma grande parte da populacdo ndo tem acesso a assisténcia médica e o elevado custo
dos medicamentos tornam esses produtos inacessiveis para a populacao dos paises de terceiro
mundo (LEAL-CARDOSO et al., 2004). Parente e Rosa (2001) relataram que além da
caréncia de recursos dos 6érgdos publicos de salude e o aumento no pre¢o dos medicamentos
alopaticos, os efeitos colaterais apresentados por alguns destes medicamentos sdo fatores que
também aumentam o interesse e a busca pela medicina tradicional.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) acredita que a pratica do uso de plantas
medicinais é tida como a principal opcao terapéutica de aproximadamente 80% da populagéo
mundial (WHO, 2003). O aumento do consumo de fitoterapicos pode estar associado ao fato

de que as populacbes estdo questionando os perigos do uso abusivo e irracional de produtos
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farmacéuticos, e procuram substitui-los por plantas medicinais (TOMAZZONI; NEGRELLE;
CENTA, 2006). LIMA-LANDMAN et al., (2007) afirmam que a utilizacdo de extratos de
plantas apresenta grande relevancia terapéutica, uma vez que a pesquisa de produtos naturais
tem sido o auge de grandes descobertas de farmacos potenciais.

Dentre as espécies de plantas que vem despertando interesse cientifico, destaca-se a
Eugenia punicifolia, pertencente a familia Myrtaceae, que se distribui geograficamente por
quase toda a regido amazonica do Brasil, Paraguai e Venezuela (SOUZA; MORIM, 2008).
Dados acerca dessa espécie mostraram que ela vem sendo largamente utilizada como um
agente terapéutico natural para o tratamento de distarbios hiperglicémicos, sendo por isso,
denominada pela populacdo de insulina vegetal (BRUNETTI et al., 2006). Outrossim, em
algumas comunidades da regido Amazonica, a aplicacdo popular da E. punicifolia envolve o
uso de suas folhas frescas para infusdo e decocgdo, um processo que consiste na extracao de
Oleos essenciais e as diversas substancias organicas presentes na planta (BRITO et al., 2007).

Dados de Grangeiro et al., (2006) mostraram que o extrato aquoso de E. punicifolia
apresentou efeitos pro-colinérgicos, por apresentar atividade inibitdria da acetilcolinesterase.
Foi visto que o extrato recuperou totalmente os efeitos de antagonistas competitivos
nicotinicos na juncdo neuromuscular do diafragma de ratos. Desde entdo, investigaces
utilizando outros modelos experimentais e diferentes fragdes quimicas do extrato da planta
estdo sendo realizadas, na tentativa de reconhecer a classe de compostos capazes de aumentar
a neurotransmisséo colinérgica.

Considerando que algumas propriedades da espécie ainda ndo foram esclarecidas e
que o seu efeito hipoglicemiante (BRUNETTI et al., 2006) corresponde a uma das bases
clinicas para o tratamento da SM, é compreensivel considerar a descricdo de uma nova
ferramenta natural com interesses voltados para a prevencdo e/ou cura de condicOes

associadas a SM. Essa pesquisa tende a contribuir com a sintese de um produto
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biotecnoldgico de interesse comercial e colaborar com o uso sustentavel da biodiversidade
brasileira, fortalecimento da agricultura familiar, geracdo de emprego e renda,
desenvolvimento industrial e tecnologico, auxiliando na ampliacdo do mercado de
fitoterapicos. Para tanto, neste projeto foram investigadas as atividades bioldgicas in vitro e in
vivo do extrato aquoso de E. punicifolia, enfatizando efeitos hipotensores, hipolipemiantes e
antioxidantes, que até 0 momento, ndo existem na literatura. Esse estudo visa a triagem de

novos potenciais fitoterapicos que atuem no controle e tratamento da SM.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
-Estudar as atividades do extrato aquoso das folhas de E. punicifolia em modelos

experimentais in vivo e in vitro relacionados a sindrome metabdlica.

2.2 Objetivos Especificos
-Avaliar o potencial antioxidante do extrato das folhas de E. punicifolia;
-Averiguar o efeito do extrato das folhas de E. punicifolia sobre a inibicdo de
enzimas digestorias e sobre a enzima conversora de angiotensina,;
-Verificar a toxidade do extrato das folhas de E. punicifolia em modelos in vivo e in
Vitro;
-Determinar o efeito do extrato das folhas de E.punicifolia sobre a presséo arterial e

sobre o perfil bioquimico de ratos com hipertensdo renovascular;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aspectos Gerais da Sindrome Metabolica (SM)

A SM representa uma situacdo clinica, caracterizada pela presenca de RI, obesidade
abdominal, Diabetes Mellitus tipo Il (DM2), elevagéo da PA e dislipidemia (MCNEILL et al.,
2005). Dados de prevaléncia da SM s&o muito preocupantes, uma vez que relatos apontam
que 47 milhGes de americanos sdo portadores da doencga e que esta aumenta com a idade e
com o indice de massa corpérea (IMC) (FORD et al., 2002).

Pesquisas representativas no Brasil ainda séo escassas, em virtude da auséncia de um
consenso na sua definicdo e nos pontos de corte dos seus componentes (NCEP-ATP 111, 2001,
TIBANA; PRESTES, 2013). No entanto, dados epidemioldgicos quanto a prevaléncia da SM
no Brasil tém sido descritos em diferentes grupos étnicos. Um estudo realizado na populacéo
de Vitoria (Espirito Santo, Brasil) mostrou uma incidéncia geral de 25% com maior
prevaléncia em homens com risco aumentado de hipertensdo, hiperglicemia e
hipertrigliceridemia, em mulheres com baixo nivel sécio-econdmico e na populacdo mais
idosa (SALAROLI et al., 2007).

Pesquisas tém contribuido com o diagndstico da doenca, buscando sugerir uma
classificacdo universal que, se adotada, facilitaria as comparacdes entre os estudos (TIBANA;

PRESTES, 2013) (Tabela 1).
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Tabela 1- Critérios para definicdo da Sindrome Metabolica.

OMS, 1998 NCEP: ATPIII, 2001 IDF, 2006
Diagnéstico de SM Resisténcia a insulina e Circunferéncia abdominal
: f%rma:do or presenca de mais de 2 3 dos 5 componentes alterada e mais 2
P componentes componentes
Componentes
NCEP: ATPIII,
OMS, 1998 2001 IDF, 2006

TDG, GJA, DM tipo 2 ou

Resisténcia a . .. :
sensibilidade a insulina

insulina

diminuida
Raz&o cintura-quadril >0,90 Circunferéncia _ o -
cme/ou abdominal- Circunferéncia abdominal:
Obesidade IMC >30kg/m? e /ou ' Homens > 94 cm
. N . Homens > 102 cm
Circunferéncia abdominal >97 Mulheres >80 cm
om Mulheres >88 cm
Linideos séricos TG >150 e/ou TG >150 e/ou TG >150 e/ou
(m BdL) em ieium HDL < 35 (Homens) HDL < 35 (Homens) HDL < 35 (Homens)
g 1€ HDL <39 (Mulheres) HDL <39 (Mulheres) HDL <39 (Mulheres)
Pressao arterial >130/85 ou uso de >130/85 ou de anti-
>140/90 S . . .
(mmHg) anti-hipertensivos hipertensivos
Glicose sérica TDG, GJA ou DM tipo II >110 >100

(mg/dL) em jejum

OMS=0rganizacdo Mundial da Satde; NCEP-ATP Il = Programa de Educagdo Nacional do Colesterol Painel
111 do tratamento de adultos; IDF=Federacdo Internacional do Diabetes; TDG=Tolerancia diminuida a glicose;
GJA=Glicemia de jejum alterada; DM=Diabetes Mellitus; SM=Sindrome metabolica; TG = Triglicerideos
Fonte: TIBANA; PRESTES, 2013.

Acerca desses critérios que definem a SM, Ervin (2009), mostrou que a obesidade
abdominal (53%), a hipertensao (40%), e a hiperglicemia (39%) eram os fatores de risco mais
frequentes, seguidos pela hipertrigliceridemia (31%) e o baixo HDL (25%). Outro estudo com
702 estudantes universitarios de uma instituicdo publica de Fortaleza observou que cerca de
26% dos alunos estavam acima do peso, 3% eram hipertensos, 70% sedentarios, 8%
fumantes, 7% consumiam &lcool, 12% tinham elevados niveis de glicose sanguinea, 23%

niveis altos de triglicerideos (TG), 10% elevado nivel de colesterol total (C-t), 6% elevada
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concentracdo serica da lipoproteina de baixa densidade (LDL) e 12% baixos niveis da
lipoproteina de alta densidade (HDL). Através dessa pesquisa, 0S autores constataram uma
prevaléncia da SM de 1,7%, onde pelo menos 30% dos estudantes manifestavam pelo menos
um desses componentes, 12% pelo menos dois (FREITAS et al., 2012).

Pontes e Sousa (2009) mostraram que 37,5% de praticantes amadores de futebol se
enquadravam nos critérios clinico-diagnosticos da SM. Os valores percentuais dos
componentes mais prevalentes foram: obesidade abdominal (60%), hipertensdo (41%),
hipertrigliceridemia (34,4%) baixo HDL (28,1%) e aumento da glicemia (15,6%). Com base
nesse achado, deve existir um consenso que, independente da supervisdo e controle
periodizado, a atividade fisica regular é salutar e pode ser um componente protetor para varias
doencas cronicas ndo transmissiveis (MATSUDO et al., 2002).

Picon et al., (2006) concluiram que a DM2 estava intrinsecamente relacionada ao
desenvolvimento da SM, pois dos 753 pacientes diabéticos entrevistados, 87% apresentavam
outros critérios clinicos diagnosticos da SM. Segundo Lemieux et al., (2000), pacientes com
hiperinsulinemia, comumente apresentam a triade lipidica representada por aumento de TG,
LDL e reducdo de HDL. A presenca de HA associada a obesidade na infancia e na
adolescéncia contribui trés vezes mais com o desenvolvimento da SM (BRANDAO et al.,
2000; FORD et al., 2002). Em algumas popula¢es sul-asiaticas, a RI e a hiperinsulinemia
pos-prandial ocorre comumente em individuos com IMC acima de 25 kg/m? e, dessa forma,
pode contribuir com o aumento da prevaléncia de DM2 e o desenvolvimento prematuro de
DCV’s e SM (ABBASI et al., 2002).

Grundy et al., (2005) afirmam que a elevacdo da glicose plasmatica, presente em
pacientes diabéticos, pode constituir o principal fator de risco independente para o
desenvolvimento das DCV’s, que se configura, principalmente, pela presenca de distirbios no

metabolismo dos carboidratos e dos lipideos. Tem sido descrito que a SM € uma doenca
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multifatorial, que depende de uma complexa interacdo entre a predisposicdo genética e fatores
ligados ao estilo de vida (MINAME; CHACRA, 2005). Evidéncias cientificas sugerem que o
aumento da incidéncia da SM e as complicacdes cardiovasculares associadas provavelmente
deveram-se as transicdes epidemioldgicas que ocorreram na segunda metade do século XX e
trouxeram muitas transformacdes nos padrbes socioecondmicos e culturais da populacao
(MENDONCA; ANJOS, 2004). A mudanga na composicdo demografica com énfase para a
urbanizacgéo, o envelhecimento da populacéo, alteracdes nos habitos alimentares e um estilo
de vida sedentario contribuiram significativamente para o incremento da prevaléncia e
incidéncia da SM (MENSAH et al., 2004 ).

A ATP 11l recomenda mudancas no estilo de vida, como o aumento da atividade
fisica e a melhora dos padrdes dietéticos, pois a perda de peso melhora o perfil lipidico, reduz
a PA e a glicemia, além de melhorar a sensibilidade a insulina. Além desses fatores
preventivos, o tratamento medicamentoso das varidveis presentes na SM deve ser
considerado, quando ndo houver melhora no perfil clinico do paciente pelas medidas
preventivas supracitadas (SAE-TAN; GROVE; LAMBERT, 2011).

Até 0 momento, ndo existe uma droga Unica recomendada para o tratamento da SM.
Duas classes de drogas tém sido prescritas para o tratamento dos principais sintomas da
doenca, os inibidores da 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima A redutase (HMG-CoA)
(Rosuvastatina) e os inibidores da ECA. O uso desses farmacos no tratamento da dislipidemia
aterogénica e na HA reduzem o risco de eventos cardiovasculares em pacientes com SM
(OLTMAN et al., 2008).

Na SM, principalmente nos pacientes com alto risco cardiovascular, os fibratos
também tém o seu espaco, principalmente na dislipidemia, na inflamacdo, na resisténcia
insulinica e nos estados protromboticos (GRUNDY et al., 2005; SBEM, 2006). Os fibratos

reduzem o fluxo de &cidos graxos para o figado, diminuem a sintese hepatica da lipoproteina
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de muita baixa densidade (VLDL), estimulam a atividade da lipase lipoprotéica e aumentam a
excrecdo biliar do colesterol hepatico (STAELS et al., 1998).

Dessa maneira, mudancas no estilo de vida com a adog¢édo de habitos saudaveis, dieta
equilibrada, pratica regular de atividade fisica, juntamente com a terapia farmacoldgica
convencional sdo medidas eficazes que auxiliam na prevencdo da SM (BURKE et al., 2001;
MENSAH et al.,, 2004). No entanto, além dos medicamentos sintéticos, a medicina
tradicional também pode corroborar com o tratamento da doenca, principalmente devido a
notavel biodiversidade brasileira de produtos vegetais. Assim, a utilizacdo de plantas
medicinais ou suas partes podem modular a absorcdo dietética e o metabolismo, promover
uma maior utilizacdo da glicose, reduzir a lipogénese, aumentar a resposta vascular e
promover efeitos antioxidantes relacionados a SM (SAE-TAN; GROVE; LAMBERT, 2011).

Muitos modelos in vivo tém sido estudados a fim de desenvolver farmacos naturais
com propriedades de prevenir os fatores de risco relacionados a SM. Um desses modelos € o
da inducdo da hipertensdo arterial renovascular, pois como ja foi discutido, € um modelo que
representa algumas alteragdes encontradas na SM, como hipertensdo, estresse oxidativo e RI.
Diante desse modelo experimental, este estudo buscara novas alternativas para prevenir e
tratar a SM, a partir de um extrato foliar aquoso de E. punicifolia agregando valor a flora da
regido Amazonica.

3.2 Fisiopatogenia da Sindrome metabdlica

3.2.1 Hipertensao arterial

A hipertensdo arterial sisttmica (HAS) € uma condicdo clinica multifatorial
caracterizada por niveis elevados e sustentados de PA > 140/90 mmHg (VI DIRETRIZES
BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO, 2010). A PA consiste na forca que 0 sangue exerce
contra a parede das artérias ao ser bombeado pelo ventriculo esquerdo, de forma a assegurar a

todos os 6rgdos, uma pressao de perfusdo constante e permitir que cada orgao regule seu
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proprio fluxo sanguineo, conforme as suas necessidades (JOYNER; CHARKOUDIAN;
WALLIN, 2010).

De acordo com estudos populacionais, a prevaléncia da HAS no Brasil varia de 25%
a 41%, sendo mais prevalente em mulheres, especialmente ap0s a menopausa, em virtude da
reducdo dos niveis de estrogeno que atuam na diminuicio da lipogénese (MINISTERIO DA
SAUDE, 2006; TURHAN et al., 2014). A hipertensdo arterial é considerada um dos maiores
agravos a saude no Brasil, e as DCV’s estdo entre as principais causas de morte em adultos
(VI DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO, 2010). As DCV’s sdo responsaveis
por mais de 308 mil ébitos por ano e a HAS participa de quase a metade delas (Figura 1)

(PATEL et al., 2007).

314% 30 0%

25 1%

128%
29,4%

70,6%

AVE Dic HAS Qutras causas

m Doengas cardiovasculares (DCV)

m Outras causas

Figura 1- Taxas de mortalidade por doencas cardiovasculares (DCV’s) e suas diferentes causas no Brasil. AVE-
Acidente Vascular Encefalico; DIC - Doenga Isquémica do Coracdo; HAS - Hipertensdo Arterial Sistémica.
FONTE: Patel et al., 2007.

No Brasil, as DCV’s apresentam um cenario preocupante, nao so pela elevada taxa
de morbimortalidade, mas, principalmente, por elas estarem afetando de forma importante a
faixa etaria mais jovem (LOTUFO, 1998). A HAS associa-se frequentemente a alteracdes
funcionais e/ou estruturais de orgdos-alvo (coracdo, encéfalo, rins e vasos sanguineos) e
alteracdes metabolicas, com consequente aumento do risco de eventos cardiovasculares fatais

e ndo fatais (PARK et al., 2007). Individuos hipertensos frequentemente apresentam outras


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Joyner%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20497993
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comorbidades associadas, como niveis elevados de C-t, frequéncia cardiaca (FC),
hipertrigliceridemia e Diabetes Mellitus (MARTE; SANTOS, 2007).

A fisiopatogenia da HAS é complexa e envolve a participacdo de varias moléculas,
tecidos e Orgdos. Dois mecanismos estdo envolvidos no controle dos niveis pressoricos: a
regulacao neural, que é feita primariamente pelo sistema nervoso autbnomo (SNA), por meio
dos barorreceptores e quimiorreceptores, e a regulacdo humoral, que é feita por uma
variedade de substancias liberadas pelas células endoteliais e justaglomerulares renais
(MEHTA; GRIENDLING, 2007).

Os barorreceptores, encontrados no arco aortico e seio carotideo, sdo terminacGes
mecanorreceptoras que respondem a deformacdo ou estiramento das paredes dos vasos onde
estdo localizados. Eles sdo os mediadores primarios do SNA no controle da PA e da FC
(MEHTA; GRIENDLING, 2007). As aferéncias barorreceptoras sdo integradas no nudcleo do
trato solitario, onde normalmente séo efetuadas as respostas reflexas de inibicdo da descarga
simpatica e intensificacdo da resposta vagal, em resposta ao aumento da PA. A queda na
pressdo arterial, por outro lado, produz o efeito oposto na ativacdo do barorreflexo
(ZANUTTO; VALENTINUZZI; SEGURA, 2010).

Os quimiorreceptores, localizados na artéria aorta e carétida, respondem a estimulos
quimicos que envolvem alteracfes na pressao parcial de oxigénio (PO,), pressdo parcial de
dioxido de carbono (PCO,) e pH, sendo extremamente importantes nos estados de andxia e/ou
hipoxia, como a que ocorre durante uma isquemia cerebral. Nesse caso, 0 mecanismo de
controle da PA ¢ ativado quando o fluxo sanguineo no cérebro se tornar insuficiente
(MEHTA; GRIENDLING, 2007).

Os quimiorreceptores, estimulados pelo aumento da concentracdo de gas carbonico
(COy) e pela diminuicdo da concentracdo de oxigénio (O,) no sangue permitem modificagdes

na pressdo sanguinea, a fim de restabelecer o fluxo sanguineo normal para a regido isquémica,
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ou ainda, elevar as concentracfes de O, no sangue e disponibilizad-lo para os tecidos
(FERNANDES et al., 2005).

O controle humoral feito pelas células justaglomerulares presentes nos rins ocorre da
seguinte forma: quando as células justaglomerulares da arteriola aferente renal detectam uma
queda pressorica, ocorre a liberacdo de renina (enzima glicoproteica) na corrente sanguinea.
Esta enzima atua sobre uma a- globulina plasmatica, o angiotensinogénio, formando a
angiotensina | (Al), um decapeptideo de acdo inativa. A Al, por sua vez, é convertida em All,
um potente vasoconstrictor, sendo que essa conversdo ocorre quase que totalmente nos
pequenos vasos dos pulmdes, catalisada pela enzima conversora de angiotensina (ECA)
(CHIU et al., 1989; MEHTA; GRIENDLING, 2007).

A ECA € uma enzima chave na regulacdo da funcdo cardiovascular, responsavel
principalmente, pelo controle da PA. A ECA somatica é uma glicoproteina monomérica
distribuida em muitos tecidos, como células endoteliais, epiteliais, neuroepiteliais e fluidos
bioldgicos (WEI et al., 1991). Foi originalmente isolada a partir do sangue do cavalo em 1956
e a partir de entdo, chamada de enzima conversora da hipertensdo (SKEGGS; KAHN;
SHUMWAY, 1956).

