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RESUMO

A diosgenina € um esterdide encontrado em vdérias plantas farmacologicamente
ativas, incluindo espécies de Solanum e Dioscorea. O objetivo desse trabalho foi
avaliar o efeito anti-hipertensivo da diosgenina e seu complexo nanoestruturado em
modelos de menopausa e hipertensao L-NAME, bem como 0s possiveis mecanismos
de acédo envolvidos nos efeitos observados. Uma prospecc¢ao cientifica e tecnologica
foi realizada e revelou poucas variedades de aplicacdes farmacolédgicas da diosgenina
complexada em B ciclodextrina (Diosg/3-CD) em atividade anti-hipertensiva. Dessa
forma, é necessario explorar esse fitoesterdide na area cientifica e tecnologica, devido
ao numero limitado de patentes e publicacdes. Para isto, foram realizadas diferentes
formulacdes do complexo Diosg/B-CD (Mistura fisica (MF), Liofilizado (LIOF) e Co-
evaporacdo (CE)) e avaliadas fisico-quimicamente quanto ao melhor método de
inclusdo supramolecular. A formulacdo nanoestruturada que apresentou melhor
inclusdo de Diosgenina foi a obtida pelo método CE. Consequentemente, os testes
biolégicos de atividade cardiovascular partiram desta formulacdo. Na caracterizacao
e doseamento, constatou-se que o Diosg/B-CD apresentou 47,54+1,7 % de eficiéncia
de encapsulacao e 7,13+0,25 % de eficiéncia de carga. No teste de toxicidade aguda,
0s animais tratados com Diosg/B-CD nao apresentaram sinais de toxicidade aguda
até a dose de 2000 mg/kg, por via oral. Nesta mesma dose, o0 Diosg/p-CD apresentou
capacidade agregante, aumentando os valores de TTPA em relagé&o ao grupo tratado
com salina, por via oral. Na atividade anti-hipertensiva, o Diosg/B-CD demonstrou
importante efeito hipotensor dependente de dose (75, 150 e 300 mg/kg, v.0), enquanto
a diosgenina isolada (300 mg/kg, v.0) ndo apresentou reducdo da pressao arterial.
Além disso, o complexo Diosg/p-CD na dose 300 mg/kg, v.0, apresentou atividade
anti-hipertensiva semelhante em modelo OVX e OVX/LNAME. Nos testes in vitro, a
diosgenina promoveu vasorrelaxamento em anéis aorticos de ratas OVX preé-
contraidos com fenilefrina de maneira dependente de concentracéo e dependente do
endotélio vascular. A participacdo de mediadores endoteliais foi verificada na
presenca de L-NAME (100 uM), ODQ (10 pM), Indometacina (10 yM), Atropina (1 uM)
ou Tiron (100 M) por 30 minutos, e nestas condi¢des observou-se que ocorreu uma
atenuacao do vasorrelaxamento promovido por diosgenina. Em anéis sem endotélio
pré-contraidos com KCIl 80 mM, a adicdo cumulativa de diosgenina ndo promoveu
efeito vasorrelaxante concentracdo-dependente. Dessa maneira, esse fitoesterbide
demonstrou importante seguranca bioldgica, efeito antiagregante e anti-hipertensivo,
com possivel envolvimento da via eNOS/CG/COX, bem como a participacdo dos
receptores muscarinicos e dos anions superoxidos. Nao ocorre a inibicdo do influxo
de calcio através dos canais para célcio sensiveis a voltagem. Por outro lado, na
presenca de inibidores de canais para potassio, o efeito vasorrelaxante foi atenuado,
sugerindo o envolvimento destes na atividade da diosgenina.

Palavras chave: menopausa, hipertensao, antiagregante, diosgenina, 3-ciclodextrina.

SABINO, C. K. B.



SABINO, C. K. B.



SABINO, C. K. B. Cardiovascular activity of free and complex diosgenin in beta-
cyclodextrin in ovariectomized and hypertensive rats [-name. Advisor: Professor
Dr. Aldeidia Pereira de Oliveira. 2019. 169p. Thesis - Post-graduation in
Biotechnology, Northeast Network of Biotechnology, Federal University of Piaui,
Teresina, Piaui.

ABSTRACT

Diosgenin is a steroid found in several pharmacologically active plants, including
Solanum and Dioscorea species. The objective of this study was to evaluate the
antihypertensive effect of diosgenin and its nanostructured complex on menopause
and L-NAME hypertension models, as well as the possible mechanisms of action
involved in the observed effects. A scientific and technological prospection was
performed and revealed a few varieties of pharmacological applications to diosgenin
complexed in B-cyclodextrin (Diosg/B-CD) in antihypertensive activity. Thus, it is
necessary to exploit this phytosteroid in the scientific and technological area due to the
limited number of patents and publications. For this, different formulations of the
Diosg/B-CD complex (Physical Mixture (MF), Lyophilized (LIOF) and Co-evaporation
(EC)) were performed and physicochemically evaluated for the best supramolecular
inclusion method. The nanostructured formulation that presented the best inclusion of
Diosgenin was obtained by the CE method. Consequently, the biological tests of
cardiovascular activity started from this formulation. In the characterization and assay,
Diosg/B-CD presented 47.54 + 1.7% of encapsulation efficiency and 7,13 + 0,25% of
load efficiency. In the acute toxicity test, animals treated with Diosg/p-CD showed no
signs of acute toxicity up to the dose of 2000 mg / kg orally. At the same dose, Diosg/[3-
CD presented an aggregant capacity, increasing the APTT values in relation to the oral
saline group. In antihypertensive activity, Diosg/B-CD demonstrated an important
dose-dependent hypotensive effect (75, 150 and 300 mg / kg, v.0), whereas diosgenin
alone (300 mg / kg, v.0) did not present a reduction in blood pressure. In addition,
Diosg/B-CD complex at dose 300 mg / kg, v, showed similar antihypertensive activity
in OVX and OVX / L-NAME model. In the in vitro tests, diosgenin promoted
vasorelaxation in aortic rings of OVX rats precontracted with phenylephrine in a
concentration dependent and vascular endothelium-dependent manner. The presence
of endothelial mediators was observed in the presence of L-NAME (100 uM), ODQ (10
MM), Indomethacin (10 uM), Atropine (1 M) or Tiron (100 uM) for 30 minutes, it was
observed that an attenuation of the vasorelaxation promoted by diosgenin occurred. In
rings without pre-contracted endothelium with 80 mM KCI, the cumulative addition of
diosgenin did not promote concentration-dependent vasorelaxant effect. Thus, this
phytosteroid demonstrated important biological safety, antiplatelet and
antihypertensive effects, with possible involvement of the eNOS / CG / COX pathway,
as well as the participation of muscarinic and superoxide anion receptors. There is no
inhibition of calcium influx through the voltage-sensitive calcium channels. On the other
hand, in the presence of inhibitors of potassium channels, the vasorelaxant effect was
attenuated, suggesting the involvement of these in the diosgenin activity.

Keywords: menopause, hypertension, diosgenin, 3-cyclodextrin.
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FC Frequéncia cardiaca

FEN Fenilefrina

FRDE Fator de relaxamento derivado do endotélio
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GDP Difosfato de guanosina
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KCI Cloreto de potassio
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PAD Presséo arterial diastolica
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1 INTRODUCAO

A menopausa € uma condicao clinica da mulher, representada pelo fim do
periodo reprodutivo, que é caracterizada por diversas alteracbes metabdlicas, dentre
elas a disfuncéo na funcdo cardiovascular, e pela reducéo da producédo e secrecao
dos hormdnios ovarianos, especialmente o estrogeno. O estrogeno esta relacionado
a producao de o6xido nitrico (NO), favorecendo a vasodilatacdo, e, consequentemente,
o efeito cardioprotetor (PALLOS et al., 2006; CAVADAS et al., 2010).

A diminuicdo de estrogeno tem sido correlacionada com as mudancas na
distribuicdo da gordura corporal, que tendem a acumular-se na regido abdominal,
podendo ocasionar complicacdes metabdlicas, a exemplo da dislipidemia, que gera o
aumento do colesterol da lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) e diminuicdo da
fracéo de colesterol de alta densidade (HDL-c), provocando aumento na incidéncia de
doencas cardiovasculares (DCV), dentre elas a hipertensdo (PARK et al, 2014).

Uma das estratégias para reduzir os riscos de DCV na menopausa € 0 uso da
Terapia de Reposi¢cdo Hormonal (TRH). Estudos epidemiolédgicos avaliaram a relacéo
entre a TRH e DCV e mostraram evidéncias de que o tratamento hormonal era
benéfico em mulheres na pés-menopausa, reduzindo o risco de DCV de 50% para
35% (MANSON; MARTIN, 2001). No entanto, os efeitos colaterais atribuidos aos
estrégenos naturais e sintéticos tém limitado seu uso na TRH (LI, 2013), o que tem
contribuido para o desenvolvimento de substancias alternativas que possuem
propriedades benéficas semelhantes aos estrogenos, porém com menos efeitos
adversos, tais como os fitoestrogenos.

Os fitoestrogenos sao horménios vegetais que ocorrem naturalmente nas
plantas, e exercem efeitos similares aos estrogenos no organismo da mulher.
Segundo Grings et al (2009), a administracdo de fitoestrogenos tem efeito benéfico
nos distarbios da p6s-menopausa, atenuando o declinio da secrecéo de estrégeno e
posteriores desajustes histomorfoldgicos e metabdlicos consequentes da menopausa.

A Diosgenina é um fitoestrogeno com estrutura semelhante a progesterona e
ao estradiol, que tem sido bastante utilizada em diversos estudos com modelos
animais. Relatos na literatura apontam que a diosgenina possui efeito anti-inflamatorio

em ratos (YAMADA et al., 1997), e que os glicosideos da diosgenina alteram as
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atividades mecéanicas do miocardio, provavelmente, através da modulacao do fluxo de
célcio extracelular pela da membrana plasmatica (DIAS, 2007). Por outro lado, um
obstaculo encontrado no uso da diosgenina € a reduzida solubilidade que ela
apresenta em meio aquoso, o que dificulta sua biodistribuicdo e formulacao
farmacéutica (ROGALSKI et al., 2013; BEIG et al., 2013). Uma alternativa é o uso da
nanobiotecnologia, a fim de melhorar a diluicdo de moléculas apolares em meio
aguoso e proporcionar um sistema de liberacdo direcionado para o sitio da doenca
(GUEDES et al., 2008).

Os diversos efeitos benéficos da Diosgenina tém despertado interesse pela
comunidade cientifica em diversas areas. No entanto, sdo ausentes estudos que
investigam o efeito da diosgenina e seu derivado nanoestruturado na funcéo
cardiovascular em modelo de menopausa induzida por ovariectomia e associada com
hipertensédo L-NAME, bem como os mecanismos envolvidos no mesmo.

Baseado nos efeitos colaterais encontrados nos farmacos atuais e
considerando que os produtos naturais apresentam uma variedade de atividades
farmacologicas, torna-se constante a busca pela descoberta de novos compostos
derivados de produtos naturais com propriedades terapéuticas comprovadas,

incluindo a atividade anti-hipertensiva.

Figura 1: Organizacéao do trabalho de Tese.

Capitulo 01
—

T . . _ N
Prospeccio Diosgenina e atividade
tecnolégica ™ anti-hipertensiva
e cientifica N\

Diosgenina e

N

\

- Capitulo 02: Teste toxicoldgico e
menopausa atividade coagulante
\
\
Diosgenina, N ] ; .
ciclodextrina e atividade Pe_lrte Capitulo 03: Complexagdo e
- I e ——— Experimental atividade anti-hipertensiva

Capitulo 04: Atividade
vasorelaxante
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O primeiro capitulo apresenta uma prospeccéo cientifica e tecnologica, a fim
de conhecer o estado da arte e apresentacdo do cenario nacional e mundial da
Diosg/B-CD, relacionado com suas atividades farmacoldgicas, incluindo as atividades
anticoagulante, anti-hipertensiva e vasorelaxante.

O segundo capitulo demonstra que a Diosg/B-CD reduz a presséo arterial em
modelos de ratas OVX hipertensas L-NAME. O terceiro capitulo aborda o efeito
trombolitico da a Diosg/B-CD e a importancia deste na menopausa e hipertensdo. O
guarto capitulo apresenta o efeito vasorelaxante do Diosg/B-CD frente a regressao
estrogénica, que € um modelo de menopausa, bem como a sugestdo de possiveis

mecanismos de acao referentes ao efeito vasorrelaxante da diosgenina.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Hipertenséo arterial e mecanismos de regulagcdo da presséao arterial

Mundialmente, a doenca cardiovascular que representa maior impacto
epidemioldgico é a hipertenséo arterial (HA) (OGIHARA et al., 2005), que € um dos
principais fatores de risco para o surgimento de doencas cardio e cerebrovasculares
podendo ocorrer em ambos os sexos e em qualquer idade (STAESSEN et al., 2003
MEIN et al., 2004). Devido a auséncia de sinais precoces de sua manifestacéo, a HA
€, ainda, conhhecida como "mal silencioso".

A elevacéao da pressao arterial pode causar, entre outras coisas, disfuncdes
e lesBes do endotélio vascular com migracdo de elementos aterogénicos, incluindo
LDL (lipoproteina de baixa densidade), mondcitos e macréfagos (NEJATIZADEH et
al., 2008). Essa elevacéo representa, também, um fator de risco independente, linear
e continuo para doencas cardiovasculares (GONZALEZ-SANCHEZ et al., 2007). Por
esse motivo, a hipertensdo arterial apresenta custos médicos e socioecondmicos
elevados, resultado, principalmente, das suas complicacdes, a exemplo da doenca
cerebrovascular, doenca arterial coronariana, insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia
renal cronica e doenca vascular de extremidades (CESARINO et al., 2008).

No Brasil, as doencas cardiovasculares foram responsaveis por mais de 383
mil 6btos no ano de 2017, dentre as quais se destaca, em todas as regiéesdo pais, 0
acidente vascular cerebral, causado em 40% dos casos por hipertenséo arterial e em
25% dos casos por doenca coronariana, afetando mulheres em maior proporcéo.
Assim, a elevagdo da pressao arterial aumenta exponencialmente o nimero de mortes
por doencga cardiovascular, a partir de 115/75 mmHg (LOTUFO; LOLIO, 1996; SBC,
2018).

A pressao arterial (PA) é definida como for¢ca ou unidade de area (IRIGOYENI
et al., 2003). Assim, pode ser representada matematicamente por um valor de PA nao
pulsatil, a presséo arterial média (PAM), que pode ser determinada pelo produto entre
0 débito cardiaco (DC) e a resisténcia vascular periférica total (RVPT), formando a
seguinte equacdo: PAM = DC x RVPT, onde DC é determinado pelo produto entre o
volume de ejecdo sistolica (VES) e a frequéncia cardiaca (FC), expresso pela

equacado: DC = VES x FC. Assim, a frequencia cardiaca participa da homeostase da
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pressdo arterial média como um de seus determinantes primarios (IRIGOYEN et al.,
2005).

A manutencdo da pressao arterial (componente tbnico), assim como a
variacdo momento a momento (componente fasico), dependem de mecanismos
complexos que determinam ajustes apropriados da frequéncia e da contratilidade
cardiacas, do estado contratil dos vasos de resisténcia e de capacitancia, e da
distribuicao de fluido dentro e fora dos vasos, fundamentais para corrigir prontamente
os desvios para mais e para menos dos niveis basais de pressao, sejam os individuos
normotensos, hipertensos ou mesmo hipotensos (OGIHARA et al., 2009).

O sistema cardiovascular € o principal responsavel pela regulacdo e pela
manutencdo da presséo arterial, que representa uma das funcdes fisioldgicas mais
complexas do sistema biol6gico. Para isso, ele necessita da acéo integrada de outros
sistemas, tais quais, o renal, o neural e o enddcrino, que, por outro lado, sédo
responsaveis pela redistribuicdo dos varios fluxos sanguineos regionais através das
alteracbes na resisténcia total e no débito cardiaco (CAMPAGNOLE-SANTOS;
HAIBARA, 2001).

Os mecanismos responsaveis pelo aumento da pressédo arterial ainda nao
sdo completamente compreendidos, pois trata-se de uma doenca multifuncional
resultante da interacdo entre aspéctos ambientais e genéticos. Além disso, sabe-se
gue a hipertenséao arterial € poligénica e sua manifestacéo fenotipica depende do gene
ou do grupo de genes envolvidos em cada caso. Diante disso, dentre esses posiveis
mecanismos, destacam-se: o alto consumo de sal, a obesidade, a alteracdo dos
sistemas renina-algiotensina-aldosterona e nervoso simpatico, e disfuncao endotelial
(PAGE et al., 1999; AMODEO; HEIMANN, 2003). Também, a pressao arterial pode
ser influenciada pela acéo de drogas sobre um ou ambos os parametros (OASTES,
HARDMAN et al., 1996).

Todo individuo adulto com valores de presséao arterial sistélica (PAS) iguais
ou superiores a 160 mmHg e/ou de pressdo arterial diastélica (PAD) iguais ou
superiores a 95 mmHg, em pelo menos duas medi¢cdes realizadas em ocasifes
diferentes, é considerado hipertenso, segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) (KRUMEL, 2002). Por outro lado, segundo estabelece as VIl Diretrizes
Brasileiras de Hipertensao Arterial (2010), para um individuo ser classificado como

hipertenso, sua presséo arterial sistolica (PAS) deve ser 140 mmHG e sua pressao
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arterial diastélica (PAD) deve ser 290 mmHg, sendo esses valores considerados
"limitrofes”. Assim, no Brasil, o individuo apresenta presséo arterial considerada ideal,

com menor risco cardiovascular, com PAS < 120 mmHg e PAD < 80 mmHg.

Figura 2: Diretriz para a prevencéo, deteccéo, avaliagdo e controle da pressao arterial
elevada em adultos.

8 PA Normal Pré-Hipertensao
ER | PA Sistolica (PAS)

,.g 5 <120 ?mHg PAS 120-139 mmHg
E2 |pA Diastsiica (PAD) o

: R0l PAD 80-89 mmHg

v

oF PA Normal . | THip e
=880 | PA Sistdlica (PAS) Estagio 1 Estagio 2
P <120 mmHg B >

-] h

o N e

LE=4 |PA Diastolica (PAD)

2 _&?. <80 mmHg

Promocé&o de

b andieis Terapia Nao-farmacoldgica

Presenca

B de ASDCV
NAO ou risco de SIM
.................... DOV > 1007,/
| v v

Sem necessidade de
farmacos anti-hipertensivos
v v v
Para todos os pacientes: O acompanhamento apropriado e a monitorizacdo continua realiza um
cuidado adequado com base na classificacdo da pressdo arterial e na estratégia de treinamento,
seguindo as estratégias de adeséo ao medicamento e ao estilo de vida, quando necessario.

Adicionar farmacos anti-hipertensivos

Fonte: WHELTON et al, 2017.
No entanto, as diretrizes de hipertensdo da sociedade americana de

cardiologia (2017), como atualizacdo do ultimo Joint (VIII Joint 2014), apresentam
regras ainda mais severas no processo de controle e prevencao da pressao arterial.
Neste, para um individuo ser classificado como hipertenso estagio 1, sua pressao
arterial sistélica (PAS) deve ser entre 130-139 mmHg e sua presséo arterial diastolica
(PAD) deve ser entre 80-89 mmHg, sendo esses valores considerados "limitrofes"”.
Assim, no Brasil, o individuo apresenta presséao arterial considerada ideal, com menor
risco cardiovascular, com PAS <120 mmHg e PAD <80 mmHg, conforme ilustrado na
Figura 2 (WHELTON et al., 2017).
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Os valores estdo bem abaixo no dltimo Joint, 0 que aumentou a prevaléncia
da HAS de 32% para 46% da populacédo, ou seja, uma doenca que afeta quase
metade de toda populacdo. Também houve uma atualizagdo na rotina para
diagnéstico da hipertensédo. Para fins diagnoésticos, a PA deve ser medida 2 a 3 vezes,
em 2 a 3 ocasifes distintas. Se for utilizada a auto-medida ou a medida de outros
profissionais, um check-list com 6 passos deve ser seguido, além de ser utilizado
equipamento validado. Entretanto o método ideal e que melhor se correlaciona com
eventos € a MAPA de 24 horas (a diretriz ndo enfatiza tanto seu uso).
(SOCIEDADE AMERICANA DE CARDIOLOGIA, 2017).

Dessa maneira, a hipertenséao arterial € um estado alterado de salde, onde
a pressdo do sangue estad acima dos valores considerados normais por um longo
periodo de tempo (KAPLAN, 2001; OGIHARA et al., 2009). Para tanto, a HA pode
apresentar-se de maneira primaria ou essencial, caracterizada por uma evolucdo da
pressdo sanguinea sem predisposicdo genética, ou de maneira secundaria ou
adquirida, na qual geralmente se tem elevacao da pressédo sanguinea por ativacao do
sistema renina-angiotensina-aldosterona (PAGE et al., 1999; NAGAI, et al., 2008;
MATSUI et al., 2009).

O fator priméario da hipertensdo é a presenca de uma resisténcia vascular
periférica total (RVPT) elevada. Com isso, qualquer variagdo que possa ocorrer no
deébito cardiaco deve estar relacionada a uma elevacdo da RVPT, e ndo como causa
prépria do estado hipertensivo (PAGE, 1987), que esta associado a anomalias
estruturais no sistema cardiovascular (FOLKOW, 1982; NADA et al., 2007), tais como
0 aumento na relacao parede versus luz das artérias (SAFAR et al., 1981), o aumento
na resisténcia periférica, a diminuicdo da complacéncia venosa (TAKESHITA; MARK,
1979; YOON et al., 2008), o aumento da quantidade da massa cardiaca e muscular
lisa (FOLKOW, 1982, NADA et al., 2007), além de alteracdes na funcdo renal
(COLEMAN et al., 1994, MAMTSUI et al., 2009).

Para uma maior compreensdo das anomalias cardiovasculares, sao
realizados estudos com padrdes de hipertenséo arterial sist€mica em ratos, dentre 0s
guais se destaca o de inibicdo da sintese de O6xido nitrico (NO) por meio da
administragdo de NG-nitro-L-arginina-metil-ester-L-NAME (BAYLIS et al., 1998;
ARNAL et al., 1992), por simular um processo de disfuncao endotelial (WIDLANSKY
et al., 2003, DEANFIELD et al., 2007; SARAVANAKUMAR; RAJA, 2011). Isso se da
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por conta da indugao de uma hipertensdo sustentada em ratos normotensos causada
pelo bloqueio da sintese do NO por L-NAME. Ademais, o L-NAME ¢é soluvel em agua
e produz um aumento prolongado da pressao arterial em poucas horas, quando
administrado oralmente pela 4gua do animal (BAYLIS et al., 1992).

Nesse modelo, ocorre um aumento sustentado da presséo arterial média,
mudancas na contratilidade miocéardica, alteracdes histolégicas que consistem em
uma grande area de fibrose e de necrose miocéardica(BAYLIS e ZATZ, 1998),
remodelagem miocéardica (FIALOVA et al., 2007), agiogénese e danos mitocondriais,
bem como um aumento na resisténcia vascular periférica (OKRUHLICOVA et al.,
2000), disfuncao endotelial e hipertenséo grave, que produz estresse oxidativo, danos
inflamatérios e morfolégicos, mudancas funcionais, como a proteindria,
nefroesclerose, fibrose miocardica e infarto, além de todas as condi¢cGes patoldgicas
gue sao consistentes com o quadro clinico da doenca hipertensiva (ONO et al., 1995;
GONZALEZ et al., 2000; DE GASPARO et al., 2002).

Estudos indicam que a inibicdo ou a producao deficiente de NO no organismo
pode ser responsavel por uma seérie de transformagcdes que atuam junto a outros
fatores de risco cardiovasculares, para a incidéncia de eventos como acidentes
vasculares encefalicos (AVE), infartos e vasoespasmos. Todavia, 0 aumento da
resisténcia vascular sistémica ou mesmo localizada é capaz de induzir um aumento
compensatorio da liberacéo local do NO que se contrapfe a vasoconstricao, revelando
um importante mecanismo fisiolégico de regulagcdo do ténus vasomotor e,

consequentemente, da resisténcia vascular e presséo arterial (RAMOS et al., 2006).

