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AST — Aspartato aminotransferase

ATP — adenosina trifostato

BHA — butilhidroxianisol

CCD - cromatografia de camada delgada
CE — Ceara

CEso — concentracao efetiva em 50%

Cetoc — cetoconazol

CHCM - concentragao da hemoglobina corpuscular média
CIM — concentragao inibitoria minima

CLAE — cromatografia liquida de alta eficiéncia
cm — centimetro(s)

CV — coeficiente de variagao

DLso — dose letal em 50%

DLso — dose letal em 50%

DM — Diabetes mellitus

DMSO - dimetilsulfoxido

dp — desvio padréao

DPPH — 2,2-difenil-1-picril-hidrazila

EHA — extrato hidroalcodlico

FA — fracdo acetato
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FAL — fostatase alcalina
Faq — Fase aquosa

FC — fracao cloroférmio
FD — frag&o diclorometano
FH — fracdo hexano

Fig. - figura

Flu — fluconazol

g — grama(s)

g/dL — grama(s) por decilitro
0/Kg — grama(s) por quilo
g/L — grama(s) por litro

G1 —grupo 1
G2 —grupo 2
G3 —grupo 3
G4 — grupo 4

Hb — hemoglobina

HCM — hemoglobina corpuscular média
HDL — High Density Lipoprotein

HIV — Human Immunodeficiency Virus
Ht — hematécrito

IFN — interferon

IL-1 — interleucina 1

IMC — indice de massa corporal

IRS-1 — substrato do receptor de insulina 1
Kg — quilo(s)

L — litro(s)

LCAT - lecitina colesterol aciltransferase
LDL — Low Density Lipoprotein

M — mentol

m — metro(s)

mg — miligrama(s)

mg/dL — miligrama(s) por decilitro
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mg/Kg — miligrama(s) por quilo

min — minuto(s)

mL — mililitro(s)

mM — milimol(es)

MPO — mieloperoxidase

MOPS - morfolinopropanosulfénico

nm — nanémetro(s)

2C — graus Celsius

OMS — Organiza¢ado Mundial de Saude
P1 — precipitado 1

PCA — plate count Agar

PCR — proteina C reativa

pg — picograma(s)

P13 cinase — fosfatidilinositol 3 cinase
pmol/L — picomol por litro

ppm — partes por milhdo

PSF — Programa Saude da Familia
ROS — espécies reativas de oxigénio
RPMI - meio Rowell Park Memorial Institute (segundo protocolo M27-A2 do
CLSI)

subsp. — subespécie

SUS - Sistema Unico de Saude

Tab. - tabela

TME — tratamento massa apds secagem em estufa
TMF — tratamento massa fresca

TMS — tratamento massa seca

TNF — fator de necrose tumoral

TPA — tratamento percentual de agua
TPC — tratamento percentual de cinzas
TPMS — tratamento percentual de massa seca
UFC - unidade formadora de col6nia

UFC/g — unidades formadoras de colGnias por grama
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UFOP — Universidade Federal de Ouro Preto
UFV — Universidade Federal de Vigcosa

UV — ultravioleta

UV-B — ultra violeta B

VCM — volume corpuscular médio

VLDL — Very Low Density Lipoprotein
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RESUMO

BRAGA, Tatiane Vieira. Universidade Federal de Ouro Preto, julho de 2008.
Avaliacao da atividade farmacolodgica de Cissus verticillata Nicolson & C.
E. Jarvis subsp. verticillata como antioxidante, antifungico,
hipoglicemiante e cicatrizante. Orientador: Tanus Jorge Nagem. Co-
orientadora: Tania Toledo de Oliveira.

A espécie Cissus verticillata (L.) Nicolson & C. E. Jarvis subsp.
verticillata € conhecida popularmente como ‘“insulina vegetal” e utilizada
popularmente como hipoglicemiante. Neste trabalho avaliou-se primeiramente
o processo de coleta e secagem da amostra vegetal e a qualidade de amostras
comerciais de “insulina vegetal”. O material vegetal foi coletado em Ouro Preto,
Minas Gerais, e a exsicata depositada no Herbario José Badini da UFOP
(OUPR 20570). As folhas de C. verticillata verticillata possuem teor de agua de
85,52%. O processo de secagem em estufa de ventilacdo forcada, a
temperatura de 45°C, foi eficaz, proporcionando folhas com teor de 11,47% de
umidade e 17,99% de cinzas totais. Nas amostras comerciais de “Insulina
vegetal” foram encontrados altos valores na carga de mesofilos aerébios. O
perfil cromatografico de C. verticillata verticillata confirmou a presenca de rutina
na fracdo acetato de etila das folhas. Também foi avaliado a atividade
antioxidante através da determinagdo de compostos fendlicos totais e
metodologia do DPPH. A quantificacdo de compostos fendlicos totais em EHA,
FD e FA foi respectivamente 381,0, 52,0 e 2574,0 mg/mL em equivalentes de
acido tanico. A atividade antioxidante determinada através da metodologia do
DPPH foi de 11,68, 20,24 e 70,06% em EHA, FD e FA respectivamente.

Determinou-se a atividade antifungica visando novos compostos antifingicos

de origem vegetal que possam auxiliar a terapéutica. A FD teve CIM de 125
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pug/mL para C. krusei, e a FC teve CIM de 125 ug/mL para C. tropicallis. Na
avaliacédo da atividade hipoglicemiante a dose de 4,5 mg/Kg reduziu a glicemia
em 35% e a dose de 13,5 mg/Kg foi a mais eficaz, reduzindo a glicemia em
60% aos 28 dias. Nenhuma das doses testadas alterou os niveis plasmaticos
de insulina. A dose de 13,5 mg/Kg reduziu os niveis de triglicerideos em 70%.
O extrato de C.verticillata verticillata auxiliou o processo de cicatrizacdo das

feridas cutaneas em coelhos.
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ABSTRACT

BRAGA, Tatiane Vieira. Universidade Federal de Ouro Preto, july,2008.
Assessment of pharmacological activity of Cissus verticillata Nicolson &
C. E. Jarvis subsp. verticillata as antioxidant, antifungal, hypoglycaemic

and healing. Adviser: Tanus Jorge Nagem. Co-advisor: Tania Toledo de
Oliveira.

The species Cissus verticillata (L.) Nicolson & C. E. Jarvis subsp. verticillata is
popularly known as “vegetable insulin” and is used in diabetes’ treatment. In
this work it was evaluated, at first, the process of crop and drying of the vegetal
sample and the commercial sample’s quality of vegetal insulin. The vegetal
material was collected in Ouro Preto, Minas Gearais, and the excicata was
stored in the José Badini Herbarium of UFOP (OUPR 20570). The leaves of the
C. verticillta verticillata have an amount of water by 85,52%. The drying process
in the oven with forced ventilation, 45°C of temperature, was efficent, leading to
leaves with 11.47% of humidity and 17.99% of total ashes. In the commercial
samples of “vegetal Insulin” high values of mesophilic aerobic load were found.
Afterwards, it was evaluated the chromatographic profile of C. verticillata
verticillata which confirmed the presence of rutin in the fraction ethyl acetate of
the leaves. The antioxidant activity was also evaluated by determination of the
total phenolics’ compound and the DPPH’s methodology. The quantification of
total phenolics’ compounds in EHA, FD and FA was, respectively, 381.0, 52.0
and 2574.0 mg/mL in equivalent of tanic acid. The antioxidant activity by the
methodology of DPPH was of 11.68, 20.24 and 70.06 in EHD, FD and FA,
respectively. It was determined the antifungal activity aiming at new antifungal
compounds of vegetal origin that are able to auxiliary the therapeutics. The FD

had CIM of 125 ug/mL for C. krusei, and the FC had CIM of 125 ug/mL for C.
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tropicallis. In the evaluation of the hipoglycaemic activity the dose of 4.5 mg/Kg
reduced the glycemia by 35% and the dose of 13.5 mg/Kg was more efficent,
reducing the glycemia by 60% in 28 days. None of the assessed doses modified
the plasmatic levels of insulin. The 13.5 mg/Kg doses reduced the triglycerides
levels by 70%. The extract of C.verticillata verticillata helped the process of

healing of skin wounds in rabbits.
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INTRODUCAO

A espécie Cissus verticillata (L.) Nicolson & C. E. Jarvis (Fig. 1) é
conhecida popularmente como insulina vegetal (OLIVEIRA, 2006), cortina
japonesa, cip6-puca (BARBOSA et al., 2002), anil trepador (BELTRAME et al.,
2001; CORREA, 1926; SOUZA & LORENZI, 2005), uva-brava, achite,

caavurana-de-cunhan, tinta dos gentios e bejuco caro (CORREA, 1926).

Fonte: ALIPI & PICHARDO, 2007.

Figura 1: Cissus verticillata (L.) Nicolson & C. E. Jarvis.



Na medicina popular C. verticillata é utilizada na forma de cha das folhas
no tratamento da diabetes (BARBOSA et al., 2002). E utilizada também como
antiinflamatoério, antiepilético, antihipertensivo, antitérmico, antireumatico
(BELTRAME et al., 2001), antigripal, contra infeccdes respiratorias (GARCIA et
al.,1999; AGRA, FREITA & BARBOSA-FILHO, 2007), dislipidemia, problemas
urinarios (LANS, 2006) e indigestdao (FERREIRA et al., 2008). Na regiao de
Ouro Preto, Minas Gerais, 0 cha das folhas, preparado pelo método de infuséo,
¢ utilizado com o objetivo de diminuir a glicemia por pacientes diabéticos.

Estudo etnofarmacolégico constatou que a populagédo utiliza cerca da
1,0 g do po das folhas em 150,0 mL de agua. Foi determinado o peso seco de
1,0 mL do infuso, obtendo-se peso médio do material s6lido de 1,8 mg. Como o
ser humano (peso médio dos voluntarios do estudo 60,0 Kg) bebe cerca de
150,0 mL (1 xicara) do infuso por dia, estabeleceu-se que a dose de uso
popular € 4,5 mg/Kg ao dia (VASCONCELOS et al., 2007).

A Diabetes mellitus (DM) é uma sindrome de etiologia multipla,
decorrente da falta de insulina e/ou da incapacidade da insulina de exercer
adequadamente seus efeitos. (CONSENSO BRASILEIRO SOBRE DIABETES,
2002; SKILER, 2004). Esta associada a maior produgdo de radicais livres,
maior incidéncia de infec¢des por Candida sp. e problemas com a cicatrizacao
de feridas (UCHOA et al, 2007; SCHECHTER & GUIMARAES-WALKER,
2004; MORAES et al., 2000).

Cerca de 171 milhdes de pessoas sofrem de DM no mundo e estima-se
que este nimero chegue a 366 milhdes em 2030 (ORGANIZACAO PAN-

AMERICANA DE SAUDE, 2003; WILD, 2004; FERREIRA, 2008).



Aproximadamente 4,0 milhdes de mortes ao ano s&o atribuiveis as
complicagdes da DM e os custos em atencdo ao paciente diabético variam de
2,5% a 15% dos orgamentos anuais de saude. O Brasil esta entre os dez
paises com maior nimero de pacientes diabéticos (ORGANIZACAO PAN-
AMERICANA DE SAUDE, 2003; WILD, 2004) e no pais a taxa de mortalidade
por diabetes é 41,8 ébitos por 100 mil habitantes (INDICADORES E DADOS
BASICOS BRASIL, 2005). Aproximadamente metade dos pacientes
desconhece o diagndstico e 4 dos reconhecidamente portadores de DM nao
faz qualquer tipo de tratamento (ROCHA et al., 2002).

No Brasil, o Sistema Unico de Salde (SUS) vem atendendo numero
crescente de pacientes com DM. Em 1998 foram 0,19 milhdes de atendimentos
e em 2004 esse numero subiu para 5,86 milhdes de atendimentos por ano

(FERREIRA, 2008).

1. DESCRICAO BOTANICA DE Cissus verticillata (L.) Nicolson & C. E.
Jarvis
De acordo com LOMBARDI (2004), a classificagdo taxondmica de

Cissus verticillata é:

e Reino: Plantae;

e Subreino: Traqueobionta (plantas vasculares);

e Superdivisdo: Spermatophyta (plantas com sementes);

e Divisdo: Magnoliophyta (plantas com flor);

e Classe: Magnoliopsida (dicotiledéneas);

e Subclasse: Rosidae;



e Ordem: Rhamnales. Incluem-se nesta ordem apenas 3 familias:

Rhamnaceae, Vitaceae e Leaceae.

e Familia: Vitaceae.

A familia Vitaceae é de distribuicao tropical e subtropical, incluindo cerca
de 12 géneros e 800 espécies. As espécies dessa familia sdo lianas ou
raramente ervas nao escandentes ou arvoretas, geralmente com gavinhas
opostas as folhas (representando inflorescéncias modificadas); as folhas sao
alternas, simples ou compostas, freqientemente palminérvas, geralmente com
estipulas (Fig. 1). Inflorescéncia cimosa ou paniculada, terminal, axilar ou
oposta as folhas (Fig. 1); flores geralmente pouco vistosas, bissexuadas ou
unissexuadas, actinomorfas, diclamideas; calice geralmente muito reduzido, 4-
5-mero, gamossépalo, prefloragédo valvar ou aberta; corola 4-5-mera, dialipétala
ou gamopétala (formando uma caliptra em Vitis); estames em numero igual ao
das pétalas, anteras rimosas, disco nectarifero ou glandulas nectariferas
isoladas presentes; ovario supero, bilocular, placentacdo axial, 2 évulos por
|6culo. Fruto baga (SOUZA & LORENZI, 2005).

O género Cissus (L.) € o maior da familia Vitaceae, com cerca de 350
espécies. Na América do Sul esse é o Unico género de ocorréncia natural, com
excecao de uma unica espécie do género Vitis que ocorre naturalmente no
noroeste do continente sul-americano. Cissus € um género neotropical,
ocorrendo principalmente na América do Sul. As espécies ocorrem em matas
primarias, secundarias, cerrados, caatingas, campos, vegetacdes de altitude e

litordnea (LOMBARDI, 1994).



Cissus sicyoides € sinonimia de C. verticillata deixando, portanto, de ser
usado (LOMBARDI, 1994).

C. verticillata pode ser encontrada como trepadeira (com até 10 metros)
ou arbusto perene (com até 3 metros). Tem caule flexivel, as vezes com pélos
(caules jovens). Sobre o caule, no ponto onde nasce cada folha, ocorre um par
de estipulas. As folhas sdo alternadas, simples e de formas variaveis
(ovaladas, ovaladas-elipticas ou oblongas), lobadas ou profundamente
partidas, podendo atingir 15 cm de comprimento por 12,5 cm de largura,
pontiagudas, de base variavel (redonda, cordada, sagitada), as vezes cobertas
de pélos e margens denteadas (Fig. 2). As inflorescéncias sdo opostas as
folhas, com flores pequenas, branco-esverdeadas, brancas, amarelas ou
raramente rosas (Fig. 3). Os frutos (Fig. 4) sdo obovdides a globosos,
carnosos, com até 1 cm de largura, de cor purpura a negro (ALIPI &
PICHARDO, 2007). Os frutos de C. verticillata podem ser comidos, apesar de

insipidos (LOMBARDI, 1994).






Figura 4: Frutos de C. verticillata.



A espécie desenvolve-se em altitudes de 0 a 1800 m, florindo e
frutificando ao longo de todo o ano. Distribui-se do México, Caribe e América
do Sul, exceto no Chile até o centro-sul da Argentina (Fig. 5) (LOMBARDI,

2000).

Mapa de Cissus verticillata

Fonte: http://www.tropicos.org

Figura 5: Distribuicdo geogréfica de Cissus verticillata.

2. CONSTITUINTES QUIMICOS DE Cissus verticillata (L.) Nicolson & C. E.
Jarvis

A espécie vegetal C. verticillata contém cetoesteréides, carotendides,
vitamina E e alcaldides. Na fracdo acetato de etila, do extrato aquoso das
folhas, foram isolados os flavondides kaempherol (3,5,7-tri-hidroxi-2-(4-
hidroxifenil)-4h-1-benzopiran-4-ona), luteolina  (2-(3,4-Di-hidroxifenil)-5,7-di-
hidroxi-4H-1-benzopiran-4-ona) e sulfato de 3'luteolina (BARBOSA et al,

2002). Na analise por cromatografia de camada delgada de silica gel (CCD)



pode-se constatar a ocorréncia de quercetina (2-(3,4-di-hidroxifenil)-3,5,7-tri-
hidroxi-4H-1-benzopiran-4-ona) e kaempherol (Fig. 6). O doseamento de
flavondides totais por espectroscopia no UV forneceu valores de 4,75% no
vegetal seco, 3,8% no extrato aquoso, 3,6% no extrato fluido e 3,2% na tintura.
Assim, pode-se propor a quercetina como marcador nas analises de controle

de qualidade por CCD (SOARES & BARBOSA, 2007).

Kaempferol
(3,5,7-tri-hidroxi-2-(4-hidroxifenil)-4h-1-benzopiran-4-ona),

3,4’ ,5,7-tetra-hidroxyflavona

C15H1006
Peso molecular: 286,23

C 62,94%, H 3,52%, O 33,54%

Quercetina

quercetina ((2-(3,4-Di-hidroxifenil)-5,7-di-hidroxi-4H-1-benzopiran-4-ona

/\”/ 3,3",4",5,7-pentahydroxyflavona
HOWO\/\\/J Ci5H1007
l /J\ J\ Peso molecular: 302,23
~ OH
\|/ T C 59,61%, H 3,34%, O 37,06%

Luteolina
2-(3,4-Dihidroxifenil)-5,7-di-hidroxi-4H-1-benzopiran-4-ona
3,4°,5,7-tetrahydroxyflavona

C1sH100s

Peso molecular: 286,23

C 62,94%, H 3,52%, O 33,54%

Figura 6: Estrutura quimica de flavondides presentes em C. verticillata.



Na andlise do extrato hidroalcodlico da planta inteira constatou-se a
presenca dos metabdlitos secundarios taninos, terpenos
esterdides/triterpendides e alcaldides (DOMINICI et al., 2003). J& das partes
aéreas foram isoladas e identificadas as cumarinas 5,6,7,8-tretra-
hidroxicumarina-5@-xylopyranosideo e sabadina, os flavonéides Kaempherol 3-
a-raminosideo e quercetina 3-a—raminosideo e os triterpenos esteroidais -
sitosterol, sitosterol-B-D-glicopiranosideo e antocianinas (BELTRAME,
FERREIRA & CORTEZ, 2002; GARCIA et al., 1999).

Do extrato metandlico das partes aéreas de Cissus sicyoides foram
também identificados o0s compostos P-sitosterol e  sitosterol-B-D-
glicopiranosideo (BELTRAME et al., 2002). O biciclogermacreno foi encontrado
no extrato cloroférmico das folhas (SILVA et al., 2007) e o resveratrol (3",4",5-
triidroxiestilbeno) no extrato acetato de etila das folhas (SILVA et al., 2007;

QUILEZ et al., 2004).

3. ATIVIDADE FARMACOLOGICA DE Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.
E. Jarvis

Na administracao do extrato aquoso das folhas de C. verticillata em ratos
normoglicémicos detectou-se 19,5% de reducdo na glicemia dos animais
tratados em relacdo ao grupo controle. No grupo tratado com esse extrato
observou-se também o aumento do consumo de liquido. Os animais do grupo
controle ingeriram em média 60,0 mL de agua enquanto os do grupo tratado

consumiram 100,0 mL de extrato (BARBOSA et al, 2002).
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Ratos diabéticos, induzidos por estreptozocina, que receberam o
decocto das folhas de C. verticillata no lugar da agua, reduziram a ingestao de
liquidos e alimentos, e o volume urinario excretado. Também ocorreu reducao
significativa na glicemia, uréia e glicosuria dos animais tratados quando
comparados com o grupo controle. O metabolismo lipidico e os niveis de
glicogénio hepatico nao foram afetados pelo tratamento nos animais diabéticos
(PEPATO et al., 2003).

Em ratos com diabetes induzida por aloxano, tratados por periodo de 7
dias, com extrato aquoso das folhas de C. verticillata, nas doses de 100 e 200
mg/Kg, obwervou-se reducao significativa dos niveis de glicemia em 25 e 22%
respectivamente. Depois do quarto dia de tratamento, com dose de 200 mg/Kg,
os niveis de triglicerideos reduziram 48%. Nao ocorreram altera¢des nos niveis
de Alanina aminotransferase (ALT) e Aspartato aminotransferase (AST) (VIANA
et al., 2004).

O extrato hidroalcodlico das folhas de C. verticillata na dose de
1,0 mg/Kg, administrado por via intragastrica em ratos Wistar, aumentou o grau
de intolerancia a glicose promovido pela dexametasona, sugerindo um efeito
diabetogénico (BELTRAME et al., 2001).

A administracao do extrato metandlico de C. verticillata a ratos Wistar
reduziu significativamente lesbes gastricas induzidas por diferentes agentes
ulcerogénicos. O efeito observado possivelmente envolve aumento nos
mecanismos de defesa da mucosa gastrointestinal, tais como 6xido nitrico e
grupos sulfidrila que previnem ou atenuam o processo da Ulcera (FERREIRA et

al., 2008).
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O extrato seco de C. verticillata, nas doses de 300 e 500 mg/Kg,
administrados a ratos Wistar por via oral promoveu significativo efeito
antiinflamatério no modelo de edema de pata induzido por carragenina. No
modelo tépico de inflamacdo induzido por acetato de tetradecanoilforbol o
extrato de C. verticillata reduziu o processo inflamatério em 50%. Em
homogenato do tecido inflamado observou-se reduc¢do nos niveis da enzima
mieloperoxidase (GARCIA et al., 2000).

O extrato aquoso de C. verticillata, com um rendimento de 8,22% no
processo de extracdo, apresentou atividade inibitéria contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (GARCIA et al., 1999). Adicionalmente o extrato
aquoso mostrou efeito vasoconstritor nos anéis da aorta de cobaia, atuando
atraves do aumento da entrada de calcio nas células (GARCIA et al., 1997).

Os compostos B-sitosterol e sitosterol-B-D-glicopiranosideo, obtidos a
partir do extrato metandlico das partes aéreas de C. verticillata, apresentaram
atividade antibacteriana contra Bacillus subtilis com concentragéo inibitéria
minima de 50 e 100 pg/mL respectivamente (BELTRAME et al., 2002).

Na andlise da atividade antifungica das folhas de C. verticillata, pelo
método de bioautografia direta utilizando o fungo filamentoso Cladosporium
sphaerospermum, os extratos cloroférmio e acetato de etila mostraram
atividade antifungica moderada, enquanto os demais extratos ndo foram
efetivos. No extrato cloroférmico identificou-se o sesquiterpendide
biciclogermacreno e no extrato acetato de etila o composto resveratrol (SILVA
et al, 2007a). Foi observado que a fragdo em cloroformio dos extratos das

folnas de C. verticillata possui atividade fungitéxica sobre Cladosporium

12



sphaerospermum mais elevada no outono e primavera, quando comparado as
outras estagdes do ano. O biciclogermacreno também foi identificado no 6leo
essencial de Piper cernuum e Piper regnellii, que possuem atividade
antimicrobiana. Ja o resveratrol tem atividade contra dermatéfitos e bactérias
de pele em humanos (SILVA et al, 2007b).

A pesquisa pré-clinica realizada com a alcoolatura de C. verticillata em
modelos de agao anticonvulsivante ndao confirmou esta atividade preconizada
popularmente (BRASIL, MS, 2006).

O extrato aquoso de C. verticillata, nas concentragdes de 50, 100, 150 e
200 pg/mL, ndo reduziu os efeitos citotdxicos caracteristicos de cepas do virus
da influenza quando infectam células MDCK (LIZAMA, MARTINEZ & PEREZ,
2000).

A infusdo da folhas de C. verticillata nas concentragées de 0,07 e 0,70
mg/mL n&o causaram alteragdes no ciclo celular de células meristematicas de
Allium cepa (L.). O teste com células de A. cepa € utilizado para avaliar efeitos
citotoxicos, onde a substancia teste entra em contato direto com as células,
podendo avaliar diferentes concentragdes e diferentes tempos de tratamento. A
infusdo, nas mesmas concentragdes, nao promoveu aumento estatisticamente
significativo no numero de alteragbes cromossémicas em células da medula
Ossea de ratos Wistar (VICENTINI et al., 2001).

No ensaio toxicolégico pré-clinico e clinico realizado por
VASCONCELOS (2004), foram observadas pequenas variacdes hematoldgicas

e bioguimicas que ndo comprometem a investigacao farmacolédgica da espécie.
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Em estudo toxicoldgico pré-clinico agudo, realizado em camundongos
Swiss, tratados com as doses de 5,0 g/Kg por via oral e 2,0 g/Kg por via
intraperitoneal da fragdo aquosa das folhas de C. verticillata, obteve-se valores
de DLso superiores a 5,0 g/Kg por via oral e 2,0 g/Kg por via intraperitoneal. Ja
na avaliacdo dos parametros bioquimicos foi detectado aumento na alanina
aminotrasnferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina
(FAL) indicando alteragdes hepaticas que podem ter ocorrido devido a dose
suficientemente alta administrada neste experimento, sendo que a dose
utilizada popularmente é de 4,5 mg/Kg (VASCONCELOS et al., 2007).

Foram realizados ensaios clinicos de fase Il com o infuso das folhas de
Cissus verticillata para investigar a eficacia terapéutica desse vegetal em
mulheres voluntarias, intolerantes a glicose, e em voluntarias diabéticas; ambos
os grupos com idade entre 30 e 59 anos. No grupo de intolerantes & glicose, o
cha das folhas teve atividade hipoglicemiante significativa aos 120 minutos,
porém nao houve aumento da insulinemia, além da fisiolégica, sugerindo que
esse efeito ndo ocorreu por liberagdo ou secregcdo da mesma. No grupo com
diabetes, o infuso ndo apresentou efeito hipoglicemiante significativo (SANTOS

et al.,, 2008).
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CAPIiTULO 1
CONTROLE DE QUALIDADE DAS FOLHAS DE Cissus verticillata (L.)

Nicolson & C. E.Jarvis subsp. verticillata

1. INTRODUCAO
1.1. Plantas medicinais e fitoterapicos

Praticas terapéuticas utilizando as plantas medicinais sempre exerceram
importante papel na busca de melhores condigbes de saude pelo homem
(BRASIL, MS, 2006). A cultura local influencia a utilizagdo destas terapéuticas.
No Brasil, as culturas indigenas, negras e européias exercem grande influéncia
na medicina popular (MACEDO, 2004). De acordo com a Organizagdo Mundial
de Saude (OMS), plantas medicinais sdo todas aquelas, silvestres ou
cultivadas, que sao utilizadas como recurso para prevenir, aliviar, curar e
modificar um processo fisioldégico normal ou patoldgico, e ainda como fonte de
farmacos e de seus precursores (ARIAS, 1999).

O uso de fitoterapicos, medicamentos preparados exclusivamente a
base de plantas medicinais (SIMOES, 2004), com finalidade profilatica,
curativa, paliativa e com fins de diagndstico, passou a ser oficialmente
reconhecido pela OMS em 1978 (BRASIL, MS, 2006).

A legislacao brasileira (Resolugcdo-RDC n® 48, 2004) define que
“fitoterapico é medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-
primas ativas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos
riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua

qualidade. Sua eficacia e seguranga sdo validadas por meio de levantamentos
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etnofarmacolégicos de utilizagdo, documentagao cientifica em publicagdes ou
ensaios clinicos fase 3. Nao se considera medicamento fitoterapico aquele que,
na sua composi¢ao, inclua substancias ativas isoladas, de qualquer origem,
nem as associacdes destas com extratos vegetais”.