E composta por dois sitios homdlogos e funcionalmente ativos: o sitio-N
(extremidade amino-terminal) e o sitio-C (extremidade carboxi- terminal) (WEI et al., 1991).
O sitio C-terminal possui dois dominios, o dominio citoplasmatico hidrofilico e o
transmembranar, que € hidrofébico e ancora a proteina de membrana (Figura 2). Ambos 0s
sitios N e C da ECA somatica possuem dominios similares, onde cada um é constituido por

uma sequéncia ativa de aminoéacidos (RIORDAN, 2003).
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ECA SOMATICA
DOMINIO N DOMINIO C
N C
. . Dominio
HlS-Glu-X-H]S Glll HiS-Gl“-X—HiS Glll Transmembrana

Figura 2: Representacdo esquematica da estrutura primaria da ECA somatica. Histidina-Glutamina-X-Histidina
(His-Glu-X-His).
Fonte modificada: RIORDAN, 2003.

In vitro, os dois sitios homdlogos ativos da ECA, apresentam alta eficiéncia em
converter Al em All e inativar a bradicinina (BK), um peptideo vasodilatador (JASPARD;
WEI; ALHENC-GELAS, 1993). Fernandez, Neshich e Camargo (2004), considera que o
dominio C é primariamente envolvido na regulacdo da pressdo sanguinea, ou seja, na
conversdo de Al em All, enquanto a extremidade N-terminal, preferencialmente cliva a BK
em outros peptideos. E provavel que um inibidor especifico para um ou outro sitio possa ter
vantagens especiais (RIORDAN, 2003).

Ondetti e Cushman (1981) comprovaram que substancias que apresentam potencial
de inibir a ECA, e, consequentemente, blogueiam eficientemente a cascata de ativacdo do
SRA, reduzem a formacdo da All, de forma a regular os desequilibrios relacionados a PA. O
SRA regula o tdnus vascular, o volume dos fluidos corporais, o balango eletrolitico e a
secrecdo hormonal via ativacdo da All (WANG et al., 2007). Esta estimula a liberacdo de
aldosterona pela medula adrenal, promovendo o aumento da absorcdo de sodio e &gua,
promove efeitos vasoconstrictores diretos que levam ao aumento da resisténcia vascular

periférica (RVP) e, consequentemente, induzem ao aumento da PA. O aumento da RVP na
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fase aguda deve estar associado a fatores neuro-humorais, enquanto na fase crénica existe um
reforco produzido pelas alteracdes estruturais dos vasos (CASTROP et al., 2010).

A acdo cronica da All provoca o aumento do volume de liquido circulante e do
débito cardiaco, promovendo hiperatividade simpatica, hiperplasia e hipertrofia vascular, bem
como, sintese aumentada de endotelina (DIAS et al., 1999). Varias evidéncias se somam e
fortalecem a importancia do aumento da atividade simpatica, induzida pela All, na patogénese
da hipertensdo arterial. As catecolaminas liberadas pelos nervos simpaticos, além de
aumentarem o tdnus dos vasos de resisténcia nas fases iniciais da hipertensdo, seriam também
estimuladoras de mecanismos tréficos nos vasos, 0s quais manteriam a hipertensao por
inducdo de hipertrofia vascular (GRASSI; MANCIA, 2004).

Estudos de hipertenséo arterial em modelos animais tem mostrado a importancia da
ativacdo do sistema nervoso simpatico na HAS associada a obesidade e a hiperinsulinemia
(RHAMOUNI; HAYNES, 2002). O excesso de insulina na corrente sanguinea promove uma
hiperatividade simpética, levando a vasoconstricdo e aumento do debito cardiaco, com
consequente elevacdo da PA. Cumpre resaltar que o excesso de insulina também causa
proliferacdo da musculatura lisa da parede arterial (HALL et al., 1994).

Dessa forma, All é o principal peptideo efetor na vasculatura, cujos efeitos séo
mediados por duas isoformas de receptores, 0 AT; e 0 AT, (GONZALEZ et al., 2005). A
ligagdo da All com os receptores AT, presentes na musculatura lisa vascular, ativa a proteina
G estimulatéria, com consequente ativacdo da enzima fosfolipase C e formacéo de inositol 1-
4-5-trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG), que induzem o aumento da
concentracdo intracelular de célcio e ativagdo da proteina quinase C (PKC), promovendo
vasoconstricdo e, consequentemente, elevacdo da PA (CHIU et al., 1989; COGOLLUDO;

VIZCAINO; TAMARGO, 2005).
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Assim, a ativacdo do receptor AT; pode mediar a vasoconstriccdo vascular, além de
proliferacdo de células musculares lisas vasculares, facilitacdo simpética e liberacdo de
aldosterona pelo cortex da glandula adrenal. A secrecdo de aldosterona aumenta a expressao
protéica dos canais de sodio no epitélio dos tubulos e ductos coletores, além de aumentar a
atividade das bombas Na+/K+/ATPase, propiciando um importante aumento na reabsorcao
de &gua e eletrolitos nos tubulos renais (FERRARIO, 2010).

O receptor AT,, de maneira geral, apresenta efeito antagbnico ao da ativacdo do
receptor AT;. Alguns autores consideram que o receptor AT, atenua a acdo pressora da All e
medeia a vasodilatacdo por meio da ativacdo dos receptores B2 da bradicinina, um importante
peptideo enddgeno vasodilatador que atua no relaxamento dos vasos de resisténcia
(FERRARIO, 2010; LEMARIE; SCHIFFRIN, 2010).

Atualmente, sabe-se que o SRA envolve outros peptideos e enzimas, como a
angiotensina 111, angiotensina IV e a angiotensina-(1-7), que sdo peptideos biologicamente
ativos originados do angiotensinogénio. A angiotensina-(1-7) exerce um papel de
contrabalanco do sistema em relacdo a All (SANTOS, 2003), sendo de grande interesse na
fisiologia cardiovascular. As vias de inter-relacdo entre estes peptideos se ddo a partir de uma
série de peptidases. A angiotensina-(1-7) € formada a partir da Al pela endopeptidase neutra
(NEP) ou prolil-endopeptidase (PEP), ou a partir da All via PEP, prolilcarboxipeptidase
(PCP) ou pela enzima conversora de angiotensina Il (ECA2), que é que é homdéloga a ECA

em humanos, ratos e camundongos (SIMOES; SILVA et al, 2004) (Figura 3).
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ANGIOTENSINOGENIO
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Figura 3: Vias de sintese e metabolismo das angiotensinas. ECA: Enzima conversora de angiotensina; ECA 2:
Enzima conversora de angiotensina 2; NEP:Endopeptidase neutra; PEP:Prolil-endopeptidase; PCP:Prolil-

carboxipeptidase.
Fonte modificada: MIRANDA, 2006.
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Além desses peptideos e enzimas que participam dos mecanismos de controle da
HA, outros sistemas hormonais também séo relevantes. O peptideo natriurético atrial (ANP),
0 sistema calicreina-cinina e os mediadores endoteliais. O ANP é produzido principalmente
no atrio cardiaco de adultos normais, em resposta ao estiramento da parede arterial, e tem
propriedade de reduzir a PA em decorréncia de uma vasodilatacdo e da regulagcéo do volume
intravascular. Tem sido demonstrado que o ANP pode contribuir com a reducdo da PA por

meio da inibicdo da atividade da renina plasmatica, da reducdo da concentracdo de
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aldosterona e da liberacéo de endotelina. Igualmente, este peptideo também aumenta a taxa de
filtracdo glomerular, a natriurese e a diurese (KUWAHARA; NAKAO, 2010).

Além desses sistemas, células endoteliais também desempenham relevante papel no
controle do ténus cardiovascular, regulando a vasomotricidade e a permeabilidade vascular.
Estudos mostraram que células do endotélio vascular eram capazes de sintetizar varias
substancias vasoativas, a exemplo do NO', que desempenha um papel de grande importancia
na homeostasia cardiovascular, tanto no controle da RVP, como na agregacdo plaquetaria,
uma vez que o NO', sendo uma potente substancia vasodilatadora, inibe a agregacéo
plaquetaria e impede a formacdo de trombos (FURCHGOTT; ZAWASKI 1980;
VANHOUTTE, 2003).

Os mecanismos envolvidos na disfuncdo endotelial dependem do tipo e da duracéo
da HAS, bem como, da diminuicdo do fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF)
como o NO', fator de hiperpolarizacdo derivado do endotélio (EDHF) e prostaciclina (PGI2).
A liberacdo dos mediadores vasodilatadores a partir do endotélio pode ser estimulada por
substancias enddgenas, como a BK, acetilcolina (ACh), adenosina difosfato, substancia P,
serotonina ou ainda por estimulos mecanicos, como o estresse de cisalhamento (“shear
stress”), decorrente do aumento da pressdo de pulso (VANHOUTTE, 2003).

A maior parte dos efeitos deletérios causados pelo desequilibrio de substancias
liberadas pelo endotélio vascular tem sido atribuida as propriedades da All, pois existem
evidéncias clinicas e laboratoriais que sugerem que a HA, per se, pode conferir um estado
pro-trombotico ou de hipercoagulabilidade, além de ser considerada a maior mediadora do
remodelamento vascular. O aumento dos niveis plasmaticos de All estimula a geracdo de
especies reativas de oxigénio (EROS), como O," e o perdxido de hidrogénio (H.0,), que
poderiam explicar a ocorréncia de eventos trombogénicos em pacientes hipertensos (LIP,

2000).
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Assim sendo, o endotélio apresenta um papel central na manutencdo do tbnus
vascular e da pressdo arterial sistémica, influenciando diretamente a fungdo cardiovascular
(ENDEMANN; SCHIFFRIN, 2004). E valido ressaltar que a All nio somente atua nos
efeitos fisiologicos imediatos da vasoconstricdo e regulacdo da PA, mas também estd
envolvida em outros processos como: efeitos pré-inflamatorios (FRANK; EGUCHI, 2003),
metabolicos, que incluem a resisténcia a insulina (IZAWA et al., 2005), producdo (ERQS)
(TOUYZ, 2005), aterosclerose, insuficiéncia cardiaca congestiva (MEHTA; GRIENDLING,
2007), hipertrofia ventricular esquerda, com consequente formacéo de colageno, liberacdo de
vasopressina, vasoconstri¢do renal, contracdo de células mesangiais, aumento da atividade da
bomba Na'/ H" proximal e distal dos tubulos renais e inibicio da secrecio de renina
(COGOLLUDO; VIZCAINO; TAMARGO, 2005).

A geracdo de EROS também induz a expressdo de genes pré-inflamatérios e a
oxidacdo de particulas de LDL, que predispdem a eventos trombogénicos. Na hipertenséo,
esses mecanismos estdo amplificados, o que aumenta a ativacdo das oxidases, com maior
estresse oxidativo e maior suscetibilidade a aterogénese (MARTE; SANTOS, 2007).

Dentre os modelos que reproduzem a HA e o estresse oxidativo, 0 método proposto
por Goldblatt et al., (1934) que consiste na constricdo de uma artéria renal enquanto o rim
oposto permanece intacto (“dois-rins, um clipe-2R1C”) leva o estabelecimento da
hipertensdo. Este modelo é caracterizado por um réapido aumento da renina plasmatica em
resposta a reducdo da pressdo na artéria renal e consequente aumento da All circulante
(KOLETSKY; PAVLICKO; RIVERA, 1971; WIESEL et al., 1997).

Lupu et al., (1972) observaram que a constrigdo parcial de uma artéria renal de cées,
com o rim contralateral integro resultava em um aumento transitorio da pressao arterial, que
retornava aos niveis de normalidade em poucas semanas. Entretanto, redugdes muito intensas

(maiores que 50%) do fluxo renal unilateral podiam levar a estados hipertensivos mais
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prolongados, sendo a severidade da hipertensao proporcional ao grau de obstrucdo da artéria
renal.

A inducdo da classica hipertensdo renovascular de Goldblatt em ratos € bastante Util,
pois cronicamente se assemelha a hipertensdo humana devido a estenose unilateral da artéria
renal (GOLDBLATT et al., 1934). Esta estenose resulta em queda do fluxo sanguineo renal e
da fracdo de filtracdo glomerular (WIESEL et al., 1997). Como resultado tem-se também o
desenvolvimento de hipertrofia cardiaca e alteracGes no relaxamento vascular dependente do
endotélio (BEIERWALTES et al., 1995).

Geralmente, o aumento da pressdo arterial se inicia poucos minutos ap6s a reducéo
do fluxo renal, atingindo um platd em 2 a 3 semanas. A constricao de apenas uma artéria renal
resulta em hipertensdo, independentemente da presenca ou auséncia do rim contralateral.
Quando o rim contralateral ao da obstrucdo é removido, ou quando ambas as artérias renais
sdo parcialmente obstruidas, a pressdo arterial se eleva de maneira acentuada e permanente
(FAZAN; DA SILVA; SALGADO, 2001).

Segundo ROSA (2008), a constricdo da artéria renal contralateral ap6s 30 dias, por
meio da colocacdo de um clipe de prata, promoveu a instalacdo da hipertenséo e da hipertrofia
ventricular, assim como também, uma diminuicdo da sensibilidade dos barorreceptores. Neste
periodo, também foi notado um aumento na modulacdo simpética para o coragdo, e um
evidente déficit diastolico. Este trabalho comprovou que o tempo de clipe é fundamental no
desenvolvimento da hipertensdo.

Outros pesquisadores demonstraram que a hipertensdo estava presente apos 4 e 5
semanas da colocagdo do clipe na artéria renal, demonstrando a variabilidade inerente ao
proprio modelo experimental (KOST et al., 1994; IRIGOYEN; KRIEGER, 1998). Nesse
sentido, a literatura tem mostrado a importancia do grau de constri¢cdo do clipe na artéria em

relacdo ao crescimento do animal, ao longo da experiéncia, sendo necessario obedecer a
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relacdo peso/grau de estreitamento (DIAS et al., 1999). O mecanismo basico da hipertenséo
de Goldblatt (2R1C) é o SRA, sendo este o principal fator no desenvolvimento da
hipertensdo. Esta, é explicada pelo aumento da secrecdo de renina pelos rins e, portanto,
aumento dos efeitos deletérios da All (DIAS et al., 1999).

Uma ampla gama de estudo fitoterapéuticos estdo sendo conduzidos, a fim de isolar
principios ativos que atuem no SRA e, consequententemente, promovam acao inibitoria sobre
a ECA. Portanto, a utilizagdo dos IECA’s se mostra benéfica tanto na correcao do processo
de disfuncdo endotelial, como na resposta pressora (KRINSKI et al., 2007). Além disso, 0s
IECAs induzem aumento da biodisponibilidade da BK, que ativa a formacdo de PGI2 e
estimula a liberacdo de EDRF’s (LINZ et al., 1995).

Barbosa-Filho et al. (2006) listaram 361 espécies vegetais com essas atividades e
mostraram que a fitoterapia apresenta uma modalidade alternativa de terapia de apoio a
pacientes com hipertensdo leve a moderada, com seus mecanismos de acdo concentrados no
potencial vasodilatador das plantas. Segundo LIMA-LANDMAN et al., (2007), varios
mecanismos poderiam explicar o efeito hipotensor de extratos, seja devido a sua agao sobre o
sistema nervoso simpético, bloqueando o SRA, os receptores da angiotensina (AT),
apresentando efeito direto ou indireto na produgdo de NO', entre outros mecanismos. Assim, a
utilizacdo de anti-hipertensivos naturais pode ser uma estratégia importante no manejo da
HAS, que representa um fator de doenca cardiovascular e, frequentemente resulta em longo
prazo, no desenvolvimento da SM.

Nesse estudo, o efeito do EEP na pressao sistolica de ratos hipertensos, assim como
seus efeitos sobre a inibigdo de ECA foram investigados, visando a triagem de potenciais
farmacos que atuem no controle e tratamento da HAS, que representa uma das variaveis

clinicas presentes na SM.
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3.2.2 Diabetes Mellitus

O Diabetes Mellitus (DM) é uma sindrome de etiologia multipla, decorrente da falta
de insulina e/ou da incapacidade da mesma de exercer adequadamente seus efeitos,
caracterizando a RI. O DM corresponde a um dos fatores de risco para as doencas
cardiovasculares, fazendo parte da chamada SM (MCLELLAN et al., 2007). O diagnostico
laboratorial é feito por meio da glicemia de jejum de 8 a 12 horas, onde se observa uma
glicemia plasmatica >100 mg/dL. Algumas vezes o diagnostico também ¢ feito a partir das
complicacdes cronicas, como neuropatia, retinopatia ou doenca cardiovascular aterosclerética
(SBD, 2011).

Os tipos de diabetes mais frequentes sdo o diabetes tipo I, anteriormente conhecido
como diabetes juvenil, que compreende cerca de 10% do total de casos, e o diabetes tipo II,
anteriormente conhecido como diabetes do adulto, que compreende cerca de 90% do total de
casos. No Diabetes tipo | tem-se destruicdo das células B pancreaticas, que eventualmente
leva ao estagio de deficiéncia absoluta de insulina. A destruicdo das células B é geralmente
causada por processos autoimunes, como as doencas: tireoidite de Hashimoto, Cushing e a
Miastenia gravis, entre outros fatores com etiopatogenia ainda desconhecida (MINISTERIO
DA SAUDE, 2006).

A DM2 é uma condicdo genética ou adquirida, onde ocorre uma resposta subnormal
da captacdo de glicose pelas células. Quando se observa uma menor captacdo de glicose,
torna-se necessario uma maior producédo de insulina pelo pancreas, a fim de manter os niveis
glicémicos normais (PESSIN; SALTIEL, 2000). A RI refere-se a diminuicdo da acdo da
insulina endogena em seus tecidos-alvo, particularmente, masculos e tecido adiposo. A RI
caracteriza-se pela presenca de hiperglicemia crénica, frequentemente, acompanhada de
dislipidemia, hipertensdo arterial e disfuncdo endotelial (SBD, 2011). A deficiéncia na

secrecdo de insulina ocorre pela exaustdo da capacidade secretora das células B, o que
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culmina na sua incapacidade de manutencdo das concentragcdes glicémicas normais, no
periodo pos-prandial (MCLELLAN et al., 2007).

Dessa forma, o Diabetes Mellitus altera 0 metabolismo dos carboidratos, gorduras e
proteinas e tem como principais sinais clinicos: a polifagia (fome insaciavel), polidpisia (sede
constante), politria (miccdo excessiva), perda de peso e, as vezes, visao turva (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2012). Em condi¢des normais, em resposta ao aumento dos
niveis circulantes de glicose e aminoacidos, que ocorrem, principalmente, apos as refeicoes, a
insulina é secretada pelas células B das ilhotas pancreaticas e age em varios tecidos
periféricos, incluindo o musculo, o figado e o tecido adiposo.

Os efeitos metabdlicos imediatos da insulina incluem: regulacdo do metabolismo da
glicose que ocorre por meio da reducdo da producdo de glicose hepética (via inibicdo da
gliconeogénese e glicogendlise), aumento da captacdo de glicose no masculo estriado e tecido
adiposo, aumento da sintese de proteinas e acidos graxos (SALTIEL; KAHN, 2001). Na
obesidade a secrecdo de insulina estd aumentada, enquanto que a captacdo hepdtica e a
eficacia periférica da insulina diminuem. Os acidos graxos livres aumentados na circulacéo,
pela elevada sensibilidade lipolitica da gordura abdominal e pelo menor efeito antilipolitico
da insulina nesse tecido, inibem a depuracgdo hepatica de insulina, levando a hiperinsulinemia
e a resisténcia periférica, além do direcionamento desses &cidos graxos para a sintese de
triglicérides pelo figado (SALTIEL; KAHN, 2001).

A insulina é um hormonio peptidico que se liga a receptores protéicos de superficies
celulares, chamados receptores associados a tirosina quinase ou receptores de insulina. Esses
receptores, uma vez ativados, promovem a transdug@o do sinal por meio de uma cascata de
sinalizacdo importante para a manutencdo do metabolismo da glicose, diferenciacdo e

crescimento celular (SALTIEL; PESSIN, 1999).