2.2 Menopausa e disturbios associados ao sistema cardiovascular

O climatério corresponde as alteracfes bioldégicas que ocorrem no corpo da
mulher no periodo da menopausa (BABER, PANAY, e FENTON, 2016). Esse
processo € composto por um periodo de quatro fases: pré-menopausa, fase
representada pela irregularidade do ciclo menstrual nos ultimos doze meses, 0 que
normalmente ocorre entre os 45 e 50 anos de idade; peri-menopausa, periodo entre
vinte e quatro e noventa e seis meses antes da menopausa, com ciclos irregulares e
menores por no minimo doze meses consecutivos, sem amnorreia; menopausa,

quando ocorre a parada permanente das menstruacées; e pés-menopausa, que se
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inicia doze meses ap6s a amenorreia, segundo a OMS (2015). Com isso, a OMS prevé
gue até o ano 2030, mais de um milhdo de mulheres estardo na menopausa, passando
um terco da vida no climatério.

Ao entrar no periodo do climatério, a mulher sofre uma série de modificac¢des,
com sintomas vasomotores (calores subitos/afrontamentos, sudorese e cefaleias),
sintomas cardiovasculares (aumento da presséao arterial e das taxas de colesterol, pré-
cordialgias e alteracbes electrocardiograficas), sintomas psiquicos (irritabilidade,
insdnias e humor depressivo), sintomas urogenitais (incontinéncia urinaria, secura
vaginal e dispareunia), além da possibilidade do surgimento de alteragbes nas
mamas, alteracdes esqueléticas, aumento de peso, alteracdes da pele, recuo da linha
do cabelo, artralgias e dores 0sseas (BACELAR-ANTUNES e SOARES, 2000;
BACHMANN e SANTEN, 2016). Na p6s-menopausa é comum 0 comprometimento
uretral e o surgimento de osteoporose (SHI-HUA et al., 2013; NEVES-E-CASTRO et
al., 2015).

A menopausa € particularmente relevante como episodio marcador da evolucao
biolégica da mulher, marco de relevancia fisiolégica e clinica. Esta evolucao foi
recentemente englobada e esquematizada no conceito de fases evolutivas, na sigla
anglo-saxénica STRAW (Stages of Reproductive Aging in Women) com um total de
10 estadios especificos, descritos na Figura 3 (BABER et al., 2016; CONEY, 2016).

Na menopausa, quando ocorre a cessacdo permanente da menstruacéo, 0s
ovarios naturalmente perdem sua funcdo e ocorre a diminuicdo na producdo de
estrogeno pelas células foliculares ovarianas, que séo reduzidas a medida que a idade
da mulher avanca, o que consequentemente resulta em diversas alteracoes
fisiologicas no organismo (MENDES et al., 2012). Essas alteracdes podem ser
representadas pela irregularidade nos niveis hormonais e nos ciclos, e pelo declinio
da fertilidade, decorrente da queda do numero de foliculos ovarianos, as quais
repercutem sobre os tecidos e O6rgdos provocando alteracdes metabdlicas e
anatémicas (KHALIL, 2013). A queda da fungao ovariana apés a menopausa se deve
ao aumento espontaneo de moléculas pré-inflamatérias, tais como a interleucina 1 e
6 (IL-1, IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). No entanto, apesar de um
processo hatural, a menopausa pode ser resultado de ovariectomia bilateral cirdrgica,
realizada na mulher em idade fértil (BASSAM, 1999; SPG, 2017).
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Figura 3: Estadios do envelhecimento reprodutivo em mulheres com um total de 10 estadios.
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A incidéncia de doenca cardiovascular aumenta consideravelmente, sendo a
principal causa de morte na pés-menopausa (BASSUK e MANSON, 2014; DOUGLAS
e POPPAS, 2016). Estudos epidemiolégicos mostram a menor susceptibilidade de
mulheres na pré menopausa a hipertensdo e doencas cardiovasculares que em
homens na mesma faixa etaria (LLOYD-JONES et al., 2010). No entanto, apés a
menopausa, as mulheres se tornam mais vulneraveis a doencas coronarianas e
hipertensdo comparadas aos homens da mesma idade (RECKELHOFF, 2001), o que
sugere a importancia do 17-B estradiol na prevengdo dessas doengas
cardiovasculares.

Mulheres jovens também apresentaram alteracdes cardiovasculares apds a
remocao cirurgica dos ovérios (EAKER et al., 1993; YIM et al., 1998), o que, nesse
caso, reforca os indicios de que a diminuicdo ou auséncia da producao de hormdonios
sexuais produzidos pelos ovérios estédo relacionados ao aumento da ocorréncia de
doencas cardiovasculares, e ndo o fator idade (BHAVNANI et al., 2001).

As doencas cardiovasculares configuram um problema de saude publica
expressivo em todo o mundo, com custos significativos decorrentes de tratamento e
de complicacdes (BALU; THOMAS, 2006). No Brasil, as doencas cardiovasculares
sdo responsaveis por 1.150.000 internacdes/ano e representam, ha décadas, a
primeira causa de morte (HIPERDIA, 2006; AZAMBUJA et al., 2008). Com isso,
estudos estimam que 33% do total de 6bitos, em adultos acima de 35 anos, sao
causados por doencas cardiovasculares (AZAMBUJA et al., 2008).

A hipertensao arterial, quando néo tratada ou com tratamento inadequado, esta
fortemente relacionada ao aumento do risco do surgimento de doencas cardiacas,
renais e oftalmoldgicas (CARDIOLOGIA e NEFROLOGIA, 2006). Além disso, quando
associada a pos-menopausa, aumenta o risco de doenca arterial coronariana,
acidente vascular cerebral, insuficiéncia cardiaca congestiva, doenca vascular
periférica e aneurisma dissecante da aorta (LIMA, 2001; MENDES et al, 2012; ZHOU
et al., 2015).

A Hipertensado Arterial Sistémica (HAS) é definida pelos valores de pressao
arterial sistdlica (PAS) 2140 mmHg e/ou de pressao arterial diastolica (PAD) = 90
mmHg medidas em condi¢des ideais, em trés ocasibes, segundo a Sociedade
Brasileira de Cardiologia (SBC, 2010). Durante a p6s-menopausa, devido a deficiéncia

de estrégeno, um potente vasodilatador, esses valores podem ser alterados. Estudos
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mostram uma alteracédo de 4-5 mmHg na PAS independente do fator idade (HAGE,
2013).

Outro aspecto que favorece o surgimento de doencas cardiovasculares em
mulheres na pos-menopausa € a sindrome metabdlica, mais prevalente apds a
menopausa, da qual todos os componentes (obesidade visceral, dislipidemia,
hipertensdo arterial e alteracdes do metabolismo glicidico) se associam a maior
incidéncia ndo s6 de doencas cardiovasculares, mas também da doenca
cerebrovascular, doenca arterial periférica/ claudicacdo intermitente e aneurismas da
aorta (MENDES et al, 2012; BOARDMAN et al, 2015). Isso ocorre proque a sindrome
metabolica esta associada a significativa elevacdo dos niveis séricos de colesterol
total (CT), triglicerideos (TRI), LDL-c e uma diminuicdo de HDL-c. O perfil lipidico
torna-se mais aterogénico com o aumento da oxidacéao de LDL-c, fator que contribui
para o surgimento de obesidade abdominal (ZHOU et al., 2015). A sindrome
metabdlica é mais observada em mulheres na pés-menopausa, podendo repercutir
sobre a ocorréncia de infarto do miocardio e outras morbidades cardiovasculares
(MEIRELLES, 2014).

2.3 Papel do estrogeno naregulacdo da pressao arterial

7

A regulacdo da pressao arterial € uma atividade complexa envolvendo
mecanismos neurais e neurohumorais, em curto prazo regulados pelo sistema
nervoso simpatico e em longo prazo regulados pelos rins. Esse processo se da por
meio de quatro sistemas: cardiovascular, atraves da vasoconstricdo periférica e
insuficiéncia cadriaca; nervoso, por meio da hiperestimulacdo do sistema nervoso
simpético; renal, pela liberacdo do horménio renina-angiotensinaaldosterona; e
enddcrino, com a liberacdo dos horménios estrégeno, renina, vasopressina, peptideo
natriurético atrial, etc (MONTEIRO et al., 2012).

A participagdo do sistema enddcrino na regulacéo da pressao arterial, como
citado anteriormente, pode se dar por meio da liberacdo do horménio estrogeno, que
€ secretado pelos ovarios da mulher desde a puberdade até o climatério e em menor
guantidade pelas adrenais (RECKELHOFF, 2001; HUSS; GARBACZ; XIE, 2015). O
estrogeno é um grupo de horménio esteréides com 18 carbonos, dos quais trés desses
séo estruturalmente semelhantes: 17- estradiol - E2 (Figura 4), estrona-E: e estriol-
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E3 (IGNACIO et al., 2014). Os receptores de estrégeno (ERs) pertencem a familia dos
recetores de hormonios esterdides (NRs) e tém sua estrutura primaria caracterizada
por trés dominios funcionais principais: o dominio responsavel pela ligacdo com o
ligando (horménio, fitoestrogeno), a regido responsavel pela interacdo com o DNA
(acido desoxirribonucleico) e a regido reguladora da transcricdo (MICHEL et al., 2013)

As funcbes biologicas do estrogeno sdo mediadas pela ligacdo aos seus
receptores: receptor de estrogeno alfa (ERa) e receptor de estrogeno beta (ER), além
de um terceiro receptor acoplado a proteina G (GPER) ou GPR30, porém, existem
poucos estudos acerca desse receptor. A acdo do estrogeno € estimulada ou inibida
de maneira seletiva, dependendo de um equilibrio entre as atividades ER, além de
possuir elevada especificidade nos tecidos alvos (MAYRA et al, 2014). Essa acao
pode ocorrer frequentemente por meio dos efeitos gendmicos, quando ha
participagdo, principalmente, do receptor nuclear ERa que envolve a ligagdo do
ligando estrogeno (E2) ao receptor, dos efeitos ndo-gendmicos (rapidos) de E2 que
sdo mediados pelos ERa e/ou ERB localizados na membrana plasmatica e incluem a
regulacdo do Ca?*, além de serem responsaveis, também, por regular a transcrigdo
do gene do ER no miocérdio, dos efeitos apoptéticos e do metabolismo mitocondrial.
(KNOWLTON; KORZICK, 2014)

Figura 4: Estrutura quimica da Diosgenina, Progesterona e Estradiol.

Diosgenina Progesterona Estradiol

Os receptores de estrogeno sdo expressos em células do endotélio e do
musculo liso vascular (MLV), o que sugere que a sinalizacdo desses receptores esteja
em funcdo das células musculares lisas. O receptor de estrégeno alfa tem sua
expressao destacada em tecidos envolvidos no metabolismo da glicose e dos lipidios
(tecido adiposo, figado e coracéo) e o receptor de estrogeno beta nos demais tecidos

(epitélio da prostata, testiculos, células da granulosa do ovario, da medula 6ssea, do
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miocardio e do cérebro) (LEE; KIM; CHOI, 2012). Esses receptores tém sido
identificados em centros cerebrais relacionados a regulacdo cardiovascular, a
exemplo, a area pré-optica, o ndacleo paraventricular, o nacleo surpaéptico, o nucleo
do trato solitério, a area ventrolateral da medula e a area postrema. Assim, mulheres
gue fazem terapia de reposicdo hormonal na pdés-menopausa, tém a frequéncia de
disparo de um nervo simpatico reduzida, o que constitui outro mecanismo de efeitos
beneficos do estradiol (TAO et al., 2012).

Em alteracdes pressoricas, ha grande dilatacdo da parede dos vasos e ativacao
dos baroceptores nas artérias, especialmente na aorta, que geram 0s potenciais de
acao. Os sinais sdo conduzidos ao sistema nervoso central (SNC), especificamente
ao nucleo do trato solitario (NTS), via nervo glossofaringeo (fibras carotideas) e vago
(fibras aorticas). Neurbnios secundarios do NTS excitam neurdnios pré-ganglionares
do parassimpético localizados no nucleo dorsal motor do nervo vago e no nucleo
ambiguo, que, por sua vez, se projetam (eferentes vagais) aos neurbnios pos-
ganglionares intramurais situados no coracao, determinando o aumento da atividade
vagal e reducéo da frequéncia cardiaca (IRIGOYEN et al., 2005). Por outro lado, o
tébnus simpatico € reduzido para o coracao, rins e vasos, uma vez que outros neurénios
do NTS excitam o bulbo ventrolateral caudal, quando estimulados por aumeto da
pressdo arterial. Tal fato, inibe os neurdnios pré-motores simpaticos do bulbo
ventrolateral rostral, levando a reducao da contratilidade cardiaca e bradicardia, assim
como na reducdo da resisténcia vascular periférica e renal, resultando na reducao da
pressao arterial (MENDONCA et al., 2007).

Existem varios estudos que comprovam o papel dos esterdides sexuais
femininos no controle vascular por meio do equilibrio entre as substancias
vasodilatadoras e vasoconstritoras no endotélio vascular e no musculo liso
subjacente. Dentre esses esteroides, o estrogénio diminui o tdnus vascular e aumenta
as respostas dilatadoras endotélio-dependentes nos vasos sanguineos (MILEWICZ et
al., 2013)

Os receptores especificos de estrogeno no endotélio e na célula muscular lisa
tém uma acdo modulatéria sobre o Oxido nitrico (NO), e consequente efeito
cardioprotetor (LE et al., 2013). A sintese de NO é um processo dependente de Ca?*,
gue ocorre no endotélio a partir do grupo guanidina da L-arginina, por acdo da enzima

oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) e dessa maneira, 0 NO pode ter efeito protetor
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as ceélulas. A enzima NOS possui multiplos sitios propicios a fosforilagdo que pode ser
realizada por varias proteinas-quinases, incluindo Akt e ERK 2/1, que por estimulacéo
de estrégeno, fosforila PIP2 a PIPs e rapidamente a serina/treonina-quinase Akt. As
proteinas Akt ativadas, por sua vez, fosforilam a serina 1177 de NOS nas células
endoteliais (Y, 2012).

Por se tratar de um gas, o NO difunde-se para as areas adjacentes as células
musculares lisas e ativa a guanilil ciclase soluvel (GCs), o que eleva os niveis celulares
de guanosina-monofosfatato-ciclico (GMPc), a qual atua como mensageiro
intercelular amplificando a resposta celular. Com o aumento da concentragao desse
nucleotideo, GMPc, a proteina quinase G (PKG) é ativada na célula muscular e ocorre
o relaxamento muscular devido a diminuicdo do influxo de Ca?* e a inibicdo da
liberacdo e/ou aumento do armazenamento de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico, que
ocorre devido a fosforilacdo da serina e treonina, promovendo a interagdo entre a
miosina e a actina. O GMPc pode, de maneira alternativa, ativar diretamente canais
ibnicos, principalmente os de potassio (K*), contribuindo para o relaxamento muscular
via hiperpolarizacdo das membranas celulares (KUBACKA et al., 2014)

A reducdo de NO e a disfuncdo endotelial decorrentes da pds-menopausa
podem, também, ocasionar a sintese e liberagdo de endotelina (ET-1), substancia
vasoconstrictora, que a liberacao e atividade de fatores de crescimento, resultando na
hiperplasia da musculatura lisa e na migracao para dentro da camada intima, além do
aumento das moléculas pré-inflamatérias (YUAN et al., 2013). No entanto, o estradiol
€ capaz de reduzir a vasoconstriccdo dependente da endotelina em artérias
coronarias, através da expressdo génica de seus receptores, fato comprovado em
mulheres que foram submetidas a reposicdo hormonal e que demonstraram reducao
dos niveis séricos de ET-1 e de seus receptores (XING et al, 2009).

Outro possivel mecanismo vasodilatador do estrégeno ocorre através da
regulacédo da entrada de célcio (canais de célcio) nas células do musculo liso vascular
(CHENG et al., 2012). Esse efeito do estrogeno sobre a concentracdo de calcio pode
ser explicado pelo fato desse horménio alterar a densidade e a permeabilidade dos
canais de Ca?* nas células de musculo liso vascular (MLV). Os efeitos do estrogeno
sobre a producdo de NO podem ser dependentes das concentracdes de Ca?*
intracelular (Ca?];), que sdo aumentados pela ativacdo dos receptores de membrana,
0S gais causam, também, a liberacdo de NO (CERAVOLO et al., 2007).
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Além disso, o estrégeno participa do controle da presséo arterial mediado pelos
rins, por meio do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). O E:z é capaz de
promover o aumento dos niveis de renina plasmatica e propicia a elevacado da
expressao génica e dos niveis séricos de angiotensinogénio. Consequentemente, hi
elevacao da concentracdo de angiotensina | (Ang I) que € convertida por uma enzima,
conversora da angiotensina (ECA), produzida nos pulm&es, em angiotensina Il (Ang
II), um agente vasoconstrictor que induz a proliferacdo da camada vascular. Inclusive,
podem ainda existir alteracbes sobre a vasoatividade, com aumento da atividade do
sistema nervoso simpético, levando a um aumento do ténus vascular e da pressao
arterial (O'DONELL; FLORAS; HARVEY, 2014).

Esses efeitos do estradiol sobre os vasos poderiam resultar na elevacdo da
pressao arterial, porém, esse hormonio é capaz de inibir a atividade da enzima
conversora de angiotensina (ECA). Com isso, ocorre uma significativa redugédo nos
niveis de Ang Il, além de incidir em uma maior expressdo de receptores de
angiotensina tipo 1 (AT-1). A Ang 1-7, por sua vez, apresenta efeitos opostos aos da
Ang Il, e contribui para uma vasodilatacdo dependente do NO, além de acionar o
reflexo barorreceptor. Assim, os niveis de Ang Il e Ang 1-7 sdo inversamente
proporcionais (BUNDALO et al., 2015).

Outrossim, o estrdgeno possui acao resultante na protecao cardiovascular, que
€ a sua participacdo na manutencao dos niveis adequados de c-HDL e na promocéao
de vasodilatacao arterial por meio da estimulacdo e da producdo de NO. Assim, 0
efeito protetor do estradiol por meio do NO é atribuido a capacidade de reduzir a
granulacao e a liberacdo de mediadores dos mastocitos, reduzir as citocinas, e, por
fim, acelerar o mecanismo de reparo das lesfes. Dessa maneira, esses aspectos
alicercam o uso da TRH relacionado ao controle pressorico na menopausa (XING et
al., 2009; YING-HUI et al., 2012; DOWLING et al., 2013).

2.4 Fitoestrogeno e seu papel na reposicdo hormonal
Estudos relatam que mulheres na p6s-menopausa, portadoras de hipertensao

arterial essencial, quando submetidas a reposicdo com estrogénios, apresentam

melhora no quadro hipertensivo. Diante disso, a terapia de reposi¢cdo hormonal (TRH)
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tem sido muito utilizada para reduzir os riscos de doencas cardiovasculares (BABER
et al., 2016).

Em 1930, o médico e pesquisador Dr. Serge Voronoff mostrou a necessidade
de tratamentos hormonais na menopausa. Seu estudo constituia em transplantes de
ovarios de macacas em mulheres na pds-menopausa, e apis varias mortes, concluiu
gue os sintomas da pés-menopausa eram devidos a diminuicdo hormonal e para trata-
los era preciso sintetizar hormonios (LELLOUCH; SEGAL, 2001).

Em 1966, o ginecologista Robert Wilson langou o best-seller “Femine Forever”,
onde a terapia com hormoénio sexual feminino sintético ndo combinado era descrita
como a pilula da juventude, em gquem toda mulher, independentemente da idade,
poderia ter vida sexual segura e satisfatéria pelo resto da vida (HOUCK, 2003).

Em meados de 1970, estudos observacionais como o Nurses Health Study
(NHS) sugeriu que a terapia com estrogenos em mulheres na pos- menopausa reduzia
0s riscos de doencas cardiovasculares de 50% para 35% (MANSON; MARTIN, 2001).
Assim como, usuarias de TRH apresentaram aproximadamente 33% menos DCV fatal
do que aquelas néao usuarias (STEFANICK, 2005).

Diversos estudos epidemioldgicos avaliando a relacdo entre a TRH e DCV
mostraram evidéncias de que o tratamento hormonal era benéfico em mulheres na
pés-menopausa, reduzindo significativamente a mortalidade por essas doencas
(BASSUK e MANSON, 2014).

Estudos também sugerem os efeitos benéficos do estr6geno na vasculatura em
humanos e animais, assim como, em tecidos e células. A administracdo de estrogeno
melhorou as respostas vasodilatadoras para acetilcolina em artéria coronaria e na
isquemia do miocardio (ROSANO et al., 1993). Além disso, os efeitos benéficos do
17-B estradiol demonstrados in vivo e in vitro, promoveram vasodilatacdo em arteriolas
de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) (DANTAS et al., 1999, 2002; SILVA-
ANTONIALLI et al., 2004) e em aorta de ratos DOCA-sal (TOSTES et al., 2000).

Alguns autores sugerem que a TRH possa oferecer protecdo cardiovascular
guando iniciada no periodo da peri-menopausa para o0 p0s-menopausa, 0 que seria
denominado “The timing hypothesis”. Modelos de aterosclerose demonstraram que,
guando a TRH com estrdgeno € iniciada antes da queda dos hormdnios ovarianos o
desenvolvimento da placa de ateroma é reduzido (PARDINI, 2007; SHERWOOD et
al., 2007).
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A terapia de reposicdo estrogénica diminui o risco de enfermidade
cardiovascular por melhorar o perfil lipidico (reducéo dos niveis circulantes de LDL-c
e aumento da concentracdo plasmatica de HDL-c), modulacdo do funcionamento
endotelial, sintese de prostaciclina e o6xido nitrico e diminuicdo da agregacéo
plaquetéria e de fibrinogénio (MARQUES et al., 2006).

E bem reportado na literatura que a suplementacdo do estrogénio causa
relaxamento em vasos pré-contraidos na auséncia do endotélio funcional, incluindo
artéria aorta (JIANG, 1991), coronéria (MUGGE, 1993) e mesentérica (SHAW, 2000).

Varios mecanismos tém sido propostos para tentar elucidar os efeitos diretos e
indiretos do estrogeno no sistema cardiovascular, como por exemplo, reducédo da
pressao arterial e atividade oxidante, alterac6es no metabolismo lipidico e de depdsito
do tecido adiposo (TOSTES et al., 2003).

Os efeitos do estrégeno sobre o sistema cardiovascular podem estar
relacionados a sua acdo direta sobre os vasos sanguineos reduzindo a pressao
arterial (MURPHY; KHALIL, 2000), acdo central no sistema nervoso autdbnomo
(SALEH, CONNELL, SALEH, 2000), pela inibicdo da formacdo e/ou acdo de
substancias vasoconstritoras, como as prostaglandinas (PG) Hz (PGH2) e Faa (PGF2q)
(Dantas et al., 1999) e angiotensina Il (TAKEDA-MATSUBARA et al., 2002), ou pela
formacao de substancias vasodilatadoras, como 6xido nitrico (TOSTES et al., 2003).

Dentre os principais estrégenos produzidos pela mulher esta o estradiol (E2), a
estrona (E1) e o estriol (E3), sendo a estrona e o estriol (Que exibem baixa afinidade
pelas isoformas a e 3 do receptor do estrogénio) produzidos em maior parte no figado
a partir do estradiol e no tecido adiposo a partir androstenodiona, esteréide da supra-
renal (DIAS, 2006).

O estrégeno afeta a reatividade vascular através de efeitos diretos nas células
endoteliais e parece ser ativo também no musculo liso (FARHAT et al., 1996).
Receptores para o estrogeno tém sido identificados tanto no musculo como no
endotélio (DANTAS et al., 2002), reforcando a idéia que os estrogénios podem regular
a funcéo das células vasculares.

