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APRESENTACAO

A obra “Consolidagéo do potencial cientifico e tecnologico das Ciéncias Bioldgicas
— volume 2” que aqui apresentamos, trata-se de mais um trabalho dedicado ao valor dos
estudos cientificos realizados pelo campo promissor das Ciéncias Bioldgicas.

As Ciéncias Biolégicas constituem uma vasta area de conhecimento com
aplicabilidade direta no dia-a-dia da populacdo. O avancgo desta area representa inUmeras
possibilidades no campo do desenvolvimento social, ja que este campo se correlaciona
diretamente com a saude coletiva, educagéo, pesquisa basica e aplicada dentre outros, ja
que a Ciéncias Bioldgicas € a area que tem como objetivo estudar todos os tipos de vida:
flora, fauna, seres humanos e animais, desde a escala atbmica até a taxonomia.

A consolidacdo desta area é ainda fundamental na descoberta de aplicacdes de
organismos na medicina, e seu potencial cientifico no desenvolvimento de medicamentos
e na industria, em areas de fabricagdo de bebidas e de alimentos.

Como principais aspectos teméaticos, abordados neste volume, temos os estudos
sobre aclimatagdo aquatica, biologia experimental, perfil epidemiolégico, acidente
domésticos, plantas medicinais, coagulacéo sanguinea, atividade antimicrobiana, fungos,
mucosa intestinal, cirurgia bariatrica, ensino-aprendizagem, coleta de residuos sélidos,
gestao publica, Sistemas de Informagédo geografica, meio ambiente, politicas publicas,
tecnologia, biodiversidade, inovagéo, fitoterapicos, produtos naturais,

Essa € uma premissa que temos afirmado ao longo das publica¢cdes da Atena
Editora: evidenciar publicagbes desenvolvidas em todo o territério nacional, deste modo,
este e-book da area de Ciéncias Biol6gicas tem como principal objetivo oferecer ao leitor
uma teoria bem fundamentada desenvolvida pelos diversos professores e académicos de
todo o territério nacional, maneira concisa e didatica.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: Syzygium cumini L. Skeels é uma
planta medicinal extensamente empregada para
o tratamento de desordens cardiovasculares.
Realizamos a prospecgéo farmacolégica para
a validagao cientifica do uso medicinal. Nesse
contexto, este estudo avaliou a capacidade do
extrato hidroalcoolico das folhas (EHSC), fragéo
cloroférmica (FC) e acetato de etila (FAE) em
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promover relaxamento vascular em artérias de resisténcia de ratos. Para tanto, os anéis
de artéria mesentérica superior sem endotélio foram colocados em fio de aco inoxidavel
e posteriormente inseridos em banhos de 6rgdos contendo solugdo fisiologica aquecida
continuamente mantida com carbogénio. Apds estabilizacdo da preparagéo, a capacidade
vasodilatadora do extrato e fragdo foram avaliadas. As adi¢cbes cumulativas de EHSC (0,1 a
10 mg/mL) causaram uma resposta relaxante dependente da concentragéo, em preparagdes
contraidas por noradrenalina (NE) ou cloreto de potassio. Em continuidade, a FC (0,1 a
1,0 mg/mL) exibiu notavel atividade relaxante em preparacbes pré-contraidas com NE, de
forma dependente da concentracéo, melhor que a resposta relaxante obtida para a FAE nas
mesmas concentragdes, sendo esta proporcional a do EHSC. Ainda, incubagéo de FC (0,25
e 0,5 mg/ml) reduziu de maneira dependente de concentra¢do a contragdo maxima induzida
pelo calcio na artéria mesentérica, com significante desvio para a direita. Os resultados
indicam que S. cumini atua como um agente relaxante vascular e interfere na capacidade de
resposta contratil da célula do musculo liso vascular, provavelmente atuando na regulagao
dos niveis intracelulares de calcio.

PALAVRAS - CHAVE: Syzygium cumini, Plantas Medicinais, Anti-hipertensivo, Canais de
célcio.