38

Quando a insulina se liga de maneira especifica ao seu receptor proteico, ela ativa
esse receptor, uma proteina heterotetramerica com atividade quinase, composta por duas
subunidades o e duas subunidades . Uma vez ativado, os receptores associados a tirosina
quinase sofrem uma dimerizacdo ou transicdo alostérica (mudanca conformacional), que
resulta na ativacdo de tirosinas quinases intrinsecas e induzem a auto-fosforilacdo de
multiplos residuos de tirosina, os quais transmitem o sinal bioquimico a diversos alvos
citoplasmaticos (AVRUCH, 1998; ZECCHIN, CARVALHEIRA, SAAD, 2004).

Um desses sinais bioquimicos é a captacdo de glicose no musculo e no tecido
adiposo pelo transportador GLUT 4 estimulado pela insulina. Apés a sinalizacdo e fim do
estimulo, esse receptor € internalizado por endocitose dependente de clatrina e redirecionado a
compartimentos intracelulares de armazenamento (KANZAKI, 2006).

Existe uma classe de proteinas conhecidas como tirosinas fosfatases que regulam de
forma negativa o receptor de insulina. As mais estudadas sdo as proteinas 1B, que interagem
diretamente com o receptor de insulina e retira os fosfatos dos sitios de fosforilacéo,
reduzindo a atividade dos mesmos (YOUNGREN, 2007). Portanto, a insulina utiliza a
fosforilacdo e as interagdes proteina-proteina como ferramentas essenciais para transmitir o
sinal. Quando ocorre uma disfuncdo na atividade desses receptores ou na via de sinalizacéo,
ocorre o desenvolvimento de doencas metabolicas e neurodegenerativas, como o diabetes, a
obesidade e a doenca de Alzheimer (KRONER, 2009).

Devido a esses achados, & importante prevenir e tratar o DM, pois a RI induz um
processo cronico de hiperglicemia e hiperinsulinemia, os quais contribuem com o
desenvolvimento doencas renais e cardiovasculares (HOEHN et al., 2009). Uma abordagem
pratica para o controle do aumento da glicemia plasmatica pds-prandial é a reducdo da
absorcéo de glicose pela inibicdo de enzimas que hidrolizam os carboidratos ao longo do trato

digestivo (SHIM et al., 2003).
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Os carboidratos sdo compostos principalmente de unidades de monossacarideos e
possuem elevado indice glicémico. O aumento dos niveis de agUcares no sangue aumentam
rapidamente os niveis de insulina, que promovem a captacdo de glicose do sangue para dentro
das células do figado e do musculo esquelético, os quais a armazenam na forma de glicogénio
(NEGRE-SALVAYRE et al., 2009;YAMAGISHI et al., 2009).

A hiperglicemia crénica aumenta a sintese de acidos graxos, e pode resultar no
acumulo de lipidios, aumento do estresse oxidativo por meio da geracdo de EROS, oxidacao
de LDL, ativacdo de plaquetas e geracdo de trombina. Todos esses fatores aumentam a chance
de desenvolver DM2, levando ao desenvolvimento de outras complicacdes (NEGRE-
SALVAYRE et al., 2009; YAMAGISHI et al., 2009).

Evidéncias cientificas reportam uma correlagdo entre o consumo de alimentos
vegetais e a reducdo da incidéncia de doencas degenerativas (HUNG et al., 2004). Alguns
autores revelaram que produtos naturais podem ser Uteis na prevencdo do DM, pois algumas
espécies apresentaram atividade inibitoria sobre enzimas digestorias, como a oa-amilase e a-
glucosidade através de experimentos in vitro, podendo retardar a absor¢do dos carboidratos
(TUNDIS; LOIZzZO; MENICHINI, 2010; BARRETT; UDANI, 2011). Em regioes
subdesenvolvidas, nas quais a medicina convencional ndo esta totalmente desenvolvida, 0 uso
de plantas no tratamento de desordens hiperglicémicas ainda permanece como a principal
forma de terapia no controle do DM (ROMAM-RAMOS et al., 1991).

A metformina, um agente hipoglicemiante, foi descoberta a partir do uso tradicional
da planta Galega officinalis (Fabaceae) (VUKSAN; SIEVENPIPER, 2005). Muitos farmacos
utilizados no controle glicémico do diabetes, como a acarbose e o miglitol, e que agem por
meio da inibigdo da a-glucosidase, causam serios desconfortos gastrintestinais. Portanto, a

utilizacdo de ervas medicinais com propdsito hipoglicemiante, perpetua, tanto como
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complemento da terapia convencional, como proposta profilatica (HUNG et al. 2004; VAN
DE LAAR et al., 2005).

Além da terapia utilizando medicamentos e fitoterapicos, alguns autores indicam a
atividade fisica como adjuvante no tratamento da doenca, pois foi demonstrado o aumento da
sensibilidade a insulina durante o exercicio, independentemente da reducdo do peso e de
mudancgas na composi¢cdo corporal. O principal efeito do exercicio na regulacdo glicémica
pode ser o aumento da expressdo de elementos intracelulares da via de sinalizacéo da insulina,
em particular dos transportadores de glicose na musculatura esquelética. Além desse, o
aumento do fluxo sanguineo, que ocorre durante a atividade fisica, poderia acarretar maior
disponibilidade de insulina para os tecidos periféricos, contribuindo para a melhora
metabolica observada durante o treinamento fisico (DEFRONZO; SHERWIN; KRAEMER,
1987). Outro efeito ndo-insulino-dependente do exercicio é a liberacdo local de BK, a qual
estimula a captacdo de glicose (TAGUCHI et al., 2000). Assim, a terapia farmacoldgica,
associada a modificacdes no estilo de vida, consumo de dieta equilibrada e pratica regular de
atividade fisica contribuem para o controle metabdlico e a reducdo dos fatores de risco para a
SM, o DM e as doengas cronicas ndo transmissiveis (MCLELLAN et al., 2007).

3.2.3 Obesidade

A obesidade é uma epidemia mundial, definida como uma doenca crénica de causa
multifatorial, que leva ao acimulo excessivo de gordura corporal, fator este que favorece o
balango energético positivo. E um importante fator de risco para as DCV’s, acidente vascular
cerebral, DM, disturbios dos musculo-esqueléticos e alguns tipos de cancer. Assim sendo, a
obesidade é um componente importante da SM e é mundialmente considerada, um problema

de salde publica (WHO, 2011).
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Um estudo na regido Norte realizado com escolares mostrou uma prevaléncia
elevada de excesso de peso (20%). O excesso de peso, dislipidemia, histéria familiar positiva
para DCV’s, sedentarismo foram os fatores de risco mais encontrados. Em relacdo ao género,
foi constatado que escolares do sexo masculino eram mais ativos e menos propensos a
desenvolverem hipertensdo em comparacdo com os escolares do sexo feminino. Além disso,
nessa populacdo, foi observada associacdo entre obesidade e alteracbes do perfil lipidico,
principalmente entre os escolares sedentarios e menores de dez anos, ratificando a
importancia do estimulo a alimentacdo saudavel e a pratica fisica regular desde a fase pre-
escolar (RIBAS; SILVA, 2014).

A fisiopatologia da obesidade envolve uma deposi¢cdo em excesso da gordura no
tecido adiposo, que via lipolise, libera acidos graxos livres (AGL) circulantes (FRIEDMAN;
HALAAS, 1998). Consequentemente, 0s TG e 0s acidos graxos em excesso ficam estocados
nas fibras musculares esqueléticas, na forma de lipideos intramiocelulares (IMCL), que estédo
fortemente associados com a deficiéncia do metabolismo da glicose, estresse oxidativo, perda
na producdo de energia, resisténcia a insulina e eventualmente desenvolvimento de DM2
(CLARK etal., 2011).

Além disso, os AGL liberam adipocinas, como a leptina, adiponectina, resistina e
citocinas pré-inflamatérias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina 6
(IL-6) (KAHN et al., 2006). O aumento dessas citocinas no obeso esta associado a diminuicdo
da expressdo dos receptores de insulina (IRS), que diminuem a transducdo do sinal
(HOTAMISLIGIL et al., 1996). Tem sido relatado o aumento na expressdao do fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a) na gordura de roedores ¢ de humanos obesos, e esse fator, per
se, pode promover a fosforilacdo do IRS-1 em serina, resultando em menor atividade quinase

do receptor de insulina e Rl (HOTAMISLIGIL et al., 1996).
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Tambéem tem sido observado, que as adipocinas, como a leptina e a adiponectina,
influenciam profundamente o metabolismo e o gasto energético (ROSEN; SPIEGELMAN,
2006). A leptina é um hormonio neuropeptideo, pertencente a familia das citocinas, que é
produzida no tecido adiposo e em baixos niveis no epitélio gastrico e na placenta (ZHANG et
al., 1994). Ela age em receptores no sistema nervoso central (SNC) e em outros locais para
inibir a ingesta alimentar e promover o gasto energético (FRIEDMAN; HALAAS, 1998). A
auséncia da leptina produz muitos sinais clinicos observados em animais diabéticos e obesos,
como hiperfagia, reducdo da temperatura corporal, reducdo do gasto energético e inatividade
(COLEMAN, 1978).

Para alguns autores, o mecanismo pelo qual a leptina e outros agentes anorexigenos
reduzem o apetite, parece envolver a inativacdo hipotalamica da MAPK (proteina quinase
ativada), pela hiperleptinemia gerada pela adiposidade excessiva, elevando os niveis locais de
malonil CoA e inibindo a fome (HALAAS; FRIEDMAN, 1997). A leptina parece funcionar
em grande parte dentro do sistema de longa duracéo e influencia a quantidade de alimento
consumido em relacdo a quantidade de energia gasta. No entanto, a leptina é degradada no
estdbmago apds uma refeicdo ou ap6s a administracdo da colecistoquinina (CCK), indicando
que ela também pode funcionar no sistema em curto prazo ou localmente no trato
gastrointestinal (BADO et al., 1998).

A concentracdo de leptina plasmética se correlaciona com o teor de gordura corporal,
0 qual esta aumentado em sujeitos obesos, 0 que sugere que a obesidade humana, geralmente
esta associada a insensibilidade a leptina (MAFFEI et al., 1995). Assim, a leptina desempenha
papel importante na obesidade que estd também associada a inflamacéo, como previamente
relatado. Esse processo inflamatdrio € uma condicdo ativadora de neutréfilos que também
resulta na geracdo de espécies reativas, como 0 superoxido, causando estresse oxidativo

(FERREIRA et al., 2011).
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Além da leptina, a adiponectina é uma proteina também secretada especificamente
pelo tecido adiposo, e vem sendo alvo de muitos estudos em relacédo a obesidade, pois parece
apresentar propriedades anti-aterogénicas, anti-inflamatdrias e regulatérias em relacdo a
sensibilidade a acdo da insulina (HOPKINS et al., 2007). Matsuzawa et al., (2004) afirmaram
que baixas concentracdes da adiponectina (hipoadiponectinemia) estdo diretamente associadas
ao desenvolvimento de doencas como a obesidade, diabetes e aterosclerose. Por outro lado,
em individuos saudaveis, altas concentracdes de adiponectina estdo independentemente
associadas ao aumento da sensibilidade a insulina e reducdo do risco de desenvolvimento do
DM2 (SPRANGER et al., 2003).

Por conseguinte, a adiponectina parece atuar como um agente sensibilizador a acéo
da insulina, por reduzir a producéo de glicose e aumentar a acdo da insulina hepatica (BERG
et al., 2001). Fonseca-Alaniz et al., (2007) motraram que existe uma correlacdo inversa entre
0s niveis circulantes de adiponectinas e o risco de obesidade, resisténcia a insulina e outras
doencas cardiovasculares. Quanto a acdo da adiponectina sobre a estrutura e fungdo vascular,
esta parece estimular a vasodilatacdo arterial, aumentando a producdo de éxido nitrico e
inibindo a proliferacdo e migracdo das células endoteliais, o que confere um efeito protetor
marcante contra o desenvolvimento das DCV’s (GOLDSTEIN; SCALIA, 2004).

Como dito, a causa fundamental da obesidade é o desequilibrio energético entre a
ingestdo de calorias e 0 gasto. Portanto, uma alternativa de tratamento contra a obesidade
seria a inibicdo da digestdo e absorcéo de gordura da dieta por meio da utilizacdo de produtos
naturais com atividade inibidora da lipase (KURIHARA et al., 2003). Um farmaco sintético
com essa propriedade € o orlistat, um potente inibidor competitivo da lipase gastrica e
pancreatica, no entanto, a utilizacdo desse farmaco vem apresentando diversos efeitos

colaterais gastrointestinais, que limitam o seu uso (WEIGLE, 2003).
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Considerando a elevada prevaléncia de sobrepeso e obesidade ao longo dos anos
(WHO, 2011), existe a necessidade de novos estudos que apontem substancias naturais
potenciais que evitem o aumento dessa prevaléncia e reduza as elevadas taxas de mortalidade.

3.2.4 Estresse oxidativo

As especies reativas de oxigénio (EROS) sdo constantemente produzidas como
subprodutos do corpo humano durante o metabolismo celular. Estes subprodutos nocivos
podem causar danos oxidativos em macromoléculas funcionais, tais como o 4&cido
desoxirribonucleico (DNA), proteinas e lipidios, causando desde danos, a morte celular
(APEL; HIRT, 2004). As principais EROS sao: anion radical superoxido (O;"), perdxido de
hidrogénio (H20), anion hipoclorito (OCL") e radical hidroxila (OH). Além das EROS,
também existe as espécies reativas de nitrogénio (ERNS), que incluem o éxido nitrico (NO) e
0 peroxinitrito (ONOQ’), também produzidos pelo metabolismo celular (GUTTERIDGE,
1995).

O estresse ou dano oxidativo pode ser definido como qualquer distarbio celular entre
pro-oxidantes e antioxidantes, em favor dos oxidantes. Em condi¢Ges normais, 0 organismo
por meio da acao de antioxidantes enddgenos, como o acido ascorbico, a glutationa e o a-
tocoferol ou enzimas de defesa como a superdxido dismutase (SOD) e a catalase mantém o
equilibrio entre a formacdo de radicais livres e a sua remocao, possibilitando a inativacdo
desses radicais (GUTTERIDGE, 1995).

Os antioxidantes sdo considerados substancias que, em baixas concentragdes,
possuem uma afinidade maior que qualquer outra molécula para interagir com os radicais
livres, cedendo-lhe um elétron e prevenindo a oxidacdo de seus substratos. Ja os radicais
livres sdo espécies quimicas extremamente reativas, pois sdo atomos ou moléculas que

contém elétrons desemparelhados, livres para se ligar a qualquer outro elétron. Podem ser
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produzidos pelo organismo, sendo a maioria, por reaces bioguimicas envolvendo o oxigénio
(BACALLAO et al., 2001).

Além dos antioxidantes produzidos endogenamente e das enzimas que catalisam o
metabolismo das EROS, algumas frutas e vegetais sdo excelentes fontes antioxidantes obtidas
exogenamente (CHU et al., 2002, SUN et al., 2002). Adicionalmente, varios estudos tém
comprovado os efeitos antioxidantes provenientes de plantas amazdnicas e relacionam seu
consumo ao baixo risco de doencas degenerativas (APEL; HIRT, 2004; GARCIA-ALONSO
et al., 2004). Os principais compostos estudados com essa atividade sdo: os tocoferois
(vitamina E), o acido ascorbico (vitamina C), os polifendis, o selénio e os carotendides
(HASLAM, 1996; VALKO et al., 2004).

Os compostos fendlicos sdo antioxidantes primarios que agem como sequestradores
de radicais livres e bloqueadores de reacdes em cadeia. Eles estdo largamente distribuidos na
natureza e sdo derivados dos acidos benzoico e cindmico, bem como de flavonoides. Os
flavonoides sdo uma classe de compostos naturais de considerdvel interesse cientifico e
terapéutico. Entre os flavonoides, a quercetina (3,5,7,3’-4’-pentahidroxi flavona) tém sido
estudada nas ultimas décadas, destacando-se o0 seu potencial antioxidante, anticarcinogénico e
seus efeitos protetores aos sistemas renal, cardiovascular e hepatico (NIJVELDT et al., 2001).

Fontes especificas de flavonoides encontrados na dieta séo: vinho tinto, cha preto,
cerveja, frutas (macd, uva, morango), vegetais (cebola, couve, vagem, brécolis), graos, nozes,
sementes e especiarias. A quercetina representa cerca de 95% do total dos flavonoides
ingeridos na dieta (NIJVELDT et al., 2001).

Estudos também sugerem um provavel efeito antinflamatério destes compostos
antioxidantes, devido a acdo inibitoria sobre enzimas como a cicloocigenase (COX) e
lipooxigenase (LOX), envolvidas na biossintese dos eicosandides, a partir do acido

araquidonico (MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2004). Os compostos fendlicos de ocorréncia
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natural tém recebido muita atencao, sobretudo por inibirem a peroxidacao lipidica e LOX in
vitro (HASLAM, 1996; SOARES, 2002). A peroxidacdo lipidica se deve a reacOes de
oxidacdo nos &cidos graxos da membrana lipoprotéica, que afeta a integridade estrutural e
funcional da membrana celular, alterando sua fluidez e permeabilidade (LIMA; ABDALLA,
2001).

Estudos também mostraram uma correlacdo positiva entre a atividade
antitrombocitica dos flavonoides e a suas propriedades antioxidantes. Foi relatado que a
atividade plaquetaria estda aumentada em pacientes que apresentam fatores de riscos
coronarianos, como o elevado nivel de colesterol LDL, HAS, diabetes e consumo de cigarro
(GRYGLEWSKI et al., 1987).

Considerando a importancia das plantas medicinais como fonte de novas drogas Uteis
para o tratamento de diversas patologias, € plausivel que estudos voltados para a busca de
novos produtos naturais que atuem contra o processo degenerativo de doencas cronicas nao
transmissiveis, aumente no decorrer das décadas (NATHAN, 2002). As pesquisas tém-se
dirigido no sentido de encontrar novos compostos com atividade antioxidante que possam
contribuir com a prevengdo dos seus efeitos deletérios relacionados ao estresse oxidativo
(GONZAGA et al., 2007).

3.3 Plantas medicinais usadas no tratamento da SM

A terapia por meio de plantas medicinais constitui uma tradicdo milenar, cujo uso
estd relacionado a conhecimentos empiricos, crendices e tradicdes culturais, onde os
medicamentos foram inicialmente aplicados por algumas popula¢es, como a indigena e a
ribeirinha na regido Amazonica. Atualmente, a medicina tradicional ou alternativa continua
sendo utilizada no tratamento e na cura de enfermidades, principalmente pela populacado

menos favorecida (MINISTERIO DA SAUDE, 2012; VAN STADEN et al., 1999).
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Cerca de 25% de todos os farmacos prescritos sdo obtidos a partir de precursores
naturais, enquanto que 50% séo de origem sintética, mas relacionados aos principios isolados
das plantas medicinais (CECHINEL; YUNES, 1998). Segundo Rates (2001), das 252 drogas
consideradas basicas e essenciais pela OMS, 11% s&o originarias de plantas.

O Brasil € o pais de maior biodiversidade do planeta, e detétm um valioso
conhecimento tradicional associado ao uso de plantas medicinais. Nesse sentido, a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, aprovada por meio do Decreto N° 5.813 de 22
de junho de 2006, estabeleceu diretrizes e linhas voltadas a garantia do acesso seguro e uso
racional de plantas medicinais e fitoterapicas. Os fitoterapicos foram classificados como
medicamentos pela portaria n° 22/ 1967 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) e pela resolucdo — RDC n° 17/2000 (NETTO; BALBINO; CARVALHO, 2006).

Apesar da grande biodiversidade de plantas Amazonicas, apenas 5 a 15% de
aproximadamente 250.000 espécies de vegetais superiores foram explorados como fonte de
novos farmacos (RATES, 2001). Além disso, muitas substancias exclusivas de plantas
brasileiras encontram-se patenteadas por empresas e Orgdos governamentais estrangeiros,
porque a pesquisa nacional ndo recebe o devido incentivo (FERREIRA et al., 2008). No
entanto, é importante destacar que a descoberta de novos medicamentos derivados de plantas
representou uma estratégia de sucesso para o tratamento de muitas doencas.