A modulagéo da funcao endotelial, em parte, se faz aumentando a liberagao de
NO e promovendo a vasodilatacdo. No leito vascular as respostas do estrogeno séo
mediadas através de seus receptores nucleares (ERa e ERB) e de membrana
(GPR30).
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A expressdao do ERa destaca-se em tecidos envolvidos no metabolismo da
glicose e dos lipidios, como tecido adiposo, figado e coragdo e o ERB nos demais
tecidos, como por exemplo, no epitélio da préstata, testiculos, células da granulosa do
ovario, da medula 6ssea, miocardio e cérebro (LEE; KIM; CHOI, 2012). A respeito do
receptor de estrégeno acoplado a proteina G (GPER) ou GPR30, sdo necessarios
estudos mais aprofundados.

O estrogeno induz a liberagao de NO através do receptor ERa mediado por
mecanismos genémicos e nao gendmicos. Este evento ocorre através da ativacdo da
eNOS, como também por aumentar a transcricio do RNAm da eNOS
(MENDELSOHN; KARAS, 2007) e prostaciclina sintase (SIMONCINI et al., 2004).

O ERa funcional é importante para a fungédo vascular normal e influencia a
biodisponibilidade de NO independente da concentracdo de estrogeno circulante
(MENDELSOHN; KARAS, 2007). Dessa forma, a falta prolongada de estrégeno
resulta em redugao acentuada dos niveis protéicos de ERa, levando a diminuicdo da
sinalizacdo ERa/eNOS.

Os niveis protéicos de ERa estdo fortemente relacionados com a dilatagao
dependente do endotélio e alguns estudos demonstraram uma diminuicdo em
mulheres na pés-menopausa quando comparado com aquelas na pré-menopausa.

A disfuncao endotelial e reducédo do NO na pés-menopausa pode desencadear
a sintese e liberacédo de endotelina (ET-1), substancia vasoconstrictora que estimula
a liberacdo e a atividade de fatores de crescimento, resultando em hiperplasia na
musculatura lisa, migracdo para o interior da camada intima e aumento das moléculas
pro-inflamatorias (YUAN et al., 2013). O estradiol € capaz de reduzir a vasoconstricgao
dependente de ET-1 em artérias coronarias, através da expressao génica de seus
receptores. Mulheres submetidas a reposicdo hormonal demonstram reducdo dos
niveis séricos de ET-1 e de seus receptores (XING et al., 2009).

O estrogeno pode exercer papel modulatério na atividade e expressao da
ciclooxigenase (COX) (DAVIDGE; ZHANG, 1998) e também na geracdo de anion
superoxido em ratas SHR através da modulacédo na expressao dos Receptores de
Angiotensina do tipo 1 (AT1) (WASSMAN et al., 2000).

Outro provavel mecanismo pelo qual o estrégeno pode diminuir a concentracéo
de radicais livres € através do aumento da expressao de enzimas antioxidantes, como

superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Em modelos de fémeas SHR, a
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retirada dos horménios ovarianos por ovariectomia acarretou em aumento da
concentracdo de anion superoxido no leito mesentérico arteriolar isolado. O
tratamento das preparacdes de fémeas SHR com SOD restaurou a sensibilidade a
acetilcolina diminuida pela ovariectomia (DANTAS et al., 2002). Nenhuma alteracdo
de sensibilidade a acetilcolina foi observada em preparacdes de fémeas em estro
fisiologico, sugerindo uma menor geracdo de anion superoxido na presenca do
estrogeno (DANTAS et al., 1999). Portanto, a reduzida vasodilatacdo dependente do
endotélio é determinante da disfun¢éo endotelial (FURCHGOTT; ZAWARDZKI, 1980).

Resultados de estudos tanto em animais como em mulheres na pés-
menopausa reforcam a idéia de que o estrogeno melhora a funcdo do endotélio
vascular e aumenta a biodisponibilidade do NO. Dessa forma, a vasodilatacdo
endotélio-dependente, as concentracfes plasmaticas de nitrato/nitrito os quais sao
marcadores da producéo de NO, e as respostas vasoconstritoras ao bloqueio agudo
da eNOS estdo todos aumentados na vasculatura periférica apds exposicdo ao
estrogeno (BEST et al., 1998; KAWANO et al., 1997; LIEBERMAN et al., 1994).

Os diversos efeitos adversos dos estrégenos naturais e sintéticos tém limitado
seu uso na terapia de reposicdo hormonal e este fato vem contribuindo para o
desenvolvimento de substancias alternativas, com propriedades benéficas
semelhantes aos estrogenos e com menos efeitos colaterais. Dentre estas
substancias alternativas, estéo os fitoestrogenos.

Os fitoestrégenos sdo componentes de plantas polifendlicos ndo-esteroidais
com atividade bioldgica semelhante a do estrogénio e que se ligam aos receptores de
estrogeno humano, exercendo as caracteristicas do horménio enddgeno. Sao
considerados como uma fonte alternativa para a terapia de reposicao hormonal em
mulheres durante a menopausa (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Estudos demonstram os efeitos benéficos da administracéo de fitoestrogenos
nos distarbios da pds-menopausa, através da atenuagao do declinio da secrecéo de
estrogénio e, consequentemente, nos desajustes histomorfologicos e metabdlicos
(GRINGS et al., 2009). E uma menor incidéncia de doencas arteriais coronarias e
distarbios em homens e mulheres com deficiéncias de estrogénio que possuem uma
dieta abundante em fitoestrogenos (CHEN; LIN; LIU, 2015).

De acordo com sua estrutura quimica, os fitoestrogenos podem ser

classificados em quatro grupos: isoflavonas, flavondides, estilbenes e ligninas
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(WUTTKE et al., 2002). As isoflavonas sao o grupo mais estudado, sendo encontradas
primariamente na soja Glycine max (L.) Merrill e mais tarde descobertos em outras
plantas, como a Mexican Wild Yam (Dioscorea composita (L.)), “red clover” (Trifolium
pratense (L.)), Cimicifuga racemosa (L.), no linho, centeio e outros (EDEN, 2001) (XU
et al.,, 1995). Dentre as principais isoflavonas estdo: genisteina, formononetina,
biocanina A e daidzeina (BAKHIT; KLEIN; ESSEX-SORLIER, 1994).

E sugerido que principalmente as isoflavonas podem reduzir os efeitos do
climatério e suas consequéncias, com efeitos colaterais reduzidos comparados a
terapia hormonal (VERHOEVEN et al., 2005). Em relacdo aos sintomas da
menopausa alguns estudos afirmam que o uso de isoflavonas diminui a ocorréncia de
ondas de calor (COS et al., 2003); e quanto a hemostasia demonstraram um menor
efeito colateral quando comparadas a TRH classica (RIOS et al., 2008).

Quanto a osteoporose estudos afirmam que as isoflavonas aumentam a
densidade 6ssea através da menor reabsorcéo 0ssea. Pessoas em uso de isoflavonas
tém menores indices de PTH (paratormdnio) e osteocalcina (MEI; YEUNG; KUNG,
2001). Entretanto, ja € conhecido que a ingestdo de soja e seus metabdlitos
(genisteina e daidzeina) reduzem os triglicerideos e o colesterol total, principalmente
pela reducao de LDL, e aumentam o HDL (NESTEL et al., 1997; WASHBURN et al.,
1999; MERRITT, 2004).

O efeito cardioprotetor dos alimentos com soja contendo isoflavonas é mediada
pela eliminacdo de radicais livres e propriedade antioxidante, que podem ocorrer
devido a configuracéo do grupo hidroxila no anel B, que doa hidrogénio e elétrons para
radicais hidroxil, peroxil e peroxinitrito para que ocorra a estabilizacdo e origine um

radical flavonodide relativamente estavel (MESSINA, 2014).

2.5 Diosgenina: uso, estudos farmacolégicos e biotecnolégicos

Dentre a gama de fitoestrégenos existentes, a Diosgenina, 3p-hidroxil-5-
spirostene, ganha destaque, pois é uma sapogenina esteroidal com peso molecular
de 414 presente em varias espécies do género (Dioscorea), dentre elas, (Dioscorea
caynensis), (Dioscorea compoésita) e (Dioscorea dodecaneura), sendo essa Ultima
conhecida popularmente como inhame, uma raiz bastante consumida no nordesde
brasileiro (AU et al., 2004, DIAS et al., 2006).
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Com estrutura semelhante a progesterona e ao estradiol, esse fitoestrégeno
€ utilizado como precursor quimico na preparacao industrial de muitos esteroides
sintéticos, inclusive pilulas anticoncepcionais orais, e corresponde a cerca de 50% da
matéria-prima utilizada na producao de cortisona, progesterona e noretisterona (RAJU
et al., 2009).

Por ndo conseguir ser sintetizada ou convertida em esteréides no organismo,
a Diosgenina é considerada segura (RAJU; BIRD, 2007). Além disso, estudos
mostram que o fitoesterdide em questdo ndo causa toxicidade sistémica,
genotoxicidade e, possivelmente, ndo possui atividade estrogénica muito significativa.
Outrossim, a Diosgenina tem sido objeto de estudos a respeito da atividade
antineoplastica e apoptotica, a exemplo, um estudo utilizando células de carcinoma
epidermoide de pele in vitro e tumores de sarcoma in vitro, onde a Diosgenina inibiu a
proliferacé@o celular e a citotoxicidade induzida em células epiderméides cancerosas
humanas (HEp-2) e células tumorais da linhagem A431. Com isso, a ativacao de
caspases, clivagem da enzima poli-(ADP-ribose)-polimerase-1 (PARP-1), um
importante alvo terapéutico contra o cancer, foram observadas nas células tratadas.
Ainda, a Diosgenina pode inibir a fosforilacdo das vias da proteina quinase B/Akt,
inibindo a proliferacdo celular, enquanto induz a apoptose (DAS et al., 2012).

A Diosgenina tem como caracteristica importante a sua vasta aplicacéo
terapéutica em diversas areas. Com isso, em alguns paises, alimentos naturais
contendo Diosgenina foram divulgadas como sendo eficientes no tratamento de
doencas como osteoporose e tensdo pré-menstrual em mulheres, possivelmente
devido a sua potencial acdo estrogénica (NOGUCHI et al., 2006). Diante disso,
estudos apontam que esse fitoestrégeno possui acdo sobre a formacdo éssea e
reabsorcao conjuntamente. Segundo ZHANG et al. (2014), a Diosgenina possui efeito
inibitorio sobre a perda 6ssea induzida pela regressao de estrégeno ocasionada pela
ovariectomia.

Outra acdo da Diosgenina é seu efeito vasodilatador, podendo estar
relacionado ao endotélio, especificamente ao fator de relaxamento derivado do
endotélio (FRDE), como o NO, as cicloxigenases (COX) e derivados, além da ativacao
de canais de potassio dependente de célcio (BKca). Porém, a participacdo da
Diosgenina nos mecanismos de vasodilatagdo independentes do endotélio ainda ndo
esta esclarecida (DIAS et al., 2007).
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Além da sua eficiéncia no combate a varias doencas metabdlicas, a
diosgenina, também apresenta atividade antibacteriana, antiviral (WANG et al., 2011),
antifingica, antinflamatoéria e antitumoral (PATEL et al., 2012), através de diferentes
mecanismos/alvos.

Outrossim, estudos demonstram que a Diosgenina estimula o crescimento da
glandula mamaria em ratas ovariectomizadas, assim como causa relaxamento agudo
na artéria coronaria de porcos, podendo, futuramente, beneficiar pacientes com
obstrucdo coronariana. Além disso, os glicosideos da Diosgenina alteram as
atividades mecéanicas do miocéardio, provavelmente, por meio da modulagéo do fluxo
de calcio extracelular através da membrana plasmatica (AU et al., 2004).

A Diosgenina possui varias atividades farmacoldgicas, como acao
hipocolesterolémica em ratos (JUAREZ OROPEZA et al.,, 1987), o retardo da
progressdo da osteoporese (HUGHES et al., 2001) e possui efeito relaxante
independente do endotélio em artéria coronaria de porco via sinalizacdo da cascata
da proteina cinase G (PKG) e ativacdo do canal BKcélcio (AU et al., 2004).

Ainda, a Diosgenina induz efeito vasorrelaxante dependente do endotélio
vascular em anéis mesentéricos de ratos normotensos, mediado pela liberacdo de
oxido nitrico atraves da ativacdo de receptores muscarinicos e uma possivel ativacao
de canais para K* sensiveis a voltagem (Kv\), sensiveis ao ATP (Katp) e sensiveis ao
célcio de larga condutancia (BKCa?'), segundo DIAS (2006), além de efeitos
relaxantes independentes do endotélio funcional envolvendo o bloqueio dos canais
para Ca?* operados por voltagem nas maiores concentracdes (1 e 2 mM) e a inibicdo
da liberagdo de Ca?* dos estoques intracelulares sensiveis a trifosfato de inositol (IP3)
e cafeina nas menores concentracdes (2x10® M-7x10* M).

Dias, ainda em 2006, concluiu, por meio de uma avaliacdo de toxicidade
aguda da Diosgenina em grupos de camundongos machos e fémeas, que, na dose
de 100 mg/kg via veia caudal, a Diosgenina ndo provocou nenhuma alteracao
macroscopica ou no peso dos 6rgaos vitais avaliados: coracao, figado e rim, durante
14 dias de observacdo. Além disso, esse fitoestrogeno parece nao apresentar
nenhuma arividade toxica na dose testada, pois, durante as 72 horas ap0s sua
administragcdo, na dose supracitada, ndo foi observada a morte de nenhum

camundongo.
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Além disso, a diosgenina natural mostrou importante efeito antioxidante e
cardioprotetor (MESSINA, 2014). Contudo, novas formulacdes terapéuticas de uso
oral sdo propostas a fim de superar os inconvenientes farmacocinéticos. Por outro
lado, um obstaculo encontrado no uso da diosgenina € a reduzida biodisponibilidade
guando administrada por via oral, devido a baixa solubilidade que ela apresenta em
meio aquoso, o que dificulta sua formulacdo farmacéutica (ROGALSKI et al., 2013;
BEIG et al.,, 2013). Uma das alternativas € o uso da nanobiotecnologia, a fim de
melhorar a diluicdo de moléculas apolares em meio aquoso e proporcionar um sistema
de liberacao direcionado para o sitio da doenca, tornando a diosgenina uma aliada em
potencial no tratamento de distlrbios cardiovasculares, a exemplo da hipertenséo
arterial (GUEDES et al., 2008).

A solubilidade é um fator importante na comercializagcao de farmacos, uma vez
gue é determinante para a biodisponibilidade e perfil terapéutico, devendo ser um
parametro essencial no processo de selecdo de candidatos a novos medicamentos
(LIMA et al., 2008).

A taxa de solubilidade e dissolucédo dos ingredientes ativos séo de fudamental
importancia em estudos de preformulacdo das formas farmacéuticas. (SOARES-
SOBRINHO et al., 2010b). Para que um medicamento seja absorvido, deve estar
presente na forma de uma solucdo aquosa no local da absor¢cédo. Se determinado
farmaco € insolivel ou muito pouco solavel, tal propriedade coloca-se como um
problema na dissolucdo e absorcdo. Assim, a solubilidade aquosa de farmacos é de
importancia central na descoberta e desenvolvimento de medicamentos, desde a
concepcao molecular até a formulacao farmacéutica (FENICAL et al., 2009).

Na industria farmacéutica, as ciclodextrinas tém sido particularmente usadas
devido as suas propriedades complexantes, por aumentar a solubilidade, dissolucéo
dos farmacos pouco soluveis, diminuir a irritagdo gastrica, dérmica ou ocular causada
por determinados farmacos, diminuir ou eliminar odores ou sabores desagradaveis,
além de prevenir interacdes entre diferentes farmacos ou entre farmacos e excipientes
(BREWSTER e LOFTSSON, 2007; GUEDES et al., 2009).

Dados publicados por Pretis et al. (1988), demosntraram que aproximadamente
40% dos farmacos em desenvolvimento eram retirados da pesquisa devido a
problemas com a caracteristica biofarmacéutica, ocasionados por deficiéncia de

solubilidade. Neste panorama justifica-se a vetorizagédo com sulfo-butil-B-ciclodextrina,
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visando melhorar os problemas de biodisponibilidade deste farmaco sintético,
promovendo um perfil terapéutico desejavel.

Contudo, ja pode-se afirmar que esta molécula vem, de alguma forma, ampliar o
arsenal terapéutico disponivel contra as doencas que acometem a populacdo
humana, uma vez que em triagens farmacoldgicas, mostrou-se uma molécula
promissora para tratamento de doencas, em que muitas vezes a terapéutica € toxica,

sendo objeto de interesse de diversos estudos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

% Investigar os efeitos do fitoestrogeno diosgenina e do complexo Diosg/B-CD
sobre o sistema cardiovascular em ratas OVX e OVX/L-NAME, bem como os
possiveis mecanismos de acdo envolvidos nos efeitos farmacoldgicos

observados.

3.2 Objetivos Especificos

% Realizar uma prospeccao cientifica e tecnoldgica para estabelecer o estado da

arte do fitoestrégeno Diosg/B-CD;

X/
L X4

Desenvolver e caracterizar o complexo nanoestruturado com Diosg/B3-CD;

>

K/
*

% Determinar o potencial toxicologico do Diosg/p-CD através do estudo da

toxicidade aguda (DLso);

7/
*

% Apurar o efeito trombolitico do Diosg/B-CD em ratas.

% Auvaliar o efeito da administrac&o oral aguda de diosgenina e Diosg/B-CD sobre
o sistema cardiovascular de ratas OVX e OVX/L-NAME;

% Verificar a influéncia do modelo OVX na reatividade vascular;

% Caracterizar a resposta vasorrelaxante induzida por Diosgenina em anéis de
artéria aorta isolada de ratas OVX, com endotélio funcional e endotélio
removido;

% Analisar a participacao dos fatores relaxantes derivados do endotélio no efeito

induzido por Diosgenina;

o
25

% Analisar a participagéo dos canais para calcio sensiveis a voltagem na resposta

vascular induzida por Diosgenina.
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Atividade da Diosgenina e seu derivado nanoestruturado sobre o sistema

cardiovascular: uma prospeccao tecnolégica e cientifica

RESUMO:

Nos ultimos anos, a sintese de novas moléculas e a modificagdo molecular de
substancias naturais e sintéticas com propriedades farmacolégicas definidas tém sido
0 método de escolha na obtencéo de novas drogas. Os 6leos essenciais extraidos de
espécies do género Solaun e Dioscorea sao ricos em sapogeninas esteroides, dentre
eles a diosgenina, sdo de grande importancia nas induUstrias de cosméticos,
alimenticia e farmacéutica. Além disso, a diosgenina natural mostrou importante efeito
antioxidante e cardioprotetor. O objetivo do trabalho foi realizar um mapeamento
abordando a atividade da diosgenina sobre o sistema cardiovascular em bases de
dados de patentes e de artigos cientificos. Foi analisado que a maioria das patentes
e artigos com este tema sdo escritos em inglés e que os paises com maior volume de
pesquisa a respeito sdo os Estados Unidos e Canada. O Brasil possui poucas
pesquisas relacionadas com a atividade cardiovascular da diosgenina. Entre as
patentes publicadas, nenhuma correlaciona diretamente o uso da diosgenina para fins
cardiovasculares na menopausa.

Palavras-Chave: diosgenina, cardiovascular, hipertensdo, menopausa, ciclodextrina
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1 INTRODUCAO

O uso das espécies vegetais com fins de tratamento e cura de doencas e alivio
de sintomas se perpetuaram na histéria da civilizacdo e chegou até os dias atuais,
sendo amplamente utilizada por grande parte da populagdo mundial como fonte
terapéutica (BEIG et al, 2013). Muitos produtos de plantas medicinais tém sido
utilizados popularmente para o tratamento de diversas patologias relacionadas ao
sistema cardiovascular, tais como hipertensdo, aterosclerose e diabetes mellitus.
(SILVA-FILHO et. al., 2011).

Considerando a diversidade de plantas existentes nos diferentes ecossistemas
brasileiros, a sua importancia reconhecida no tratamento de doencas, e sabendo-se
gue as patologias cardiovasculares sao as principais causas de morte a nivel mundial
(SHI-HUA et al, 2010), fica notéria a necessidade de busca de novas substancias com
atividades sobre o muasculo liso vascular. Tal fato reforca a crescente investigacdo do
potencial terapéutico de plantas medicinais, em que alguns de seus metabdlitos
secundarios, como flavondides (DIAS, 2007), alcaloides, esteroides e outros
compostos dos oleos essenciais (CHENG et al., 2012) tém apresentado atividade
vasorrelaxante, sendo objetos de interesse para o estudo da farmacologia
cardiovascular. Um exemplo disto é a reserpina, um alcalbide isolado da espécie
Rauwolfia serpentina em 1953, que revolucionou o tratamento da hipertenséo arterial
(LI, 2013).

Os Oleos essenciais sao produtos naturais e possuem uma variedade de
substancias, sendo os esteroides um dos componentes com atividades biolégicas de
plantas aromaticas (GRASSMANN et. al.; 2005). Dentre as atividades biologicas
comprovadas, é possivel citar a atividade cardiovascular (GUEDES et. al, 2008;
BASTOS et. al. 2009).

Estudos também sugerem uma menor incidéncia de doencas coronérias e de
doencas relacionadas com deficiéncias de estrogénio em seres humanos que tém
uma dieta rica no consumo de fitoestrégenos (ie, a genisteina, daidzeina e diosgenina)
(ESFANDIAREI et al., 2011).

A diosgenina € uma saponina esterdide encontrada em varias plantas, incluindo
espécies de Solanum e Dioscorea (Figura 5). Na China, a Dioscorea zingiberensis

C.H. Wright (DZW) é uma planta cultivada principalmente usada para a producéo de
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diosgenina, mas também pode ser extraiuda a partir a raiz selvagem inhame
(Dioscorea villosa ), feno-grego (Trigonella foenum graecum ), e o de soja (Glycine
max ) (ESFANDIAREI et al, 2011). A diosgenina (25R-espriost-5-en-3--OH) € uma
das mais importantes saponinas esteroides na industria farmacéutica e é usada
principalmente como matéria prima para a sintese parcial de contraceptivos orais,

horménios sexuais e outros esterdides (INTAPAD et al., 2012).

Figura 5: Estrutura quimica da diosgenina.
OH (0!
O

A diosgenina existe principalmente nas células da planta sob a forma ligada a
saponina, com o carbono C3 e C26 ligados a cadeias de acucar vinculadas a
saponina. As saponinas existem nas células que estdo envolvidas firmemente por
grandes quantidades de lignocelulose e amido (CASANOVA et al., 2012). A maioria
das saponinas presentes nas células DZW sao solluveis em agua, o que favorece a
sua biodistribuicdo no corpo humano (YI, 2012).

Os fitoestrégenos, um grupo de derivados de plantas compostos néao
esteroidais que podem se comportar como estrogenos ligando-se aos receptores de
estrogénio, tém atraido grande atencéo para os seus efeitos potencialmente benéficos
na saude humana. Esses compostos podem também néo apresentar afinidade para
receptores de estrogénio e, neste caso, agem por demais mecanismos, tais como
inibicdo ou ativacdo de enzimas especificas implicado em uma resposta estrogénica
ou a alteracdo do total quantidade de estrégenos livres no organismo (WOCLAWEK-
POTOCKA et al, 2013).

De acordo com dados do ano de 2000, a prevaléncia global de hipertenséo
arterial foi de aproximadamente 1 bilh&do de pessoas, e para 2025, estima-se que mais
de 1,5 bilhdo de adultos serdo hipertensos (FIALOVA, et al., 2007). O inicio da
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equivaléncia nas taxas de eventos cardiovasculares entre 0s sexos coincide com o
advento da menopausa e, consequentemente, da privacao estrogénica (DIAS, 2007).

Véarios outros estudos apontam para uma funcdo dos esterdides sexuais
femininos favorecendo o equilibrio dos vasodilatores em relacéo aos vasoconstritores
no endotélio vascular e musculo liso subjacente no controle vascular (JOFFRES,
2013). O estrogénio, de maneira geral, afeta o sistema vascular diminuindo o tdnus e
aumentando as respostas dilatadoras endotélio-dependentes nos vasos sanguineos
(YING — HUI et al., 2012; LI, 2013). Outro possivel mecanismo vasodilatador do
estrogénio é através de sua participacdo na entrada de calcio (canais de célcio) nas
células do musculo liso vascular (YI et al., 2012; LI, 2013).

