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RESUMO

As doengas que afetam o sistema cardiovascular sdo as pricipais causas de mortes a
nivel mundial, dentre elas a Hipertensao Arterial Sistémica. Atualmente, as principais
terapias para o tratamento dessas desordens é farmacologico. Entretanto, a busca por
novas alternativas como principais métodos ou como adjuvantes é de extrema
importancia. As pesquisas de plantas medicinais com potencial para o desenvolvimento
de medicamentos para tratar essas patologias estdo avangando cada vez mais.
Diversos vegetais sdo potenciais candidatos para essas novas descobertas, dentre eles
a Fridericia platyphylla, pertencente a familia Bignoninaceae. Conhecida popularmente
como ‘“cervejinha-do-campo”, a este vegetal sdo atribuidas atividades anti-
inflamatdrias, antibacterianas e analgésicas. O presente estudo investigou os
componentes quimicos e os efeitos farmacologicos das folhas do extrato, a seguranga
de seu uso em animais e o efeito vasorelaxante em arta de ratos. As folhas da Fridericia
platyphylla passaram por diversos processos para obtengdo do seu extrato. Em
seguida, o mesmo foi submetido a processos cromatograficos, na intengao de identificar
e caracterizar seu componentes quimicos. A toxicidade aguda do extrato hidroetandlico
de Fridericia platyphylla (EHFP) foi testada em ratos adultos da espécie Rattus
norvegicus, via oral, seguindo protocolos e diretrizes internacionais. Procedeu-se com
avaliagdo comportamental diariamente, além da analise de parametros bioquimicos e
hemodinamicos. O efeito vasorelaxante do EHFP foi testado em aneis de aorta toracica
isolada de ratos. Os resultados da cromatografia identificaram a presenca de 10
metabdlitos secundarios, todos da classe dos flavonoides. Na toxicidade aguda, nao
houve morte de nenhum animal, sugerindo que a DL50o do EHFP é maior que 2000
mg/kg. Também n&o foram observadas alteragcbes neurocomportamentais,
hematoldgicas e hemodinamicas. O efeito vasorelaxante do EHFP foi dependente da
sua concentracao e independente da presenca ou auséncia do endotélio. Além disso, o
vasorelaxamento ndo se deu através de canais de potassio. Em conclusao, o EHFP é
um extrato rico em flavonoides e possui uma boa tolerancia para ser usado em modelos
de estudos in vivo. Adicionalmente, o EHFP promoveu um efeito vasorelaxante em aneis
de aorta toracica isolada de ratos de maneira independente de endotélio e sem
envolvimento com canais de potassio. Estudos adicionais sdo necessarios para
investigacdo do mecanismo vasorelaxante, para aprimorar sua contribuicdo na
terapéutica de desordens cardiovasculares.

Palavras-chave: Produtos Naturais; Farmacologia; Toxicidade; Plantas Medicinais;
Bignoninaceae.



ABSTRACT

Diseases that affect the cardiovascular system are the main causes of death worldwide,
including systemic arterial hypertension. Currently, the main therapies for the treatment
of these disorders is pharmacological. However, the search for new alternatives as main
methods or as adjuvants is extremely important. Research into medicinal plants with the
potential for developing drugs to treat these pathologies is increasingly advancing.
Several plants are potential candidates for these new discoveries, including Fridericia
platyphylla, belonging to the Bignoninaceae family. Popularly known as “cervejinha-do-
campo”, this vegetable is attributed with anti-inflammatory, antibacterial and analgesic
activities. The present study investigated the chemical components and pharmacological
effects, including acute toxicity and its vasorexant effect on isolated rat aortas. A
systematic review was carried out on the biological effects of extracts and compounds
isolated from F. platyphylla and understanding their pharmacological mechanisms. At
the same time, the leaves of Fridericia platyphylla were collected, dried, crushed and
taken to a hydroethanolic extraction process, in order to obtain the extract for studies. It
was then subjected to chromatographic processes, with the intention of identifying and
characterizing its chemical components. The acute toxicity of EHFP was tested in adult
female Rattus norvegicus rats, following international guidelines protocols. After
administration of the extract, the animals were monitored for 6 consecutive hours.
Behavioral assessments were carried out daily, in addition to the analysis of
hematological and biochemical parameters. The chromatography results identified the
presence of ten secondary metabolites, all from the flavonoid class. In the cell viability
test, the extract was shown to be safe if used in ideal concentrations. In acute toxicity,
there was no death of any animal, suggesting that the LD5o0 of EHFP is greater than 2000
mg/kg. No neurobehavioral, hematological, body weight, water intake, fecal excretion
changes, nor changes in body temperature, oxygen saturation and blood pressure were
observed. In the biochemical evaluation, the lactate dehydrogenase (LDH) of animals
treated with EHFP was altered. There was no significant difference in the relative weight
of the organs between the groups. Therefore, flavonoids are the majority in the leaves
of the plant, which has been shown to be non-toxic in high doses, making it safe. The
vasorelaxant effect of EHFP was concentration-dependent and independent of presence
or absence of endothelium. Furthermore, vasorelaxation did not occur through
potassium channels. In conclusion, EHFP is a flavonoid-rich extract and has good
tolerance for use in in vivo study models. Therefore, the vasorelaxant effect presented
in the tests highlights the extract from Fridericia platyphylla leaves as a potential
candidate for the treatment of heart disease.

Keywords: Natural Products; Pharmacology; Toxicity; Medicinal Plants; Bignoninaceae.
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1 INTRODUGAO

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), as doencgas
cardiovasculares (DCVs) sdo a principal causa de morte no mundo. E um grupo
de doencgas que causa morte prematura, perda da qualidade de vida e impactos
sociais e econdmicos. As DCVs sao responsaveis por cerca de 70% das mortes
em todo o mundo; isso equivale a mais de 38 milhdes de o&bitos anuais,
ultrapassando as mortes por causas externas e por infecgdes. Dessas mortes,
85% foram causadas por Infarto Agudo do Miocardio (IAM) e derrame, mais de

trés quartos das mortes ocorrem em paises de baixa e média renda (WHO, 2021).

No Brasil, as DCVs representam cerca de 30% da mortalidade anual
(Rosado; Flauzino; Cesario, 2023). Apesar do decrescimento das taxas de
mortalidade por DCV, o numero total de mortes teve aumento significativo devido
ao processo de envelhecimento pelo qual passa a populagcdo brasileira.
(Malachias, 2016; Dias-Filho et al., 2021)

Atualmente, a terapia mais utilizada no tratamento das DCV inclui
antiplaquetarios, heparina, anticoagulantes orais, nitratos, beta- bloqueadores,
bloqueadores de canais de calcio e entre outros (Piegas et al., 2015; SBC, 2019).
Porém, muitos sdo os esforgcos para o desenvolvimento de alternativas
terapéuticas que possibilitem mais facil acesso além da difusao sobre prevencgao
das DCVs (Arnett et al, 2019).

Os custos relacionados as hospitalizagées por DCV no Brasil, ajustados
a inflagdo de 2018 a 2021, chegaram a 1.195.975.877,98 de dodlares. Dessa
forma, existe uma busca continua por novas estratégias terapéuticas para
tratamento das DCV e sua investigacdo em modelos pré-clinicos e clinicos
(Araujo et al., 2021).

Baseado no incentivo e no aumento do progresso cientifico e técnico, em
relagdo aos estudos de farmacognosia e a descoberta de novas moléculas e seus
mecanismos de agao para a descoberta de novas terapias, a bioprospecgao de
produtos naturais apresenta-se como ferramenta para fomentar a pesquisa por
plantas que fornegcam eficacia e facam parte do arsenal medicamentoso para o
tratamento e prevencao de diversas doencas, dentre elas as cardiovasculares
(Colalto, 2018).
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A familia Bignoniaceae engloba 80 géneros e 840 espécies diversas que
estdo majoritariamente localizadas em regides de clima pantropical,
apresentando porte arbéreo, arbustiva e trepadeira. As plantas desse género
pertenciam ao género polifilético Arrabideae que foi reclassificado e as espécies
pertencentes foram agrupadas nos géneros Cuspidaria, Fridericia, Tanaecium e
Xylophragma, sendo o género Fridericia 0 com maior numero de vegetais
representantes, com 24 espécies (Henrique et al., 2024).

No que se refere a bioprospeccao de compostos bioativos com fungéo no
sistema cardiovascular, algumas espécies ricas em flavonoides, compostos com
propriedades anti- inflamatorias, antioxidantes e antiarritmicas, tém se mostrado
promissoras (Arbelaez et al., 2018). Uma dessas espécies vegetais € a Fridericia
platyphylla, popularmente conhecida como“cervejinha do campo” e “cipo-una” e
pertencente a familia das Bignoniaceae.

O género Fridericia, sinbnimo de Arrabideae, ocorre desde o México até
a Argentina, passando pelo Cerrado Brasileiro. Estudos recentes identificaram
que os flavonoides se destacam nesta espécie, sendo encontrados em varias
partes do vegetal, inclusive suas folhas, onde os flavonoides sdo os compostos
majoritarios (Monteiro et. al., 2020; Resende-Junior et al., 2020). Os flavonoides
sdo um grupo de compostos fendlicos com alta diversificagcdo de metabdlitos
secundarios (Simdes et al., 2017). Paralelamente, em nosso grupo de pesquisa,
observou-se a atividade antiespasmaodica doextrato hidroetandlico das folhas de
F. platyphylla em jejuno isolado de rato, cuja acéo se deu atraveés da inibigdo do
influxo de Ca?* através de canais de célcio voltagem dependentes (Monteiro et
al., 2020).

Nessa perspectiva, propde-se avaliar o potencial terapéutico da F.
Platyphylla a partir de uma prospecg¢ao quimico-farmacolégica sobre o sistema
cardiovascular de roedores, avaliando suas agbes farmacologicas através de
testes pré-clinicos em animais, sobretudo no sistema cardiovascular, visando a
possibilidade de futuramente vir a ser aproveitada como agente medicinal
terapéutico.

