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RESUMO

O diabetes melitus esta entre as doengas crénicas consideradas emergenciais.
Produtos obtidos a base de plantas medicinais vém apresentando resultados
terapéuticos eficientes no tratamento dessas doencgas crbnicas. Com 56,3% da
producao mundial, o Brasil € o maior produtor mundial e 0 maior consumidor de
maracuja. Muitos estudos tém considerado a P. edulis como uma espeécie
promissora, inclusive para o tratamento do diabetes mellitus. Desta forma, este
estudo avaliou os possiveis efeitos de insumos obtidos da espécie vegetal P.
edulis, nos marcadores bioquimicos e modulagcdo plaquetaria em ratos
diabéticos. O extrato bruto foi obtido por maceracdo em solugdo hidroetandlica
70% (v/v). A fragdo de flavonoides foi obtida por particdo liquido-liquido. O
marcador quimico isorientina foi quantificado por analises de cromatografia
liquida de ultra performace acoplado a espectrometria de massas. A
caracterizagdo quimica dos insumos foi realizada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplado a espectrometria de massas. Ratos “Wistar” machos
foram tratados com aloxano (150mg/kg de massa dissolvido em salina 0,9%)
intraperitoneal. O extrato bruto (0,2g de extrato /kg) e a fragdo de flavonoides
(20mg da fragdo/kg) foram administradas em ratos normais e diabéticos por 90
dias. Os animais dos grupos “Controle” e “Diabetes” receberam apenas agua. A
agregacao plaquetaria foi avaliada em agregébmetro a 37°C. A producdo de
espécies oxidantes nas plaquetas de ratos diabéticos e ndo diabéticos foi
avaliada na presengca e na auséncia de acetato miristato de forbol, por
quimioluminescéncia. Os marcadores bioquimicos foram determinados no soro
por método enzimatico colorimétrico e a hemoglobina glicada foi avaliada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em equipamento da marca Bio-Rad.
Avaliando os resultados obtidos nas analises, os dados sugerem a presenga de
diversos flavonoides derivados da apigenina e luteolina, sendo a maioria c-
heterosideos. A quantificagdo do marcador quimico confirma a presenca da
isorientina nos insumos obtidos, sendo a fragdo butandlica com o maior teor de
isorientina (6,1%). A induc&o do diabetes mellitus levou ao aumento da glicemia
bem como dos niveis de frutosamina e de hemoglobina glicada, com
apresentacdo de sinais classicos do diabetes polidpsia, polifagia e perda de
peso. O diabetes mellitus induziu aumento na producao de espécies oxidantes e
na agregacao plaquetaria. O tratamento dos animais com o extrato bruto e com
a fracado de flavonoides foi capaz de reduzir a ingestdo de liquidos, o consumo
de solidos, os niveis glicémicos, os niveis séricos de frutosamina, a agregacao
plaquetaria e a produgcao de espécies oxidantes nos animais diabéticos. Todos
estes resultados sugerem que as folhas de P. edulis apresentam um efeito
benéfico no estado diabético, prevenindo o aparecimento das complicacdes
cronicas.

Palavras-chave: Passiflora. Maracuja. Diabetes Mellitus. Agregacgao Plaquetaria.
Flavonoides.



ABSTRACT

Diabetes mellitus is among the chronic diseases considered emergency.
Products obtained from medicinal plants has been presenting efficient
therapeutic results on treatment for chronic diseases. With 56.3% of world
production, Brazil is the world's largest producer and the largest consumer of
passion fruit. Many studies have considered P. edulis as a promising species,
including for the treatment of diabetes mellitus. Thus the aim of this study was to
evaluate the possible effects of the dry extract of leaves of passion fruit on
biochemical markers and platelet aggregation in diabetic rats. The dry extract
was obtained by grinding in a hydroethanolic solution 70% (V/V). The flavonoid
fraction was obtained by liquid-liquid partition. The isoorientin chemical marker
was quantified by ultra-performace liquid chromatography coupled to mass
spectrometry. The chemical characterization was performed by high performance
liquid chromatography coupled to mass spectrometry. Male “Wistar” rats were
treated with alloxan (150 mg/kg body weight dissolved in 0.9% saline)
intraperitoneally, dry extract was administred (0.2 g extract / kg) and flavonoid
fraction was administred (20 mg flavonoid / kg) to normal and diabetic rats, for
ninety days. The control and diabetic groups received water only. Platelet
aggregation was performed in aggregometer to 37°C. The production of oxidizing
species in platelets from diabetic and non-diabetic rats in the presence and
absence of phorbol myristate acetate was evaluated by chemiluminescence.
Biochemical markers were determined in serum by enzymatic method and
glycated hemoglobin was evaluated by high performance liquid chromatography
on Bio-Rad brand equipment. Our results suggest the presence of several
flavonoids derived from apigenin and luteolin, being most c-heterosides.
Chemical marker quantification confirms the presence of isoorientin, being the
butanolic fraction with the highest isoorientin content (6.1%). The induction of
diabetes mellitus led to hyperglycemia as well as the increase in levels of
fructosamine and glycated hemoglobin, presenting classic signs of diabetes
polydipsia, polyphagia and weight loss. Diabetes mellitus induced increased
production of oxidant species and platelet aggregation. The treatment of the
animals with the crude extract and flavonoid fraction was able to reduce fluid
intake, solids consumption, glycemic levels, serum levels of fructosamine,
platelet aggregation and the production of oxidant species in diabetic animals. All
these results suggest that P. edulis leaf dry extract can present a beneficial
health on the diabetic state, preventing the appearance of its complications.