Estudos in vitro e em modelos animais tém comprovado a eficacia das plantas
medicinais no tratamento e prevencdo da SM (RATES, 2001; HOSTETTMANN;
MARSTON, 2002). Silveira (2011) afirma que o consumo de frutos e vegetais melhora a
sensibilidade insulinica, o perfil lipidico, a pressdo arterial, o estresse oxidativo e a
inflamacéo, condi¢des fisiopatoldgicas relacionadas a SM. Tais efeitos se devem a presenca

de compostos bioativos nas plantas que atuam de forma sinérgica protegendo o organismo.
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Diversas sdo as pesquisas envolvendo estudos preé-clinicos relacionados a SM que

utilizam plantas medicinais ou suas partes no tratamento ou prevencao da doenca (Tabela 2 e

3)

Tabela 2- Espécies vegetais do género Eugenia com potencial terapéutico relacionado a SM

Espécie

Efeito

Referéncia

Eugenia jambolana Efeito hipoglicemiante e hipolipemiante em

coelhos diabéticos induzidos por aloxano

(SHARMA et al., 2003)

Eugenia punicifolia

Efeito benéfico sobre o estado diabético em ratos
diabéticos induzidos pos streptozotocina.

Atividade antioxidante do extrato metanolico em
ensaios in vitro

Atividade antioxidante e inibidora de enzimas
relacionadas a SM

(BRUNETTI et al., 2006)
(GONZAGA et al., 2007)

(GALENO et al., 2014)

Eugenia operculata Efeito inibitdrio in vitro sobre a a-glicosidase,

maltase e sucrase

(MAI; CHUYEN, 2007).

Eugenia polyantha

Atividade antioxidante dose-dependente e sua
relagcdo com o teor de fendis totais.

(LELONO; TACHIBANA,;
ITOH, 2009)

Eugenia
Uniflora

Excelente capacidade antioxidante
correlacionada com o alto teor de fendlicos

(BAGETTI et al., 2009)

Eugenia jambolana

Potente atividade hipolipidémica a partir do
principio ativo isolado do extrato etandlico em
coelhos diabéticos.

(SUMAN et al., 2011)

Fonte: Propria.

Tabela 3- Outras Espécies vegetais com potencial terapéutico relacionado a SM.

Espécie

Efeito

Referéncia

Alpinia speciosa

Queda dose-dependente da pressao arterial e
respostas inotrépicas em atrios isolados

(MENDONCA et al., 1991)

Cassia
auriculata L.

Potente efeito inibitdrio sobre a a-glucosidase,
proporcionando efeito anti-hiperglicémico em ratos

(ABENSUDARA, MATSUIT;
MATSUMOTO, 2004)

Bactris Gasipaes

Efeito benéfico no metabolismo lipidico e reducédo
do ganho de peso

(CARVALHO et al., 2013)
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Bauhinia Efeito hipoglicémico e hipolipidémico em ratos
forficata L. diabéticos induzidos por Aloxano. (LINO et al, 2004)
Cecropia Efeito hipotensor em ratos normotensos
adenopus (CONSOLINI; MIGLIORI, 2005)
Gardenia Melhora a fungdo hepatica de camundongos através
jasminoides do seu efeito hepa}tqp[ote_ztor e atividades (LEE; OH; LIM, 2006)
hipolipidémicas
Hancornia Efeito anti-hipertensivo dependente da
speciosa inibigéo da ECA (ENDR|NGER, 2007).
Cecropia Efeitos anti-hipertensivos em ratos normotensos,
glaziovii com hipertensio espontanea (SHR), induzidos por L- | (LIMA-LANDMAN et al., 2007).
NAME e em ratos com hipertensao renal.
Averrhoa Reducéo da glicemia de jejum em ratos
carambola L

(FERREIRA et al., 2008)

Dicksoniaceae

Relaxamento vascular e efeito hipotensor em ratos
anestesiados

(YANNA et al., (2009)

Alpinia
officinarum

Efeito anti-obesidade e hipolipemiante em modelo de
rato obeso induzido por dieta

(XIA et al., 2010)

Myrica esculenta

Inibicdo da ECA

(NHIEM et al., 2010)

Abacopteris

Propriedades hipolipidémicas e anti-inflamatérias em

penangiana camundongos hiperlipidémicos induzidos por dieta (LEl et al., 2011)
Alpinia Efeito anti-obesidade e hipolipemiante em modelo de
officinarum rato obeso induzido por dieta

(XIA et al., 2010)

Myrica esculenta

Inibicdo da ECA

(NHIEM et al., 2010)

Abacopteris
penangiana

Propriedades hipolipidémicas e anti-inflamatérias em
camundongos hiperlipidémicos induzidos por dieta

(LEI et al., 2011)

Passiflora Edulis

Efeitos hipolipidémicos e hipoglicémicos

(CORREA et al., 2014)

Passiflora Efeitos anti-hipertensivos e cronotropicos negativos
nepalensis em ratos normotensos e hipertensos renais (PATEL et al., 2011)
Ammi majus Atividade anti-hiperlipidémica, anti-inflamatoria,
seeds L. analgésica e antipirética em ratos e camundongos.

(KORIEM et al., 2012)
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Rhodomyrtus Efeito varredor de radicais livres em experimentos in (LAVANYA;
tomentosa vitro e in vivo VORAVUTHIKUNCHAI:
TOWATANA, 2012)
Crataegus Efeitos hiperglicémicos, hipertrigliceridémicos e
pinnatifida Bge | hipercolesterolémicos em camundongos diabéticos e (SHIH et al., 2013)

dislipidémicos induzidos por dieta.

Fonte: Propria.

Como se pode observar, existe uma vasta gama de produtos naturais que compdem o
arsenal terapéutico no tratamento das desordens relacionadas a SM. A busca por novas drogas
tem ganhado forca ao longo dos anos, resultando em inimeros relatos sobre as atividades
significativas dos agentes naturais, uma vez que sdo considerados menos toxicos e com menos
efeitos secundarios que os agentes sintéticos conhecidos (SAE-TAN; GROVE; LAMBERT,
2011).

3.4 Eugenia punicifolia (Kunth) DC

A espécie E. punicifolia, conhecida como “pedra-ume caa”, € um arbusto ou arvoreta
de até 8 metros de altura, que se distribui amplamente na regido Amazonica. Faz parte da
familia Myrtaceae que constitui uma das maiores familias da flora brasileira. A esta familia
pertece cerca de 130 géneros e 3800 espécies (WILSON et al., 2001). No Brasil, a familia
estd bem representada por 23 géneros e 1000 espécies (LANDRUM; KAWASAKI, 1997).

O levantamento taxonémico dessa familia realizado por Arantes e Monteiro em 2002
(Uberlandia-MG) mostrou a existéncia de 36 espécies, distribuidas entre nove géneros, sendo
a Eugenia, o mais numeroso. As espécies do género Eugenia sdo encontradas principalmente
na Ameérica Central e America do Sul (MERWE et al., 2005), distribuindo-se desde o Brasil
até o norte e nordeste da Argentina, Uruguai e Paraguai (CONSOLINI et al., 1999).

A espécie punicifolia € uma das mais comuns encontradas no cerrado com floragdo
ocorrendo de agosto a novembro e frutos de agosto a janeiro (ARANTES; MONTEIRO
2002). Sua morfologia foliar € muito diversificada, com folhas lanceoladas, elipticas ou

abovaladas, de coloragdo amarelada a verde- escura, com peddnculos que variam muito de
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tamanho e apice curtamente acuminado (SILVA; PINHEIRO, 2007; SILVA, 2009). Esta
espécie apresenta ramos jovens, com cortex esfoliante em pelicula fina marrom-avermelhada,
cilindricos, frequentemente pubérculos; ritidoma rugoso e estriado; rdmulos achatados e
pubescentes (ARANTES; MONTEIRO, 2002).

Suas folhas sdo facilmente distinguiveis por serem brilhantes na face adaxial e as
nervuras visivelmente impressas e salientes dos dois lados (Figura 4). Apresenta
inflorescéncias racemosas com flores pediceladas inseridas nas axilas foliares. Durante o pico
de floracdo, as folhas se destacam da folhagem dando um aspecto branco (SILVA,

PINHEIRO, 2007).

Figura 4- Ramo e planta da Eugenia punicifolia (Kunth) DC.
Fonte adaptada: Silva, 2009

Os frutos, quando imaturos, tém formato eliptico, tornando-se subglobosos e de
coloracdo avermelhada ao amadurecer, sendo bastante apreciados e usados como alimentos
(FISCHER et al., 2005).

Segundo Silva (2009), a familia Myrtaceae tem um grande potencial econémico para
0 Brasil, pois entre suas espécies, sdo encontrados vegetais medicinais, ornamentais,
produtores de madeira e de frutos comestiveis. Isto posto, espécies da mesma familia da E.
punicifolia, como a ‘“goiaba” (Psidium guajava L.), a “jabuticaba-preta” (Myrciaria

truncifolia O. Berg) e a “pitanga” (E.uniflora L.) sdo bastante utilizadas pela populagdo como
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comestiveis, tanto na forma in natura (frescos ou em sucos), quanto na forma de compotas,
doces e geléias (CONSOLINI et al., 1999).

Em conformidade com Vilar et al., (2006), a espécie “pitangdo” (E. neonitida
Sobral) é considerada uma fonte rica de macro e micronutrientes para a alimentacdo humana e
os frutos da “cagaiteira” (E. dysenterica DC.) sdo processados para produzir doces e sorvetes,
ou consumidos in natura por populacfes que habitam o cerrado do Brasil central.

O uso medicinal da familia Myrtaceae também ja foi destacado em estudos de
Lorenzi e Matos (2002), eles mostraram que 0 “eucalipto” (Eucalyptus globulus L.) pode ser
empregado no tratamento da gripe, congestdo nasal e sinusite. O “camu-camu” (Myrciaria
dubia (Kunth) Mc Vaugh) por apresentar alto teor de vitamina C, flavonoides e antocianinas,
tem sido usado como antioxidante e anti-obesidade (NASCIMENTO et al., 2013).

Também tem sido demonstrado que membros do género Eugenia tém varias
propriedades medicinais relacionadas a presenca de compostos antioxidantes, incluindo
antinociceptiva e anti-inflamatéria (GUIMARAES et al., 2009) antifingica (BANSOD;
MAHENDRA, 2008), anti-diabética (BRUNETTI et al., 2006), anti-hipertensiva
(CONSOLINI et al., 1999), anti-diarréica, diurética, anti-reumatica, anti-febril e antioxidante
(VELASQUEZ et al., 2003; GONZAGA et al., 2008).

Tem sido descrito que a espécie E. punicifolia pode interferir na neurotransmissao
colinérgica nicotinica e, consequentemente, modular o processo inflamatério, no entanto, o
exato mecanismo ainda estar para ser elucidado. Acredita-se que o extrato ative o receptor
nicotinico da acetilcolina ou atue de forma competitiva com um antagonista especifico no
sitio do receptor. Os autores sugerem que o provavel mecanismo envolvido € a reducdo de
proteinas inflamatorias como o TNF-a, a expressio do NFkB, a IL-1b, entre outros

mediadores inflamatdrios (LEITE et al., 2010). Vérios outros estudos também demonstraram
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que a ativacdo desses mecanismos colinérgicos além de atenuar a inflamacéo, acentuam a
regeneracdo muscular (SANTQOS, 2010).

Nesse estudo pretendemos verificar outros efeitos biologicos da espécie E.
punicifolia tanto em modelos in vivo como in vitro que possam se associar com os efeitos
farmacologicos ja conhecidos e corroborar com o tratamento da sindrome metabodlica e suas

condigdes associadas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Matéria prima-vegetal

As folhas de E. punicifolia foram fornecidas pela Embrapa-AM Ocidental, colhidas
em diferentes épocas do ano, com aproximadamente um ano de idade e em fase reprodutiva.
Uma vez coletadas, as folhas foram armazenadas em sacos plasticos e identificadas pelo
botanico Valdely Ferreira Kinupp do Herbario do Instituto Federal de Educacdo Ciéncia e
Tecnologia do Amazonas, através do numero da exsicata (6789). As amostras foram coletadas
em quantidades suficientes para realizacdo do processo experimental. A coleta do material
bioldgico proposto para estudo foi autorizada pelo CGEN (Autorizagdo n°. 34/2008).

Apbds o recebimento da matéria-prima vegetal, as folhas foram manualmente
selecionadas para tratamento individual, com eliminacdo de elementos estranhos (terra,
insetos, galhos, outras plantas, etc) e partes que estivessem em condicdes indesejaveis
(manchadas, danificadas, descoloridas, etc). As folhas foram secas por sete dias em estufa de
circulacdo de ar a 40 = 5°C de temperatura. Apos a secagem, as folhas foram moidas em
moinho de facas (1 mm) e armazenadas em garrafas de poliestireno a temperatira ambiente.

4.2 Preparo do extrato seco de E. punicifolia

O EEP foi preparado usando a infusdo como método de extracdo por 15 minutos,
sendo a relacdo droga: solvente (agua Mili —Q) de 7,5% (m/V). O produto seco foi obtido por
asperséo, utilizado uma solucdo extrativa aquosa, em equipamento Mini Spray drier (modelo
MSD 1,0 de Labmag, S&o Paulo, Brasil). Como adjuvantes de secagem foram empregados o
diéxido de silicio coloidal (Aerosil® 200, HDK N-20 Wacher Chemie/Alemanha) e a celulose
microcristalina (Avicel® PH 101, CMC, Guarulhos/S&o Paulo) na concentracdo de 30%. Apds
0 preparo do produto, o EEP foi protegido da luz e da umidade, sendo acondicionado em

frasco opaco, hermético e armazenado em dissecador (BASTOS, 2011).



4.3 Delineamento experimental

Neste projeto investigou-se as atividades biologicas in vitro do EEP sobre enzimas
digestivas, enzima conversora de angiotensina, efeitos antioxidantes quimicos e celulares,
efeitos assim como efeitos citotoxicos. Os experimentos in vivo, envolvendo as atividades
sobre a pressao arterial e metabolismo lipidico, assim como os efeitos tdxicos agudos também

foram realizados. O delineamento experimental pode ser observado na Figura 5 abaixo.
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4.4 Experimentos in vitro
4.4.1 Determinacéo do teor de compostos fenolicos totais

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais presentes na amostra do EEP foi
determinada espectrofotometricamente de acordo com a metodologia descrita por Xu e Chang
(2009), utilizando o reagente de Folin-Ciocauteau e o acido galico como substancia padrao.

Primeiramente o EEP (1 mg/mL) foi diluido em etanol, posteriormente o reagente
Folin Cicalteal foi preparado por diluicdo de uma solucdo-mée (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemanha) com 4agua destilada (1/10, v/v). As amostras (10uL), em triplicata, foram
colocadas em microplacas de 96 pocos de fundo chato e adicionados a 290 L de etanol. Fez-
se a primeira leitura (A;) no leitor de Elisa na absorbancia (Abs) de 620 nm (Detector
multimodo- DTX 800). Posteriormente, em outros pocos, adicionou-se 10uL das amostras,
que foram misturadas com 50 pL do reagente Folin Cicalteal e incubadas por 8 minutos no
escuro. Apds, 0,4% de carbonato de sédio (m/v) (240 pL) foi adicionado a mistura e a reacao
foi novamente incubada por 5 minutos e seguiu-se a segunda leitura (A;). O acido galico foi
utilizado como substancia padréo da reacédo utilizando as mesmas condi¢Ges do extrato e 0

etanol como controle negativo da reacdo. A atividade foi calculada pela formula:

% de fenéiS :100 = (AbS AZ'A]_/ AbS Contro|e) X 100

Os resultados foram expressos em miligrama por equivalente de acido galico por
grama do extrato.
4.4.2 O ensaio de teor total de flavonoides
A determinagdo do teor total de flavonoides foi realizada de acordo com o método
modificado de De Chang et al., (2002). Primeiramente, o extrato (30 pL) foi diluido em
etanol (1 mg/mL) e em seguida adicionado 270 pL de etanol. Fez-se a primeira leitura (A;) da
absorbancia no comprimento de onda 405 nm, em leitor de Elisa (DTX 800 Detector

multimodo). Posteriormente, em outros pogos 30pL do extrato foi acrescido de 90 uL de
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etanol em cada cavidade da microplaca de 96 pocos de fundo chato. Logo apos, foi
adicionado 6L de cloreto de aluminio a 10% (m/v) e 6uL de acetato de potassio a 1M,
ambos diluidos em agua destilada. Para finalizar, foi adicionado 168 pl de a4gua destilada. A
placa foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente e, em seguida, foi feita a
determinacdo da absorbancia (A;). A quercetina foi utilizada como padrdo da reagédo
utilizando as mesmas condicGes do extrato e o etanol como controle negativo da reacdo. A

determinacdo da concentracao de flavonoides foi feita pela seguinte formula:

% de flavonoides =100 - (Abs Az-Ai/ AbS controle) X 100

Os resultados foram expressos em miligrama por equivalente de quercetina por
grama do extrato.

4.4.3 Ensaios antioxidantes quimicos

4.4.3.1 Atividade de varredura do radical ABTS™ (4cido 2,2 '-azinobis-3-
etilbenzotiazolino-6-sulfonico)

O ensaio do ABTS™ baseou-se no método de Re et al. (1999) com modificacdes para
adaptar o volume a microplaca. ABTS foi dissolvido em agua MilliQ mantendo-se uma
concentracio de 7 mM. Uma solugdo catibnica de ABTS" foi preparada pela reacdo da
solucdo estoque de ABTS com 5 mL da solucdo de persulfato de potassio (5 mM) que reagiu
estequiometricamente por 12-16 horas, em temperatura ambiente e auséncia de luz, resultando
numa oxidagao completa do ABTS™.

Uma vez formado o radical ABTS ™ foi feita uma dilui¢do (1:7) com agua milliQ. O
ensaio foi realizado na seguinte forma: em uma placa de 96 pocos de fundo chato foi
adicionado 100 pL da solugdo de ABTS™ com 200uL de agua. Esta solugdo foi monitorada
no leitor de microplaca (DTX 800, Beckman) a 714 nm até obter absorbancia
aproximadamente de 1,00 (x0,1). Em seguida, 30 pL do EEP em diferentes concentracdes (5,

10, 25, 50 e 100 pg / mL) foram adicionadas a 170 pL de agua (Leitura A;). Em seguida,
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adicionou-se 100 pL da solucdo de ABTS™ e a reagdo foi incubada por 15 minutos a
temperatura ambiente e na auséncia de luz. Apos a incubacdo foi realizada a leitura A, Para
expressar a atividade antioxidante foi calculado a Clsg. Os valores de Clsy denotam a
concentracdo da amostra que é necessaria para varrer 50% do radical livre. Quanto maior o
consumo do radical por uma amostra, menor sua Clsy € maior a sua atividade antioxidante
(CLEYTON et al., 2007). Como padréo da reacdo foi usado o acido ascérbico e o acido
galico. No branco foi adicionado 30 uL do extrato acrescido de 270 pL de agua milliQ e no
controle foi utilizado agua milliQ no lugar do extrato/ padrdo . A atividade antioxidante foi

calculada usando a seguinte equacao:

% de inibicdo do radical ABTS™ =100 - (A2-A1/ AbS controte) X 100

4.4.3.2 Atividade sequestradora do radical DPPH’ (2,2- difenil-1-picrilhidrazila)

O radical DPPH’ é um radical livre estavel gerado de forma similar ao ABTS™, por
reacOes quimicas ou enzimaticas. O sequestro do radical ocorre quando em contato com
substancias antioxidantes o que evidencia uma descoloracdo da solucdo, caracterizando a
reacdo de reducdo (MOLYNEUX, 2004). Por acdo de um antioxidante, o DPPH’, de
coloracdo purpura, € reduzido a difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, podendo ser
verificado o decréscimo da absorbancia (SANCHEZ-MORENO, 2002).

A medida da atividade sequestradora de DPPH’ foi realizada de acordo com o
método de MAHMOUDI et al., (2009) com algumas modificagdes relacionadas ao volume
alterado para microplaca. Inicialmente foi pesado 2 mg de DPPH e dissolvido em 12 mL de
etanol absoluto. Em uma placa de 96 pocos de fundo chato foi adicionado 170 pL da solucéo
etandlica de DPPH mais 30uL de DMSO. Esta solucéo foi monitorada pela leitura em 492 nm
no leitor de microplaca (DTX 800, Beckman) até obter absorbancia aproximadamente 1,00

(£0,1). Posteriormente foi adicionado mais 100 pL da solugdo etandlica de DPPH.