Destaca-se que a referida espécie ndo apresenta estudos farmacoldgicos
para DCV na literatura especializada. Sendo assim, a necessidade de,
primeiramente, estudar a seguranca do uso do extrato € de suma importancia,

fazendo parte das etapas do presente estudo.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Doengas cardiovasculares

As DCV incluem uma variedade de patologias como doenga vascular
periférica, doenca arterial coronaria, insuficiéncia cardiaca, diabetes mellitus,
dislipidemias, hipertensédo arterial sistémica (HAS) e sindrome metabdlica. As
DCV geralmente provém de disfung¢des vasculares, tais como a aterosclerose,
trombose, doenga renal cronica e/ou HAS. De acordo com a Agenda 2030 da
Organizacgéo das Nagdes Unidas (ONU) para o Desenvolvimento Sustentavel, os
paises que participam desse movimento estdo empenhados para reduzir em 30%
a mortalidade precoce por doengas crbnicas nao-transmissiveis, sobre tudo as

doencas cardiovasculares (Sant'anna, 2017; Polanczyk et al., 2020).

Essas condigdes representam, aproximadamente, 38 milhdes de mortes
por ano no mundo, o que equivale a 71% de todas as mortes no mundo. No que
tange o direcionamento para lidar com os numeros dessas patologias, € de
extrema importancia a implementagédo de estratégias para seu enfrentamento,
informacgdes fidedignas de sistemas de informacgéo, de forma transparente (WHO,
2018).

Dentre as DCV, a HAS é considerada um dos fatores de risco mais
relevantes na etiologia dessas doengas, sendo considerada uma condi¢gao
cronico-degenerativa com origem multifatorial, caracterizada por elevacao
sustentada dos niveis pressoricos (= 140 para a pressao sistélica e/ou 90 mmHg
para a pressao diastolica) (Simonyte et al., 2017; Dias et al., 2021).

Por se tratar de um agente etiolégico das DCV, a HAS também pode estar
associada a casos envolvendo morte subita, acidente vascular encefalico, infarto
agudo do miocardio, insuficiéncia cardiaca, doenga arterial periférica e doenca
renal crbnica fatal e nao fatal (Dias et al., 2021).

Essas formam um grande grupo de patologias, no qual estdo inclusas a
hipertensao arterial sistémica (HAS), insuficiéncia cardiaca, doenga coronariana,
doenga arterial periférica, infarto agudo do miocardio, entre outras doengas.
Dessa maneira, diversos sao os tratamentos e diretrizes empregados, com o

objetivo de cura e sobrevida. (Shaito et al. 2020).
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Notavelmente, o coracéo e o cérebro podem ser afetados, como em caso
de infarto agudo do miocardio e mal subito (Sant'anna, 2017; Nogueira et al.,
2021). Paralelamente, os fatores de risco para as DVC surgem cada vez mais
precocemente e se estendem as idades posteriores (Cruz et al., 2017).

Portanto, pode-se citar como fatores agravantes o histérico familiar de
doenga cardiovascular, tabagismo, sedentarismo e alteragdes de marcadores de
risco cardiovascular, como citocinas inflamatérias e adipocinas (Correa et al.,
2018).

Epidemiologicamente, o estado do Maranh&o figura entre os cinco entes
da federagdo com as maiores taxas de mortalidade padrinizada, juntamente com
Roraima, Amapa, Alagoas, Tocantins, Pernambuco e Rio de Janeiro (GBD, 2022).

Os dados estao explicitos na Figura 1.

Figura 1 — Taxa de morte padronizada por idade por doenga, ambos os sexos, Brasil e
unidades federativas (2021)

Quartis

Q1[136,152)
Q2 (152,168]
Q3 (168,175
Q4 (175,218)

Fonte: Adaptado de Global Burden of Disease (2021)
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2.2 Compostos bioativos como terapias medicamentosas e a seguranga de
seu uso

A utilizacdo de produtos de base natural sempre contribuiram para o
desenvolvimento da atual medicina e ainda nos dias atuais, mesmo com o
advento de técnicas que utilizam tecnologias de ponta, ainda desempenham um
papel de extrema importancia na descoberta e desenvolvimento de terapias para
uma diversa gama de patologias (Da Silva et al., 2021).

A utilizagcdo de compostos bioativos com atividade benéfica para o
sistema cardiovascular tem se mostrado promissor no tratamento e prevencao
das DCVs, pois plantas medicinais que expressam alto teor de metabdlitos
secundarios como saponinas, terpenoides, alcaloides e flavonoides tornaram-se
importantes fontes renovaveis de agentes terapéuticos para a prevengdo de
doencas cardiovasculares (Yao et al., 2021; Dias et al., 2021; Derbali et al., 2015).
Os medicamentos fitoterapicos e derivados de plantas sdo ha séculos
utilizados no tratamento e alternativa para diversas finalidades. O seu uso é
explicado e associado a diversos fatores, como utilizacdo familiar, da
comunidade, idade, sexo, fatores socioeconémicos e também como adjuvante na
terapia medicamentosa para o tratamento de diversas patologias quando os
medicamentos convencionais falham — falha terapéutica (Santos-Miranda et al.,
2022).

Os vegetais, com a evolugao das espécies, desenvolveram a capacidade
de produgédo de moléculas biologicamente ativas, que sdo provenientes do seu
metabolismo secundario, e que sdo denominadas de complexos fitoquimicos, que
geralmente atuam no desenvolvimento, defesa da planta contra
predadores/competidores e reproducdo, dada a complexidade da composicao
quimica e biolégica desses vegetais (Dadashpour et al., 2017).

Estudos recentes demonstram que os metabdlitos das plantas medicinais
podem ser excelentes alternativas complementares e participativas para o
tratamento de doencgas cardiovasculares, como a hipertenséao arterial e o diabetes
mellitus tipo 2, isso porque ja existem comprovacdes de vegetais com agao
cardioprotetora.Portanto, os glicosideos cardiacos, existentes em diversas
plantas, sdo de amplo conhecimento através de sua atividade cardioprotetora (Da
Silva et al., 2021).
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Apesar da crenga da populagao de que produtos advindos de vegetais
nao possuem, em sua grande maioria, efeitos maléficos, o estudo e a validagao
cientifica do uso desses artefatos terapéuticos é de extrema importancia. Esses
dados corroboram para novas descobertas cientificas e também para futuras
possibilidades da utilizacdo de extratos vegetais em estudos clinicos e pré-

clinicos, que antecedem a utilizagdo em seres humanos (Oliveira et al., 2022).

2.3 Familia Bignoniaceae

A familia Bignoniaceae, pertecem cerca de 112 géneros e 840 espécies
com distribuicdo a nivel pantropical, sobretudo na América do Sul (Lohmann
2004).

E subdividida em 8 tribos: Bignonieae, Catalpeae, Coleae, Crescentieae
Jacarandeae, Oroxyleae, Tecomeae e Tourretticae, sendo que as tribos
Bignonieae e Crescentieae representam mais de 80% dessas espécies. No Brasil,
ocorrem trés tribos dessa familia: Bignonieae, Crescenticae e Tecomeae
(Olmstead et al., 2009; Bureau & Schumann, 1897).

Em relagado a impostancia econémica, a familia Bignoniaceae representa
um grande impacto para o Brasil, pois a mesma € utilizada em horticulturas,
artesanato, construgao civil e também como planta medicinal.

Diversas espécies da familia Bignoniaceae s&o utilizadas para fins
medicinais pela populagdo em geral. Pereira e colaboradores (2021) constataram
o potencial terapéutico do género Fridericia no que tange a atividade
antimicrobiana em extratos hidroetandlicos através de cepas bacterianas,
verificando sua eficacia pelo valor da concentragao inibitéria minima (CIM) para
cada cepa testada.

Em relagdo a caracterizagao fitoquimica, a familia Bignoniaceae possui
uma vasta gama de metabdlitos secundarios que ja foram descritos na literatura.
As mais descritas sao: terpenos, quinonas, alcaloides, flavonoides, compostos

fendlicos e seus derivados (Hamed et al., 2020).

2.4 Espécie Fridericia platyphylla

As plantas pertencentes da familia Bignoniaceae sao importantes por
apresentares compostos ativos com diversas atividades farmacoldgicas. Na
medicina tradicional sdo muito utilizadas no tratamento de doencas da pele,
picadas de animais, cancer, disturbios do trato respiratorio e gastrintestinal, dor,

problemas hepaticos, problemas urinarios, malaria, etc (Nunes et al., 2020).
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Os processos que envolvem a metabdlicos secundarios no organismo
dos vegetais podem resultar na produgao de inumeras classes de compostos
quimicos, onde essas classes representam um importante papel na pesquisa

cientifica (De Menezes et al., 2020).

F. platyphylla, anteriormente classificada como Arrabideae brachypoda (DC)
Bureau, € encontrada nas vegetacgdes pertencentes ao Cerrado, Campinarana e
Caatinga. Tem a forma de um arbusto ou liana, de origem nativa e ndo endémica;
ocorre em todas as regides do Brasil, com excec¢ao dos estados do Amap3a, Rio
Grande do Sul, Rio Grande do Norte e Santa Catarina. Individuos de F. platyphylla
apresentam porte arbustivo, brotos axilares, glandulas interpeciolares, gavinhas
simples, inflorescéncia agrupada, flores de coloragao rosea e aromaticas e frutos
(Kaehler et al., 2024; Miranda et al., 2017).

Estudos fitoquimicos ja realizados em espécies desse género indicaram
a presenga de C-glucosilxantonas, fenilpropanoides, flavonoides (incluindo
antocianidinas, derivados de alantoinas e triterpenos (Kaehler et al., 2019).

Ha também relatos da presencga de saponinas, glicosideos cardiotdnicos,
compostos fendlicos, taninos, esteroides, triterpenos pentaciclicos acido
betulinico, acido ursodlico, acido oleandlico e flavonoides diméricos incomuns
glicosilados e suas agliconas (Alcerito et al., 2002; Rocha et al., 2011; Rocha,
2014; Rocha, 2015; Rocha, 2016).

Da Rocha et al. (2015) enfatiza que espécies do género Fridericia sao
utilizadas na medicina tradicional como anti-inflamatério, antimicrobiano,
antioxidante e adstringente. A espécie Fridericia platyphylla, conhecida
popularmente como “cipd-uma”, é tradicionalmente utilizada para o tratamento de
calculo renal e também para dores nas articulagbes. O consumo de preparacgdes
das raizes € principalmente utilizado pela populagdo para tratar pedras nos rins,
dores nas articulagbes e no tratamento, principalmente, de Ulceras gastricas.
Entretanto, ndo ha relatos do uso da espécie para o tratamento de doencgas

cardiovasculares.

