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1. INTRODUCAO

A Saccharum officinarum L., conhecida popularmente como cana de agucar, corresponde a uma
graminea pertencente ao género Saccharum da familia Poaceae. Esta espécie vegetal apresenta sistema
radicular composto por raizes adventicias e permanentes; caule cilindrico parcialmente ereto, arqueado
na base, nodoso e ligeiramente mais espesso nos internddios, irregularmente espacados, amarelos,
verdes, vermelho escuro ou violeta (dependendo da variedade) podendo alcancar até 6 m de altura e 6
cm de didmetro. As folhas sdo largas de 70-150 cm de comprimento que crescem alternadamente a
partir do caule serrilhado, &spero, apresentando venacgdo reticulada e nervura central saliente
esbranquicada. As folhas sdo numeradas de cima para baixo, comecando com a folha superior
mostrando uma barbela visivel designada como folha +1. A planta é reconhecida pelo eixo da panicula
sem pelos ou de pélo curto e laminas foliares de até 6 cm de largura. O fruto é uma cariopse oblonga
(fruto pequeno, seco, com uma semente) com 1,5 mm de comprimento (Royal Botanic Gardens, 2021;

Cheavegatti-Gianottoet al., 2011).

Sugar Cane. H.Zippel (botanist) & C. Bollman (artist) 1897, fonte: pinterest (2021).
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As variedades comerciais de cana de aglcar cultivadas atualmente se originaram de
cruzamentos realizados no inicio do século XX na llha de Java entre as espécies Saccharum
officinarum — rica em acgucar e muito suscetivel a doencas e Saccharum spontaneum — pobre em agUcar
e rastica. Os hibridos obtidos apresentaram maior capacidade de armazenamento de sacarose,
resisténcia a doencas, vigor, rusticidade e tolerancia a fatores climéaticos. Apesar de S. officinarum e S.
spontaneum terem sido as espécies que mais contribuiram para a obtencdo das atuais variedades
comerciais de cana, outras espécies, a exemplo de S. sinense, S. barberi e S. robustum, ainda que em
menor proporcao, também foram importantes para a composicdo genética das variedades modernas
(Guia da Cana de Acucar, 2009).

Programas de melhoramento de cana de aclcar sdo amplamente desenvolvidos e tem como
objetivo principal prover novas cultivares que ampliem a produtividade de energia (acucar, etanol e
fibra). Segundo Landell e Bressiani (2008), as cultivares desenvolvidas a partir de selecdes regionais
atendem as condicBes edafoclimaticas de cada regido especifica estudada, promovendo ganhos
significativos para nichos especificos de producdo. Os programas de melhoramento tém sido
executados com sucesso, pois nos ultimos 50 anos a cana teve um acréscimo de aproximadamente 40%
na sua produtividade, no entanto, o melhoramento de cana de agUcar requer um tempo de 8 a 12 anos
para obtencdo de uma nova cultivar (Morais et al., 2015)

O cultivo de cana de acucar tem avancado mundialmente. No Brasil, os dados de produtividade
safra 2020 mostram que a area destinada ao cultivo da planta foi de aproximadamente 8 milhdes de
hectares com uma producdo de cerca de 630 milhdes de toneladas, destinados majoritariamente a
obtencdo de acucar e etanol (CONAB, 2020). Devido aos avancos na biotecnologia, a utilizacdo do
etanol como biocombustivel j4 € bem estabelecida. Véarios esfor¢cos tém sido desenvolvidos para o
aproveitamento dos residuos agricolas da cana, ou seja, 0 bagaco e a palha. Atualmente, a oferta de

bagaco da cana fica em torno de 166 milhdes de toneladas/més, sendo este insumo utilizado nas usinas
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do setor sucroalcooleiro para geragdo de calor, vapor e energia no processo produtivo (CONAB, 2020).
A palha apresenta grande potencial para geracdo de calor, eletricidade e producédo de etanol celuldsico
(Gamberini 2015; Ramos e Nachiluk, 2017). No sentido de aproveitamento maximo desta espécie
vegetal visando ndo somente 0 aspecto bioenergético, pensamos em sua utilizagdo sob o ponto de vista
farmacoldgico, ou seja, no potencial desta espécie vegetal como um novo farmaco ou mesmo como
matriz para obtencdo de biomoléculas com objetivos terapéuticos.