Dessa maneira, esta prospeccao teve por objetivo realizar um mapeamento de
patentes e producao cientifica em nivel nacional e internacional sobre a atividade da

diosgenina no sistema cardiovacular.

2 METODOLOGIA

A prospeccdo tecnolégica foi realizada nas bases dos bancos de dados de
patentes European Patent Office (ESPACENET), na World Intellectual Property
Organization (WIPO), no United States Patent and Trademark Office (USPTO) e no
Banco de dados do Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) do Brasil. A
prospeccao cientifica foi realizada no banco de dados de artigos da Web of Science,
Science Direct, Scielo e PubMed.

Foi usado o termo “Diosgenina” e “Diosgenin”, e em seguida foram cruzados os
temos com “Cardiovascular” e “Cardiovascular’, “Hipertensao” e “Hypertension”,
“‘Menopausa” e “Menopause”, “Antihipertensivo” e “Antihypertensive”, “Ciclodextrina”
e “Cyclodextrin”. A pesquisa foi realizada em janeiro de 2019, onde foram analisas
patentes até a presente data, e os artigos foram considerados os publicados a partir
de 1986.

A andlise dos dados foi feita com o software GraphPad Prism®.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Prospeccéo Tecnoldgica

Estudos de Prospeccao constituem a ferramenta basica para a fundamentacao
nos processos de tomada de decisdo em diversos niveis na sociedade moderna. O
proposito dos estudos de prospeccdo nado € desvendar o futuro, mas sim delinear e
testar visbes possiveis e desejaveis para que sejam feitas, hoje, escolhas que
contribuirdo, da forma mais positiva possivel, na constru¢do do futuro. A analise da
documentacdo patentaria, em determinado segmento tecnoldgico de interesse,
permite que empresas e centros de PeD determinem o rumo dos investimentos e
linhas de pesquisas que devem ser adotadas e evitam as “re-invengdes” (JANNUZZ|
et al., 2007).

Inicialmente foi analisado o numero de pedidos de patentes depositados nas
bases de dados, de acordo com os temos utilizados (Tabela 1). Dentre as bases de
dados pesquisadas a que apresentou a maior quantidade de depodsitos de patentes
relacionadas aos termos da pesquisa foi a WIPO com 2621 documentos para o termo
“diosgenin”, 414 para o termo “diosgenin” cruzado com “cardiovascular” e 334 para o
termo “diosgenin” cruzado com “hypertension”, 46 para o termo “diosgenin” cruzado
com “hypertension and menopause”, 18 para o termo “diosgenin” cruzado com
“antihypertensive and menopause”, 7 para o termo “diosgenin” cruzado com
“cyclodextrin and antihypertensive and menopause”. Na base de dados brasileira
(INPIl) ndo foi encontrado nenhum trabalho registrado com as palavras chave

utilizadas.
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Tabela 1: Numero de patentes depositadas por base de dados abrangendo diferentes
termos.

Palavra-Chave INPI  WIPO USPTO ESPACENET
Diosgenina 0 0 0 0
Diosgenin 0 2621 883 390

Diosgenina e Cardiovascular 0 0 0 0
Diosgenin and Cardiovascular 0 414 179 5
Diosgenina e Hipertensao 0 0 0 0
Diosgenin and Hypertension 0 334 124 0
Diosgenina e Hipertensao e 0 0 0 0
Menopausa
Diosgenin and Hypertension and 0 46 12 0
Menopause
Diosgenina e Antihipertensivo e 0 0 0 0
Menopausa
Diosgenin and Antihypertensive 0 18 5 0
and Menopause
Diosgenina e Ciclodextrina e 0 0 0 0
Menopausa e Antihipertensivo
Diosgenin and Cyclodextrin and 0 7 0 0

Menopause and Antihypertensive

Fonte: Autoria prépria (2019)

Apenas a base WIPO mostrou resultados expressivos com 0s termos
“Diosgenin”, “Diosgenin and Cardiovascular” e “Diosgenin and Hypertension”. Desse
modo, a pesquisa foi direcionada no sentido de examinar melhor os documentos que
esta base pudesse mostrar com relacéo a distribuicdo de patentes por pais, ano de

depaosito e por Classificacdo Internacional de Patente (CIP).
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3.1.2 Patentes depositadas na WIPO

A Organizacdo Mundial da Propriedade Intelectual (OMPI) é uma das 17
agéncias especializadas das NagOes Unidas. A OMPI foi criado em 1967 para
incentivar a atividade criativa, para promover a protecéo da propriedade intelectual em
todo o mundo.

De acordo com a Figura 6, o pais que mais detém patentes envolvendo a
diosgenina séo os Estados Unidos, com um total de 1.018 documentos, sendo 198
deles envolvendo a atividade da diosgenina sobre o sistema cardiovascular. Nao
houve registro de nenhuma patente brasileira nesta base de dados, o0 que néo
corrobora com a biodiversidade encontrada no Brasil, com uma grande quantidade de
plantas que contém a diosgenina como constituinte de seus 6leos essenciais (LIU et
al., 2010; ESFANDIAREI et al, 2011).

A Figura 7 mostra que os anos de 2009 foi o que apresentou o maior numero
de patentes envolvendo a atividade cardiovascular da diosgenina, com 33
documentos. Apos 2009 o numero de patentes caiu consideravelmente,
possivelmente por estar firmado em bases cientificas a importancia do papel desse
fitoestrogeno na atividade cardiovascular (WOCLAWEK- POTOCKA et al, 2013).
Porém, em 2016 o interesse por estudar mais profundamente o uso de fitoestrogenos
no sistema cardiovascular aumentou novamente (pico de 34 documentos), devido a
descoberta da importdncia da diosgenina sobre outros sistemas biolégicos,
associados direta ou indiretamente com melhorias no sistema cardiovascular (DAS et
al, 2012; NAIDU et al, 2014; ISAYEVA, 2014). Porém, nenhuma das patentes
publicadas correlaciona diretamente o uso da diosgenina para fins cardiovasculares

na menopausa.
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Figura 6: Numero de patentes depositada por pais na base WIPO, utilizando as
palavras chave “diosgenin”, “diosgenin and cardiovascular’ e “diosgenin and
hypertension”.

"Diosgenin"
1200+
1000
[72]
D
k=
@ 800
g
(]
o
D -
2 600
e
g 400
]
=
200
0_
» AN @ 3 2> > e @ >
O AN - OF N b3 NG
& L& C}Q\Q € & & RN
O 2 P & o (&)
R A Ll S~
x@ < X
<& <&
"Diosgenin and cardiovascular"
250+
o 2004
2
L —
2
© 150
o
D
=
© 1001
-1
£
3
=Z 504
0= L L L L L
L] L] L] L] L]
EUA PCT Austalia Canada IEP
"Diosgenin and hypertension”
200+
7]
‘9’_, 150
f =
2
[
o
% 100
<4
<%}
5
= 50+
a L L L L L
L] L] L] L] L]

EUA PCT Austalia Canada IEP

Legenda: Estados Unidos da América (EUA), Tratado de Cooperacdo em Matéria de Patentes (PCT)

e Instituto Europeu de Patentes (IEP)

SABINO, C. K. B. Capitulo I



75

Figura 7: Evolugdo anual de patentes depositadas na base WIPO, utilizando as
palavras chave “diosgenin”, “diosgenin and cardiovascular’ e “diosgenin and

hypertension”.
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A Classificacdo Internacional de Patentes (CIP) representa todo o
conhecimento que possa ser considerado apropriado ao campo das invencdes e esta
dividida em secdes, classes, subclasses, grupos e subgrupos (JANNUZZI et al.,
2007). Com isso, as patentes foram analisadas de acordo com a CIP (Figura 4), sendo
a sec¢dao A foi a mais citada, na qual faz referéncia a necessidades humanas, e a secao
C, que também foi citada, trata-se da quimica e metalurgica.

Dentre as CIP citadas, a que obteve um maior nimero foi a A61K, na qual trata
de preparac6es para finalidades médicas, odontoldgicas ou higiénicas (dispositivos
ou métodos especialmente adaptados para dar aos produtos farmacéuticos formas
fisicas determinadas ou para sua administracdo; aspectos quimicos de, ou uso de
materiais para ataduras, curativos, almofadas absorventes ou artigos cirdrgicos e
composic¢des saponaceas). No total foram 1.796 documentos referentes a diosgenina,
sendo destes 308 referentes a diosgenina e o sistema cardiovascular e 278 deles a

diosgenina e anti-hipertensivos (Tabela 2).
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Tabela 2: Distribuicdo por CIP das patentes depositadas na base WIPO, utilizando as
palavras chave “diosgenin”, “diosgenin and cardiovascular” e “diosgenin and
hypertension”.

Classificacao Internacional de Patentes (CIP)

Palavra-chave | A61K | A61P | A23L | AOIN | C12N | CO7H | C07J | CO7D | C12Q | GOIN
“diosgenin” 1.796 586 111 - 416 285 523 103 91 -
“‘diosgenin and | 308 93 25 22 92 89 57 18 17 12
cardiovascular”
“‘diosgenin and | 278 87 13 14 94 78 23 10 - 11
hypertension”

Fonte: Autoria prépria (2019)

Legenda: significado das siglas da Classificacao Internacional de Patentes (CIP).

AB1K: preparagfes para finalidades médicas, odontolégicas ou higiénicas.

A61P: atividade terapéutica especifica de compostos quimicos ou prepara¢des medicinais.

A23L: alimentos, produtos alimenticios ou subsidios abrangidos pelas

subclasses a21d ou a23b - a23j; seu preparo ou tratamento.

AOIN: conservacdo de corpos de seres humanos ou animais ou plantas ou partes dos
mesmos (preservacgdo de alimentos ou produtos alimenticios).

C12N: micro-organismos ou enzimas; suas composic¢des, propagacado, conservacao ou manutencao
de micro-organismos; engenharia genética ou de mutacdes; meios de cultura.

CO7H: acUcares; seus derivados; nucleosideos; nucleotideos;

C07J: esterdides.

CO07D: compostos heterociclicos.

C12Q: processos de medi¢do ou ensaio envolvendo enzimas, acidos nucleicos ou micro-organismos;
suas composicdes ou seus papéis de teste; processos de preparacdo dessas composicdes; controle
responsivo a condicdes do meio nos processos microbioldgicos ou enzimaticos.

GO1N: investigacdo ou andlise dos materiais pela determinacdo de suas propriedades quimicas ou
fisicas.

3.1.3 Prospeccao cientifica

De acordo com a pesquisa realizada nas bases de dados de artigos cientificos,
pbde ser observado que a maioria absoluta de artigos publicados com o tema da
pesquisa é em inglés. Quando o termo “diosgenina” foi usado, as bases de dados
Scielo, Science Direct e Web of Science apresentaram artigos na area, sendo o total
8, 1 e 6, respectivamente. Ao cruzar o termo “Diosgenina e Cardiovascular” apenas
Science Direct (4) e Web of Science (2) apresentaram uma pequena quantidade de
trabalhos publicados. Do mesmo modo, ao cruzar o termo “Diosgenina e Hipertensao”
apenas Science Direct (198) e Web of Science (103) apresentaram uma quantidade

razoavel de trabalhos publicados.
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Ao pesquisar o termo “Diosgenin” foram encontrados artigos em todas as bases

pesquisadas, sendo que a Science Direct foi a que mostrou mais resultados, com um

total de 2009 artigos. Seguidos pela PubMed, 897 artigos, Web of Science, 376 artigos

e Scielo, 4 artigos publicados.

Ao ser cruzado os termos “Diosgenin and

Cardiovascular” foram encontrados artigos no Science Direct (348) e Web of Science

(263). Ao ser cruzado os termos “Diosgenin and Cardiovascular” foram encontrados

artigos no Science Direct (198) e Web of Science (103), conforme exposto na Tabela

3.

Tabela 3: Numero de artigos publicados por base de dados abrangendo diferentes

termos.

Palavra-Chave ScienceDirect Scielo PubMed Web of Science
Diosgenina 12 17 1320 6
Diosgenin 2395 19 1320 376

Diosgenina e Cardiovascular 4 0 0 2
Diosgenin and Cardiovascular 444 0 55 263
Diosgenina e Hipertensao 0 0 0
Diosgenin and Hypertension 259 0 103
Diosgenina e Hipertenséo e 0 0 0 0
Menopausa
Diosgenin and Hypertension 59 0 0 0
and Menopause
Diosgenina e Antihipertensivo e 0 0 0 0
Menopausa
Diosgenin and Antihypertensive 26 0 0 0
and Menopause
Diosgenina e Ciclodextrina e 0 0 0 0
Menopausa e Antihipertensivo
Diosgenin and Cyclodextrin and 2 0 0 0

Menopause and
Antihypertensive

Fonte: Autoria prépria (2019)
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Conforme dados da Tabela 3, foi analisada a evolugcéo anual de publicagéo de
artigos nas bases de dados pesquisadas com a atividade cardiovascular da
diosgenina até o ano de 2019.

Analisando a evolucéo de artigos publicados na Science Direct (Figura 8), foi
possivel perceber um crescente aumento no nimero de publicagcbes, sendo que a
partir de 2012 esse numero aumentou bastante e € crescente até os dias de hoje. O
interesse no tema cresceu nos ultimos quatro anos, tendo 119 publicacdes em 2016,
131 em 2017, 160 em 2018 e 19 publicacbes s6 em 2019, em meio a as aceitas para
publicacdo entre janeiro e maio, no corrente més de janeiro de 2019. O avanco nas
pesquisas nos ultimos anos pode ser justificado pela atividade biolégica e potencial
terapéutico que a diosgenina tem apresentado (Yl et al., 2012; LI, 2013; JOFFRES,
2013; MORAIS 2015; YUE et al., 2019).

O ScienceDirect € uma pagina web dirigida pela editora anglo-holandesa
Elsevier, originalmente inaugurada em marco de 1997. Desde entdo, conta com
milhares de conteudos cientificos, técnicos e meédicos, dentre os quais estédo
disponiveis mais de 12 milhGes de artigos, cerca de 3 mil titulos de revistas e 20 mil
Ebooks, um numero crescente de periddicos de acesso aberto disponiveis
gratuitamente e arquivos digitais que pesquisam desde 1823 (SCIENCE DIRECT,
2014). Provavelmente por esses fatores, foi o site de busca que obteve o maior volume
de material publicado (Tabela 3). Desse modo, foi a base de dados escolhida para
maiores andlises de prospeccao cientifica. Para tanto, a palavra-chave usada foi
“diosgenin” e o cruzamento entre as palavras “cadiovascular” e “hypertension”, as

guais também somaram o maior numero de periédicos publicados.
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Figura 8: Evolugdo anual de artigos publicados no Science Direct, usando as
palavras-chave “diosgenin” e o cruzamento com “cardiovascular’ e “hypertension”.
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Os estudos publicados tém mostrado que o aumento do aporte cientifico
corrobora com o interesse médico por alternativas de tratamento da hipertensao, bem
como condicbes clinicas base que predisponham desordens metabodlicas e
cardiovasculares, a exemplo da menopausa (STACHOWIAK, PERTY SKI, e PERTY
SKA-MARCZEWSKA, 2015; VRYONIDOU et al., 2015). A diosgenina se enquadra
nesse tipo de alvo de estudo (MORAIS, 2015), justificando o crescente interesse da

comunidade cientifica em estuda-la.

4 CONCLUSAO

Com a realizacdo da prospeccéo, foi possivel observar que a grande maioria
das patentes relacionadas a atividade cardiovascular da diosgenina esta no idioma
inglés, sendo a grande maioria encontrada na WIPO. Os paises que mais depositaram
patentes foram os Estados Unidos, Canada e OMPI (Organizacdo Mundial da
Propriedade Intelectual). Porém, entre as patentes publicadas, nenhuma correlaciona
diretamente o uso da diosgenina para fins cardiovasculares na menopausa. Os anos
nos quais houve um maior nimero de patentes depositadas foram 2008 e 2009.
Apesar do namero de patentes cair consideravelmente apés 2009, o numero de
artigos publicados s6é aumentou, mostrando que a diosgenina merece ser explorada
em diversas areas da saude. A area mais citada da CIP foi a A61K, corroborando com
as patentes e os artigos publicados, em sua maioria, na area de necessidades

humanas e da salde.
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Avaliacdo toxicoldgica e atividade anticoagulante da Diosg/B-CD em ratas
Wistar

RESUMO:

A literatura mostra que as saponinas sao grandes candidatos para o desenvolvimento
de novas drogas para 0 tratamento de varios processos patologicos, incluindo
distarbios metabdlicos e menopausa. Na menopausa, 0s problemas de coagulagéo
sanguinea se tornam mais frequentes em mulheres. O presente trabalho teve por
objetivo avaliar a seguranca do complexo de Diosgenenina com [-ciclodextrina
(Diosg/B-CD), por meio de testes hipocraticos, peso dos 6rgdos e parametros
bioquimicos. Além de avaliar a atividade anticoagulante do Diosg/p-CD. Para isto, os
animais foram tratados com dose Unica de 2 g/kg, v.o. do Diosg/B-CD e avaliados por
14 dias, nos quais foram avaliados o comportamento dos animais, mensurado agua,
comida, fezes, urina e peso do animal. Ao final de duas semanas, os animais foram
eutanasiados e o sangue foi coletado para avaliacdo dos parametros bioquimicos
(AST, ALT, Bilirrubina direta, Proteinas totais, Albumina, Uréia, Creatinina, Glicose,
Colesterol, Triglicérides, HDL e Fosfatase alcalina) e de coagulacao (TAP e TTPA).
Os animais ndo apresentaram sinais de toxicidade aguda até 2 g/kg, v.o. do Diosg/3-
CD, mostrou efeito anticoagulante no teste de TTPA e n&o afetou o tempo de
coagulacéo do TAP. Os resultados sugerem que o Diosg/B-CD (v.0) na dose de 2 g/kg,
v.0. é segura, pois ndo afetou os parametros comportamentais e bioquimicos dos
animais tratados. Além disso, produziu efeito anticoagulante em ratas através de
alteracao no tempo de atuacédo da via intrinseca de coagulacdo, mas nao alterou a via

extrinseca.

Palavras-chave: Toxicidade, Diosgenina, 3-CD, atividade anticoagulante.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a sintese de novas moléculas e a modificacéo
molecular de substancias naturais e/ou sintéticas com propriedades farmacoldgicas
definidas tém sido o método de escolha na obtencédo de novas drogas. No entanto, a
dependéncia da utilizacdo de plantas para a obtencdo de medicamentos ainda tem
sido grande, mesmo apos a utilizacdo de refinadas técnicas de sintese. Os Oleos
essenciais extraidos de espécies de Solaum e Dioscorea sao ricos em sapogeninas
esteroides, dentre eles a diosgenina (ESFANDIAREI et al., 2011). Dentre as espécies
de Dioscorea mais utilizadas na medicina popular esta a Dioscorea zingiberensis C.H.
Wright (DZW) (LIU et al., 2010), de onde é extraido um Oleo essencial rico em
esteroides. Os 6leos essenciais extraidos desta planta sédo de grande importancia nas
indastrias de cosméticos, alimenticia e farmacéutica (CHEN et al., 2011;
ESFANDIAREI et al., 2011).

Além disso, a diosgenina natural mostrou importante efeito antioxidante e
cardioprotetor (GONG et al., 2010). Contudo, novas formulacdes terapéuticas de uso
oral sdo propostas a fim de superar 0s inconvenientes farmacocinéticos. Uma das
alternativas € o uso da nanobiotecnologia, a fim de proporcionar um sistema de
liberacdo direcionado para o sitio da doenca, tornando a diosgenina uma aliada em
potencial no tratamento de disturbios cardiovasculares, a exemplo da hipertensao
arterial. Para tal estudo, o uso de modelos de hipertenséo induzida em ratos, como o
modelo por inibicAo da sintese de NO, através da administracdo de NG-nitro-L-
arginina-metil-ester (L-NAME), € bastante utilizado para o estudo da hipertensao
arterial sistémica (RIBEIRO et al., 1992; BAYLIS et al., 1998).

Estudos epidemiolégicos e clinicos demonstraram de maneira evidente a
menor prevaléncia de hipertensao arterial (HA) em mulheres no periodo fértil, quando
comparados aos homens de mesma idade. ApGs a menopausa, periodo de queda
abrupta dos niveis de hormdnios sexuais femininos, ocorre um aumento no numero
de mulheres hipertensas (DOWLING et al., 2013). Pesquisas experimentais com
diferentes modelos de HA (LI, 2013) demonstram que os horménios femininos podem
proteger contra as complicacdes da hipertensao arterial (JOFFRES, 2013). O inicio da
equivaléncia nas taxas de eventos cardiovasculares entre 0s sexos coincide com o

advento da menopausa e, consequentemente, da privacao estrogénica (DIAS, 2007).
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Nesse contexto, o objetivo do presente estudo é avaliar o potencial
farmacologico e terapéutico do fitoestrégeno diosgenina e do complexo B-
ciclodextrina+diosgenina voltado para a atividade anti-hipertensiva, utilizando ratas

hipertensas e ovarectomizadas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Complexo de inclusdo de diosgenina com B-ciclodextrina (B-CD)

Para o preparo e uso em experimentos de toxicidade aguda e atividade
anticoagulante, o complexo B-CD foi solubilizado em Tween (0,1% v/v) e dissolvido

em agua destilada na concentracdo de 100mL/g.

2.2 Animais

Na avaliacdo da toxicidade aguda e atividade anticoagulante, foram usadas
ratas Wistar fémeas (180-200 g, n=4 por grupo), criadas no Nucleo de Pesquisas em
Plantas Medicinais da Universidade Federal do Piaui. Os animais foram abrigados a
22 *+ 1°C, sob um ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre acesso a agua e comida.
As ratas foram aclimatizadas pelo menos uma hora antes da realizacéo dos testes e
foram utilizados somente uma vez ao longo dos experimentos. Os protocolos foram
aprovados pelo comité de ética institucional (Comité de Etica em Experimentac&o
Animal-CEEA/UFPI, n° 069/2014) e foram realizados de acordo com as diretrizes
atuais para o cuidado de animais de laboratorio.

Os animais foram eutanasiados com superdosagem de tiopental sodico, de
acordo com a RESOLUCAO N° 1000, DE 11 DE MAIO DE 2012, sendo as eutanasias
realizadas sob a responsabilidade técnica do médico veterinario da equipe, Prof. Dr.
Rozeverter Moreno Fernandes CRMV-PI N° 0290, em conformidade ao Paragrafo
Unico do Art. 2° da Resolucdo N° 714, de 20 de junho de 2002 do Conselho Federal
de Medicina Veterinaria-CFMV. Os residuos biolégicos e quimicos oriundos desse

estudo foram descartados de acordo com as normas estabelecidas pela UFPI.
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2.3 Drogas e produtos quimicos

Durante o desenvolvimento dos experimentos foram utilizadas diversas
substancias tais como: Cetamina, xilazina, tiopental sodico, Tween, esteroide (25R)-
5-espirosten-33-ol, 3B-Hidroxi-5-espirostene ou diosgenina (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA). As substancias utilizadas foram dissolvidas em agua destilada.

2.4 Determinacgao da toxicidade aguda em ratas

A avaliacao toxicolédgica do Diosg/B-CD foi realizado pelo método de dose fixa,
recomendado pela Organizacédo para a Cooperacao e Desenvolvimento Econémico
(OECD), n° 420 (OECD, 2001). Os animais foram divididos em dois grupos com quatro
animais cada; um grupo teste foi tratado oralmente com Diosg/B-CD em dose aguda
com uma infuséo do fitoesterbéide em veiculo aquoso, pela via oral (sonda orogastrica
rigida), com dose de 2000 mg/kg, num volume de 10 mL/kg. Os animais do grupo
controle receberam doses isovolumétricas de salina (NaCl 0,9%) por via oral (v.0.).
Imediatamente ap6s a administragdo, os animais foram avaliados clinicamente e
comportamentalmente com grande atencdo durante as primeiras quatro horas apés a
administragcdo como recomendado pelo protocolo de reconhecimento e de avaliacao
de sinais clinicos da OECD (OECD, 2000, modificado). Entdo, as avaliacbes foram
realizadas diariamente, e 0s pesos dos animais, quantidade consumida de &gua,
comida e quantidade eliminada de urina e fezes foram obtidos durante 14 dias. Apds
a investigacdo toxicoldgica, os animais foram eutanasiados, o peso relativo dos
orgaos internos e os parametros bioquimicos foram determinados, bem como os
valores de TAP E TTPA.