Um estudo feito por Da Rocha e colaboradores (2011) mostrou que o
extrato de Fridericia platyphylla apresentou propriedades anti-inflamatérias em
tratamento oral de animais. No mesmo estudo foi comprovado que animais
tratados previamente com o extrato da planta tiveram uma acentuada reducao de
contor¢gdes induzidas pelo acido acético e essa propriedade analgésica foi
semelhante as drogas que s&o utilizadas como referéncia para esse tipo de

tratamento.
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Fridericia platyphylla tem sido pouco explorada em relagdo as suas
atividades bioldgicas quando comparadas com outros vegetais da flora brasileira,
principalmente quando referem-se esses efeitos em células humanas. Serpeloni
et al., (2013) demonstraram que das raizes do vegetal foram altamente citotoxicos
em células gastricas normais e tumorais, através da diminui¢céo da viabilidade das
células, induzindo a necrose; o extrato ndo apresentou efeito mutagénico.

Alcerito e colaboradores (2002) identificaram uma atividade antifungica
do extrato das folhas de F. platyphylla. Ainda no mesmo estudo, atraves de testes
fitoquimicos, foi constatado uma alta presenca de flavonoides, sendo quatro deles
isolados e caracterizados: 3,4-dihidroxi-5,6,7-trimetoxiflavona, cirsiliol (pela
primeira vez identificado na familia Bignoniacea), cirsimaritina e hispidulina.

Pereira e colaboradores (2012) demonstraram efeito leishmanicida do
extrato bruto das folhas de F. platyphylla, tanto para formas mastigotas quanto
para formas amastigotas de Leishmania (L) amazonensis.

O extrato etandlico das raizes de F. platyphylla demonstrou efeitos anti-
inflamatorios e antinociceptivos em camundongos através da inibicdo do
recrutamento de leucécitos para a cavidade peritoneal e inibindo a formacao de

granulomas (Da Rocha et al., 2011).

2.5 Avaliacao da toxicidade de vegetais

As plantas s&o capazes de produzir uma gama de compostos quimicos
capazes de apresentar efeitos bioldgicos pertinentes ao ser humano; efeitos
esses que podem ser benéficos — biofarmacoldgicos — ou maléficos — tdxicos
(Seperlone, 2020). Diante da complexidade dos compostos quimicos presentes
nos vegetais, os estudos que avaliam a citotoxicidade e a toxicidade das plantas
medicinais sdo de extrema importancia para a elucidacdo do seu uso, da sua
eficacia e possiveis efeitos colaterais.

Os complexos fitoquimicos podem ser considerados fitofarmacos, ou
seja, através de processos industriais, e seguindo as legislagbes vigentes,
tornam-se farmacos com diversas propriedades biofarmacéuticas, na presenca
ou auséncia de efeitos colaterais. Sendo assim, os fitofarmacos sao considerados
medicamentos alopaticos, pois o seu principio ativo foi isolado (Efferth et al.,
2017; Santana et al., 2018).

Com a finalidade de averiguagdo dos possiveis efeitos deletérios de
plantas medicinais, diversas metodologias podem ser adotadas, como o0 ensaio
de MTT [brometo de 3-(4,5—dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdlico], que avalia a
citotoxicidade desses compostos, € ensaios in vivo, para avaliar a toxicidade

aguda frente a modelos animais (Senigalia, 2020).
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Um dos grandes objetivos dos estudos da farmacologia € a descoberta
de novos compostos farmacéuticos que mantenham uma determinada agao
farmacolégica dos farmacos classicos, porém com uma diminui¢do dos efeitos

colaterais.

2.6 Uso de extratos vegetais e seus efeitos vasorelaxantes

Uma imensa diversidade de plantas contém substéacias bioativas como
flavonoides, alcaloides, terpenos, taninos, dentre outros metabdlitos secundarios,
qgue podem ter acéo vasodilatadora, o que pode contribuir para o relaxamento do
musculo liso vascular (Santos et al., 2020).

O musculo liso € o musculo de papel principal que controla varias fungdes
do organismo e esta presente ou em contato com grande parte dos 6rgaos e
sistemas orgéanicos. As desordens que acometem esse musculo s&o as principais
causas de morte no mundo, por isso a importancia do estudo de terapias voltadas
para o tratamento dessas doencas. Uma das principais desordens
cardiovasculares que acometem a populacdo mundial € a hipertensao arterial
sistémica (HAS). No Brasil, a HAS é responsavel por 34 mortes por hora (WHO,
2020).

As células do musculo liso vascular sdo altamente especializadas,
compondo as paredes dos vasos sanguineos. Seu objetivo primordial €
estabelecer o tbnus vascular através dos processos de contragao e relaxamento,
da maneira mais dinamica possivel. Como consequéncia desse processo
fisiolégico, ha a regulagcédo do fluxo do sangue. Sendo assim, o ténus vascular
representa a atividade de contratilidade das células do musculo liso vascular e a
sua desregulacdo pode desencadear doengas cardiovasculares, como a

hipertensao arterial sistémica (Mazurek et al., 2017).

Para entendimento do potencial de extratos vegetais no relaxamento da
musculatura lisa vascular, é importante salientar como esse processo fisiologico

acontece (Silva et al., 2021).

A contragdo na MLV (musculatura lisa vascular) € dada por uma etapa
resultante da liberacdo de calcio dos estoques do reticulo, controlado pela
liberagdo de inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) e Ca?*. A outra fase depende
basicamente do infuxo de Ca?* do meio extracelular por canais operados por
voltagem (VOCCs) e por receptor (ROCC’s) (Perez et al., 1988; Karaki et al.,
1997; Jackson, 2000; Guyton; Hall, 2006; Rang; Dale, 2007; Silva, 2011).
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Um fator também importante no processo de acionamento da
contratilidade é a proteina cinase C (PKC), por desempenhar respostas celulares
por meio de fosforilagdo dos residuos de serina e treonina de varias proteinas
contrateis, canais idnicos e outros substratos (Garret; Grisham, 1995; Ribeiro,
2005).

Dessa forma, a concentracao dos ions calcio é determinante para o tdnus
vascular. A elevagao intracelular, seguida de sua ligagdo com uma proteina
calmodulina (CaM) presente na MLV ativa a cinase de cadeia leve da miosina
(MLCK), enzima que fosforila o sitio regulatério da cadeia leve de miosina (MLC).
A MLC fosforilada desencadeia o mecanismo de ciclizacdo das pontes entre os
filamentos de actina e miosina, com consequente desenvolvimeno da contragao.
A reducédo nos niveis intracelulares de calcio para niveis basais desativa a MLCK.
Agora, o relaxamento sera decorrente da ativagdo da fosfatase da cadeia leve da
miosina (MLCP). A MLCP desfosforila o sitio regulatério da MLC, uma reacéo
relativamente lenta, dando a MLV um processo de contragdo tipicamente mais
sustentada que as do musculo estriado. A inativacdo da MLCK pode ocorrer por
uma cinase ativada pelo monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) (PKA), que Ihe
confere baixa afinidade pelo complexo cacio-calmodulina. Esse mecanismo
contratii € observado por noradrenalina (NE) devido a sua agédo sobre os
receptores a1- adrenérgicos acoplados a proteina G, dando origem a segundos
mensageiros intracelulares como o inositol trifosfato (IP3) e o diacilglicerol (DAG),
que estdo envolvidos com o efluxo de ions calcio (Ca?*) das vesiculas internas
(Yamagata et al., 2015; Wani et al., 2017; Serrelli et al., 2023).

O relaxamento envolve também mecanismos de hiperpolarizacao, relacionada
ao aumento de monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) que ativa uma proteina
cinase G (PKG) e AMPc que ativa a PKA. Essas proteinas ativam canais de K* na
membrana, resultando n difusdo deste cation para a célula com consequente
hiperpolarizacdo. Este efeito reduz o influxo de Ca?* através do fechamento dos
VOCCs e contribue para vasorelaxamento (Rembold, 1996; Jackson, 2000). Em
relacdo aos mecanismos relaxantes envolvidos no acoplamento farmaco-
mecanico tém-se o aumento a atividade da enzima Ca?*-ATPase (bomba de
calcio) através da PKG e diminuigédo do IP3. O AMPc também reduz os niveis de
Ca?* indiretamente por hiperpolarizagdo ou por agir diretamente nos VOCC'’s
(Rembold, 1996).
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Uma reducdo na expressao dos canais BKca associada com a hipertensao
severa reduz a atividade desses canais por uma diminuicdo na sua sensibilidade
as alteragdes fisiologicas das concentragdes citosdlicas de Ca?* (Amberg,
Santana, 2003).

Contudo a ativacao farmacologica dos BKca é considerada como abordagem
terapéutica racional para uma melhor capacidade vasodilatadora e tratamento de
desordens cardiovasculares (Saponara et al., 2006).

Para investigar os mecanismos de agdo de compostos vegetais no
vasorelaxamento, diversas substancias farmacolégicas sdo empregadas para
elucidar as vias envolvidas nesse processo. Dentre elas, o tetraetilamonio (TEA)
destaca-se como um bloqueador n&o seletivo dos canais de potassio (K+), sendo
amplamente utilizado em estudos experimentais para avaliar sua contribuigao no
controle do ténus vascular. Ao inibir a atividade desses canais, o TEA permite a
analise do papel dos diferentes subtipos de canais de K+ na regulagcéo da
contratilidade da musculatura lisa vascular, proporcionando uma compreensao
mais detalhada dos mecanismos subjacentes a acg&o vasorrelaxante de
compostos de origem vegetal (Ajay et al., 2007).

O uso de extratos de origem vegetal na agdo do vasorelaxamento tem
sido amplamente estudado devido o grade potencial biolégico desses

fitocomplexos na terapéutica de doengas cardiovasculares.

Portanto, os extratos de origem vegetal sdo uma fonte promissora de
compostos bioativos com potencial terapéutico para o tratamento de desordens
cardiovasculares. No entanto, como propde o presente estudo, € de suma
importancia ressaltar que a eficacia e a seguranga desses fitocomplexos devem
ser validadas em estudos pré-clinicos e clinicos bem detalhados.