Uma diversidade de compostos quimicos, incluindo compostos fendlicos, esterdis, terpendides,
ligninas e policosanois, ja foram identificados na cana de aglcar (Ali et al., 2019). Técnicas
cromatograficas tém sido usadas para caracterizar os flavondides nas folhas da cana de agucar, no suco
e no bagacgo. Vérios glicosideos de flavona, incluindo orientina, tricina-7-O-neohesperidosideo e
tricina-7-O-glucosideo, diosmetina-8-C-glicosideo, schaftoside, isoschaftosideo, vitexina, 4', 5'-dimetil-
luteolin-8-C-glicosideo, luteolina 8-C- (ramnosil-glucosideo) e flavolignana 7-O-glucosides,
juntamente com suas agliconas, foram identificados (Ali et al., 2019). Estudos fitoquimicos realizados
com as folhas da cana de acucar também identificaram a presenca de acidos fendlicos, como o acido
ferdlico, acido galico, acido cafeico, acido vanilico, &cido sinépico, acido clorogénico e, também,
flavondides reconhecidos por seus efeitos benéficos, por exemplo, sua alta capacidade de prote¢do
celular contra o estresse oxidativo (Lopez-Revuelta et al., 2006; Abas et al., 2014; Ali et al., 2019).

Além do valor nutritivo, beneficios terapéuticos sdo atribuidos a cana de aglcar pela medicina
tradicional, tais como tratamento de escaras, artrite, furdnculo, inflamacdo, laringite, febre, gripe,
solugo, tosse, dor de garganta, tumores, diarreia, hipertenséo, além de ser referido o uso da planta como
estimulante (Duke and Wain, 1981; Ribeiro et al., 1986).

Estudos farmacologicos ja realizados com extratos de cana de agucar evidenciaram efeitos

imunomodulatorio, analgésico, anti-trombdtico, anti-inflamatdrio, anti-hipercolesterolémico, anti-
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hiperglicémico, diurético, anti-oxidante e modulador da neurotransmissao colinérgica e dopaminérgica
(Re et al., 1999; El-Abasy et al. 2002; Lo D.Y. et al. 2005; Gamberini et al., 2015; Ali et al., 2019).

No estudo realizado por Gamberini et al., 2015 foi demonstrado que o extrato aquoso obtido das
folhas de cana de aglcar apresentou um efeito no Sistema Nervoso Central (SNC) de ratos,
representado por inducdo de bocejos e grooming genital. Foi demonstrado nesta investigacdo, a
participacdo de vias neurais dopaminérgicas e colinérgicas no mecanismo de acéo do extrato da planta.

A Dopamina (DA) é um importante neurotransmissor envolvido no controle motor, cognicéo,
compensacao, fungbes enddcrinas, emotividade e, também, controle de pressdo arterial. Além do seu
papel como neurotransmissor no SNC, a dopamina atua como um transmissor inibitério no corpo
carotideo e nos ganglios simpaticos (McCoy et al., 1986; Dupont et al., 1987; Pellissier G and P
Demenge, 1991; Toscano and Lahlou, 2003; Beaulieu et al., 2015).

Ja sdo descritos cinco tipos de receptores dopaminérgicos (D1, D2, D3, D4 e D5) que sdo
divididos em duas classes: DA-1 e DA-2. As acdes bioldgicas das duas classes sao diferenciadas pelo
tipo de proteina G que estdo acopladas aos dominios intracelulares (Beaulieu et al., 2015). A
superfamilia de receptores DA-1 (D1 e D5) estdo acoplados a proteina Gs que estimula a adenilciclase,
responsavel pela sintese do segundo mensageiro AMP-ciclico, enquanto a superfamilia dos receptores
DA-2 (D2, D3 e D4) estdo acoplados a proteina Gi, inibidor da adenilciclase e, consequentemente, da
producdo de AMP-ciclico (Beaulieu et al., 2015).

No que diz respeito as ac¢Oes cardiovasculares da dopamina, desde meados do seculo passado
sdo descritas acGes complexas dose dependentes deste neurotransmissor. Goldberg e Sjoerdsma em
1959 demonstraram que a infusdo de baixas doses foram capazes de reduzir a presséo arterial; as doses
intermediarias capazes de aumentar a frequéncia e a contratilidade cardiacas e, altas doses, causar
vasoconstricdo e hipertensdo arterial. Estudos posteriores sobre as respostas da dopamina sobre o

sistema cardiovascular indicam a participacdo de receptores D1, D2 e, provavelmente, os D3 como


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dupont+AG&cauthor_id=2887314
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Pellissier+G&cauthor_id=1724532
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Demenge+P&cauthor_id=1724532
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Demenge+P&cauthor_id=1724532
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lahlou+S&cauthor_id=14639100
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sendo capazes de reduzir a pressao arterial (McCoy et al., 1986; Dupont et al., 1987; Pellissier G and P
Demenge, 1991; Toscano and Lahlou, 2003; Beaulieu et al., 2015).

A Acetilcolina (ACh) também figura como um importante neurotransmissor envolvido em
respostas fisioldgicas relacionadas a cognigdo, comportamento, controle motor, assim como, controle
de presséo arterial (Gamberini et al., 2012; Brown, 2019).