Key words: Passiflora. Diabetes Mellitus. platelet aggregation. flavonoids.
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1. INTRODUGAO

As doengas crbnicas nao transmissiveis (DCNT) causam hoje
aproximadamente 16 milhdes de mortes prematuras anualmente (WHO, 2016).
Segundo o relatorio anual da Organizagdo Mundial de Saude (WHO) publicado em
2016, as cardiopatias e pneumopatias, os acidentes cerebrovasculares, o cancer e o
diabetes sao os grandes responsaveis por elevados indices de mortes prematuras.
No Brasil, estudos apontam para trés grandes grupos responsaveis pela “epidemia
de DCNT”, o diabetes, a doenca cardiovascular e o acidente vascular encefalico
(MALTA; SILVA JR, 2013).

Em 2011 a Organizagcdo das Nagdes Unidas (ONU) realizou a Reunido de
Alto Nivel sobre DCNT, que resultou em uma declaragdo politica, onde os paises-
membros comprometeram-se a trabalhar para deter o crescimento das DCNT com
agdes de prevencao dos seus principais fatores de risco. No Brasil, o Plano de
Acoes Estratégicas para o enfrentamento das DCNT, teve como uma de suas metas
a reducédo de 25% na probabilidade incondicional de mortalidade global de doengas
crbnicas, sendo que dentre estas, esta o diabetes e a doenca cardiovascular
(LIFESTYLE; CHLORIDE, 2013; WHO, 2014).

O diabetes mellitus (DM) trata-se de uma desordem metabdlica de multipla
etiologia caracterizada por niveis elevados de glicose sanguinea, que tem o estresse
oxidativo como um ponto chave no desenvolvimento de complicagcbes micro e
macrovasculares. Estas podem resultar em lesdao endotelial e levar ao
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (BERTOLUCCI et al., 2007; ADA,
2016). Dados do The Diabetes Control and Complications Trial Research Group
(DCCT) e do UK Prospective Diabetes Study (UKPDS) tém demonstrado uma
relagdo direta entre hiperglicemia cronicamente mantida e as complicagdes
macrovasculares que podem levar ao desenvolvimento de doengas cardiovasculares
(CURRIE et al., 2010).

De acordo com a WHO (2016), uma estimativa de 1,5 milhdes de mortes
causadas diretamente pelo diabetes mellitus e outras 2,2 milhdes de mortes foram
atribuidas aos altos niveis de glicose sanguinea. Em 2014, 8,5% dos adultos acima
de 18 anos tiveram diabetes mellitus.

Estudos desenvolvidos com diferentes modelos experimentais tém

demonstrado que o DM leva a ativagao de plaquetas com consequente aumento de
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sua agregacao (AARON et al., 2001; FLIERL et al., 2010; RANDRIAMBOAVONUJY;
FLEMING, 2012). Além disso, a reatividade plaquetaria aumentada em decorréncia
do DM tem sido associada ao descontrole na producdo de ERO mediada pela
NADPH oxidase. Wang et al., (2015) relata que apesar do mecanismo molecular de
regulacao plaquetaria por espécies oxidantes ser ainda largamente desconhecido,
recentemente foi identificado que um dominio SH2 de uma proteina fosfatase (SHP-
2) é um alvo critico das espécies oxidantes durante a ativagao plaquetaria induzida
por colageno, que resultara em uma exposigao de receptores de adesao plaquetaria,
como € o caso da Glicoproteina VI (GpVl), e formara junto ao receptor Fc de cadeia
Y (FCcRy), um complexo multiprotéico. Estudos apontam esse complexo como o
principal receptor envolvido na ativagdo plaquetaria induzida por colageno
(HAOUARI; ROSADO, 2008; VIOLI; PIGNATELLI, 2014).

Por outro lado, a via de sinalizacdo NO/cGMP/PKG é crucial para o controle
da funcao plaquetaria e 0 aumento da producado de espécies oxidantes pode levar a
uma dessensibilizacdo de cGMP nas plaquetas, o que resultara em uma
hiperativagédo plaquetaria (MAGWENZI et al., 2015).Ja os AGEs podem diretamente
inativar a e-NOS, determinando impedimento da vasodilatagcdo endotélio-
dependente. Ao mesmo tempo pode levar a um aumento na permeabilidade
vascular resultando em ativagao da resposta local inflamatéria, contribuindo para o
estresse oxidativo (WAJCHENBERG, 2002).

Assim, a busca por compostos com capacidade de reduzir ou prevenir a
hiperativacdo plaquetaria, assim como para o tratamento das DCNT, tem sido alvo
de diferentes estudos uma vez que os custos para o tratamento das DCNT causam
um impacto gigantesco no sistema de saude do pais. Por outro lado, segundo
Newman e Cragg (2016), o uso de produtos naturais tem sido uma fonte propicia
para a descoberta de novos farmacos. Apenas para o tratamento do diabetes
mellitus tipo | e I, de 1981 a 2014, um total de 29 farmacos aprovados foram
derivados de produtos naturais (NEWMAN; CRAGG, 2016).

O uso terapéutico das diversas espécies do género Passiflora € comum em
diversos paises, inclusive no Brasil. Estas espécies sao utilizadas desde a
antiguidade na medicina popular, com diversas fungbdes. Estudos in vitro tém
demonstrado que o extrato de folhas de Passiflora edulis Sims apresentou atividade
antioxidante bem como inibidora de glicagdo protéica e agregagao plaquetaria,

sendo estes efeitos atribuidos principalmente aos flavondides presentes nas folhas
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desta espécie vegetal (CARVALHO et al., 2010). No entanto o papel modulatério do
extrato bruto seco de folhas P. edulis Sims sobre a ativagao plaquetaria ndo esta
totalmente esclarecido.