Baseado nessas evidéncias, € notavel a importancia de pesquisas de
tratamentos para desordens da musculatura lisa vascular. Sendo assim, o estudo
de avaliagao de fitocomplexos se tornam promissores na compreensao dos seus
mecanismos de acado de espécies vegetais como a Fridericia platyphylla na
responsividade arterial e, portanto, no estudo de possiveis efeitos sobre a pressao

arterial ou tratamento anti-hipertensivo (Miller, 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
e Realizar uma bioprospeccdo quimica e farmacolégica do extrato
hidroetandlico das folhas da espécie Fridericia platyphylla no sistema

cardiovascular de ratos.

3.2 Objetivos especificos

Realizar a prospeccao quimica do EHFP;

e Avaliar a toxicidade aguda do EHFP em animais;
e Determinagao de parametros hemodinémicos;

¢ Determinacdes de parametros bioquimicos;

e Andlise de parametros hematoldgicos.

e Estudar o efeito do EHFP no relaxamento vascular de ratos

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

Amostras das folhas de F. platyphylla foram coletadas na fazenda Sant’Ana
da Serra em Joao Pinheiro, Minas Gerais, Brasil (Localizagdo: 17°44’45” S, 46°10°44”
W). Uma espécie de voucher (n° 17935) ja se encontra depositada no Herbario da
Universidade Federal de Ouro Preto,Minas Gerais, Brasil. A planta foi coletada de
acordo com a legislagao brasileira referente a protegcéo da biodiversidade (SISGEN n°
A451DE4).

4.1.1 Processamento, obtencao e prospecc¢ao quimica do extrato das folhas de F._

platyphylla

Amostras de folhas foram secas a 50 °C em estufa por 72 h e triturada em
moinho de facas (TIPO WYLLIE MICRO - TE 650 da Labhause). O pé obtido foi
extraido com etanol/agua (7:3) pelo método de percolagdo exaustiva. Ao final da
extracdo, o volume obtido foi concentrado sobpresséo reduzida no evaporador rotativo
digital (TE-211, Tecnal, Série Ls Produtos Terroni Equipamentos Cientificos), a
temperatura constante de 40°C. O produto foi submetido a liofilizagcdo para obtengao
do EHFP liofilizado, acondicionado em frasco ambar, mantidosob refrigeracéo (5 °C)
para posterior suspensdo em volume de agua suficiente para administragdooral nos

animais, de acordo com o protocolo experimental.
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Ainda para a prospecg¢ao quimica, o extrato foi submetido a Cromatografia em
Camada Delgada (CCD) e por FIA-ESI-IT-MS” e em seguida passou por um processo
de dereplicagao por LC-MS/MS, a fim de identificar o maior numero de substancias. A
identificacdo dos diferentes compostos do extrato foi feita comparando com a literatura
seus tempos de retencao, espectros no UV e fragmentos obtidos na Espectrometria de

Massas.

4.1.2 Preparagdo da amostra do extrato para analise por FIA-ESI-IT-MS"

O extrato hidroetandlico foi tratado antes da analise utilizando extragao em fase
solida (Waters Sep-Pak C18, Vac 1 cm?3, 100 mg). A fase estacionaria foi ativada com 1
mL de metanol (MeOH) e equilibrada com 1 mL de MeOH:H20 85:15 (v/v). O cartucho foi
carregado com 5 mg do extrato, que foi solubilizado em 500 uL de 85:15 MeOH:H20 (v/v).
A eluigao foi realizada com 1 mL de MeOH:H20 (v/v) para eliminar clorofilas e outros
compostos de baixa polaridade. O eluato foi seco sob N2 e foi solubilizado em 85:15

MeOH:H20 (v/v) para gerar solugbes de 1 mg/mL-" para analise por FIA-ESI-IT-MS".

4.1.3 Analise do extrato hidroetandlico das folhas de Fridericia platyphylla por FIA-ESI-
IT-MS"

O extrato foi analisado por um espectrometro de massa LCQ Fleet, Thermo
Scientific., equipado com aparelho para insercao direta de amostra por analise por
injecao em fluxo (FIA). A ionizagdo da amostra foi feita por eletrospray (ESI) e as
fragmentagdes em multiplos estagios (MS") foram realizadas em ion-trap (IT). O
software Xcalibur foi utilizado para aquisicdo e processamento de dados. O modo
negativo foi utilizado para analise de espectro de massa de primeira ordem e multiplos
estagios.O primeiro evento foi uma varredura completa (full-scan) para obter ions na
faixa de aquisi¢ao. Outros eventos foram as fragmentagées em multiplos estagios com

colisdo induzida.

4.3 Animais

Para o estudo de toxicidade foram utilizadas fémeas da linhagem Wistar,
espécie Rattus norvergicus, com idade de 8 a 12 semanas, nuliparas, com peso de 150
a 200 gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do
Maranhdo, Brasil, sendo posteriormente adaptados no Biotério Setorial de
Farmacologia, por um periodo de 15 dias.
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Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas contendo, no maximo, quatro
animais em cada uma, em ambiente com temperatura controlada de 22° - 24°C, sob
ciclo claro/escuro de 12 horas e tiveram livre acesso a agua e alimento.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as Diretrizes para
o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério, publicado pelo National Institutes of
Health (NIH Publication No. 85-23, revisto 1996) e encontra- se aprovado pelo Comité
de Etica e Pesquisa Animal/UFMA, de acordo com as Diretrizes para Cuidado e Uso
de Animais de Laboratdrio, sobe o protocolo de n°® 23115.013098/2020-73 (ANEXO 1).

4.4 Avaliagao toxicoldgica
4.4.1 Avaliagdo da toxicidade aguda in vivo

O teste de toxicidade aguda do EHFP foi feito baseado na OECD — Guidelines
425. Os animais foram distribuidos em 02 grupos (n=5): Grupo Controle, que recebeu
salina, e o grupo tratado com EHFP na dose 2000 mg/kg, via oral, pelo método de
gavagem. ApOs o tratamento, os animais foram observados nos primeiros 30 minutos,
1h, 2h, 3h, 4h, 6h, 12h, 24h, e periodicamente durante 14 dias, analisando parametros
neurocomportamentais, além de consumo de ragao, ingestao hidrica, excregao de

fezes e peso corporal (OECD, 2008).

Ao final dos 14 dias os animais foram submetidos a eutanasia, sendo
inicialmente anestesiados (cetamina 80 mg/kg e xilazina e 10 mg/kg, intraperitoneal,

respectivamente).

O sangue foi coletado através da aorta abdominal dos animais para obtengao
do soro e posteriores analises bioquimicas: aminotransferase de alanina (ALT),
aminotransferase de aspartato (AST), creatinina (Cre), ureia (Ur), proteina total (PT),
albumina (AL), acido urico (Aur), gama-glutamil transferase, fosfatase alcalina,
bilirrubina total (Bil-t), glicose, magnésio, proteinas plasmaticas, lipase, amilase,
globulinas, lactato desidrogenase (LDH), biomarcadores da fungéo cardiaca (CKNAC
e CKMB) e também o lipidograma, por meio do kit enzimatico Labtest® (Lagoa Santa,
Minas Gerais, Brasil) e kits Labtest® (Labtest Diagndstica S.A., Brasil), através de
analise em aparelho semiautomatico Bioplus (BIO-200®). Ainda com sangue total sera
permitida a avaliacdo do hemograma completo em aparelhoautomatizado
HEMATOCLIN 5.4®. Ainda, os érgaos (coragdo, pulmao, figado, bago, pancreas, rins,
suprarrenais, mamas e utero) foram retirados, pesados e analisados

macroscopicamente para averiguar possiveis alteragoes.
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4.4.2 Determinagéo de oximetria e temperatura corporal
Para avaliar a oximetria e a temperatura corporal dos animais, foi utilizado o
Monitor Multiparamétrico VET DL 1000 permitindo a obtencéo da saturagaode oxigénio
e temperatura retal dos animais.

4.4.3 Avaliagdo do peso relativo dos 6rgdos

Os animais foram anestesiados e submetidos a eutanasia para remoc¢ao do
coragdo e verificagdo macroscopica. Orgdo como pulmdes, rins, ovarios, figado,
coracao, baco, etc., foram coletados e armazenados para posterior analise de seus

pesos relativos (Firoz et al., 2011).

4.4.4 Analise de parametros hematologicos

O plasma em citrato de sodio obtido da artéria abdominal dos animais foi
utilizado para avaliacdo dos seguintes parametros: hemacias, hematdcrito,
hemoglobinas, VCM, HCM, CHCM, leucdcitos, segmentados, mondcitos, eosinofilos,
plaquetas, RDW, RDW-CV, RDW-SD e basdfilos, no aparelho COAGMASTER BR

2.0® seguindo o manual do fabricante.

4.5 Avaliacao do efeito vasorelaxante de Fridericia platyphylla

4.5.1 Preparacgao dos aneis de aorta toracica

Os animais foram anestesiados com cetamina e xilazina (0,1 mL/peso/g). Logo
apos, a pele da parede abdominal foi seccionada na base do abdémen, na diagonal,
em forma de “V”. Apos o levantamento da parede abdominal, realizou-se o acesso a
cavidade abdominal. Os 6rgaos internos foram levemente deslocados para permitir a
visualizagao da veia cava posterior. O sangue foi colhido por pungéo venosa com agulha
24x7 (Vacutainer - Becton Dickinson, Plymouth, UK) na quantidade de mais ou menos
5 mL. Apés a coleta de sangue, deu-se prosseguimento ao isolamento dos anéis de
aorta. Para tanto, a cavidade toracica foi exposta através de um corte longitudinal da
caixa toracica; usando um microforceps, o coragao, os dois pulmdes os quatro I6bulos
do figado foram movidos para o lado.

A aorta toracica descendente foi entao identificada e limpa de tecido adiposo e
conjuntivo aderente. Trés centimetros da aorta toracica descendente foram isolados e
o segmento do anel foi montado entre dois fios de ago inoxidavel em 5 ml de solugao de
Krebs a 37° C e aerada com uma mistura de gas carbogénio (95% de O2 e 5% de CO2).
Os anéis foram entdo progressivamente tensionados para uma tensao pré- carregada

de 1 g, seguida de um equilibrio por mais 45 min até estabilizar.
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As respostas vasomotoras (tensao isométrica, em g) foram medidas por um

transdutor de forca (Micro Tissue Organ Bath, Modelo MTOB-1Z; Labo Support, Osaka,
Japao) acoplado a um sistema de aquisicao de dados (amplificador de quatro canais;
EMKA Technologies, Paris , Franca).