Receptores colinérgicos sdo amplamente expressos tanto perifericamente quanto em diferentes
areas do SNC sendo classificados em receptores colinérgicos nicotinicos (RCN) da familia de
receptores ionotropicos e 0s receptores colinérgicos muscarinicos (RCM) (M1-M5) da familia de
receptores metabotrépicos acoplados a proteina G (Rodrigues et al., 2016). Os RCMs dos subtipos M2
e M4 acoplam-se, preferencialmente, a proteina Gi/Go enquanto os receptores do subtipo M1, M3 e M5
acoplam-se, preferencialmente, a proteina Gg/11 (Brown, 2019).

Os RCN sdo descritos no cértex, tdlamo, hipocampo e no cerebelo distribuindo-se em regides
pré-, pos-, peri- e extrassindpticas podendo modular a liberagdo de neurotransmissores. Como
exemplos, poderiamos citar os RCN com subunidades a3a5B4 que regulam a transmissdo ganglionar e
os receptores com a subunidade a4 que regulam, parcialmente, a liberacao de dopamina e de glutamato.
Os receptores localizados na regido estriatal que possuem a subunidade B3 alteram a atividade motora
por modular a liberacdo de dopamina, ja os receptores com a subunidade B2 controlam a liberacao de
GABA e aresposta de neurénios dopaminérgicos no mesencéfalo (Ventura et al., 2010).

A expressdo periférica dos RCMs esta relacionada a diferentes respostas fisioldgicas, como por
exemplo, as envolvidas com sistema cardiovascular. Destacam-se as respostas cronotrépicas,
dromotropicas e ionotropicas negativas a partir da ativacdo de receptores colinérgicos M2 presentes nas
celulas cardiacas e respostas vasodilatadoras dependentes do endotélio (Wilson e col., 2016; Brown,

2019).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dupont+AG&cauthor_id=2887314
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Pellissier+G&cauthor_id=1724532
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Demenge+P&cauthor_id=1724532
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Demenge+P&cauthor_id=1724532
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lahlou+S&cauthor_id=14639100
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A estimulacédo colinérgica de receptores M3 em células endoteliais estd implicada diretamente
com a secrecdo de oxido nitrico (NO), um dos mais potentes agentes vasodilatadores (Pontes et al.,
2021). Acoes centrais do NO também estdo relacionadas ao controle de respostas cardiovasculares. A
isoforma NOS neuronal (nNNOS) € constitutivamente expressa em neurdnios tanto no sistema nervoso
central quanto no sistema nervoso periférico e implicada na sintese de NO que atua como um
neurotransmissor importante na regulacdo autondmica da fungéo cardiovascular (Machado et al., 2016;
Bruno et al., 2012).

Diversos estudos indicam interagdes complexas entre vias dopaminérgicas, colinérgicas e
nitrinérgicas centrais resultando em respostas comportamentais assim como relacionadas as fungoes
cardiovasculares (Machado et al., 2016; Bruno et al., 2012; Chang et al, 2001).

Frente as informacGes aqui apresentadas, o fato de que um estudo anterior demonstra que agdes
do extrato aquoso da cana de agucar estdo relacionados a vias colinérgicas e dopaminérgicas centrais
(Gamberini et al., 2015) e que informacdes etnofarmacoldgicas ddo conta do emprego da planta na
prevencao e tratamento de distdrbios cardiovasculares (Lo et al. 2005; EI-Abasy et al. 2002; Re et al.
1999, Duke and Wain, 1981; Ribeiro et al., 1986), o presente estudo teve por finalidade comprovar as
acOes cardiovasculares da cana de aclcar relacionadas a pressdo arterial e verificar o possivel

envolvimento dos sistemas dopaminérgico e colinérgico em tais respostas.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo realizar o estudo farmacoldgico do extrato aquoso (EA) obtido
das folhas da Saccharum officinarum L. (cana de acucar) com a finalidade de comprovar as acbes
cardiovasculares da planta preconizadas pela medicina popular e verificar o possivel envolvimento dos

sistemas dopaminérgico, colinérgico e nitrinérgico em tais acoes.

2.2. Objetivos especificos

1. Investigar o efeito do EA na pressdo arterial sistélica em ratos conscientes.

2. Investigar as acGes do EA no fluxo sanguineo da aorta abdominal associado ao registro
direto da pressao arterial em ratos anestesiados.