Os ensaios clinicos sao realizados no processo de desenvolvimento de
novos medicamentos e envolvem quatro fases. Na fase 3 ocorre a avaliacédo
em larga escala do farmaco onde sao realizados testes em 1000 a 5000
pacientes voluntarios, com o objetivo de confirmar a eficacia e monitorar
possiveis reagcdes adversas, tendo duracdo meédia de 3,5 anos (QUENTAL &
FILHO, 2006; ESCOSTEGUY, 1999).

Sabe-se que 80% da populagcdo mundial depende das praticas
tradicionais no que se refere a atencéo primaria a saude e 85% dessa parcela
utiliza plantas ou preparagées a base de vegetais. O Brasil possui grande
potencial para o desenvolvimento da fitoterapia e, no pais, o interesse popular
e institucional vem crescendo no sentido de fortalecer essa terapéutica. A partir
da década de 80, diversos documentos foram elaborados enfatizando a
introducdo de plantas medicinais e fitoterapicos na aten¢do basica no sistema
publico. Em levantamento realizado pelo Ministério da Saude do Brasil no ano
de 2004, verificou-se que s6 se utiliza a Fitoterapia em postos de salude de 116
municipios. Nesse contexto, o Ministério da Saude preconiza o incentivo as
pesquisas que visem ao aproveitamento do potencial terapéutico da flora e
fauna nacionais, enfatizando a certificacdo de suas propriedades

medicamentosas (BRASIL, MS, 2006).
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Os medicamentos fitoterapicos sdo responsaveis por 25% do receituario
médico nos paises desenvolvidos e cerca de 80% nos paises em
desenvolvimento (CRAGG; NEWMAN; SNADER, 1997). No Brasil apenas 8%
das espécies vegetais da flora foram estudadas em busca de compostos
bioativos (GUERRA & NODARI, 2004) e cerca de 75% dos compostos puros
naturais empregados na industria farmacéutica foram isolados seguindo
recomendacdes da medicina popular (FILHO & YUNES, 1997). Isso deixa claro
a importancia de pesquisas que avaliam o potencial das espécies vegetais,
visto que novos farmacos com propriedades farmacolégicas relevantes podem
ser descobertos e que um grande numero de plantas medicinais utilizadas pela
populacéo para o tratamento de enfermidades ainda nao foram estudadas para
avaliar sua atividade farmacoldgica.

A indicacdo do uso de medicamentos fitoterapicos na terapéutica néo é
substituir medicamentos registrados e comercializados com eficacia ja
comprovada, mas sim, aumentar o arsenal terapéutico, ofertando
medicamentos equivalentes, registrados e com eficacia comprovada (RATES,
2001).

Os fitoterapicos sdo medicamentos de venda livre e por isso estdo
diretamente ligados a problemas de automedicacdo e devem entdo ser foco
importante da orientacao farmacéutica, objetivando-se promover o uso racional
desses medicamentos (RATES, 2001).

O uso de medicamentos fitoterapicos sem orientagdo também pode levar
a problemas de interacdes medicamentosas, que ocorrem quando um farmaco

interfere na acdo de outro ou quando o alimento ou nutriente interfere na acao
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de um farmaco. Intera¢cdes medicamentosas podem ser benéficas, quando um
farmaco reduz efeitos adversos ou prolonga a acdo de outro, mas também
pode ser indesejavel quando reduz o efeito de outro farmaco, aumenta a
ocorréncia de efeitos adversos ou aumenta o custo da terapia, sem aumentar o
beneficio terapéutico. Um exemplo de interacdo medicamentosa de fitoterapico
descrito na literatura é o Hypericum perforatum L., que é utilizado no
tratamento da depresséo leve a moderada, com perfil de tolerabilidade superior
aos antidepressivos sintéticos, e que pode reduzir os niveis séricos de varios
farmacos, provavelmente por indugdo das enzimas hepaticas (citocromo P 450
— isoenzima CYP1A2). O hipérico pode reduzir a concentragdo plasmatica do
indinavir, que ¢é inibidor da protease, utilizado por portadores de HIV; da
ciclosporina, imunossupressor utilizado apds transplante de 6rgaos; da
digoxina, utilizada no tratamento de doengas cardiacas e da sinvastatina, que
inibe a enzima HMG-CoA redutase (CORDEIRO, CHUNG & SACRAMENTO,

2005).

1.2. Controle de qualidade de plantas medicinais e fitoterapicos

O governo federal brasileiro, através do Decreto n® 5,813, de 22 de
junho de 2006, aprovou a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, buscando garantir a populacao brasileira o acesso seguro e 0
uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o0 uso
sustentavel, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional,
sendo necessario a capacitacdo de profissionais envolvidos neste processo

como agrénomos, farmacéuticos e meédicos.
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No Brasil, muitos programas de Fitoterapia, desenvolvidos pelo Sistema
Unico de Saude (SUS), estdo vinculados ao Programa Saude da Familia
(PSF). Dentre esses programas existe o Programa Farmacias Vivas, que foi o
primeiro programa de assisténcia farmacéutica baseado no emprego cientifico
de plantas medicinais, com o objetivo de produzir medicamentos fitoterapicos
acessiveis a populacao (SILVA et al., 2006).

O municipio de Maracanau (CE) foi o primeiro a implantar o Programa
Farmacias Vivas do Sistema Publico de Saude. Em levantamento feito nesse
municipio verificou-se que a prevaléncia de fitoterapicos nas prescricdes
médicas € de 20,6%, sendo afeccbes respiratorias, cutaneas e Diabetes
mellitus as principais indicagOes terapéuticas. Outra observacéao feita foi que
mais da metade das prescricdes que continham a Tintura de Mororé (Bauhinia
forficata L.) também continham medicagao alopatica hipoglicemiante (SILVA et
al., 2006).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou a
Resolucao-RDC n® 48 (2004), definindo critérios que deverdo ser seguidos
pelas industrias produtoras de medicamentos fitoterapicos no pais, a fim de
conseguirem o registro de medicamento fitoterapico. Essa legislagdo busca
garantir a qualidade do medicamento ao consumidor. Para isso é exigido a
reprodutibilidade dos fitoterapicos produzidos, o controle de qualidade da
matéria-prima vegetal e do medicamento acabado e a comprovacgao da eficacia
e seguranca do medicamento fitoterapico.

Considerando entdo que a eficacia e seguranca dos fitoterapicos

dependem, dentre outros fatores, da qualidade da matéria-prima vegetal, &
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importante obedecer as condi¢cdes ideais de cultura, colheita, secagem,
estabilizagdo, conservacado e armazenamento (AMARAL et al., 2003). Poucas
sédo as informacgdes existentes de procedimentos de cultivo e de pds-colheita
em plantas medicinais (RADUNZ et al., 2001). Dentre tais procedimentos inclui-
se 0 processo de secagem, que pode alterar a qualidade da espécie vegetal,
pois a presenca de quantidade excessiva de agua propicia o desenvolvimento
de fungos, bactérias, insetos e pode acarretar a hidrolise de constituintes
quimicos (FARMACOPEIA BRASILEIRA IV, 1988). Assim, a alta sensibilidade
do principio biologicamente ativo e sua preservagdo no produto final sdo os
maiores problemas na secagem de plantas medicinais (RADUNZ et al., 2001).

Por sua propria origem, as plantas estdo sujeitas a contaminagao por
microrganismos provenientes do solo e da &gua, que podem ser
potencialmente patogénicos para o homem. A utilizagdo de plantas para fins
terapéuticos, sem garantia de seguranca e eficicia, é agravada pela tendéncia
dos consumidores em adquirirem tais produtos, preferencialmente, no comércio
varejista, realizado em mercados e feiras livres, onde 0s mesmos s&o
comercializados indiscriminadamente e sem controle, representando perigo ao
consumidor pelo risco de aquisi¢ao e utilizagdo de produtos de ma qualidade
(AMARAL et al., 2003).

Na avaliagdo da qualidade das plantas medicinais e fitoterapicos é
importante também avaliar o teor de principios ativos. A ANVISA, por meio da
Resolucao RDC 89/2004 (BRASIL, 2004), publicou uma lista de fitoterapicos de
registro simplificado e buscou estabelecer a padronizacdo de marcadores

quimicos para diversas plantas, além de limite diario para seu uso. A
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quantidade de principios ativos em determinada espécie vegetal é influenciada
por fatores tais como fertilidade do solo, umidade, radiacdo solar, vento,
temperatura, herbivoria, poluicdo atmosférica, poluicdo do solo, idade da
planta, época da coleta e outros fatores. Sendo assim, a observacdo destes
parametros no momento da utilizacdo das plantas medicinais ou producao do
medicamento fitoterapico € também de fundamental importancia para garantir a
seguranca e eficacia dos fitoterapicos utilizados pela populacdo (MACIEL,

PINTO & VEIGA Jr, 2002; BARA et al., 2006).

2. OBJETIVO

Avaliar a qualidade de amostras de Cissus verticillata verticillata.

2.1. Objetivos especificos
e Determinar o percentual de massa fresca e massa seca das folhas de C.
verticillata verticillata.
e Avaliar o processo de secagem do material vegetal em estufa com
ventilac&o forgada.
e Determinar a perda de agua por dessecacgao das folhas secas.
e Determinar a quantidade de cinzas totais.

¢ Realizar o controle de qualidade de amostras comerciais.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Procedimentos gerais
3.1.1. Coleta e identificacao

As folhas de C. verticillata verticillata (Fig. 1.1) utilizadas no estudo foram
coletadas no bairro Antonio Dias, Ouro Preto, Minas Gerais (latitude: 20° 23’
15.24” S e longitude: 43° 30’ 3.56” O) no més de Julho de 2007, no periodo da
manha. Confeccionou-se exsicata que foi identificada pelo especialista Dr. Julio
Antbénio Lombardi, da Unesp - Rio Claro e depositada no Herbéario José Badini

da Universidade Federal de Ouro Preto (OUPR 20570).

Figura 1.1: Folhas de C. verticillata verticillata.
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3.1.2. Processo de secagem

As folhas coletadas foram selecionadas, passadas em agua corrente,
dispostas em papel absorvente a fim de retirar o excesso de agua e
posteriormente colocadas em estufa com ventilacao forcada (FABBE modelo
171) a 45°C, até peso constante. A seguir, foram reservadas para maceragao

em solvente etanol / agua 1:1.

3.1.3. Preparacao do extrato vegetal

O extrato hidroalcodlico das folhas de C. verticillata verticillata (EHA) foi
preparado através do método de remaceragao (SONAGLIO et al., 2004). As
folhas secas foram colocadas em solvente agua / etanol 1:1 e deixadas em
repouso por 72 horas. Apds esse periodo filtrou-se o extrato em gaze. Repetiu-
se esse procedimento para extragdo exaustiva do material vegetal.

Mediu-se o pH do filtrado obtido e em seguida ele foi colocado em
evaporador rotatorio (Buchi, R114, Suiga) a pressao reduzida.

Ap6s a secagem, o residuo do material evaporado foi levado ao
liofilizador (METAL-LUX, Divisdo de vacuo, Brasil). O rendimento da extracao
foi calculado através da formula: rendimento% = (peso extrato seco / peso das

folhas) X 100.

3.2. Controle de qualidade do material vegetal
3.2.1. Percentual de massa fresca / massa seca
Folhas inteiras de C. verticillata verticillata foram adicionadas em

embalagens de papel vazias e levadas a estufa com ventilagcdo forgcada.

23



Procedeu-se a pesagem antes e apds a secagem em balanga analitica
(Sartorius BP 221S). Foram utilizadas seis repeti¢oes.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e regresséo, testes
de média ao nivel de 5% de significAncia, utilizando o programa SAEG

2007/UFV.

3.2.2. Determinacao da perda por dessecacao

A determinacdo da perda por dessecacao pelo método gravimétrico foi
realizada de acordo com a metodologia V.2.9., descrita na Farmacopéia
Brasileira IV edicéo (1988).

Nessa determinagdo, as folhas secas foram pulverizadas e distribuidas
em quatro repeticdes. Quatro cadinhos de porcelana foram levados a estufa
(Magnu’s) a 105°C, até peso constante. Depois foram levados ao dessecador e
posteriormente pesados. Colocou-se em cada cadinho 2,0 g de p6 das folhas.

Todas as pesagens foram realizadas em balanga analitica.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e regresséo, teste de

média ao nivel de 5% de significancia, utilizando o programa SAEG 2007/UFV.

3.2.3. Determinacao de cinzas totais

O método foi realizado de acordo com a Farmacopéia Brasileira IV
edicao (1988), metodologia V.4.2.4.

Nesse ensaio, as folhas secas foram pulverizadas e distribuidas em

quatro repeticoes com 3,0 g de pd, que foram colocados em cadinhos de
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porcelana. O material foi levado a mufla (Proquilabor modelo 400-B) a 450°C,
por aproximadamente 30 minutos, até formagéo total de cinzas.

As pesagens foram realizadas em balanga analitica (Sartorius BP 221S)
e os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e regressao, teste
de média ao nivel de 5% de significAncia, utilizando o programa SAEG

2007/UFV.

3.3. Controle de qualidade de amostras comerciais de “Insulina vegetal”
3.3.1. Amostras

As amostras foram adquiridas no Mercado Municipal da cidade de Belo
Horizonte, Minas Gerais (amostra | e Il) e em ervanaria da cidade de Vigosa,
Minas Gerais (amostra lll). Todas estavam especificadas como “Insulina

vegetal” e foram adquiridas no més de setembro de 2007.

3.3.2. Embalagens, analise sensorial e elementos estranhos

Foram observados os tipos de embalagem, bem como as informagdes
nelas contidas. Os caracteres organolépticos odor, cor e tato foram avaliados.
Na andlise de matéria estranha, todo o conteudo das amostras foi separado

das impurezas por catacao e posteriormente pesados.

3.3.3. Determinacao da perda por dessecacao
Nas amostras comerciais de “Insulina vegetal”, a determinacéo da perda
por dessecacao foi realizada pelo Método gravimétrico, de acordo com a

metodologia V.2.9., descrita na Farmacopéia Brasileira IV edi¢cdo (1988).
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Nessa determinagdo, as amostras |, Il e Ill foram pulverizadas
separadamente e cada uma foi distribuida em quatro repeticdes. Os cadinhos
de porcelana foram levados a estufa Magnu’s a 105°C até peso constante.
Depois foram levados ao dessecador e posteriormente pesados. Colocou-se
em cada cadinho 2,0 g de p6 das folhas.

Todas as pesagens foram realizadas em balanca analitica Sartorius BP
2218S.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e regressao, teste de

média ao nivel de 5% de significancia, utilizando o programa SAEG 2007/UFV.

3.3.4. Qualidade microbioldgica

No referente a qualidade microbiologica, foi realizada pesquisa de
contaminantes, com contagem de meséfilos aerdbios totais e bolores e
leveduras, em placas (SILVA, JUNQUEIRA e SILVEIRA, 2007). Pesou-se
assepticamente 2,0 g de cada amostra, que foram trituradas e diluidas em 18
mL de 4gua peptonada 0,1%. A diluicio obtida correspondeu & diluicdo 10, a
partir da qual foram obtidas as demais diluicdes decimais até 10°. Na pesquisa
de mesdfilos aerdbios totais as diluicdes de cada amostra foram semeadas, em
duplicata, utilizando-se a técnica em profundidade, empregando-se o meio PCA
"plate count agar" fundido. Apds a solidificacdo do agar, as placas foram
incubadas a 35°C por 48 horas. Na pesquisa de bolores e leveduras utilizou-se
agar batata dextrose acidificado com 4&cido tartarico a 10%. O método
empregado foi o de plagueamento em superficie, com alca de Drigalski. As

placas foram incubadas a 28°C por 96 horas. As colénias foram contadas com
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auxilio de lupa iluminada e os resultados expressos em UFC/g (unidades

formadoras de colbnias, por grama).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As folhas permaneceram em estufa ventilada por periodo de 96 horas
até peso constante, tendo rendimento de secagem de 14,3%. Partindo-se de
1889,0 g de folhas frescas, obteve-se 270,0 g de folhas secas. A cor verde

inicial das folhas foi preservada ap6s o processo de secagem (Fig. 1.2).

\

Figura 1.2: Aparéncia das folhas de C. verticillata verticillata apbs secagem em

estufa ventilada.

Na avaliacdo do percentual de agua, as folhas chegaram a peso
constante depois de permanecer na estufa por 96 horas. O resultado da

determinacao do percentual de agua das folhas esta disposto na Tabela 1.1.
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Tabela 1.1: Comparagdes das médias (g) e desvio padrao de analises dos

diferentes tratamentos de folhas de C. verticillata verticillata.

TRATAMENTO MEDIA + DESVIO PADRAO (a =5 %) CV (%)

TMF 2,8086 = 0,09 3,175
T™MS 0,4069 * 0,02 5,844
TPA 85,5214 £ 0,43 0,501
TPMS 14,4786 + 0,43 2,957
TPC 17,9933 + 0,84 4,67

Tratamentos:massa fresca (TMF), massa seca (TMS), percentual de agua (TPA %), percentual
de massa seca (TPMS %) e percentual de cinzas (TPC %).

Os resultados mostraram que as folhas de C. verticillata verticillata
possuem percentual de agua de 85,52% + 1,96 (Tab. 1.1). Esse alto teor de
agua leva a necessidade de se realizar secagem eficaz pds-colheita, ja que a
secagem artificial de plantas medicinais pode trazer varios beneficios, tais
como aumento no rendimento dos principios ativos, bem como reducao do
tempo necessério para completar o processo de secagem, com conseqlente
reducéo nos custos (RADUNZ et al., 2001).

Devido ao percentual de 85,52% de agua nas folhas da espécie em
estudo, os processos de secagem inadequados podem levar a contaminacao
por fungos e bactérias o que, além de representar riscos devido a producao de
substancias téxicas, pode acarretar destruicdo e/ou alteracdo dos principios
ativos, tornando-se assim o material vegetal impréprio ao consumo (AMARAL

et al.,, 2003).
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No ensaio de determinagdo da perda por dessecacao, o p6 das folhas
permaneceu em estufa por periodo de 06 horas. Estes resultados, bem como

os da determinagéo de cinzas totais, estao descritos na Tabela 1.2.

Tabela 1.2: Dados do ensaio de determinacdo da perda por dessecacao das

folhas de C. verticillata verticillata (média (g) * desvio padrao).

TRATAMENTO MEDIA + DESVIO PADRAO (a = 5 %) CV (%)
™S 2,0024 £ 0,00 0,10
TME 1,7728 + 0,01 0,69

TPA % 11,4661 + 0,58 5,07

Tratamentos: massa seca (TMS), massa ap6s secagem em estufa (TME) e percentual de agua
(TPA %)

A fim de evitar a deterioracado das plantas medicinais, foi estabelecido o
limite de 8 a 14% de umidade residual (FARMACOPEIA BRASILEIRA 1V,
1988), que leva a boa preservacdo da matéria-prima vegetal. Analisando,
através do método gravimétrico, o processo de secagem realizado, observou-
se que a planta seca continha 11,47% + 0,58 de umidade (Tab. 1.2), estando
assim dentro da faixa estabelecida pela Farmacopéia Brasileira. Esse dado &
fator significante, pois influencia no processo de conservacao que, se aliado a
armazenamento adequado, mantém a qualidade da espécie vegetal,
estabilidade e preservacdao de suas propriedades terapéuticas, conforme
também relatado nas sementes de camomila (Chamomilla recutita L.) (SOUZA

et al.,, 2007).
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O percentual de cinzas totais foi de 17,99% (0,5408 + 0,02g de cinzas
foram obtidas a partir de 3,0061 + 0,02g de folhas secas) (Tab. 1.2). Essa
determinagao estabelece a quantidade de substancia residual nao-volatil obtida
no processo de incineracdo (FARMACOPEIA BRASILEIRA IV, 1988). A
metodologia é rapida, simples e pode ser facilmente aplicada no controle de
qualidade da espécie vegetal seca, permitindo detectar adulteracdes e evitar a
exposicao do consumidor ao risco real do uso de material vegetal impréprio ao
consumo (AMARAL et al., 2003).

Na preparagdo do extrato hidroalcodlico de C. verticillata verticillata
(EHA) foram utilizados 200,0 g de folhas secas e 29,9 L de solvente agua /

etanol 1:1 (Fig. 1.3). O extrato teve pH = 5,0.

Figura 1.3: Aparéncia do extrato hidroalcodlico das folhas de C. verticillata

verticillata.

Apds evaporacgao do solvente em evaporador rotatério, obteve-se extrato

com aparéncia resinosa e odor caracteristico (Fig. 1.4).
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Figura 1.4: Aparéncia do extrato hidroalcodlico das folhas de C. verticillata

verticillata ap6s secagem em evaporador rotatorio.

Depois do processo de liofilizagcao obteve-se 28,6 g extrato seco (pd na
forma de cristais) (Fig. 1.5). O rendimento do processo de extracao foi de
10,6% (a partir de 270,0 g de folhas secas obteve-se 28,6 g de extrato seco). O
rendimento dos extratos vegetais varia de acordo com fatores relacionados
com a planta e com os métodos de extracdo e liquidos extratores

(VASCONCELOS et al., 2007).

Figura 1.5: Extrato hidroalcodlico seco de C. verticillata verticillata.
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Na analise da qualidade das amostras comerciais, todas estavam
especificadas como “Insulina vegetal’, mas nenhuma delas continha a
identificacdo botanica (nome cientifico) e nem alusdo as possiveis aplicacoes
terapéuticas da planta, modo de preparo e posologia. A auséncia de
identificacao botanica e de informagdes quanto ao modo de preparo pode ser
causa de uso incorreto pela populacao.

Todas as amostras encontravam-se dentro do prazo de validade. As
amostras | e Il estavam em embalagens tipo plastica e a amostra Ill embalada
em papel multifoliado. Apenas a ultima fazia referéncias sobre as condi¢gbes de
armazenamento. Nas embalagens das demais amostras havia informacoes

meramente comerciais (Fig. 1.6).

Amostra | Amostra Il Amostra Il

Figura 1.6: Amostras comerciais de “Insulina vegetal”.

A espécie vegetal C. verticillata (“Insulina vegetal’) possui odor
aromatico, agradavel e forte, cor castanha esverdeada. Os resultados da
analise da qualidade organoléptica das amostras, de acordo com a
conservagao (+) ou alteracéo (-) de cada caractere estdo dispostos na Tabela

1.3.
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Tabela 1.3: Caracteres organolépticos das amostras comerciais de “Insulina

vegetal”.
ASPECTO
AMOSTRA COR ODOR
QUEBRADICO
I - - +
[l + - +
I + + +

Na andlise de elementos estranhos, a amostra | teve 12% do peso total
em compostos de elementos estranhos (tal como areia, pedregulhos e outras
partes do vegetal). Na amostra Il apenas 9% do peso total foi constituido de
folhas, sendo o restante composto por outras partes do vegetal (caule e
gavinhas), o que reprova a utilizacdo desse material no cha das folhas. A
amostra Ill apresentou percentual insignificante de elementos estranhos, que
segundo Farmacopéia Brasileira IV edigdo (1988), pode ser de até 2%.

Os teores de umidade residual, obtidos através de "Determinagéo da

perda por dessecacgao" estdo dispostos na Tabela 1.4

Tabela 1.4: Teores de umidade (%) das amostras comerciais de “Insulina

vegetal”.

TEOR DE UMIDADE (%)
AMOSTRA , ) CV (%)
MEDIAS + DESVIO PADRAO (a = 5 %)

I 7,1075 +0,7387 0,6397
Il 6,4175 + 0,4209 0,3645
1] 7,9675 +0,7456 0,6457
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De acordo com a Farmacopéia Brasileira IV edigdo (1988), os teores de
umidade preconizados para plantas medicinais e aromaticas esta entre 8 e
14%. Assim, apenas a amostra Ill pode ser considerada dentro dos padrdes.

Os resultados da analise microbiolégica estao dispostos na Tabela 1.5.

Tabela 1.5: Contaminantes encontrados nas amostras comerciais de “Insulina

vegetal”. Unidade: log UFC/g (unidades formadoras de col6nias, por grama).

Mesdfilos aerdbios

Amostra Bolores e leveduras
log UFC/g
I 6,1 4,6
I 5,8 *
1 4,7 2,5

* Valor inexpressivo de acordo com a metodologia utilizada

Nenhuma das amostras comerciais se adequou ao valor preconizado,
pela Farmacopéia Brasileira |V (1988), para carga de mesodfilos (3,7 log

UFC/g). Quanto aos resultados de bolores e leveduras, apenas a amostra |

(Fig. 1.7) foi considerada fora do padrao (2,7 log UFC/Q).

b

Figura 1.7: Bolores e leveduras na amostra I.
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A contagem de mésofilos aerdbios detecta no alimento ou na planta
medicinal o numero de colénias de bactérias aerdbia ou facultativas e mesdfilas
presentes na forma vegetativa e esporulada. Indica se a limpeza e desinfec¢ao
durante o processamento e 0 armazenamento e transporte foram realizados de
forma adequada (SILVA, 2002).

Bolores sdo fungos filamentosos e multicelulares, podendo estar
presentes no solo, no ar, na agua € em matéria organica em decomposicao. A
presenca de bolores e leveduras em indices elevados pode indicar condi¢cdes
higiénicas deficientes no processamento ou matéria prima contaminada
(SILVA, 2002).

Os resultados desse estudo permitiram a avaliagdo do processamento
de matérias-prima, de diferentes origens, e de acordo com o0s critérios
observados, a amostra Ill, adquirida em ervanaria, mostrou qualidade
significativamente superior as demais, que foram adquiridas em feira livre
(amostras | e Il). No entanto, os altos valores encontrados na carga de
mesofilos aerdbios indicaram que as plantas foram expostas a condigbes de
higiene precérias durante o processamento, tornando esses produtos
improprios ao consumo humano, revelando, portanto, a necessidade de
fiscalizacdo que garanta aos consumidores a qualidade das plantas medicinais.

E necessario que todo o processamento do vegetal seja realizado em
condicoes extremamente higiénicas a fim de se evitar a contaminacao

microbiana (CARVALHO & LIMA, 2002).
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5. CONCLUSAO

As folhas de C. verticillata verticillata possuem alto teor de agua,
necessitando assim, de um processo eficaz de secagem visando evitar a
deterioracdo do material vegetal. A secagem em estufa de ventilacao forcada, a
temperatura de 45°C, foi eficaz, proporcionando folhas com teor de umidade de
acordo com os valores preconizados pela Farmacopéia Brasileira.

As amostras comerciais de “Insulina vegetal” tiveram altos valores na
carga de mesofilos aerdbios, inviabilizando seu uso pela populagdo. Esse
resultado, indica a importancia da fiscalizacao do processamento de chas, a fim

de se evitar o uso de material imprépio ao consumo.
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CAPITULO 2
ANALISE FITOQUIMICA E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE Cissus

verticillata (L.) Nicolson & C. E. Jarvis subsp. verticillata

1. INTRODUCAO
1.1. Flavonodides

Os flavonéides, um dos maiores grupos de metabdlitos secundarios dos
vegetais, pertencem a classe dos polifendis, substancias que possuem um ou
mais nucleos aromaticos contendo substituintes hidroxilados ou seus derivados
(ésteres, éteres, glicosideos e outros) (ZUANAZZI & MONTANHA, 2004;
KAMALAKKANNAN & PRINCE, 2006; HAVSTEEN, 2002). Eles sao
biossintetizados a partir da via dos fenilpropandides e possuem 15 atomos de
carbono em seu nucleo fundamental, sendo duas fenilas ligadas por uma
cadeia de trés carbonos (ZUANAZZ| & MONTANHA, 2004).