Sendo assim, estudos que visem avaliar as agoes deste extrato bem como de
seus principais componentes sobre processos que levam a ativagao plaquetaria
poderao fornecer informagdes importantes a respeito do uso racional deste extrato,
como uma possivel terapia para identificar novas entidades quimicas para o

tratamento do diabetes mellitus
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O diabetes mellitus (DM) trata-se de um grupo heterogéneo de disturbios
metabalicos, tendo a hiperglicemia como fator comum, que pode ser um resultado
de defeitos na acgdo da insulina, na secrecdo de insulina ou em ambas (SBD, 2015).
De acordo com Malheiros (2006), a insulina esta sempre associada com a condi¢gao
inicial de hiperglicemia, mas a presenga deste hormdnio também significa uma
situagao de alto suprimento energético para as células e nesta situagao, as reagdes
anabolicas serdo favorecidas.

Desta forma, além do papel fundamental no transporte de glicose e
metabolismo energético celular, a insulina possui fungbes na ativagao da sintese de
glicogénio, de proteinas, de lipideos e da transcricdo de genes especificos. Ao
mesmo tempo, inibe a degradacéo destas substancias (CARVALHEIRA; ZECCHIN;
SAAD, 2002; CZECH, 1977).

O receptor proteico de superficie celular especifico para a insulina € um
receptor tirosina-quinase (RTK) capaz de se auto-fosforilar e promover a atividade
intrinseca de tirosina-quinase, sendo que o resultado final da ativagcao do receptor
sera uma cascata de sinalizagao intracelular, dentre os quais podera levar ao
aumento na captacao de glicose via transportador de glicose (Figura 1) (LEMMON,;
SCHLESSINGER, 2010; NELSON, 2011; LEITE; CALLADO; RIBEIRO, 2012;).

Dentre os varios transportadores de glicose, o GLUT4 é conhecido por ter sua
regulacdo dependente de estimulos mediados pela insulina e encontra-se
predominantemente nos tecidos adiposo e muscular (MACHADO; SCHAAN;
SERAPHIM, 2006). Nos hepatocitos ha um predominio na expressdo da isoforma
GLUTZ2, um transportador ndo dependente de insulina ja presente na membrana
plasmatica (DEVLIN, 1999).
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Figura 1- Captagao de glicose por GLUT 4 via IRS/PI3K/Akt.

— ‘o 0,
Glicose .

Membrana Plasmatica PI{4,5)P2 ]—>[ PI(3,4,5)P3 ]
Tyr OCOCoEOCOO0

Citoplasma

Fonte: Adaptado de CARVALHEIRA,ZECCHIN E SAAD (2002, p.420).
Legenda: Quando fosforilada a AS160 se dissocia das vesiculas de GLUT4, possibilitando a
translocacao do GLUT4 para a membrana plasmatica.

Dentre os diversos substratos do receptor de insulina (IRS) podemos destacar
os substratos 1-4 do receptor de insulina (IRS1-4), que irdo integrar o metabolismo
intermediario ao seu efeito celular final (CAMPOREZ; ALMEIDA; MARCAL, 2013). A
expressao do receptor de insulina ocorre em praticamente todos os tecidos de
mamiferos, porém sua concentracdo podera variar desde 40 receptores nos
eritrocitos circulantes a mais de 200.000 receptores no tecido adiposo, no tecido
muscular e no tecido hepatico (HABER et al., 2001). Nos tecidos periféricos, a
insulina atua através da via IRS/PI3K/AKT, afetando o metabolismo de glicogénio,
de lipideos e a captagao de glicose, bem como da via IRS/MAPK/ERK, que atua no
controle da expressédo génica, do crescimento e da diferenciagao celular (CZECH,
1977; GOALSTONE; DRAZNIN, 1997; STEPHENS et al.,, 1998; LEMMON;
SCHLESSINGER, 2010; KONG et al., 2014; NELSON, 2011; RAMALINGAM; OH;
THURMOND, 2014; NADEEM; AHMED; EL-DENSHARY, 2015). Alguns dos efeitos

da insulina podem ser observados em segundos ou minutos, porém outros como a
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sintese de proteinas e expressdo génica podem levar dias (HILAL-DANDAN &
BRUNTON, 2015).

Portanto, alteragbes funcionais que acarretem na sinalizagao intracelular
mediada pela insulina, ou até mesmo defeitos fisiopatoldégicos que levem a uma
anormalidade na producédo do hormdnio anabdlico insulina, implicardo em disturbio
na homeostase da glicose, conduzindo ao diabetes mellitus.

De acordo com a American Diabetes Association (ADA, 2016), o diabetes
mellitus pode ser classificado em quatro categorias clinicas: o diabetes mellitus Tipo
1 (DM1), que ocorre em consequéncia da destruicao das células-p e geralmente leva
a deficiéncia absoluta de insulina; o diabetes mellitus Tipo 2 (DM2), que tem como
causa principal a resisténcia a insulina associada a um defeito progressivo na sua
secrecdo; o diabetes mellitus gestacional (DMG), que ocorre quando o diabetes
mellitus € diagnosticado durante a gravidez; outros tipos especificos de diabetes
devido a diversas causas, como por exemplo, defeitos genéticos na fungéo da célula
B, defeitos genéticos na acdo da insulina, doengas do pancreas exocrino (tais como
fibrose cistica) ou induzido por farmacos ou agentes quimicos.