3. Investigar o envolvimento de vias colinérgicas e dopaminérgicas no mecanismo de acdo do
EA.

4. Investigar a participagdo do 6xido nitrico nas a¢Ges cardiovasculares do EA.

5. Realizar o fracionamento biomonitorado do EA e identificacdo de marcadores quimicos.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

3.1.1. MATERIAL BOTANICO

Saccharum officinarum L. (www.theplantlist.org/ acessado em janeiro de 2021) foi gentilmente

fornecida pelo Dr. Marcos G. de A. Landell e Dra. Samira D.C. Cavallari, pesquisadores do Centro
Avancado de Pesquisa de Cana, Instituto Agronémico (IAC), Ribeirdo Preto, SP. O material vegetal
corresponde ao cultivar: IACSP95-5094; plantio 02/03/2018. Foram utilizados o segundo e terceiro
pares de folhas a partir do apice de plantas adultas, que passaram por secagem a sombra por 07 dias e,

posteriormente, armazenadas em sacos escuros e mantidas a baixas temperaturas (-80°C).

3.1.2. ANIMAIS

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados 108 ratos (Rattus norvergicus) da linhagem
Wistar de cerca de trés meses de idade com peso variando entre 200 e 300 g provenientes do Biotério
da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sdo Paulo (FCMSCSP). Os animais foram
mantidos em uma sala do biotério de experimentacdo, com ciclo claro-escuro de 12 horas controlado
por meio de luz artificial ligada as 6:00 horas. Os animais foram alojados em caixas com 05 animais
por caixa e oferecido agua e racéo balanceada ad libitum. Todos os procedimentos foram realizados em
estrita conformidade com as diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA,
Comité Brasileiro de Etica em Pesquisa Animal) e com o Instituto Nacional de Salde Guia para
Cuidados e Cuidados com a Salde e Uso de Animais de Laboratério (Publicagdes NHI 80-23). O
projeto de pesquisa foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais da FCMSCSP para

aprovacéo (Protocolo 001/19).


http://www.theplantlist.org/%20acessado

3.1.3. Sais, Drogas e outros

Acetilcolina, Sulfato de atropina, Haloperidol, Hidrocloreto de N- Nitro- L-arginina metil ester
(L-Name) (Merck), Hidrato de Cloral (Vetec), Sulfato de Magnésio e Alcool Etilico absoluto (Caal),
Propilenoglicol (Emfal), Tiopental sddico (Cristéalia), Dimetilsufoxido (DMSO) (Merck), Acetonitrila,
Acido trifluoroacético (Thermo Fisher Scientific), Acido vanilico, Acido siringico, Acido ferdlico,

Acido sinapico, Quercetina e Vitexina (Merck).

3.2. METODOS

3.2.1. OBTENGAO DO EXTRATO AQUOSO (EA) DA SACCHARUM OFFICINARUM L.

As folhas secas de Saccharum officinarum L. (50 g) foram submetidas a extracdo a quente com
500 mL de &gua destilada (70°C/30 min) produzindo o extrato aquoso (EA). Apds concentragcdo em um
rotaevaporador a vacuo (modelo Rotary Evaporator RE47 - Yamato), o EA foi liofilizado

(LABCONCO) apresentando um rendimento de 3%.

3.2.2. ENSAIOS BIOLOGICOS

A. Medida indireta da pressao arterial sistélica (PAS) em animais conscientes.

Ratos normotensos foram utilizados para a determinacdo da PAS empregando o método caudal
ndo-invasivo (Alexander, 1957; Pontes et al.,, 2019). Neste protocolo, 0s animais permaneceram
acordados durante todo o registro. O método ndo induziu a nenhum desconforto e a eventos adversos
como dor. Para as medic¢des, os animais foram colocados em contensores onde a cauda permaneceu
livre para adaptagdo de um manguito de pressdo e um cristal piozoelétrico tipo Korotkoff para o
registro das pulsacGes da artéria caudal. Antes de se efetuar as medidas da PAS, os animais foram

deixados por um periodo de 05 minutos de adaptacdo ao sistema a fim de evitar possiveis variagdes de
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pressdo decorrentes de estresse pelo manuseio. Em todos os experimentos, os animais foram
submetidos a um periodo de estabilizacdo em torno de 10 dias sendo tratados diariamente com &gua
destilada (2,5 mL/kg, v.0.) e submetidos, em dias alternados, a afericdo da PAS. Apoés a verificacdo de
valores que se reproduziram em trés afericdes consecutivas, deu-se inicio a investigacdo dos efeitos
farmacologicos do EA. Ao término do procedimento experimental, os animais ndo foram reutilizados
sendo submetidos a eutanasia em camara com saturacdo de gas carbonico, que induz uma depressdo

cardiorrespiratorio de forma rapida e indolor.

A.l. Avaliacdo da PAS em animais submetidos ao tratamento agudo e subagudo com o EA
administrado por via oral.