SYZYGIUM CUMINI: AMEDICINAL PLANT WITH VASORELAXANT PROPERTY

ABSTRACT: Syzygium cumini L. Skeels is a medicinal plant widely used for the treatment of
cardiovascular disorders. We carry out pharmacological prospecting for scientific validation
of medicinal use. In this context, this study evaluated the ability of hydroalcoholic leaf extract
(HESC), chloroformic fraction (CF) and ethyl acetate (AEF) to promote vascular relaxation in
rat resistance arteries. For this purpose, the upper mesenteric artery rings without endothelium
were placed in stainless steel wire and subsequently inserted in organ baths containing
saline solution continuously maintained with carbogen. After preparation stabilization, the
vasodilator capacity of the extract and fraction were evaluated. Cumulative additions of HESC
(0.1 to 10 mg / mL) caused a concentration-dependent relaxing response in preparations
contracted by noradrenaline (NE) or potassium chloride. In continuity, the CF (0.1 to 1.0 mg /
mL) exhibited remarkable relaxing activity in pre-contracted preparations with NE, depending
on the concentration, better than the relaxing response obtained for the AEF in the same
concentrations, being this proportional to that of the HESC. In addition, FC incubation (0.25
and 0.5 mg / ml) reduced the maximum contraction induced by calcium in the mesenteric
artery in a concentration-dependent manner, with a significant shift to the right. The results
indicate that S. cumini acts as a vascular relaxing agent and interferes with the contractile
response capacity of the vascular smooth muscle cell, probably acting in the regulation of
intracellular calcium levels.

KEYWORDS: Syzygium cumini, Medicinal plant, Antihypertensive, calcium channels.

11 INTRODUGAO

Globalmente, as doencas cardiovasculares sao responsaveis por aproximadamente

17 milhdes de mortes por ano. Destes, complicacoes da hipertensdo sdo responsaveis
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por 9,4 milhGes mortes em todo o mundo todos os anos. A hipertenséo € responsavel por
pelo menos 45% das mortes devido a doencga isquémica do coracao e 51% das mortes por
acidente vascular cerebral (OMS, 2013).

O objetivo do tratamento anti-hipertensivo é atingir niveis ideais de pressédo arterial
durante a terapia para reduzir complicagbes relacionadas a hipertensdo. A pesquisa
literatura indica que metabdlitos secundarios de ervas e especiarias exibem efeitos anti-
hipertensivos, contribuindo para reduzindo os niveis de presséo arterial € minimizando
suas complicagdes (AL DISI et al., 2016).

A espécie Syzygium cumini L. Skeels (Figura 1) é nativa dos tropicos e pertencente
a familia Myrtaceae, ocorrendo predominantemente na Asia, e é uma das espécies
mais conhecidas e mais frequentemente cultivadas (AYYANAR; SUBASH-BABU, 2012;
MAZZANTI et. al, 2003).

E bastante difundida nos estados do Norte, Nordeste e Sudeste do Brasil, e bastante
utilizada como forma alternativa de tratamento para diversas doencas pela populacéo,
que ja conhece alguns efeitos benéficos que a planta apresenta, onde séo utilizadas na
preparacdo as cascas, folhas, frutos e sementes. Utiliza-se também varias preparacdes
farmacéuticas desta planta como, por exemplo, extrato aquoso ou alcodlico, decocgéo ou
sumo bruto (MIGLIATO et. al, 2009).

Estudos quimicos mostram que as folhas séo ricas em acido galico, metilgalato,
canferol, miricetina, acido clorogénico, quercetina e nilocitina (AYYANAR E SUBASH-BABU,
2012; MIGLIATO et. al, 2011). A literatura reporta que plantas medicinais ricas nesses
compostos exercem efeitos anti-hipertensivos, através da combinacgéo dos vasodilatadores
e antioxidantes destas classes de compostos (MOHAMED, 2013; BONA, 2011, RIBEIRO
et al.,, 2014).

O presente estudo propés avaliar o extrato hidroalcéolico obtido das folhas secas e
sua fragcéo cloroférmica no leito vascular, mais especificamente analisando a capacidade
vasorelaxante de S. cumini em preparacdes de artérias de resisténcia isoladas de ratos,
a fim de validar essa planta medicinal como promissora no tratamento alternativo da

hipertenséo.