59

Diferentes concentracdes do extrato (5, 10, 25, 50 e 100 pug / mL) foram adicionadas na
microplaca, em um volume igual (30uL), para uma solucdo etandlica (170 pL) e fez-se a
leitura Ay no leitor de microplaca (DTX 800, na absorbancia de 492 nm). Em seguida, 100 pL
da solugdo etanolica de DPPH" (100 mM) foi adicionado e a reacdo foi incubada por 30
minutos (no escuro e a temperatura ambiente) e feito a leitura A,. A avaliacdo quantitativa da
atividade antioxidante foi feita monitorando-se o consumo do radical livie DPPH" pelo EEP e
os resultados foram quantificados por meio da medida do decréscimo da absorbancia de
solucBes com diferentes concentracdes (SANCHEZ-MORENO, 2002). Foi utilizado &cido
ascorbico e o acido galico como antioxidantes padrdes. No branco foi adicionado 30 pL do
EEP com 270 uL de etanol e no controle foi usado etanol no lugar do extrato/padrdo. Os
experimentos foram repetidos em triplicatas.

A atividade antioxidante foi calculada usando a seguinte equacao:

% de inibicdo do radical DPPH =100 - (A2-A1/ AbS ¢ontrole) X 100

4.4.3.3 Atividade de sequestradora do anion radical superéxido (O;")

A atividade sequestradora do radical O, foi medida pelo método azul de
nitrotetrazélio (NBT) (OZTURK et al., 2007). A formagdo do anion radical superoxido
procedeu-se por meio de uma mistura de fenazina metassulfato (PMS) (10 uM), nicotinamida
adenina dinucleotideo (NADH) (390 uM) e NBT (250 uM) diluidos em tampao fosfato (0,1
M, pH 7.4). Com o auxilio de pipetas multicanal, em cada poco de uma microplaca foi
adicionado 100uL de NADH, 100uL de NBT e 50uL de diferentes concentragdes do EEP (5,
10, 25, 50 e 100 pg / mL). A reacdo foi incubada a temperatura ambiente durante 5 min e foi
feita a primeira leitura (A;) da reagéo a 560 nm (DTX 800, Beckman, CA, USA). Em seguida
foi misturado 100 pL de PMS a solucéo, e essa mistura foi incubada por mais 5 minutos a

temperatura ambiente. A absorbancia foi lida novamente (A;) no mesmo comprimento de
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onda. Como padrédo foi utilizado o &cido ascérbico e o &cido galico utilizando as mesmas
condicdes do extrato e o tampéo fosfato como controle da reacdo. A atividade sequestradora

do radical foi medida pela reducdo da absorbéancia e foi calculada usando a seguinte equacao:

% de |n|b|(}é0 = 100 = (AbS AZ'A]_ / AbS controle X 100)

4.4.3.4 Analise do sequestro do radical do Oxido nitrico (NO') in vitro

Para avaliacdo do sequestro do NO' foi utilizada a metodologia descrita por
Govindarajan et al., (2003), onde o reagente Griess Illosvoy foi modificado usando naftil -
etilenodiamina dicloridrato (0,1% w/v), ao invés da sulfanilamina (5%). A reacdo ocorreu por
meio de uma mistura contendo 2 mL de nitroprussiato de sédio (10 mM), 0,5 mL de tampé&o
fosfato (10 mM, pH 7,2) e 0,5 mL do EEP em diferentes concentragdes (5, 10, 25, 50 e 100
pg/mL) foi incubada a 25 ° C por 150 minutos. Ap6s a incubacdo foi adicionado 1 mL de
acido sulfanilico (0,33% em 20% de &cido acético glacial). A mistura foi deixada em repouso
por 10 minutos para completar a diazotacdo do nitrito com a sulfanilamida e, em seguida, foi
adicionado 1 mL de naftil-etilenodiamina dicloridrato, que foi homogenizada e deixada em
repouso por 30 minutos a 25 ° C. Foi formado um composto de cor rosa que é cromofora em
luz difusa. A absorbéancia destas solu¢des foram medidas em leitor de microplaca (DTX 800,
Beckman) a 540 nm. Como padrdo foi utilizado o acido ascorbico utilizando as mesmas
condicdes do extrato e 0 tampao fosfato como controle.

O procedimento € baseado no principio de que, o nitroprussiato de sodio em solucéo
aquosa e pH fisiol6gico gera espontaneamente éxido nitrico, que interage com o oxigénio

para produzir ions nitrito (EBRAHIMZADEH et al., 2009).

A atividade antioxidante foi calculada usando a seguinte equacao:
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% de inibiQéO: 100 - (AbS amostra/ AbS contr0|e) X 100

4.5, Cultura de Células

Células da linhagem 3T3-L1 (fibroblastos embrionarias de camundongos) foram
obtidas do banco de dados do Rio Janeiro e foram mantidas em laboratorio de cultura da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Universidade Federal do Amazonas. As células 3T3-
L1 foram cultivadas em meio Eagle Dulbecco modificado (DMEM), suplementado com 10%
de soro fetal bovino (FBS) (Sigma), penicilina (100 U / mL) e estreptomicina (100 U/mL). As
células foram incubadas a 37° C numa atmosfera umidificada contendo 5% de COs.

4.5.1 Atividade antioxidante celular

A atividade antioxidante celular foi avaliada na linhagem celular de fibroblastos de
camundongos (3T3-L1) segundo o método descrito por Wolfe e Liu (2007). A determinacéo
da capacidade antioxidante do EEP foi feita pela deteccdo indireta dos radicais livres por
fluorimetria, empregando diacetato de 2'7'-diclorofluoresceina (DCFH-DA) como substrato.
O DCFH-DA, apo6s sofrer desacetilacdo por esterases intracelulares pode ser oxidado por
espécies reativas de oxigénio (EROS) gerando um composto fluorescente (2'-7'-DCF).

O método mede a capacidade de compostos de impedir a formacédo de DCF, e assim
diminuir a fluorescéncia celular. Células 3T3-L1 foram semeadas a uma densidade de 6x10*
células/poco em uma microplaca de 96 pocos contendo 100 pL de meio de crescimento. Vinte
e quatro horas apos a incubagdo em estufa de CO;, a 37 °C, o meio de crescimento foi
removido e os pogos foram lavados com PBS. Depois, 100 pL de DCFH-DA (10 uM)
dissolvido em tampédo Hank s foi adicionado e incubado durante 30 min na estufa. Em
seguida as células foram lavadas com 100 L de PBS e diferentes concentragdes (50, 25, 12,
6,25; 3,125; 1,56 pg/mL) do EEP (100 pL) foram adicionadas. A quercetina foi utilizada

como padréo da reacdo na concentra¢ao de 5 pg/mL nas mesmas condic¢des do extrato.
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A fluorescéncia foi medida imediatamente no leitor de microplaca (DTX 800,
Beckman) com comprimento de onda de excitacdo de 485 nm e comprimento de onda de
emissdo de 535 nm. Controles com/sem DCFH-DA também foram realizados. De todas as
concentracdes das amostras foi subtraido o valor de fluorescéncia do branco no respectivo
tempo. O potencial antioxidante foi expresso em unidades de fluorescéncia. O percentual de
inibicdo da fluorescéncia foi calculado para o tempo de 60 minutos conforme a formula

abaixo:

% inibicdo = 100 — (AFamostra / AF controle) X 100, onde AF= fluorescéncia aos 60

minutos — fluorescéncia no tempo 0).

4.5.2. Ensaio de viabilidade Celular

A citotoxicidade do EEP em células fibroblasticas (3T3-L1) foi determinada pelo
método de Alamar Blue de acordo com Nakayama et al., (1997). O ensaio de Alamar Blue €
um ensaio colorimétrico que envolve a reducdo celular do resazurina a resorufina. A
viabilidade celular foi determinada utilizando-se o corante vital Azul Tripan (Merck) 0,4%
p/v, em PBS e a contagem das células realizada em microscépio invertido LEITZ, com a
utilizacdo de um hemocitdmetro, preenchido com uma aliquota da suspensdo de células
homogeneizada. Resumidamente, as células aderentes (5 x 10° células / pogo) foram
cultivadas em placas de 96 pocos de cultura de tecidos, e expostas ao EEP (50, 25, e 12,5
pg/mL) durante 24, 48 e 72 h. Apo6s a incubagdo, 10 uL. da solug¢do de Alamar Blue (0,4% de
resazurina diluida em PBS 1:20) foi adicionada e as células foram incubadas durante 2h a 37°
C em estufa de CO, a 5%. A fluorescéncia foi medida (excitacdo de 545 nm e emissdo a 595
nm) e expressa como percentagem das células controle apds a subtracdo da fluorescéncia. A
doxorrubicina (5 pg/mL) foi utilizada como padrdo da reacdo. O controle consistiu de pocos

contendo célula + DMSO + resazurina e como branco, pocos contendo celula + meio de
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crescimento + resazurina. Os ensaios foram realizados em triplicata. A viabilidade foi

calculada conforme a férmula abaixo:

% Viabilidade = F gmostra X 100 / F controtle, ONde F amostra= (fluorescéncia da célula +

meio + substancia + resazurina); F controle= (fluorescéncia da célula + meio + resazurina)

4.6 Testes de inibi¢do enzimatica

Os testes de inibicdo enzimatica foram realizados em microplacas de fundo chato
(Global Trade) com 96 pocos e a leitura efetuada em Leitor de Microplaca (DTX 800,
Multimo Detector, Beckman Coulter).Todos os testes foram realizados em triplicata. A partir
dos resultados de porcentagem de inibigéo foi calculada a concentracdo capaz de inibir 50%
da atividade enzimatica (Clsp). O efeito inibitdrio das enzimas foi comparado com o efeito das
drogas padrbes utilizadas nas concentracbes a partir de 1 mg/mL, em concentragdes
decrescentes.

4.6.1 Teste de inibi¢do da a-amilase salivar

O teste de inibicdo da a-amilase foi realizado de acordo com Subramanian et al.,
(2008) com algumas modificagdes. A inibicdo da a-amilase se baseia no principio da
degradacdo de um substrato de amido e a posterior reacdo com o reagente (iodo), que revelara
a inibicdo da enzima pelo extrato. Uma vez que o EEP iniba a enzima, o substrato reagira com
0 iodo gerando uma coloracao azulada.

Nos pogos teste foram adicionados 10 pL do EEP (1-1000 pg/mL) diluido em
DMSO (50 % v. v.) (Proquimicos, Bangu, Rio de Janeiro, Brasil) e 10 pL. da enzima a-
amilase (3.3 U; Sigma Aldrich Chemical, Co, USA) diluida em &gua deionizada na
concentracdo 0,1 mg/mL. A placa foi incubada em banho-maria a 37° C por 5 minutos.
Posteriormente, foram adicionados 30 uL. do substrato da amilase (Labtest®, Lagoa Santa,

MG, Brasil) em cada um dos pocos, e as amostras foram incubadas por mais 8 minutos,
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sequidas pela leitura a 620 nm (DTX 800, Beckman, CA, USA). Entdo, 100 pL do reativo da
a-amilase (Labtest®) e 150 ulL de agua destilada foram adicionados na microplaca e
incubados por mais 5 minutos a 37° C. Foi utilizado o DMSO (dimetil- sulféxido) como
controle e a quercetina (1-1000 pg/mL) como padrdo, utilizando as mesmas condi¢bes do
extrato. No branco foi adicionado 10 pL do extrato acrescido de 290 pL de DMSO.

A segunda reacdo foi lida novamente no mesmo comprimento de onda. A inibicéo

foi calculada utilizando a férmula:

4.6.2 Teste de inibigdo da a-glucosidase

A atividade inibitéria da a-glucosidase foi determinada de acordo com Andrade-
Cetto et al., (2008), com pequenas modificagdes, por meio da medigdo da liberagdo de 4-
nitrofenol a partir do 4-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (4-NPGP). Foi utilizado tampé&o
fosfato de sodio 10 mM, pH 6,9, 5mM de 4-NPGP, 2U da enzima obtida de Saccharomyces
cerevisae E.C 3.2.1.20 (Sigma Aldrich Chemical, Co, EUA), EEP, DMSO como controle
negativo e quercetina como padrdo nas mesmas concentraces do extrato. Os testes foram
feitos em triplicata com as concentrac@es iniciadas em 1 mg/mL que sofreram diluicBes
seriadas (5-8 vezes).

A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 20 pL do EEP, DMSO ou quercetina com 180
uL da enzima a-glucosidase, que foram incubados a 37° C por 2 minutos. Depois foram
adicionados em cada poco 150 pL do reagente de cor 4-nitrofenil-a-D-glucopiranosideo
(Sigma) e foi feita a primeira leitura (A;) no leitor de Elisa numa absorbancia de 405 nm. A
placa foi incubada mais uma vez, nas mesmas condi¢des, por um periodo de 15 minutos.
Apos foi feita uma segunda leitura (Az) no mesmo comprimento de onda. A inibi¢do foi

calculada usando a formula abaixo:
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4.6.3 Teste de inibicdo da lipase

Para a determinacdo da atividade inibitoria da lipase foi utilizado o procedimento
descrito por Slanc et al., (2009). Foi preparada uma solucdo (5 mg/mL) de lipase do porco
(Sigma, Steinheim, a Alemanha). O reagente de cor foi preparado a partir de uma solugéo 10
mM de p-nitrofenilpalmitato (PNP) (Sigma, Steinheim, a Alemanha) em acetonitrila na
concentracdo final 3,33 mM. O EEP e o Orlistat foram diluidos 5 vezes em sequencia, a
partir da concentracdo de 1 mg/mL. A composi¢do da mistura da reagdo foi: 20 uL do EEP,
DMSO (controle negativo) ou droga padrdo (orlistat) acrescida de 180 pulL da enzima que
foram incubados por 2 minutos a 37 °C. Apos, foi adicionado 130 uL do tampao Tris-HCI
(75mM; pH=8.5) seguido pela primeira leitura a 415 nm (A;). A segunda leitura (A,) foi feita
apos 15 minutos da adi¢do de 20 uL de PNP, o reagente de cor, e absorbancia lida novamente

no mesmo comprimento de onda. A inibicdo foi calculada segundo a formula:

% de |nibi(}é0 = 100 = (AZ'A]_/ AbS contr0|e) X 100

4.6.4 Teste de inibicdo de xantina oxidase

A atividade da xantina oxidase foi medida por meio da formacdo do acido urico a
partir da xantina conforme o método de COS et al., (1998). O reagente 1 foi preparado a partir
de uma mistura da xantina oxidase (667 mM) em EDTA (0,1 mM) e hidroxilamina (0,2 mM)
em 50 mM de tampédo fosfato (100 mmol / L; pH 7,5). Em cada poco da placa foram
adicionados 40 pL da enzima xantina, 15 pL do EEP (200 - 12.5 ug/mL), DMSO (controle
negativo), ou alopurinol (padréo) que foram incubados por 5 minutos a 37° C. Entdo, 95 pL
do reagente 1 foi adicionado a mistura e incubado novamente por 30 minutos a 37 ° C . A

absorbancia foi medida no leitor de microplaca (DTX 800, Beckman, CA, USA) a 295 nm.
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Posteriormente, 150 uL do reagente de &cido urico foi adicionado a mistura e a absorbancia
foi medida novamente. A porcentagem de inibicdo da atividade da xantina oxidase foi

calculada de acordo com a férmula:

% de |nibig5.0 = 100 = (AZ'A]_/ AbS contr0|e) X 100

4.6.5 Teste de inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ECA)

A atividade de inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ECA) foi
determinada pelo método fluorimétrico indireto, descrito por Serra et al., (2005), com
adaptacdes. A solucdo da ECA foi obtida a partir de um extrato acetonico de pulméo de
coelho (Sigma) na concentragdo de 100 mg/mL em tampé&o fosfato (5mM; pH: 8,0). O teste
de inibicdo da ECA foi determinada pela inibi¢do da liberacdo do dipeptidio-L-histidina-L-
leucina (His-Leu) formado apds hidrélise do substrato tripeptidico sintético Hipuril-L-
histidina-L-leucina (Hip-His-Leu) (5 mM) pela ECA. O dipeptideo His-Leu formado foi
acoplado uma substancia fluorescente, o orto-ftaldialdeido (2% em metanol; 10mL) e a
fluorescéncia resultante foi quantificada por fluorimetro (excitacdo = 360 nm e emissdao=500
nm).

O teste procedeu-se da seguinte forma: Em pocos distintos foram adicionados 10 pL
do EEP ou tampdao fosfato (controle) ou Captopril (padrdo) para entdo ser adicionado 40uL da
solucdo enzimatica. Ap6s 5 minutos de incubacdo a 37° C foi adicionado 50 pL do Hip-His-
Leu e incubado por uma hora a 37° C. Em seguida foi adicionado 150 uL de NaOH (0,28 M)
e 15 uL de orto-ftaldialdeido (2% em metanol) e a reagdo foi novamente incubada por trinta
minutos no escuro e a temperatura ambiente. Posteriormente, 50 uL. de HCl (3N) foi
adicionado e a reacdo incubada por mais trinta minutos no escuro. Por fim, foi efetuada a
centrifugacdo da microplaca a 2000 rpm por 10 minutos, onde 200 pL. do sobrenadante foi

transferido para um placa escura e efetuado a leitura no Leitor de Elisa (DTX 800, Multimodo
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Detector, Beckman Coulter) em excitacdo = 360 nm e emissdo=500 nm. O célculo de

porcentagem de inibicéo foi:

% InIbIQéO = 100 = (AbS amostra /AbS contro|e) X 100

O extrato com atividade inibidora de ECA superior a 50% sofreu dilui¢des seriadas a
partir de 10 mg/mL.

4.7 Experimentos in vivo

4.7.1 Animais de experimentagéo

Foram utilizados 42 ratos machos (Rattus norvegicus), da cepa Wistar, pesando entre
200-350g nos experimentos de toxidade (n=12) e presséo arterial (n=30). Esses animais foram
provenientes do biotério Central do Campus da Universidade Federal do Amazonas (UFAM).
Todos os animais foram mantidos em gaiolas de plastico com maravalha de pinho
autoclavada, sob o ciclo claro-escuro de 12 horas, mantidos em condic¢des controladas de
temperatura (21° C) com livre acesso a agua e racdo apropriada para roedores. Todos 0s
protocolos experimentais seguiram estritamente as normas internacionais de cuidados com
animais de laboratdrio e estavam de acordo com as normas preconizadas pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (CEEA) - UFAM. Este projeto foi devidamente submetido e
aprovado pelo CEEA-UFAM sob o numero de protocolo n® 77/2012, atendendo as normas de
cuidados com animais.

4.7.2 Avaliacédo da toxicidade aguda do EEP

Os testes de toxidade aguda foram realizados de acordo com o0s critérios
estabelecidos pela Resolucdo n°. 90 de 16 de marco de 2004 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e Parra et al., (2001) com adaptagdes. Os animais (n=12) em
jejum de 1-2 horas foram divididos em dois grupos: Grupo 1: Ratos que receberam o EEP na

dose unica de 2 g/kg (v.0) e Grupo 2: Ratos Wistars controle que receberam solucéo salina
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(0,9%; v.0) seguindo as mesmas condi¢bes experimentais. O volume maximo administrado
foi de 0,1 para cada 100 g/peso.

Ap0s a administracdo do EEP/salina, os animais foram observados acuradamente por
60 minutos em gaiolas individuais, tendo a bandeja coberta com papel branco. O periodo de
observacao ocorreu durante as primeiras 48 h até o 14° dia apds a administracdo. Durante esse
periodo foi realizado alguns testes para avaliacdo da toxidade, como os testes de coordenacéo
motora, reflexo corneal, resposta ao aperto da cauda, marcha (ataxia) e ténus muscular.
Também foram avaliados parametros comportamentais como o estado de consciéncia,
irritabilidade, resposta ao toque, presenca de alteracbes relacionadas ao sistema nervoso
(tremores, convulsdes, sedacdo, analgesia, anestesia, lacrimejamento, ptose palpebral,
defecacdo, poliuria, piloerecdo, hipotermia, ritmo respiratorio), alteracdes no peso corporal,
quantificacdo do consumo de agua e racdo, letalidade e reversibilidade dos sintomas, usando-
se a metodologia modificada proposta por Malone e Robichaud, (1983).