Nos vegetais os flavondides possuem as funcbes de: protegcdo contra
raios UV, insetos, fungos, virus e bactéria; atracdo de animais polinizadores;
acao antioxidante; controle da acdo de horménios vegetais; agentes
alelopaticos e inibidores de enzimas (ZUANAZZ| & MONTANHA, 2004). Podem
ser utilizados como marcadores taxondmicos, auxiliando a identificacao
botanica (HAVSTEEN, 2002).

A irradiancia € um fator crucial no desenvolvimento e crescimento dos
vegetais (SOUZA, De PAULA & FIGUEIREDO-RIBEIRO, 2004). A radiagdo
UV-B é absorvida nas folhas por pigmentos complexos formados por

flavondides. H& evidéncias de que plantas submetidas a radiacao UV-B artificial
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promovem mudangas nas rotas sintéticas dos flavondides, alterando suas
concentragcdo (DORES, 2007). Em massas celulares e tecidos cultivados in
vitro de Hypericum perforatum L. ocorreram baixos niveis de flavondides,
possivelmente devido as caracteristicas de baixa luminosidade e radiagdo do
experimento (MACHADO, ASTARITA & SANTAREM, 2007).

Os polifendis de baixo peso molecular, entre eles flavonois, flavonas e
isoflavonas, tém fungdo de protecdo contra o ataque de herbivoros (DORES,
2007).

Plantas expostas a estresse hidrico severo protegem-se sintetizando
antioxidantes como flavondides, carotendides, ascorbato, a-tocoferol e
glutationa; e aumentando o teor de enzimas antioxidantes como peroxidases,
superéxido dismutase e catalase (CARVALHO et al., 2003).

Em um experimento realizado com cultura de Coffea arabica L.
observou-se que a sintese de fenodis teve tendéncia inversa a temperatura, ou
seja, o aumento da temperatura diminui os teores de fenodis (SALGADO, 2004).

Existem mais de 6000 flavondides e, devido a esse grande numero, eles
sdo agrupados em classe de acordo com suas caracteristicas quimicas e

biossintéticas (Tab. 2.1) (ZUANAZZI & MONTANHA, 2004).
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Tabela 2.1: Classe de flavondides e algumas caracteristicas conhecidas.

Numero aproximado de .
Classes . Caracteristicas
estruturas conhecidas

B Co-pigmentacao em flores;
Flavonas, flavondis e seus O-

i 1660 protecao contra raios UV nas
heterosideos

folhas.

C-heterosideos 303
. Pigmentacéo do vermelho até

Antocianos 256

o azul.

Chalconas 197 Pigmentacdo amarela.
Auronas 29 Pigmentacdo amarela.
Estao presentes
Di-hidro-flavonéis 110 frequentemente em tecidos
de madeiras.
Podem apresentar sabor

Flavanonas 319

amargo.

o Podem apresentar sabor
Di-hidro-chalconas 71
amargo.
Flavanas, ] ]
o Substancias adstringentes

leucoantocianidinas e 309

toantocianidi com propriedades tanantes.
protoantocianidinas

Propriedades estrogénicas

Isoflavonoides 630 o
e/ou antifungicas.
Neoflavondides 70
Biflavonodides 134 Propriedades antifungicas.
Outras estruturas 100

Fonte: ZUANAZZI & MONTANHA, 2004.
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Com grande frequéncia, os flavondides sdo encontrados nos vegetais
conjugados com agucares. Estima-se que na dieta humana a ingestao diéria de
flavondides é de 1-2 g, sendo a quercetina e a rutina (Fig. 2.1) os flavondides
consumidos em maior quantidade. A absorcao dos flavonéides quando ligados
a molécula de aglucar € maior do que quando nao estdo conjugados com
acucares. Estudos demonstraram que a quercetina tem absorcédo de 24% e a
rutina tem absorcdo de 52% (HAVSTEEN, 2002 & KAMALAKKANNAN,

PRINCE, 2006). A absorcao dos flavonéides ocorre principalmente no intestino

delgado (SAUTTER, 2003).

Quercetina

Rutina
HO

rutinose

OH 0

Figura 2.1: Estrutura quimica da quercetina (aglicona) e rutina (heterosideo).
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Dentre as atividades farmacoldgicas atribuidas aos flavonoides estao
atividade hipoglicemiante, antioxidante, antiviral, antiinflamatéria, antitumoral,
sobre a permeabilidade capilar e hormonal (ZUANAZZI & MONTANHA, 2004;
AHMAD et al., 2000; BARBOSA et al., 2002; DORES, 2007).

Os flavonoides atuam na Diabetes mellitus, aumentando a liberacao de
insulina das ilhotas de Langerhans de forma dependente da concentracao do
flavondide (NEGRI, 2005); estimulando os efeitos da insulina nas células
através da mecanismo de segundo mensageiro (por exemplo influenciando a
proteina fosfofrutoquinase); melhorando as desordens no metabolismo lipidico,
inibindo o processo inflamatorio causado por radicais livres e inibindo a aldose
redutase (HAVSTEEN, 2002).

A avaliagdo in vitro demonstrou que o flavondéide kaempherol, nas
concentragbes de 0,5; 5,0 e 10,0 ug/ml, inibiu a glicosilagdo da hemoglobina
em 10%, 12% e 15% respectivamente (ASGARY et al., 1999).

O extrato metandlico dos estames de Nelumbo nucifera, que possui alto
teor de flavondides, inibiu a aldose redutase em ratos. A aldose redutase € a
principal enzima da via poliol, onde a glicose é convertida em sorbitol. Na
diabetes, os altos niveis de glicose promovem aumento na produgcdo de
sorbitol. Nos pacientes diabéticos o acumulo de sorbitol nas lentes oculares
pode resultar em cataratas; nas hemacias, o sorbitol desloca o 2,3-
difosfoglicerato reduzindo a habilidade das hemacias em carregar O, e a
elevagao do sorbitol nos nervos periféricos estd associada com a neuropatia

periférica (LIM et al., 2006).
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1.2. Atividade Antioxidante
1.2.1. Radicais livres

Os radicais livres sdo substancias altamente reativas formadas
endogenamente no organismo humano, que, apesar de possuirem sua funcéao
fisiologica, podem causar lesdo celular (GALIZIA & WAITZBERG, 2001). Eles
surgem quando elétrons do ultimo orbital de um atomo ficam desemparelhados
por ganho ou perda de um elétron. Essa transferéncia de elétrons ocorre nas
reacdes de oxirredugdo. O oxigénio molecular (O,) € a principal fonte de
radicais livres na célula (FILHO, 2004).

Os principais alvos celulares dos radicais livres sao proteinas, lipideos,
carboidratos e DNA. A produgéo excessiva de radicais livres pode conduzir a
diversas formas de dano celular (BIANCHI & ANTUNES, 1999).

Nas células existem enzimas com a fungcdo de neutralizar o efeito
oxidante dos radicais livres. A superoxido dismutase catalisa a reagdo do
radical superdxido em H>O, e Oy, a catalase promove a redugdo do H,O, em
HoO e Oy; a glutationa peroxidase catalisa a redu¢do do H>O, e perdxidos
organicos para seus correspondentes alcodis pela conversdo da glutationa
reduzida a glutationa oxidada; a glutationa reduzida protege as células da
exposicao a agentes como ions ferro, oxigénio hiperbarico, oxénio, radiacao e

luz ultravioleta (PEDRIALI, 2005).
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1.2.2. Radicais livres na patogénese da Diabetes mellitus e doencas
cardiovasculares

Os danos oxidativos irreversiveis causados por radicais livres estdo
associados ao desenvolvimento de doencas degenerativas, tais como:
aterosclerose, Doenca de Parkinson, de Alzheimer, disturbios cardiovasculares,
cancer e diabetes (UCHOA et al., 2007).

Na patogénese da Diabetes mellitus tipo 1, causada por destruicao auto
imune das células B, o infiltrado inflamatério mediado por células T antigeno
especificas leva a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
superoxidos, radical hidroxila (‘OH), oxido nitrico (NO) e citocinas pré
inflamatorias, tais como fator de necrose tumoral (TNF), interleucina 1 (IL-1) e
interferon (IFN). Interagbes sinérgicas entre ROS e essas citocinas levam a
destruicdo das células B pancreaticas. Isso ocorre também porque as células
das ilhotas pancreaticas tem sensibilidade aumentada a acdo das espécies
reativas de oxigénio (ROS) (PIGANELLI, et al., 2002).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) estdo associadas a disfungdes
cardiovasculares tais como hipertensdo, aterosclerose, doencas cardiacas
isquémicas e faléncia cardiaca congestiva. ROS regulam a funcdo vascular
modulando o crescimento celular, apoptose, migracao, inflamacéao, secrecao e
producao de proteinas da matriz extracelular. O estresse oxidativo, gerado pela
descompensacao no balanco redox, entre pré-oxidantes e antioxidantes, esta
associado a danos oxidativos e a producao de mediadores de inflamacgéao e
injuria vascular em muitas doengas cardiovasculares, incluindo a hipertensao,

hiperlipidemia e Diabetes mellitus (TOUYZ & SCHIFFRIN, 2004).
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O radical hidroxila leva ao aumento da resposta a Ang Il na aorta
tordcica em ratos. Esta resposta vascular pode ser diminuida com terapia
antioxidante, diminuindo assim as complicagcées vasculares na hipertensao

(DESHMUKH, 2007).

1.2.3. Antioxidantes

As substancias com propriedades antioxidantes protegem o organismo
dos radicais livres e assim retardam ou previnem o processo de doencas ao
inibirem a iniciagdo ou propagagcdo da reagdao de oxidacdo em cadeia
(OLIVEIRA et al., 2007; ANDRADE et al., 2007).

Os farmacos antioxidantes podem ser utilizados como auxiliares no
tratamento de varias doencas. Além disso, o uso de produtos naturais como
terapia medicamentosa tem uma perspectiva importante no desenvolvimento
de novos fitoterdpicos para o tratamento de doencgas relacionadas com o
estresse oxidativo, como por exemplo, a diabetes e suas complicagées.
(OLIVEIRA et al.,2007 e HELDWEIN et al., 2007).

A atividade antioxidante de um extrato vegetal esta diretamente ligada a
sua quantidade de compostos fendlicos totais. Quanto maior a quantidade de
compostos fendlicos, maior a atividade antioxidante (SINGH, CHIDAMBARA
MURTHY & JAYAPRAKASHA, 2002).

Nos vegetais os compostos fendlicos encontrados podem ser: fendis
simples, acidos fendlicos (derivados de acidos benzdicos e cinamicos),
cumarinas, flavonoides, estilbenos taninos condensados e hidrolisaveis,

lignanas e ligninas. A atividade antioxidante dos compostos fenodlicos é devido
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as suas propriedades redutoras e sua estrutura quimica. Os intermediarios
formados pela agcdo de antioxidantes fendlicos sé@o relativamente estaveis,
devido a ressonancia do anel aromatico (SOUSA, 2007). Eles atuam como
eficientes captadores de espécies reativas de oxigénio (ROS), além de
reduzirem e quelarem ions férricos que agem como catalisadores na
peroxidacao lipidica (ANDRADE et al., 2007).

Um dos métodos mais utilizados para determinar, in vitro, a atividade
antioxidante em extratos vegetais é a avaliagao da atividade sequestradora do
radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). Por agédo de um antioxidante o
DPPH é reduzido, e esta reagdo pode ser monitorada pelo decréscimo da
absorbancia. Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, maior a sua
atividade antioxidante (SOUSA et al, 2007).

Segundo SILVA, et al. (2007), na avaliagdo da atividade antioxidante
pelo método do DPPH, a CEsy (ug/mL) do flavondide quercetina é 7,67+ 3,6.
Na avaliagdo da atividade antioxidante em células de levedura Saccharomyces
cerevisiae, o flavondide quercetina aumentou a sobrevivéncia da levedura,
apos estresse oxidativo, em 51,30% (SOARES, ANDREAZZA & SALVADOR,
2005).

Na espécie Vitis vinifera (uva), os compostos fendlicos presentes
inibiram, in vitro, a oxidagdo do LDL-colesterol humano (JAYPRASKA, SINGH
& SAKARIAH, 2001). Ja a fracdo acetato de etila dos talos de Cissus
quadrangularis (L.), na concentragdo de 100 ppm, mostrou 64,8% de atividade
antioxidante no ensaio de beta-caroteno e 61,6% no método de DPPH. Esses

dados sao relevantes devido ao fato de que Vitis vinifera, Vitaceae, pertence a
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mesma familia da C. verticillata, e Cissus quadrangularis pertencem ao mesmo
género. Isso enfatiza a importancia da avaliagdo da atividade antioxidante do

extrato das folhas de C. verticillata verticillata.

2. OBJETIVO
Analisar o perfil cromatografico e avaliar o potencial antioxidante do

extrato hidroalcodlico e das fracdes das folhas de C. verticillata verticillata.

2.1. Objetivos especificos
e Fracionar o extrato hidroalcodlico.
e Obter o perfil cromatografico por CLAE.
e Quantificar compostos fendlicos totais.

e Determinar atividade antioxidante pelo método do DPPH.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Fracionamento do extrato hidroalcodlico

O extrato hidroalcodlico das folhas de C. verticillata verticillata (EHA) foi
fracionado através de particdo liquido-liquido. Para isso, dissolveu-se o EHA
em 4gua destilada, uma parte do extrato foi insoluvel em agua, formando o
precipitado 1 (P1). Com fase aquosa iniciou-se a particdo utilizando os
solventes hexano, diclorometano, cloroférmio e acetato de etila, formando
respectivamente as fracbes FH, FD, FC e FA (Figs. 2.2 e 2.3). As fracdes
obtidas foram utilizadas na obtencdo do perfil cromatografico por CLAE,

avaliagado da atividade antioxidante e antifungica.

46



[ EXTRATO HIDROALCOOLICO - EHA ]

Agua
Fitracdo

Fag

Hexano

EHA - Extrato hidroalcodlico
P1 - Precipitado 1

FH - Frag&o hexano

FD - Frag&o diclorometano
FC - Fracdo clorofarmio

FA - Fracdo acetato de etila

Faq - Fase aguosa

Fag

Diclerometano

Fag

Cloraformio

Fag

Acetato

Figura 2.2: Esquema do fracionamento do extrato hidroalcodlico das folhas de

C. verticillata verticillata.
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Figura 2.3: Fracionamento do extrato hidroalcodlico das folhas de C. verticillata

verticillata, com hexano (A), diclorometano (B), cloroférmio (C) e acetato (D).

3.2. Perfil cromatografico por CLAE

O perfil cromatografico do extrato hidroalcodlico (EHA) e da fracao
acetato de etila (FA) de C. verticillata verticillata foram realizados por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). As separacgdes
cromatograficas foram realizadas em coluna de fase reversa Symnethy Cqs (4,6
X' 75 mm, 3,5 um). O equipamento foi um cromatégrafo liquido Waters 2695.

A eluigdo por gradiente teve como fase moével metanol e agua. As

condicdes 1 e 2 estdo dispostas nas Tabela 2.2 e 2.3 respectivamente.
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Tabela 2.2: Gradiente da mistura de MeOH-H>O (condicdo 1) utilizado na

CLAE do extrato hidroalcodlico das folhas de C. verticillata verticillata.

Solventes (%) Tempo de eluicdo (min)
50A +508B 0
100A+0B 25
100A+0B 30
50A +50B 32

Tabela 2.3: Gradiente da mistura de MeOH-H,O (condicdo 2) utilizado na

CLAE da fracao acetato de etila das folhas de C. verticillata verticillata.

Solventes (%) Tempo de eluicdo (min)
30A+70B 0
70A+30B 20
70A+30B 25
30A+70B 27

O fluxo foi de 1,0 mL/min, o volume da amostra injetado foi de 20,0 L, a
temperatura de 25°C. A identificagdo dos compostos foi feita com espectros

obtidos entre 200 e 800 nm pelo detector de arranjo de diodos.

3.3. Quantificacao de compostos fenodlicos totais

Para determinar a concentragdo de compostos fenodlicos totais foram
misturados 0,4 mL de amostra (4,0 mg/mL) dissolvido em mistura metanol/agua
(6:4) com 2,0 mL do reagente de Folin-Ciocalteu (Cromoline) e 1,6 mL de

solugéo de carbonato de sédio 7,5%. A mistura foi homogeneizada e deixada
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em repouso por 30 minutos a temperatura ambiente. A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro Femto® na absorbéancia de 765 nm (Fig. 2.4) (SINGH,
CHIDAMBARA MURTHY & JAYAPRAKASHA, 2002). A curva padrao foi feita
nas mesmas condi¢coes substituindo os extratos por acido tanico PA nas
concentracées 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mg/mL. Cada determinacao foi realizada
com quatro repeticdes e os resultados expressos como equivalentes do acido

tanico.

AMOSTRA (4,0 mg/mL em metanol:agua 6:4)
4,0 mL

2,0 mL de Folin-Ciocaleu
1,6 mL de carbonato de sodio 7,5 %

¥

Homogeinizacdo

Repouso
temperatura ambiente

30 min
.. l .»-
- - -,
LEMURA,

Comprimento de onda 785 nm

Figura 2.4: Esquema da determinagdo de compostos fendlicos totais.
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3.4. Determinacao da atividade antioxidante pelo método do DPPH
Diferentes concentragbes de amostra (200 e 400 ppm), em metanol,
foram misturadas com 5 mL de solugdo metandlica de DPPH 0,1 mM. O
butilhidroxianisol (BHA) foi utilizado para comparacao da atividade antioxidante.
Para isso, BHA nas concentracdes de 25 e 50 ppm foram misturados com 5 mL
de solugcao metandlica de DPPH 0,1 mM. Os tubos foram agitados e a leitura
foi realizada nos tempo 0 e 30 minutos. O controle foi preparado utilizando-se
apenas a solucao metandlica de DPPH 0,1 mM. O metanol foi utilizado como
branco. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro no comprimento de
onda de 517 nm (Fig. 2.5). A porcentagem da atividade antioxidante foi
calculada usando a férmula: % AAT = (Abs controle — (Abs amostra/ Abs
controle)) x 100 (SINGH, CHIDAMBARA MURTHY & JAYAPRAKASHA, 2002).

Todas as determinagdes foram realizadas em quatro repeticoes.
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Figura 2.5: Esquema da determinagao da atividade antioxidante pelo método

do DPPH.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Através do cromatograma do extrato hidroalcodlico (condi¢do 1), pode-

se detectar a presenca do flavondide rutina (Fig. 2.6 € 2.7).
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Figura 2.6: Cromatograma do extrato hidroalcoolico e do flavondide rutina

(condicao 1) a 359,6 nm.
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Figura 2.7: Sobreposicdo dos cromatogramas do extrato hidroalcodlico e do

flavonédide rutina (condigéo 1) a 359,6 nm.

No cromatograma da fragao acetato de etila, obtido utilizando a condicao
2, foi possivel verificar a presenga de picos com absorcdo UV nos
comprimentos de onda entre 250 e 350 nm (Fig. 2.8). Essa faixa de absorcao é
caracteristica de flavonoides (BELTRAME et al, 2001; VOIGT &

BORNSCHEIN, 1979).
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Figura 2.8: Cromatograma da fracao acetato de etila (condigéo 2) a 359,6 nm e

espectros ultravioleta dos picos.
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Quando se comparou, nas mesmas condicbes experimentais, 0
cromatograma da fracao acetato de etila com o do flavonéide rutina (Fig. 2.9),
pode-se verificar, através do tempo de retengéo (7,10 minutos) a presenca da
rutina na fragdo acetato de etila das folhas de C. verticillata verticillata.

A rutina possui varias atividades farmacoldgicas descritas, dentre elas,
atividade hipoglicemiante, antibacteriana, antitumoral, antiinflamatoria,
antidiarréica, antitlcera, antimutagénica, vasodilatadora e protetora do

miocardio (KAMALAKKANNAN & PRINCE, 2006).
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Figura 2.9: Sobreposicao dos cromatogramas da fracdo acetato de etila de e

do flavonéide rutina a 359,6 nm sobrepostos.

O resultado da quantificacdo de compostos fendlicos para EHA, FD e FA
foram respectivamente 381,0, 52,0 e 2574,0 mg/mL em equivalentes de acido
tanico (Fig. 2.10). A equacao da curva padréo de &cido tanico foi y = 0,002 +

0,060 e 0 R? = 0,977.
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Figura 2.10: Teor de compostos fendlicos expressos em equivalentes de acido
tanico do extrato hidroalcodlico (EHA), fracdo diclorometano (FD) e fragédo

acetato de etila (FA).

Na fracdo acetato de etila (FA) da espécie C. verticillata verticillata a
concentracdo de compostos fendlicos é significativamente maior do que no
extrato hidroalcoolico e na fragao cloroférmio (Fig. 2.10).

A espécie Acacia podalyriifolia que contém compostos fendlicos
apresentou maior concentracdo destes compostos na fragdo acetato de etila
(ANDRADE et al., 2007).

Estudos clinicos e epidemioldgicos tém mostrado evidéncias de que
antioxidantes fendlicos de cereais, frutas e vegetais sdo os principais fatores
que contribuem para a baixa e significativa reducao da incidéncia de doencas
cronicas e degenerativas encontradas em populacoes cujas dietas sao altas na
ingestdo desses alimentos. Desta forma, a importancia da pesquisa por
antioxidantes naturais tem aumentado muito nos ultimos anos. Compostos
tipicos que possuem atividade antioxidante incluem a classe de fendis, acidos

fendlicos e seus derivados, flavondides, tocoferdis, fosfolipidios, aminoacidos,
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acido fitico, acido ascorbico, pigmentos e esterodis. Antioxidantes fendlicos sao
antioxidantes primarios que agem como terminais para os radicais livres
(ROESLER et al ., 2007).

Os resultados obtidos na determinacao, pela metodologia do DPPH, da
atividade antioxidante do extrato hidroalcodlico (EHA), da fragao diclorometano
(FD) e da fracao acetato de etila (FA) estao dispostos na Tabela 2.4. O BHA foi

utilizado como padrao.

Tabela 2.4: Porcentagem da atividade antioxidante pela metodologia do DPPH,

do extrato hidroalcodlico (EHA), fracdo dicloro (FD), fracao acetato (FA) e BHA.

AMOSTRAS TEMPO 30 min

(ppm) MEDIA + DESVIO PADRAO (o = 5%)
EHA (200) 6,11% + 1,59
EHA (400) 11,68% + 0,78
FD (200) 14,22% + 2,66
FD (400) 20,24% + 1,96
FA (200) 26,84% + 3,73
FA (400) 70,06% * 3,66
BHA (25) 23,26% + 4,64
BHA (50) 73,55% + 1,23

Pode-se verificar que entre as amostras testadas nesse estudo a fragao
acetato de etila (FA) das folhas de C. verticillata verticillata possui a maior
concentracdo de compostos fendlicos e também foi a que apresentou maior
atividade antioxidante pela metodologia do DPPH. Essa maior concentragéo de

compostos fendlicos € resultado do processo de fracionamento que concentrou
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as substancias fenodlicas nessa fragdo devido a maior afinidade pelo solvente
acetato de etila.

A utilizacao de compostos antioxidantes encontrados na dieta ou mesmo
sintéticos € um dos mecanismos de defesa contra os radicais livres que podem
ser empregados nas industrias de alimentos, cosméticos, bebidas e também na
medicina (BIANCHI & ANTUNES, 1999).

Os estudos sobre os antioxidantes tém ressaltado, principalmente, o uso
de nutrientes isolados no tratamento e prevengao de doencgas. Entretanto, nos
alimentos e nas plantas medicinais sdo encontrados uma grande variedade de
substancias que podem atuar em sinergismo na protecao das células e tecidos
(BIANCHI & ANTUNES, 1999).

A espécie Cissus quadrangularis, que possui compostos fendlicos,
apresentou atividade antioxidante in vitro na metodologia do DPPH (OBEN et
al., 2007).

Na avaliacdo da atividade antioxidante, através da metodologia do
DPPH, de tinturas vegetais vendidas em farmacias de manipulagao a tintura de
Ginkgo biloba foi utilizada como referencia devido a sua alta atividade
antioxidante, sendo sua CEsy igual a 38,91 ug/mL. A tintura de proépolis
apresentou uma atividade antioxidante bem préxima da atividade do ginko
biloba, sendo sua CEsg de 40,16 ug/mL. Isso se deve ao fato de que a propolis,
material resinoso elaborado pelas abelhas a partir de brotos, cascas e outras
partes do tecido vegetal de arvores e plantas, de um modo geral, é constituido
principalmente por flavondides, &cidos aromdticos e seus derivados

(VICENTINO & MENEZES, 2007).
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Os chas sao bebidas populares e fontes significativas de compostos
fendlicos, sdo considerados importantes integrantes das dietas devido ao seu
alto potencial antioxidante. Os extratos aquosos da macela, alecrim, erva-mate
e malva apresentaram atividade antioxidante superior a 97% em teste in vitro
(ASSOLINI et al., 2006).

Para que os compostos fendlicos sejam considerados antioxidantes e
possam exercer seu papel bioldgico é necessario que, em baixa concentracao,
sejam capazes de impedir, retardar e prevenir a auto-oxidacdo ou oxidacao
mediada por radicais livres e que o produto formado apdés a reacdo seja
estavel. A avaliagdo da atividade antioxidante de alguns compostos fendlicos
mostrou que a quercetina tem porcentagem de inibicdo, mesmo em menor
concentracdo quando comparada a acido galico, acido elagico, acido
clorogénico, catequina e rutina. Isso ocorre devido a quercetina ser um flavonol
com cinco hidroxilas fendlicas reativas, sendo que duas destas estédo ligadas
ao anel B (anel que possui maior atividade redutora), apresentando
estabilidade por ressonancia. A rutina possui uma estrutura semelhante a da
quercetina, mas com uma substituicdo glicosidica em uma das hidroxilas, por
essa razdo, apresenta uma menor atividade antioxidante (DUARTE-ALMEIDA
et al., 2006).

Na avaliacdo da atividade antioxidante pela metodologia do DPPH, o
alcaldide montanina teve um percentual de atividade de 36% na concentracao
de 3,5 pug/mL. Ja foi descrito a presenca de alcaldides na espécie C. verticillata

verticillata (CASTILHOS et al., 2007; BARBOSA et al., 2002).
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5. CONCLUSAO

Foi identificado através do perfil cromatogréafico por CLAE o flavonoide
rutina na fragéo acetato de etila das folhas de C. verticillata verticillata.

A fracdo acetato de etila teve a maior atividade antioxidante pela
metodologia do DPPH e também a maior concentracdo de compostos fendlicos
em equivalentes de acido tanico.

Futuros estudos in vitro e in vivo para avaliar a atividade antioxidante da
fracdo acetato de etila podem levar a identificacdo de novos compostos
antioxidantes que poderao ser utilizados na terapéutica de doengas como a DM

e hipertensao arterial.
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CAPIiTULO 3
ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE Cissus verticillata (L.) Nicolson & C. E.

Jarvis subsp. verticillata

1. INTRODUCAO
1.1. Diabetes mellitus e infec¢cdes fungicas

O paciente diabético pode apresentar infeccoes mais freqlientes e mais
severas quando comparados a individuos nao-diabéticos (GUGGENHEHNER
et al., 2000). Na Diabetes mellitus ocorre diminuicdo na quimiotaxia dos
neutrofilos, essa disfungdo pode estar relacionada a deficiéncia de
mieloperoxidade (MPO), uma enzima lisossémica que catalisa a reagao entre
H2O, e ions cloreto para formar hipocloreto, que € extremamente bactericida.
Essa deficiéncia costuma ocorrer com maior freqiéncia em pacientes
diabéticos tipo 1 e in vitro a responsividade dos neutréfilos pode ser restaurada
incubando-os com insulina (SCHECHTER & GUIMARAES-WALKER, 2004;
GUYTON & HALL, 2006).