Entre estes, o DM1 e o DM2 sédo os mais frequentes na populagdo e
contribuem significativamente para o alto indice de morbidade decorrente desta
patologia. O DM1, esta presente em 5% a 10% dos casos, e apresenta diagndstico
frequente em criangas e adolescentes (75% dos casos) (SBD, 2014). Apresenta-se
nas formas classica e silenciosa. O tratamento com insulina exégena € mandatério e
associado a sobrevida do paciente, onde normalizar a glicemia e a HbA1C, além de
prevenir a cetoacidose e a hipoglicemia, permite controlar o desenvolvimento de
complicagdes micro e macrovasculares (HIRATA e HIRATA, 2006). Nos pacientes
sintomaticos é comum a poliuria, polifagia, polidipsia, perda de peso e alteragdes
visuais (VIANA; RODRIGUEZ, 2011).

O DM2 é uma sindrome heterogénea, observada em cerca de 90% do total de
diabéticos. Os pacientes com o tipo 2 também podem apresentar poliuria, polidipsia
e polifagia, além de alteragdes visuais e feridas de dificil cicatrizagdo nos estagios
mais avancados da doenca. E um disturbio comum em que o fator hereditario e a
obesidade apresentam maior importancia do que no tipo 1 e apesar desses
pacientes produzirem insulina normalmente, suas células sédo incapazes de usar

toda essa insulina secretada pelo pancreas, fazendo com que seus niveis
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permanegam altos no sangue, o que €& conhecido como resisténcia a insulina
(VIANA; RODRIGUEZ, 2011).

Desta forma, a deficiéncia na secrecdo e ou na agao da insulina, sdo fatores
essenciais para desenvolvimento desta patologia assim como das alteragdes
bioquimicas observadas em decorréncia do DM, tais como: hiperglicemia em jejum e
pos-prandial, glicogendlise aumentada, catabolismo proteico e lipidico elevados,
aumento da glicagdo e aumento da producgéo de corpos cetbnicos nos caso em que
houver um descontrole glicémico acentuado (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD,
2002; LIMA-SILVA et al., 2007 CL, 2011; ROACH et al., 2012; BEUREL; GRIECO;
JOPE, 2015; RAMACHANDRAN; SARAVANAN, 2015).

Além disso, a hiperglicemia esta fortemente associada ao aparecimento das
complicagdes cronicas que incluem a macroangiopatia, a microangiopatia e as
neuropatias periféricas e autondmicas. Estas podem envolver principalmente, o
sistema cardiovascular, os rins, nervos periféricos e tecido ocular (TSCHIEDEL,
2014).

Neste contexto, vale enfatizar que segundo Tschiedel, (2014) o risco relativo
de morte devido a complicacdes vasculares é trés vezes maior nos pacientes com
DM do que na populagdo com as doengas cardiovasculares (DCV) néo portadora de
DM, sendo que 80% dos 6bitos em portadores de DM, sdo em consequéncia de
complicagdes cardiovasculares.

Segundo a SBD, (2015) o controle de fatores de risco modificaveis, tais como
dieta, atividade fisica, tabagismo e excesso de peso, estdao associados a redugao da
incidéncia da doenga em si. Entretanto uma vez instalada a doengca é de extrema
importancia a prevengao secundaria, de tal forma que o controle metabdlico tem um
papel importante na prevengédo do surgimento e ou progressdo das complicagbes
cronicas. O estudo clinico Diabetes Control and Complicatons Trial (DCCT) ja havia
demonstrado em 1999, a importancia do controle glicémico em pacientes portadores
de diabetes mellitus tipo 1, reduzindo o desenvolvimento de complicagcbes
microvasculares. Entretanto até a década de 70 apenas a glicosuria e as dosagens
ocasionais da glicemia de jejum eram utilizados como montorizagdo do controle
glicémico em pacientes portadores de diabetes mellitus (GROSS et al., 2002; SBD,
2015).

Com o avanco dos métodos de monitorizacdo terapéutica, tivemos a

introducdo de marcadores tais como a hemoglobina glicada, capaz de avaliar a
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longo prazo o controle glicémico. Hoje segundo a SBD (2015) sabe-se que apenas a
glicemia de jejum ndao é mais suficiente para o acompanhamento do controle
glicémico em pacientes com diabetes mellitus, pois reflete apenas a glicemia
momentanea. Por outro lado, a determinacdo pds-prandial tem sido utilizada para
acompanhar picos hiperglicEmicos que podem se associar a riscos cardiovascular e
estresse oxidativo (GROSS; FERREIRA; OLIVEIRA, 2003; GELONEZE;
LAMOUNIER; COELHO, 2006; SBD, 2015).

Como medida que visa melhor avaliagdo do controle glicémico e monitorar o
risco a desenvolvimento de complicagbes crbnicas, a HbA1c € um parametro que
vem sendo utilizado na clinica laboratorial para avaliar o controle glicémico a longo
prazo. Por outro lado, a medida da glicagdo de proteinas séricas glicadas, dita como
frutosamina, tende a avaliar o controle glicémico ao longo de um periodo de
aproximadamente duas semanas (GROSS et al., 2002; FEITOSA; ANDRADE, 2014;
SBD, 2015). Apesar dos niveis de frutosaminas ndo estarem tdo bem associados as
complicagdes cronicas do DM quanto a HbA1c, sabe-se que o controle conjunto dos
parametros glicemia de jejum, de frutosamina e de HbA1c gera expectativas na
prevencao do aparecimento das complicagdes crénicas do DM.