21 METODOLOGIA

2.1 Drogas utilizadas

Cloridrato de norepinefrina, acetilcolina e Cloreto de tetraetilaménio foram adquiridos
da Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, EUA). Todos os outros produtos quimicos eram de
alta pureza de grau analitico, sendo da Merck Darmstadt.
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2.2 Preparacao do material vegetal, obtencao do extrato e fracéo

As folhas de S. cumini foram coletadas no campus da Federal Universidade do
Maranhao (2 ° 33'11,7 “S 44 ° 18'22,7" W), Séo Luis, Brasil, em outubro de 2013. Um
exemplar de voucher foi identificado e depositado no herbario do “Prof. Dra. Berta Lange
de Morretes” Jardim de plantas medicinais, UFMA (n° 1069).

As folhas foram secas a temperatura ambiente e pulverizadas. O extrato foi preparado
por maceracgao do p6 da folha (300 g) em 70% de etanol (1: 3 w / v) e concentragdo em um
evaporador rotativo sob pressao reduzida a uma temperatura abaixo de 60 ° C e liofilizado.
O extrato assim obtido foi chamado de hidroalcoolico extrato de folhas de S. cumini (EHSC)
com peso seco de 49,8 ge rendimento de 16,6% (RIBEIRO et al., 2014). Aliquotas de EHSC
foram mantidas a 4°C, protegidas da luz, até mais uso experimental, quando EHSC em
p6 foi ressuspenso em agua nas concentracdes desejadas. O EHSC foi particionado por
sequencial extracdo usando hexano, cloroformio (FC) e acetato de etila (FAE). Avaliamos
os efeitos do EHSC, FC e FAE. A FC e FA foram evaporados, com um rendimento de 5,2%
e 34,6%, respectivamente, testadas para avaliar o efeito vasorrelaxante. Neste estudo, a
triagem fitoquimica para de menor polaridade revelou a presenca de fendis.

2.3 Animais

Ratos machos espontaneamente hipertensos com 12 semanas de idade (SHR) ou
normotenso (Wistar), Rattus norvegicus, pesando 250 a 300 g, obtidos no biotério da UFMA.
Os animais foram alojados sob condi¢des controladas de temperatura (21 +£2 ° C) sob um
ciclo claro-escuro de 12 h, com ragé@o e agua disponivel ad libitum. Todos os protocolos
experimentais foram revisados e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
UEMA, Brasil (NUmero 17/2012) e todos os métodos neste estudo foram realizados de
acordo com as diretrizes aprovadas.

2.4 Testes farmacolégicos

2.4.1 Preparagéo de tecido

As preparagdes da artéria mesentérica foram obtidas conforme descrito por Borges
et al. (1999), onde segmentos de anel (3 a 5 mm) do superior artéria mesentérica foram
colocados entre fios de ago inoxidavel (50 um de didmetro) e imerso em uma camara de
banho de 6rgéos (5 mL) contendo solugéo nutritiva de Krebs (118 mM NaCl, 5 mM KClI,
1,2 MgCI2 mM, NaH2PO4 1,2 mM, NaHCO3 15,5 mM, CaCl2 2 mM, e Glicose 11 mM, pH
7,4) a 37 ° C, equilibrada com 5% de CO2 / 95% de O2. As preparagdes foram primeiro
equilibradas sob uma tensédo de 1,0 g e lavados em intervalos de 10 min, por 60 min.
Mudangas na tensado isométrica das preparagdes foram medidas com um transdutor de

forga isométrica (PowerLab, ADInstruments Pty. Ltd., Sydney, Australia). Devido a disfungao
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endotelial e a produgéo ineficiente de vasodilatadores pelas células epiteliais presentes em
sindrome hipertensiva, optamos por realizar todos 0s experimentos em preparacdes de
artéria mesentérica sem endotélio. A remocéo do endotélio vascular foi confirmada pela
auséncia de uma resposta de relaxamento pela acetilcolina (10 uM) para induzir mais de
70% de inibicdo dos vasos pré-contratados com norepinefrina (NE 10 uM).

2.4.2 Efeito de EHSC na contragdo induzida por NE ou KCI

Apo6s o periodo de estabilizacao, anéis de artéria sem endotélio, obtidos de SHRs,
foram pré-contraidos com NE (10 uM) ou KCI (80 mM) e, na fase tbnica, diferentes
concentracbes de EHSC (0,1, 0,25, 0,5, 5 e 10 mg / ml) foram adicionadas cumulativamente
ao banho de 6rgaos. O efeito relaxante foi expresso como a porcentagem de contragao
induzida por NE ou KCI.