Observou-se experimentalmente que na Diabetes mellitus ocorre, além
da depressdo da atividade dos neutréfilos, menor eficiéncia da imunidade
celular, alteracdo dos sistemas antioxidantes e menor producdo de
interleucinas. Esses achados podem estar relacionados a maior ocorréncia de
certas infeccoes (ROCHA et al., 2002).

A Diabetes mellitus se associa ao maior risco de infecgdes urinarias, e
Candida spp. € o principal género envolvido. Dentre as espécies desse género

Candida albicans € a principal responsavel pelas infecgdes fangicas
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(SCHECHTER & GUIMARAES-WALKER, 2004). Existem outras espécies
inseridas no género Candida como C. guilliermondii, C. krusei, C. parapsilosis,
C. stellatoidea, C. tropicallis que também podem estar envolvidas na etiologia

da candidiase (LIMA et al., 2006).

1.2. Acao antifungica

Com freqUéncia, as infecgbes fungicas sao de dificil tratamento e
considerando a resisténcia das leveduras pertencentes ao género Candida
frente aos antifungicos atualmente utilizados (LIMA et al., 2006), torna-se
importante a busca de novos compostos antifungicos de origem vegetal que
possam auxiliar a terapéutica.

A atividade antifungica de C. verticillata foi relatada nas fracdes
cloroférmio e acetato de etila que continham respectivamente o
sesquiterpendide biciclogermacreno e resveratrol (3, 4°, 5 trihidroxiestilbeno)

(Fig. 3.1) (SILVA et al, 2006).
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Figura 3.1: Estrutura quimica de biciclogermacreno e resveratrol.

Os 6leos essenciais sdo constituidos principalmente por monoterpenos,
sesquiterpenos e compostos aromaticos de baixo peso molecular (ARAUJO,
LORDELLO & MAIA, 2001). Eles também podem receber a denominagédo de
Oleos volateis e s&o, de forma geral, misturas complexas de substancias
volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. Nos vegetais, os 0leos

essenciais, podem atuar na protegdo contra infestantes e farmacologicamente
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possuem atividade anti-séptica, inibindo o crescimento de varias bactérias e
fungos (SIMOES & SPITZER, 2004).

O oleo essencial de Piper cernuum e P. regnelli possui em sua
composicao 0 biciclogermacreno que mostrou atividade antimicrobiana
(CONSTANTIN et al., 2001; CYSNE et al., 2005). Em Calea clematidea, o 6leo
essencial contém germacreno B, que possui atividade antifungica (FACH et al.,
2002).

O resveratrol possui atividade contra dermatéfitos e bactérias da pele em

humanos (SILVA et al., 2007; SAUTTER, 2003).

2. OBJETIVO
Avaliar a atividade antifungica do extrato hidroalcoodlico das folhas de C.

verticillata verticillata e suas fragoes.

2.1. Objetivos especifico
e Determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) do crescimento de
Candida albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis e Candida

tropicallis.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Preparo das amostras
O extrato hidroalcodlico (EHA), precipitadodo 1 (P1), e as fragbes

hexano (FH), diclorometano (FD), cloroformio (FC) e acetato de etila (FA)
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constituiram as amostras de andlise. Mentol (M) e os antifungicos cetoconazol

(Janssen-Cilag) e fluconazol (Pfizer) os controles de referéncia.

3.2. Diluicao das amostras

Todas as amostras foram solubilizadas em DMSO (Merck), na
concentracao de 1% do volume da solucdo mae, a excecao do fluconazol que
foi diluido em agua destilada esterilizada. A partir dessas solugdes foi
procedida a preparacao de diluicdes seriadas das amostras em meio de cultura
RPMI-1640 (Sigma) conforme a metodologia empregada (CLSI — documento
M27-A2).

Para a utilizagdo do meio RPMI, adicionou-se 10,4 g de liofilizado, 34,4 g
de MOPS (acido morfolinopropanosulfénico) e 1000 ml de agua destilada. O pH
foi ajustado para 7,0 e o meio foi esterilizado por filtragdo, utilizando-se
membrana de nitrocelulose de poro 0,22 um (Millipore). Este meio foi mantido
em frasco esterilizado, conservado sob refrigeracao (2 - 8° C).

As concentracoes testadas corresponderam as faixas intervalares entre

1 a 512 pg/mL para amostras e mentol; 0,015 a 8 ug/mL para cetoconazol e

0,125 a 64 ug/mL para fluconazol.

3.3. Microorganismos utilizados

Foram utilizados as espécies Candida albicans ATCC 18804, Candida
krusei ATCC 6258, Candida parapsilosis ATCC 22019 e Candida tropicallis
ATCC 750 pertencentes ao Laboratério de Micologia da Escola de Farmacia da

Universidade Federal de Ouro Preto.
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No crescimento e manutengao das culturas de C. albicans, C.krusei, C.
parapsilosis e C. tropicallis foi utilizado o meio Sabouraud dextrose (Himedia,
Munbai — india).

As amostras de Candida spp. foram cultivadas em tubos contendo meio
Sabouraud sélido e incubadas a 28°C durante 24 horas. A massa de células
obtida foi recolhida assepticamente com alga esterilizada e ressuspensa em
tubos contendo 5 mL de solugéo salina 0,85% estéril. O indculo foi preparado
com cerca de 10° unidades formadoras de colénia por mL (UFC/mL),

equivalente a escala de turvagéo 0,5 da escala MacFarland.

3.4. Determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM)

A determinacdo da CIM foi realizada segundo protocolo M27-A2 do
CLSI, em microplacas com 96 pogos. Em cada orificio foram dispensados 100
uL da amostra teste e 100 uL do inéculo de cada espécie de Candida spp.,
perfazendo volume final de 200 uL em cada pog¢o. Todas as concentragdes
foram testadas em duplicata. As placas foram incubadas a 28°C e as leituras
foram realizadas apds 48 horas.

As CIMs foram obtidas por leitura visual e expressas em reducao de
crescimento, comparadas ao controle positivo, sendo de 80% em Fluconazol e

Cetoconazol e 100 % no mentol e nas amostras (GUPTA & KOHLI, 2003).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
O extrato hidroalcodlico (EHA) das folhas de C. verticillata verticillata, o

preicpitado 1 (P1), a fragdo diclorometano (FD), cloroférmio (FC), acetato de
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etila (FA) e o mentol (M) inibiram o crescimento fungico conforme descrito na

Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Concentracédo inibitéria minima do extrato hidroalcodlico e fracoes

de C. verticillata verticillata pelo método de microdiluicdo em placa.

Concentracao Inibitéria Minima (pg/mL)
Microorganismos ATCC

EHA  P1 FD FC FA M Flu Ceto

C. albicans 18804 256 256 256 256 256 256 2 0,25
C. krusei 6258 256 512 125 256 256 125 4 0,25
C. parapsilosis 22019 256 512 256 256 256 256 4 0,25

C. tropicallis 750 256 512 256 125 256 256 >64 4

EHA - Extrato hidroalcodlico, P1 - Precipitado 1, FD - Fragdo diclorometano, FC - Fragao
cloroférmio, FA - Fragéo acetato, M — Mentol, Flu - Fluconazol e Ceto - Cetoconazol.

Entre as amostras testadas pelo método de microdiluigdo em placa (Fig.
3.2), as fragbes que tiveram os melhores resultados foram a FA com CIM de
125 pg/mL para C. krusei, e a FD com CIM de 125 pg/mL para C. tropicallis. Os
resultados podem ser explicados devido a presenga do biciclogermacreno,
identificado por comparagdo do espectro de massa com o padrdo na analise

em cromatografia gasosa (SILVA et al., 2007).
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Figura 3.2: Método de microdiluicdo em placa para determinar a concentragao
inibitéria minima (CIM) do crescimento de C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis

e C. tropicallis.

O perfil de inibicdo do crescimento da fracao diclorometano foi igual ao
perfil de inibicado do mentol (Fig. 3.3), sendo a CIM de 256 pg/mL para C.
albicans, 125 ug/mL para C. krusei, 256 pg/mL para C. parapsilosis e 256

ug/mL para C. tropicallis.

OH

Figura 3.3: Estrura quimica do mentol.
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O oOleo essencial de menta promoveu inibicdo do desenvolvimento
micelial dos fungos Aspergillus niger e Aspergillus flavus nas concentracdes
1500 e 2000 mg/ml, respectivamente (PEREIRA et al., 2006). A atividade
antimicrobiana do mentol parece estar associada ao carater lipofilico
(DUARTE, 2006).

A fracao acetato de etila das folhas da espécie Pyrostegia venusta que
contém flavonodides, entre eles a rutina, e compostos fendlicos, inibiu o
crescimento de Candida albicans na concentragdo de 300 pg/mL (SILVA et al.,
2007).

O extrato das folhas de Baccharis dracunculifolia inibiu o crescimento de
Candida krusei na concentracao de 65 ug/mL (SILVA FILHO et al., 2007).

O extrato aquoso de Serjania erecta teve atividade antifungica contra C.
albicans, C. parapsilosis e C. krusei com CIM de 62,5 pg/mL. A atividade
antifngica deve-se provavelmente a presenca de flavondides no extrato
(OLIVEIRA et al., 2007).

Infeccbes humanas, particularmente aquelas envolvendo a pele e
mucosas constituem um sério problema, especialmente em paises
desenvolvidos tropicais e subtropicais, sendo os fungos dermatéfitos e a
levedura Candida spp os patégenos mais freqiientes (DUARTE, 2006).

Nao existe um consenso sobre o nivel de inibicdo aceitavel para
produtos naturais quando comparados com antibiéticos padrbes, tanto que
alguns autores consideram somente resultados similares aos de antibiéticos,
enquanto outros consideram com bom potencial mesmo aqueles com niveis de

inibicbes superiores. ALIGIANIS et al. (2001) propuseram uma classificagcao
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para materiais vegetais com base nos resultados de MIC, considerando como:
forte inibicdo - MIC até 500 pg/mL; inibicdo moderada — MIC entre 600 e 1500
Mg/mL e como fraca inibi¢do - MIC acima de 1600 pg/mL.

No trabalho de MAGINA et al (2007), foram considerados ativos os
extratos com MIC menor que 1000 pg/mL, e muito ativos os extratos com MIC

inferior a 100 pg/mL.

5. CONCLUSAO

Os dados obtidos nesse estudo indicam que folhas de C. verticillata
verticillata apresentam potencial antifungico promissor nos extratos
diclorometano e cloroférmio. S&o necessarios teste com os constituintes
quimicos isolados dessas fragdes, buscando atividade superior na inibicao do

crescimento de Candida spp.
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CAPITULO 4

ATIVIDADE DE Cissus verticillata (L.) Nicolson & C. E. Jarvis subsp.

verticillata NO TRATAMENTO DA Diabetes mellitus

1. INTRODUCAO

1.1. Classificacao da Diabetes mellitus

Baseando na fisiopatologia da DM, em 1997, a American Diabetes

Association

prop6s uma classificacao (Tab. 4.1) que foi posteriormente aceita

pela OMS e pela Sociedade Brasileira de Diabetes (AMERICAN DIABETES

ASSOCIATION, 2006; OLIVEIRA, 2004).

Tabela 4.1:

Classificacao etiolégica da Diabetes mellitus.

I. Diabetes mellitus tipo 1

Il. Diabetes mellitus tipo 2

[ll. Outros tipos especificos
Defeitos genéticos na fungao da célula B
Defeitos genéticos na acao da insulina
Doencas do pancreas exdécrino
Endocrinopatias
Induzida quimicamente ou por farmacos
Infeccdes
Formas incomuns de diabetes imunomediado

Qutras sindromes genéticas associadas ao Diabetes mellitus

IV. Diabetes gestacional

Fonte: AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2006; OLIVEIRA, 2004
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A DM tipo 1 e tipo 2 sdo as formas com maior incidéncia, prevaléncia e
importancia clinica (OLIVEIRA, 2004).

A DM tipo 1 é a forma que acomete 5-10% dos pacientes e resulta de
destruicdo auto-imune das células B das ilhotas pancreaticas (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2006). As células das ilhotas pancreaticas ou
llhotas de Langerhans produzem os horménios peptideos insulina, glucagon e
somatostatina. Cada tipo celular da ilhota produz um horménio: células o
produzem glucagon, células B produzem insulina e células & produzem
somatostatina (LEHNIGER, 2007).

Em 85-90 % dos pacientes com DM tipo 1 estdo presentes marcadores
da destruicdo imune das células B pancreaticas. Esses marcadores sdo auto-
anticorpos contra as células B, contra insulina, contra a descarboxilase do acido
glutdmico e contra a tirosina fosfatase 1A-2 e IA-23. Também estdo presentes
associacdes com o HLA, genes DQA, DQB e DRB. Entretanto, em alguns
casos de diabetes tipo 1, a etiologia é desconhecida (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2006).

Esse tipo da doenca é diagnosticado principalmente na infancia e
juventude e os pacientes tém como caracteristicas a necessidade diaria de
insulina, a grande oscilacdo na glicemia e a tendéncia a desenvolver
cetoacidose diabética. No momento do diagndstico a maioria dos pacientes ja
tem cerca de 85% das células  pancreaticas destruidas (OLIVEIRA, 2004).

Ja a DM tipo 2 acomete 90-95 % dos pacientes e se caracteriza por
resisténcia a insulina e/ou deficiéncia relativa na sua secrecdo (Fig. 4.1).

Possui forte predisposicao genética; entretanto, esse fator ainda nao esta bem
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definido devido a sua complexidade (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2006; GABBAY, CESARINI & DIB, 2003; VELLOZO & PIMAZONI NETTO,

2008; MAUVAIS-JARVIS et al., 2000).

Deficiéncia de insulina
Péncreas

D

Hiperglicemia

Figado - \ Tecido adiposo e muscular
: i ‘-__ - . .:,Pl."-'-“’ﬂ': [
\ "

Producdo hepatica de Captacao de
glicose aumentada glicose diminuida

~ 7

Resisténcia a insulina

Fonte: VELLOZO & PIMAZONI NETTO, 2008.

Figura 4.1: Defeitos metabdlicos basicos da Diabetes mellitus tipo 2.

Nao esté claro se o defeito primario que leva ao DM tipo 2 esta na célula
B pancreatica ou no receptor celular de insulina ou, ainda, na concomitancia
das duas alteracées (CHAVES & ROMALDINI, 2002).

A resisténcia a acdo da insulina é caracterizada pela diminuicdo da
capacidade da insulina em estimular a utilizacao da glicose pelo musculo e pelo
tecido adiposo. No figado, essa resisténcia a insulina leva ao aumento da
producdo hepatica de glicose. Numa fase inicial, a elevagdo nos niveis de

glicemia € compensada pelo aumento da secregéo de insulina, mas, a medida
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que o processo persiste por periodos prolongados, associa-se um efeito
glicotdxico no péancreas, levando ao aumento da resisténcia a a¢ao da insulina
e diminuicdo da funcdo da célula beta, devido a hiperglicemia crénica
(GABBAY, CESARINI & DIB, 2003).

Uma das manifestacées mais precoces da deficiéncia da célula B é a
perda do pico rapido da fase inicial de secre¢do de insulina apds o estimulo
alimentar (Fig. 4.2). A auséncia desse pico inicial desencadeia a resisténcia
insulinica periférica. A célula B deficiente ativa uma via alternativa liberando
pré-insulina que, devido a sua pequena atividade bioldgica, ndo consegue

regular a hiperglicemia (CHAVES & ROMALDINI, 2002).
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Fonte: VELLOZO & PIMAZONI NETTO, 2008.

Figura 4.2: Defeitos na secrecao de insulina no Diabetes mellitus tipo 2.

Existem alguns fatores de risco para a DM tipo 2 que podem ser
modificaveis. Pode-se citar a elevagao do IMC (indice de Massa Corporal), que

esta relacionado a obesidade; sedentarismo; alta ingestdo de gorduras e o
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aumento da gordura abdominal. Em pacientes com IMC normal e relagéao
cintura/quadril > 0,8 o risco de desenvolver a doenca estd aumentado
(ATUALIZACAO BRASILEIRA SOBRE DIABETES, 2006).

No paciente obeso o aumento dos acidos graxos livres produz a
fosforilacdo do substrato do receptor de insulina, IRS-1, em serina € ndao em
tirosina. Desta forma n&ao ocorre a ativagao da enzima fosfatidilinositol 3 cinase
(PI3 cinase) e a consequiente traslocacdao do GLUT 4 para a membrana celular,
reduzindo a captagao de glicose. A resisténcia insulinica também ¢é influenciada
por interleucinas e horménios produzidos pelos adipécitos, que séo a leptina,
resistina, adiponectina e o fator a de necrose tumoral (TNF-a) (CHAVES &
ROMALDINI, 2002).

Sendo assim, a maioria dos pacientes diabéticos tipo 2 sdo obesos,
apresentando também fatores de risco para doengas cardiovasculares, como
hipertensao arterial, dislipidemia, microalbuminuria e fatores que promovem a
coagulacao e trombose (OLIVEIRA, 2004).

O aumento na prevaléncia da obesidade na adolescéncia registrado nos
ultimos anos explicaria, em grande parte, o avango do DM tipo 2 em
populacoes jovens. As elevadas taxas de obesidade na infancia e adolescéncia
estdo relacionadas ao sedentarismo e a mudanca nos habitos alimentares,
freqlientemente com dietas hipercaléricas e hipergordurosas. A obesidade na
infancia e na adolescéncia constitui importante fator de risco para o
desenvolvimento da sindrome metabdlica, associada a doencga cardiovascular

na maturidade (GABBAY, CESARINI & DIB, 2003).
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Evidéncias sugerem que uma dieta rica em cereais integrais e vegetais,
em detrimento do consumo de cereais refinados, sacarose e frutose, possa
exercer um papel protetor para o DM tipo 2 (SARTORELLI & CARDOSO,
2006).

Nos pacientes diabéticos tipo 2 a cetoacidose diabética € menos
freqliente que nos pacientes diabéticos tipo 1 e, quando ocorre, pode estar
associada a situacbes de estresse como infeccdo ou o uso de medicamento
hiperglicemiante, tal como glicocorticoides. A hiperglicemia geralmente é de
forma gradual e isso pode levar ao diagnéstico tardio. Com o passar dos anos
o controle metabdlico se torna mais dificil, podendo levar a necessidade da
combinagdo de drogas orais com mecanismos de acdo diferentes e a
introdugéo de insulina no tratamento (OLIVEIRA, 2004).

A base da anormalidade no metabolismo bioquimico de carboidratos,
proteinas e lipideos no DM é a deficiéncia na secre¢éo e agdo da insulina nos
tecidos alvos (SKILER, 2004).

Sob condigdes fisiologicas, a concentragdo sanguinea de glicose oscila
numa faixa estreita. Tal fendmeno, que garante simultaneamente oferta
adequada de nutrientes aos tecidos e prote¢cédo contra a neuroglicopenia, sé €
possivel gragas a um sistema hormonal integrado e eficiente, composto por um
hormonio hipoglicemiante, a insulina, e alguns hormdnios hiperglicemiantes
como o glucagon, o cortisol, a adrenalina e o horménio de crescimento
(VELLOSO & PIMAZONI NETTO, 2008).

A insulina é parte de um eficiente mecanismo que € regulado por um

sistema de controle de secrecdo. A glicose é o principal estimulador da

78



secregcao de insulina; sua entrada na célula B € controlada por um sistema
transportador de alta capacidade e baixa afinidade, denominado GLUT 2. Apos
sua entrada, a glicose é fosforilada em glicose-6-fosfato pela agdo da enzima
glicoquinase (hexoquinase |V), sendo a seguir direcionada a glicolise, etapa
que consome 90% da glicose transportada ao interior da célula beta e é
responsavel pela geracao de piruvato. O piruvato é direcionado a mitocondria,
transformado em acetil CoA e metabolizado pelo ciclo de Krebs para producao
de ATP. Com o aumento da relacdo ATP/ADP dentro da célula, ocorre o
fechamento de canais de K+ - ATP dependentes, o que leva a despolarizagao
da membrana. A abertura dos canais de Ca®* voltagem dependente permite
influxo de Ca®* para a célula B, que ativa um complexo sistema efetor, cujo
resultado é a secregéo de insulina (VELLOSO & PIMAZONI NETTO, 2008).

A acao da insulina inicia-se com a sua ligacdo aos receptores tirosina
quinase, seguido pela cascata de fosforilagdes, que promovem a translocagéao
para a membrana celular dos transportadores de glicose do tipo GLUTs

(HABER et al., 2001).

1.2. Quadro clinico e marcadores da Diabetes mellitus

A DM caracteriza-se por hiperglicemia croénica, freqlientemente
acompanhada de dislipidemia, hipertensao arterial e disfuncdo endotelial
(CONSENSO BRASILEIRO SOBRE DIABETES, 2002). Os pacientes

apresentam os sintomas de poliuria, polidpsia, polifagia e astenia.
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A hiperglicemia persistente esta vinculada a danos, disfuncdo e faléncia
de varios 6rgaos, especialmente os olhos, rins, nervos, coragdo e vasos
sanguineos (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2006).

Nos pacientes diabéticos as conseqliéncias a longo prazo decorrem de
alteracdes micro e macrovasculares. Estas complicagdes cronicas incluem
nefropatia, com possivel evolugao para insuficiéncia renal, retinopatia, com a
possibilidade de cegueira e/ou neuropatia, com risco de Ulceras nos pés,
amputacgdes, artropatia de Charcot e manifestacdes de disfuncdo autondmica,
incluindo disfuncao sexual. Pessoas com diabetes apresentam risco maior de
doenca vascular aterosclerética, como doenga coronariana, doencga arterial
periférica e doenca vascular cerebral (CONSENSO BRASILEIRO SOBRE
DIABETES, 2002). A DM também esta associada ao risco aumentado de
disfuncdo miocérdica, causando multiplas alteragdes estruturais no coragéo,
tais como apoptose, diminuicdo do contato intercelular e deformacdes nas
estruturas contrateis (DYNTAR, 2006).

DM tipo 1 estd associada com o aumento do nivel de colesterol sérico. A
expressdo da enzima HMG-CoA redutase, responsavel pela regulacdo da
sintese de colesterol, € afetada por colesterol, insulina, horménio da tiredide e
acidos biliares (LAGOR, GROH & NESS, 2005).

Pacientes diabéticos tipo 2, tipicamente, tém o perfil lipidico aterogénico
com aumento de triacilgliceréis, diminuicado do HDL colesterol, aumento do LDL
colesterol e esteatose hepatica (TOLEDO, SNIDERMAN & KELLEY, 2006).

A DM esta relacionada a disturbios no crescimento tecidual que pode ser

devido a hiperglicemia cronica e alteragbes metabdlicas. Clinicamente, é
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observado hepatomegalia em pacientes diabéticos jovens e adultos. O
aumento no crescimento celular esta relacionado ao aumento no numero de
células (hiperplasia), aumento no tamanho celular (hipertrofia) e morte celular
(apoptose). Sao observados hipertrofia renal, hipertrofia vascular e hipertrofia e
hiperplasia intestinal. A hiperglicemia também afeta a proteina kinase que
controla a mitose celular (HERRMAN et al., 1999).

O elevacao nos niveis dos marcadores de injurias hepaticas aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) estdo associados
com o risco de incidéncia de DM tipo 2 (HANLEY et al., 2004).

A creatinina € um marcador importante da doenca renal crénica e nos
grupos de risco para doencga renal crénica, como nos pacientes diabéticos, é

recomendado a triagem de hipercreatininemia (LESSA, 2004).

1.3. Farmacos para Diabetes mellitus
Existem varias opc¢des de farmacos para o tratamento da DM tipo 2 e
eles sao classificados de acordo com o mecanismo de agéo (Fig. 4.3) (DAVIS

& GRANNER, 2003).
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Fonte: VELLOZO & PIMAZONI NETTO, 2008.

Figura 4.3: Sitios de acao de quatro classes de hipoglicemiantes de uso oral.

Os Inibidores da a-glicosidase reduzem a absorcao intestinal de amido,
dextrina e dissacarideos ao inibirem a acado da a-glicosidase das vilosidades
intestinais. A inibicdo dessa enzima retarda a absorgdo dos carboidratos e
assim reduz a hiperglicemia pés-prandial (DAVIS & GRANNER, 2003).

Os medicamentos que diminuem a resisténcia periférica a insulina atuam
estimulando a captagéo de glicose pelo musculo e tecido adiposo, e reduzindo
a liberacado de glicose pelo figado. Pertencem a este grupo as biguanidas
(metformina) e glitazonas. A metformina atua principalmente no figado,
reduzindo a liberacdo hepatica de glicose e secundariamente nos musculos e
tecido adiposo, diminuindo a resisténcia a acao da insulina. Ja as glitazonas
agem preponderantemente nos musculos e tecido adiposo e reduzem a
liberacao de glicose pelo figado, embora em menor escala que as biguanidas
(VELLOZO & PIMAZONI, 2008). A metformina é a mais utilizada das

biguanidas, sendo anti-hiperglicémica, mas ndo hipoglicemiante. Administrada
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isoladamente ou em combinagdo com uma sulfoniluréia, melhora o controle
glicémico e as concentragdes de lipidios (DAVIS & GRANNER, 2003).

As sulfonildreias atuam aumentando a liberagédo de insulina pelas células
B pancreaticas e reduzindo a depuragao hepatica de insulina. As Repaglinidas

e as Nateglinidas induzem a secrecao de insulina. Sulfoniluréias, Repaglinidas

e Nateglinidas bloqueiam os canais de K+ dependentes de ATP nas células 3
do pancreas, levando a uma despolarizagdo da membrana e influxo de Ca®*
promovendo a secregdo de insulina (DAVIS & GRANNER, 2003). Os
secretagogos de insulina podem ser de curta duragdo, como as glinidas para
uso prandial, com duracao aproximada de 2 horas, e as sulfonilreias, para
cobertura insulinica por periodos de 12 a 24 horas (VELLOZO & PIMAZONI
NETTO, 2008).

Existem novas abordagens terapéuticas no tratamento da DM tipo 2. As
Tiazolidinodionas s&o agonistas seletivos de um fator de transcricao
denominado receptor nuclear proliferador ativado dos peroxissomo y (PPARYy),
que levam ao aumento da expressao dos transportadores intracitoplasmaticos
de glicose (GLUTs) (CHAVES & ROMALDINI, 2002). Esses farmacos ligam-se
ao PPARYy, que por sua vez ativa genes responsivos a insulina, que regulam o
metabolismo dos carboidratos e lipidios.

Novo conceito no tratamento do DM tipo 2 envolve os farmacos
incretinomiméticos e inibidores da enzima DPP-IV. As incretinas sdo hormdnios
secretados pelas células enddcrinas localizadas no epitélio do intestino
delgado. Os dois horménios principais sdo o GLP-1 (Glucagon Like Peptide-1)

e o GIP (Glucose-dependent Insulinotropic Peptide) (TAMBASCIA et al., 2008).
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Na patogenia do DM tipo 2 o GLP-1 € o mais importante. Os niveis de
GLP-1 sao baixos no estado de jejum e aumenta apds ingestao de refeicao rica
em carboidratos e lipideos. Este horménio exerce importante agdo sobre as
células B pancredticas ao estimular a liberagcdo de insulina dependente de
glicose e reduzir a secrecao de glucagon. Paralelamente, inibe o esvaziamento
gastrico e a ingestdao de alimentos (Fig. 4.4) (DRUCKER, 2003; CHACRA,

2006).
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Fonte: TAMBASCIA et al, 2008.