Ao final do teste, os animais foram anestesiados com cetamina (90 mg/kg, i.p) e
xilazina (10 mg/kg i.p) procedendo-se a coleta de sangue caudal, para obtencdo do plasma e
avaliacdo dos parametros bioquimicos. Nesse estudo ndo se objetivou o célculo da dose letal
mediana (DLso), pois segundo Svendsen (1978), essa determinacdo tem caido em desuso na
maioria dos paises, sendo substituida por outros estudos de toxidade, especialmente o
emprego de doses fixas.

4.7.3 Inducéo da hipertensdo renovascular em ratos e tratamento farmacolégico

Para a obtencdo de ratos com hipertensdo renovascular (2R1C) foi utilizada a técnica
descrita por Goldblatt et al., (1934). Primeiramente, os ratos foram anestesiados com a
combinagdo de cetamina (90 mg/kg, i.p) e xilazina (10 mg/kg i. p) e apos atingir o plano
anestésico, os animais foram colocados numa prancha de madeira de 30 x 35 ¢cm e fixados

com fitas adesivas nas 4 patas. A seguir, foi realizada a tricotomia dos pelos na parede
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anterior do abddmen e antissepsia com alcool iodado a 2%. Também foi colocado um pano
fenestrado que delimitou o campo operatorio. Os animais foram submetidos a uma
laparotomia mediana para exposi¢do do pedunculo renal e colocacdo de um clipe de prata (2 x
5 cm) com 0,2 mm de abertura na artéria renal esquerda. Os animais normotensos passaram
por uma cirurgia ficticia, onde sofreram o procedimento cirurgico, no entanto, ndo foi colado
o clipe na artéria.

No pos-operatério imediato, 0os animais receberam tratamento com antibidtico
(pencil pronto) em dose Unica por via intramuscular (1 mL/Kg). Além disso, 0s animais
receberam rifamicina sddica diariamente no local da incisdo, durante todo o periodo de
cicatrizacdo cirurgica (DIAS et al., 1999). Os animais operados foram mantidos em gaiolas
individuais e receberam racdo e agua ad libitum. A inducdo da hipertensdo renovascular e a
avaliacdo do efeito pressorico do EEP foram realizadas no laboratério de Fisiologia do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas da Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

A escolha desse modelo experimental foi baseada nos trabalhos publicados por
Lima-Landman et al., (2007) que consideram o rato Wistar como a melhor espécie animal
para se estudar os efeitos anti-hipertensivos de um extrato, uma vez que esse animal apresenta
reatividade vascular e funcdo renal muito semelhante as encontradas nos seres humanos.
Ademais, também foi selecionado o tratamento do extrato por via oral, pois essa via é
considerada a mais segura para testes farmacoldgicos de extratos desconhecidos.

Apo6s o procedimento cirurgico, 30 ratos machos foram divididos e distribuidos
aleatoriamente em cinco grupos experimentais como descritos abaixo:

Grupo Normotenso (2R) - Ratos normotensos, manipulados cirurgicamente (cirurgia
ficticia) que receberam veiculo (salina, 0,9%; v.0) ap0s a terceira semana da cirurgia.

Grupo Hipertenso salina (2R1C)—>Ratos com hipertensdo renovascular que

receberam veiculo (salina, 0,9%; v.0) apds a terceira semana da cirurgia.
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Grupo Hipertenso EEP 150 mg/kg/dia (EEP150) ->Ratos com hipertensdo
renovascular que receberam EEP na dose de 150 mg/kg/dia; v.o, apds a terceira semana da
cirurgia.

Grupo Hipertenso EEP 300 mg/kg/dia (EEP300) ->Ratos com hipertensdo
renovascular que receberam EEP na dose de 300 mg/kg/dia; v.o, apds a terceira semana da
cirurgia.

Grupo Hipertenso Enalapril 20 mg/kg/dia (ENAL)-> Ratos com hipertensdo
renovascular que receberam enalapril na dose de 20 mg/kg/dia; v.0, ap0s a terceira semana
da cirurgia.

As doses das substancias administradas foram ajustadas de acordo com o peso dos
animais, que foram pesados duas vezes por semana. O periodo de tratamento de todos os
grupos experimentais compreendeu 21 dias ininterruptos ap6s a terceira semana da clipagem
da artéria renal ou cirurgia ficticia, no caso do Grupo 2R. O tratamento de todos os grupos foi
via gavagem, ou seja, injetado diretamente no es6fago por meio de uma cénula introduzida
pela cavidade oral (RODRIGUES, 2005). Conforme Lima-Landman et al., (2007), o volume
maximo administrado ndo ultrapassou 1 mL/kg. Para obter uma adequacdo do procedimento
de gavagem, todos os animais controle (Grupo 2R e 2R1C) receberam 0 mesmo volume de
veiculo e as aferi¢cdes pressoricas foram realizadas antes do procedimento de gavagem a fim
de ndo estressar o animal. Ademais, tanto o0 EEP como o enalapril foram diluidos em solucéo
salina (0,9%).

4.7.4 Determinagdo da presséo arterial sistolica de ratos Wistars

A presséo arterial sistolica foi determinada de forma ndo-invasiva por pletismografia
de cauda (“tail-cuff”’) acoplado a um medidor de pressdo digital modelo LE 501 (Lettica
PanLab, Barcelona, Espanha) (Lima-Landman et al., 2007). A presséo arterial caudal foi

aferida antes e apds a cirurgia de implante do clipe na artéria renal até a sexta semana,
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respeitando um periodo de sete dias apds o procedimento cirdrgico. Durante o periodo de
tratamento, a presséo sistolica foi verificada 3 vezes por semana.

Para a afericdo da PS, o animal foi previamente aquecido em estufa entre 40° e 45° C
durante 10 minutos. Este método foi utilizado por ser amplamente empregado, depender de
técnica simples, ser rapido e ndo necessitar do uso de anestésico (DIAS et al., 1999). As
afericOes pressoricas foram reproduzidas em média 5 vezes para confirmagdo dos dados e
para adaptacdo dos animais. Foram considerados hipertensos 0s animais que apresentaram
pressdo arterial sistolica superior a 160 mmHg.

4.7.5 Quantificacdo da atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA) no
plasma de ratos normotensos e hipertensos (2R1C)

A quantificacdo da ECA no plasma de ratos foi realizada conforme o método de
Santos, Krieger e Greene (1985), que utiliza uma metodologia similar a descrita no teste de
inibicdlo da ECA. Para a realizacdo desse ensaio foi coletado o plasma dos animais
pertencentes aos Grupos 2R, 2R1C, GHE300 e GHenal. As amostras do sangue foram obtidas
por puncao cardiaca (apds anestesia profunda), onde aproximadamente 1 mL de sangue foram
coletados usando uma seringa heparinizada (500 Ul). Em seguida, o sangue foi centrifugado a
2500 rpm, durante 10 minutos. O plasma foi armazenado a -20°C, até 0 momento do teste. A
fluorescéncia relativa foi determinada nos grupos estudados.

4.7.6 Analise bioquimica plasmatica

Ao final dos experimentos com 0s animais, 0S mesmos foram anestesiados com 0s
mesmos anestesicos descritos acima e, aproximadamente, 2 mL de sangue, via puncéo
cardiaca foram coletados utilizando uma seringa heparinizada. O sangue foi coletado em
frasco e apos a coleta, centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos para a obtencdo do plasma,

que foi armazenado a -20°C até a sua utilizag&o.
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O plasma foi utilizado para determinar as concentracdes séricas de C-t, HDL, LDL,
VLDL, TG, glicose, creatinina, uréia, albumina, proteinas, &cido Urico, aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) por meio de Kits enzimaticos
especificos para cada substancia (BRANCO et al., 2011). Todas as analises foram
determinadas em analisador automatico Cobas Mira ® (Roche Diagnostics), usando Kits
BIOCLIN ® no laboratorio de atividade bioldgica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas.
Os animais foram previamente submetidos a jejum prévio de 12 horas, para evitar possiveis
interferéncias nas dosagens.

Apds a obtencdo direta dos valores de HDL, as concentracfes plasmaticas de LDL e
VLDL foram obtidas a partir da férmula de Friedewald, Levy e Fredrickson (1972): LDL
(mg/dL) =C-t -(VLDL + HDL), onde;VLDL (mg/dL) = TG /5.

4.8 Anélise estatistica

Os resultados dos experimentos foram expressos como média + desvio padrdo da
média. As multiplas comparacdes foram realizadas com o teste paramétrico One-way Anova
seguido do teste de Tukey ou Dunnett para maltiplas compara¢fes ou Two-way Anova
quando houver a necessidade de comparacdo dos dados com duas variaveis seguidos pelos
pos test Bonferroni. Diferengas entre dois grupos foram comparadas utilizando o teste t
pareado ou ndo pareado. Foram considerados estatisticamente significativos os resultados que
apresentaram probabilidade de ocorréncia da hipdtese nula menor que 5% (p<0,05). Todas as
analises foram realizadas usando o software GraphPad Prism 6.0. Para os testes in vitro, a
concentracdo inibitéria de 50% (Clsp) foi obtida por regressdo linear simples utilizado o
programa Microcal ™ Origin Versdo 6.0 da Microcal Software Inc., e os resultados foram

apresentados em forma de figuras e tabelas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse estudo foi evidenciado que extrato aquoso das folhas de E. punicifolia
apresentou varias propriedades medicinais envolvendo algumas das caracteristicas presentes
na SM.

5.1 Resultados dos ensaios in vitro

Os primeiros resultados mostraram que o EEP apresentou teor de fenodis e
flavonoides de 21,6 + 1,0 mg por equivalente de acido galico (GAE/g) e 2,62 + 0, 5 mg por
equivalente de quercetina (QE/g), respectivamente. Um estudo realizado por Reynertson et
al., (2008) com espécies de plantas do mesmo género, também demonstrou a presenca de
polifendis. O teor de fendis totais encontrados em extratos vegetais de outras espécies, como
na Caesalpinia spinosa foi de 0,5 mg por equivalente de &cido gélico (GAE/Q) e o de
flavonoides foi de 3,08 mg por equivaletente de catequina (QE/g) (SKOWYRA et al., 2013),
resultado este com menor teor de fenois e valores similares aos de flavonoides encontrado no
presente trabalho.

De acordo com Cai et al., (2004) existe uma correlacdo importante entre a atividade
antioxidante e os metabdlitos secundarios, incluindo o grupo de polifendis derivados de
plantas. Varios estudos expressam que as plantas medicinais sdo fontes ricas de antioxidantes
e, portanto, podem ser utilizadas como agentes terapéuticos (APEL; HIRT, 2004; ESPIN;
GARCIA-CONESA; TOMAS-BARBERAN, 2007).

Truong et al. (2007) identificaram que a capacidade antioxidante dos compostos
estudados era mais fortemente correlacionada com a presenca de fendis totais do que com o
teor de flavonoides, assim como reportado nesse estudo. Contrariando esse achado, alguns

autores revelaram que os flavonoides sdo 0s maiores grupos de constituintes ativos presentes
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no género Eugenia (LUNARDI et al., 2001; MAHMOUDI et al., 2009), juntamente com 0s
esterdides, terpenos, taninos e antraquinonas (CONSOLINI ; SARUBBIO, 2002).

Além de quantificar o teor de fendis e flavonoides, atividades antioxidantes
envolvendo ensaios quimicos também foram realizadas. Como apresentado na Tabela 4, o
EEP foi capaz de promover efeitos sequestradores de radicais livres de maneira concentracao-
dependente, e esses efeitos foram comparados com o acido galico e o acido ascorbico nas

mesmas COI’]CGH'[I’&QGGS.

Tabela 4. Atividade sequestrante de radicais livres pelo EEP expressa pelos valores da Clsg

AMOSTRA ABTS™ DPPH 0," NO
pg/mL pg/Ml pg/MlI mg/mL
EEP 10,5 + 1,2% 28,84 +0,5° 38,12+26° 2,36+06°
Acido Galico 1,030,1° 1,14+0,2° 11,67+0,5° 0,9+0,0°
Acido Ascérbico 4,84+0,3° 2,74+0,3° 89,545,3° 0,2+0,0°

Os valores representam média + desvio padrdo da média com leituras em triplicatas. Valores com letras
diferentes dentro da mesma coluna sio significativamente diferentes entre si (p<0,05). “p<0,05, denota diferenca
estatistica entre ABTS™ vs. DPPH'. Analise realizada pelo teste one-way ANOVA seguido do pos-teste de Tukey
para multiplas comparagdes. Clse-Concentracdo da amostra necessaria para varrer 50% dos radicais livres.

As atividades sequestradoras de radicais livres pelo EEP foram estatisticamente
menores (p<0,05) do que os antioxidantes conhecidos, tais como o éacido galico e o &cido
ascorbico (Tabela 4). No entanto, deve ser considerado que o EEP € um extrato bruto que
contém uma mistura de compostos que dificultam a comparagdo com substancias isoladas.

A capacidade antioxidante do EEP detectada pelo emsaio com ABTS™ foi
significativamente superior ao ensaio do DPPH’ (*p<0,05). De acordo com os achados de
Kim et al., (2002), esse resultado poderia ser justificado pelo fato de que o ensaio com

ABTS™ é baseado na geracdo de um radical azul ou verde, que é aplicavel a sistemas
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antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos, enquanto que o ensaio do DPPH" usa um radical
dissolvido em meio organico, que € mais aplicavel aos antioxidantes hidrofébicos. Como o
EEP é hidrofilico, a maior atividade sequestradora para o radical ABTS™ pode ser esperada.
Alguns estudos envolvendo a atividade antioxidante de vegetais também mostraram uma
menor capacidade antioxidante medida pelo ensaio do DPPH" quando comparado ao do
ABTS™ (FLOEGEL et al., 2011).

Um estudo comparativo sobre a atividade sequestradora do radical DPPH" a partir do
extrato de E. agregata e Stipitata mostraram valores de Clso de 74,1 ug/mL e 79,0 pg/mL,
respectivamente (REYNERTSON; BASILE; KENNELLY, 2005). Os estudos com extratos
de outras espécies vegetais, como o propolis, mostraram valores de Clso para ABTS ™, DPPH'
e O,  de 14,3; 31,8 € 9,9 pug/mL respectivamente (ILHAMI et al., 2010). Conforme observado
na tabela 4, a atividade antioxidante encontrada nos estudos supracitados foi inferior a
encontrada no presente estudo, mostrando que o EEP possui um potencial maior para essa
atividade.

A possivel explicagdo para a atividade antioxidante a partir de extratos vegetais pode
ser devido a presenca de diferentes compostos, tais como a vitamina C, vitamina E,
compostos fendlicos (flavonoides, acidos fendlicos e taninos), compostos nitrogenados,
tocoferdis e carotendides que protegem o corpo contra as EROS e ERNs (DIPLOCK et al.,
1998; MELO; LIMA; MACIEL, 2006). A bioatividade desses compostos deve-se a
capacidade de: quelar metais como o ferro e o cobre, inibir enzimas envolvidas na cascata
inflamatdria, inibir a oxidacdo e sequestrar radicais livres (ANTOLOVICH; PRENZLER;
PATSALIDES, 2002).

Estudos mostram que a SM esta associada a uma fracao elevada de LDL oxidado, o
que pode resultar no aumento do risco futuro de infarto miocardico (HOLVOET, 2008).

Portanto, fontes naturais com atividade antioxidante sdo importantes para a descoberta de
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novas moléculas que possivelmente tenham impacto sobre doencas que possuem o estresse
oxidativo como um de seus efeitos deletérios (SANTOS, 2006).

Além do potencial antioxidante quimico relatado acima, a atividade antioxidante
celular também foi estudada usando células embrionarias de fibroblastos de camundongos
(murinos) (3T3-L1). Estas células foram pré-tratadas por 30 min com 10 uM de DCF-DA e
lavadas com PBS. Depois as células foram tratadas com EEP em diferentes concentracdes
(25, 6,25 e 1,12 pg/mL) e em seguida os niveis de fluorescéncia foram medidos no
comprimento de onda de 485 nm de excitacdo e 520 nm de emissao.

Como resultado, observou-se que o EEP reduziu de maneira concentracao-
dependente os niveis intracelulares das EROS (94,6, 84,3 e 64,3%), quando utilizada trés
concentracdes do EEP (25, 6,25 e 1,12 pg/mL, respectivamente). Os valores de inibicdo da
oxidacdo a partir da quercetina (5 pg/mL) ndo foram significativamente diferentes quando

comparado ao EEP na concentragdo de 25 pg/mL (Figura 6).
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Figura 6- Atividade antioxidante do EEP medida pelo ensaio de DCF. Os resultados foram expressos em
percentual de inibicdo da oxidacéo e os valores representam as médias + DP de trés repeti¢des. Letras diferentes
significam diferencas estatisticas entre os grupos (p<0,05), através do teste one-way ANOVA seguido do pos-
teste de Tukey para multiplas comparaces.

Os estudos recomendam que a quercetina seja utilizada como droga padrdo nos
ensaios que quantificam a atividade antioxidante celular, pois trata-se de um composto puro,
de facil acesso e de boa estabilidade (WOLFE; LIU, 2007). A quercetina é um flavondide
importante na dieta, presente em diversos legumes, frutas, sementes, nozes, cha e vinho tinto,
com acao antioxidante robusta contra os efeitos maléficos do estresse oxidativo (FORMICA,;
REGELSON, 1995; RICE-EVANS; MILLER, 1996).

Wolfe e Liu (2007) também observaram que o aumento da florescéncia decorrente da
formacédo da diclorofluoresceina (DCF) também foi inibido por compostos fitoquimicos como
a quercetina e extratos de frutos de maneira concentracdo-dependente. O valor da Cls para a
quercetina foi de 5.5 uM. Portanto, a reducdo da fluorescéncia celular, quando comparada a
células controle (pogos com DCF e sem o inibidor), indica capacidade antioxidante do
extrato. Com base nesses resultados, pode-se dizer que o EEP é um antioxidante natural e
pode ser considerado de valor na prevencdo dos efeitos nocivos da producdo excessiva de
radicais livres no corpo humano, uma vez que eles sdo prejudiciais para a saude.

O potencial citotoxico do EEP também foi avaliado utilizando a mesma linhagem de

células do teste antioxidante celular (3T3-L1). As células foram tratadas com o EEP (50, 25, e
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12,5 yug / mL) e os resultados mostraram que nao ocorreram efeitos tdxicos, quando
comparados com a doxorrubicina, uma droga quimioterapica. Foi visto que apos 24, 48 e 72h,

a doxorrubicina (5 pg/mL) promoveu 47,3%, 71% e 78,5% de letalidade, respectivamente

(Figura 7).
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Figura 7- Citotoxicidade do EEP em células 3T3-L1. Células aderentes (5x10°) cultivadas em placas de 96 pocos
de cultura de tecidos. Os resultados foram expressos em percentual de viabilidade celular e os valores
representam as médias = DP de trés repeticbes. * (p<0,05; vs. controle, EEP). Analise pelo teste two-way
ANOVA seguido do pos test de Bonferroni. Controle (células tratadas com veiculo, DMSO); Doxo:
Doxorrubicina.

A realizacdo dos testes de viabilidade celular in vitro vem se tornando uma etapa
cada vez mais frequente a partir de materiais naturais, em especial de origem vegetal (DAVID
et al., 2007). Os ensaios de citotoxicidade in vitro devem ser os primeiros a serem realizados,
analisando-se a conveniéncia e importancia dos testes in vivo. De acordo com o Instituto
nacional do céancer, valores de Clsp < 30 ug/mL devem ser considerados significativos para
extratos brutos de origem vegetal, bem como valores de Clsp < 4 pg/mL para substancias
puras (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2011). Esses valores sdo relevantes para
considerar um extrato bruto promissor para posterior purificacdo e caracterizagdo de seus

constituintes ativos.



79

Nesse estudo, também se buscou avaliar o efeito do EEP sobre algumas

enzimas como a o-amilase, a-glicosidase e xantina oxidase por meio de ensaios in vitro

(Figura 8).
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Figura 8- Inibicdo da a-amilase, a-glucosidase and xantina oxidase. Inibicdo da a-amilase pela quercetina
(A) e pelo EEP (B); Inibigao a-glucosidase pela quercetina (C) e pelo EEP (D); Inibi¢&o da xantina oxidase
pelo alopurinol (E) e pelo EEP (F). Os dados foram expressos como Cls, (média + desvio padrdo da média
dos valores em triplicatas).