Para verificar a viabilidade dos anéis adrticos, confirmou-se uma resposta de 1
MM contra a Fenilefrina (PHE) com mais de 0,25 g na tensdo isométrica antes das

experiéncias de relaxamento induzidas pela amostra.

4.5.2 Teste da integridade do endotélio vascular em aneis de aorta toracica

isolada de ratos

A viabilidade endotelial dos anéis adrticos foi avaliada por reagentes de
contracao e de relaxamento. Os anéis adrticos foram primeiramente pré-contraidos
com fenilefrina 103 M, e apds a formacdo do platé de contracdo maxima foi
adicionada acetilcolina 103 M para avaliar a resposta maxima de relaxamento.

A integridade funcional do endotélio foi considerada apenas nos anéis onde
a acetilcolina foi capaz de induzir relaxamento igual ou superior a 85% de
relaxamento a fenilefrina. Também foram estudados mecanismos nas artérias sem
endotélio (igual ou menor que 10% de relaxamento).

4.5.3 Resposta da artéria com e sem endotélio ao extrato de Fridericia
platyphylla

Esse protocolo foi realizado segundo Cifuentes et al. (2018) com
adaptacOes. Apds a pré-contracdo arterial induzida por fenilefrina [10-3] (PHE),
adicionou-se o extrato e foram obtidas curvas concentragao-resposta cumulativas
para o EFP nas concentragdes de 0,01, 0,1, 0,5, 1,0 e 2,5 mg/mL. Essas
concentragdes foram adicionadas sempre apds a observacdo de um platé na
deflexdo da curva. Este procedimento foi realizado para anéis de aorta com e sem
endotélio funcional.

4.4.5 Avaliagao da atividade vasorelaxante e seu mecanismo

Para avaliar a atividade vasorelaxante, através do envolvimento de canais
de potassio, as preparacoes de artérias foram submetidas ao aumento do tonus
vascular, sendo pré-contraidas por Fenilefrina 10-3M, na auséncia ou presenca do
agente farmacoldgico tetraetilamonio (TEA) 1Mm, bloqueador ndo seletivo de

canais de potassio.
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Apds a contracdo das preparacdes foram obtidas curvas concentracao-

resposta cumulativas para o EFP nas concentragoes 0,01, 0,1, 0,5, 1,0 e 2,5
mg/mL. O efeito relaxante foi expresso como a porcentagem de contragao induzida
por PHE com e sem TEA.

4.6 Analises estatisticas

Para a avaliagao da normalidade da distribuigao, foi realizado o teste de
Shapiro-Wilk. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo das
médias e avaliados por meiodo ‘teste t de Student’ em conjunto com regressao
linear (experimentos in vitro) ou da analise de variéncia (one-way ou two-way
ANOVA) seguida pelo teste de Tukey (experimentos in vivo). As diferengas foram
consideradas significativas quando p< 0,05, usando o software GraphPad Prism

version 9.0.

5 RESULTADOS

5.1 Analise do extrato hidroetandlico das folhas de Fridericia platyphylla por FIA-
ESI-IT-MS"

O espectro ESI-MS para o composto 1 exibiu uma molécula desprotonada
em m/z 269 (C1sH1005), caracteristica da apigenina. O composto 2 foi identificado
como luteolina apds comparacéo de seu tempo de retencéo e espectro UV com
compostos padrdo. O espectro MS/MS obtido no modo de ionizagdo negativa
apresentou os padroes de fragmentagdo esperados para a luteolina e seu ion
precursor em m/z 285 [M — H] (C1sH1006). No modo negativo, o compost 3
apresentou [M — H]- em m/z 299.0533, que produziu o ion de fragmentagdo em
m/z 284 por perda neutral de CHs, indicando a presenca de um grupo metoxi.
Assim, o compost foi deduzido provisoriamente como 4- hydroxywogonin, ou
hispidulina.

O composto 4 foi identificado como cirsiliol ap6s comparagdo com
compostos padrao. O composto 5 apresentou caracteristicas para a apigenina,
com um substituinte na posicao.

Em seguida, o composto 5 foi identificado como 7-metoxipigenina-6-C-
hexose; composto 6 como 7-metoxiluteolina-6-C-hexose; o composto 7 como
isoquercetrina; composto 8 como apigenina-6-C-hexose e os compostos 9 e 10

como rutina e arrabidosideo A, respectivamente (Tabela 1).
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Figura 2. Espectros de massas em full-scan do extrato das folhas de F. platyphylla avaliado

em modo negativo
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Tabela 1. Compostos caracterizados e suas respectivas formulas moleculares

Composto

Apigenina (1)
Luteolina (2)
Hispidulina (3)
Cirsiliol (4)

7-methoxiapigenina-
6-C-hexose (5)

7-methoxiluteolina-6-
C-hexose (6)

Isoquercitrina (7)

Apigenina-6-C- hexose,
8-C-hexose(8)

Rutina (9)

Arrabidosideo A (10)

Foérmula
Molecular
(Peso
Molecular)

CisH1005 (270)
Ci5H1006(286)
Ci6H1206(300)
C17H1407(330)
C22H22010(446)

C2H2011(462)

C21H20012 (464)

C27H30015(594)

C27H30016(610)

C37H40019(786)

[M-HJ

269
285
299
329
445

461

463

593

609

785

MS"

151= [M-118-HJ

267=[M-18-H]', 243 = [M-42-HJ

284 =[M-15-H]", 117=[M-15-167-H]

314 =[M-15-HJ

401 = [M-44-HT, 269 = [M-132-H]-.

443 = [M-18-HT, 371 = [M-90-HJ, 341 = [M-
120-HT, 313 = [M-120-28-H], 298 = [M-120-
28-15-HJ

445=[M-132-H]>301 = [M-132-H]

575 = [M-18-HJ, 503 = [M-90-HT, 473 = [M-

120-HT, 383 = [M-120-90-H],485 = [M-90-18-
HT

463 = [M-146-H] 301=[ M-146-162-H]

609 [M-176-HJ, 301=[M-308-H],



5.1 Avaliagao da toxicidade aguda em modelo animal

As fungdes comportamentais, neurais e motoras foram conservadas em todos
0s grupos de animais testados. O monitoramento da piloerecao, reflexo ocular,
padrao comportamental como postura, e atividades do sistema nervoso central e
do sistema nervoso autdnomo dos animais tratados com o EHFP 2000 mg/kg, via
oral, manteve-se normal quando comparado ao grupo controle. Na dose
administrada de 2000 mg/kg, o EHFP n&o causou mortalidade em nenhum dos
animais testados durante os 14 dias apés administracao do extrato.

O peso corporal, ingestao hidrica, consumo de ragao e excretas (Figura 2)
dos animais tratados com EHFP 2000 mg/kg nao apresentaram diferencga
significativa durante a avaliagdo por 14 dias. A relagdo peso orgao/peso esta
apresentada na Figura 3; foram avaliados os 6érgéos de maior perfusado sanguinea,
a fim de averiguar se o EHFP, apds ser absorvido, causou alguma alteragao
macroscopica.

As determinagdes de possiveis alteragdes bioquimicas, através de dosagens
de parametros das fungdes renais, hepaticas, cardiacas e pancreaticas mostraram
gue nao houve diferenga significante entre os valores comparados (Tabelas 2 e 3),
assim como nos parametros hematoldgicos (Tabela 4). Ressalta-se uma diferencga
significativa nos valores da enzima lactato desidrogenase dos animais tratados
com o EHFP via oral. Os testes do efeito do EHFP na temperatura corporal e
saturagdo de oxigénio dos animais também ndo determinaram alteragbes

significativas entre os grupos (Figura 4).

Figura 3. Efeito do EHFP 2.000 mg/kg sobre consumo de ragéo, ingestao hidrica, excregao de
fezes e peso corporal dos animais
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Figura 4. Peso relativo dos 6rgaos dos animais tratados com 2000 mg/kg do EHFP
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Tabela 2. Lipidograma dos animais submetidos ao teste de toxicidade aguda
. Grupos
Parametros
Controle EHFP 2000 mg/kg
TRI 70,60 + 4,992 69,80 + 2,435
COL 77,10 £ 4,746 75,00 £ 2,944
HDL 55,60 £ 6,168 53,30 + 5,858
LDL 49,74 + 8,088 49,62 + 7,170
VLDL 42,36 £10,08 41,88+9471
BUN 95,03 £ 7,727 90,30 + 8,839
NAO-HDL 56,6 £ 6,275 56,80 £ 5,069
REL. TRI/HDL 35,87+ 12,01 324,9 + 54,89
IND. ATER 36,00+ 11,95 36,16+ 11,44

*p<0,05 (Teste ¢ Student, ndo pareado).