Para estes experimentos foram utilizados 25 animais separados em cinco grupos de 05 animais
cada e submetidos ao tratamento com agua destilada (2,5 mL/kg, v.0.) (Grupo 1 — Controle) e EA 10
mg/kg (Grupo 2), EA 50 mg/kg (Grupo 3), 100 mg/kg (Grupo 4) e 500 mg/kg (Grupo 5) administrados
em dose Unica por via oral (gavagem). Ap6s o tratamento realizou-se a avaliagdo da PAS por um
periodo de 08 horas com aferi¢cdes a cada hora. O mesmo procedimento experimental foi utilizado para
0 biomonitoramento das frac6es semipurificadas do EA.

No intuito de investigar se variagdes na PAS detectadas quando do tratamento agudo com o0 EA
poderiam ser mantidas ou mesmo alteradas como um tratamento subagudo, ap6s a avaliacdo das
respostas agudas do EA, os animais foram mantidos sob tratamento com as diferentes doses do EA por
um periodo de 11 dias. A administracdo do EA e de agua (grupo controle) foi realizada diariamente e a
afericdo da PAS foi realizada em dias alternados, sempre ap0s 02 horas da administracdo de agua e do

EA.
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A.2. Avaliacdo da PAS em animais submetidos ao tratamento agudo com o EA administrado por
via intraperitoneal.

Para este procedimento experimental foram utilizados 10 animais conscientes separados em

dois grupos de 05 animais cada e submetidos ao tratamento com &gua destilada (2,5 mL/kg, v.0.)

(Grupo 1 — Controle) e EA 10 mg/kg (Grupo 2) administrados em dose Unica por via intraperitoneal.

Ap0s o tratamento realizou-se a avaliacdo da PAS por um periodo de 08 horas com aferigdes a cada

hora.

A.3. Avaliacdo da PAS em animais submetidos ao tratamento agudo com o EA administrado por
via oral na presenca de atropina (antagonista colinérgico) e de haloperidol (antagonista
dopaminérgico).

Apos a estabilizacdo dos valores pressoricos, 28 animais foram divididos em seis grupos e
tratados com &gua 2,5 mL/kg, v.o. (Grupo 1 — Controle, n=5), EA 10 mg/kg, v.o. (Grupo 2, n=5),
atropina 5 mg/kg, i.p. (Grupo 3, n=4), haloperidol 0,5 mg/kg, i.p. (Grupo 4, n=4), EA 10 mg/kg, v.0. +
atropina 5 mg/kg, i.p. (Grupo 5, n=5) e EA 10 mg/kg, v.o. + haloperidol 0,5 mg/kg, i.p. (Grupo 6, n=5).
A administragdo dos antagonistas foi realizada 30 minutos antes da administragcdo do EA e a avaliagdo

da PAS foi realizada por um periodo de 08 horas com aferi¢des a cada hora.

A.4. Avaliagéo do efeito do EA administrado por via oral em dose Gnica em animais submetidos a
tratamento subagudo com L-Name.

Para este protocolo experimental foram utilizados 20 ratos normotensos que foram submetidos a
um periodo de estabilizacdo da PAS registrada pelo método caudal conforme descrito no item A.
Durante este periodo, os animais foram tratados com agua (2,5 mL/kg, v.0.) e o registro da PAS foi

realizado em dias alternados. A partir da estabilizacdo, os animais foram divididos em dois grupos de
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10 ratos, onde ao primeiro grupo (Grupo 1) foi mantido o tratamento com agua (2,5 mL/kg, v.0.)
enquanto o segundo grupo (Grupo 2) passou a receber diariamente L-Name 60 mg/kg, v.o. (Souza,
2017). Em ambos os grupos, a aferi¢cdo da PAS utilizando um esfigmomandmetro foi realizada em dias
alternados até a nova estabilizacdo dos valores pressoricos. A partir disso, ambos os grupos foram
divididos em dois subgrupos de cinco animais que foram tratados respectivamente com agua (2,5
mL/kg, v.0.) e EA 10 mg/kg v.o0. Para 0s quatro grupos experimentais, apos o tratamento foi realizada a

avaliacdo da PAS por um periodo de 08 horas com aferi¢fes a cada hora.

B. Medida do fluxo sanguineo agudo da aorta abdominal por meio de microssonda ultrassénica
perivascular (doppler vascular) associado ao registro direto da pressdo arterial em ratos
anestesiados.