Desta forma torna-se de grande importancia o tratamento dos individuos
portadores de DM, visando ndo somente o controle glicémico como também o
estabelecimento de terapias capazes de atuar nos pontos cruciais para a prevengao

das complicagdes crdnicas advindas do DM.

2.1 EPIDEMIOLOGIA DO DIABETES MELLITUS

A prevaléncia do diabetes mellitus tem aumentado consideravelmente nas
ultimas décadas, assim como o numero total de pessoas portadoras deste disturbio.
A crescente urbanizagao, envelhecimento populacional e mudangas significativas no
estilo de vida da sociedade, em especial quanto a alimentagcdo e a pratica de
exercicios fisicos que levam a obesidade e sedentarismo, contribuem para a
intensificagdo dos fatores de risco (GUARIGUATA et al., 2014). Segundo a
IDF(2015), um em cada dois individuos com diabetes ndo sabe que é portador da
doenca, sendo observado também que a cada 11 individuos adultos, um é portador
de diabetes.

Estatisticas demonstraram que em 1980 havia 118 milhdes de pessoas com
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diabetes mellitus. Em 2014, esse numero aumentou para 442 milhdes de casos de
diabetes mellitus. Além disso, a prevaléncia no mundo de diabetes mellitus quase
duplicou desde o ano de 1980, passando de 4,7% para 8,5% na populacdo adulta
nos dias atuais (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). Em 2012 nos Estados
Unidos, 29,1 milhdes de americanos conviveram com essa doenga, representando
cerca de 9,3 % da populacao total (REGENSTEINER et al., 2015).

Estima-se que ao menos 20% dos pacientes americanos com mais de 65
anos de idade possuem diabetes mellitus, e que essa porcentagem tendera a elevar-
se rapidamente nas proximas décadas (ADA,2016). Por outro lado, estudos tém
evidenciado um aumento acentuado na proporgao de jovens diagnosticados com
diabetes mellitus. De acordo com a IDF (2015), “mais que 79.000 criangas
desenvolveram diabetes mellitus tipo 1 em 2013".

Apesar do aumento mundial no numero de pacientes portadores da doenca,
ha uma marcante diferengca na prevaléncia de diabetes mellitus entre diversos
paises e grupos étnicos. Em Nauru, na Oceania, e entre os indios Pima, no Arizona,
nos Estados Unidos, foram observadasas maiores taxas de prevaléncia de diabetes
mellitus, onde praticamente metade da populagao adulta sao portadores do diabetes
mellitus (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES-SBD, 2015a).

No Brasil, segundo a SBD (2015), “Uma epidemia de diabetes mellitus esta
em curso”. Desde o final da década de 1980, a prevaléncia de diabetes mellitus na
populacdo adulta passou de 7,6% a taxas mais elevadas que chegam a 13,5% para
a cidade de S&o Carlos-SP e a 15% para a cidade de Ribeirdo Preto-SP. Apenas no
ano de 2013, estimou-se que existiram 11.933.580 pessoas, na faixa etaria de 20 a
79 anos, portadores de diabetes mellitus no Brasil. Atualmente, sabe-se que a
incidéncia de diabetes mellitus tipo 1 vem aumentando, particularmente na
populagao infantil com menos de 5 anos de idade (SBD, 2015)

O diabetes mellitus é considerado um problema de saude publica, pois esta
associado a diversas complicagcdes sérias para o paciente como alteracdes
microvasculares, na qual se pode citar a retinopatia, neuropatia e nefropatia, e
complicagdes macrovasculares que sao observadas, incluindo doenga cardiaca
coronaria e acidente vascular cerebral. Além disso, ha relatos atuais de associagao
do diabetes mellitus com outras co-morbidades como a osteoporose e depressao
(MA, 2015; WHO, 2016).
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As taxas de morte causadas direta ou indiretamente pelo diabetes mellitus
vem aumentando a cada dia. De acordo com a WHO (2016), uma estimativa de 1,5
milhées de mortes foram causadas diretamente pelo diabetes mellitus e outras 2,2
milhdes de mortes foram atribuidas aos altos niveis de glicose sanguinea.

A Sociedade Brasileira de Diabetes relata que em 2011 as taxas de
mortalidade por DM (por 100 mil habitantes) eram de 30,1 para a populagao geral,
27,2 nos homens e 32,9 nas mulheres (SBD, 2015). Entretanto, apesar da alta
prevaléncia e mortalidade em decorréncia do diabetes mellitus, na declaragdo de
Obito nem sempre se menciona o DM, pelo fato de serem suas complicagdes
particularmente as cardiovasculares e cerebrovasculares, as causas da morte.

O diabetes mellitus esta associado ao aumento no risco cardiovascular
quando comparado a individuos nao-diabéticos. Dados do The Diabetes Control and
Complications Trial Research Group (DCCT) e do UK Prospective Diabetes Study
(UKPDS) tém demonstrado uma relagao direta entre hiperglicemia cronicamente
mantida e as complicagcdes macrovasculares que podem levar ao desenvolvimento
de doengas cardiovasculares (CURRIE et al., 2010). Segundo dados da Federagéo
Internacional de Diabetes, as doencas cardiovasculares sa&o consideradas as
principais causas de morte e de inaptiddo em pessoas com diabetes. Segundo a
IDF, (2016) “Acbes devem ser tomadas para diminuir o impacto das doencgas
cardiovasculares em pessoas com diabetes”.