Tabela 3. Hemograma dos animais submetidos ao ensaio de toxicidade aguda

. . Grupos
Parametros hematologicos
Controle EHFP 2000 mg/kg
HEMAC 39,22+ 11,04 38,83 + 10,46
HEMATOC 58,98 + 5,247 58,65+4,110
HBC 42,78 +£9,923 42,25+ 9,343
VCM 65,51+ 3,922 65,15+ 2,359
HCM 44,81+ 9,293 44,24 + 8,694
CHCM 51,08 £ 7,404 50,39 + 6,696
LEU 1645,0 £ 531,9 1495,0 £ 4814
SEG 353,6 +£ 95,74 324,9 + 85,83
LINF 2321,0+£122,3 2109,0+129,3
MONO 140,6 + 44,46 102,6 + 30,19
EOSI 89,40 = 10,99 99,0 7,937
PLQ 708400 + 34523 745400 + 26120
PDW 15,20 + 0,063 15,22 + 0,037
RDW-CV 13,14 £ 0,206 13,5 £0,178
RDW-SD 29,44 + 0,299 30,44 + 0,456
BAS 32,20+ 1,828 29,2 + 1,655

Tabela 3. Parametros bioquimicos dos animais submetidos ao ensaio de toxicidade aguda

Parametros bioquimicos Grupos
Controle EHFP 2000 mg/kg
GLI 108,80 + 6,909 108,80 + 8,052
AST 130,2 + 11,430 133,2 + 8,668
ALT 52,80+ 6,037 56,6 + 4,400
URE 51,40+ 2,015 56,20+ 2,083
CREA 0,6300 + 0,021 0,64 + 0,433
PT 4,860 = 0,092 5,100 + 0,266
LPA 13,40 £+ 1,166 17,4 £1,225
AMI 338,8+ 13,89 288,8 £ 13,53
MG 4,46 £0,116 4,460 + 0,060
ALB 3,18 £ 0,058 3,14+ 0,050
GLOB 1,680 + 0,048 1,96 £ 0,290
REL. A/G 1,896 + 0,052 1,75 £ 0,250
BIL 0,5300 £ 0,043 0,552 + 0,040
ALP 103,4+£ 11,94 128,4 + 15,45
GGT 45,40 + 2,909 52,00 + 3,808
CKNAC 1136,0 + 129,8 1131,0+ 65,34
CKMB 467,4 £ 65,39 616,6 + 50,38
LDH 1060 + 59,89 1524 +80,77**

*p<0,05; **p<0,001 vs. Controle (Teste t Student, ndo pareado)
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Figura 5. Temperatura corporal, saturagdo de oxigénio e pressdes arterial dos animais
submetidos ao ensaio de toxicidade aguda para Fridericia platyphylla
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*p<0,05 (Teste t Student, ndo pareado). Temperatura (Gréfico A); Saturagdo de O2 (Gréfico B);
Pressao arterial (Grafico C).

5.2 Resposta da artéria com e sem endotélio ao extrato de Fridericia
platyphylla

Realizou-se a pré-contragao arterial induzida por fenilefrina [10-3] (PHE), em
seguida adicionou-se o extrato e foram obtidas curvas concentragdo-resposta
cumulativas para o EHFP nas concentragées de 0,01, 0,1, 0,5, 1,0 e 2,5 mg/mL.
Essas concentracdes foram adicionadas sempre apds a observagao de um platd na
deflexdo da curva. Este procedimento foi realizado para anéis de aorta com (E+) e
sem (E-) endotélio funcional.

Observou-se um efeito vasorelaxante dependente de concentragao e

independente de endotélio fucional, ndo apresentando diferencas significativas.



Figura 6. Curva concentragdo-reposta cumulativa para o extrato hidroalcodlico de
Fridericia platyphylla em aneis de aorta toracica pré-contraidas com fenilefrina
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5.3 Efeito vasodilatador do extrato de Fridericia platyphylla induzido pela

Fenilefrina na auséncia ou presenc¢a do tetraetilamoénio

As preparacoes de artérias foram submetidas ao aumento do ténus vascular,
sendo pré-contraidas por Fenilefrina 10-3M, na auséncia ou presencga do agente
farmacolégico tetraetilamonio (TEA) 1Mm. Apds a contragdo das preparagdes
foram obtidas curvas concentracdo-resposta cumulativas para o EFP nas
concentragdes 0,01, 0,1, 0,5, 1,0 e 2,5 mg/mL.
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O efeito relaxante expresso como a porcentagem de contragao induzida por

PHE com e sem TEA foi dependente da concentracao do EFP e nao apresentou

diferencas significativas ao comparar os dois grupos. O resultados sugerem que o

EHFP produz vasorelaxamento por mecanismo independente dos canais de

potassio da membrana.



Figura 7. Curva concentragcao-reposta cumulativa para o extrato hidroalcodlico de
Fridericia platyphylla em aneis de aorta toracica pré-contraidas com fenilefrina com ou

sem tetraetilamoénio
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6 DISCUSSAO

Este estudo, que teve como objetivo avaliar a toxicidade do extrato das folhas
de Fridericia platyphylla, além de investigar a composi¢do quimica do EHFP,
encontrou resultados pertinentes para a tematica. Através de técnicas
cromatograficas, ficou explicito que os flavonoides sdo a classe de metabdlitos
secundarios majoritarios nas folhas do vegetal. Por outro lado, tanto o teste de
viabilidade celular quanto os testes de toxicidade aguda em animais demonstraram
que o EHFP se comporta de maneira viavel para sua utilizacao.

Os cromatogramas obtidos através da cromatografia liquida de alta eficiécia
acoplada a um detector de arranjos de diodos sdo de suma importancia para a
caracterizagao quimica dos extratos de plantas (Da Rocha et al., 2011; Pereira et
al., 2012).

Os resultados de LC-ESI-IT-MS/MS e FIA-ESI-IT-MSn do extrato
hidroetandlico das folhas de Fridericia platyphylla identificaram uma familia de 10
compostos conhecidos, todos da classe dos flavonoides, levando em consideragéo
a relagdo massal/carga (m/z). As analises cromatograficas, utilizando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), também mostraram a presenca de
um antioxidante natural, a rutina, com alto potencial de auxiliar em diversas fungdes

fisiologicas (Serpelone et al., 2020; Machado et al., 2023).
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Métodos para avaliar citotoxicidade de materiais vegetais sdo desenvolvidos
e aprimorados com frequéncia, porém todos possuem suas limitacbes e
desvantagens (Li et al., 2015). Nesse sentido, a analise da toxicidade celular do
EHFP, utilizando o teste colorimétrico MTT, e conhecendo a composi¢ao quimica
do extrato em estudo, que é constituida principalmente por compostos fendlicos,
permitiu avaliar o efeito citotoxico do EHFP em diversas concentragcdes e em
diferentes tempos de exposicao.

Na primeira avaliacdo, onde as células ficaram expostas ao extrato por 24
horas, nenhuma das concentracdes testadas causou inviabilidade as células.
Ressalta-se que em todas as concentragdes houve um efeito proliferativo, ou seja,
quando analisadas no leitor ELISA, constatou-se um significativo aumento do
numero celular, principalmente nas de 125 ug/mL e 250 ug/mL, significativamente
superior ao controle. Na avaliacdo de 48 horas de incubacdo, o EHFP também
mostrou-se atoxico as células, e em todas as concentracbes constatou-se um
significativo aumento no numero das células, mais expressivo em 62,5 ug/mL,
31,25 ug/mL, 15,62 uyg/mL e 7,81 ug/mL.

O resultados permitem destacar, além da expressiva atoxicidade do extrato,
que o EHFP possui um efeito proliferativo, o qual precisa ser mais explorado com
novos testes e em maiores concentracbes. Sendo assim, observou-se que o
extrato possui concentragdes seguras de serem utilizadas sem perder seus
possiveis potenciais farmacoldgicos e assim o futuro produto derivado pode ser
utilizado em seres humanos. Contudo, sdo necessarios testes mais especificos

para obtencao de melhores resultados.

No que abrange a utilizagdo de plantas para fins medicinais, nos ultimos
anos, houve um expressivo avango no desenvolvimento de medicamentos a base
de produtos vegetais. Essa pratica envolve todas as classes sociais, destacando

a importancia de seu uso de maneira segura e eficaz (Santana et al., 2021).

A industria do ramo farmacéutico tem uma busca constante no
desenvolvimento e descobrimento de novos medicamentos — inclusives de bases
naturais - e com o auxilio de tecnologias cada vez mais eficientes existe a
possibilidade de modificacbes estruturais desses compostos para melhorar e
potencializar sua eficacia, além de torna-los mais seguros para sua utilizagéo
(Yunes et al., 2018; Zhang et al., 2018).
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Algumas substancias de origem vegetal podem causar alteragdes nas
atividades do sistema nervoso, avaliados por um conjunto de parametros clinicos

de toxicidade pré-estabelecidos (Almeida et al., 2006).

A avaliagdo da toxicidade aguda do EHFP em ratos Wistar demonstrou que
a administragao por via oral (gavagem), em uma unica dose de 2.000 mg/kg, nao
causou mortalidade em nenhum animal.

Ressalta-se que parametros neurocomportamentais também foram avaliados
durante o experimento, sendo eles: piloere¢ao, contorcdo abdominal, distencao
das patas, convulsdo, reflexo palpebral, erecdo da calda, cianose, salivacao,
diarreia, lacrimacéo, dilatacdo da pupila, ataxia, analgesia, taquipneia, bradipneia,
dispneia, taquicardia, bradicardia, tremores, espasmos, palidez, hiperemia, frémito
vocal, agressividade, reacdo de fuga e o ato de cogar o fucinho.

Nao foram observados comportamentos neuroldégicos anormais e nem
alteracoes de comportamento nos animais. Esses achados sugerem que a DL50

do EHFP é superior a 2.000 mg/kg de peso corporal.

De acordo com o protocolo da Organizagdo para a Cooperagdo e o0
Desenvolvimento Econémico (OCD) n° 425, o EHFP pode ser incluido na categoria
5 de toxicidade, considerada baixa (DL50 estimada entre 2.000 - 5.000 mg/kg),
visto que n&o houve o6bito de nenhum animal até o dia do procedimento de
eutanasia (OCDE, 2008).

Em continuidade, o peso corporal dos animais, consumo de ragao, ingestao
hidrica e produgdo de excretas foram quantificados. Em nenhum dos itens
avaliados foram encontradas diferengas entre os valores do grupo controle e do
grupo tratado com o extrato de Fridericia platyphylla. Esses resultados reforcam
que o EHFP é atoxico em modelo in vivo por via oral durante a avaliagao de 14
dias, podendo ser empregado em ensaios experimentais em doses 6timas e

seguras de 2.000 mg/kg.

Determinados locais do corpo possuem um maior fluxo sanguineo, podendo
ser afetados em um maior grau por substancias toxicas, inviabilizando as
estruturas teciduais desses Orgdos durante a fase de distribuicdo e/ou

biotransformacao (Araujo et al., 2012).

Para analisar essas alteragdes, os marcadores biolégicos sao importantes

parametros bioquimicos na avaliacdo da fungcdo de determinados 6rgaos, pois
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demonstram ou n&o de lesdes nesses locais (Bati et al., 2021).

As determinag¢des da glicose caudal sdo pontos criticos para manitorar e
avaliar a progressdo e o risco de doengas que afetam o metabolismo dos
carboidratos (Acker et al., 2012). Os achados das dosagens desse parametro
foram iguais para ambos os grupos do experimento.