Como mostrado na Figura 8A ¢ 8B, o EEP inibiu a enzima a-amilase salivar de

maneira mais eficiente que a inibi¢do da quercetina, droga padrdo utilizada (Clso=122,8 £ 6,3
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pug/mL vs. 151,2 £ 9,3 ug/mL). Em relagdo a enzima a-glucosidase (Figura 8C e 8D), notou-
se que o EEP apresentou atividade inibitoria idéntica como ao da quercetina (Clsp=2,9 £ 0,1
pg/mL). Como observado, pode-se constatar que o EEP inibiu as atividades da a-amilase e da
a-glucosidase de maneira concentracdo-dependente. No entanto, a atividade sobre a enzima o-
glucosidase foi superior a da a-amilase. Ademais, o EEP ndo inibiu significativamente a
atividade da lipase quando testado até a concentracéo de 200 pg/mL. O percentual encontrado
foi de apenas 17,2 + 1,3%.

Ahmed, Chandra e Timmaiah (2009) acharam que o extrato da E. jambolana,
pertencente a familia Myrtaceae, também apresentou atividade inibitoria sobre as enzimas
digestorias. Os valores da Clso, para a a-amilase e o-glucosidase foram de 2,4 e 66,0 g/mL™,
respectivamente. No trabalho de KIM et al., (2011), o extrato do Allium cepa mostrou valores
inferiores aos encontrados no EEP do presensete estudo. Os valores de Clsp para a o-
glucosidase foi de 1,3 mg/mL ¢ o da a-amilase superiores a 3 mg/mL.

Diferente dos resultados encontrados na figura 8, outras pesquisas mostraram uma
predominancia de extratos com maior atividade biologica sobre a inibigdo da a-amilase. A
alta polaridade dos extratos confere a presenca de moléculas que possivelmente sdo capazes
de interagir de maneira mais eficiente com essa enzima, como as flavononas (KIM; LEE,
2006), taninos (KANDRA et al., 2004) e outros compostos polifendlicos (QIANG;
YUANPING; YAO, 2006).

Adyanthaya et al., (2010) relataram que o retardo na absorcao dos carboidratos pela
inibicdo de enzimas digestorias desempenha um papel chave no controle do Diabetes Mellitus
e pode explicar os efeitos hipoglicemiantes em modelos animais. Estudos indicaram que o
extrato metanolico das folhas de E. punicifolia produziu um efeito benéfico sobre o estado
diabético, melhorando o metabolismo dos carboidratos e das proteinas (BRUNETTI et al.,

2006).
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Jung et al. (2006) e Kim et al., (2011) afirmaram que compostos fendlicos e
flavonoides, como a quercetina, a isoquercetina e a rutina encontrados em extratos vegetais
tem potencial de inibir a enzima a-glucosidase e a a-amilase. Li et al., (2009) mostraram que
a quercetina apresentou uma atividade mais potente que a acarbose, uma droga antidiabética,
no controle da glicemia sanguinea. O mecanismo de acdo deveu-se a uma ligacdo da
quercetina com a o-glucosidase por meio de uma interacdo hidrofobica. As medidas de
cinética enzimatica mostraram uma inibicdo mista, tanto ndo-competitiva como competitiva.
A inibicdo da lipase foi considerada nao satisfatoria, pois segundo Slanc et al., (2009), um
percentual de inibicdo inferior a 40% é considerada irrelevante.

No que diz respeito a inibicdo da xantina-oxidase (XO), o EEP mostrou uma menor
atividade (Figura 8F) em compara¢do com o alopurinol (Figura 8E). Os valores de Clsg para o
EEP foram 23,5 £ 2,6 pg/mL e de 0,4 + 0,0 pg/mL para o alopurinol. A XO é uma
flavoproteina que catalisa a oxidacao da hipoxantina para a xantina e gera anions superéxidos
e acido Urico (ESPIN; GARCIA-CONESA; TOMAS-BARBERAN, 2007).

O resultado da menor inibicdo da XO pelo EEP pode ser explicado pela inibi¢cdo do
radical O,", uma vez que este € gerado durante o ensaio, podendo interferir no resultado
encontrado (ZAJACZ et al., 2007). Tem sido demonstrado que os inibidores da XO podem
ser Uteis para o tratamento de doencas hepaticas, gota e doencas cronicas, tais como 0 DM2,
que sdo causadas pela producdo de acido Urico e anion superéxido (HEBER et al. 2007; LIN;
HUANG; LIN, 2000). A XO é considerada uma importante fonte biologica de radicais
superdxidos que contribui para o estresse oxidativo nos organismos e esta envolvida em
varios processos patoldgicos tais como a inflamagdo, o céncer, a aterosclerose e o

envelhecimento (HALLIWELL et al., 1992).
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O potencial inibidor de extratos sobre enzimas, tais como a XO, a-amilase e o-
glicosidase, se devem a presenca de taninos no material vegetal (ZAJACZ et al. 2007).
McDougall et al., (2005) também concluiram que a presenca de taninos nos extratos
estudados poderia ser o fator responsavel pelo elevado potencial inibitério sobre as enzimas
a-amilase salivar e a-glucosidade. Segundo Galeno (2014), o extrato das folhas de E.
punicifolia possui cerca de 18,5 mg/g de taninos. Com base nessa pesquisa, podemos supor
que os efeitos do EEP apresentados na figura 8 devem-se em parte a presenca desses
compostos fendlicos.

Loo e Huang et al., (2007) ao estudarem as fracGes ricas em taninos extraidas de
Garcinia mangostana (Clusiaceae) sugerem que a interacao entre enzimas e 0S compostos
polifendlicos tem carater especifico e essa ligacdo depende mais da estrutura quimica,
principalmente da presenca de hidroxilas na posi¢do orto-fenol dos taninos do que do teor de
polifendis encontrado (HASLAM, 1996). A reacdo entre taninos e enzimas digestivas pode
permitir além dos efeitos hipoglicemiantes, alternativas que possam auxiliar no tratamento da
diabetes e da obesidade. A presenca de taninos no EEP e as atividades encontradas
demonstram atividade promissora do extrato como alternativa para controlar a incidéncia da
SM. Assim, a utilizacdo de fitoterapicos que atuem no combate da hiperglicemia poderia
representar uma inovacao terapéutica com uma possivel aplicagdo clinica importante.

Outro propdsito desse estudo foi verificar a atividade do EEP sobre a inibicdo da
ECA. Nos ensaios preliminares, os dados mostraram que na concentracdo de 0,3 mg/mL, o
extrato foi capaz de inibir em até 70,8% a atividade da enzima. Ja captopril, droga inibidora
do sistema renina-angiotensina, inibiu 83,6% a atividade da ECA, utilizando a concentracéo

de 0,003 mg/mL.
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Ap0s esse resultado inicial, utilizou-se repetidas concentracfes do EEP e do captopril
a fim de avaliar a Cls, ou seja, a concentracao responsavel por inibir 50% a atividade da

enzima (Figura 9A e 9B).
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Figura 9: Inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ECA) pelo extrato de E.punicifolia (A) e pelo captopril
(B). Os dados foram expressos como Clsy (média + desvio padrdo da média dos valores em triplicatas). As
concentragdes do E.punicifolia (EEP)/captopril foram diluidas conforme o volume final do poco da microplaca.

Conforme se pode observar na figura 9A acima, o EEP foi capaz de inibir a
atividade da ECA de maneira concentragdo-dependente, apresentando uma Clso de 24,3 + 0,7
pg/mL. O captopril que foi usado como substancia padrdo também foi capaz de inibir a ECA
e o valor da Clsy foi de 0,9 £ 0,1 pg/mL (Figura 9B).

Para efeito comparativo, os estudos de Akinyemi et al., (2013) reveleram que o
extrato aquoso de duas variedades de gengibre também inibiu a ECA de maneira
concentracdo dependente (25-125 pg/mL) e os valores encontrados foram uma Clso de 27,5
pug/mL e 87,0 pg/mL em relagéo ao extrato de gengibre vermelho e branco, respectivamente.
Wagner (1991) mostrou que flavonoides isolados das espécies Lespedezae capitata, Cistus

clusii e Amelanchier ovalis também apresentaram atividade inibidora da ECA, cujo percentual
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de inibicdo variaram de 37 a 66% utilizando concentracdes que variaram de 0,14 a 0,33
mg/mL. A completa inibicdo da ECA também ja foi vista a partir do extrato metandlico das
folhas de Musanga cecropioides utilizando a concentracdo final de 0,33 mg/mL. Frente a
esses achados, a atividade do EEP sobre a ECA ¢ considerada superior, pois as concentracfes
utilizadas variaram de 9,9 a 79 pg/mL.

Na literatura tem sido descritos alguns compostos derivados de plantas com
capacidade de inibir a atividade da ECA in vitro, entre eles: as proantocianidinas
(LACAILLE-DUBOIS; FRANCK; WAGNER, 2001, WAGNER, 1993;), taninos (UENO et
al., 1988), peptideos (WAGNER, 1993), xantonas (CHEN; LIN 1992), terpernoides
(MORIGIWA et al., 1986), e flavonoides (WAGNER, 1993; LACAILLE-DUBOIS et al.,
2001). Hackl et al., (2002) também verificaram que a quercetina também inibe a ECA. Eles
observaram que ao tratar animais com quercetina em diferentes doses, tanto por via oral como
via intravenosa, essa foi capaz de potenciar o efeito hipotensor da BK e reduzir o efeito
pressor da angiotensina | de forma similar ao captopril. Levando em conta a presenca de
alguns desses compostos antioxidantes no EEP, como os taninos (GALENO et al., 2014) e os
flavonoides, o efeito da inibicdo da ECA observado na Figura 9A pode ser explicado.

Conforme ja discutido na revisdo desse estudo, embora exista uma similaridade
estrutural dos dominios N e C da ECA, eles também séo sutilmente diferentes na
especificidade do substrato. Eles hidrolisam a BK de forma quase igual, no entanto, o
dominio C pode hidrolisar a Al e o substrato Hipuril-His-Leu de forma mais eficiente
(DEDDISH et al., 1998; FERNANDEZ, NESHICH; CAMARGO 2004). Uma vez que o EEP
possua esse composto com especificidade em inibir o sitio C da ECA, este ndo podera mais
hidrolisar o substrato tripeptidico sintético Hipuril-L-histidina-L-leucina (Hip-His-Leu) e,

consequentemente formar o dipeptideo L-histidina-L-leucina (His-Leu).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=H%C3%A4ckl%20LP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12174832
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Dentro da cascata enzimatica do SRA, a ECA remove o tripeptideo (Hip-His-Leu)
da angiotensina | para formar o octapeptideo fisiologicamente ativo, a All, um dos mais
potentes vasoconstritores conhecidos. A All também estimula a sintese e liberacdo de
aldosterona pelo cortex adrenal, 0 que aumenta a pressdo sanguinea em decorréncia da
retencdo de sodio e, assim, a retencdo de agua nos tubulos distais. Com base nessa teoria,
nosso estudo mostrou uma reducdo da fluorescéncia no ensaio de inibicdo da ECA, que foi
quantificada em fluorimetro. Conforme Nhiem et al., (2010), a inibi¢do da ECA por produtos
naturais pode ser uma estratégia importante para prevenir e tratar a SM relacionada a
hipertensao.

5.2 Resultados dos ensaios in vivo

Antes de iniciar-se a avaliacdo das atividades bioldgicas do EEP, ensaios de toxidade
aguda foram realizados. Nesse ensaio, um grupo de animais (ratos Wistar, n=6) receberam
uma dose Unica de 2 g/kg (v.0) de EEP diluido em solucédo salina e o outro grupo, recebeu
apenas veiculo (NaCl 0,9%), também uma Unica vez. A avaliacdo dos possiveis efeitos
toxicos do EEP foi realizada por um periodo ininterrupto de 14 dias.

Foi possivel observar que o EEP ndo causou efeitos tdxicos, assim como também néo
proporcionou nenhuma mortalidade nos animais estudados. As variaveis observadas foram:
sensibilidade, tdnus muscular, reflexo palpebral, equilibrio, analgesia e anestesia, que ndo se
mostraram alteradas durante os 14 dias de acompanhamento dos animais, frente ao grupo
controle. Esses resultados mostraram que nesta dose utilizada, também ndo ocorreram efeitos
neurotoxicos aparente. Em relacdo a variavel peso, consumo de agua e racdo também néo

houve diferencas estatisticas em relacdo ao grupo controle (Tabela 5).
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Tabela 5: Varidvel antropométrica e consumo dos animais durante o teste de toxicidade

aguda.
Grupo Peso (9) Consumo de agua (mL) | Consumo de rac¢éo (g)
Controle 303,4 +5,5° 333+18° 20,1+£0,9°
EEP 307,5+3,7° 312+12° 20,2+0,8°

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (n=6). Diferencas entre os grupos foram
avaliadas pelo teste t ndo pareado. Letras idénticas significam que ndo houveram diferencas significativas entre
0s grupos, p>0,05.

O EEP mostrou um equilibrio em relacdo ao peso e o consumo, frente ao grupo
controle (Tabela 5). Portanto, no contexto geral, fica resguardada a seguranca relativa do uso
popular do EEP até a faixa utilizada. O screening hipocratico é um ensaio bastante til e
comumente usado na triagem preliminar de plantas para detectar atividades farmacoldgicas e
toxicologicas. Na toxicidade aguda, os sinais de toxicidade sistémica sdo definidos a partir da
reducdo na massa corporal dos animais experimentais, reducdo nos consumos de agua e racao,
alteracbes no comportamento, apatia e ma condicdo da pelagem, como a presenca de pelos
arrepiados (TEO et al., 2002).

Segundo Botham (2002), o teste de toxicidade deve ser realizado quando se pretende
avaliar o potencial de novas substancias, uma vez que elas podem causar danos a salde
humana. Segundo a Resolugdo n°.90 de 16 de marco de 2004 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o tratamento oral de ratos e camundongos com extrato de
plantas utilizado até 2 g/kg ndo alteram significativamente o comportamento dos cobaios ou
induz sinais evidentes de toxicidade.

No experimento de toxicidade aguda, o EEP também n&o alterou as variaveis
bioquimicas analisadas, ndo causando danos renais ou hepaticos, segundo 0s parametros

avaliados, conforme observado na tabela 6 abaixo.
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Tabela 6: Parametros toxicoldgicos hepaticos e renais apds a administracdo do EEP

Variaveis biogquimicas

Grupos TGO TGP Albumina Uréia Creatinina | AU
(U/L) (U/L) (g/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)

Controle 206,2+33,9° 77,2+15,3% 2,98+0,1° 58,7+10,2° 0,92+0,2? 0,3+0,1°

EEP 202,0+36,4° 84,2+18,3° 3,08+0,1° 56,516,4° 0,98+0,2? 0,3+0,0°

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo da média (n=6). Diferencas entre os grupos foram
avaliadas pelo teste t ndo pareado. TGO (transaminase glutdmica oxalacética); TGP (transaminase glutamica
pirGvica); AU(Acido urico). Letras idénticas significam que nfo houveram diferencas significativas entre os
grupos. p>0,05.

Resultados similares também foram encontrados nos estudos de Victoria et al.,
(2012) e Pereira et al., (2013), onde o 6leo essencial das folhas da E. uniflora administrado
em camundongos e o0 extrato hidroetandlico de Morus alba (Moraceae) administrado em ratos
Wistars, também ndo exibiram efeitos toxicologicos agudos sobre as fungdes hepatica e renal,
sugerindo o uso dessas espécies na industria farmacéutica. Estudos toxicoldgicos a partir de
plantas sdo extremamente importantes para avaliar a relacdo risco/beneficio do seu uso, pois
esses dados trazem uma grande contribuicdo para a utilizacdo segura destes produtos para a
populacdo humana e animal (ALEXANDRE et al., 2008).

N&o é raro, a ocorréncia de intoxicacOes e efeitos colaterais relacionados ao uso de
plantas medicinais. Portanto, a crenca na "naturalidade indcua” dos fitoterdpicos precisa ser
avaliada e divulgada, pois muitas vezes essas informac6es dificilmente chegam ao alcance
dos usuarios, pois em sua maioria sao individuos de baixa escolaridade e acervo a cultura
(ALEXANDRE et al., 2008).

Apds confirmar a ndo toxidade do EEP nos ensaios in vivo e in vitro, o efeito do EEP
na pressdo arterial de ratos hipertensos induzidos (2R1C) foi estudado. Para tanto, ratos

normotensos foram tornados hipertensos cirurgicamente, por meio da colocagdo de um clipe
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de prata na artéria renal esquerda, caracterizando o modelo de hipertensdo renovascular
proposto por Goldblatt et al., (1934). A técnica de inducdo da hipertensdo arterial foi

considerada satisfatéria, como pode ser observado na figura 10 abaixo.
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Figura 10- Diferenca da presséo sistdlica (PS) entre os grupos normotensos (2R) e hipertensos induzidos (2R1C).
Os dados foram expressos como média + erro padrdo (n=7-10). Vs. Controle (2R). O teste utilizado foi o teste t
ndo pareado bicaudal. Letras diferentes significam que houveram diferencas significativas entre os grupos,
p<0,05.

Conforme observado na figura 10 acima, a PS aumentou de forma significativa nos
ratos submetidos a clipagem da artéria renal esquerda apds a 3% semana de cirurgia. A PS em
ratos normotensos variou de 140,1 + 1,6 mmHg para 206,1 + 6,9 mmHg (incremento de
47,1%). Esses achados séo similares aos dados da literatura que apontam que a hipertenséo ja
estava presente apés a 3? (ZHOU et al., 2014) e 4 2 semana (IRIGOYEN; KRIEGER, 1998)
da colocacdo do clipe na artéria renal.

A hipertensdo renal é uma causa comum de hipertensdo secundaria no homem,
decorrente da estenose da artéria renal e hiperplasia vascular. A redugdo do fluxo sanguineo
renal resulta em anormalidade do SRA, com aumento dos niveis plasmaticos de renina e
consequentemente Al, que conduz ao aumento subsequente da PA ((DE SIMONE et al.,
1992; YERRAM et al., 2012). O modelo de hipertensdo de Goldblatt (2R1C) em ratos € um

modelo padrdo de inducdo de HA, uma vez que apresenta algumas das similaridades
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encontradas na hipertensdo renal humana, sendo comumente usado para o screening de drogas
anti-hipertensivas (TRACY, 2011).

O efeito do EEP e do enalapril (uma droga anti-hipertensiva) na pressdo arterial dos
animais hipertensos induzidos também foram avaliados durante 21 dias ap0s o

estabelecimento da HA, conforme a figura 11 abaixo.
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Figura 11: Evolucéo da pressdo arterial sistolica (PS) entre os grupos. Os dados foram expressos como média +
erro padrdo da média (n=5-7). As multiplas comparagdes foram feitas pelo teste Two-way ANOVA seguida do
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pos- teste de Bonferonni vs. Grupo Hipertenso (2R1C) — (p<0,001) e as comparagdes entre dois grupos foram
realizadas pelo teste t ndo pareado. Grupo normotenso (2R); Grupo hipertenso (2R1C); Grupo hipertenso
enalapril 20 mg/kg/dia (ENAL); Grupo hipertenso extrato 150 mg/kg/dia (EEP150) e Grupo hipertenso extrato
300 mg/kg/dia (EEP300).

A PS de todos os grupos experimentais foi avaliada por seis semanas e observou-se
que a pressdo do grupo normotenso (2R) permaneceu relativamente estavel durante todo o
periodo do estudo e aumentou regularmente no grupo hipertenso (2R1C) até a 3% semana,
atingindo valores estaveis apds essa semana. Por essa razdo, optou-se por iniciar o tratamento
a partir dessa semana. Os animais hipertensos induzidos foram tratados com duas diferentes
doses do EEP (150 mg/Kg/dia e 300 mg/Kg/dia) ou enalapril (20 mg/Kg/dia) ap6s a
constatacdo da hipertensdo arterial (3% semana). No grupo EEP150, os valores da PS cairam
de 215,4 + 2,6 mmHg antes do tratamento (3% semana) para 168,7 + 0,3 mmHg na ultima

semana de tratamento (62 semana ) (reducdo de 21,7%). Esse grupo ao ser comparado com 0
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hipertenso (2R1C) apresentou uma queda significativa da PS apenas na 6% semana apds 0
tratamento (***p<0,001). Além disso, a queda pressérica observada ndo atingiu os valores
pressoricos observados nos animais normotensos (2R) tratados com solucao salina (0,9%).