Na américa do Norte, na Europa Ocidental, na Australia e no Japao a maioria
das pessoas portadoras de diabetes mellitus, sdo de idade acima de 50 anos, e sdo
consideradas com alto risco para o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares.
Nestes mesmos paises, é estimado que entre 15 e 41% das pessoas acima de 50
anos de idade, portadores de diabetes mellitus, ja tiveram doencga cardiovascular
(IDF, 2016). Uma parcela importante desses Obitos ocasionados direta ou
indiretamente pelo diabetes mellitus € prematura, ocorrendo quando os individuos
ainda contribuem economicamente para a sociedade.

Neste sentido se considerarmos a natureza crdnica, a gravidade das
complicagdes e 0s meios necessarios para controla-las, o DM torna-se uma doenca
cujos gastos econdmicos sado elevados ndo apenas para os individuos afetados e
suas familias, mas também para o sistema de saude. No Brasil, o custo do
tratamento de individuos portadores de DM gira em torno de 3,9 bilhdes de ddlares

americanos, sendo que os custos do tratamento ambulatorial destes pacientes € da
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ordem de 2.108 ddélares americanos por paciente, levando a um impacto significativo
no orgamento anual do Sistema de Saude Publica (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2015a). Além disso, os custos intangiveis acarretados aos individuos
que incluem a dor, a ansiedade, a inconveniéncia e a perda de qualidade de vida,
por si s acarretam um grande impacto na vida dos portadores de diabetes e seus
familiares.

Ainda, as alteragdes nos habitos de vida em decorréncia de complicagdes
cronicas, tais como mudangas no ambiente de trabalho, assim como limitagbes no
desempenho profissional, sdo custos sociais inestimaveis. Desta forma a prevencéo,
seja no inicio do DM ou até mesmo de suas complicacbes agudas e ou crdnicas
tornam-se alvos importantissimos para a melhoria da qualidade de vida de milhdes
de pessoas portadores do DM.

2.2 PLAQUETAS

Os fragmentos anucleados de megacaridcitos da medula 6ssea com um alto
grau de organizagao e ricas em diferentes organelas, como mitocondrias viaveis,
sistema tubular denso e trés tipos de grénulos morfologicamente diferentes que
estocam diferentes tipos de constituintes: os granulos alfa, os granulos densos e os
lisossomas, sdo conhecidos como plaquetas (LOPES-PIRES, 2013). As plaquetas
por si sO, estdo envolvidas em diversas patologias importantes, sejam sindromes ou
quadros trombdticos graves (CASTRO et al., 2006).

No esfregaco de sangue periférico, as plaquetas se apresentam como
fragmentos citoplasmaticos de aspecto granular, entretanto sua aparéncia simples é
na verdade uma estrutura discéide complexa. Internamente as plaquetas sao
subdivididas em uma regido que inclui as membranas externa e interna e as
estruturas estritamente associadas, como o sistema denominado “Sistema
canalicular aberto”. Este sistema € o essencial na troca de moléculas com o meio
externo, sendo o grande responsavel pela liberagdo de diversas moléculas apds a
ativagdo plaquetaria, a chamada “secrecdo plaquetaria” (CASTRO et al., 2006;
MAGWENZI et al., 2015).

Durante o processo de secrecao plaquetaria, apesar de haver mudancas nas
suas caracteristicas fisicas, a liberagdo do conteudo granular plaquetario ocorre sem

lise celular e com manutengdo da membrana plaquetaria. Ja na membrana celular,
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observa-se grande quantidade de glicoproteinas e fosfolipideos de membrana cuja
funcao é adesao, ativagao intracelular e até mesmo a coagulagédo. Além da funcgéo
coagulatéria dos fosfolipideos de membrana, estes seréo utilizados como substratos
para a produgdo de agonistas da agregacdo plaquetaria, como por exemplo o
tromboxano A2 (TXA2), potente agonista da agregacdo plaquetaria. Toda essa
regido presente nas plaquetas, € conhecida como zona periférica (BROOS et al.,
2011; DA SILVA; D’AMICO, 2010).

Logo abaixo da zona periféria, encontra-se uma regido denominada de zona
sol-gel, que é composta basicamente de citoesqueleto para fornecer sustentagcéo a
forma discoide plaquetéaria e ao sistema contratil. Sob ativagao plaquetaria o sistema
contratil permite a mudancga da forma discoide, o prolongamento de pseuddpodes, a
contragao interna e a liberagdo dos constituintes granulares (granulos alfa e granulos
densos) (CASTRO et al., 2006).

Os granulos alfa sdo compostos basicamente de proteinas adesivas, de fator
de von Willebrand (FvW), de trombospondina, de vitronectina, de fator de
crescimento derivado de plaquetas, de fator IV plaquetario, de fatores da coagulagéo
(fator Xl) e de inibidor do ativador plasminogénio. Estes granulos sdo conhecidos
como 0s mais abundantes granulos secretores plaquetarios e o principal sitio de
armazenamento de proteinas (YADAV; STORRIE, 2016).

Por outro lado, os granulos densos, sdo compostos de adenosina trifosfato
(ATP), de adenosina difosfato (ADP), de serotonina e de calcio. Além da presenga
dos granulos alfa e denso, a zona de organela apresenta componentes celulares,
tais como lisossomos e mitocéndrias, além de conter ATP e ADP, dentre outras
moléculas criticas para a fungdo plaquetaria (PAGEL et al., 2016).

Por fim, as plaquetas possuem um sistema membranar onde basicamente
nesta zona observa-se a presenga do sistema tubular denso, local onde se encontra
concentrado o calcio (BROOS et al., 2012). Apesar de anucleadas, as plaquetas
apresentam um papel importante no processo de hemostasia, estando diretamente
envolvidas em diversas sindromes e patologias. De tal forma a regulacédo na
ativacdo plaquetaria torna-se alvo terapéutico importante no tratamento de
processos patolégicos que envolvam as doengas cardiovasculares (CASTRO et al.,
2006; YADAV; STORRIE, 2016).