Figura 4.4: Acoes do GLP-1 nos diversos 6rgaos.
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A enzima DPP-IV inativa o GLP-1 em questdo de minutos. A inibicao
dessa enzima aumenta a vida média do GLP-1 para algumas horas,
aumentando assim a ac¢ao benéfica no organismo (TAMBASCIA et al., 2008).

Farmacos agonistas do receptor de GLP-1 e inibidores da enzima
DPP-IV tem demonstrado resultados promissores em estudos clinicos para o
tratamento da DM tipo 2 (DRUCKER, 2003). A exenatida, um agonista do
receptor de GLP-1, é o primeiro incretinomimético aprovado para uso clinico
em alguns paises, inclusive no Brasil (TAMBASCIA et al., 2008).

Se a monoterapia ndo for suficiente para alcancar o controle glicémico
recomenda-se iniciar a terapia combinada, onde geralmente séo utilizados
farmacos que exercem mecanismos de acdo complementares. Se o tratamento
combinado n&o atingir os niveis glicémicos desejados, deve-se entdo iniciar a
terapia com insulina (KOSKI, 2006; KIMMEL & INZUCCHI, 2005).

Durante a terapia do paciente diabético, deve-se ficar atento a possiveis
ocorréncias de interagdes farmacoldgicas. No uso de clorpropamida com
alopurinol, deve-se ficar atento, pois ambos causam efeitos toxicos hepaticos e
renais. O alopurinol prolonga a meia vida da clorpropamida. Assim, pacientes
que recebem os dois farmacos (especialmente os portadores de insuficiéncia
renal) devem ser observados em relagcao a sinais de hipoglicemia excessiva
(FONSECA, 2000).

Pacientes com deficiéncia de vitamina B, tem diminuicdo da absorcao
de metformina, por interferéncia com o fator intrinseco no ileo (OGA & BASILE,

1994).
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1.4. Plantas com atividade hipoglicemiante

Muitas espécies de plantas tém sido usadas etnofarmacologicamente ou
experimentalmente para tratar dos sintomas da DM. A maioria das plantas que
sao utilizadas como antidiabéticas, ao serem avaliadas farmacologicamente,
demonstraram ter atividade hipoglicemiante (NEGRI, 2005). Dados
etnobotanicos relatam que cerca de 800 plantas com potencial antidiabético
tiveram resultados positivos em ensaios experimentais (CARVALHO, DINIZ &
MUKHERJEE, 2005). Os constituintes quimicos destas espécies podem ser
utilizados como modelos para novos agentes hipoglicemiantes (NEGRI, 2005).

O mecanismo de agao pelos quais as plantas reduzem a taxa de glicose
do sangue pode ser atribuido aos seguintes fatores: aumento da liberagéo de
insulina através da estimulacdo das células B do péancreas; resisténcia aos
horménios que aumentam a taxa de glicose; aumento do numero e da
sensibilidade do sitio receptor de insulina; diminuicdo da perda de glicogénio;
aumento do consumo de glicose nos tecidos e 6rgaos; eliminagéo de radicais
livres; resisténcia a peroxidagao de lipideos; correcao da desordem metabdlica
causada em lipideos e proteinas e estimulo ao aumento da microcirculagao do
sangue no organismo (NEGRI, 2005).

Algumas plantas associadas ao tratamento da DM sao consideradas
toxicas. Sao relatados muitos efeitos tdxicos causados por plantas, os quais
podem resultar em hipoglicemia, tais como, hepatotoxicidade e bloqueio -
adrenérgico (NEGRI, 2005).

Dentre as inumeras plantas utilizadas no tratamento da DM que ja foram

avaliadas em estudos in vivo destaca-se as espécies do género Bauhinia, que
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tem sido amplamente estudadas quanto a atividade hipoglicemiante. A
decoccao das folhas da espécie B. divaricata, conhecida no México como
“pezuna de vaca”, causou efeito hipoglicémico moderado em coelhos normais.
Ja a infusdo a 20% das folhas secas de B. candicans reduziu em 39% a
glicemia induzida pelo aloxano, estando este efeito relacionado a presenca do
alcaléide trigonelina (SILVA & CECHINEL FILHO, 2002).

A espécie B. forficata é a que apresenta maior numero de estudos
quanto a atividade hipoglicemiante. E considerada, muitas vezes, pela
comunidade rural, como “pata-de-vaca” verdadeira e vem sendo muito usada
na forma de chas e outras preparagoes fitoterapicas, uma vez que esta planta
ja estéa disponivel no mercado farmacéutico. A infusdo preparada com as folhas
da B. forficata ndo apresentou efeito hipoglicemiante em pacientes com
glicemia normal e em pacientes diabéticos tipo 2. Ja quando se analisou a agao
hipoglicemiante do decocto da planta (150 g/L de agua), imitando-se o uso na
medicina popular, através da administragéo oral crénica em ratos diabéticos, os
animais mostraram uma melhoria no metabolismo de carboidratos, verificado
pelos menores niveis de glicemia e glicosuria. Os resultados destes e de varios
outros estudos sdo contraditérios e podem ser devidos a aspectos, relativos a
espécie vegetal, ndo levados em consideragdo nas investigagdes, como 0s
fatores ambientais (tipo de solo, clima) e sazonais, o que pode causar
mudancas nos constituintes quimicos da espécie (SILVA & CECHINEL FILHO,

2002).
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O extrato aquoso de Plantago ovata reduziu a hiperglicimeia de ratos
diabéticos induzidos por estreptozotocina, via inibicdo da absor¢cao de glicose
intestinal (HANNAN et al., 2006).

Os bioflavono6ides também exercem efeitos sobre a glicemia. O interesse
na aplicacdo desses flavondides e seus derivados (glicosideos) no tratamento
e prevencao de diabetes vem aumentando (CAZAROLLI et al., 2006). A rutina
reduziu a glicemia e hemoglobina glicosilada em ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina (KAMALAKKANNAN & PRINCE, 2006).

As isoflavonas atuam no combate a DM (ANJO, 2004). A quercetina,
quando administrada a coelhos hiperlipidémicos, reduziu o colesterol
plasmatico em 35,07% (LIMA, OLIVEIRA & NAGEM, 2003). A rutina aumentou
em 74,28% a atividade in vitro da lipase pancreatica,indicando possivel
mecanismo na redugao dos niveis de triacilglicerol (LIMA et al., 1999).

Na avaliagdo dos flavondides baicaleina, morina, naringenina, naringina,
quercetina e rutina em ratos hiperlipidémicos, a quercetina e rutina, na dose de
5,0 mg, tiveram os melhores resultados na reducdo dos niveis de colesterol
(OLIVEIRA et al., 2002a).

A rutina reduziu estatisticamente o colesterol plasmatico de coelhos
(OLIVEIRA et al., 2004). A administragao de rutina, por 28 dias, a coelhos nao
evidenciou efeitos hepato e nefrotdxicos (LOPES et al.,2005).

Em coelhos diabéticos, induzidos por aloxano, o propdlis, na dose de

150 mg por 28 dias,reduziu a glicemia em 22,69% (OLIVEIRA et al., 2002b).
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1.5. Principais aspectos dos coelhos utilizados no experimento

O coelho apresenta estbmago e ceco bastante desenvolvidos, bem
adaptados a digestao de forragens e cereais, com capacidade de conter cerca
de 80% da digesta. Um coelho adulto alimenta-se aproximadamente 20 a 40
vezes ao dia, ingerindo cerca de 1,08 g de alimento por minuto (LEBAS, 1985).

Em comparacdo com outros herbivoros ndo ruminantes, o coelho é
pouco eficiente na digestao de fibras (CHEEKE, 1995).

Os processos digestivos iniciam-se no momento da ingestdo dos
alimentos. Os carboidratos s&o absorvidos em forma de agucares e as enzimas
digestivas sédo secretadas pelo pancreas, intestino delgado e mucosa intestinal
(CHEEKE, 1995).

Os coelhos podem aproveitar com maior eficiéncia os alimentos vegetais
através da coprofagia, onde eles ingerem parte do material fecal, chamados de
fezes moles, ou cecotrofos, que sdo produzidos a partir da fermentacao cecal
(FERREIRA, 1987; NOGUEIRA, 1989).

Os modelos mais utilizados para avaliacdo in vivo da atividade
antidiabética s&o animais tratados com aloxano ou estreptozotocina (NEGRI,
2005).

O aloxano € um agente diabetogénico seletivo na destruicdo das células
B do pancreas. E um composto hidrofilico derivado da pirimidina (ELSNER et
al., 2002).

O mecanismo da acdo citotdéxica ocorre através da producdo de
espécies reativas de oxigénio e aumento na concentracdo de calcio citosélico

(SZKUDELSKI, 2001). As espécies reativas de oxigénio sdo produzidas na
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presenca de agentes redutores, tais como a glutationa e a cisteina (ELSNER et

al., 2002).

2. OBJETIVO
Avaliar a atividade hipoglicemiante do extrato hidroalcodlico das folhas

de C. verticillata verticillata.

2.1. Objetivos especificos

e Pesquisar um novo fitoterdpico a base de C. verticillata verticillata para o
tratamento da DM.

e Testar as capsulas contendo o extrato hidroalcodlico das folhas de C.
verticillata verticillata.

e Dosar os parametros sanguineos glicose, insulina, triacilglicerol,
colesterol total, colesterol HDL, AST, ALT, proteinas totais, albumina,
fosfatase alcalina, uréia, creatinina, acido urico e cortisol para verificar o
efeito do fitoterapico a base de C. verticillata verticillata.

e Realizar o hemograma completo para acompanhar o efeito do

fitoterapico a base de C. verticillata verticillata.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Preparacao das capsulas

Para administracdo aos coelhos durante o experimento, foram feitas
capsulas com o extrato hidroalcodlico liofilizado das folhas de C. verticillata

verticillata nas doses de 4,5 mg/Kg e 13,5 mg/Kg, que corresponde a dose de
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uso popular (Vasconcelos et al, 2007) e trés vezes o valor dessa,
respectivamente.

Na manipulagéo (Fig. 4.5) foram utilizadas capsulas de tamanho n® 4 e
como excipiente o talco farmacéutico. A densidade aparente do extrato vegetal
foi de 0,628 mg/mL e do talco farmacéutico de 0,551 mg/mL. Esses valores
foram utilizados para se calcular a massa de extrato e talco farmacéutico
necessarios na manipulacao das capsulas contendo 9,0 mg (4,5 mg/Kg) (dose
1) e 27,0 mg (13,5 mg/Kg) (dose 2). O peso médio dos animais foi de

aproximadamente 2,0 Kg.

Figura 4.5: Manipulacdo das capsulas com o extrato de C. verticillata supsp.

verticillata.

No controle de qualidade da manipulagdo das capsulas foi realizada a

determinacao de peso médio de capsulas duras, de acordo com a metodologia

V.1.1, e a determinacdo do tempo de desintegracdo, de acordo com a
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metodologia V.1.4.1, ambas descritas na Farmacopéia Brasileira IV edicdo

(1988).

3.2. Animais

Os animais utilizados foram fornecidos pelo setor de Cunicultura do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa. Utilizou-se 24
coelhos da raca Nova Zelandia, albinos, com idade de 55 dias.

Durante o experimento, os animais foram mantidos na area experimental
do Laboratério de Biofarmacos da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Eles
ficaram em gaiolas individuais (Fig. 4.6), com temperatura na faixa de 22 a

24°C e um fotoperiodo de 12 horas.

Figura 4.6: Coelho da raga Nova Zelandia.
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3.3. Periodo de adaptacao
Durante os primeiros cinco dias os coelhos ficaram em processo de
adaptacdo na éarea experimental, recebendo 120,0 g de ragdo comercial

peletizada (Soma alimentos) e agua ad libitum.

3.4. Inducao da diabetes

No quinto dia os animais foram pesados e submetidos a jejum de 24
horas para inducéo da diabetes.

A inducao foi realizada com injecdo intraperitoneal de aloxano (Sigma)
120 mg/Kg (Fig 4.7). O aloxano foi preparado na concentragdo de 50 mg/mL,
em solugéo salina (NaCl 0,9%) injetavel. Foram utilizadas seringas de 5 mL e
agulhas de 25X7 mm. O volume administrado foi calculado de acordo com o

peso de cada animal.

Figura 4.7: Administracado intraperitoneal de aloxano 120 mg/Kg nos coelhos.
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Em 18 animais, que fizeram parte dos grupos com diabetes, foi
administrado a dose de aloxano. Em 6 animais, que pertenceram ao grupo
normal, foi administrado apenas solucdo salina (NaCl 0,9%), também por via
intraperitoneal, a fim de se promover o0 mesmo estresse dos outro animais.

Todos os animais receberam, 4, 8 e 12 horas ap6s a inducao, 10 mL de
solucédo saturada de glicose, por via oral, a fim de se evitar a morte por

hipoglicemia.

3.5. Organizacao dos grupos experimentais

Oito dias apds a inducdo da diabetes com aloxano, foram retiradas
amostras de sangue dos animais pela veia marginal da orelha, em tubo
contendo os anticoagulantes fluoreto de potassio e sal de EDTA, para a
determinacgao da glicemia.

Os animais que apresentaram glicemia superior a 180 mg/dL foram
separados aleatoriamente nos grupos experimentais 2 a 6. Os animais que nao
foram submetidos a indugdo com o aloxano ficaram no grupo 1. A organizagao

dos grupos experimentais esta demonstrada na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2: Grupos de coelhos utilizados nos testes de avaliagdo da atividade

hipoglicemiante do extrato hidroalcodlico das folhas de C. verticillata verticillata.

Grupo de coelhos (n=6) Caracteristicas dos animais
G1 Com diabetes, no tratado
G2 Grupo normal
G3 Com diabetes, tratado com a dose de 4,5 mg/Kg
G4 Com diabetes, tratado com a dose de 13,5 mg/Kg

3.6. Periodo de tratamento

O tratamento foi realizado num periodo de 28 dias. De acordo com o
grupo experimental, os animais receberam as cépsulas, todos os dias no
mesmo horario. Apdés 30 minutos da administracdo do medicamento foi
fornecido 120 g de rag&o a cada animal. O fornecimento de agua durante todo

o periodo foi ad libitum.

3.7. Dosagens de parametros sanguineos

Os parametros sanguineos glicose, triacilglicerol, colesterol total,
colesterol HDL, AST, ALT, proteinas totais, albumina, fosfatase alcalina, uréia,
creatinina e acido Urico foram dosados utilizando os kits da Bioclin - Quibasa e
o Equipamento Multiparamétrico de Bioquimica - Alizé. A insulina e o cortisol
foram dosados com os kits Beckman Coulter no equipamento Access. O
hemograma completo foi realizado no contador eletrénico Coulter, marca

Humacount (902.405).
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A coleta de sangue foi feita no tempo 0, 14 e 28 dias de tratamento. O
sangue foi coletado na veia marginal da orelha. Para a dosagem de glicose no
plasma foi utilizado tubo contendo fluoreto, que inibe as enzimas da via
glicolitica, e assim inibe o consumo da glicose apos a coleta, evitando valores
de glicemia inferiores ao normal. As demais dosagens bioquimicas foram
realizadas em plasma heparinizado, sendo a coleta feita em tubo com
heparina. O sangue utilizado na realizacao do hemograma foi coletado em tubo
contendo sal de EDTA 10%, a fim de se evitar a coagulacdo sanguinea e a
consequente interferéncia nos parametros como, por exemplo, diminuicao do

nuamero de plaquetas na hora da realizagdo do exame.

3.8. Eutanasia

No fim do periodo de tratamento os animais foram eutanasiados
utilizando-se Xilazina (5 mg/Kg) e Cetamina (20 mg/Kg) por via intramuscular e
posterior pungédo cardiaca para coleta de sangue utilizado nas dosagens dos

parametros sanguineos.

3.9. Estatistica
Os dados foram analisados pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de

Tukey e Dunnet.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No controle de qualidade do processo de manipulacdo das capsulas

contendo o extrato seco, nenhuma das capsulas excedeu o valor do peso
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médio £ 10 %, ou seja, 14,93 mg + 10 % para a dose de 4,5 mg/Kg e 17,06 mg
+ 10 % para a dose de 13,5 mg/Kg, estando assim de acordo com o
preconizado pela Farmacopéia Brasileira IV edicdo (1988). Esse resultado
confirma a homogeneidade da dose nas capsulas utilizadas, garantindo a dose
individual correta.

O tempo de desintegracao das capsulas foi de 4,0 min para a dose de
9,0 mg e 5,0 min para a dose de 27,0 mg. De acordo com a Farmacopéia
Brasileira IV edicdo (1988), o tempo de desintegracdo para capsulas duras
deve ser inferior a 45,0 min, assim os valores encontrados estdo de acordo
com o preconizado e isso demonstra que esta ocorrendo a desintegracdo da
capsula e a liberagao do principio ativo no momento do teste in vivo.

A avaliagdo da atividade hipoglicemiante de C. verticillata verticillata foi
realizada através das dosagens dos parametros bioquimicos e hematologicos

dos coelhos com diabetes induzida por aloxano.

Tabela 4.3: Valores médios de glicose (+ desvio padrdo) no plasma de coelhos
aos 0, 14 e 28 dias de tratamento com Cissus verticillata verticillata.

Glicose (mg/dL)

Tempo 0 Tempo 14 Tempo 28
Grupo Média + dp % var. Média + dp % var. Média + dp % var.
G1 345+ 25 A 0 387 +4 A 0 455+ 13 A 0
G2 136 £t6B -61* 101+4C -74* 105+6C -77*
G3 332+45A -4 312+ 60 AB -19 297 +45B -35*
G4 360 £ 60 A +4 227 £+ 22 BC -41* 184 +16 C -60*

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Grupo com
diabetes, nado tratado; G2: Grupo normal; G3: Grupo com diabetes, tratado com a dose de 4,5
mg/Kg e G4: Grupo com diabetes,tratado com a dose de 13,5 mg/Kg.

De acordo com os resultados mostrados na Tabela 4.3, p6de-se verificar

que os animais do grupo 3 tiveram reducao de 35% na glicemia aos 28 dias de
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tratamento. Ja os animais do grupo 4 tiveram reduc¢ao de 60% na glicemia, com
os niveis de glicose plasmaticos reduzindo de 360,0 para 184,0 aos 28 dias.

Observou-se também que, durante todo o periodo experimental, o
tratamento com a dose de 13,5 mg/Kg propiciou uma melhor resposta na
reducao dos niveis de glicose, sendo que aos 28 dias de tratamento a glicemia
do grupo 4 nao diferia estatisticamente do grupo normal (G2).

A glicemia do grupo com diabetes, nao tratado (G1) estava 74% maior
aos 14 dias e 77% aos 28 dias quando comparado ao grupo normal (G2).

A dose de 4,5 mg/Kg, que € a dose de uso popular (VASCONCELQOS et
al., 2007)., promoveu redugédo na glicemia. Entretanto, a dose de 13,5 mg/Kg,
que é 3 vezes maior, foi mais eficiente tanto no tempo de tratamento
necessario para que comecgasse a ocorrer a redugdo na glicemia como na
porcentagem de diminuigdo da glicemia dos coelhos.

A atividade hipoglicemiante de C. verticillata verticillata encontrada
nesse estudo pode ser explicada pela presenca de flavondides no extrato,
dentre eles a rutina, que foi identificada por CLAE. A administracdo oral de
rutina a ratos diabéticos, induzidos por estreptozotocina, reduziu
significativamente os niveis plasmaticos de glicose e hemoglobina glicosilada
(KAMALAKKANNAN & PRINCE, 2006).

Os extratos brutos das folhas de Brickellia veronicaefolia produziram
efeito hipoglicemiante em ratos diabéticos induzidos por aloxano e a partir do
extrato foi isolada a 5,7,3’-triidroxi-3,6,4’-trimetoxiflavona, a qual produziu um
efeito hipoglicémico significativo, porém menos efetivo do que a tolbutamida

(PEREZ et al., 2000). Os flavondides encontrados no extrato aquoso de Ajuga
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iva apresentaram atividade hipoglicemiante (HILALY & LYOUSSI, 2002), assim
como os flavondides rutina e isoquercetina encontrados no extratao aquoso de
Phyllanthus sellowianus (HNATYSZYN et al., 2002).

Os esterdides e os flavondides encontrados no extrato metandlico das
sementes de Punica granatum também apresentaram atividade hipoglicemiante
(DAS et al.,, 2001). Trés derivados de canferol glicosilados isolados do extrato
aquoso e butandlico das partes aéreas de Equisentum myriochaetum
exerceram atividade hipoglicemiante em ratos que tiveram diabetes induzida
por estreptozotocina (ANDRADE-CETTO & WIEDENFELD, 2001).

As antocianinas compreendem um grupo de pigmentos de plantas do
tipo flavondide. Essas substancias sdo encontradas nos vacuolos das plantas e
suas cores dependem do pH, de substituicbes no anel B e de suas
copigmentagdes com outros flavondides e acidos fendlicos. A presenca dessa
substancia em C. verticillata foi descrita por GARCIA et al. (1999). Na avaliacéo
da atividade hipoglicemiante em coelhos diabéticos induzidos por aloxano, a
antocianina promoveu a queda dos niveis de glicose, com reducgdes de 10,78%
aos 7 dias, 10,54% aos 14 dias, 17,33% aos 21 dias e 28,09% aos 28 dias
(OLIVEIRA et al., 2002b).

A presenga de compostos fendlicos no extrato de C. verticillata
verticillata confirmada, nesse estudo, pela reacdo com o reagente de Folin-
Ciocalteu, também pode ter atuado na atividade redutora dos niveis de glicose
sanguinea dos grupos. Substancias fendlicas como o &cido isoferulico extraido
do rizoma da Cimicifuga dahurica apresentou atividade hipoglicemiante in vivo

(LIU et al, 1999). Polifen6is como a galocatequina, epicatequina,
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epigalocatequina e o0 galato de epigalocatequina possuem atividade
antidiabética (NEGRI, 2005).

A presenca de alcaldides na espécie C. verticillata pode explicar o efeito
hipoglicemiante. O alcaléide multiflorina, isolado de plantas leguminosas,
exerce efeito hipoglicemiante. Derivados da criptolepina, um membro da familia
dos alcal6ides indoloquinolinas, possuem atividade hipoglicemiante (NEGRI,

2005).

Tabela 4.4: Valores médios de insulina (+ desvio padrdo) no plasma de
coelhos aos 0, 14 e 28 dias de tratamento com Cissus verticillata verticillata.

Insulina (ulU/mL)

Tempo 0 Tempo 14 Tempo 28
Grupo Média + dp % var. Média + dp % var. Média + dp % var.
G1 0,50+0,12A 0 0,50+ 0,15 A 0 0,50+ 0,12 A 0
G2 2,11+0,49B +321* 1,63 +0,69 A +226 1,45+ 0,30 B +190*
G3 0,50+0,12A 0 0,47 £ 0,09 A -7 0,45+0,10 A -11
G4 0,50+0,15A 0 0,39+ 0,08 A -22 0,33+ 0,08 A -35

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significAncia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Grupo com
diabetes, nado tratado; G2: Grupo normal; G3: Grupo com diabetes, tratado com a dose de 4,5
mg/Kg e G4: Grupo com diabetes,tratado com a dose de 13,5 mg/Kg.

Como apresentado na Tabela 4.4, o grupo normal (G2) foi 0 que teve os
maiores valores de insulina, estando 321, 226 e 190% maior do que 0 grupo
com diabetes, nao tratado nos tempos 0, 14 e 28 dias respectivamente. Esse
resultado demonstra que as células B foram destruidas nos grupos G1, G2 e
G3, que foram os grupos que receberam aloxano por via intraperitoneal. A
pequena quantidade de insulina que foi dosada no plasma é, possivelmente
devido a producdo do trato gastrointestinal, que também contém células

produtoras de insulina (MOTTA, 20083).
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Os valores plasmaticos de insulina dos coelhos ndo tiveram alteragbes
estatisticamente significativas nos grupos tratados com as doses de 4,5 mg/Kg
(G3) e 13,5 mg/Kg (G4) quando comparados ao grupo com diabetes, nao
tratado (G1).

Nenhuma das doses testadas do extirato promoveu aumento na
concentracdo plasmatica de insulina dos coelhos, indicando que nao é a
estimulacao da liberacdo de insulina o mecanismo de acao pelo qual o extrato
de C. verticillata verticillata diminui as taxas de glicose (NEGRI, 2005).

O extrato pode ter reduzido a glicemia através do aumento no numero e
na sensibilidade do sitio receptor de insulina, da diminuicdo da degradagao de
glicogénio, ou aumento da produgdo do glicogénio. Entretanto, ndo se pode
deduzir qual mecanismo ou mecanismos promoveu a reducdo da glicemia
(NEGRI, 2005; PEPATO et al.,2003).

Flavondides, entre eles a rutina, podem estimular os efeitos da insulina
nas células através do mecanismo de segundo mensageiro (por exemplo
influenciando a proteina fosfofrutoquinase), e se ligar aos receptores de
insulina, promovendo assim reducédo da glicemia (HAVSTEEN, 2002).

A insulina é um horménio anabdlico que estimula a captagéo de glicose
pelos tecidos adiposo e muscular, promove a conversao de glicose a glicogénio
(glicogenose) ou em gordura para o armazenamento, inibe a producéo
(gliconeogénese) e liberacao (glicogendlise) de glicose pelo figado. Também
estimula a sintese de proteinas, lipidios e colesterol e inibe o desdobramento
protéico (protedlise), cetogénese, lipdlise e a oxidagcdo dos acidos graxos

(MOTTA, 2003).
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Os flavondides kaempherol-3-a-raminosideo e  quercetina-3-a-
raminosideo foram submetidos a ensaios in vitro para avaliar o efeito na
sintese do glicogénio. Diferentemente da insulina, que foi utilizada como
controle positivo, os flavondides testados ndo estimularam a sintese do

glicogénio (BELTRAME et al., 2001).

Tabela 4.5: Valores médios de cortisol (+ desvio padrdo) no plasma de coelhos
aos 0, 14 e 28 dias de tratamento com Cissus verticillata verticillata.

Cortisol (pmol/L)

Tempo 0 Tempo 14 Tempo 28
Grupo Média + dp % var. Média = dp % var. Média = dp % var.
G1 >1624962 0 >1624962 0 >1624962 0
G2 >1624962 0 >1624962 0 >1624962 0
G3 >1624962 0 >1624962 0 >1624962 0
G4 >1624962 0 >1624962 0 >1624962 0

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Grupo com
diabetes, nao tratado; G2: Grupo normal; G3: Grupo com diabetes, tratado com a dose de 4,5
mg/Kg e G4: Grupo com diabetes,tratado com a dose de 13,5 mg/Kg.

De acordo com a Tabela 4.5, com o método utilizado na dosagem, os
valores plasmaticos de cortisol, dos coelhos tratados com o extrato de C.
verticillata verticillata, nao foram diferentes entre os grupos e néo sofreram
alteracdes durante o experimento. Mesmo com diluigdo excessiva do plama,
nao se chegou a um valor mensuravel pela curva padréao.

O cortisol, quando esta elevado na circulacdo sanguinea, leva ao
aumento nas concentracdes plamaticas de glicose, o que pode interferir nos
resultados de glicemia.

Em situacbes de hipoglicemia, o cortisol e o glucagon estimulam o

aumento de glicose. Em situagdes de estresse o nivel de cortisol € elevado,
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levando a aumento de glicose. Neste estudo o nivel de cortisol foi acima de

1.624.962 pmol/L.