2.4.3 FC e FAE na contragdo induzida por NE

Ap6s o periodo de estabilizacdo, duas contragbes sucessivas de magnitude
foram induzidas com NE (10 uM). Durante a fase ténica do terceiro contrato, diferentes
concentragbes de FC e/ou FAE (0,01, 0,05, 0,10, 0,50 e 1,0 mg/mL) foram adicionados
cumulativamente ao banho de érgéos. Os resultados foram expressos como porcentagem

de contracéo induzida por NE.

2.4.4 Efeito da FC na contracdo do musculo liso arterial induzida por
Ca2+

As preparacdes foram primeiro equilibradas sob uma tenséo de 1,0 g e lavados
em intervalos de 10 min. Para avaliar a agdo antagdnica do FC no influxo de Ca*, o
tecido vascular foi estabilizado com solugdo de Krebs normal. Depois de 30 min, o
fluido da preparacéo foi substituido por uma solugéo de Krebs livre de Ca?* (KCl 60 mM,
nominalmente livre de Ca2*). Além disso, ap6s 30 minutos de lavagens sucessivas, o tonus
basal era recuperado, permitindo obter resposta de concentracdo cumulativa curvas para
CaCl, (10 a 10® M) na auséncia ou presenga de FC (0,25 e 0,5 mg / ml). A concentracio
necessaria para produzir 50% de resposta maxima (EC,) foi determinada usando analise
estatistica de regresséo néo linear. Os logaritmos negativos dos valores EC_, (pD2) foram
usados para analise estatistica. Nos experimentos envolvendo K+ extracelular elevado,
a solucéo de Krebs contendo KCI 60 mM era preparada substituindo uma concentragédo
equimolar de NaCl com KCI.

2.5 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (SEM). Analise
de variancia unilateral (ANOVA) seguida do poés-teste de Newman-Keuls e teste t de
Student foram usados para comparagdes. Um valor de p <0,05 foi considerado significativo
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e a analise foi realizada com o programa GraphPad Prism® 5.0.

31 RESULTADOS

Este trabalho demonstrou o vasorrelaxante das folhas de S. cumini e que pode
possivelmente agir por mecanismos envolvendo os estoques intracelulares de calcio.

Em anéis de artéria mesentérica desprovidos de endotélio, o EHSC (0,1 a 10 mg/ml)
inibiu a contragéo tonica sustentada induzida por NE 10 pM de uma maneira dependente
da concentragdo com relaxamento maximo de 97,20 + 2,90% (valores EC50 = 2,82 mg /
ml). Além disso, o EHSC também promoveu um importante efeito vasorrelaxante em anéis
de artérias contraidos com KCI (Figura 1), com relaxamento maximo de 100,0 + 0,0% (EC,
1,11 mg / ml). O efeito relaxante do EHSC foi reversivel uma vez que o tecido recuperou
sua atividade espontanea pelo menos dentro de uma hora apds lavagens repetidas.

= MNE
25 = KCl
o
£
£
58 %
[
©
i
75
100-
0.00 025 050 075 1.00

[EHSc] mgiml

Figura 1: Curvas concentracao-resposta para HESc (0,1 - 10 mg / ml) em artéria mesentérica
desprovida de endotélio e contraida por NE (@) ou KCI (O). Os valores sdo expressos como
média + SEM (n = 5).

Uma caracteristica particular dos fitomedicamentos é seu complexo composicéo, ou
seja, o “fitocomplexo”, com diferentes efeitos especificos, no entanto, uma gama mais ampla
de efeitos e propriedades curativas sao garantidas apenas pelo fitocomplexo (MVEDEIROS
et al., 2008). A fim de caracterizar este efeito, o EHSC foi submetido a uma parti¢éo liquido-
liquido, conforme descrito em Metodologia.

Na Figura 2 foi observado que a FAE e FC (0,1 a 1 mg /ml) também exibiram
atividade vasorrelaxante em preparacoes desprovidas de endotélio pré-contraidas com NE
(10 pM), em uma maneira dependente da concentracdo, onde a FC a 1,0 mg/mL exibiu

relaxamento maximo de %, em comparag¢do a FAE cujo relaxamento maximo alcangado
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foi %. Em continuidade, a resposta vascular da FC e FAE também foram reversiveis apés

repetidas lavagens.