Vale lembrar que o sistema homeostatico € formado n&o apenas pelas

plaquetas, mas pelos fatores de coagulagdo que resultardo na formacgao de fibrina,
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nos fatores fibrinoliticos que sdo os grandes responsaveis por dissolverem o
coagulo, controlando a sua extensao; pelos inibidores proteicos e até mesmo pelas
células endoteliais que revestem o0s vasos sanguineos e contribuem para a
manutengao do fluxo sanguineo (CASTRO et al., 2006; WATT et al., 2012).

A interacdo com os componentes extracelulares da parede dos vasos
sanguineos, é a primeira etapa em um complexo mecanismo de ativagao
plaquetaria, e para que isso ocorra as plaquetas apresentam diversas proteinas de
adesao, dentre elas o complexo glicoprotéico (glicoproteina [Gp]) Ib-V-IX e GpVI,
que se ligam respectivamente ao fator de von Willebrand (FVW) e ao colageno
(AMARANTE et al., 2007; BROOS et al., 2011, 2012).

A estabilizacdo da adesdo plaquetaria a matriz extracelular, ocorre de
maneira coordenada e envolve tanto uma firme adesao como ativagao plaquetaria,
sendo que a sua adesao primaria envolve a sua ligagcdo com o colageno, com a
fibronectina e ou com a laminina. A rapida transdugéo de sinal mediante a adesao
plaquetaria irda desencadear diversos efeitos como ativagao plaquetaria, mudancgas
em seu citoesqueleto, expansdo de pseuddpodes, contralcao e secrecdo de
conteudos de seus granulos que irdo sustentar a adesao e subsequente agregacéao
plaquetaria via receptor de fibrinogénio (CARAMORI et al., 1998; GOMES et al.,
2000; CASTRO et al., 2006; BROOS et al., 2011).

Além do complexo glicopretico Gp Ib-V-IX e GpVI, podemos encontrar outros
receptores de colageno como a proteina az2B1, o receptor de fibronectina as1 e o
receptor de laminina asB1. Uma vez aderida, ocorre o processo de secregao
plaquetaria, onde observamos a liberagdo dos conteudos de seus granulos e a
exposicao da glicoproteina llb/llla (Gpllb/llla). De tal forma, a Gpllb/llla é
extremamente importante durante a fase de agregacgéo, pois é através dela que o
fribrinogénio ira reconhecer uma pequena sequéncia dita como RGD (arginina,
glicina e aspartato) fazendo a ponte de ligagao entre as plaquetas, proporcionando a
formacgao do agregado plaquetario (GOMES et al., 2000).

Na Figura 2 estdo exemplificadas algumas vias capazes de modular o
agregado plaquetario. Os receptores plaquetarios para os agonistas trombina,
colageno, ADP, tromboxano A2 e ou complexos imune FcyRlla agem através da
proteina G ou por ativagao de tirosina quinases.

A GpVI um membro da superfamilia de imunoglobulinas, formada por um

complexo transmembrana com dois dominios de ligagao extracelular, uma regiao



32

transmembrana e uma pequena regido citoplasmatica, € um dos principais sitios de
ligacdo do agonista de agregacado colageno. Na regido transmembrana da GpVI,
encontra-se associada a cadeia FcRy formando um receptor de ativagao tirosina
quinase (BROOS et al., 2011).

A fosforilagdo da cadeia de FCRy em uma regido de conservagao dita como
ITAM (Imuno-receptor baseado em tirosina) por membros da familia de Src quinase
(Lyn e Fyn) da GpVI, permite o recrutamento de diversas proteinas quinase de
dominio SH2. Desta forma, uma cascata de sinalizagéo ira resultar na ativacéo da
fosfolipase C (PLC), via fosforilagdo de Tyr de seu dominio SH2. Em continuidade a
propagacado de sinal, a PLC ira hidrolisar o fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2)
produzindo inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) e 1,2 diacilglicerol (DAG). Neste ponto, o IP3
(molécula de facil difusdo e solubilidade em agua) ira se ligar ao seu receptor no
sistema tubular denso plaquetario (DST), também conhecido como reticulo
endoplasmatico. O DST é um canal seletivo de calcio que permitira o efluxo de Ca?*
propiciando o aumento citoplasmatico de Ca?* (CARAMORI et al., 1998; CASTRO et
al., 2006; BROOS et al., 2011, 2012; WATT et al., 2012).

Por outro lado, o DAG junto com o Ca?* funciona como um receptor interno
para a serina/treonina proteina quinase C (PKC). A PKC por sua vez transloca para
a membrana e torna-se ativa. Desta forma, é iniciada uma série de eventos de
ativagao, incluindo a ativagcado de fosfolipase A2 (PLA2) que leva a alteragdo da
forma plaquetaria resultando em uma degranulagdo e como consequéncia resulta na

agregacao plaquetaria com exposicao de receptor de fibrinogénio Gplib/llla.
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Figura 2 - Revisdo esquematica das principais vias envolvidas na ativagao plaquetaria.
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Além da via de transducgao de sinal tirosina quinase, as plaquetas contam com
sete receptores transmembrana acoplados a proteina G (GPCRs). A literatura relata
que tanto os efeitos de inibicdo como de ativagdo podem ocorrer via proteina G
(BROOS et al., 2012; PAGEL et al., 2016). A formacao de tromboxano A2 (TxA2) é
um exemplo classico de ativacido via proteina G. O aumento nos niveis de calcio
resulta na fosforilagdo do aminoacido Ser na posicdo 505 da PLA2 por proteina
quinase ativada por mitogeno (MAPK). Em consequéncia, ocorre a clivagem de
acidos graxos dos fosfolipideos de membrana com liberagédo de acido aracdénico.