Tabela 4.6: Valores médios de colesterol total (+ desvio padrdo) no plasma de
coelhos aos 0, 14 e 28 dias de tratamento com Cissus verticillata verticillata.

Colesterol total (mg/dL)

Tempo 0 Tempo 14 Tempo 28
Grupo Média = dp % var. Média £ dp % var. Média = dp % var.
G1 77,85+£2,24 A 0 64,35 £2,65A 0 62,50 £ 1,11 A 0
G2 71,68 £3,82 A -28 59,50 £ 3,29 A -8 55,38 £ 3,64 A -12
G3 60,73 £7,87 A -22 58,48 +4,75 A -9 66,98 + 6,44 A +7
G4 95,9 +10,73 A +19 53,93 £3,26 A -16 93,06 +4,83 B +48*

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Grupo com
diabetes, nado tratado; G2: Grupo normal; G3: Grupo com diabetes, tratado com a dose de 4,5
mg/Kg e G4: Grupo com diabetes,tratado com a dose de 13,5 mg/Kg.

De acordo com os resultados obtidos os teores de colesterol total foram
maiores para o grupo 4 (+48%) (Tab. 4.6), entretanto apesar de nao ter
ocorrido reducao nos niveis de colesterol, eles ndo estavam elevados.

O extrato aquoso de C. verticillata administrado a ratos diabéticos, por
quatro semanas, elevou os niveis de colesterol e triglicerideos plasmaticos
(BELTRAME et al., 2002).

Os flavondides apresentaram efeito na reducdo nos niveis sanguineos
de colesterol total e triacilglicerdis. Este efeito pode ser explicado, em parte,
pelo aumento da atividade da enzima lecitina colesterol aciltransferase (LCAT),
enzima presente na superficie das lipoproteinas de alta densidade (HDL), que
converte o colesterol presente em quilomicrons, lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL), LDL e tecidos periféricos em ésteres de colesterol,
transportando-os para o figado para serem metabolizados, reduzindo assim os

niveis de colesterol sangiineo (SILVA et al., 2001).
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Tabela 4.7: Valores médios de HDL colesterol (+ desvio padrdo) no plasma de
coelhos aos 0, 14 e 28 dias de tratamento com Cissus verticillata verticillata.

HDL colesterol (mg/dL)

Tempo 0 Tempo 14 Tempo 28
Grupo Média + dp % var. Média + dp % var. Média + dp % var.
G1 36,45+ 1,13 A 0 36,23 £ 0,62 A 0 23,83+ 0,75 AB 0
G2 36,03 £ 1,54 A -1 29,63 +1,52B -18* 28,30 £ 2,16 A +18
G3 24,45 +0,63 B -33* 25,75+0,98 B -28* 18,75+1,32B -21*
G4 34,08 £2,97 A -7 27,93 +1,66 B -23* 28,89 +1,93 A +21

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significAncia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Grupo com
diabetes, nao tratado; G2: Grupo normal; G3: Grupo com diabetes, tratado com a dose de 4,5
mg/Kg e G4: Grupo com diabetes,tratado com a dose de 13,5 mg/Kg.

De acordo com os resultados descritos na Tabela 4.7, a dose de 13,5
mg/Kg aos 28 dias foi capaz de aumentar o HDL colesterol em 21%, o que &
uma vantagem, pois o colesterol-HDL transporta o colesterol da circulacao para
o figado, onde ele é metabolizado (LIMA, OLIVEIRA & NAGEM, 2003).

Os flavondides e alguns corantes naturais tém apresentado
propriedades farmacolégicas que sdo benéficas na prevencdo dos processos
de aterosclerose e outras desordens do metabolismo lipidico (LIMA et al.,

1999).

Tabela 4.8: Valores médios de triglicerideos (+ desvio padrdo) no plasma de
coelhos aos 0, 14 e 28 dias de tratamento com Cissus verticillata subsp.
verticillata.

Triglicerideos (mg/dL)

Tempo 0 Tempo 14 Tempo 28
Grupo Média + dp % var. Média + dp % var. Média + dp % var.
G 228,12 +4,94 A 0 564,00 £10,11A 0 621,66 + 26 A 0
G2 143,32 +7,25B -37* 76,65 +6,74 B -87* 77,78 £5,57 C -87*
G3 90,90+1,76 C -60* 171,98 +32,82C -70* 203,95+ 39B -67*
G4 79,92+547C -65* 51,48 +3,01C -91* 177,32 £+ 20 BC -72*

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Grupo com
diabetes, nao tratado; G2: Grupo normal; G3: Grupo com diabetes, tratado com a dose de 4,5
mg/Kg e G4: Grupo com diabetes,tratado com a dose de 13,5 mg/Kg.

De acordo com os resultados obtidos na Tabela 4.8, observou-se que o

nivel de triglicerideos no grupo 3, reduziu em 70% aos 14 dias e 67% aos 28
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dias. O tratamento do grupo 4 reduziu 91% aos 14 dias e 72% aos 28 dias.
Observou-se que um aumento na dose foi mais eficaz na reducao deste
parametro sanguineo. Este resultado é favoravel a pacientes diabéticos e a
pacientes hipertrigliceridémicos.

Os triglicerideos sao hidrolisados pela enzima lipase e, considerando
que a rutina aumenta a atividade da lipase em 74,28%, pode-se deduzir que a
reducdo nos niveis sanguineos de triglicerideos seja devido a presenca da
rutina no extrato e que o mesmo pode atuar reduzindo a hipertrigliceridemia em
animais testados. Na diabetes sabe-se que, ao diminuir a producao de insulina,
ocorre reducdo na atividade da lipase, que é a enzima que hidrolisa o
triacilglicerol (LIMA, OLIVEIRA & NAGEM, 2003).

VIANA et al. (2004) também relataram diminui¢do significativa nos niveis
de triglicerideos de ratos diabéticos, induzidos por aloxano, tratados com o
extrato aquoso de C. verticillata.

O composto fendlico bacuquiol isolado do extrato de Otholobium
pubenscens reduziu significativamente a taxa de glicose e ftriglicerideos no

sangue (KRENISKY et al., 1999).

Tabela 4.9: Valores médios de Albumina (+ desvio padrdo) no plasma de
coelhos aos 0, 14 e 28 dias de tratamento com Cissus verticillata verticillata.

Albumina (g/dL)

Tempo 0 Tempo 14 Tempo 28
Grupo Média = dp % var. Média + dp % var. Média = dp % var.
G1 3,53+0,12A 0 3,60 £ 0,05 A 0 3,73+ 0,04 A 0
G2 3,21 £ 0,04 AB -9* 3,13+ 0,06 B -13* 3,60+0,13A -4
G3 2,90 £ 0,07 BC -18* 3,35+ 0,07 AB -7 3,52+ 0,03A -6
G4 2,82+0,08C -21* 3,21+£0,12B -11* 358+0,11 A -4

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significAncia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Grupo com
diabetes, nado tratado; G2: Grupo normal; G3: Grupo com diabetes, tratado com a dose de 4,5
mg/Kg e G4: Grupo com diabetes,tratado com a dose de 13,5 mg/Kg.
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De acordo com os resultados obtidos na tabela 4.9, os tratamentos
reduziram a porcentagem de albumina.

A albumina € uma proteina cuja sintese ocorre no figado e suas fungdes
biol6gicas sao ligacao e transporte de numerosas substancias tais como ions
metdlicos, aminoacidos, horménios, acidos graxos, bilirrubina, enzimas,
metabdlitos ou produtos téxicos. Ela desempenha importante papel na
manutencao da pressdo osmotica devido ao seu peso molecular relativamente
baixo (LIBERATO, 2001).

O figado produz 12 g de albumina/dia, representando 25% do total de
proteinas sintetizadas pelo figado e metade das proteinas secretadas
(RIBEIRO et al., 2006).

A patogénese de doengas vasculares na DM envolve alteracbes no
mecanismo homeostatico como altera¢des na funcao plaquetaria, na funcao
celular endotelial e no balangco homeostético, particularmente das proteinas
plasmaticas envolvidas na coagulagdo. O figado de ratos diabéticos tem
capacidade reduzida para sintetizar e secretar certas proteinas plasméticas,
particularmente albumina. Para manter um balan¢go homeostético na circulacao,
a taxa de catabolismo dessas proteinas deve ser proporcionalmente reduzida
em mamiferos diabéticos (HATTON et al., 1995).

A hipoalbuminemia ocorre na sindrome nefrética, devido a perdas
macicas através dos rins; na diminuicado da capacidade de sintese, nos casos
de insuficiéncia hepatica avangada (cirrose, colangite, figado cardiaco,

hepatites crénicas, neoplasias); no catabolismo exaltado que acompanha a
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DM, a tireotoxicose, os estados febris prolongados e nas hemorragias macicas

(LIMA et al., 1985).

Tabela 4.10: Valores médios de proteinas totais (+ desvio padrdo) no plasma
de coelhos aos 0, 14 e 28 dias de tratamento com Cissus verticillata verticillata.

Proteinas totais (g/L)

Tempo 0 Tempo 14 Tempo 28
Grupo Média = dp % var. Média = dp % var. Média + dp % var.
G1 51,18 £ 1,42 A 0 59,91 £ 1,22 A 0 69,66 + 2,34 A 0
G2 48,82 + 2,25 AB -5 47,05+2,20B -21* 59,25+ 3,29 B -15*
G3 41,55 +£1,90 BC -19* 51,13+ 2,16 AB -15* 57,25+1,86 B -18*
G4 40,00 +£1,84C -22* 50,18 + 3,53 AB -16* 57,78+ 2,10 B -17*

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Grupo com
diabetes, nado tratado; G2: Grupo normal; G3: Grupo com diabetes, tratado com a dose de 4,5
mg/Kg e G4: Grupo com diabetes,tratado com a dose de 13,5 mg/Kg.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4.10, os
tratamentos reduziram a concentracdo de proteinas totais no plasma. O G3
reduziu 15% aos 14 dias e 18% aos 28 dias de tratamento. O G4 aos 14 dias
reduziu 16% e aos 28 dias reduziu 17%.

Estudos indicam a ndo-toxicidade de flavondides em relagédo aos niveis
de proteinas plasmaticas. Ao avaliar os efeitos toxicol6gicos de alguns
flavondides (dentre eles a quercetina) no nivel de proteina total de coelhos
saudaveis, verificou que tais substancias nao provocaram alteracdes
consideraveis no metabolismo protéico desses animais (RIBEIRO et al., 2006).

A quercetina e a rutina apds absorcdo sdo transportadas no plasma
ligadas as proteinas. No figado sdo conjugadas com o glicuronideo e sulfato e
seu tempo de meia vida é de 12 a 19 horas (SCHWEDHELM et al., 2003).

A hiperproteinemia pode significar desidratacdo, enfermidades
monoclonais e enfermidades policlonais cronicas, dentre elas a cirrose

hepéatica. Também indica aumento do volume plasmatico, perda renal de
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proteinas, perda de proteinas pela pele, gota e disturbios da sintese protéica
dentre elas enfermidade hepética ndo — virdtica severa e a insuficiéncia da

funcéo hepatocelular na enfermidade hepéatica cronica (RIBEIRO et al., 2006).

Tabela 4.11: Valores médios de creatinina (+ desvio padrdo) no plasma de
coelhos aos 0, 14 e 28 dias de tratamento com Cissus verticillata verticillata.

Creatinina (mg/dL)

Tempo 0 Tempo 14 Tempo 28
Grupo Média = dp % var. Média + dp % var. Média = dp % var.
G1 1,09 £0,036 A 0 1,88+ 0,05 A 0 1,98+ 0,05 A 0
G2 1,08 + 0,030 A +1 1,06 £0,07 B -44* 1,20 £ 0,06 B -40*
G3 1,00 £ 0,061 A -8 1,25+0,07 B -34* 1,35+ 0,08 B -31*
G4 0,98 £ 0,033 A -10 1,20+ 0,04 B -36* 1,40 + 0,06 B -30*

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Grupo com
diabetes, nao tratado; G2: Grupo normal; G3: Grupo com diabetes, tratado com a dose de 4,5
mg/Kg e G4: Grupo com diabetes,tratado com a dose de 13,5 mg/Kg.

De acordo com os resultados mostrados na Tabela 4.11, os niveis
plasmaticos de creatinina de G3 foi reduzido em 34% aos 14 dias e em 31%
aos 28 dias. No G4, aos 14 dias observou-se diminuicao de 36% e aos 28 dias
de 30%.

A rutina nas doses de 20, 40 e 60 mg, administradas a coelhos por
periodo de 28 dias, ndo promoveu alteragbes significativas nos niveis de
cretinina plasmatica. Esses resultados indicam que a rutina ndo provocou
efeitos nefrotdxicos nos animais testados (LOPES et al., 2005).

A creatinina é o elemento nitrogenado do sangue com concentracao
menos variavel. E um anidro de creatina, que é um derivado da guanina. No
organismo, em condigdes normais, creatina se transforma em creatinina.
Durante a contragdo muscular, a fosfocreatina libera creatina, acido fosforico e
mais 1100 calorias. Durante o repouso, a creatina reverte em fosfocreatina,

obtendo energia da decomposi¢cdo do glicidio no muasculo. A creatinina &
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eliminada do plasma por filtragdo glomerular e n&o é reabsorvida nos tubulos
em grau significativo (LIBERATO, 2001).

A determinagcdo da depuracdo da creatinina enddégena € um teste
conveniente e fornece uma estimativa razoavel da taxa de filtracao glomerular.
Valores aumentados para a depuracado carecem de signifcacao clinica. Erros
na coleta da urina produzem resultados de pouca validade (MOTTA, 2003).

A diminuicdo da depuracao da creatinina € um indicador muito sensivel
da reducdo de taxa de filtragdo glomerular. Isto ocorre em enfermidades
agudas ou cronicas do glomérulo ou em algum dos seus componentes. A
reducédo do fluxo sanguineo do glomérulo diminui a depuragdo da creatinina.

Fenémeno semelhante pode ocorrer na lesdo tubular aguda (MOTTA, 2003).

Tabela 4.12: Valores médios de uréia (+ desvio padréo) no plasma de coelhos
aos 0, 14 e 28 dias de tratamento com Cissus verticillata verticillata.

Uréia (mg/dL)
Tempo 0 Tempo 14 Tempo 28
Grupo Média + dp % var. Média + dp % var. Média + dp % var.
G 16,43 + 1,08 A 0 47,55+ 0,73 A 0 41,53 £ 0,40 A 0
G2 17,72+ 1,29 A +7 24,55 +0,87 B -48* 2492 +1,86 B -40*
G3 29,89 +1,79B +75* 43,44 £ 1,04 A -8 40,20 £ 3,69 A -4
G4 35,56 +2,86 B +116* 43,43+5,10A -8 39,43 £3,47 A -5

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Grupo com
diabetes, nado tratado; G2: Grupo normal; G3: Grupo com diabetes, tratado com a dose de 4,5
mg/Kg e G4: Grupo com diabetes,tratado com a dose de 13,5 mg/Kg.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4.12 os niveis
plasmaticos de uréia de G3 foram reduzidos em 8% aos 14 dias e em 4% aos
28 dias. No G4, observou-se reducao de 8% aos 14 dias e de 5 % aos 28 dias.

Em pacientes com complicagdes diabéticas e em glomerulonefrites a
uréia pode ser elevada. Este parametro nos mamiferos é o principal produto

final do metabolismo protéico. O aumento do teor de uréia no sangue pode ser
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devido a redugdo da elimnagao renal, aumento do catabolismo protéico e
combinacdo destes dois mecanismos. A taxa de uréia se acha reuzida na
insuficiéncia hepatica aguda e necrose hepética (LIMA et al., 1985).

A administragdo do decocto de C. verticillata a ratos diabéticos induzidos
por estreptozotocina diminuiu a quantidade de uréia excretada na urina,
diminuindo a polidria e causando menor desidratacdo e conseqientemente
menor consumo de agua pelos animais. A diminuicao na excregao de uréia na
urina demonstra que ocorreu melhora no metabolismo de proteinas apds o

tratamento com o decocto (PEPATO et al., 2003).

Tabela 4.13: Valores médios de &cido urico (+ desvio padrdo) no plasma de
coelhos aos 0, 14 e 28 dias de tratamento com Cissus verticillata verticillata.

Acido Urico (mg/dL)

Tempo 0 Tempo 14 Tempo 28
Grupo Média + dp % var. Média + dp % var. Média + dp % var.
G 1,12+ 0,003 A 0 0,17 £0,02 A 0 0,45+0,01 A 0
G2 0,66 +0,127 B -41* 0,45+0,10 B +164* 0,32+0,03 B -29*
G3 0,43 £0,036 B -23* 0,16 £0,03 A -6 0,14+0,02 C -79*
G4 0,40 +,0554 B -27* 0,15+0,02 A -12 0,23 +0,04 BC -49*

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Grupo com
diabetes, nao tratado; G2: Grupo normal; G3: Grupo com diabetes, tratado com a dose de 4,5
mg/Kg e G4: Grupo com diabetes,tratado com a dose de 13,5 mg/Kg.

De acordo com os resultados mostrados na Tabela 4.13, observou-se
que aos 28 dias houve uma redugao de 79% para o G3 e de 49% no G4.

A rutina nas doses de 20, 40, 60 mg administradas a coelhos por 28
dias, ndo causaram alteragdes renais consideradas prejudiciais, pois ocorreram
pequenas variagées nas concentragdes de uréia e acido urico (LOPES et al.,
2006).

O aumento da uricemia pode ocorrer por reducao da excrecao renal ou

pelo excesso de producdo. Os valores aumentados s&o observados em todas
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as formas de insuficiéncia renal. Na gota, que é um disturbio do metabolismo
primario os indices se situam acima de 10 mg/dL. Ocorre ai excessiva

produgéo de acido urico e reducao da excrecao renal (LIMA et al., 1985).

Tabela 4.14: Valores médios de Aspartato aminotransferase (AST) (+ desvio
padrao) no plasma de coelhos aos 0, 14 e 28 dias de tratamento com Cissus
verticillata verticillata.

AST (U/L)
Tempo 0 Tempo 14 Tempo 28
Grupo Média = dp % var. Média + dp % var. Média = dp % var.
G1 61,83+£1,72A 0 289,17+ 13,9 A 0 289,84+ 14 A 0
G2 54,00 £ 2,69 AB -13* 55,26 + 4,37 B -81* 138,53+ 10B -52~
G3 24,83+0,91C -60*  283,83+299A -3 41426 +14C +67*
G4 47,33+2,45B -23* 283,17+ 209A -2 357,00+42C +24*

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Grupo com
diabetes, nado tratado; G2: Grupo normal; G3: Grupo com diabetes, tratado com a dose de 4,5
mg/Kg e G4: Grupo com diabetes,tratado com a dose de 13,5 mg/Kg.

De acordo com os resultados de AST listados na tabela 4.14, aos 28
dias 0 G3 teve um aumento de 67% e 0 G4 de 24%.

Os teores mais elevados de AST e ALT ocorrem na necrose hepética, no
envenenamento por tetracloreto de carbono, hepatite virética e no infarto do
miocardio. Na DM aumenta mais os niveis AST, que também aumenta na
anemia hemolitica aguda, necrose renal, queimaduras graves e no cateterismo

cardiaco (LIMA et al., 1985).
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Tabela 4.15: Valores médios de Alanina aminotransferase (ALT) (+ desvio
padrédo) no plasma de coelhos aos 0, 14 e 28 dias de tratamento com Cissus
verticillata verticillata.

ALT (UI)
Tempo 0 Tempo 14 Tempo 28
Grupo Média + dp % var. Média + dp % var. Média + dp % var.
G1 69,66 £ 0,33 A 0 120,50+ 1,4 A 0 140,73 +£2,10 A 0
G2 41,00+ 3,88 B -42* 41,05+4,40C -66* 121,00 £ 6,14 A -14
G3 15,00+0,94C -79* 112,50 + 3,9 AB -6 140,40 £12,06 A 0
G4 15,66 +0,92 C -78* 104,83+1,6 B -13* 134,00 £ 23 A -5

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significAncia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Grupo com
diabetes, nao tratado; G2: Grupo normal; G3: Grupo com diabetes, tratado com a dose de 4,5
mg/Kg e G4: Grupo com diabetes,tratado com a dose de 13,5 mg/Kg.

De acordo com os resultados compilados na Tabela 4.15, o parametro
sanguineo ALT no G3 teve uma reducédo de 6% aos 14 dias e nenhuma
variacao aos 28 dias. O G4 teve uma reducao de 13% aos 14 dias e de 5% aos
28 dias. No entanto quando se observou os valores em relacdo ao grupo
normal (G2) os valores desta enzima foram muito superiores aos 14 dias e 28
dias.

Segundo VIANA et al. (2004) niveis elevados de transaminases séricas
ocorrem em animais diabéticos induzidos por aloxano ou streptozotocina.

Alteragdo nas transaminases foi observado com a administracdo do
extrato aquoso de C. verticillata a ratos diabéticos induzidos por aloxano que
promoveu aumento significativo nos niveis de AST e ALT, ocorrendo aumento
também no grupo controle diabético ndo tratado (VIANA et al., 2004). Valores
aumentados de AST e ALT estao correlacionados com danos hepaticos ou
problemas cardiacos (OLIVEIRA et al., 2005).

As transaminases sdo enzimas que catalisam a interconversdo de
aminoacidos e alfa-ceto-acidos por transferéncia do grupo amino. Estado

amplamente distribuidas nos tecidos, predominando AST no figado, coracao,
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musculo cardiaco, musculo estriado, rim e pancreas, e ALT no figado, rim e
coracdo. A AST esta presente no citosol e na mitocéndria dos hepatdcitos. A
atividade plasmatica desta enzima é controlada por um mecanismo de
liberagdo enzimdtica localizada na membrana do hepatécito. A velociddade de
excrecao das transaminases é variavel, sendo a AST eliminada mais
rapidamente do que a ALT (VASCONCELQOS et al., 2007).

Alteracbes nas transaminases Aspartato aminotransferase (AST) e
Alanina aminotransferase (ALT) e na Fosfatase alcalina caracterizam
alteracdes hepaticas. Elevagao na atividade dessas enzimas ocorre com maior
freqUiiéncia em pacientes diabéticos quando comparados a individuos normais e
estdo associadas a complicagées como neuropatia e retinopatia, independente
do consumo de alcool, indice de massa corporal e controle metabdlico (VIANA

et al.,, 2004).

Tabela 4.16: Valores médios de Fosfatase alcalina (+ desvio padrdo) no
plasma de coelhos aos 0, 14 e 28 dias de tratamento com Cissus verticillata
verticillata.

Fosfatase alcalina (U/L)

Tempo 0 Tempo 14 Tempo 28
Grupo Média + dp % var. Média + dp % var. Média + dp % var.
G 118,33 £ 0,42 A 0 151,00 £ 3,14 A 0 31,00£2,19 A 0
G2 12550+ 14,16 A +6* 129,3 +14,65AB -14 7,36 +£0,25C -77*
G3 65,84 + 2,37 B -45* 138,5 + 5,07AB -8 11,59 + 0,40 BC -63*
G4 49,83 +3,08 B -58* 103,50 +10,31B -31* 14,00+ 2,25 B -55*

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Grupo com
diabetes, nado tratado; G2: Grupo normal; G3: Grupo com diabetes, tratado com a dose de 4,5
mg/Kg e G4: Grupo com diabetes,tratado com a dose de 13,5 mg/Kg.

De acordo com os resultados inseridos na Tabela 4.16, o G4 teve uma
reducado de 31% aos 14 dias e de 55% aos 28 dias. Os valores deste grupo

foram inferiores aos do grupo normal aos 14 dias e superiores aos 28 dias.
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A fosfatase alcalina torna-se elevada no raquitismo, doenca de Paget e
hiperparatireiodismo. Ela tem sua atividade aumentada em animais diabéticos
com estreptozotocina (LIMA et al., 1985).

A fosfatase alcalina (FAL) é uma enzima fosfohidrolase, encontrada em
varios tecidos, com maiores concentragdes no figado, no epitélio do trato biliar
e nos 0ssos. No figado, a FAL é secretada pelos hepatécitos e pelas células da
mucosa do trato biliar. Geralmente qualquer hepatopatia ativa pode aumentar
os valores de FAL, mas as maiores elevacdes nos niveis da enzima ocorrem
nos casos de obstrugédo do trato biliar. Nos casos de drogas hepatotdxicas, as
elevagdes da enzima sdo menores (VASCONCELOS et al., 2007).

O sangue é constituido por uma parte liquida, o plasma, que é formado
por &gua, sais minerais, moléculas organico-proteicas e por elementos
celulares: hemacias ou eritrécitos, leucécitos e plaquetas. A analise da série
vermelha é constituida pela contagem de eritrécitos, dosagem da hemoglobina
(Hb), hematocrito (Ht), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentracdo da hemoglobina corpuscular média
(CHCM). A série branca, por sua vez, é analisada por meio da contagem total
de leucécitos e contagem diferencial de leucdcitos: neutrofilos (bastonetes e
segmentados), eosindéfilos, basdfilos, linfécitos e mondécitos (MARCONCIN,

2008).
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Tabela 4.17: Valores médios de leucdécitos (+ desvio padrdo) no sangue total
de coelhos aos 0, 14 e 28 dias de tratamento com Cissus verticillata verticillata.

Leucdcitos (10°/mm®)

Tempo 0 Tempo 14 Tempo 28
Grupo Média + dp % var. Média + dp % var. Média + dp % var.
G 6,77 £ 0,40 A 0 8,52+ 0,88 A 0 6,37 £ 0,42 A 0
G2 5,68+ 1,08 A -16 6,81 £0,77 A -20 5,58 + 0,53 A -9
G3 6,55+0,42 A -3 6,09+ 1,33 A -28 3,66 £ 0,40 B -43*
G4 5,16 £,39 A -24 5,96 £ 0,75 A -31 3,56 £ 0,36 B -44*

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Grupo com
diabetes, nado tratado; G2: Grupo normal; G3: Grupo com diabetes, tratado com a dose de 4,5
mg/Kg e G4: Grupo com diabetes,tratado com a dose de 13,5 mg/Kg.

De acordo com os dados da Tabela 4.17, observou-se que o G3 teve
uma reducao de 28% nos leucécitos aos 14 dias e de 43% aos 28 dias,
enquanto que o G4 teve uma reducao de 31% aos 14 dias e de 44% aos 28
dias.

O conteudo de leucécitos em coelhos varia em flutuagdes no ritmo
diurno, variagcées nutricionais, diferencas na idade (FELDMAN, ZINKL & JAIN,
2000).

Os leucécitos sdo as células brancas do sangue; desempenham
atividade nos processos inflamatorio e imunoldgico dos tecidos através da
quimiotaxia, fagocitose, amebismo e diapedese e compreendem o0s
granulocitos (neutréfilos, eosindfilos e baséfilos), mondcitos e linfocitos

(MARCONCIN, 2008).
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Tabela 4.18: Valores médios de linfécitos (+ desvio padrdo) no sangue total de
coelhos aos 0, 14 e 28 dias de tratamento com Cissus verticillata verticillata.

Linfécitos (%)

Tempo 0 Tempo 14 Tempo 28
Grupo Média + dp % var. Média + dp % var. Média + dp % var.
G1 30,46 £2,92 A 0 40,78 £ 0,74 A 0 77,87 +4,40 A 0
G2 37,30 £ 9,54 A +22 28,56 + 3,43 B -30* 68,21 + 4,23 AB -13*
G3 30,50 £2,86 A 0 23,23 £0,52 BC -43* 65,08 + 5,33 AB -16*
G4 30,10 £ 3,04 A -1 18,86 + 3,08 C -64* 59,88 +£2,23 B -23*

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Grupo com
diabetes, nado tratado; G2: Grupo normal; G3: Grupo com diabetes, tratado com a dose de 4,5
mg/Kg e G4: Grupo com diabetes,tratado com a dose de 13,5 mg/Kg.