2.5 Avaliacao de peso corporal e peso dos 6rgdos das ratas

Apbés o tratamento, conforme citado no item 2.4, os animais foram
anestesiados, e procedeu-se a coleta do sangue para os testes bioquimicos. Em
seguida os animais foram pesados, eutanasiados com dose letal de tiopental sédico
(100 mg/kg, via intraperitoneal), os 6rgdos (coracdo, pulméao, figado e rins) foram

retirados e pesados para analise morfologica e macroscopica.
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2.6 Testes bioquimicos

Apos 14 dias do tratamento agudo com salina e Diosg/B-CD (2000 mg/kg, v.0.),
os animais foram anestesiados com tiopental soédico (45 mg/kg, i.p.) e submetidos a
coleta de sangue pela puncéo da artéria abdominal, utilizando scalp n° 21. O sangue
de cada animal foi colocado em tubos de vidro e centrifugado por 15 minutos a 2500
rpm para a obtencdo do soro. Em seguida, este foi separado e acondicionado em
tubos do tipo Eppendorf® para as determinagbes bioquimicas. Os parametros
bioquimicos foram determinados no analisador Biopluss 2000® para os testes: glicose,
AST (Aspartato amino-transferase), ALT (Alanina amino-transferase), colesterol,
triglicérides, GSH (L-g-glutamil-L-cistenilglicina). Os testes bioquimicos de sodio e
potassio foram determinados no analisador de ion seletivo Easylite®, segundo
Cartagenes (2009) modificado.

Os parametros foram avaliados por trés métodos diferentes utilizando Kkits
comerciais. Por métodos enzimaticos foram determinados: glicose, uréia, creatinina,
colesterol, triglicérides. Por métodos cinéticos foram apurados uréia, creatinina, AST,
ALT, fosfatase alcalina e proteinas totais e albumina.

2.7 Efeito trombolitico

2.7.1 Coagulograma - Tempo de Atividade da Protrombina (TAP) e Tempo de
Tromboplasmina Parcial Ativada (TTPA)

Apos 14 dias do tratamento agudo com salina e Diosg/B-CD (2000 mg/kg, v.0.),
os animais foram anestesiados com tiopental sodico (45 mg/kg, i.p.) e submetidos a
coleta de sangue pela puncéo da artéria abdominal, utilizando scalp n° 21. O sangue
de cada animal foi colocado em tubos de vidro e centrifugado por 15 minutos a 2500
rpm para a obtencdo do plasma. Para isto, foi adicionado anticoagulante citrato aos
tubos. Em seguida, este foi separado e acondicionado em tubos do tipo Eppendorf®
para as determinacdes hematologicas.

No teste de TAP foi feita a adigcdo de tromboplastina tissular ao plasma da rata
tratada e um coégulo soélido, desencadeando o mecaniso de coagulacdo da via

extrinseca. No teste de TTPA, foi feita a determinacédo do tempo de coagulacéo do
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plasma citratado, apés a adicdo dos reagentes que contém um Ativador Plasmatico
(Acido Elagico) e fosfolipides, que atuaram como substitutos das plaquetas.
Inicialmente o plasma foi incubado com o Ativador de Contato, a 37°C por 3 minutos.
Em seguida, adicionou-se o Formador de Coagulo (Cloreto de Calcio) para a
recalcificacdo, desencadeando o mecanismo de coagulagdo da via intrinseca. Esta

etapa foi cronometrada até a formacao do coagulo.

3 RESULTADOS

3.1 Avaliagéo da toxicidade aguda em ratas

O Diosg/B—CD até a dose de 2000 mg/kg (v.0.) ndo demonstrou nenhum sinal
de toxicidade evidente durante 14 dias de observacdo, como também nao foi
observado morte. Portanto, a DLso do Diosg/B—CD né&o foi possivel de ser
determinada. Além disso, ndo foram observadas alteragcbes comportamentais e
clinicas apos administracao do Diosg/B—CD (Tabela 4). O Diosg/—CD nao alterou o
peso relativo dos érgados internos, 0os parametros bioquimicos e a massa corporal

guando comparado ao veiculo (Tabelas 5, 6 e Figuras 9 e 10).
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Tabela 4: Toxicidade aguda do Diosg/B—CD na dose de 2000 mg/kg, v.o.
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ATIVIDADE FARMACOLOGICA

TEMPO (min.)

30

60

120

180

240

ESTIMULANTE
Hiperatividade
Agressividade
Tremores
Convulséo
Piloerecao

o OO OO

O OO OoOo

o OO OO

O OO OoOOo

o OO OO

DEPRESSOR

Ptose palpebral

Sedacao

Anestesia

Ataxia

Reflexo de endireitamento
Catatonia

Analgesia

Perda do reflexo palpebral
Perda do reflexo auricular

OO OO0 0O0OO0OO0OO0o

eNeoNeoloNolNolNolNolNo]

OO OO0 0O0OO0OO0OO0o

eNeNeoloNoelNolNolNolNo]

OO OO0 O0O0OO0OO0OO0o

SISTEMA NERVOSO AUTONOMO
Diarréia

Constipacéao

Lacrimejamento

Salivacao

Cianose

o OO OO

O O OoOOoOo

o OO OoOOo

O O OOoOOo

o OO oo

OUTROS COMPORTAMENTOS
Ambulacgao

Autolimpeza

Levantar

Escalar

Vocalizacao

Contorcdes abdominais

Morte

OO0 OO0 O0Oo

eolleololNolNolNolNo

OO0 OO0 O0OOo

eolleololNeolNelNolNo

(olleolielelelNolNe

Fonte: OECD, 2000.
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Tabela 5: Parametros bioquimicos obtidos do soro de ratas Wistar, tratadas com o
Diosg/f—CD (2000 mg/kg) administrado por via oral (v.0.) durante 14 dias

consecutivos.
Controle Diosg/B—CD (2000 mg/kg, v.0.)
Parametros bioquimicos | Média EPM N Média EPM N
Albumina (g/dL) 2,55 0,11 4 2,56 0,10 4
Proteinas totais (g/dL) 6,87 0,09 4 6,80 0,17 4
Fosfatase Alcalina (U/L) 236,25 20,10 4 201,00 19,09 4
ALT (U/L) 50,50 3,27 4 41,00 2,00 4
AST (U/L) 119,75 6,22 4 97,75 3,96 4
Bilirrubina total (mg/dL) 0,03 0,01 4 0,06 0,01 4
Colesterol total (mg/dL) 78,75 9,36 4 80,25 8,00 4
Colesterol HDL (mg/dL) 43,75 2,09 4 48,50 7,93 4
Triglicerideos (mg/dL) 37,25 7,58 4 34,75 12,87 4
Uréia (mg/dL) 39,75 5,57 4 27,25 1,93 4
Creatinina (mg/dL) 0,47 0,04 4 0,48 0,02 4
Glicose (mg/dL) 78,75 6,57 4 78,00 5,30 4

Os dados representam a média + E.P.M. de 4 ratas. A analise estatistica foi
determinada pelo teste t de student n&o-paramétrico, p<0,05 foi considerado

significativo quando comparado com o controle.

Tabela 6: Avaliacdo do peso dos 6rgaos internos de ratas Wistar tratadas com o
Diosg/B—CD (2000 mg/kg) administrado por v.o. durante 14 dias consecutivos.

Orgéos Controle Diosg/B-CD

Internos Média EPM N Média EPM N
Coracao 0,74 0,04 4 0,81 0,03 4
Aorta 0,078 0,00 4 0,080 0,00 4
Figado 7,67 0,52 4 7,45 0,11 4
Rins 0,88 0,03 4 1,04 0,06 4
Pulméo 1,29 0,01 4 1,32 0,04 4
Estdmago 1,28 0,02 4 1,34 0,03 4
Fémur 0,38 0,01 4 0,46 0,03 4

Os valores foram expressos em g/100 gramas de animal. Os dados representam a
média + E.P.M. de 4 ratos. A analise estatistica foi determinada pelo teste t de student
nao-parameétrico, p<0,05 foi considerado significativo quando comparado com o

controle.
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Figura 9: Efeito da administracdo aguda de Diosg/—CD (2000 mg/kg, v.0.), durante
14 dias consecutivos, sobre a variacdo do peso corporal dos animais.
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Os dados representam a média + E.P.M. de 4 ratos. Cada linha representa a média +
E.P.M. (4 animais). A andlise estatistica foi determinada pelo ANOVA duas vias,
seguido pelo teste de Bonferroni, **p<0,05 comparado com o controle.

3.2 Avaliagéo da atividade anticoagulante em ratas

Os animais ndo apresentaram sinais de toxicidade aguda até 2 g/kg, v.o. do
Diosg/B—CD, apresentaram reducdo significativa (**p<0,05) no tempo de
tromboplasmina parcial ativada (TTPA) (20,200 £ 0,318) quando comparado com o
grupo controle (29,450 % 1,630), mas nao afetou o tempo de atividade da protrombina
(TAP) em ambos os grupos experimentais (19,703 £ 0,337 e 21,122 + 1,658), salina
e Diosg/B—CD, respectivamente (Figura 10).
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Figura 10: Tempo de Atividade de Protrombina (TAP) e Tempo de Ativacao Parcial
da Tromboplastina (TTPA) em ratas tratadas com Diosg/B-CD (2 g/kg, v.0). Os valores
foram expressos como média + desvio padréo de 2 grupos experimentais **p<0,001,
ANOVA, teste de Tukey, n=4; Diosg/p-CD versus controle.
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4 DISCUSSAO

Diversos estudos tém relatado fitoesterdides com uma ampla variedade de
propriedades bioldgicas, como anti-inflamatéria, anticancerigena, apoptética, além de
terem sido usados no tratamento de doencas como osteoporose e tensdo pré-
menstrual em mulheres, através de alimentos que os continham (YAMADA et al.,
1997; NOGUCHI et al., 2006; DAS et al, 2012; ZHANG et al., 2014).
Interessantemente, esse estudo demonstrou pela primeira vez que o Diosg/B-CD
promove atividade antiagregante apos administracéo oral de dose Unica do complexo
em ratas.

O Diosg/B-CD nao mostrou nenhum sinal de toxicidade aguda em ratas até a
dose de 2000 mg/kg. Assim, a dose letal 50% (DL50) ndo pode ser determinada.

Corroborando com a literatura, a qual apontou a diosgenina como um fitoesterodide
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gue ndo causa toxicidade sistémica, genotoxicidade (RAJU; BIRD, 2007). O
monitoramento do peso corporal € um importante indicador para avaliar a toxicidade
de uma substancia (IATSUNO; BELOVA; LIPKINA, 1978). Por sua vez, ndo houve
nenhuma alteracéo significativa nos pesos corporais quando observados durante 14
dias apo6s administragao oral do Diosg/B-CD. Além disso, ndo houve mudanca no peso
relativo dos 6rgaos internos, bem como nos parametros bioquimicos no soro, como
uréia, creatinina, alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST);
e danos oxidativos hepaticos, foram observados apés o tratamento com o Diosg/B-CD
guando comparados ao veiculo.

O ALT, especifico para hepatocitos e o AST, encontrados no figado, musculo
cardiaco e rins, sdo conhecidos como marcadores de dano celular, especialmente em
necrose de hepatocitos (WITTHAWASKUL et al., 2003; RAMAIAH, 2007). Além disso,
soro de uréia e creatinina sdo os mais comumente usados marcadores clinicos de
injuria renal em estudos de rotina de toxicidade (SIEBER, 2009). Assim, esses dados
permitiram uma escolha segura do uso das doses para protocolos experimentais
agudos.

Outrossim, a estrogenioterapia pode ocasionar exacerbacéo de asma, diabetes
mellitus, epilepsia, enxaqueca, porfiria, lupus eritematoso sistémico e hemangiomas
hepéaticos, devendo ser utilizada com ponderacéo nestas condicdes. A imobilizacéo,
pelo seu risco acrescido de tromboembolismo, &€ também um fator importante na
decisao de iniciar terapia hormonal (SPG, 2016).

Os eventos tromboembdlicos sdo o efeito adverso mais prevalente dos
estrogénios orais em mulheres em pds-menopausa recente. O risco aumenta com a
idade da mulher (embora seja raro antes dos 60 anos), com a obesidade (IMC
>30kg/m2) e com trombofilias (Baber et al., 2016). Curiosamenta, o0 complexo
Diosg/B-CD apresentou efeito antiagregante apds 14 dias do uso oral. Mesmo a
diosgenina sendo um fitoesterbide, o efeito antiagregante ocorreu possivelmente
porque ela ndo possui atividade estrogénica muito significativa, por ndo conseguir ser
sintetizada ou convertida em esterdides no organismo (RAJU; BIRD, 2007).

Os testes de monitoramento da coagulacdo envolvem a ativacao in vitro de
partes da cascata de coagulagdo e medem o tempo até a formagdo do coagulo
(TSENG et al., 2001). O tempo de protrombina (TP) € usado para avaliar as vias

extrinseca (fator VII) e comum (fatores X, V, Il e I), enquanto o tempo de
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tromboplastina parcial ativada (TTPa) € usado para monitorar as vias intrinseca
(fatores XII, Xl, IX e VIII) e comum (DODDS, 1997; GREEN & THOMAS, 1997,
COUTO, 1999)

O fator tecidual, liberado pelo tecido lesionado, causa a ativagao do fator VII,
gue ativa o fator X. A ativacao do fator X ocorre depois que o fator VIl forma um

complexo com o célcio, e o fator lll passa a agir enzimaticamente na presenca de
fosfolipidios para garantir a ativagdo (STEFFENELLO-DURIGON et al., 2018).

Na via intrinseca, inicialmente, observa-se a fase de contato, que envolve
guatro proteinas distintas. O fator X| adere-se a superficie exposta e é ativado na
presenca de cininogénio de alto peso molecular (CAPM) pelo fator Xll ativado. O fator
Xl atua sobre o fator 1X, ativando-o. O fator IX ativado estimula o fator X ao atuar com
o fator VIII ativado, fosfolipidios plaquetarios e o fator 3 plaquetario (SANTOS, 2019).

A ativacdo do fator X na via intrinseca e extrinseca leva a via comum. Nessa
via, o fator X ativado combina-se com fosfolipidios e com o fator V para formar o
complexo chamado de ativador de protrombina. Esse complexo inicia a ativacdo da
protrombina (fator 1) em trombina (fator Il ativado). A trombina, por sua vez, converte
o fibrinogénio (fator I) em monémeros de fibrina. O fator Xll catalisa a transformacao
da fibrina soltvel em insoltuvel na presenca de calcio (STEFFENELLO-DURIGON et
al., 2018).

O complexo Diosg/B-CD foi capaz de aumentar o TAP, mas néo afetou o TTPA,
isto sugere que ele atue inibindo os fatores relacionados com a via intrinseca de
coagulacéo, fatores Xll, Xl, IX e VIIl. No entanto, maiores estudos devem ser
realizados a fim de investigar o mecanismo pelo qual o complexo de diosgenina faz o

referido efeito e aprimorar suas potencialidades para o mercado farmacéutico.

5 CONCLUSAO

Os resultados aqui apresentados, pela primeira vez, demonstram evidéncias
convincentes de que a administracdo oral do Diosg/p-CD produziu efeito
anticoagulante em ratas através de alteracdo no tempo de atuacao da via intrinseca
de coagulacao (TTPA), mas ndo alterou a via extrinseca (TAP e RNI). Este resultado
sugere possivel interferéncia do Diosg/B-CD nos fatores de coagulagao XllI, 1X, Xl ou

XIl. Assim, este fitoesterdide parece ser uma molécula promissora como uma futura
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droga anticoagulante, levando em consideracdo a combinacdo de eficacia e
seguranca. Porém, merecem ser realizados estudos mais aprofundados, a fim de

elucidar a via pela qual o mecanismo trombolitico acontece.
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CAPITULO Il

Caracterizacao e atividade antihipertensiva de
complexo Diosg/B-CD em ratas OVX e OVX/L-
NAME

(Artigo sera submetido na revista Biochemical and
Pharmacology)
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Caracterizacao e atividade antihipertensiva de complexo Diosg/B-CD em ratas
OVX e OVX/L-NAME

RESUMO:

A diosgenina, um componente da Dioscorea, € um fitoestrogeno de baixa solubilidade
e ampla caracteristica apolar, o que dificulta sua veiculacdo em meios aquosos.
Estudos mostraram que ela apresenta diversos efeitos biologicos, sendo alguns deles:
anti-inflamatério, antidiabético, antitumoral e vasodilatador. O presente estudo
investigou a viabilidade quimica de diferentes formulacdes nanoestruturadas de -
ciclodextrina-diosgenina (Diosg/B-CD) na proporcao 2:1, respectivamente. Além de
avaliar a atividade antihipertensiva da melhor formulacdo nanoestruturada em ratas
OVX e OVX/L-NAME. Para isto, foram realizadas diferentes formulagées do complexo
Diosg/B-CD (MF, LIOF e CE) e avaliadas fisico-quimicamente quanto ao melhor
método de inclusdo supramolecular. A formulacao que apresentou melhor inclusao da
Diosgenina foi a obtida pelo método CE. Consequentemente, os testes bioldgicos de
atividade cardiovascular partiram desta formulagdo. Para os testes biologicos foram
usadas ratas OVX (300 mg / kg, v.0.) e OVX/L-NAME (75, 150 e 300 mg / kg, v.0.). O
tratamento com a dose de 300 mg / kg, v.0., do Diosg/B-CD induziu um potente efeito
antihipertensivo quando comparado com a mesma dose da Diosgenina isolada. Foi
possivel comprovar que a atividade antihipertensiva da melhor dose do complexo CE
(300 mg / kg, v.0.) ndo apresentou diferenca de resposta, quando comparada com 0s
modelos OVX e OVX/L-NAME. Nossos resultados sugerem que o Diosg/f-CD obtido
pelo método CE melhorou a solubilidade da Diosgenina, além da biodisponibilidade
desta no animal, de modo a aumentar significativamente a eficacia da formulagéo
nanoestruturada de Diosgenina, e que a atividade antihipertensiva ocorre com efeito
similar em animais OVX e OVX/LNAME.

Palavras-chave: Diosgenina, OVX, hipertensédo, (-ciclodextrina.
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Resumo Gréfico

Complexo 1:2

Diosg/B-CD

EFEITO ANTIHIPERTENSIVO
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a sintese de novas moléculas e a modificagdo molecular de
substancias naturais e/ou sintéticas com propriedades farmacolégicas definidas tém
sido o método de escolha na obtencdo de novas drogas (BARREIRO; BOLZANI,
2009). No entanto, a dependéncia da utilizacdo de plantas para a obtencdo de
medicamentos ainda tem sido grande, mesmo apds a utilizacdo de refinadas técnicas
de sintese (CHAVES et al., 2008).

Os dleos essenciais extraidos de espécies de Solaun e Dioscorea séo ricos em
sapogeninas esteroides, dentre eles a diosgenina (25R-espriost-5-en-3-B-OH)
(ESFANDIAREI et al., 2011). Dentre as espécies de Dioscorea mais utilizadas na
medicina popular esta a Dioscorea zingiberensis C.H. Wright (DZW) (HUANG, 2012),
de onde é extraido um Oleo essencial rico em esteroides. Os 6leos essenciais
extraidos desta planta sdo de grande importancia nas indastrias de cosméticos,
alimenticia e farmacéutica (ESFANDIAREI et al., 2011; CHE, LIN e LIU, 2015).

Além disso, a diosgenina natural mostrou importante efeito antioxidante e
cardioprotetor (MESSINA, 2014). Contudo, novas formulagcdes terapéuticas de uso
oral sdo propostas a fim de superar os inconvenientes farmacocinéticos. Por outro
lado, um obstéculo encontrado no uso da diosgenina € a reduzida biodisponibilidade
guando administrada por via oral, devido a baixa solubilidade que ela apresenta em
meio aquoso, o que dificulta sua formulacéo farmacéutica (ROGALSKI et al., 2013;
BEIG et al., 2013). Uma das alternativas é o uso da nanobiotecnologia, a fim de
melhorar a diluicdo de moléculas apolares em meio aquoso e proporcionar um sistema
de liberacéo direcionado para o sitio da doenca, tornando a diosgenina uma aliada em
potencial no tratamento de distlrbios cardiovasculares, a exemplo da hipertenséo
arterial (GUEDES et al., 2008).

Para tal estudo, o uso de modelos de hipertenséo induzida em ratos, como o
modelo por inibicdo da sintese de NO, através da administracdo de NG-nitro-L-
arginina-metil-ester (L-NAME), € bastante reproduzido para o estudo da hipertensao
arterial sistémica (RIBEIRO et al., 1992; BAYLIS et al., 1998). Estudos
epidemioldgicos e clinicos demonstraram de maneira evidente a menor prevaléncia
de hipertenséao arterial (HA) em mulheres no periodo fértil, guando comparados aos
homens de mesmaidade (LLOYD-JONES et al., 2010; ZHOU et al., 2015; SPG, 2017).
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Apds a menopausa, periodo de regressdo abrupta dos niveis de hormonios
sexuais femininos, ocorre um aumento no numero de mulheres hipertensas
(DOWLING et al., 2013). Pesquisas experimentais com diferentes modelos de HA (LI,
2013) demonstram que os hormoénios femininos podem proteger contra as
complica¢Bes da hipertensao arterial (ZHOU et al., 2015). O inicio da equivaléncia nas
taxas de eventos cardiovasculares entre os sexos coincide com o advento da
menopausa e, consequentemente, da privacao estrogénica (DIAS, 2007).

Entretanto, a menopausa também pode ser resultante de ovariectomia bilateral
cirdrgica, realizada na mulher em idade fértil (BASSAM, 1999). O modelo experimental
gue simula a menopausa em ratas € a extracao bilateral cirlrgica dos ovarios das
fémeas, o qual reproduz consequéncias metabdlicas semelhantes as que acontecem
em mulheres na menopausa, incluindo privacdo estrogénica, obesidade e
osteoporose (BACELAR-ANTUNES, 2005; SHI-HUA et al., 2013).

Nesse contexto, o objetivo do presente estudo é investigar a viabilidade quimica
de diferentes formulac6es nanoestruturadas com B-ciclodextrina e diosgenina, a fim
de avaliar o potencial farmacologico e terapéutico do fitoestrogeno diosgenina e do
complexo [B-ciclodextrina+diosgenina (Diosg/B-CD) voltado para a atividade

antihipertensiva, utilizando ratas hipertensas e ovariectomizadas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Preparo dos complexos de incluséo

As amostras foram obtidas pelos métodos da mistura fisica (MF), liofilizacéo
(LIOF) e co-evaporacdo (CE) e avaliadas fisico-quimicamente quanto ao melhor
método de inclusdo supramolecular. Para tal, foram pesados 0,414 g de diosgenina e
2,270 g da B-ciclodextrina na razdao molar de 2:1 (Figura 11), baseado no peso
molecular dos constituintes da formulacdo. Uma mistura mecéanica destes
componentes foi realizada para preparar a MF. No método CE, foi utilizada a mesma
propor¢cdo de amostra, com adicdo de 20 mL de &gua destilada. A suspenséo foi
submetida a agitagcéo e temperatura ambiente durante 36 h. Em seguida, a formulacao
foi submetida a secagem em dessecador de vidro, com silica gel. A amostra obtida

por LIOF seguiu procedimento inicial similar ao da CE. Ap6s 36h de agitacdo, a
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amostra foi congelada por 24 h e em seguida liofilizada a -50°C (Liofilizador
Labconco®, Kansas City, MO, USA).

Na sequéncia, as amostras foram caracterizadas pelas técnicas de calorimetria
exploratoria diferencial (DSC), termogravimetria (TG) e microscopia eletrdnica de
varredura (MEV), eficiéncia de encapsulagéo (EE) e eficiéncia de carga (EC).