O figado e os rins s&o alvos importantes de substancias toxicas. O figado em
si € um 6rgao que esta intimamente ligado aos danos que substancias deletérias
podem causar ao serem ingeridas, necessitando de uma leitura cuidadosa nos
resultados das dosagens dos seus marcadores bioquimicos (Singh et al., 2016;
Manaharan et al., 2014).

Aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e gama
glutamil transferase (GGT) s&o enzimas dosadas através de amostra sanguinea e
determinam o funcionamento hepatico, demonstrando serem os indicadores de
maior eficacia e sensibilidade para o descobrimento de lesdo hepatocelular
(Chaniad et al., 2022). No presente estudo, ndo foram encontradas diferenca
significativa entre os niveis de AST, ALT e GGT.

Para a avaliagao de outros parametros hepaticos, foram dosados os niveis
de bilirrubina total, globulinas, albumina e fosfatase alcalina, onde os valores
mostraram-se sem diferenca entre os grupos. Esses achados poderiam sinalizar
presenca de lesdes, porém mostram e reforcam que os ratos ndo apresentaram

hepatotoxicidade decorrente do uso oral do extrato da planta.

A mensuracgao de sinais vitais como pressao arterial, temperatura corporal e
saturagdo de oxigénio sdo de extrema para avaliar inicialmente o estado do
sistema cardiovascular (Silva et al.,, 2021). Nos testes realizados, esses
parametros corporais nao tiveram diferengcas estatisticamente significativas,

ratificantdo que o EHFP nao alterou esses dados nos animais.

Estudos mostram que alguns flavonoides contidos em diversos vegetais
possuem atividades nefrotoxicas. Niveis alterados dos biomarcadores acido urico,
creatinina, ureia e magnésio podem indicar um possivel mal funcionamento dos
rins (Amna et al., 2013).

Nos testes realizados, os niveis de magnésio e acido urico apresentaram-se
dentro da normalidade, demonstrando que o EHFP nao causou alteracéo renal nos

animais. Ainda, as concentracées dos marcadores creatinina e ureia
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apresentaram-se dentro dos valores de parametros normais, indicando

preservacgao da integridade das células dos rins.

Outro tipo de biomarcadores importantes para a avaliagcdo de toxicidade
exdgena sdo os cardiacos, que s&o susbtancias liberadas no sangue quando ha
presencga de doengas ou lesées do musculo cardiaco (Bhatt et al., 2017).

As principais isoenzimas utilizadas na pratica clinica para avaliar alteracao
no miocardio sao a CK-MB e CK-NAC. No presente estudo, ambas as isoenzimas
mantiveram-se dentro da normalidade, excluindo a possibilidade de o EHFP ter
causado lesdo cardiaca. Para avaliar possiveis lesdes nas células do musculo
esquelético e do miocardio, a lactato desidrogenase — LDH — é uma enzima
frequentemente utilizada, visto que estda abundatemente concentrada nesses

musculos.

Nas dosagens bioquimicas do presente estudo, a LDH encontra-se
aumentada no grupo de animais que recebeu o EHFP, o que pode ser indicativo
de uma possivel miopatia ou dano na musculatura esquelética. Entretanto, estudos
mais especificos de alteragdes histopatologicas desses tecidos precisam ser

avaliados para a confirmacgao da influéncia do extrato nessa alteragao.

Em continuidade, a avaliagdo da fungéo pancreatica, através de dosagens
dos marcadores do pancreas — as enzimas amilase e lipase - sao de extrema

importancia para a analise da fungédo desse 6rgéo.

Anormalidades nos niveis dos principais lipideos podem indicar e fornecer
informacdes essenciais para o conhecimento de predisposi¢cdes para doencgas
cardiacas nos animais (Ashafa et al., 2012). Foram dosados os lipideos HDL e
LDL, o VLDL, triglicerideos, colesterol ndo-HDL e colesterol total; além do mais, foi
feita a relacéo entre os valores de triglicerideos e HDL e também calculado o indice
aterogénico, importante parametro de avaliagcdo da presenca e/ou risco de
aterosclerose (Roca et al., 2024). Os resultados deste estudo demonstram que o
lipidrograma dos animais testados com o EHFP n&o apresentou-se alterado em
nenhuma das dosagens, reforcando que o EHFP n&o foi um fator determinante

para possiveis alteragdes lipidicas.

Em estudos que avaliam toxicidade, os parametros hematoloégicos ajudam a
determinar se substéncias exogenas, dentre elas os extratos vegetais, para ficar

claro se possuem efeitos deletérios nos componentes sanguineos e explicam
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como os compostos quimicos afetam esse tecido.

As analises laboratoriais hematologicas também tém importédncia na
avaliagao do risco, visto que alteragdes das células e/ou componentes do sangue
dos animais testados podem sinalizar uma posterior toxicidade em seres humanos
(Bello et al., 2016; Mlozi et al., 2020). No nosso estudo ndo foram observadas
alteragdes nos parametros hematoldgicos nos grupos de animais tratados com
2.000 mg/kg do extrato de Fridericia platyphylla, sugerindo, assim, que o composto

nao modifica as células e nem os componentes do sangue.

Os testes para o estudo do efeito vasorelaxante do EHFP, em aneis de aorta
isolados de ratos, que foram testados nas concentracdes de 0,01, 0,1, 0,5, 1,0 e
2,5 mg/mL, ndo apresentou diferengas significativas no vasorelaxamento induzido
por PHE nos anéis de aorta com ou sem endotélio. Esse resultado sugere uma
resposta quanto ao vasorelaxamento que é independente de endotélio. Além
disso, pode-se inferir que o EHFP ndo possui agao vasorelaxante envolvendo

canais de potassio.

Uma caracteristica particular dos fitomedicamentos é a sua compocao
complexa, ou seja, o fitocomplexo com diferentes efeitos especificos, porém com
uma gama mais ampla de efeitos e propriedades curativas que sao garantidas por

essa composicao complexa.

O endotélio vascular € uma camada de células que reveste todo o interior dos
vasos sanguineos. Isso faz com que esse endotélio desempenhe algumas fungdes
que sao indispensaveis para a regulacdo do tdénus vascular, principalmente
(Vanhoutte, 2017). Quando testadas as diferentes concentragées do EHFP para
averiguar seu efeito vasorelaxante, induzido por PHE, em anéis de aorta de ratos,
nao foram notadas diferengas significantes nos aneis com ou sem endotélio. Esse
achado significa que o efeito vasorelaxante do extrato é independente de
endotélio. Além disso, pode-se inferir que o EHFP n&o possui agao vasorelaxante
envolvendo canais de potassio e que o efeito achado foi dependente da

concentracio do extrato.

A musculatura lisa vascular apresenta uma densidadde elevada para
receptores alfa-adrenérgicos que, através da regulagdo desses receptores, tem-
se a regulagao do tdénus vascular. Ressalta-se a importancia dos canais de calcio
voltagem-dependentes de membrana e também a participagdo dos canais de
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potassio. Para tanto, foi avaliado, nesse estudo, a capacidade vasorelaxante para
o EHFP.

Os canais de calcio dependentes de voltagem s&o os principais responsaveis
pela entrada de calcio nas células musculares lisas vasculares. Quando esses
canais sdo abertos, ocorre um influxo de ions célcio (Ca?*) para o interior da célula.
O aumento da concentracao intracelular de calcio leva a ativacido da enzima
calmodulina, que, por sua vez, ativa a miosina quinase. Essa enzima fosforila a
cadeia leve da miosina, permitindo a interacao entre actina e miosina e resultando

na contragdo do musculo liso vascula (Berne et al., 2018).

Por sua vez, os canais de potassio (K*) sdo importantes para a repolarizagao
da membrana celular e para a modulagéo do ténus vascular. Quando os canais de
potassio sao abertos, ocorre um efluxo de ions potassio para fora da célula, o que
leva a hiperpolarizacdo da membrana celular. Essa hiperpolarizacdo reduz a
abertura dos canais de calcio dpendentes de voltagem, diminuindo o influxo de
calcio e, consequentemente, promovendo o relaxamento do musculo liso vascular
(Tykocki et al., 2017).

Os receptoes alfa-1-adrenérgicos desempenham um papel crucial na
regulacdo da contratiidade do musculo liso, especialmente no sistema
cardiovascular. Sdo ativados por catecolaminas, como a norepiefrina (Jackson et
al., 2018). Sendo assim, o uso da fenilefrina, uma catecolamina sintética, se deu

por esse motivo.

Para inicio da elucidacdo do mecanismo de acdo do EHFP, foi testado seu
efeito vasodilatador induzido pela Fenilefrina realizando-se uma pré-contragao.
Ressalta-se que o teste foi realizado na presenga ou auséncia do tetraetilamdnio
(TEA).

Nossos resultados mostram que o EHFP promove um vasorelaxamento
dependente de concentracdo e independente da presenca de endotélio. Esse
achado € importante para inferir que, provavelmente, o extrato de Fridericia
platyphylla apresenta compostos bioativos que possam desencadear efeitos anti-
hipertensivos e que possivelmete possam agir sobre a musculatura lisa vascular
alfa-1-adrenérgicos ou até mesmo no influxo de calcio nessas células. Isso

contribui para a validagcéo cientifica dessa espécie vegetal como possivel
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ferramenta biologica e farmacoldgica para futuras alternativas terapéticas em

desordens cardioasculares, como a hipertensao arterial.

Sendo assim, é de suma importancia o estudo e a elucidagao do mecanismo
farmacoldgico do efeito que o EHFP desencadeou nos aneis aorticos, levando-os
ao vasorelaxamento. Ressalta-se que o teste foi realizado na presenga ou
auséncia do tetraetilaménio (TEA), que bloqueia os canais de potassio, impedindo

o efluxo de K+ e, consequentemente, inibindo a hiperpolarizacao.

Nessa etapa, o efeito de vasorelaxamento também foi dependente da
concentracdo do extrato e ndo apresentou diferengcas estatisticamente
significativas entre os dois grupos. Com isso, pode-se inferir que o EHFP nao
possui acdo vasorelaxante envolvendo canais de potassio. Com esses dados, o
efeito vasorelaxante do extrato se da por outra (s) via (s), carecendo de mais
estudos complementares para a devida elucidacdao dessa acao do EHFP no
vasorelaxamento. Esse efeito vasorelaxante contribui para a validacdo do

potencial biolégico da espécie em doencgas cardiovasculares.