De acordo com os resultados da Tabela 4.18, aos 14 dias o G3 teve uma
reducao de 43% nos niveis de linfocitos e aos 28 dias redugao de 16%. O G4
apresentou uma redugéo de 64% aos 14 dias e 23% aos 28 dias.

O G1 variou de 40,78%, aos 14 dias, para 77,87% aos 28 dias. Houve
uma elevacao embora ainda esteja dentro dos faixas de referéncia.

Para coelhos a faixa normal de linfocitos € entre 39,0% + 5 e 68% + 15
(FELDMAN, ZINKL & JAIN, 2000).

Linfécitos sdo os principais tipos celulares da imunidade. Existem como
subconjuntos distintos que possuem fungdes absolutamente diferentes apesar
de serem morfologicamente idénticos. Os principais tipos sédo os T, os B e NK
(natural killers). A diferenciacdo entre essas populacdes sé € possivel através
de meios imunocitoquimicos, pois no esfregaco sanguineo essas células sao
indistinguiveis. Os linfécitos B maturam na medula. Sado as células
responsaveis pela producao de anticorpos, cujo papel é neutralizar e promover
a eliminacao dos antigenos que induzem sua formacao (CALDER et al., 2002).
Os linfécitos T derivam do timo e sdo os principais componentes da imunidade

celular (MARCONCIN, 2008).
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Tabela 4.19: Valores médios de mondcitos (+ desvio padrdo) no sangue total
de coelhos aos 0, 14 e 28 dias de tratamento com Cissus verticillata verticillata.

Monécitos (%)

Tempo 0 Tempo 14 Tempo 28
Grupo Média + dp % var. Média + dp % var. Média + dp % var.
G 4,70 +1,07 A 0 12,06 + 0,46 A 0 27,05+1,37 A 0
G2 2,70+1,32A -43 6,35+ 1,17 B -48* 2450 £ 4,27 A -10
G3 4,66 +1,24 A -1 8,28+ 1,27 B -31* 2413 +3,35A -11
G4 2,18+ 0,91 A -54 6,41 +0,41 B -47* 29,88 + 2,37 A +10

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Grupo com
diabetes, nado tratado; G2: Grupo normal; G3: Grupo com diabetes, tratado com a dose de 4,5
mg/Kg e G4: Grupo com diabetes,tratado com a dose de 13,5 mg/Kg.

De acordo com os dados da Tabela 4.19, o grupo G3 apresentou uma
reducao de 31% aos 14 dias e reducao de 11% aos 28 dias. O G4 apresentou
uma reducao de 47% aos 14 dias e aumento de 10% aos 28 dias.

Para coelhos a faixa normal de mondcitos é entre 1% e 13,4%
(FELDMAN, ZINKL & JAIN, 2000).

Os mondcitos sdao as maiores células circulantes e ricos em lisozina,
enzima de acao antibacteriana (BEVILACQUA et al, 1992). Sua funcéo
primaria é a fagocitose de particulas mais volumosas, como fungos e
protozoarios, mas desempenham também importante papel no processamento
de antigenos. Os mondcitos circulam por curto periodo e transformam-se em
macrofagos nos tecidos. Mondcitos e macréfagos estdo envolvidos no
desenvolvimento de placas aterosclerdticas nos vasos sanguineos e nas

respostas inflamatéria e imunolégica (MARCONCIN, 2008).
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Tabela 4.20: Valores médios de granulécitos (+ desvio padréo) no sangue total
de coelhos aos 0, 14 e 28 dias de tratamento com Cissus verticillata verticillata.

Granuldcitos (%)

Tempo 0 Tempo 14 Tempo 28
Grupo Média + dp % var. Média + dp % var. Média + dp % var.
G1 65,56 + 3,98 A 0 70,28 £ 2,21 A 0 13,28 + 0,48 A 0
G2 60,00 £ 10,12 A -8 65,10 £ 3,03 A -7 11,58 + 0,95 AB -13
G3 65,28 £ 3,99 A -1 67,18 £2,94 A -4 13,06 + 0,44 AB -2
G4 67,71 +3,82 A +3 75,63 £2,79 A +8 10,23 +1,04 B -23*

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Grupo com
diabetes, nado tratado; G2: Grupo normal; G3: Grupo com diabetes, tratado com a dose de 4,5
mg/Kg e G4: Grupo com diabetes,tratado com a dose de 13,5 mg/Kg.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4.20, observou-se
que aos 14 dias houve pequenas variagcdes na porcentagem dos granulécitos.
Aos 28 dias apenas 0 G4 apresentou uma reducao de 23%.

Os granulécitos sao divididos em neutréfilos, eosindfilos e baséfilos. Os
neutrofilos sdo responsaveis por iniciar e modificar o processo inflamatorio
agudo, por fagocitar e matar microorganismos. Podem causar danos aos
tecidos e exercer efeito citotoxico. Os eosindfilos sdo parasiticidas, ajudam na
regulacdo das respostas alérgica e inflamatéria por inibir a liberagdo de
histamina e serotonina dos mastécitos, detoxificam a histamina, regulam a
intensidade das reacdes IgE e tém atividade fagocitica contra bactérias
invasoras. Os basofilos sdo os leucécitos circulantes mais raros, possuem
nacleo segmentado e citoplasma com granulagcbes especificas
(metacromaticas) de forma e tamanho variados, que quando coradas pelos
corantes panéticos apresentam-se de cor violeta (SHINOHARA, 2005;
MARCONCIN, 2008).

Em situacoes de estresse agudo, ocorre uma estimulacdo do sistema

imunoldégico, ja em condi¢cdes de estresse cronico, o sistema imunoldégico sofre

118



supressdo. Em diferentes espécies de mamiferos, a contagem absoluta e
relativa de neutrofilos segmentados tende a aumentar durante o estresse
agudo, como observado em humanos em macaco rhesus e em hamsters

(MARCONCIN, 2008).

Tabela 4.21: Valores médios de hemacias (+ desvio padrao) no sangue total de
coelhos aos 0, 14 e 28 dias de tratamento com Cissus verticillata verticillata.

Hemacias (10°/mm?®)

Tempo 0 Tempo 14 Tempo 28
Grupo Média + dp % var. Média = dp % var. Média = dp % var.
G1 5,61+0,28 A 0 6,65+0,11 A 0 6,00 £ 0,07 A 0
G2 540+0,62A -4 6,07 £ 0,30 A -8 5,87 +£0,19 AB -2
G3 5,29+ 0,22 A -6 6,11 0,17 A -8 5,73+ 0,16 AB -4
G4 4,95+0,38A -12 5,79+ 0,29 A -13 5,33+0,12B -11*

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Grupo com
diabetes, nao tratado; G2: Grupo normal; G3: Grupo com diabetes, tratado com a dose de 4,5
mg/Kg e G4: Grupo com diabetes,tratado com a dose de 13,5 mg/Kg.

De acordo com a Tabela 4.21, os valores de hemacias no sangue aos 14
dias no G3 reduziu em 8% e aos 28 dias em 4%. O G4 teve reducado de 13%
aos 14 dias e 11% aos 28 dias.

A faixa normal de heméacias para coelhos é 4,6 a 9,29 x10%mm?®
(FELDMAN, ZINKL & JAIN, 2000). Todos os valores encontrados no
experimento estdo dentro da normalidade.

Os eritrocitos sao produzidos na medula 6ssea e respondem por 40% de
todo o volume sanguineo. Através da hemoglobina se faz o transporte do O,
dos pulmbes para os tecidos e de CO. no sentido inverso (MARCONCIN,
2008).

O metabolismo nos eritrécitos € relativamente simples, sendo que a

obtencdo de energia provém unicamente da glicolise. Seu maior gasto
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energético € com a manutencdo do equilibrio ibnico intracelular, sobretudo

sodio, potassio e calcio (ANDRADES et al., 2005).

Tabela 4.22: Valores médios de hemoglobina (+ desvio padrdo) no sangue
total de coelhos aos 0, 14 e 28 dias de tratamento com Cissus verticillata
verticillata.

Hemoglobina (g/dL)

Tempo 0 Tempo 14 Tempo 28
Grupo Média + dp % var. Média = dp % var. Média = dp % var.
G1 10,58 £ 0,24 A 0 12,50+ 0,13 A 0 11,88 £ 0,04 A 0
G2 10,15+£1,07 A -4 11,66 £0,45A -7 11,91 £0,18A 0
G3 10,28 £ 0,40 A -3 11,68 £ 0,27 A -7 10,90 £ 0,28 A -8
G4 9,83+0,56 A -7 10,46 + 1,05 A -17 9,96 + 0,33 B -16*

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Grupo com
diabetes, nado tratado; G2: Grupo normal; G3: Grupo com diabetes, tratado com a dose de 4,5
mg/Kg e G4: Grupo com diabetes,tratado com a dose de 13,5 mg/Kg.

A hemoglobina no sangue dos coelhos (Tab. 4.22) aos 14 dias teve
reducao de 7% e 8% aos 28 dias no G3. Ja no G4, aos 14 dias a redugéao foi de
17% e aos 28 dias de 16%.

A faixa normal de hemoglobina no sangue de coelhos € 11,9 a 18,3 g/dL
(FELDMAN, ZINKL & JAIN, 2000).

A hemoglobina adulta humana (A1) é constituida de 4 subunidades (2a e
2B) as quais se ligam 4 moléculas de oxigénio. Existem ainda outras formas de
hemoglobina, como a hemoglobina fetal (HbF) e hemoglobina A2 que estao
presentes em menores quantidades. A afinidade dessas hemoglobinas pelo
oxigénio é diferente, assim como alteracbes na afinidade sdo provocadas
também por diferentes concentracbes hidrogenidnicas e concentracdes de
enzimas, como a que catalisa a formacao de 2-3,difosfoglicerato (ANDRADES

et al., 2005).
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Tabela 4.23: Valores médios de hematocrito (+ desvio padrdo) no sangue total
de coelhos aos 0, 14 e 28 dias de tratamento com Cissus verticillata verticillata.

Hematécrito (%)

Tempo 0 Tempo 14 Tempo 28
Grupo Média + dp % var. Média + dp % var. Média + dp % var.
G1 33,86 +1,05 A 0 41,10+ 0,37 A 0 38,46 £ 0,44 A 0
G2 33,46 + 3,59 A -1 38,61 +1,37 AB -6 38,01 £ 0,52 A -1
G3 33,30+ 1,29 A -2 37,28 £ 0,99 AB -9 35,40 £ 1,06 A -8*
G4 30,90+ 2,16 A -8 31,31 £3,42B -24* 30,63 +0,72B -20*

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Grupo com
diabetes, nado tratado; G2: Grupo normal; G3: Grupo com diabetes, tratado com a dose de 4,5
mg/Kg e G4: Grupo com diabetes,tratado com a dose de 13,5 mg/Kg.

De acordo com a Tabela 4.23, o hematdcrito reduziu 9% aos 14 dias e
8% aos 28 dias no G3 e 24% aos 14 dias e 20% aos 28 dias no G4.

O hematécrito € o volume da massa eritrdide de uma amostra de
sangue, expressa em percentagem ou fracdo decimal do volume da mesma.
Seus resultados sdo usados em hemoterapia e cirurgia, € o0 parametro
preferido nas técnicas de hemodiluicdo pré e transoperatéria, sendo feito no
centro cirdrgico. E também a cifra hematimétrica que melhor se correlaciona
com a viscosidade sanguinea, sendo usado como paramentro no tratamento da
policitemia vera com flebotomias (FAILACE, 1995).

Os parametros hematologicos hemacias, hemoglobina e hematédcrito
medem a concentragdo e propor¢do dos componentes eritrides contidos na
amostra de sangue examinada, ndo expressam necessariamente as
quantidades totais no sistema vascular do paciente que a forneceu. Havendo,
entretanto mecanismos homeostasicos rapidos e eficientes para a manutencao
estavel da volemia, costuma haver uma correlacao linear entre essas cifras

laboratoriais relativas e suas contrapartidas absolutas in vivo (FAILACE, 1995).
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Tabela 4.24: Valores médios de volume corpuscular médio (+ desvio padrao)
no sangue total de coelhos aos 0, 14 e 28 dias de tratamento com Cissus
verticillata verticillata.

VCM (fm°)
Tempo 0 Tempo 14 Tempo 28
Grupo Média + dp % var. Média + dp % var. Média + dp % var.
G1 62,83 £ 0,65 A 0 65,50+ 1,11 A 0 66,16 £ 1,07 A 0
G2 62,33 +£1,05 A -1 63,83 + 1,22 AB -3 66,33 £ 1,40 A 0
61,16 + 0,47 "
G3 62,83 £ 0,90 A 0 BC -7 61,83 +£1,27 A -6
G4 62,66 £ 1,89 A -0,5 59,66 + 1,14 C -9* 57,66 + 0,66 B -13*

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Grupo com
diabetes, nao tratado; G2: Grupo normal; G3: Grupo com diabetes, tratado com a dose de 4,5
mg/Kg e G4: Grupo com diabetes,tratado com a dose de 13,5 mg/Kg.

De acordo com a Tabela 4.24 o volume corpuscular médio teve reducao
de 7% aos 14 dias e 6% aos 28 dias no G3 e 9% aos 14 dias e 13% aos 28
dias no G4.

Os valores de normalidade de VCM para coelhos estao na faixa de 57,6
e 80,3 fm°. Todos os grupos estdo dentro dos valores da normalidade
(FELDMAN, ZINKL & JAIN, 2000).

Para a obtencdo dos valores de volume corpuscular médio (VCM), os
contadores eletrénicos atuais diluem o sangue no sistema e, simultaneamente,
contam e medem os eritrocitos pelo principio do Coulter ou por difragdo de
raios laser. O VCM é o parametro mais importante para o diagnostico
diferencial laboratorial dos diversos tipos de anemia, ele varia com a idade.em
humanos, de 106 + 5 fm® no recém nascido, diminui rapidamente para 100 + 6
fm® aos 15 dias, continua a decrescer até atingir 76 fm® aos 6 meses e dai em
diante, aumenta lentamente até atingir 89 + 9 fm3 na puberdade. Mantém-se
nessa cifra o restante da vida, sendo igual em homens e mulheres (FAILACE,

1995).
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Tabela 4.25: Valores medios de hemoglobina corpuscular média (HCM) (+
desvio padrédo) no sangue total de coelhos aos 0, 14 e 28 dias de tratamento
com Cissus verticillata verticillata.

HCM (pg)
Tempo 0 Tempo 14 Tempo 28
Grupo Média + dp % var. Média + dp % var. Média + dp % var.
G1 19,93+ 0,40 A 0 20,36 £ 0,39 A 0 20,16 £ 0,55 A 0
G2 18,91 £ 0,41 A -5 19,30 £ 0,65 A -5 20,90 £ 0,57 A +3
G3 19,46 + 0,30 A -3 19,18 £ 0,38 A -6 19,08 £ 0,30 A -5
G4 20,03+ 0,49 A 0 20,11 £ 0,78 A -1 19,61 £0,39 A -3

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Grupo com
diabetes, nado tratado; G2: Grupo normal; G3: Grupo com diabetes, tratado com a dose de 4,5
mg/Kg e G4: Grupo com diabetes,tratado com a dose de 13,5 mg/Kg.

Os valores de hemoglobina corpuscular média (HCM) mostrados na
Tabela 4.25, ndo sofream alteracdes significativas entre os grupos. No G3
reduziu 6% aos 14 dias e 5% aos 28 dias. No G4 reduziu 1% aos 14 dias e 3%
aos 28 dias.

Em coelhos o valor de normalidade para HCM é entre 18,1 e 30,1%.
Todos os grupos dentro dos valores de normalidade (FELDMAN, ZINKL &
JAIN, 2000).

O HCM ¢é calculado dividindo-se a dosagem de hemoglobina pelo
namero de eritrécitos presentes no mesmo volume de sangue. O valor de
HCM, em ampla faixa, é paralelo ao VCM, isto &, hemacias grandes tém muita

hemoglobina, hemacias pequenas tém pouca (FAILACE, 1995).
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Tabela 4.26: Valores médios de concentracdo hemoglobinica corpuscular
média (CHCM) (+ desvio padrdo) no sangue total de coelhos aos 0, 14 e 28
dias de tratamento com Cissus verticillata verticillata.

CHCM (g/dL)
Tempo 0 Tempo 14 Tempo 28
Grupo Média + dp % var. Média + dp % var. Média + dp % var.
G1 31,21 £ 0,51 A 0 32,06 £ 0,27 AB 0 31,30 £ 0,17 AB 0
G2 30,30+ 0,18 A -3 30,23+0,82B -6 31,45+ 0,26 AB 0
G3 30,81+ 0,46 A -1 31,35+ 0,48 AB -2 30,88 £ 0,29 B -2
G4 32,00+0,75 A +2 33,73+0,77 A +5 32,40 £ 0,42 A +4*

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Grupo com
diabetes, nado tratado; G2: Grupo normal; G3: Grupo com diabetes, tratado com a dose de 4,5
mg/Kg e G4: Grupo com diabetes,tratado com a dose de 13,5 mg/Kg.

De acordo com os dados da Tabela 4.26 o valor da concentragao
hemoglobinica corpuscular média (CHCM), teve reducao aos 14 dias de 2% no
G3 e G4. Aos 28 dias teve reducao de 2% no G3 e aumento de 4% no G4.

Em coelhos o valor de normalidade para CHCM é entre 28,55 e 40,6%.
Assim, apesar das variagdes entre os grupos, todos os grupos estdao na faixa
da normalidade (FELDMAN, ZINKL & JAIN, 2000).

A concentragdo da hemoglobina dentro das hemacias é calculada pela
formula HCM / VCM. Aumentos nos seus valores podem ocorrer na
esferocitose e no coma hiprosmolar por desidratagdo das hemacias, 0 mesmo
fendbmeno pode ocorrer quando a excesso de EDTA no sangue colhido

(FAILACE, 1995).
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Tabela 4.27: Valores médios da amplitude de distribuicdo dos eritrécitos
(RDW) (+ desvio padrao) no sangue total de coelhos aos 0, 14 e 28 dias de
tratamento com Cissus verticillata verticillata.

RDW
Tempo 0 Tempo 14 Tempo 28
Grupo Média + dp % var. Média + dp % var. Média + dp % var.
G1 16,23 + 0,56 A 0 19,13+ 0,25 A 0 18,20 + 0,19 AB 0
G2 15,08 + 0,28 A -8 18,45+ 0,31 A -5 17,98 + 0,34 AB -1
G3 16,05+ 0,52 A -1 17,08 + 0,43 B -11* 17,30+ 0,14 B -5
G4 15,58 + 0,40 A -4 15,61 +0,19C -19* 18,73 £ 0,38 A +3

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Grupo com
diabetes, nado tratado; G2: Grupo normal; G3: Grupo com diabetes, tratado com a dose de 4,5
mg/Kg e G4: Grupo com diabetes,tratado com a dose de 13,5 mg/Kg.

Como mostrado na Tabela 4.27, o valor da amplitude de distribuicao dos
eritrécitos (RDW — red blood cell distribution width) no G3 teve reducao de 11%
aos 14% dias e 5% aos 28 dias. No G4 teve reducao de 19% aos 14 dias e 3%
aos 28 dias.

Em humanos, o RDW normal esta entre 11% e 14%. Valores mais
baixos indicam hemacias mais homogéneas, 0 que parece ser apenas um
extremo da normalidade. Valores superiores a 14% indicam excessiva
heterogeneidade das hemacias. Na anemia sideroblastica, em que ha um
blogueio na sintese do heme, que varia de hemacia a hemacia, o RDW &

extremamente elevado (FAILACE, 1995).
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Tabela 4.28: Valores médios de plaquetas (+ desvio padréo) no sangue total
de coelhos aos 0, 14 e 28 dias de tratamento com Cissus verticillata verticillata.

Plaquetas (10°/mm°)

Tempo 0 Tempo 14 Tempo 28
Grupo Média + dp % var. Média + dp % var. Média + dp % var.
G 325+ 13 AB 0 319+8A 0 307 £63 A 0
G2 258 +19B -21 154 + 39 BC -52* 246 + 26 B -20*
G3 368 £32 A +13 287 + 44 AB -11 317+ 14 A +4
G4 297 + 27 AB -8 124 £49C -62* 269+ 13 AB -12

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significAncia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Grupo com
diabetes, nado tratado; G2: Grupo normal; G3: Grupo com diabetes, tratado com a dose de 4,5
mg/Kg e G4: Grupo com diabetes,tratado com a dose de 13,5 mg/Kg.

De acordo com a Tabela 4.28, o G3 teve redugao de 11% nas plaquetas
aos 14 dias e aumento de 4% aos 28 dias. O G4 teve reducao de 62 % aos 14
dias e 12 % aos 28 dias.

As plaquetas sdo as menores células do corpo e participamdo processo
de cicatrizacdo. Sao formadas na medula 6ssea a partir dos megacariécitos.
Na corrente sanguinea as plaquetas tém vida média de dez dias e entdo sao
removidas pelo baco. Elas atuam para manter a integridade dos vasos
sanguineos e para formar os coagulos (ANDRADES et al., 2005).

No ensaio toxicoldgico pré-clinico com a fragdo aquosa de C. verticillata
nas doses de 5,0 g/Kg, em camundongos Swiss, ndao foram encontrados
alteracbes hematoldgicas. Na avaliagdo da DLs, foram encontrados valores
superiores a 5,0 mg/Kg por via oral (VASCONCELQOS et al., 2007). No trabalho
de GARCIA et al. (2000), o valor de DLsy para a decoccao das folhas de C.
verticillata foi de 2129 mg/Kg por via intraperitoneal. Estes resultados

evidenciam toxicidade aguda relativamente baixa.
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5. CONCLUSAO

A glicemia teve reducao de 35% com a dose de 4,5 mg/Kg e de 60%
com a dose de 13,5 mg/Kg. Nenhuma das doses testadas alterou os niveis
plasmaticos de insulina.

A dose de 13,5 mg/Kg reduziu os niveis de triglicerideos em 72%.

Nao foram encontrados alteracbes hematoldgicas que evidenciem
atividade do extrato de C. verticillata verticillata sobre este parametros.

A dose de 13,5 mg/Kg é mais eficaz que a dose de uso popular, 4,5
mg/Kg na reducdo da glicemia e dos triglicerideos. Os resultados sao
promissores quanto a futura utilizacao do extrato de C. verticillata verticillata no

controle da glicemia e triglicerideos.

127



CAPIiTULO 5
AVALIACAO DA ATIVIDADE CICATRIZANTE DE Cissus verticillata (L.)

Nicolson & C. E. Jarvis subsp. verticillata

1. INTRODUCAO
1.1. Cicatrizacao

A cicatrizagao de feridas consiste em uma perfeita e coordenada cascata
de eventos celulares e moleculares que interagem para que ocorra a
reconstituicdo do tecido. Tal evento € um processo dindmico que envolve
fendbmenos bioquimicos e fisioldégicos de forma sequencial, a fim de garantir a
restauragao tissular (MANDELBAUM, DI SANTIS & MANDELBAUM, 2003).

A cicatrizagdo cutanea é processo complexo, que envolve inflamacao,
reepitelizagdo, angiogénese, formacgéao de tecido de granulacao e deposi¢ao de
matriz intersticial, eventos realizados por grande numero de diferentes tipos de
células, como queratindcitos, fibroblastos, células inflamatérias e endoteliais,
influéncias célula a célula, interagcdo entre células, matriz intersticial e fatores
de crescimento, de modo a reparar os tecidos danificados (TENIUS, BIONDO-
SIMOES & IOSHII, 2007).

O processo de cicatrizacao pode ser dividido em cinco fases principais,
que sao: coagulacao, inflamacéo, proliferacdo, contracdo da ferida e
remodelacdo (MANDELBAUM, DI SANTIS & MANDELBAUM, 2003).

A cicatrizacdo depende de varios fatores, locais e gerais, como a
localizagdo anatbmica, tipo da pele, raca, técnica cirdrgica utilizada. O

processo de cicatrizagdo em uma mesma espécie varia se a ferida ocorre no
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feto, no recém-nascido ou no individuo adulto (MANDELBAUM, DI SANTIS &
MANDELBAUM, 2003).

Ferida é a separacao dos tecidos do corpo ou qualquer leséo tecidual,
seja epitelial, mucosas ou 6rgaos, com prejuizo de suas fungdes basicas. As
feridas podem ser produzidas por fatores extrinsecos como a incisao cirurgica,
lesbes acidentais, corte e trauma, ou por fatores intrinsecos, como aquelas
produzidas por infeccdo, e as Ulceras crbnicas, causadas por alteracdes
vasculares, defeitos metabdlicos ou neoplasias (WENDT, 2005).

Fatores ambientais e fisiol6gicos podem causar impacto na evolugao da
cicatrizagao, influénciando na qualidade da cicatriz, no tempo de cicatrizagao e
na presenca ou ndo de complicagdes (BIONDO-SIMOES et al., 2006).

De um modo geral, o processo de cicatrizacdo € devido a um
mecanismo competitivo entre a sintese e a lise de colageno. Inflamagéo e
infeccdo sdo as causas mais importantes de lise excessiva de colageno,
alterando o equilibrio mencionado e impedindo a unido das bordas das feridas
(WENDT, 2005).

A idade € fator de risco para o processo de cicatrizacdo. Em idosos,
ocorre atraso da reepitelizagdo e diminuicdo do colageno, tanto em seres
humanos como em animais (BIONDO-SIMOES et al., 2005).

Os esterbides antiinflamatérios reduzem a forca ténsil das feridas
fechadas, diminuem a producado de colageno, a velocidade de epitelizacao, a
neovascularizacao e inibem profundamente a contracdo da ferida. Suprimem
ainda a inflamacéao, levando ao aparecimento de macrofagos na area lesada

(CORSI et al., 1995).
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No processo de cicatrizagcdo, a reagao inflamatéria sera nociva se for
intensa, pois assim compromete a microcirculagdo e a proliferacdo de
fibroblastos na regido da ferida (BRITO FILHO et al., 2006).

Em pacientes diabéticos ocorre um retardo da cicatrizagao de feridas
devido ao comprometimento do processo de reparacao tecidual. Devido a esse
fato, as complicacbes poOs-operatorias nesses pacientes sao freqlentes
(MORAES et al., 2000).

O uso do extrato do mesocarpo do babacu (Orbignya phalerata)
administrado intraperitonealmente, por sete dias, favorece o processo de
cicatrizagdao em ratos (BRITO FILHO et al., 2006).

Na avaliagédo da atividade cicatrizante da caléndula e do 6leo de girassol
em coelhos, através da retirada cirdrgica da pele e tecido celular subcutaneo,
ndo observou-se diferenga significativa quanto ao numero de dias para a
cicatrizagdo. A média de dias para cicatrizagao foi de 20,1 para o tratamento 1
(caléndula), 18,9 para o tratamento 2 (6leo de girassol), 19,5 para o tratamento
3 (caléndula e dleo de girassol) e de 20,7 para o tratamento 4 (soro fisiol6gico).
A andlise histoldgica das feridas demonstrou que as mesmas evoluiram para a
cicatrizagdo com uma neutrofilia acentuada até o final do processo, sugerindo
que, apesar da intensa atividade inflamatéria local, o processo de cicatrizagao
ocorreu (WENDT, 2005).