Ja no grupo EEP300, os valores da PS cairam de 173,1 = 3,3 mmHg antes do
tratamento (3% semana) para 144,0 = 1,3 mmHg na ultima semana de tratamento (6% semana )
(reducéo de 16,8%). Ao comparar o grupo EEP300 com o grupo 2R1C os valores também
foram significativamente menores (" p<0,001) da terceira a sexta semana de tratamento.
Mesmo considerando que o grupo EEP300 apresentou valores de pressdo similares aos
encontrados no grupo 2R no final do tratamento, ndo houve diferenca significativa entre ele e
0 grupo EEP150 (p>0,05).

Ao se avaliar os resultados da PS do grupo que recebeu 20 mg/Kg/dia de enalapril, a
PS caiu de 202,2 + 0,7 mm Hg, antes do inicio do tratamento (3% semana) para 146,4 + 3,2
mmHg na ultima semana (6% semana) (reducdo de 38,1%). Os valores encontrados nesse
grupo também foram estatisticamente diferentes do Grupo 2R1C a partir da 3% semana de
tratamento (p<0,001), comprovando seu efeito hipotensor. Por fim, esses resultados
mostraram que tanto o grupo EEP150 como o EEP300 mostraram efeitos hipotensores, que
foram similares entre si e também em relacdo ao grupo Enal (p>0,05). Patel et al., (2011)
avaliaram o efeito do extrato metandlico da planta Passiflora nepalensis Walp. em ratos
normotensos e hipertensos renais utilizando diferentes doses do extrato (75, 150 e 225
mg/Kg/dia; i.v) e eles também observaram efeitos anti-hipertensivos de maneira dose-
dependente. Esses pesquisadores sugeriram que a atividade hipotensora devia-se ao bloqueio
do sistema renina-angiotensina, que € um dos mecanismos importantes causadores da
hipertensdo arterial.

Estudos similares, com os de Zhou et al., (2014), observaram efeito hipotensor dose

dependente ao estudar o extrato etandlico de Cydonia oblonga Mill. em ratos com hipertensédo
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renal e também sugeriram uma possivel relacdo com a inibicdo da ECA, que ndo foi
determinada. Eles constataram que o extrato reduziu os niveis plasmaticos e renais de All,
renina, endotelina, apelina e aumentou os niveis plasmaticos de 6xido nitrico.

Com base nesse resultado, outros mecanismos de acdo sisttmicos podem esta
envolvidos no efeito hipotensor. A ECA além de hidrolisar a Al em All, também degrada a
apelina, um pequeno peptideo expresso nos vasos sanguineos, coracdo e cerebro e pode
regular a contratilidade vascular e miocardica. Esse peptideo usualmente segue as
concentracdes de All, modulando o seu efeito pressor (NAJAFIPOUR et al., 2012). Alem da
apelina, outras substancias como a endotelina e o éxido nitrico podem sofrer alteracdes
mediante a administracdo de extratos de plantas. A endotelina contrai significativamente as
artérias coronérias e renais, elevando a PA e é uma das substancias vasopressoras potentes
conhecidas nos dias de hoje. J& o NO', sendo uma substancia vasorrelaxante derivado do
endotélio pode mediar a diminuicdo da entrada de Ca"™ no musculo liso vascular e também
ser um dos supostos mecanismos para os efeitos hipotensores encontrados em plantas
(NINAHUAMAN et al., 2007).

Buscando confirmar a participacdo do EEP sobre o sistema renina-angiotensina, a
atividade da ECA foi avaliada no plasma de animais normotensos e hipertensos tratados e nao
tratados (Figura 12). O objetivo desse teste foi de realizar uma comparacdo direta da
hipotensdo ocasionada pelo EEP e pelo enalapril com a reducdo da atividade da ECA no

plasma.
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Figura 12: Valores de Fluorescéncia relativa entre os grupos. Os dados foram expressos como média + desvio
padrdo da média (n=3-7). As multiplas comparacdes foram feitas pelo teste One-way ANOVA seguida do pds-
teste de Tukey e as comparac@es entre dois grupos pelo teste t ndo pareado. Letras diferentes significam que
houveram diferengas significativas entre os grupos (p<0,05) e letras idénticas que ndo houveram diferengas
significativas (p>0,05).

Como observado na figura 12 acima, a atividade da ECA estava presente em todos
0S grupos experimentais. A quantificacdo da ECA no grupo de animais tratados com EEP na
dose de 300 mg/Kg/dia ndo foi diferente da encontrada no grupo normotenso (2R) (p>0,05) e
foi estatisticamente diferente do grupo hipertenso (2R1C) (p<0,05). Esses resultados mostram
que a ECA provavelmente foi inibida pela acdo do extrato, visto que 0s niveis dessa enzima
encontravam-se elevados no grupo hipertenso ndo tratado (2R1C). Com rela¢do ao grupo
enalapril, verificou-se que a atividade da ECA foi similar ao grupo hipertenso (2R1C), ndo
apresentando reducdo significativa da ECA ap06s o tratamento.

Ninahuaman et al., (2007) determinaram a atividade da ECA no plasma de animais
normotensos tratados com veiculo e com extrato aquoso de Cecropia glaziovii Sneth na dose
de 0,5 g/kg/dia durante 60 dias. Eles observaram uma dispersdo da atividade da ECA
plasmatica, pois verificaram que esta se mostrava com atividade elevada, intermediaria e
baixa no grupo normotenso. Por esse motivo, eles ndo observaram alteracéo da atividade da
ECA plasmatica nos grupos normotensos ap06s 30 dias de tratamento como o extrato, embora

tenham observado efeito hipotensor a partir do 14° dia de tratamento em todos 0s grupos.
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Estes mesmos autores ao analisarem a atividade da ECA no grupo que recebeu captopril
(50mg/kg/dia), verificaram uma resposta dupla, uma inibicdo imediata da enzima (50%) que
atingiu um pico apds 1 hora da administracdo do farmaco e uma reversao lenta (120%)
decorrente de uma up-regulacdo apds 12 horas do tratamento. Com base nesse achado, a
atividade da ECA aumentada no grupo que recebeu enalapril (Figura 12), pode ser justificada
por essa up-regulacdo, uma vez que a coleta do plasma foi realizada ap6s um periodo superior
a 12 horas da ultima dose de enalapril administrado.

LIMA-LANDMAN et al., (2007), considera que se um extrato apresenta efeito
hipotensor e este ndo se correlaciona com a inibicdo de ECA plasmatica in vitro, muito
provavelmente o efeito possa ser devido a outros mecanismos de acdo, como o bloqueio do
influxo de Ca®* na musculatura lisa vascular, entre outros. Como descrito anteriormente, as
células endoteliais também desempenham relevante papel na regulacdo da vasomotricidade
(GEWALTIG; KOJDA, 2002).

O endotélio de todos 0s vasos sanguineos possui a enzima Oxido nitrico sintase
endotelial (eNOS), que uma vez ativada, converte a L-arginina em L-citrulina, uma substancia
inerte, e em NO’, um gas volatil que se difunde para a musculatura lisa vascular adjacente e
estimula a enzima guanilato ciclase citosolica para produzir o monofosfato ciclico de
guanosina (GMPc), responsavel pelo relaxamento das células musculares lisas, causando
vasodilatacdo (VANHOUTTE, 2003). O mecanismo de relaxamento envolve a diminuigéo da
concentragdo de Ca™" intracelular, pelo menor influxo de Ca™, inibigdo da liberagdo de mais
Ca"" do reticulo endoplasmatico e o aumento do sequestro de Ca*™" para esse mesmo reticulo
(GEWALTIG; KOJDA, 2002).

Com base na literatura, alem da potencial inibi¢cdo da ECA reportado nesse estudo,
outros mecanismos de acdo podem esta envolvidos no potencial hipotensor do EEP. Acredita-

se que um possivel efeito hipotensor do EEP esteja relacionado a esse potencial inibidor sobre
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a ECA, atuando por meio de mecanismos de acdo similares aos farmacos anti-hipertensivos
que atuam inibindo o sistema renina angiotensina.

Apos a avaliacdo do EEP sobre a PA e a quantificacdo da ECA no plasma dos
animais, a analise dos parametros bioquimicos dos grupos estudados também foi realizada

(Tabela 7).



Tabela 7: Variaveis bioquimicas entre os grupos hipertensos e normotensos
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Variaveis 2R 2R1C EEP150 EEP300 Enal

C-t (mg/dL) 59,2 +35% |1192+164° | 74+133° 61+6,38° 68 +8,7°
TG (mg/dL) 432+56° | 635+80° | 525+130%" | 30+104° | 38,0+10,1°
VLDL (mg/dL) 86+11° 127+18° | 119+14*° | 61+20° 76+20°
HDL (mg/dL) 268+34°% | 288+20°% | 31,8+47% | 283+26° | 304+40°
LDL (mg/dL) 249+13% | 652+20,7° | 395+69% | 289+89% | 31,7+4.2°
Glicose (mg/dL) 111,3+212%| 945+106° | 90,3+74% [994+150°| 635+9,6°"
TGO (U/L) 38,6 +1,8° | 39,7+11,0% | 159,2+332° | 265+3,2% | 117,0+43,1"
TGP (U/L) 223+ 682 | 204+ 130° | 56,5+ 11,0° | 169+ 532 | 77,0+ 135°
Uréia (mg/dL) 793+ 292 | 615+ 0,7° | 410+ 24° [ 569+ 84° | 541+ 88°
AU (mg/dL) 26+05° 24+00° 0,9+0,2° 23+0,1° 0,7+0,3°
Creatinina (mg/dL) 0,8+0,2° 0,7+0,0° 0,4+0,0° 0,7+0,1° 0,5+0,0°
Proteinas totais (g/dL) | 4,6 +0,3°% 56+0,9° 6,2+04° 49+0,6° 57+0,3%
Albumina (g/dL) 23+ 04° 25+ 0,1° 28+ 02% | 23+06° | 27+ 037

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo (n=5-7). As mdltiplas comparagdes foram feitas
pelo teste One-way ANOVA seguida do pds- teste de Tukey e as comparacdes entre dois grupos pelo teste t ndo
pareado. Letras diferentes significam que houve diferencas significativas entre os grupos (p<0,05) e letras
idénticas que ndo houve diferengas significativas (p>0,05). Colesterol total (C-t); Triglicerideos (TG);
Lipoproteina de muita baixa densidade (VLDL); Lipoproteina de baixa densidade (LDL); Lipoproteina de alta
densidade (LDL); TGO (transaminase glutdmica oxalacética); TGP (transaminase glutdmica pirdvica); AU
(Acido drico); Grupo normotenso (2R); Grupo hipertenso (2R1C); Grupo hipertenso enalapril 20 mg/kg/dia
(ENAL); Grupo hipertenso extrato 150 mg/kg/dia (EEP150) e Grupo hipertenso extrato 300 mg/kg/dia
(EEP300).

Conforme se pode observar na tabela 7, os valores do C-t aumentaram apos a inducéao
da hipertensdo em relacdo aos outros grupos (p<0,001). O tratamento com EEP, em ambas as
concentracdes, ou enalapril foram capazes de reduzir esses valores de forma significativa
(p<0,001). Entrementes, o EEP na dose de 300 mg/Kg apresentou uma reducdo mais
pronunciada (48%), frente ao grupo tratado com EEP na dose menor (37,95%) e ao grupo
tratado com enalapril (42,9%). Conforme Melo et al.,, (2012), a faixa de colesterol
considerada normal para ratos varia de 55-79 mg/dL.

Em relacdo aos TG e ao VLDL estas variaveis também se mostraram aumentadas
apo6s a inducdo da hipertensdo (incremento de 47% vs. Grupo normotenso, p<0,001). O
tratamento com EEP na dose maior foi capaz de reduzir os niveis de TG e VLDL em
aproximadamente 52% (p<0,001) frente a apenas 40% do grupo tratado com enalapril
(p<0,01). No que diz respeito ao HDL nédo houve diferengas significativas entre 0s grupos,

mas quanto ao LDL, este aumentou 161,8% apds a inducdo da hipertensdo (p<0,01 vs.
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normotenso) e foi reduzido em 55,7%, 39,4% e 51,4% ap6s o tratamento com EEP na dose
maior, menor e ap6s a administracao do enalapril, respectivamente.

Alguns autores consideram que os inibidores de ECA apresentaram efeitos benéficos
no metabolismo lipidico. Nandeesha, Purushothaman e Madanmohan (2009) observaram que
um grupo de pacientes hipertensos que receberam tratamento com enalapril por oito semanas
apresentaram uma reducdo significativa nos niveis de C-t, TG e VLDL. Essas atividades
foram atribuidas a melhora da funcéo endotelial, pois tem sido relatado que a elevacdo dos
acidos graxos livres prejudica a funcdo endotelial por reduzir a biodisponibilidade de éxido
nitrico (OLTMAN et al., 2008). Hernandez et al., (2003) relataram que outros anti-
hipertensivos como o0s antagonistas de calcio, por possuirem propriedades antioxidantes,
reduzem a oxidacdo do LDL e o seu influxo na parede arterial.

Ja Turhan et al., (2014) consideram que os inibidores de ECA podem modular a
expressao génica dos adipdcitos e aumentar 0s niveis de adiponectina, que apresenta um papel
relevante no metabolismo lipidico, estando relacionada ao aumento do HDL e a reducdo dos
niveis de TG plasmaticos. Com base nesses dados da literatura, sugere-se que o EEP, por
possuir efeitos antioxidantes e atividade inibidora de ECA, possa ser responsavel pela
atividade hipolipidémica encontrada na tabela 7.

Outra classe de drogas que também possui efeitos hipolipemiantes sdo as estatinas,
bastante comum no tratamento das hiperlipidemias primarias e secundarias, que tem o
propdsito de diminuir os niveis das lipoproteinas plasmaticas ricas em colesterol e reduzir os
riscos de doenca arterial coronariana. O efeito redutor dos niveis de lipidicos se deve a
inibicdo da atividade da enzima HMG-CoA redutase, que tem a propriedade de bloquear a
conversdo do substrato da HMG-CoA em acido mevalbnico, inibindo os primeiros passos da

biossintese de colesterol (CAMPO; CARVALHO, 2007).
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Quanto a glicose, 0 EEP ndo reduziu os niveis glicémicos ap0s o tratamento, uma
vez que os valores ja estavam dentro dos parametros considerados normais (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2012; MELO et al., 2012). Ha evidéncias (HENRIKSEN,
1995) de uma reducéo da resisténcia insulinica determinada pelos inibidores da ECA ao nivel
da musculatura esquelética a partir de um aumento do oxido nitrico mediado pela BK. O
aumento no fluxo sanguineo desencadeado por um IECA para as ilhotas pancreaticas melhora
a perfusdo das células B, e reduzem a vasoconstricdo mediada pela All no pancreas (LEUNG,
2003). A reducdo da RI no figado e adipdcitos causa uma reducdo na producdo hepética de
glicose e diminuicdo dos niveis dos acidos graxos livres circulantes (TORLONE, 1991).

O EEP néo causou dano das células hepaticas e renais, visto que os valores de TGO,
também conhecida com enzima aspartato aminotransferase (AST) e TGP ou alanina
aminotransferase (ALT), que sdo indicadores séricos da funcdo hepética e renal estdo dentro
da faixa considerada normal para ratos Wistars. Segundo Melo et al., (2012), a faixa padrao
para o TGO varia de 81-180 U/L e TGP de 36-58 U/L

Os valores de uréia, aqui relatados, divergiram entre os grupos, e também foram
diferentes dos encontrados em outros estudos, cujo valores variaram de 30-42 mg/dL (MELO
et al., 2012). Ja os niveis de creatinina foram similares entre os grupos (p>0,05) e também aos
valores observados em outros estudos (0,44-0,64 mg/dL) (BRITO et al., 2005; MELO et al.,
2012). Tanto a creatinina como a uréia sdo compostos, em sua maioria, endégenos, que sdo
filtrados pelos rins e excretados por eles, tornando-se substancias indicadoras da fungéo renal
(BRITO et al., 2005).

A elevacdo dos niveis séricos da uréia observados na tabela 7 pode ser explicada pela
lesdo tecidual renal causada pela isquemia decorrente da colocagdo do clipe na artéria,

causando lesGes no parénquima renal e diminuindo a capacidade de filtragdo dos rins.
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Portanto, podemos descartar a possibilidade de toxidade renal pelo EEP, uma vez que o0s
efeitos observados sao inerentes ao delineamento experimental.

Os niveis de acido Urico também encontrados na tabela 7 estdo em conformidade
com dados da literatura e se enquadram dentro da faixa de normalidade para ratos (0,9-2,0
mg/dL), assim como também os de proteinas totais (5,4-6,6 g/dL) e albumina (2,8-6,1 g/dL)
(MELO et al., 2012). Com base nesses achados bioquimicos, o tratamento com EEP nos
ensaios in vivo, confirmou a nao toxidade do mesmo, assim como efeitos hipolipemiantes.

A massa corporal dos animais também foi verificada duas vezes por semana durante
todo o periodo experimental. Ao final da 6% semana, observou-se um ganho de peso em todos
0S grupos, que ocorreu conforme o aumento da idade dos animais. No entanto, o ganho de
peso foi menor no grupo que recebeu EEP150 (9%) e EEP 300(6%), quando comparado aos
grupos controles 2R (11,8%), 2R1C (11,9%) e ENAL (21,8%). Outros estudos também néo
verificaram efeito redutor de massa corpdrea ao se utilizar um inibidor de ECA (OLTMAN et
al., 2008).

Sugere-se que os resultados reportados no presente estudo sejam em decorréncia da
presenca de principios ativos no EEP, como compostos antioxidantes (fendis e o0s
flavonoides) que atuam inibindo enzimas chaves do metabolismo dos carboidratos e a ECA.
Dessa forma, o EEP pode ter efeito benéfico na sindrome metabdlica, uma vez que a

dislipidemia, o estresse oxidativo e a hipertenséo arterial estdo geralmente presentes.
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6 CONCLUSAO

O extrato aquoso das folhas de E. punicifolia (EEP) apresentou atividade
sequestrante dos radicais livres ABTS™, DPPH e O, e atividade antioxidante em fibroblastos
murinos, ndo evidenciando efeitos citotoxicos.

O EEP inibiu enzimas relacionadas ao metabolismo dos carboidratos, como a a-
amilase e a a-glucosidase e também apresentou inibicdo sobre a atividade da enzima
conversora de angiotensina (ECA).

O EEP néo causou toxicidade aguda renal, hepética ou neurotdxica até a dose de 2
0/Kg, assim como também ndo proporcionou nenhuma mortalidade nos animais estudados
apos o tratamento crénico usando doses de 150 mg/kg/dia e 300 mg/kg/dia.

O tratamento com o EEP causou efeitos hipolipemiantes e hipotensores em ratos
Wistars hipertensos renais induzidos (Goldblatt 2R1C). A reducdo da pressao sistolica foi
correlacionada com a diminuicdo atividade da ECA no plasma.

Em sintese, os resultados aqui apresentados sustentam a utilizacdo popular da E.
punicifolia como hipoglicemiante, e mostraram, pela primeira vez, uma a¢do hipolipemiante e
hipotensora que podem esta associada a presenca de compostos fendlicos e flavonoides
encontrados na espécie. Dessa forma, considerando a vantagem de efeitos antioxidantes,
hipoglicemiantes, hipotensores e hipolipemiantes, assim como a auséncia de sinais clinicos de
toxidade, sugere-se que o EEP possa gerar um produto biotecnoldgico (vide perspectivas
futuras), auxiliando na ampliacdo do mercado de fitoterdpicos, por apresentar grande
potencial para ser utilizado como terapia adicional as drogas convencionais utilizadas no
tratamento e prevencdo da sindrome metabdlica. Essa pesquisa pode fundamentar estudos

clinicos posteriores para melhor avaliar o potencial do EEP sobre o perfil da SM.
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