7 CONCLUSOES

Os dados obtidos através do presente estudo demonstraram claramente que
o extrato hidroetandlico das folhas de Fridericia platyphylla, de acordo com as
analises cromatograficas para identificacdo e caracterizagdo quimica de seus
componentes, possui flavonoides como metabdlitos secundarios majoritarios.

Nos testes de toxicidade aguda os resultados foram claros ao demonstrar que
o EHFP nao apresentou efeitos decorrentes de toxicidade nos parametros renais,
hepaticos e cardiacos. Todos os parametros hematolégicos mantiveram-se em
conformidade, ratificando que o extrato ndo causou alteragées nos componentes
e/ou nas células sanguineas. Ressalta-se ainda que o peso corporal, ingestao
hidrica, excrecao de fezes e consumo de ragao também nao foram alterados, assim
como a temperatura corporal dos animais, saturagao de oxigénio e pressao arterial
sistélica e diastdlica. Por fim, as fun¢des neuroldgicas e comportamentais também
ficaram preservadas. Isto significa que a DL50 do EHFP é superior a 2.000 mg/kg,
uma vez que nenhum animal veio a ébito decorrente da administragao por via oral

do extrato.
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Resalta-se que o vasorelaxamento observado nas artérias isoladas foi
dependente da concentracao do EHFP, e que esse efeito foi independente da
presenca de endotélio. E, na presenca do bloqueador de canais de potassio, o
efeito vasorelaxante ndo apresentou diferengas sigificativas. Sendo assim, a agao

nao se deu através desses canais
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Telefone: (98) 3272-8000 - https://www . ufma.br
Certificado Eletronico n® 0943286/2024/CEUA/CCBS
NUP 23115.019856/2023-61.
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o®

c©EUA

c o Comissio de Etica no Uso de Animais
CIAEP: 02.0341.2019

Certificamos que a proposta intitulada: “Bioprospecgao do extrato das folhas de Fridericia platyphylla
na cardioprevengiao em roedores e obtengédo de bioprodutos” Processo n. 23115.019856/2023-61, sob a
responsabilidade da Profa. Dra. Rachel Melo Ribeiro, que envolve a produgio, manutengao ou utilizagao
de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei no 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto no 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), e foi considerado APROVADO pela Comissio de Etica
no Uso de Animais (CEUA - UFMA) da Universidade Federal do Maranhdo, na reunido realizada em
06/02/2024.

We certify the proposal: "Bioprospecting of Fridericia platyphylla leaf extract for cardioprevention in
rodents and obtaining bioproducts", Process n. 23115.019856/2023-61, under the responsibility of Profa.
Dra. Rachel Melo Ribeiro, which involves the production, maintenance or use of animals belonging to
the phylum Chordata, sub-phylum Vertebrata (except human beings) for scientific research purposes (or
teaching) - is following Law No. 11,794, of October 8, 2008, Decree No. 6.899, of July 15, 2009, as well
as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and
was APPROVED by the Ethics Committee on Animals Use of the Federal University of Maranhio
(CEUA - UFMA), in meeting of 02/06/2024.
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Revisao sistematica

Para identificar os artigos, realizou-se uma busca sistematica da literatura
nos bancos de dados do PubMed, Scielo e Google académico. A pesquisa limitou-
se a artigos escritos nos ultimos 10 anos; assim, foram incluidos artigos
publicados entre setembro de 2013 e agosto de 2023. Utilizou-se os seguintes
descritores para busca: “Fridericia platyphylla” AND “extrato”; “Fridericia
platyphylla®” AND “doengas cardiovasculares”; “Arrabidaea brachypoda” AND
‘extrato”; “Arrabidaea brachypoda” AND “doencgas cardiovasculares” e seus
correlatos em inglés. Além disso, a digitalizacao das listas de referéncias foi
realizada a partir dos estudos recuperados para identificar quaisquer artigos que
possam ter sido perdidos na busca na literatura.

Apds as buscas, todos os registros foram importados para o software
EndNote e os artigos duplicados foram removidos. Para selecionar apenas os
estudos relevantes, os titulos e resumos de todas as citagdes identificadas pela
pesquisa bibliografica foram realizados de forma independente por dois
pesquisadores.

Para os aspectos de caracterizagado dos estudos incluidos, adotaram-se
0s seguintes critérios como os mais importantes: tipo de estudo, objetivo do
estudo, administracdo do extrato e efeitos do tratamento. Todos os dados
necessarios para a caracterizagao serao organizados e apresentados em forma
de tabela (dados ndo mostrados).

Em relagéo a busca de artigos cientificos com a utilizagado dos descritores
foram encontrados 842 resultados. Deste total, os resultados associados ao
descritor A.brachypoda obteve o maior numero de resultados. Nesta perspectiva,
a base de dados Google Scholar obteve a maior quantidade de resultados (820),
seguido por PubMed (20) e por fim Scielo (02). Em suma, foram identificados e
selecionados 18 artigos cientificos para minuciosa descrigdo neste estudo de

Revisdo.

ts and lsolated Phytochemicals in Different Experimental Models'
Farias

tebekha 2 Luz | Kellen, Silva , Ludmila | de Carvalho, Mateus
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ANEXO 3 — ARTIGO PUBLICADO NA REVISTA CADERNO PEDAGOGICO -
QUALIS A2

CADERN[

P DAGOGICO

DECLARAGAD

Caderno Pedagdgico, 1ISSN 1983-0882, declara para os devidos fing, que o artige Intitulado
ProspaccAo fecnolGgica: perspectivas na uliizaco de Fridericia platyphylla para o
tratamento de desordens cardiovasculares de autoria de Andressa Coelho Ferreira, lcaro
Rodrigo Dutra Cunha, Jhonata Costa Moura, Raphael Furtado Margues, Mateus Balbino
Barbosa de Carvalho, Ellen Caroling da Silva Penha, Carlos Alberto Alves Dias Filho, Carlos
José Moraes Dias, Nivaldo de Jesus Silva Soares Junior, Raphael Ferreira Faleiro, Enio
Fernandes Aragio Soares, Joicy Cortez de S4 Sousa, Claudia Quintino da Rocha, Marilena
da Rocha Borges, Rachel Melo Ribeiro, foi publicado no v.21, n.10, de 2024.

A ravista é ondine, & os artigos podem ser encontrados ao acessar o link:

hitps:iiojs studiespublicacoes. com. briojs/index_phpicadped/issue/view/ 124

DOL: hitps:/idoiorg/Sdai_link

Por ser a expressdo da verdade, firmamos a presente declaracao.

Curitiba, outubra T, 2024.

Equipe Editorial
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ANEXO 4 — CERTIFICADOS DE PARTICIPAQ&O E APRESENTACOES EM
EVENTOS CIENTIFICOS

1 SIMPOSIO
NACIONAL EM
CIENCIAS DA

-

CERTIFICADO

Certificamos que Icaro Rodrigo Dutra Cunha participou do I SIMPOSIO
NACIONAL EM CIENCIAS DA SAU DE, com o tema "Q Maranhio na
popularizacdo e desenvolvimento cientifico e a sua importancia na
capacitagdo dos profissionais da seiide", realizado nos dias 22 a 24 de
Novembro de 2023, na Umiversidade Federal do Maranhdo Campus Dom
Delgado, na cidade de Sdo Luis do Maranhdo, com uma carga horaria de 20
horas.
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& | SIMPOSIO NACIONAL EM CIENCIAS DE ANIMAIS DE LABORATORIO E CIENCIAS DA SAUDE

11 a 13 de dezembro de 2024, Universidade Federal do Maranh3o, Sdo Luis-MA

Certificamos que Icaro Rodrigo Dutra Cunha, participou com éxito do evento |l Simposio
Nacional em Ciéncias da Satude e | Simpdsio de Animais de Laboratdrio e Ciéncias da
Saude realizado no Auditoric Central da Universidade Federal do Maranhao, na cidade de

Séao Luis - MA, no periodo de 11 a 13 de dezembro de 2024, contabilizando carga horaria
total de 24 horas.

Sé&o Luis (MA}, 13 de dezembro de 2024,

Verifique o codigo de auterticidade 15219116.85448031 .6 8.82101168544603 168 em hitps fwww.evend com beidocumentas.

Prats. Dra. Ana Paula Siva de Arevedo dos Santas Profs. Dra. Rachel Meka Ricewo
Presiderie do If Simpésio Nacional em

Prof. Dr. Rafael Carcoso Carvalho
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S 11a 13 de dezembro de 2024, Universidade Federal do Maranh3o, S3o Luis-MA

Certificamos que a submissao infitulada ESTUDO TOXICOLOGICO PRE-CLINICO DE
ESPECIES VEGETAIS: UMA ANALISE BIOQUIMICA E HEMODINAMICA, de autoria
lcaro Rodri Dutra Cunha, Andressa Coelho Ferreira, Mateus Balbino Barbosa de
Carvalho, Rebekha Matos Ollwira, Ludmila Tavares dns Santos Siiva e RACHEL
MELQ RIBEIRO, foi apresentada por lcare Rodrigo Dutra Cunha. no evento ll Simposio
Nacional em Ciéncias da Saude e | Si io de Animais de Laboratério e Ciéncias da
Saude, apresentando na Modalidade STER e Area Tematica Biotecnologia aplicada
ao estudo de produtos naturais e sintéticos.

Sao Luis, 11/12/2024 a 1311202024

Wenfigue o cidigo de autenbcidece 15216112 S544803 1 EE452TE 8 HZ 1911 285446031 BS4EITES em IHpsYwwew. Bvens com britoomresics

J@@ g!amgg : \Plor—

Frofa Dra. Ana Poua maelm:-u summ O Weh Fbeim hu“ﬁ'mcamn:unum
Presidents do i -mdmo Conninnator do Programa de. Pos-Gradusclns Presidene oo § Simpdsio Macional em Cincias

GCigncias da So em Cidncias do Sadde &N’mnthMcCtﬁmdﬂSﬂﬁ

) F@?E_lihi TSCAPES