A medida do fluxo sanguineo na aorta abdominal foi utilizada para a investigagdo das agdes
vasculares do EA em ratos normotensos. Apoés a anestesia com Equitesin (0,4 mL/100g peso), o animal
foi fixado em decubito dorsal em placa de cortica para proceder-se a canulacdo da veia jugular,
destinada a administracdo intravenosa de salina 0,9% e EA. Em seguida, foi feita uma incisdo na pele
na linha média abdominal ventral, estendendo-a para dentro da cavidade abdominal. O intestino foi
defletido para a exposicdo da aorta abdominal e do rim esquerdo. Cuidadosamente, foi dissecado um
segmento de cerca de 1 c¢cm da aorta bem proximo aos rins para a instalacdo da microssonda
ultrassdnica perivascular (Rees et al, 1989; Pontes et. al, 2021) destinada ao registro do fluxo
sanguineo. Adicionalmente, procedeu-se a canulacdo da artéria carOtida para que pudessem ser
registradas as variagdes na pressao arterial do animal. Para isto foi empregado um transdutor de pressao
conectado a um sistema de registro computadorizado (Sistema Windag). Apés a estabilizacdo da
pressdo arterial e do fluxo sanguineo, foram injetados nos animais salina 0,9% e, posteriormente, o0 EA.

Neste protocolo foram registrados por um periodo de 05 minutos o0s seguintes parametros
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cardiovasculares: pressao arterial sistolica (PAS), pressdo arterial diastolica (PAD), pressdo arterial

média (PAM) e fluxo sanguineo (mL/min).

C. Anadlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (High performance liquid
chromatography - HPLC)

As analises por HPLC foram realizadas em um sistema Shimadzu Prominence HPLC que
consiste em duas bombas LC-20AD; um controlador de gradiente automatizado; um injetor manual
Rheodyne; um detector de UV SPD-20A; e um modulo de dados CBM-20A. Para as andlises foi
empregada uma coluna C18 semipreparativa de fase reversa (Luna C18 250x10 mm; tamanho de
particula de 5 um; tamanho de poro 100 A) acoplada ao cartucho de pré-coluna semipreparativa C18
10x10 mm ID e suporte de cartucho semipreparativo ID de 10 mm; detecgdo a (A) = 214 nm. As
andlises foram realizadas em um gradiente de Trifluroacético (TFA) e Acetonitrila (ACN) empregando-
se os sistemas de solventes A: 0,1% TFA/H,0; e B: 0,1% TFA/H,0 contendo 90% ACN. Foi utilizado
um gradiente B de 0 a 40% em 50 minutos e 50-90% em 10 min a uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min.
Para a obtencdo do perfil cromatografico do extrato aquoso da cana de aglUcar foram analisadas
amostras de EA 400 p/mL dissolvidas em MeOH:H,0 (50:50).

Baseado em informacdes ja disponiveis na literatura sobre a composicdo quimica da planta,
realizamos a investigacdo preliminar da presenca de alguns metabdlitos secundéarios ja descritos na
cana de acUcar. Para isto, utilizamos padrfes auténticos. Comparacfes entre os tempos de retencdo
(Tr=min) de picos do EA obtidos por HPLC e dos padrBes auténticos foram realizadas. Posteriormente,

realizamos a co-injecdo do EA com os padrdes para analise do incremento da area do pico.

D. Fracionamento biomonitorado do EA.

O fracionamento do EA foi orientado para a obtencdo de compostos biologicamente ativos
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(Figura 1). Com a concentracdo do EA em rotaevaporador foi observado a presenca de material em
suspensdo que foi separado por centrifugacdo (200 rpm/4 min), liofilizado e, agora, denominado de
Precipitado (PPT) apresentando rendimento de 4% em relacdo ao EA. O material que permaneceu
totalmente solivel em H,O, agora denominado de Fracdo Aquosa (FAQ) também foi liofilizado
apresentando o rendimento de 96%. Ambas as fragOes foram analisadas por HPLC e testadas em ensaio

farmacoldgico in vivo para identificacéo da fragdo ativa.

Folhas secas de cana de acucar (50 g)

- Extracdo a quente (H,O0,5L ; 7300, 30 min)

EA rendimento em relacéo
ao material vegetal 3%

Evaporacgéo
- Centrifugagéo
Andlises por HPLC

PPTrendimento em relagdo FAC] rendimento em relagdo
ao EA 4% ao EA 96%

- Biomonitoramento

- Analises por HPLC

Figura 1. Fluxograma representativo dos processos de obtencéo e fracionamento do EA.

3.3. Andlise Estatistica
Os parametros avaliados nos experimentos bioldgicos foram expressos como média £ erro-
padrdo da media e comparados por ANOVA seguida pelo pos- teste de Tukey-Kramer. A diferenca

entre os grupos experimentais foi considerada significante para p< 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito do tratamento agudo e subagudo com EA administrado por via oral na pressao
arterial sistélica (PAS) de ratos Wistar normotensos conscientes.