Relaxamento
(%)
3

- FC
-4 FAE

100-

T T
0.0 0.2 0.4 0.6 08 10
Fracdo(mg/mmnl)

Figura 2: Curvas concentragao-resposta em artéria mesentérica desprovida de endotélio e
contraida por NE para FC () e FAE (A) 40,1 - 10 mg/ml . Os valores sdo expressos como
média + SEM (n = 5).

Também foi observado que em uma concentracdo mais baixa a FC demonstrou um

potencial vasorrelaxante maior que o EHSC e FAE (Figura 3).

100

80

60- —_

40

Relaxamento
(%)

20

0- T T
. EHSc FC FAE
I 1

Concentragio em banho de drgéo (1.0 mg/mL)

Figure 3: Emax comparativo (percentual dos valores em termos de efeitos vasorrelaxantes)
do EHSC, FC e FAE a 1 mg/ml. Os valores s&@o expressos como média + SEM (n=5) . *** p
<0,00001 em comparagdo com EHSC como referéncia.
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Além disso, contragbes induzidas por CaCl, em anéis de artéria mesentérica
privada de endotélio foram reduzidos em uma maneira dependente de concentracéo apds
a incubagéo com 0,25 e 0,5 mg / ml de FC (Figura 4). Houve um deslocamento da curva
concentragéo- resposta para o CaCl, para a direita, com significante alteragdo do pD2
(Tabela 1). Esses efeitos foram revertidos ap6s a lavagem com solugdo de Krebs.

100+

+,d
80+

60+

Emax (%)

40-

20+

Controle-Ca FC 0,25 mgiml FC 0,5 mgimL

Figura 4: Emax comparativo para FC 0,25 mg/ml e FC 0,5 mg/ml em artérias mesentéricas
despolarizadas e privadas de endotélio. Os valores sdo expressos como média + SEM (n = 5).
*** p <0,0001; 'p <0,05; 2p<0,05.

Curva concentragao-resposta Emax (%) pD2(M)
Curva controle 100 -3,40+ 0,13
Ca®** + FC 0,25 mg/mL 79,.30 + 3,43** -3,25 £ 0,05*
Ca? +FC 0,5 mg/mL 56,02 + 8,7** 2 -2,40 + 0,90**.3

Tabela 2: Parametros das curvas concentracéo-resposta para os efeitos da fragcdo cloroférmica
(FC) das folhas de Syzygium cumini na contragéo induzida por Ca2* em artérias mesentéricas.

Os valores indicam a média + SEM do pD2 e o Emax obtido a partir de 5 experiéncias. *Significante vs
Controle; #Significante vs FC 0,25 mg/ml.

Estudos tém mostrado que uma série de produtos vegetais incluindo polifendis,
flavondides e varias plantas extrato exerce efeitos anti-hipertensivos que podem ser
decorrentes a acdo vasorrelaxante (CURIN; ANDRIANTSITOHAINA, 2005; WANG et
al., 2014; VAN RYMENANT et al., 2017). Estudos quimicos de folhas de S. cumini foram
realizados por Ruan et al. (2008) e mostrou que FC contém fendlicos acidos, os outros
compostos fenoélicos complexos. Os resultados da triagem fitoquimica mostraram que a FC
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€ rica nestes compostos, que podem ser responsaveis pela propriedade vasorelaxante da
planta.

41 CONCLUSAO

Os resultados demonstram que S. cumini L. (Skeels) possui potencial vasorelaxante,
provavelmente como resultado de blogueio dos canais de Ca2+, como demonstrado neste
estudo. Esses efeitos podem ser atribuidos a presenca de compostos fendlicos detectado
por triagem fitoquimica.

Dessa forma, este estudo contribui para atribuir as folhas de S. cumini potencial
vasodilatador para o tratamento da hipertensdo. Esses achados podem fornecer dados
cientificos para o desenvolvimento de uma possivel droga candidata para uso clinico
médico para tratar doencgas cardiovasculares em o futuro. No entanto, mais experimentos
S80 necessarios para elucidar claramente esta suposicao.
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