Figura 11: Complexo de Diosgenina com beta ciclodextrina na proporcédo de 1:2, a

partir de teste computacional utilizando o programa Gaussian.

B-ciclodextrina Diosgenina Complexo 1:2
Diosg/B -CD

Fonte: (Autoria prépria, 2019)

2.2 Animais

Foram utilizadas ratas Wistar (Rattus norvegicus albinus), pesando entre 180-
220g) (05 animais por grupo), provenientes do Biotério Central e do biotériodo
NPPM/UFPI, mantidos sob condicbes ambientais de temperatura e ciclo claro-escuro
de 12 horas, tendo livre acesso a alimentacéo e agua (Figura 12).

Todos os experimentos desenvolvidos neste estudo foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Piaui - UFPI (Projeto n.
069/2014). Os procedimentos referentes a eutanasia dos animais estiveram em
conformidade com a Resolucdo N° 1000, de 2012 do CFMV. Todos os residuos
bioldgicos e quimicos utilizados nesse estudo foram descartados de acordo com as

normas estabelecidas pela UFPI.
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Figura 12: Rattus norvegicus da linhagem Wistar provenientes do biotério da UFPI.

Fonte: SILVA-FILHO (2011)

2.3 Inducéo de regressao hormonal — Ovariectomia (OVX)

A regressdo hormonal caracteristica da pés-menopausa foi induzida pelo
procedimento cirdrgico de ovariectomia (OVX). Ressalte-se que foram utilizados todos
0s métodos para prevencdo de infeccdo e minimo de submissdo do animal ao
estresse. Os anestésicos cloridrato de cetamina (100 mg/kg, i.p) e cloridrato de
xilazina (14 mg/ kg, i.p) foram administrados e, posteriormente, os flancos direito e
esquerdo foram tricotomizados e assepsiados. Com o animal em decubito lateral, fez-
se uma pequena incisdo através da pele e da musculatura abdominal entre o bordo
superior da coxa e a ultima costela. Através desse orificio, o ovario foi identificado e
exteriorizado. Realizou-se um ponto de ligadura nas tubas uterinas e artérias ovaricas,
a fim de evitar sangramentos excessivos, e entdo os ovarios foram removidos. As
tubas uterinas foram reposicionadas dentro do abdémen, e realizadas a sutura local
(RIBEIRO et al, 2011; AYDIN, 2013).
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2.4 Citologia vaginal

A citologia vaginal € um método indireto para avaliacdo das fun¢des endocrinas
referentes ao sistema reprodutivo feminino (RIBEIRO et al, 2011). Apo6s 15 dias de
cirurgia, realizou-se o esfregaco vaginal nas ratas OVX. O material para a citologia
vaginal foi colhido com uma micropipeta de 50uL, introduzida no fundo vaginal, com a
realizacdo da injecao de agua destilada no orificio e retirando a quantidade do liquido
para captura da descamacdo das células epiteliais e em seguida, despejou-se na
lamina de vidro para analise microscopica in loco (DINIZ et al., 2011).

Apos 60 dias de ovariectomia, foi realizado novamente o esfregaco vaginal para
constatacao de hipoestrogenismo (diestro | e Il) ou fase anestra (Figura 13). As ratas

gue se apresentavam nessas condi¢des foram utilizadas no estudo.

Figura 13: Fotomicrografia das laminas de lavado vaginal de rata fixado com é&lcool
95%, nao - corado (aumento de 10x com seu correspondente em 40x), apos 60 dias
da retirada dos ovarios. Periodo diestro I, representada pela presenca majoritaria de
leucécitos e auséncia de células cornificadas. Lavado vaginal em rata OVX, a
esquerda, e em rata Sham, a direita.

Fonte: Autoria propria (2018)
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2.5 Tratamento

Estudos de administrac&o oral foram realizados para comparar os parametros
farmacocinéticos e de bioequivaléncia de diosgenina e complexo Diosg/p-CD. Desse
modo, segundo quantidade de diosgenina utilizado no estudo (OKAWARA et al.,
2013), os animais foram divididos em 7 grupos (5 animais por grupo):

e Grupo 1 — Ovariectomizado (OVX) + Veiculo;

e Grupo 2 — OVX/L-NAME + Veiculo;

e Grupo 3 — OVX/L-NAME + Diosg/B-CD — (75 mg/kg, v.0);
e Grupo 4 — OVX/L-NAME + Diosg/B-CD — (150 mg/kg, v.0);
e Grupo 5 - OVX/L-NAME + Diosg/B-CD (300 mg/kg, v.0);

e Grupo 6 — OVX + Diosg/B-CD (300 mg/kg, v.0);

e Grupo 7 — OVX/L-NAME + Diosgenina - (300 mg/kg, v.0).

2.6 Inducao da hipertenséo pelainibi¢cdo da enzima sintase de 6xido nitrico (NO)
com L-NAME

Foram utilizadas ratas normotensas, pesando aproximadamente 250 gramas,
as quais receberam L-NAME (Ne-Nitro-L-arginina metil éster) na dose de 100 mg/kg
(v.0), por meio de gavage durante 7 dias consecutivos e sempre no mesmo periodo
matinal, tempo suficiente para instalacao da hipertenséo arterial (DANANBERG et al.,
1993).

Os animais foram divididos em grupos e tratados conforme supracitado no

tépico de tratamento.

2.7 Avaliacdo da atividade hipotensora e anti-hipertensiva em ratas néao

anestesiadas

Os animais foram anestesiados, com cloridrato de cetamina (100 mg/kg, i.p) e
cloridrato de xilazina (14 mg/ kg, i.p), para procedimento cirirgico que consistiu na
implantacdo de cateter de polietieno (PE), um segmento de cateter PE-10

(comprimento de 4 cm e diametro interno e externo de 0,28 e 0,61 mm,

respectivamente) foi soldado a um segmento de cateter PE-50 (comprimento em torno
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de 15 cm e diametro interno e externo de 0,58 e 0,96 mm, respectivamente). Em
seguida, fez-se a implantacdo do cateter na aorta abdominal, via artéria femoral
esquerda. Apos a insercdo e fixacdo, o catéter arterial foi preenchido com solucao
salina heparinizada, tunelizado subcutaneamente e exteriorizado através de inciséo
na regiao cervical posterior (scapulae) do animal (OLIVEIRA et al., 1996).

A PA e FC foram medidas 24 horas ap6és o0 ato cirargico pela conexao do cateter
arterial a um transdutor de presséo pré-calibrado (Fabricante: Eduards Life Sciences;
Modelo PX 600; Chicago-IL, EUA) acoplado a um amplificador (AECAD 1604, AVS
Projetos, S&o Paulo, SP, Brasil) conectado a um micro-computador equipado com
placa conversora analdgico-digital (Fabricante: AECAD instruments; Modelo: DI 148U,
Akron, OH, EUA) e com o programa AQCAD 2.1.8, (AVS Projetos, Sdo Paulo, SP,
Brasil). A frequéncia escolhida para amostragem dos dados foi de 500 Hz. Para cada
ciclo cardiaco, o computador calculou pressao arterial sistélica, diastélica e média, e
o intervalo de pulso (referido como frequéncia cardiaca) (Figura 14).

Todo procedimento de monitoramento cardiaco foi feito 7 dias apos o inicio da
administracdo de L-NAME por gavage (ZATZ; BAYLIS, 1998). As medi¢cdes de PAM
e FC foram realizadas conforme descrito por Lahlou, (2002). Para obtencdo de uma
curva dose-resposta controle, os animais foram mantidos em aclimatacdo em uma
sala isolada e livre de estresse por um periodo de no minimo 30 minutos para
estabilizacdo dos parametros cardiovasculares (PAM e FC). Os animais foram
divididos em sete grupos, com cinco animais cada (conforme item de 2.5). Ap6s 30
minutos, os animais receberam solugéo salina, Diosgenina ou Diosg/B-CD, por via
oral. Os valores da PA e FC foram registrados nos tempo 0, 10, 30, 60, 90, 120, 150,
180, 210, 240, 270 e 300 minutos apods a administracdo. Os valores de PAM e FC
foram computados antes (valores da linha de base) e apés a administracdo da
Diosgenina ou Diosg/B-CD e suas variagfes foram expressas em porcentagem para

cada dose.
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Figura 14: Aparato utilizado para aquisi¢do dos valores de PAM e FC em ratos.

Fonte: SILVA-FILHO (2011)

2.8 Estatistica

Os resultados obtidos neste estudo foram expressos como média * erro padrao
da média (e.p.m). As analises estatisticas foram realizadas através da aplicacdo do
Teste t de “Student” para amostras nao-pareadas, para avaliar a significancia das
diferencas entre as medias foi utilizada analise de variancia ANOVA de uma-via ou
duas vias seguido do pdés-teste Bonferroni. As diferencas entre as médias foram
consideradas significativas quando o valor obtido para “p” foi menor que 0,05 (p <
0,05). As curvas foram obtidas através de regressdo nédo-linear com variacdo da
inclinagéo da curva (slope variavel). Toda a andlise estatistica e plotagem das curvas
foram realizadas utilizando o programa estatistico Graph-Pad Prim® 7.0 (GraphPad

Software, San Diego,CA, E.U.A)).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de respaldar cientificamente
o melhor modelo de vetorizagdo da Diosgenina em composto nanoestruturado (-
ciclodextrina) e o efeito do fitoestrogeno diosgenina e do complexo B-ciclodextrina-

Diosgenina (Diosg/B-CD) sobre a funcéo cardiovascular em modelo de menopausa
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induzida por ovariectomia (OVX) e hipertensdo (L-NAME) em ratas, por meio de um
tratamento agudo, por via oral (v.0.), bem como verificar o(s) possivel(eis) efeitos
somaticos de ganho de peso envolvido(s) na pés menopausa induzida por
ovariectomia.

O modelo de indugdo da menopausa através da ovariectomia escolhido perfaz
0 gquadro clinico classico de privacdo hormonal, com aumento de substancias
deletérias no organismo e reducéo da capacidade de elimina-las, assemelhando-se a
sindrome metabolica (ZHOU et al, 2015).

Neste estudo, verificou-se diferentes técnicas de inclusdo de Diosgenina em (3-
ciclodextrina e o complexo que apresentou melhor desempenho supramolecular e de
solubilidade foi escolhido para os testes de atividade biolégica cardiovascular. Para
isto, o efeito do Diosg/B-CD foi estudado utilizando a abordagem metodoldgica in vivo,
para avaliagdo da pressédo arterial em ratas OVX hipertensas L-NAME né&o
anestesiadas (FLUCKIGER et al., 1985).

Uma das principais descobertas deste trabalho foi que diferentes técnicas de
vetorizacdo afetaram positivamente a solubilidade da Diosgenina e, portanto, a
veiculagdo desta no animal. Entre as formula¢ces de Diosg/B-CD a que apresentou
melhor solubilidade foi a feita pelo método CE. E demonstrou-se pela primeira vez que
o Diosg/B-CD, em administracdo aguda por via oral, reduz a PA em ratas OVX
hipertensas L-NAME, conferindo notoria atividade biologica. Por outro lado, a
Diosgenina isolada ndo apresentou atividade antihipertensiva.

A solubilidade é um fator importante na comercializagao de farmacos, uma vez
gue é determinante para a biodisponibilidade e perfil terapéutico, devendo ser um
parametro essencial no processo de selecdo de candidatos a hovos medicamentos
(LIMA et al., 2008).

A taxa de solubilidade e dissolucao dos ingredientes ativos sao de fundamental
importancia em estudos de preformulagdo das formas farmacéuticas. (SOARES-
SOBRINHO et al., 2010b). Para que um medicamento seja absorvido, deve estar
presente na forma de uma solugcdo aquosa no local da absorcdo. Se determinado
farmaco é insoluvel ou muito pouco sollvel, tal propriedade coloca-se como um
problema na dissolugéo e absor¢cdo. Assim, a solubilidade aquosa de farmacos € de
importancia central na descoberta e desenvolvimento de medicamentos, desde a

concepcao molecular até a formulacao farmacéutica (FENICAL et al., 2009).
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Na industria farmacéutica, as ciclodextrinas tém sido particularmente usadas
devido as suas propriedades complexantes, por aumentar a solubilidade, dissolucao
dos farmacos pouco soluveis, diminuir a irritacdo gastrica, dérmica ou ocular causada
por determinados farmacos, diminuir ou eliminar odores ou sabores desagradaveis,
além de prevenir interacgdes entre diferentes farmacos ou entre farmacos e excipientes
(BREWSTER e LOFTSSON, 2007; GUEDES et al., 2009).

Existem varias estratégias para delinear uma forma farmacéutica de liberacéo
modificada e os estudos de caracterizacdo auxiliam no screen de novos farmacos
promissores (SABINO, 2011). No processo de validacdo da nanoformulagéo de
Diosg/B-CD como ferramenta medicamentosa para administragcdo por via oral em
animais, foi realizada a caracterizacdo do complexo, por meio da determinacédo dos
parametros de calorimetria exploratéria diferencial (DSC), termogravimetria (TG),
percentual de perda de massas e analise em microscopia eletrénica de varredura.

Os métodos térmicos sdo amplamente utilizados na caracterizacdo de
moléculas, principalmente pela rapidez das analises. Dentre os mais utilizados, tem-
se a DSC, que permite a deteccdo quantitativa de todos 0s processos que envolvem
variacao de entalpia, além de TG (FIGUEIRAS et al., 2007; SOARES-SOBRINHO et
al., 2011).

A curva DSC da diosgenina livre apresentou um evento endotérmico em 205
°C, caracteristico da sua fusao, corroborando assim com o dado relatado previamente
na literatura (WANG et al., 2016). A curva da Diosg/B-CD apresentou dois eventos
endotérmicos, atribuidos a desidratacéo (115 °C) e fuséo (321 °C), respectivamente,
conforme ja descrito por Giordano e colaboradores (2001) (GIORDANO et al., 2001).
A MF apresentou 0s mesmos eventos descritos para a Diosg/B-CD, indicando que néo
houve complexacdo do farmaco. No que concerne aos métodos LIOF e CE,
respectivamente, foram observadas reducdes na intensidade dos eventos de
desidratacéo e fusdo descritas para a molécula hospedeira (Diosg/B-CD), conforme
ilustrado nos picos 1, 2 e 3 da Figura 15. Este resultado sugere a formacao de novas
interacdes moleculares que conduziram a uma alteracdo nos perfis térmicos dos

complexos de incluséo.
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Figura 15: Curvas de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) da diosgenina
complexada em -ciclodextrina (Diosg/B-CD), mistura fisica (MF), e respectivos

complexos de inclusédo obtidos por liofilizagdo (LIOF) e co-evaporacao (CE) sob
atmosfera inerte de hidrogénio.
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Fonte: Autoria propria (2018)

A Tabela 7 apresenta o percentual de perdas de massa das amostras obtidos
por TG. A evidéncia da complexacéo se deu na ultima etapa (401-900°C), na qual ndo
houve perda de massa para a diosgenina, conforme esperado. Contudo, nos métodos
de incluséo, foi observada uma perda de 11,55 % para o método CE. Além disso, foi
observado que a complexacdo aumentou a temperatura de degradacao do farmaco
(de 336 °C para a diosgenina livre e 370 °C apds complexada), especialmente no
método CE. Esse dado evidencia que a formacao do complexo de inclusdo, sobretudo
por esse método, aumenta a estabilidade térmica do farmaco. Dados semelhantes
foram encontrados por Carvalho e colaboradores em estudo de complexacdo do

acetato de hecogenina com Diosg/B-CD (2:1), no qual a estabilidade térmica
aumentou em 21,45% (CARVALHO et al., 2017).
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Tabela 7: Percentuais de perdas de massa das amostras em diferentes faixas de
temperatura obtidos por Termogravimetria (TG).

Perda de massa (%) Temperatura

Amostra 30-100°C 101 - 284°C 285 - 400°C 401-9000c _ d€ degradagdo
(°C)

Diosgenina 0,00 16,86 83,14 - 336

Diosg/B-CD 13,54 0,83 76,59 9,04 352

MF 13,02 13,96 71,37 1,65 352

LIOF 8,41 5,13 76,48 9,98 355

CE 8,26 3,63 76,56 11,55 370

Fonte: Autoria propria, 2018.

Figura 16: Curvas de Termogravimetria (TG)da diosgenina, 3-ciclodextrina (Diosg/-
CD), mistura fisica (MF), e respectivos complexos de inclusdo obtidos por liofilizacéo
(LIOF) e co-evaporacéao (CE) sob atmosfera inerte.
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A microscopia eletrénica de varredura (MEV) é utilizada em diversas areas
cientificas e permite o conhecimento detalhado da microestrutura dos materiais,
facilitando a previsdo das propriedades e do comportamento dos mesmos. O uso
desta técnica fornece informacdes detalhadas, com aumento de até 300.000 vezes,
do estado de cristaliza¢édo de produtos obtidos por diferentes técnicas de complexagéo
em nanoparticulas (RIBEIRO et al.,, 2008; SOARES-SOBRINHO et al., 2010b).
Através de MEV, pode-se observar e caracterizar o perfil de cristalizacdo de particulas,
guando complexadas com vérias ciclodextrinas, através de mudancas morfoldgicas
nas particulas, caracterizando um impacto importante no perfil de dissolugéo
(SOARES-SOBRINHO et al., 2010b).

No que se refere a MEV (Figura 17), foram observados cristais retangulares de
larga extensdo para as amostras de B-ciclodextrina e MF. Todavia, nas amostras
obtidas por LIOF e CE, foram observados aglomerados de particulas de formas néo
definidas e tamanhos inferiores quando comparados com a B-ciclodextrina e a MF,
método incapaz de formar complexo de inclusdo com a diosgenina, tendo em vista
gue néo houve alteracdo morfolégica em relacdo a macromolécula livre (CARVALHO
et al., 2017; FILHO et al., 2018). Diante disto, pode-se inferir que LIOF e CE (Figura
16 - CE) exibiram melhor perfil de complexagao, pois apresentaram cristais menores
e disformes em relacdo a mistura fisica.

De forma geral, os métodos LIOF e CE foram eficientes para complexar a
diosgenina na razdo molar de 2:1, todavia a CE exibiu melhor performance no
aumento da estabilidade térmica do farmaco. Somado a isso, CE apresentou também
melhor solubilidade em agua. Por estas razdes, os estudos farmacoldgicos para

atividade antihipertensiva foram conduzidos com as amostras obtidas por CE.
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Figura 17: Microscopia eletronica de varredura da B-ciclodextrina, mistura fisica,
liofilizado e co-evaporado, obtida nos aumentos de 300 e 900x.

X9004-20um

Fonte: Autoria prépria, 2018.

Com a finalidade de conhecer as caracteristicas de absortividade molecular do
composto para propor a técnica de doseamento espectrofotométrico, o fitoesterodide
Diosgenina foi avaliado por varredura espectrofotométrica na regido UV-VIS em
espectrofotometro T80 e T80+ - PG Instruments Limited, utilizando solvente metanol
(Grau HPLC) na concentracédo de 100 pg/mL, e avaliado na faixa de 200 a 300 nm
com intervalos de 0,5 nm. Através disso, foi verificado que o pico caracteristico na
faixa de 210,0 nm aponta o melhor comprimento de onda a ser utilizado para a
validag&o e quantificagédo do esteroide Diosgenina (Figura 18).
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Figura 18: Dados da varredura espectrofotométrica do ultravioleta visivel da
Diosgenina.
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Fonte: Autoria propria, 2018.

Com o intuito de conhecer a faixa de trabalho para a quantificagao
espectrofotométrica, uma curva de calibracdo foi feita para delimitar os limites de
guantificacdo e caracterizar uma faixa de concentracdes de trabalho que possuam
linearidade nas andlises através desta técnica. A curva de calibracdo foi realizada em
diluicbes da Diosgenina (P6 branco, levemente amarelado com caracteristica amorfa
e apresentando higoscoépicidade perceptivel) em metanol (dissolucao viabilizada por
banho ultrassdnico) nas concentracbes de 100; 25; 12,5; 6,25;ug/mL através de
espectrofotometro UV-VIS (T80 e T80+ - PG Instruments Limited) no comprimento
de 210,0 nm. Conforme expresso na Figura 19, a técnica € linear obtendo um

coeficiente de linearidade>0,98 (com aproximacao relativa a 0,99).
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Figura 19: Curva de Calibragdo para estabelecer a relagédo “ Concentragédo versus
Absorbancia” em 209,0 nm.
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Fonte: Autoria prépria, 2018.
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Tabela 8: Dados da curva de calibracgéo.

pg/mL Absorbancial Absorbancia2 Absorbancia3
100,000 0,478 0,482 0,476
25,000 0,229 0,232 0,229
12,500 0,161 0,160 0,164
6,250 0,061 0,070 0,064

Fonte: Autoria propria, 2018.

Para o doseamento propriamente dito, foram feitas trés analises independentes

de aliquotas de extratos da diosgenina de dentro da matriz da B-Cilodextrina (Tabela

8). Finalizados os testes foram realizados os calculos de eficiéncia de encapsulamento

(E.E.) e eficiéncia de carga (E.C.). Constatou-se que a E.E foi de aproximadamente

47,54%, o que significa dizer que esse percentual representa a quantidade de

Diosgenina que sofreu encapsulamento no processo de complexagdo com a B—

ciclodextrina. Do mesmo modo, o teor de Diosgenina dentro do complexo,
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representado pela E.C, foi avaliado e verificou-se que a quantidade de Diosgenina foi
de apenas 7,13% (Tabela 9). A partir dos dados obtidos, partiu-se para os testes

biolégicos com o derivado nanoestruturado de Diosgenina.

Tabela 9: Eficiéncia de encapsulacao e eficiéncia de carga (teor) da Diosgenina no
complexo desenvolvido.

E.E. (%) E.C (%)

B-Ciclodextrina 47,5417 % 7,13+0,25 %
(Diosgenina)

Fonte: Autoria propria, 2018.
Legenda: E.E.: Eficiéncia de encapsulagdo; E.C; Eficiéncia de carga; sinbnimo de teor de farmaco

presente na formulagéo.

7

A Diosgenina € um fitoestrégeno e tem sido estudada devido as varias
aplicacdes praticas e potenciais no mundo oriental. H& relatos na literatura que a
diosgenina possui efeito anti-inflamatério (YAMADA et al., 1997), além de alterar as
atividades mecanicas do miocardio, provavelmente, através da modulacao do fluxo de
calcio extracelular através da membrana plasmatica (AU et al., 2004) e promover
efeito vasorelaxante em artéria aorta de ratas OVX (MOURA, 2016). No entanto, sao
ausentes os estudos que investigam o efeito antihipertensivo da diosgenina e Diosg/[3-
CD em modelo de menopausa induzida por ovariectomia.

Nesse contexto, testes laboratoriais in vivo foram capazes de demonstrar que
o Diosg/B-CD reduziu de forma significativa a presséo arterial (PA) de ratas OVX
hipertensas (L-NAME) na dose de 300 mg/kg, v.o. (Figura 19), enquanto a mesma
dose da Diosgenina isolada ndo apresentou efeito cardiovascular algum. E importante
ressaltar que a dose de 300 mg do Diosg/p-CD possui apenas 7,13% de Diosgenina
(Tabela 9), ou seja, 21,39 mg/kg do fitoestrogeno. Além de aumentar a solubilidade, o
complexo da diosgenina com ciclodextrina aumentou a biodisponibilidade desta no
animal, conferindo expressivo efeito bioldgico, contrapondo a auséncia de efeito em

animais tratados com a Diosgenina livre (Figura 20).
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Figura 20: Efeito do Diosg/p-CD e Diosgenina sobre a PAM em ratas OVX/L-NAME
(hipertensas) ndo-anestesiadas. Os valores foram expressos como média = e.p.m de
4 experimentos *p<0,05; ANOVA, teste de Tukey, n=5; OVX e OVX/L-NAME tratadas
(Diosg/B-CD) versus controle (salina).
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Fonte: Autoria propria, 2018.

Estudos epidemiolégicos mostram que mulheres na pré-menopausa tém
menos propensédo a hipertensdo e a doencas cardiovasculares do que os homens da
mesma idade (LLOYD-JONES et al.,, 2010). Entretanto, ap6s a menopausa, a
incidéncia de doencas coronarianas e hipertensdo aumentam mais nas mulheres que
nos homens na mesma faixa etaria (RECKELHOFF, 2001; ZHOU et al., 2015).