Vinte e cinco animais foram divididos em cinco grupos e submetidos a um periodo de
estabilizacdo da PAS por 11 dias com os valores presséricos mostrados na Figura 2. O ultimo registro
(11° dia) do periodo de estabilizacdo que precedeu os tratamentos foi de 123,4 + 1,3 mmHg (Grupo 1,
n=5); 124,4 £ 2,4 mmHg (Grupo 2, n=5); 123,2 + 1,8 mmHg (Grupo 3, n=5), 124,4 + 1,6 mmHg

(Grupo 4, n=5) e 121,8 £ 0,7mmHg (grupo 5, n=5).

150
1403 Grupo 1
Grupo 2

130+ Grupo 3

(mmHg)

Grupo 4

SR IR SN

120+ Grupo 5

Pressao Arterial Sistdlica

110 T T T T 1
Tempo (dias)
Figura 2. Representacdo do periodo de estabilizacdo da pressdo arterial sistolica de ratos tratados
diariamente com agua 2,5 mL/kg, v.o. durante 11 dias. A pressdo arterial foi registrada pelo método da

cauda em dias alternados. Cada ponto representa a média + erro-padréo das médias.

Como mostrado na Figura 3, a administracdo de EA 10 mg/kg, v.o. (Grupo 2) reduziu a PAS
dos animais quando comparado ao grupo controle (Grupo 1, H,O 2,5 mL/kg, v.0.) com efeito maximo
na 2° hora, registrando-se uma reducéo de 29% em relacdo ao controle no mesmo periodo (113,0 + 7,1

mmHgQ), efeito revertido totalmente apos 05 horas da administracdo do EA. Efeito semelhante foi
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observado com a administracdo do EA 50 mg/kg (Grupo 3) embora o efeito méximo (95,8 + 2,8
mmHg) tenha sido obtido apdés 03 da administragdo EA, com uma reducdo de 11% em relacdo ao
controle (113,0 £ 3,6 mmHg) no mesmo periodo. No entanto, as maiores doses administradas do EA
(100 mg/kg - Grupo 4 e 500 mg/kg- Grupo 5) ndo determinaram alteracbes na PAS em relagéo ao

controle.

@ -& Controle

o - EA 10 mgikg
()]

® fi —4 EA 50 molkg
g : ¥ EA100 mgkg
'{ o’

o —— EA 500 mg/kg
o

o

o

Tempo (horas)

Figura 3. Efeito da administracdo aguda (v.0.) de agua 2,5 mL/kg (n=5) (Controle) e do extrato aquoso
da Sacharum officinarum L. (EA 10 mg/kg, n=5; 50 mg/kg, n=5; 100 mg/kg, n=5; 500 mg/kg, n=5). A
pressao arterial sistolica de ratos foi registrada pelo método da cauda a cada hora durante um periodo
de 08 horas. Cada ponto representa a média + erro-padrao das médias.

- diferente do grupo controle (**p<0,01; ***p<0,001)

Uma vez identificada a reducdo da PAS nos animais tratados com o EA por via oral em dose
Unica, decidimos dar continuidade ao tratamento para avaliar as respostas pressoricas frente a

administracdo subaguda do EA. Como observado na Figura 4, a resposta dos animais controle
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manteve-se constante durante os 11 dias de tratamento com agua 2,5 mL/kg/dia, v.0., registrando-se no
11° dia o valor de 116,1 + 0,5 mmHg, n=5.

Todos os valores obtidos neste experimento foram registrados apds 02 horas de tratamento com
agua e EA. A administracdo do EA 500 mg/kg/dia, v.o. reduziu em 15% a PAS (99,2 £ 6,5 mmHg,
n=5) em relacdo ao controle, efeito similar ao observado com a administracdo da dose de 100
mg/kg/dia, v.o. onde a PAS foi reduzida em 16% (98,2 + 5,0 mmHg, n=5) em relagdo ao controle apos
11 dias de tratamento. Reducdes mais significativas da PAS foram obtidas quando da administracdo
das menores doses corroborando os resultados observados anteriormente quando da administracéo
aguda do EA e a existéncia de uma relagdo dose-resposta. Como mostrado na Figura 4, a dose EA 50
mg/kg/dia, v.o. reduziu em 22% a PAS (91,2 = 0,7 mmHg, n=5) enquanto a dose de EA 10 mg/kg/dia,
v.0. reduziu em 32% a PAS (80,0 = 0,1 mmHg; n=5) em relacdo ao controle, valores estes registrados

no Ultimo dia de tratamento.

130 Controle

EA 10 mg/kg
EA 50 mg/kg
EA 100 mg/kg
EA 500 mg/kg

110+

BRREN.