As grandes mudancas ocorridas nas ultimas décadas nos conceitos
referentes a cicatrizacdo tém mobilizado as industrias a desenvolver e colocar

no mercado produtos cada vez mais especificos que sejam eficazes e
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adequados a cada tipo de ferida, em termos de custo/beneficio (WENDT,

2005).

1.2. Inflamacao

A inflamacdo é uma resposta a infeccao, antigenos ou lesao tecidual e
tem por fungéo erradicar os agentes microbianos ou irritantes e potencializar o
reparo tecidual (CASTARDO, 2007).

Existe correlacdo entre espécies reativas de oxigénio e processos
inflamatoérios. Assim, plantas que possuem compostos com atividade
antioxidante como os polifendis e flavonodides, muitas vezes também possuem
atividade antiinflamatoria (BACALLAO et al., 2002).

O extrato etandlico das folhas de Conoclinioposis prasiifolia,
popularmente conhecida como “mentrasto”, provocou efeito analgésico central
e antiinflamatoério em roedores (SILVA et al., 2005).

O Oleo essencial de cascas de Duguetia lanceolata possui efeitos
antinociceptivo e antiinflamatério por provaveis agbes centrais e periféricas,
avaliado pelos métodos de contor¢gdes abdominais, tempo de lambida da pata e
edema de pata (SOUZA et al., 2005).

A proteina C reativa (PCR) é sintetizada pelos hepatécitos, na fase
inflamatoéria aguda, em resposta a infeccao. Seu significado no diagnéstico de
infeccdo aguda e destruigao tissular estd bem estabelecido. Seus niveis se
alteram de acordo com a atividade da doencga, aumentando a partir de 6 horas
de infeccéo e atingindo pico de elevacao dois dias apds seu inicio. Retorna ao

normal uma semana depois de comecado o tratamento adequado. A PCR
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reage sensivelmente a atividade da afeccdo e a resposta terapéutica em
doencas inflamatoérias e infecciosas, bem como em condigbes isquémicas
(CARVALHO JUNIOR et al., 2006; LARA et al., 2005).

Métodos modernos, quantitativos e rapidos, tém aumentado
significativamente o potencial de uso dos niveis séricos de PCR (CARVALHO

JUNIOR et al., 2006).

2. OBJETIVO

Avaliar a atividade cicatrizante das folhas de C. verticillata verticillata.

2.1. Objetivos especificos

e Pesquisar um novo fitoterapico a base de C. verticillata verticillata como
agente cicatrizante.

e Testar os cremes contendo o extrato das folhas de C. verticillata
verticillata.

e Dosar os parametros sanguineos proteinas totais, AST, ALT, fosfatase
alcalina, albumina e proteinas totais para verificar o efeito do creme a
base de C. verticillata verticillata.

e Realizar o hemograma completo para acompanhar o efeito do creme a
base de C. verticillata verticillata.

e Avaliar a histopatologia de pele dos animais.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Preparacao do creme

Com as folhas de C. verticillata verticillata foi preparado o extrato
glicolico a 30 % de acordo com a Farmacopéia Brasileira IV edicdo (1988).
Com esse extrato foi preparado creme a 5 % (dose 1) e creme a 10 % (dose 2),

que foram aplicados nos coelhos durante o tratamento.

3.2. Animais

Os animais utilizados foram fornecidos pelo setor de Cunicultura do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa. Utilizou-se 24
coelhos da raga Nova Zelandia, albinos, com idade de 55 dias.

Durante o experimento, os coelhos foram mantidos na area experimental
do Laboratério de Biofarmacos da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Eles
ficaram em gaiolas individuais, com temperatura na faixa de 22 a 24°C e um

fotoperiodo de 12 horas.

3.3. Periodo de adaptacao
Durante os primeiros cinco dias os coelhos permaneceram em
adaptacdo na area experimental recebendo 120,0 g de racdo comercial

peletizada (Soma alimentos) e agua ad libitum.

3.4. Inducao da ferida

Na inducdo da ferida os coelhos tiveram parte do dorso depilado.

Preparou-se solugdo de acido cloridrico 20 % em &gua destilada. Os animais
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foram anestesiados com Xilazina (5 mg/Kg) e Cetamina (20 mg/Kg) por via

intramuscular e a solugéo foi passada, com auxilio de espatula com algodao,

uma vez ao dia, sobre a regido depilada por periodo de seis dias. O grupo

controle sé6 teve o dorso depilado.

3.5. Organizacao dos grupos experimentais

Apds a indugédo da ferida os animais foram separados aleatoriamente

nos grupos experimentais. Cada grupo foi composto por seis animais. A

organizacao dos grupos experimentais esta demonstrada na Tabela 5.1.

Tabela 5.1: Grupos de coelhos utlizados no teste de avaliagdo da atividade

cicatrizante das folhas de C. verticillata verticillata.

Grupo de coelhos (n=6)

Caracteristica dos animais

Grupo 1
Grupo 2
Grupo 3

Grupo 4

Com ferida, n&o tratado
Grupo normal
Com ferida, tratado com o creme a 5% p/v

Com ferida, tratado com o creme a 10% p/v

3.6. Periodo de tratamento

O tratamento foi realizado por um periodo de sete dias. O creme foi

aplicado topicamente na regidao da ferida, de acordo com o grupo experimental,

uma vez ao dia, todos os dias no mesmo horério.
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3.7. Dosagens de parametros sanguineos

Os parametros sanguineos proteinas totais, AST, ALT, fostase alcalina e
albumina foram dosados utilizando os kits da Bioclin — Quibasa e o
Equipamento Multiparamétrico de Bioquimica - Alizé.

A coleta de sangue foi feita no tempo 07 dias de tratamento. O sangue
foi coletado na veia marginal da orelha. As dosagens bioquimicas foram
realizadas em plasma coletado em tubo de ensaio contendo heparina. O
sangue utilizado na realizacdao do hemograma foi coletado em tubo contendo
sal de EDTA 10% (anticoagulante), a fim de se evitar interferéncia nos
parametros como, por exemplo, diminuigdo do numero de plaquetas na hora da

realizagdo do exame devido a coagulagéo.

3.8. Eutanasia

No fim do periodo de tratamento os animais foram eutanasiados
utilizando-se Xilazina (5 mg/Kg) e Cetamina (20 mg/Kg) por via intramuscular e
posterior puncdo cardiaca. Foi coletada a pele da regido da ferida para

confeccdo das laminas de histologia.

3.9. Analise histologica
As laminas para estudo histolégico foram confeccionadas no laboratério
de Histologia do Departamento de Veterinaria da UFV. As laminas foram

fotografadas para andlise.
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3.10. Estatistica
Os dados foram analisados pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de

Tukey e Dunnet.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliagcdo do processo de cicatrizacdo foi realizada através de
dosagens dos parametros bioquimicos e hematologicos, e andlise
histopatolégica da pele dos coelhos.
Tabela 5.2: Valores médios de aspartato aminotransferase (+ desvio padrao)

no plasma de coelhos apo6s 7 dias de tratamento com o creme de Cissus
verticillata verticillata.

AST (U/L)
Tempo 7
Grupo Média + dp Variacao (%)
Grupo 1 224 £63 A 0
Grupo 2 160 £27 A -28
Grupo 3 147 £37 A -34
Grupo 4 166 +35 A -26

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Com ferida, nao
tratado; G2: Grupo normal; G3: Com ferida, tratado com o creme a 5% e G4: Com ferida,
tratado com o creme a 10%.

Tabela 5.3: Valores médios de alanina aminotransferase (+ desvio padrdo) no
plasma de coelhos apés 7 dias de tratamento com o creme de Cissus
verticillata verticillata.

ALT (UI)
Tempo 7
Grupo Média + dp Variacao (%)
Grupo 1 143+27 A 0
Grupo 2 128+30 A -10
Grupo 3 122+28 A -14
Grupo 4 109+22 A -23

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Com ferida, ndo
tratado; G2: Grupo normal; G3: Com ferida, tratado com o creme a 5% e G4: Com ferida,
tratado com o creme a 10%.

De acordo com as Tabelas 5.2 e 5.3, ndo foram detectadas alteracoes

estatisticamente significativas nos valores de AST e ALT. Notou-se no grupo 3
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uma reducao de 34% no valor de AST e 14% no valor de ALT. E, no grupo 4
uma reducao de 26% no valor de AST e 23% no valor de ALT.

Os niveis plasmaticos de AST aumentam na queimadura grave (LIMA et
al., 1985) estando amplamente distribuida no figado, coracdo, musculo
cardiaco, musculo estriado, rim e pancreas. A ALT esta presente no figado, rim
e coracao (VASCONCELOS et al., 2007).

Tabela 5.4: Valores médios de fosfatase alcalina (+ desvio padrdo) no plasma

de coelhos ap6s 7 dias de tratamento com o creme de Cissus verticillata
verticillata.

Fosfatase alcalina (U/L)

Tempo 7
Grupo Média + dp Variacao (%)
Grupo 1 20,88+4,4 A 0
Grupo 2 18,07 £2,48 A -13
Grupo 3 22,70+ 3,7 A 9
Grupo 4 1843+15 A -12

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Com ferida, nao
tratado; G2: Grupo normal; G3: Com ferida, tratado com o creme a 5% e G4: Com ferida,
tratado com o creme a 10%.

De acordo com os dados da Tabela 5.4, ndo ocorreram alteracées
estatisticamente significativas nos valores de fostase alcalina. O grupo normal
mostrou niveis plasmaticos de fosfatase alcalina 13% menores do que o grupo
doente nao tratado. O grupo 3 teve aumento de 9% e o grupo 4 teve reducao

de 12%.
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Tabela 5.5: Valores médios de proteinas totais (+ desvio padréo) no plasma de
coelhos ap6s 7 dias de tratamento com o creme de Cissus verticillata
verticillata.

Proteinas totais (g/L)

Tempo 7
Grupo Média + dp Variacao (%)
Grupo 1 60,08 £3,4 A 0
Grupo 2 66,38 +3,3 A 10
Grupo 3 57,30+2,9 A -5
Grupo 4 56,90+1,2 A -5

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Com ferida, nao
tratado; G2: Grupo normal; G3: Com ferida, tratado com o creme a 5% e G4: Com ferida,
tratado com o creme a 10%.

De acordo com os dados listados na Tabela 5.5, ndo ocorreram
alteracdes estatisticamente significativas nos valores de proteinas totais. Os
valores plasmaticos de proteinas totais no grupo normal estava 10% maior que
o grupo doente nao tratado. Os grupos 3 e 4 tiveram reducao de 5%.

Estes resultados demonstraram que os tratamentos com o creme a 5 e
10% nao afetaram a capacidade hepatica de sintetizar e secretar proteinas
plasmaticas, assim como também nao afetaram o catabolismo protéico (LIMA
et al.,, 1985).

Tabela 5.6: Valores médios de albumina (+ desvio padrdo) no plasma de

coelhos ap6s 7 dias de tratamento com o creme de Cissus verticillata
verticillata.

Albumina (g/dL)
Tempo 7
Grupo Média + dp Variacao (%)
Grupo 1 3,48+£0,09 A 0
Grupo 2 3,69+£0,09 A 6
Grupo 3 3,500,110 A 1
Grupo 4 3,54 +£0,06 A 2

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Com ferida, ndo
tratado; G2: Grupo normal; G3: Com ferida, tratado com o creme a 5% e G4: Com ferida,
tratado com o creme a 10%.

N&o ocorreram alteracdes estatisticamente significativas nos valores

plasmaticos de albumina (Tab. 5.6). O valor do grupo normal estava 6% maior
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que o grupo doente nao tratado. O periodo de tratamento de sete, considerado
agudo, pode explicar o fato de néo ter ocorrido alteragdes estatisticamente

significativas.

Tabela 5.7: Valores médios de leucécitos (+ desvio padrdo) no plasma de
coelhos ap6s 7 dias de tratamento com o creme de Cissus verticillata
verticillata.

Leucdcitos (10°/mm?)

Tempo 7
Grupo Média + dp Variacao (%)
Grupo 1 6,82+0,8 A 0
Grupo 2 3,92+0,7 A -42
Grupo 3 555+1,1 A -19
Grupo 4 467+0,3 A -32

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Com ferida, ndo
tratado; G2: Grupo normal; G3: Com ferida, tratado com o creme a 5% e G4: Com ferida,
tratado com o creme a 10%.

Em relacao aos leucdécitos (Tab. 5.7), o grupo normal estava 42% menor.
Isso pode ser explicado pelo fato da inflamacéao que ocorreu nos grupos onde

foi induzida a ferida, elevando assim os niveis de leuc6citos (FELDMAN, ZINKL

& JAIN, 2000).

Tabela 5.8: Valores médios de linfécitos (£ desvio padrdo) no plasma de
coelhos ap6s 7 dias de tratamento com o creme de Cissus verticillata
verticillata.

Linfécitos (%)

Tempo 7
Grupo Média + dp Variacao (%)
Grupo 1 61,10+4,6 A 0
Grupo 2 51,40+ 10,3 A -16
Grupo 3 60,98 +3,5 A 0
Grupo 4 57,77 +2,0 A -5

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Com ferida, ndo
tratado; G2: Grupo normal; G3: Com ferida, tratado com o creme a 5% e G4: Com ferida,
tratado com o creme a 10%.
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Os valores de linfécitos (Tab. 5.8), nao tiveram alteragdes
estatisticamente significativas e todos os grupos estdo dentro da faixa normal
para coelhos que é entre 39,0 £ 5% e 68 + 15% (FELDMAN, ZINKL & JAIN,
2000).

Tabela 5.9: Valores médios de mondcitos (+ desvio padrdo) no plasma de

coelhos ap6s 7 dias de tratamento com o creme de Cissus verticillata
verticillata.

Mondcitos (%)

Tempo 7
Grupo Média =+ dp Variacao (%)
Grupo 1 3550+25 A 0
Grupo 2 2428+48 A -32
Grupo 3 30,53+2,8 A -14
Grupo 4 33,48+1,7 A -6

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Com ferida, ndo
tratado; G2: Grupo normal; G3: Com ferida, tratado com o creme a 5% e G4: Com ferida,
tratado com o creme a 10%.

N&o ocorreram alteracdes estatisticamente significativas nos valores de
mondcitos (Tab. 5.9) entre os grupos, entretanto, todos os grupos estdo com os
valores de mondcitos elevados em relagéo a faixa normal.

Para coelhos a faixa normal de mondcitos é entre 1% e 13,4%
(FELDMAN, ZINKL & JAIN, 2000).

Esta elevacdo no numero de monécitos pode ser consequiiéncia do
processo inflamatério. Eles possuem a funcao de fagocitar particulas mais
volumosas, e transformam-se em macrofagos nos tecidos. Monécitos e
macréfagos estdo envolvidos nas respostas inflamatéria e imunolégica

(MARCONCIN, 2008).
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Tabela 5.10: Valores médios de granuldcitos (+ desvio padrdo) no plasma de
coelhos ap6s 7 dias de tratamento com o creme de Cissus verticillata
verticillata.

Granuldcitos (%)

Tempo 7
Grupo Média + dp Variacao (%)
Grupo 1 11,71+2,7 A 0
Grupo 2 6,88+1,5 A -41
Grupo 3 848+12 A -28
Grupo 4 8,75+19 A -25

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Com ferida, nao
tratado; G2: Grupo normal; G3: Com ferida, tratado com o creme a 5% e G4: Com ferida,
tratado com o creme a 10%.

Em relagcdo aos valores de granuldcitos (Tab. 5.10), ndo ocorreram

alteracdes estatisticamente significativa entre os grupos.

Tabela 5.11: Valores médios de hemacias (+ desvio padrdo) no plasma de
coelhos ap6s 7 dias de tratamento com o creme de Cissus verticillata
verticillata.

Hemacias (10°/mm°®)

Tempo 7
Grupo Média = dp Variacao (%)
Grupo 1 564102 A 0
Grupo 2 459+09 A -19
Grupo 3 501£0,3 A -11
Grupo 4 562+0,1 A 0

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Com ferida, ndo
tratado; G2: Grupo normal; G3: Com ferida, tratado com o creme a 5% e G4: Com ferida,
tratado com o creme a 10%.

De acordo com os dados da Tabela 5.11, todos os grupos estdo dentro
da faixa normal para hemécias de coelhos, que é entre 4,6 a 9,29 x10%mm?®

(FELDMAN, ZINKL & JAIN, 2000).
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Tabela 5.12: Valores médios de hemoglobina (+ desvio padrdo) no plasma de
coelhos ap6s 7 dias de tratamento com o creme de Cissus verticillata
verticillata.

Hemoglobina (g/dL)
Tempo 7
Grupo Média + dp Variacao (%)
Grupo 1 10,38 £0,2 A 0
Grupo 2 8,74+1,7 A -16
Grupo 3 9,45+0,5 A -9
Grupo 4 10,37£0,2 A 0

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Com ferida, nao
tratado; G2: Grupo normal; G3: Com ferida, tratado com o creme a 5% e G4: Com ferida,
tratado com o creme a 10%.

A faixa normal de hemoglobina no sangue de coelhos € 11,9 a 18,3 g/dL
(FELDMAN, ZINKL & JAIN, 2000). Todos os grupos tiveram redug¢ao nos niveis

de hemoglobina (Tab. 5.12) em relagdo aos valores normais, entretanto néao

ocorreram alteragdes estatisticamente significativas entre os grupos.

Tabela 5.13: Valores médios de hematdcrito (+ desvio padréo) no plasma de
coelhos ap6s 7 dias de tratamento com o creme de Cissus verticillata
verticillata.

Hematécrito (%)

Tempo 7
Grupo Média + dp Variacao (%)
Grupo 1 32,10+£0,7 A 0
Grupo 2 27,0353 A -16
Grupo 3 2962+15 A -8
Grupo 4 32,45+0,6 A 1

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Com ferida, nao
tratado; G2: Grupo normal; G3: Com ferida, tratado com o creme a 5% e G4: Com ferida,
tratado com o creme a 10%.

De acordo com os valores mostrados na Tabela 5.13 nado ocorreu
alteracbes estatisticamente significativas entre os grupos em relacdo ao

hematocrito.
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Tabela 5.14: Valores médios de volume corpuscular médio (VCM) (+ desvio
padréo) no plasma de coelhos apds 7 dias de tratamento com o creme de
Cissus verticillata verticillata.

VCM (fm°)
Tempo 7
Grupo Média + dp Variacao (%)
Grupo 1 58,20+1,1 A 0
Grupo 2 49,35+9,7 A -15
Grupo 3 59,33+0,9 A 2
Grupo 4 57,67 +0,6 A -1

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Com ferida, nao
tratado; G2: Grupo normal; G3: Com ferida, tratado com o creme a 5% e G4: Com ferida,
tratado com o creme a 10%.

Os valores de normalidade de VCM para coelhos estado na faixa de 57,6
e 80,3 fm® (FELDMAN, ZINKL & JAIN, 2000). De acordo com os dados da

Tabela 5.14, apenas o grupo 2 estava abaixo da faixa normal, estando 15%
menor do que o grupo doente nao tratado.
Tabela 5.15: Valores médios de hemoglobina corpuscular média (HCM) (z

desvio padrao) no plasma de coelhos apés 7 dias de tratamento com o creme
de Cissus verticillata verticillata.

HCM (pg)
Tempo 7
Grupo Média + dp Variacao (%)
Grupo 1 18,77+0,4 A 0
Grupo 2 15,98 £3,1 A -15
Grupo 3 1890+0,4 A 1
Grupo 4 18,47 £ 0,31A -2

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Com ferida, nao
tratado; G2: Grupo normal; G3: Com ferida, tratado com o creme a 5% e G4: Com ferida,
tratado com o creme a 10%.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 5.15, em relagéao
ao HCM, nao ocorreram alteracdes estatisticamente significativas entre os
grupos. O grupo normal estava 15% menor do que o grupo doente ndo tratado

e foi o Unico que nao estava dentro da faixa normal.
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Em coelhos o valor de normalidade para HCM é entre 18,1% e 30,1%.
Todos os grupos dentro dos valores de normalidade (FELDMAN, ZINKL &

JAIN, 2000).

Tabela 5.16: Valores médios de concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) (x desvio padrao) no plasma de coelhos ap6s 7 dias de
tratamento com o creme de Cissus verticillata verticillata.

CHCM (g/dL)

Tempo 7
Grupo Média + dp Variacao (%)
Grupo 1 32,60£0,2 A 0
Grupo 2 26,96 +53 A -17
Grupo 3 31,90£0,5 A -2
Grupo 4 31,92+04 A -2

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Com ferida, ndo
tratado; G2: Grupo normal; G3: Com ferida, tratado com o creme a 5% e G4: Com ferida,
tratado com o creme a 10%.

Em coelhos o valor de normalidade para CHCM é entre 28,55 e 40,6%.
Assim, apesar das variagdes entre os grupos, todos os grupos estdao na faixa
da normalidade (FELDMAN, ZINKL & JAIN, 2000).

De acordo com os dados listados na Tabela 5.16, apenas o0 grupo 2 néao

estava dentro da faixa normal, estando 17% menor que o grupo 1.

Tabela 5.17: Valores médios de amplitude de distribuicdo dos eritrécitos
(RDW) (£ desvio padré@o) no plasma de coelhos apoés 7 dias de tratamento com
o creme de Cissus verticillata verticillata.

RDW
Tempo 7
Grupo Média = dp Variacao (%)
Grupo 1 19,62+0,6 A 0
Grupo 2 19,79+3,3 A -14
Grupo 3 19,47 +0,6 A -1
Grupo 4 18,63+0,2 A -5

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Com ferida, ndo
tratado; G2: Grupo normal; G3: Com ferida, tratado com o creme a 5% e G4: Com ferida,
tratado com o creme a 10%.
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De acordo com a Tabela 5.17, nédo ocorreram alteracées

estatisticamente significativas nos valores de RDW entre os grupos.

Tabela 5.18: Valores médios de plaquetas (x desvio padrdo) no plasma de
coelhos ap6s 7 dias de tratamento com o creme de Cissus verticillata
verticillata.

Plaquetas (10°/mm?®)

Tempo 7
Grupo Média + dp Variacao (%)
Grupo 1 30229 A 0
Grupo 2 198 +55 A -34
Grupo 3 265+41 A -12
Grupo 4 258+12 A -14

Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais equivalem a tratamentos iguais ao doente.
Teste de Dunnett a 5% de significancia. * equivalem a tratamentos iguais. G1: Com ferida, ndo
tratado; G2: Grupo normal; G3: Com ferida, tratado com o creme a 5% e G4: Com ferida,
tratado com o creme a 10%.

Em relacédo aos valores de plaquetas (Tab. 5.18), o grupo normal estava
34% menor do que o grupo doente ndo tratado. Quando ocorre aumento nos
niveis de plaquetas aumenta também os riscos de doenca trombética (LIMA et
al., 1985).

Para a avalicdo do processo de cicatrizagdo também foram analisadas
laminas com cortes histolégicos de pele da regido da ferida. As laminas foram
confeccionadas a partir de corte transversal da epiderme dos coelhos, com 5
um de espessura, e coradas com hematoxilina-eosina.

Foram analisados o grupo com ferida, ndo tratado (Fig. 5.1), grupo
normal (Fig. 5.2), grupo com ferida, tratado com o creme a 5% (Fig. 5.3) e
grupo com ferida, tratado com o creme a 10% com o extrato de C. verticillata
verticillata (Fig. 5.4).

No grupo com ferida, nao tratado (Fig. 5.1). observou-se grande nimero

de heméacias, aumento de neutréfilos. Houve um edema significativo, infiltrado
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inflamatério misto, ocasionais focos de hemorragia e vasos hiperemiados.

Presenga do tecido de granulagdo, e com fibrose, ectasia capilar, infiltrado

inflamatério mononuclear difuso.

Figura 5.1: Fotomicrografia de epiderme de coelhos d grupo com ferida, nao
tratado. A: aumento 10X, B: aumento de 40X e C: aumento 100X.

A estrutura histologica da epiderme integra de coelhos, esta apresentada

na Figura 5.2.
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N B
Figura 5.2: Fotomicrografia de epiderme de coelhos do grupo normal. A:
aumento 10X, B: aumento de 40X e C: aumento 100X.

De acordo com as laminas de histopatologia pode-se verificar que o
tratamento com o creme com exirato de C. verticillata verticillata atuou
favoravelmente no processo de cicatrizagdo nos coelhos. Observou-se nos
grupos tratados com o creme a 5 e 10%, sintese de colageno aumentada,
menor infiltracdo de neutrofilos, reducdo de células em espuma, aumento da
camada de elastina, redugdo da hemorragia (hiperemia) (Figs. 5.3 e 5.4).

Comparando os tratamentos verificou-se que ocorreu maio sintese de
colageno no tratamento com o creme a 10% (Fig. 5.4), ou seja, com a maior
dose do fitoterapico. Esse resultado demostra que a espécie C. verticillata
verticillata atua favoravelmente no processo de cicatrizacdo através da

estimulacao da sintese de colageno.
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Figura 5.3: Fotomicrografia de epiderme de coelhos do grupo com ferida,
tratado com creme de C. verticillata verticillata a 5% p/v. A: aumento 10X, B:
aumento de 40X e C: aumento 100X.
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Figura 5.4: Fotomicfogrfi éeeigr;n‘ de coelhos grupo com ferida,
tratado com creme de C. verticillata verticillata a 10 % p/v. A: aumento 10X, B:
aumento de 40X e C: aumento 100X.

No extrato hidroalcodlico de C. verticillata foi identificado taninos
(DOMINICI et al., 2003) que podem atuar no processo de cicatrizacdo
observado nesse estudo.

As cascas do barbatimao (Stryphnodendron barbatiman Martius)
apresentam efeito adstringente e tem acéo farmacolégica como cicatrizante de
feridas e Ulceras, o que se deve a riqueza de taninos. As propriedades
adstringentes do barbatimao permitem que as proteinas das células superficiais
da mucosa e dos tecidos lesados desprotegidos se precipitem, formando um

revestimento protetor contra a multiplicagao bacteriana, promovendo uma acao

anti-séptica (EURIDES et al., 1996).
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Ja a presenca de flavondides na espécie C. verticillata verticillata, como
a rutina, que foi identificada por CLAE, pode ter atividade farmacoldgica no
processo inflamatorio.

A rutina, quercetina e hesperidina na dose de 80 mg/Kg por via
intraperitoneal inibe a fase aguda e crénica em modelos experimentais de
inflamagao. A rutina foi mais ativa na fase crénica (GUARDIA et al., 2001).

O flavonéide quercetina possui atividade antiinflamatéria em altas
concentracdes, bloqueando a ciclooxigenase e lipooxigenase, enquanto em
baixas concentragdes a lipooxigenase € primariamente inibida. A enzima
ciclooxigenase regula a producédo de prostaglandinas, sendo essa enzima o
alvo de farmacos antiinflamatérios nao esteroidais (AINES) (GUARDIA et al.,
2001).

O extrato etandlico de propolis, rico em flavondides, teve concentragao
efetiva (CEsp) de 650 mg/Kg (vo) em ratos, inibindo significativamente o

processo inflamatério desencadeado pela carragenina (REIS et al., 2000).

5. CONCLUSAO

O extrato de C.verticillata verticillata auxiliou o processo de cicatrizagao
das feridas cutaneas através da reducao do processo inflamatério e aumento
na sintese de colageno e ndao promoveu alteragdes clinicamente importantes
nos parametros bioquimicos e hematol6gicos.

No futuro esta espécie vegetal podera ser utilizada como fitoterapico na

cicatrizacdo, sendo necessarios, ainda, novos estudos.
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