Isso pode ocorrer porque os efeitos do estrogeno sobre o sistema
cardiovascular podem estar relacionados a sua acdo central no sistema nervoso
autbnomo (SALEH, CONNELL, SALEH, 2000), a inibicdo da formacao e/ou acdo de
substancias vasoconstritoras, como as prostaglandinas (PG) Hz (PGH2) e Faa (PGF2q)
(Dantas et al., 1999) e angiotensina Il (TAKEDA-MATSUBARA et al., 2002), e a agao
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direta sobre os vasos sanguineos, reduzindo a pressao arterial (MURPHY; KHALIL,
2000) por meio da liberacéo de potentes substancias vasodilatadoras, como o 6xido
nitrico (NO) (TOSTES et al., 2003).

Nesse contexto, buscou-se entender se o0 modelo de indugédo da hipertensao
usado poderia afetar o efeito farmacoldgico da nanoformulagcdo, uma vez que a
hipertensdo L-NAME atua inibindo parte da liberacdo endoégena de NO e simula a
hipertenséo essencial (SARAVANAKUMAR e RAJA, 2011). Para isto, a melhor dose
do Diosg/B-CD foi testada em ratas OVX normotensas e hipertensas (L-NAME). O
complexo apresentou resposta anti-hipertensiva semelhante em ambos os modelos,

demonstrando que ele é eficiente em ratas na menopausa normotensa ou hipertensa

(Figura 21).

Figura 21: Efeito do Diosg/B-CD sobre a PAM em ratas OVX e OVX/L-NAME
(hipertensas) ndo-anestesiadas. Os valores foram expressos como média *+ e.p.m de
4 experimentos *p<0,05; ANOVA, teste de Tukey, n=5; OVX e OVX/L-NAME tratadas
(Diosg/B-CD) versus controle (salina).

104

APAM (mmHg)

- Salina em OWX
-301 = Salina em OVX/L-NAME

- [Diosg/B-CD 300 mg/kg em OVX

= Diosg/B-CD 300 mg/kg em OVX/L-NAME
_4D I I I I I 1 1 1 1 1 1 1
P PR PRSPPSO

Tempo (min)

Fonte: Autoria propria, 2018.
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Dentre os efeitos negativos da deficiéncia de estrégeno, destacam-se 0s
relacionados ao peso corporal, com alteracdes no perfil lipidico. Inicialmente, avaliou-
se 0 parametro de peso corporal e observou-se uma elevacéo deste, caracteristica
comum na privacdo hormonal. Isso ocorre, porque a ovariectomia é um procedimento
gue induz aumento de massa corporal devido a remocao abrupta e permanente dos
horménios femininos (SHEN, 2014; BABER, PANAY e FENTON, 2016), os quais
utilizam colesterol como fonte de sintese. Com a ovariectomia, ocorre a reducdo do
metabolismo, da quantidade de massa magra, e do gasto energético no exercicio,
além de estimular o acumulo de gordura no tecido adiposo, contribuindo para o maior
risco de obesidade (POEHLMAN e TCHERNOF, 1998; STUENKEL, 2015; SPG,
2017), justificando o aumento de peso nas ratas OVX (Figura 22A).

Figura 22: Avaliacdo de peso corporal (A) e gordura visceral (B) das ratas normais,
Sham e OVX, apés 60 dias da ovariectomia. (p<0,05, ANOVA, teste de Tukey, n=6).
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O estrégeno tem influéncia sobre o metabolismo, especialmente o de lipidios e
carboidratos, favorecendo o acumulo de gordura (CAMARA et al, 2014). Além do
aumento no peso corporal total (obesidade global), a privacdo estrogénica na
menopausa tem sido associada a um maior acumulo de gordura no abddmen
(obesidade abdominal). Inimeros estudos relatam a influéncia da transicdo
menopausal nas mudancas desfavoraveis na distribuicdo de gordura corporal,
contribuindo para explicar o maior risco cardiovascular em mulheres nessa fase da
vida (POEHLMAN e TCHERNOF, 1998; TOTH et al., 2000; GAMBACCIANI et
al..2001). A Sociedade Brasileira de Cardiologia enfatiza a nitida correlag@o entre a
obesidade e o risco de doencga cardiovascular (DCV), (SANTOS et al., 2002) principal
causa de morte hospitalar entre as brasileiras (BRASIL, 2017).

Neste estudo observou-se que, em relacdo ao desenvolvimento ponderal,
houve o aumento da massa corporal encontrado no grupo OVX salina devido a idade
(60 dias) e a condicdo de regressdo hormonal (Figura 22). Os grupos sham e
ovariectomizados mantiveram o aumento de massa corporal esperado para a fase de
vida (60 dias), provavelmente em decorréncia da normal fungdo metabolica e
hormonal (MORAIS, 2015). A avaliacdo do estro ocorreu pela citologia vaginal e
verificagdo do ganho de peso ponderal, na qual ndo foi evidenciado nos grupos sham
e salina. Para entender se o0 ganho ponderal estava relacionado ao ganho de gordura
corporal ou visceral, foi feita a remocado e pesagem da gordura visceral das ratas
normais e OVX. Com isso, observou-se que o ganho de peso ponderal estava
diretamente ligado ao aumento de gordura visceral (Figura 22B). De acordo com a
literatura, o aumento de gordura visceral est4 diretamente relacionado com a
regressao hormonal ocorrida na p6s menopausa (FRANCA et al., 2008), bem como
ao risco de desenvolvimento de sindrome metabdlica e DCV (Brasil, 2017).

Este resultado, traz luz aos problemas metabdlicos sofridos pelas mulheres na
pds menopausa, porém merecem ser realizados estudos mais aprofundados nesse, a
fim de elucidar outras patologias que também podem estar relacionadas a sindrome

metabolica na regressao estrogénica.

SABINO, C. K. B. Capitulo I



128

4 Conclusao

Os resultados do presente trabalho sugerem que o complexo Diosg/B-CD, feito
pelo método CE, melhorou a solubilidade da Diosgenina em agua, ampliando a
biodisponibilidade desta no animal, e aumentou significativamente a eficacia biologica
do complexo. Além de demonstrar que a atividade antihipertensiva do complexo

Diosg/B-CD ocorreu com efeito semelhante em animais OVX e OVX/LNAME.
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Estudo in vitro da atividade vasorelaxante da diosgenina em aorta de ratas

ovariectomizadas

RESUMO:

A menopausa corresponde a cessacao permanente da menstruagédo, consequente a
perda da funcéo folicular ovariana ou a remocédo cirargica dos ovarios. Estudos
demonstram que a pds-menopausa € um fator de risco para o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares. Diante disso, a terapia de reposicdo hormonal tem sido
bastante utilizada como um agente cardioprotetor, destacando-se o fitoestrégeno
Diosgenina. Além de atividades antibacteriana, antiviral, antifangica, anti-inflamatoria
e antitumoral, a Diosgenina demonstrou efeito vasorrelaxante dependente e
independente do endotélio vascular em artéria mesentérica superior isolada de ratos
normotensos. O objetivo do presente estudo foi investigar o efeito vasorrelaxante
induzido por Diosgenina em artéria aorta de ratas ovariectomizadas, bem como os
mecanismos envolvidos no vasorrelaxamento. Todos os protocolos foram aprovados
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA/UFPI n° 069/2014). Foram
utilizadas ratas Wistar ovariectomizadas, provenientes do Biotério Setorial do
NPPM/UFPI, mantidas sob condi¢des controle de temperatura (24 + 1°C) e ciclo claro
e escuro de 12h, com livre acesso a alimentacdo e agua. Foram considerados
significativos quando o valor obtido para “p” foi menor que 0,05 (p<0,05). Apds
isolamento, disseccdo e limpeza da artéria aorta, constatou-se que a pré-incubacéao
com Diosgenina em anéis com endotélio funcional (10° M) foi capaz de inibir de
maneira concentracdo-dependente as contracdes induzidas por fenilefrina (10° - 10-°
M), havendo ainda um deslocamento da curva para direita, porém sem alteracao do
efeito maximo (ratas OVX, pD2= 7,90 + 0,04; Diosgenina 10> M, pD2= 6,56 + 0,07%).
O fitoestrégeno Diosgenina promoveu vasorrelaxamento em anéis aorticos de ratas
OVX pré-contraidos com fenilefrina de maneira dependente de concentracdo e
dependente do endotélio vascular em preparacdes com endotélio vascular (pD2= 6,39
+ 0,16%) e este efeito foi atenuado apds a remocgao do endotélio vascular (pD2= 2,49 +
0,63). A participacdo de mediadores endoteliais foi verificada na presenca de L-NAME
(100 uM), ODQ (10 pM), Indometacina (10 uM), Atropina (1 uM) ou Tiron (100 M) por
30 minutos, e nestas condicdes observou-se que ocorreu uma atenuagao do
vasorrelaxamento promovido por Diosgenina (2,22 + 0,41*; 2,17 £ 0,57*; 5,52 + 0,14*;
4,29 + 0,05*; 3,79 £ 0,20*, respectivamente). Em anéis sem endotélio pré-contraidos
com KCI 80 mM, a adicdo cumulativa de Diosgenina ndo promoveu efeito
vasorrelaxante concentracdo-dependente (pD2= 4,01 + 15,06*). Em concluséo, estes
resultados sugerem que o efeito vasorrelaxante promovido por Diosgenina em
preparacdes com endotélio vascular provavelmente envolve a participacdo da via
eNOS/CG/COX, bem como a participacao dos receptores muscarinicos e dos anions
superéxidos. E ndo ocorre a inibicao do influxo de calcio através dos canais para calcio
sensiveis a voltagem.

Palavras-chaves: Menopausa, OVX, Diosgenina, Vasorrelaxamento, NO, COX.
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Resumo Gréafico
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1 INTRODUCAO

Para a Organizacdo Mundial da Saude, a menopausa corresponde a cessacao
permanente da menstruacdo, decorrente da perda da funcéo folicular ovariana ou da
remocao cirargica dos ovarios. Desse modo, uma das principais caracteristicas da
menopausa € a diminuicdo da producdo e secrecao dos hormdnios ovarianos,
especialmente o estrégeno, o qual esta relacionado a producéo de 6xido nitrico (NO),
apontado como potente vasodilatador e cardioprotetor endégeno (PALLOS et al.,
2006; CAVADAS et al., 2010).

Essa reducdo estrogénica também tem sido associada as mudancas na
distribuicdo corporal e dislipidemia, provocando aumento da incidéncia de doencas
cardiovasculares (DCV) (LIMA et al., 2001; RIQUE; SOARES; MEIRELLES, 2002;
OLIVEIRA; MANCINI FILHO, 2005; SALVE, 2006; MORAES; COLLA, 2006). Uma das
formas utilizadas para reduzir os riscos das DCV na menopausa € o uso da Terapia
de Reposicdo Hormonal (TRH). Estudos epidemioldgicos, que avaliaram a relacdo
entre a TRH e DCV, mostraram evidéncias de que o tratamento hormonal era benéfico
em mulheres na pds-menopausa, reduzindo a incidéncia de DCV em até 30%
(MANSON; MARTIN, 2001). Contudo, os efeitos adversos atribuidos aos estrégenos
naturais e sintéticos tém limitado a aderéncia a TRH e, com isso, vém contribuindo
para o desenvolvimento de substancias alternativas, a exemplo dos fitoestrégenos,
gue possuem propriedades benéficas semelhantes aos estrégenos € com menos
efeitos colaterais (SILVA, 2014).

A Diosgenina (3B-hidroxi-5-espirostena) € um fitoestrogeno estruturalmente
semelhante ao estrogénio e progesterona; é usado como um precursor para a
producao industrial de progesterona e noretisterona. Ele pode ser encontrado em uma
variedade de plantas, mas € principalmente extraido do raiz de inhame selvagem
(Dioscorea villosa), feno-grego (Trigonella foenum graecum) e soja (Glycine max)
(HUANG, 2012). A administracdo de diosgenina induzida pela estreptozotocina em
ratos diabéticos promoveu reducdo do risco cardiovascular e controle glicémico
(NAIDU et al., 2014).

Por outro lado, um obstaculo encontrado no uso da diosgenina é a reduzida a
baixa solubilidade que ela apresenta em meio aquoso, o0 que dificulta sua
biodistribuicdo e formulacéo farmacéutica (ROGALSKI et al., 2013; BEIG et al., 2013).
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7

Uma alternativa € o uso da nanobiotecnologia, a fim de melhorar a diluicdo de
moléculas apolares em meio aquoso e proporcionar um sistema de liberacéo
direcionado para o sitio da doenca (GUEDES et al., 2008).

Um estudo anterior mostrou que a diosgenina induz o efeito vasorelaxante
dependente do endotélio na artéria mesentérica de ratos machos (DIAS, 2007). Os
multiplos efeitos benéficos da diosgenina despertaram o interesse da comunidade
cientifica em varias areas e até na avaliacdo dos efeitos cardiovasculares. No entanto,
nenhuma das pesquisas lida com esses efeitos em ratas ovariectomizadas, com
regressao maxima de estrogénio. Assim, 0 objetivo deste estudo foi investigar os
efeitos do fitoestrogeno diosgenina e seu derivado nanoestruturado no efeito

vasorelaxante, bem como 0s possiveis mecanismos envolvidos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Preparacéo da Diosgenina e derivado nanoestruturado de Diosgenina

Para o preparo e uso em experimentos in vitro, a Diosgenina foi solubilizada
em Tween (0,1% v/v) e dissolvida em &gua destilada na concentracdo de 10t M
(solucdo estoque). O derivado nanoestruturado de Diosgenina foi solubilizado em
agua destilada na concentracdo de 10* M (solucdo estoque). A solugdo estoque foi
mantida a 0°C, e de acordo com a necessidade de cada experimento eram realizadas

as diluicoes.

2.2 Animais

Foram utilizadas neste estudo, ratas fémeas da espécie Rattus norvegicus
(Wistar), com 12 semanas de idade, pesando 180-240 g cada, obtidos do Biotério de
Plantas Medicinais da Universidade Federal do Piaui. Os animais foram alojados em
gaiolas a uma temperatura de 21 + 1 -C, fotoperiodo de 12 horas e livre acesso a
comida e agua. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFPI (Protocolo/CEEA n° 069/14). Os procedimentos
referentes a eutanasia dos animais estavam de acordo com a Resolucdo n® 1000 do

Conselho Federal de Medicina Veterinaria.
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2.3 Solugdes Nutritivas

A preparagdo da solugdo nutritiva de Krebs foi baseada na metodologia
desenvolvida por Tanaka et al. (1999). Foram utilizados os seguintes sais: cloreto de
sédio (NaCl), cloreto de potéassio (KCI), cloreto de calcio di-hidratado (CaCl2.2H20),
sulfato de magneésio heptahidratado (MgS0Oa4.7H20), glicose (CeH1206), bicarbonato de
sédio (NaHCO:3) e fosfato de potassio mono-hidratado (KH2P0O4.H20) (Tabela 10). No
preparo da solugdo despolarizante de Krebs com cloreto de potassio a 80 mM, a
concentracédo de Na* foi isosmoticamente alterada (Tabela 11).

As tabelas a seguir mostram as composic¢des das solu¢des nutritivas:

Tabela 10: Composicéo da solucéo de Krebs.

Substancia Concentracao (mM)
NacCl 118,0

KCI 4,7

CaCl2.2H20 2,5

MgS0Oa4.7H20 57

NaHCO3 25,0

KH2PO4.H20 1,2

Glicose 55

FONTE: HIPOLITO et al., 2011.
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Tabela 11: Composicéo da solucdo de Krebs despolarizante - KCI (80 mM).

Substancia Concentracao (mM)
NacCl 78,3

KCI 80,0

CaCl2.2H20 2,5

MgS04.7H20 5,7

NaHCO3 25,0

KH2PO4.H20 1,2

Glicose 55

FONTE: HIPOLITO et al., 2011.

2.4 Protocolos experimentais utilizados na abordagem in vitro

2.4.1 Preparacgao dos anéis de artéria aorta isolada de ratas

Os animais foram submetidos ao processo de eutanasia por superdose
anestésica (75 mg/kg, tiopental sédico, i.p.) de acordo com o Paragrafo Unico da
Resolucdo N° 1000, de 11 de Maio de 2012, sob a responsabilidade da Médica
Veterinaria Jamylla Mirk Guerra de Oliveira, CRMV-PI n° 1048.

O sistema de cubas para 6rgaos isolados (AVS Projetos, SP) foi utilizado para
0s ensaios farmacoldgicos, nas dependéncias do Laboratério de Farmacologia
Cardiovascular no Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais (NPPM) na
Universidade Federal do Piaui.

ApoOs laparotomia, a aorta toracica foi cuidadosamente retirada e imersa em
uma placa de Petri contendo solucéo de Krebs (Figura 24). Posteriormente, a aorta foi
manipulada para retirada do tecido conectivo e adiposo (Figura 23A), e seccionada
em anéis do primeiro segmento da artéria (3 a 4 mm) (Figura 23B). Apdés a
manipulacdo, os segmentos foram adaptados ao aparato experimental. Cada anel da
artéria foi mantido em cubas contendo 6 mL de solu¢cédo de Krebs, a 37 °C e aerada
com uma mistura de 95% de O2 e 5% de CO2 (carbogénio) (Figura 25).

Para obtencdo das respostas isométricas, o0s anéis foram inseridos
individualmente em hastes de aco inoxidavel, suspensos por linhas de algodéo,

fixadas a um transdutor de tensédo e acoplado a um amplificador de sinal (AECAD
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1604, software AQCAD 2.3.6, AVS Projetos, SP) (Figura 25). Apés a montagem, 0s
anéis aorticos foram submetidos a uma tensao de repouso de 1,50 g/f, reajustada,
guando necessario, durante aproximadamente 60 minutos de estabilizacao. Durante
este tempo, as solugdes nutritivas foram trocadas a cada 15 minutos para prevenir a
interferéncia de metabdlitos (ALTURA; ALTURA, 1970).

Os anéis sem endotélio vascular foram obtidos mecanicamente através do
atrito entre as paredes internas do vaso com a haste de metal. A presenca de endotélio
foi verificada pelo relaxamento dos anéis apos adi¢cdo de 1 uM de ACh. Diante disso,
0s anéis com relaxamento superior a 70% sob a pré-contracdo com fenilefrina (1 uM)
foram considerados com endotélio. J& os anéis com relaxamento inferior a 10% foram
considerados sem endotélio. Anéis com relaxamento entre 10 e 70% foram
desconsiderados (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980).

Figura 23: Artéria aorta isolada de rata. Com auséncia de tecido conectivo (A) e
seccionada em anéis do primeiro segmento da artéria (B).

FONTE: MOURA, I. J. L, 2016.
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Figura 24: Cuba para 6rgao isolado contendo anel de artéria aorta de rata em solugcéo
de Krebs.

FONTE: MOURA, I. J. L, 2016.

Figura 25: Sistemas de cubas para orgéos isolados e de aquisicdo de dados do
NPPM/UFPI (AECAD 1604, AQCAD 2.0.5., AVS Projetos, SP).

FONTE: MOURA, I. J. L, 2016.
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2.4.2 Reatividade vascular a adicdo cumulativa de fenilefrina em anéis de artéria
aorta de ratas controle e ovariectomizadas (OVX) na presenca de endotélio

funcional

Apés a verificacdo da integridade do endotélio, os anéis de artéria aorta do
grupo controle e do grupo OVX foram pré-contraidos a adicdo cumulativa de fenilefrina
(10° — 10° M) individualmente para obtencdo de curvas concentracdo-resposta
(Figura 26).

Figura 26: Representacdo esquemdtica do protocolo experimental para estudo da
reatividade vascular a adicdo cumulativa de fenilefrina em anéis de artéria aorta com
endotélio funcional de ratas ndo-cirurgiadas e OVX.

ACh (1 uM)

FEN (1 uM) FEN (10°° — 10°5 uM)

FONTE: SILVA-FILHO et al., 2011.

2.4.3 Reatividade vascular da Diosgenina e derivado nanoestruturado em anéis

de artéria aorta de ratas OVX na presenca de endotélio funcional

Os anéis de artéria aorta de ratas OVX foram pré-contraidos a adicdo
cumulativa de fenilefrina (10° — 10° M) para obtencdo de uma curva controle. Logo
em seguida, as preparacdes foram lavadas e ao retorno dos valores do tdnus basal,
0s anéis foram pré-incubados separadamente com Diosgenina na concentracdo de
(10> M) 30 minutos antes da realizagdo de uma segunda curva cumulativa com a
adicéo de fenilefrina (Figura 27).
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Figura 27: Representacdo esquematica do protocolo experimental para estudo da
reatividade vascular da Diosgenina e seu derivado nanoestrururado em anéis de
artéria aorta de ratas OVX.

FEN

(10 x 10 uM)

¢ 1y

FEN

DIOSGENINA

(10° x 107 uM) -8 4
10° 3x10™ um)

FONTE: SILVA-FILHO et al., 2011.

2.4.4 Verificagado do efeito da Diosgenina e seu derivado nanoestrururado sobre
anéis de artéria aorta isolada de ratas OVX pré-contraidos com fenilefrina

Apos estabilizacdo (60 minutos), os anéis com e sem endotélio vascular foram
pré-contraidos com Fenilefrina (1 uM), um agonista ai-adrenérgico, e na fase tonica
da contracdo da musculatura lisa foram adicionadas cumulativamente as cubas
concentragcbes crescentes de Diosgenina e seu derivado nanoestrururado (108 —
3x104 uM) para obtencdo de uma curva concentragdo-resposta. O relaxamento foi
medido através da comparacdo da tensdo desenvolvida antes e apés a adicdo de
Diosgenina e seu derivado nanoestrururado (Figura 27). Apés a obtencdo dos
registros controles, foram realizadas curvas para a verificacao do efeito da Diosgenina
na presenca de algumas ferramentas farmacologicas, descritas a seguir (Figura 29).

Para cada tratamento farmacolégico, diferentes preparacfes foram utilizadas.
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Figura 29: Representacao esquematica do protocolo experimental para o estudo do
efeito da Diosgenina e seu derivado nanoestrururado sobre anéis de artéria aorta pré-
contraidos por Fen, com endotélio intacto (E*) e endotélio removido (E).

ACh (1 uM) DIOSGENINA (108-3x10™ M)

L !

v

FEN (1 pM) ' FEN (1 uM)

Ach (1 pM) DIOSGENINA (10— 3x10* M)

' v

FEN (1 uM) FEN (1 uM)

FONTE: SILVA-FILHO et al., 2011.

Figura 30: Representacao esquematica dos protocolos experimentais para avaliacao
do efeito da Diosgenina livre na presenca de algumas ferramentas farmacoldgicas em
anéis de artéria aorta de ratas OVX com endotélio vascular intacto.

ACh (1 pM) DIOSGENINA (10— 3x10* M)

L !

v

FEN (1 uM) T FEN (1 pM)

FERRAMENTAS
FARMACOLOGICAS

FONTE: SILVA-FILHO et al., 2011.
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2.4.5 Verificagdo da participagcao da enzima NO-sintase no efeito induzido por

Diosgenina livre em anéis de artéria aorta de ratas OVX

Apés a verificacdo da integridade do endotélio vascular, as preparacfes foram
previamente incubadas com L-NAME (100 uM), um analogo sintético da arginina, que
compete com ela ocasionando a inibicdo da sintese do 6xido nitrico (SILVA et al.,
2009). Apos 30 minutos as preparacdes foram submetidas a uma segunda contracao
com fenilefrina (1 pM) e no componente tonico desta contracdo adicionou-se
cumulativamente Diosgenina (108 — 3x10# uM) as cubas (Figura 29). A poténcia
vasorrelaxante da Diosgenina foi avaliada através da comparacédo dos valores de pD:2

e Emax na presenca e na auséncia de L-NAME.