(mmHg)

90

Presséo Arterial Sistélica

70

Tempo (dias)

Figura 4. Efeito da administracdo subaguda (v.o., 11 dias) de agua 2,5 mL/kg (n=5) e do extrato
aquoso da Saccharum officinarum L. (EA 10 mg/kg, n=5; 50 mg/kg, n=5; 100 mg/kg, n=5; 500 mg/kg,
n=5) na pressao arterial sistdlica de ratos ndo anestesiados registrada pelo método de cauda. Os valores
foram registrados apos 02 horas da administracdo de agua e do EA. Cada ponto representa a media +

erro-padréo das médias. - diferente do grupo controle (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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4.2. Efeito do tratamento agudo com EA administrado por via intraperitoneal na pressao arterial
sistolica de ratos Wistar normotensos conscientes.

Para a investigacdo de aspectos farmacocinéticos relacionados as vias de administracao,
decidiu-se avaliar as respostas do EA 10 mg/kg utilizando a administragdo intraperitoneal (i.p.). Para
isso, 10 ratos foram divididos em dois grupos de cinco, submetidos a um periodo de estabilizacéo por
11 dias com os valores pressoricos mostrados na Figura 5. O Gltimo registro (11° dia) do periodo de
estabilizacdo que precedeu os tratamentos foi de 121,8 = 0,7 mmHg (Grupo 1, n=5) e 120,0+ 0,8

mmHg (Grupo 2, n=5).

150+

& Grupo 1
140 —& Grupo 2

130+

(mmHg)

1204

Pressao Arterial Sistdlica

1 3 5 T 9 11
Tempo (dias)

Figura 5. Representacdo do periodo de estabilizacdo da pressdo arterial sistdlica de ratos tratados
diariamente com agua 2,5 mL/kg, v.o. durante 11 dias. A pressdo arterial foi registrada pelo método da

cauda em dias alternados. Cada ponto representa a média + erro-padrdo das médias.

A administracdo intraperitoneal do EA 10 mg/kg, i.p. (Grupo 2) determinou a reducdo da PAS
obtendo-se um efeito maximo apos 02 horas (107,0 + 4,0 mmHg) em relagdo aos animais controle
(Grupol) (116,4 £ 1,4 mmHg) retornando aos valores basais a partir da 4° hora da administracdo do EA

(Figura 6).
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Figura 6. Efeito da administracdo aguda por via intraperitoneal de agua 2,5 mL/kg (n=5) e do extrato
aquoso da Saccharum officinarum L. (cana de acucar) (EA 10 mg/kg; n=5). A pressdo arterial sistolica
de ratos ndo anestesiados foi registrada pelo método da cauda a cada hora durante um periodo de 08
horas. Cada ponto representa a média + erro-padrdo das médias.

- diferente do grupo controle (*p<0,05).

4.3. Efeito da administracdo em dose Unica do extrato aquoso (EA) da Saccharum officinarum L.
na presenca dos antagonistas atropina e haloperidol na pressao arterial sistélica (PAS) de ratos
Wistar normotensos conscientes.

Vinte e oito animais foram divididos em seis grupos, submetidos a um periodo de estabilizacdo
por 11 dias e os valores pressoricos sdo mostrados na Figura 7. O Gltimo registro (11° dia) do periodo
de estabilizacdo que precedeu os tratamentos foi de 125,2 + 2,2 mmHg (Grupo 1, n=5); 1294 + 1,4
mmHg (Grupo 2, n=5); 127,3 + 1,7 mmHg (Grupo 3, n=4) , 128,0 £ 1,1 mmHg (Grupo 4, n=4), 123,6

+ 1,1 mmHg (Grupo 5, n=5) e 126,8 + 0,8 mmHg (Grupo 6, n=5).
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Figura 7. Representacdo do periodo de estabilizacdo da pressdo arterial sistdlica de ratos tratados
diariamente com agua 2,5 mL/kg, v.o. durante 11 dias. A pressdo arterial foi registrada pelo método da

cauda em dias alternados. Cada ponto representa a média + erro-padrdo das médias.

A administracdo em dose Unica do EA 10 mg/kg, v.o. (Grupo 2) determinou a reducdo da PAS
em 25% (88,2 + 6,3 mmHg; n=5) em relacdo aos animais controle (Grupo 1; 117,0 + 2,1 mmHg; n=5)
com efeito maximo apds 02 horas do tratamento como mostrado na Figura 8. A administracdo prévia
(30 minutos) do antagonista muscarinico ndo-seletivo, atropina 5 mg/kg n= 5; i.p. inibiu a resposta
induzida pelo EA (Grupo 5). Efeito similar foi observado quando da administracdo do antagonista de
receptores dopaminérgicos, haloperidol 0,5 mg/kg, n=5; i.p. (Grupo 6) revelando a participacdo de vias

colinérgicas e dopaminérgicas no mecanismo de acdo do EA.
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