2.4.6 Verificacdo da participacéo da ciclase de guanilil solavel no efeito induzido

por Diosgenina livre em anéis de artéria aorta de ratas OVX

Apoés a verificacdo da integridade do endotélio vascular, as preparacfes foram
pré-incubadas com 1H-[1,2,4] Oxadiazolo-[4,3-a] Quinoxalin-1-one (ODQ) (10 uM),
um inibidor seletivo da GCs, enzima responsavel pela conversao de trifosfato
guanosina (GTP) em monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) (YEH et al., 2005;
HIPOLITO et al., 2009). Ap6s 30 minutos as preparaces foram submetidas a uma
segunda contragdo com fenilefrina (1 uM) e no componente ténico desta contragao
adicionou-se cumulativamente Diosgenina (10 — 3x104 uM) as cubas (Figura 29). A
poténcia vasorrelaxante da Diosgenina foi avaliada através da comparacdo dos

valores de pD2 e Emax na presenca e na auséncia de ODQ.

2.4.7 Verificacdo da participacdo da ciclooxigenase no efeito induzido por

Diosgenina livre em anéis de artéria aorta de ratas OVX

Apoés a verificacdo da integridade do endotélio vascular, as preparacfes foram
previamente incubadas com Indometacina (10 yM), um inibidor n&o seletivo da enzima
ciclooxigenase (COX) (CLARK; FUCHS, 1997). Ap6s 30 minutos as preparacfes
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foram submetidas a uma segunda contragdo com fenilefrina (1 uM) e no componente
tonico desta contracdo adicionou-se cumulativamente Diosgenina (108 — 3x10* uM)
as cubas (Figura 29). A poténcia vasorrelaxante da Diosgenina foi avaliada através da

comparacao dos valores de pD2 e Emax ha presenga e na auséncia de Indometacina.

2.4.8 Verificacdo da participacdo dos receptores muscarinicos no efeito

induzido por Diosgenina livre em anéis de artéria aorta de ratas OVX

Apos a verificacdo da integridade do endotélio vascular, as preparacdes foram
pré-incubadas com Atropina (1 uM), um antagonista ndo seletivo dos receptores
muscarinicos (SAWYER, 1999). Apdés 30 minutos as preparac¢des foram submetidas
a uma segunda contragdo com fenilefrina (1 yM) e no componente tdnico desta
contracdo adicionou-se cumulativamente Diosgenina (108 — 3x10“ yM) as cubas
(Figura 29). A poténcia vasorrelaxante da Diosgenina foi avaliada através da

comparacao dos valores de pD2 e Emax ha presenga e na auséncia de Atropina.

2.4.9 Verificacéo da participacdo dos anions superéxidos no efeito induzido por

Diosgenina livre em anéis de artéria aorta de ratas OVX

Apos a verificacdo da integridade do endotélio vascular, as preparacdes foram
pré-incubadas com Tiron (100 uM), um sequestrador de anion superoxido, permeavel
a membrana (SHI et al., 2007). Apos 30 minutos as preparacfes foram submetidas a
uma segunda contracdo com fenilefrina (1 uM) e no componente ténico desta
contracdo adicionou-se cumulativamente Diosgenina (10® — 3x10* uM) as cubas
(Figura 29). A poténcia vasorrelaxante da Diosgenina foi avaliada através da

comparacao dos valores de pD2 e Emax ha presenca e na auséncia de Tiron.
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2.4.10 Efeito da Diosgenina livre sobre contra¢cdes induzidas por KCl 80 mM em

anéis de artéria aorta de ratas OVX

Apoés a verificagdo da auséncia de endotélio vascular, 0 meio nutritivo de cada
preparacdo foi trocado por uma solu¢cdo com elevada concentracdo de potassio (KCI
80 mM), que promove uma despolarizacdo da membrana plasmatica gerando a
ativacao dos canais para célcio sensivel a voltagem tipo L (CavL), promovendo o
influxo de Ca?* gerando uma contragdo tdonica (REMBOLD, 1996). No componente
tbnico e sustentado da contragdo com um tempo médio de 30 minutos para a
estabilizacdo, foram adicionados as cubas concentracdes crescentes de Diosgenina
(108 — 3x10* uM) (Figura 27). A poténcia vasorrelaxante da Diosgenina foi avaliada
através da comparacao dos valores de pD:2 e Emax ha presenca e na auséncia de KCl
80 mM.

2.5 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média
(E.P.M.), seguido do teste t de Student ndo-pareado, para comparacdo dos valores
de pD2 e Emax, que foram considerados significativos quando o valor obtido para “p”
foi menor que 0,05 (p<0,05).

As curvas foram obtidas através de regressédo nao-linear com variacdo da
inclinacdo da curva (slope variavel). Os valores de pD2 correspondem ao logaritmo
negativo do valor de CE50 (concentracéo capaz de induzir 50% da resposta maxima).
E os valores de Emax correspondem a média percentual de relaxamento dos anéis de
aorta induzido por Diosgenina e seu derivado nanoestrururado.

Toda a andlise estatistica e plotagem das curvas foram realizadas utilizando o

programa estatistico Graph-Pad Prism 7.0.
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3 RESULTADOS

3.1 Efeito da diosgenina na reatividade vascular de ratos OVX

Os anéis aodrticos de ratos OVX exibiram um aumento maior na contracao
induzida por Phe (pD2 = 7,9 = 0,04) quando comparados ao grupo Sham-operado
(pD2 = 7,1 + 0,06, * p <0,05). A pré-incubagédo com diosgenina (10-5 M) foi capaz de
reduzir significativamente as contra¢des induzidas pela PE (10-9 - 10-5 M) na aorta
de ratos OVX (pD2 = 6,6 £ 0,07, * p <0,05 ) sem alterar a resposta maxima (Tabela
12).

Tabela 12: Reatividade vascular com fenilefrina em anéis de artéria aorta isolada de
ratas controle, ovariectomizadas (OVX) e na presenca de Diosgenina. *p<0,05 versus
OVX, Teste-t-Student (n=4).

Grupo Teste pD2
Controle 7,12+0,06 %
OovX 7,90+0,04 % *
OVX e Diosgenina 6,60+0,07 % *

Fonte: Autoria prépria.

3.2 Efeito vasorelaxante da diosgenina nos anéis de aorta de ratos OVX

Em anéis de aorta de ratos, a administracdo cumulativa de diosgenina (10-8-
3x10*M) induziu efeito vasorelaxante em anéis pré-contraidos com aorta de fenilefrina
na presenca (Emax = 55,34 £+ 7,7%) e na auséncia de endotélio vascular (Emax = 15,8
+ 2,4%). O efeito contratil maximo (Emax) da fenilefrina foi restaurado 60 minutos ap6s
a retirada do fitoestrégeno, com lavagens prévias a cada 15 min. Estes resultados
demonstram que o efeito vasorelaxante da diosgenina é dependente do endotélio. Em

anéis sem diosgenina, o endotélio vascular promoveu um discreto vasorelaxamento
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nas contracgoes induzidas pela despolarizagdo com 80 mM de KCI (Emax = 5,7 + 0,8%)
(Tabela 13).

Tabela 13: Atividade da Diosgenina em anéis de aorta com e sem endotélio vascular
despolarizado com KCI 80 mM comparadas com o efeito obtido apds pré-contracéo
por Fenilefrina (1 uM). *p<0,05 versus endotélio.

Grupo Teste pD2
Com endotélio 59,70+0,75 %
Sem endotélio 15,80+2,40 % *
Despolarizado com KCI 80 mM 7,70+0,80 % *

Fonte: Autoria propria.

3.3 Papel do endotélio no relaxamento induzido por diosgenina das artérias

aorta

A fim de avaliar o envolvimento de fatores relaxantes derivados do endotélio
no vasorelaxamento induzido pela diosgenina, os efeitos do L-NAME (10 uM), um
inibidor ndo seletivo da 6xido nitrico sintase (NOS), 1H-[1,2,4] Oxadiazolo-[4,3-a]
Quinoxalin-1-one (ODQ) (10 puM), um inibidor seletivo da guanilil ciclase (sGC),
KT5823 (1 uM), inibidor de PKG (proteina quinase G), foram examinados. A Tabela
14 mostra que o pré-tratamento de anéis mesentéricos intactos de endotélio com L-
NAME e ODQ atenuou significativamente o vasorelaxamento induzido por diosgenina
(Emax = 10,4 £ 2,9%; Emax = 14,4 + 5,0%, respectivamente). A incubacdo com
Indometacina (10 pM) néo alterou o efeito vasorelaxante maximo (Emax = 46,7 +
8,0%) da diosgenina. No entanto, houve um menor deslocamento da curva de
concentracdo de resposta. Para avaliar se o vasorelaxamento induzido pela
diosgenina estava associado a ativacdo do receptor muscarinico, foi adotado o pré-
tratamento dos anéis mesentéricos com atropina (1 uM) - um inibidor dos receptores
muscarinicos. Nestas condi¢des, o efeito vasorelaxante da diosgenina foi atenuado

(Emax = 24,1+ 1,7%, Tabela 14). Na presenca de Tiron, uma substancia antioxidante,
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observou-se atenuacdo expressiva do vasorelaxamento da diosgenina (Emax = 17,6
+ 3,1%), sugerindo acéo antioxidante da diosgenina na aorta de ratos OVX (Tabela
15).

Tabela 14: Atividade da Diosgenina em anéis de artéria aorta com endotélio e pré-
contraidas com fenilefrina, na presenca de L-NAME ou de ODQ, Atropina e
Indometacina. *p<0,05 versus endotélio intacto, Teste-t-Student (n= 5).

Grupo Teste pD2
Com endotélio 59,70+0,75 %
L-NAME 10,40£2,90 % *
OoDQ 14,4045,00 % *
Atropina 24,10+£1,70 % *
Indometacina 46,70+8,00 %

Fonte: Autoria propria.

Tabela 15: Atividade da Diosgenina em anéis de artéria aorta com endotélio e pré-
contraidas com fenilefrina na presenca de Tiron. *p<0,05 versus endotélio intacto,
Teste-t-Student (n=5).

Grupo Teste pD2
Com endotélio 59,70+0,75 %
Sem endotélio 15,80+2,40 % *
Tiron 17,60+3,10 % *

Fonte: Autoria prépria.

3.4 Papel dos canais de K* no relaxamento induzido por Diosgenina das artérias

aorta

Para avaliar se o vasorelaxamento induzido por diosgenina foi mediado pela

ativacao dos canais de K*, os efeitos de diferentes inibidores de canal de K* foram
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avaliados. Como mostrado na Tabela 16, o pré-tratamento de anéis mesentéricos com
Tetraetilamoénio (3 mM), 4-aminopiridina (1 mM), glibenclamida (10 yM), apamina (1
M) inibiu marcadamente o vasorelaxamento induzido por diosgenina. Os resultados
mostraram que Tetraetilamdnio, 4-aminopiridina e Glibenclamida reduziram
significativamente o relaxamento induzido por Diosgenin nos anéis arteriais com
endotélio (Emax = 8,2 + 2,4% *; Emax = 18,6 + 4,8% *; Emax 15,3+ 4,9% *; * p < 0,05
vs com endotélio, n = 6). Esses achados indicam que a ativacdo dos canais de K* esta

envolvida no vasorelaxamento induzido pela diosgenina.

Tabela 16: Atividade da Diosgenina em anéis de artéria aorta com endotélio e pré-
contraidas com fenilefrina na presenca de Tetraetilaménio, Glibenclamida e 4-
aminopiridina. *p<0,05 versus endotélio intacto, Teste-t-Student (n= 6).

Grupo Teste pD2
Com endotélio 59,70+0,75 %
Sem endotélio 15,80+2,40 % *
Tetraetilamdnio 8,20+1,30 % *
Glibenclamida 15,30+4,90 % *
4-aminopiridina 18,60+4,80 % *

Fonte: Autoria propria.

4 DISCUSSAO

A regressao ovariana severa, menopausa, torna a mulher alvo de doencas
cardiovasculares, a exemplo da hipertensao (SPG, 2017). O aumento de morte subta
por conta de complicacdes da hipertensdo geram grande interesse da comunidade
cientifica por este assunto (MARON et ao., 2007; MATOS, 2014). Nesse contexto, 0
fitoestrégeno diosgenina mostrou-se bastante promissor por ser capaz de causar
vasorelaxamento na artéria de ratas ovariectomizadas.

Um estudo anterior mostrou que o fitoestrogeno diosgenina (Figura 35)
promove vasorelaxamento nos anéis das artérias mesentéricas de ratos (DIAS, 2007).

Embora os dados apontem para o efeito da diosgenina sobre a resisténcia arterial, um
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estudo sobre a acdo deste fitoestrogeno sobre a resposta cardiovascular em ratas

ovariectomizadas (OVX) néo foi encontrado.

Figura 35: Estrutura quimica da Diosgenina (3B-hidroxi-5-spirostene).

FONTE: autoria prépria (2016)

As artérias das ratas OVX tém uma reducdo da reatividade devido ao
endurecimento da parede vascular (HASSAN e ABDEL-WAHHAB, 2012). Tal
condicao foi identificada neste estudo, onde avaliamos a reatividade vascular a
fenilefrina na aorta de ratas ovariectomizadas. Observou-se aumento da resposta
contrétil, bem como o fato de a diosgenina (10-5 M) diminuir a contragéo induzida pela
adicdo cumulativa de fenilefrina (Tabela 12). A fenilefrina € um agonista dos
receptores a1-adrenérgicos que induz a liberacdo de canais de célcio operados por
receptores (ROCCs), criando um processo contratil, enquanto o KCI promove a
despolarizacdo da membrana plasmética, favorecendo o influxo de célcio para o
citosol (KARAKI, 1988).

Neste estudo, a diosgenina induziu um efeito vasorelaxante, dependente da
concentracdo e dependente do endotélio vascular, nos anéis de aorta pré-contraidos
com fenilefrina. O mesmo perfil de resposta ndo foi observado nas preparacdes pré-
contraidas com KCI 80 mM (Tabela 13). Tais resultados permitem inferir que a
diosgenina induz o vasorelaxamento de maneira especifica relacionada ao receptor,
uma vez que atua sobre as contra¢gdes induzidas pela fenilefrina. No entanto, nao

causa o mesmo efeito quando o agente despolarizante € empregado (KCI 80 mM).
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O efeito protetor do estradiol (que pode atingir os fitoestrogénios) envolveu a
participacdo da via eNOS/NO nas células endoteliais, levando a um aumento de
GMPc ou a uma diminuicdo da endotelina-1 no muasculo liso vascular (KITADA et al.,
2014). Para avaliar a viruléncia da eNOS no efeito relaxante induzido pela diosgenina,
foi utilizado 100 uM de L-NAME, que € um inibidor competitivo da eNOS (MONCADA
e HIGGS, 1993). Neste caso, o relaxamento induzido pela diosgenina do musculo liso
vascular em ratos OVX foi descartado, mostrando a participacéo da enzima eNOS no
efeito vasorelaxante induzido pela diosgenina. Resposta semelhante foi obtida na
presenca de ODQ, KT5823, atropina ou indometacina, sugerindo que o0
vasorelaxamento vascular da diosgenina envolveu a participacdo da via NO / GMPc /
PKG, além da ativacéo do receptor muscarinico e da enzima ciclooxigenase (COX )
(Tabela 14). Estudos mostraram que o Tiron € um antioxidante eficiente que pode agir
sequestrando espeécies reativas intracelulares de oxigénio (ROS) (YAMADA et al.,
2003; MONTICONE et al., 2014). No presente trabalho, observou-se que, na
presenca de Tiron (100uM), houve bloqueio do vasorelaxamento induzido pela
diosgenina, sugerindo acdo antioxidante (Tabela 15). Um dos importantes
mecanismos de acdo das substancias via fatores hiperpolarizantes dependentes do
endotélio envolve a ativacdo de canais de potassio, uma vez que 0s canais de potassio
sdo importantes para o controle e regulacdo do ténus vascular pela hiperpolarizacéo
da membrana plasmatica, levando ao relaxamento do musculo liso vascular (COSTA
e ASSREUY, 2005; ZHANG et al., 2014).

Algo foi observado na presenca de blogqueadores dos canais de potassio, tais
como: Tetraetilamdnio 3 mM, um blogueador do canal de potassio ndo seletivo; 1 mM
4-aminopiridina, um blogueador do canal de potsio sensel a voltagem; 10 de
Glibenclamida, um canal bloqueador de potassio sensivel a ATP; Apamina 10 uM, um
canal de potassio sensivel ao calcio de grande condutancia. Observou-se que a
resposta vasorrelaxante da diosgenina foi significativamente atenuada, sugerindo o
envolvimento dos canais de potassio no efeito dependente do endotélio da diosgenina
(Tabela 16).
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5 CONCLUSAO

Em conclusdo, os resultados obtidos através de uma abordagem in vitro
demonstram que o modelo OVX altera a reatividade vascular de artéria aorta toracica.
O fitoestrogeno Diosgenina possui capacidade de inibir as contragdes induzidas por
fenilefrina de maneira concentracdo dependente em preparacdes com a presenca de
endotélio. Assim como, exerce efeito vasorrelaxante dependente de concentracéo e
dependente do endotélio vascular sobre anéis de artéria aorta de ratas OVX.

O efeito dependente do endotélio da Diosgenina parece envolver as vias NO-
sintase/GMPc/COX, a participacdo dos receptores muscarinicos e dos anions
superoxidos; e ndo ocorre a inibicdo do influxo de calcio através dos canais para calcio
sensiveis a voltagem. Por outro lado, na presenca de inibidores de canais para
potassio, o efeito vasorrelaxante foi atenuado, sugerindo o envolvimento dos canais

de potassio na atividade da diosgenina.
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7 CONCLUSOES

Este estudo teve o objetivo de avaliar o efeito cardiovascular do complexo de
Diosgenina com B-ciclodextrina em ratas ovariectomizadas e hipertensas modelo L-
NAME, bem como investigar os possiveis mecanismos de a¢ao envolvidos nos efeitos
farmacologicos observados, os resultados obtidos possibilitaram as seguintes

inferéncias:

o Na prospeccédo cientifica e tecnoldgica, os resultados mostram que existe
interesse, tanto cientifico quanto tecnoldgico, com o Diosg/B-CD, porém o campo
ainda continua aberto, tanto na area tecnoldgica quanto na area cientifica, visto que o
namero de patentes e de publicacbes € muito pequeno. Nas bases cientificas, o foco
esta direcionado para estudos quimicos, enquanto que nas bases tecnoldgicas, 0
codigo de classificacdo internacional com maior incidéncia foi preparacdes para

finalidades médicas, odontoldgicas ou higiénicas;

o Na atividade coagulante do Diosg/B-CD em ratas, os resultados demonstram
evidéncias de que a administracdo oral do complexo produziu efeito coagulante em
ratas atraveés de alteracdo no tempo de atuacdo da via intrinseca de coagulacdo
(TTPA), mas ndo alterou a via extrinseca (TAP e RNI), sugerindo possivel interferéncia

do Diosg/B-CB nos fatores de coagulacao Xllil, IX, Xl ou XII.

o Na avaliacdo do Diosg/B-CD na atividade antihipertesiva em ratas OVXL-
NAME, o tratamento agudo com Diosg/B-CD, feito pelo método CE, melhorou a
solubilidade da Diosgenina em agua e apresentou significativamente a eficacia
biolégica da nanoformulacdo de Diosgenina. Aléem de demonstrar que a atividade
antihipertensiva do complexo Diosg/B-CD ocorreu com efeito semelhante em animais
OVX e OVX/LNAME.

o No efeito da Diosgenina no efeito vasorrelaxante em ratas OVX, 0s
resultados obtidos através de uma abordagem in vitro demonstram que o modelo OVX

altera a reatividade vascular de artéria aorta toracica. O fitoestrégeno Diosgenina
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possui capacidade de inibir as contragfes induzidas por fenilefrina de maneira
concentracdo dependente em preparacdes com a presenca de endotélio. Assim como,
exerce efeito vasorrelaxante dependente de concentracédo e dependente do endotélio
vascular sobre anéis de artéria aorta de ratas OVX. O efeito dependente do endotélio
da Diosgenina parece envolver as vias NO-sintase/GMPc/COX, a participacdo dos
receptores muscarinicos e dos anions superoxidos; e nao ocorre a inibicdo do influxo

de célcio através dos canais para calcio sensiveis a voltagem.
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8 PERSPECTIVAS

Os resultados encontrados com o compleo séo bastante promissores, haja vista
sua seguranca biofarmacoldgica e as multiplas atividades apresentadas por ele. No
entanto, estudos mais aprofundados devem ser realizados, a fim de elucidar os

mecanismos de acao envolvidos nos efeitos encontrados, tais como:

o Na avaliacédo do Diosg/B-CD na atividade antihipertesiva em ratas OVXL-
NAME, comparar a diosgenina com farmacos usados no mercado e que apresentem

efeito hipotensor semelhante, tais como prazosina, terazosina ou doxazosina.

o No uso para o tratamento da menopausa, estudar o efeito do Diosg/B-CD
com foco especial no tratamento oral crénico de ratas em regressao hormonal severa

e acompanha-las com testes de densitometria 6ssea.

o Na formulagdo farmacéutica, desenvolver uma formulagdo farmacéutica

apropriada para o uso oral do Diosg/B-CD e testar em modelos animais maiores.
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Mechanisms involved in the vasorelaxing effect of diosgenin on the aorta of
OVXrats

limara, C.P.S Morais?, iris, J. Moura?, Carla Kelly B. Sabino?, Lucas, A. Nicolau?,
Jand V.R.Medeiros?, Aldeidia, P. Oliveira'?

1 Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais, 2Universidade Federal do Piaui —

Teresina-PIl, 3 Campus Ministro Reis Veloso Parnaiba-PI - aldeidia@gmail.com

Abstract:

Diosgenin is a phytoestrogen and a constituent of Dioscorea. It has several biological
effects, and some of them are: anti-inflammatory, antidiabetic, antitumor and
vasodilatory. The present study investigated both the vasorelaxing and
antioxidant mechanisms of diosgenin in isolated rat aortic rings. Diosgenin (0.1 pM -
3mM) produced a concentration-dependent relaxation in aortic rings pre-contracted
with phenylephrine (1 uM), exhibiting Emax value of 55.34 + 7.7% (in endothelium-
intact rings) and Emax value of 30.30 £ 5.7% (in endothelium-denuded rings). In the
endothelium-intact rings, the vasorelaxing effect of diosgenin was reduced by L-
NAME (100uM), atropine (1 pM), indomethacin (10uM), ODQ (10uM), 4-aminopyridine
(ImM), tetraethylammonium ( 3mM), glibenclamide (10 uM), apamin (10 uM) and Tiron
(10uM). Diosgenin (10° M) inhibited the contractions induced by cumulative addition
of phenylephrine (10° — 10 M). The 28-day treatment with diosgenin (50 mg/kg, v.0.)
induced potent antioxidant effect and increased nitrite levels in the plasma. Our results
suggest that diogenin induced relaxation in aortic rings via an endothelium-dependent
pathway, which involves the EDRF, the opening of potassium channels and antioxidant
action.

Keywords: Diosgenin, phytoestrogen, vasorelaxing effect
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ANEXO B

Artigo intitulado “Activity of Diosgenin on the cardiovascular system: a
technological and scientific exploration” submetido na revista Expert Opinion on

Therapeutic Patents, qualis A1 em Biotecnologia.
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Activity of Diosgenin on the cardiovascular system: a technological and

scientific exploration
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Abstract

In recent years, the synthesis of new molecules and the molecular modification of
natural and synthetic substances with defined pharmacological properties have been
the method of choice to obtain new drugs. The essential oils extracted from Dioscorea
species Solaum and are rich in steroid sapogenins, including diosgenin. Essential oils
extracted from this plant are of great importance in the cosmetic, food and
pharmaceutical industries. Additionally, natural diosgenin showed a significant
cardioprotective and antioxidant effect. The aim of this research was to carry out a
mapping of the activity of diosgenin on the cardiovascular system from patents
electronic databases and scientific papers. It was analyzed that most patents and
articles on this topic are written in English and that the countries with the highest search
volume related to this subject is the United States, Canada and the WIPO (World
Intellectual Property Organization). Brazil has few research related to cardiovascular
activity of diosgenin.

Key-words: diosgenin, cardiovascular, hypertension, menopause, cyclodextrin.
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