Neste ponto da via, podemos ter a ativacdo de diversas enzimas, entre as
quais se destaca a enzima constitutiva ciclo-oxigenase (COX-1). A ativagdo da COX-
1 leva a formacgao de mediadores lipidicos a partir do acido aracddnico denominados
eicosanoides, como por exemplo, a prostaglandina ciclica endoperoxido. Mais
tardiamente, a tromboxano sintase ira mediar a formagao do TxA2, utilizando como

substrato as prostaglandinas produzindas anteriormente.
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O ADP liberado pela secregao plaquetaria atua ndo apenas na amplificagao
da onda de agregacéao plaquetaria, via receptor de membrana P2Y1, como também
€ capaz de ligar-se ao receptor P2Y12. Este por sua vez, acoplado a proteina G,
propiciara a inibicdo da enzima adenilil ciclase, que tem como fungédo gerar o cAMP
a partir do ATP, além de mediar a desfosforilacdo da fosfoproteina vasodilatadora
(VASP). O cAMP reverte os altos niveis de calcio limitando a ativagdo e agregagao
plaquetaria. Por outro lado, ha relatos de que a ativacdo de receptores P2Y12 e
P2Y1 pode levar a ativagdo de uma série de proteinas quinases (PI3K/AKT)
culminando na ativacdo da enzima NADPH oxidase (NOX2). Assim, o aumento de
espécies oxidantes via ativacdo de NOX2 também contribui diretamente para a
modulag¢do da agregacgao plaquetaria (SENO et al., 2001; WATT et al., 2012).

Apesar do imenso e complexo sistema de ativagao e transducgao de sinal para
a ativacao plaquetaria, alguns autores (WATT et al., 2012, 2012; MAGWENZI et al.,
2015; WANG et al.,, 2015) tém associado a ativagdo plaquetaria em pacientes

diabéticos, com um quadro oxidativo exacerbado decorrente da ativagdo da NOX2.

2.3 DIABETES E ATIVAGAO PLAQUETARIA

E de conhecimento que o diabetes mellitus € uma das maiores emergéncias
globais do século 21, com um numero de portadores da doenga crescendo
rapidamente pelo mundo. Por outro lado, sabe-se que a principal causa de morte e
incapacitacdo entre as pessoas com diabetes mellitus € em consequéncia das
doencas cardiovasculares, que incluem o acidente vascular cerebral, a doenca
arterial coronariana e a doenga arterial periférica (IDF, 2016).

Em estudos conduzidos com pessoas portadoras de diabetes mellitus, com
idade entre 28 e 44 anos, vivendo em paises de média e alta renda, foi constatado
que aproximadamente 16% teve uma histéria de doenca cardiovascular, sendo que
2 % teve uma histéria de acidente vascular encefalico e 1 % teve uma historia de
ataque cardiaco (KOIVISTO, 1996; DAVID, 2010; KAUTZY-WILLER, 2013). Estes
numeros sao ainda mais assustadores quando o paciente encontra-se entre 50 e 69
anos de idade. Nesta populacéo foi observado que aproximadamente 41% teve uma
histéria de doencga cardiovascular, sendo que 10% teve uma histéria de acidente
vascular encefélico e 14% teve uma histdoria de ataque cardiaco (IDF, 2016; XAVIER
et al., 2013).
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Os dados da literatura tém apontado a atividade da via dos polidis, a glicagao
nao enzimatica das proteinas com a producado de AGE, o estresse oxidativo e as
alteracdes da proteina quinase C (PKC), como os principais mecanismos envolvidos
nas disfungdes endoteliais e na aterogénese, que precedem as graves complicagbes
vasculares induzidas pelo diabetes mellitus (Figura 2) (BERTOLUCCI, et al., 2008;
CORREA-GIANNELLA; VIEIRA, 2007).

Estudos desenvolvidos com diferentes modelos experimentais tém
demonstrado que o DM induz altera¢des na fungao plaquetaria, levando ao aumento
de sua reatividade e com consequente aumento na agregagdo destas células
(RANDRIAMBOAVONJY V.; FLEMING 1., 2012; FLIERL U. et al.,2010). Estas
alteracbes favorecem a formacdo de trombos e podem comprometer o endotélio
vascular, sendo consideradas, portanto, como um dos principais mecanismos
desencadeadores das complicagdes cardiovasculares induzidas pelo DM.

Apesar dos mecanismos intracelulares que levam a esta hiper-reatividade
plaquetaria ainda ndo estarem totalmente esclarecidos, diversos estudos tém
associado a hiperagregacdo plaquetaria observada no diabetes mellitus a um
possivel desbalango redox nestas células. Neste contexto, tem sido proposto que
alteragdes na funcao plaquetaria poderiam levar a produgédo descontrolada de ERO
e ERN com consequente aumento na adeséo e agregacgao plaquetaria (FERRONI et
al., 2011).

Estas espécies sdo moléculas altamente bioativas e com vida curta derivadas,
principalmente, da redugédo do oxigénio molecular. Entre as diversas fontes de ERO
nas plaquetas, o sistema nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato-oxidase
(NADPH oxidase - gp91°P"*/NOX2) que pode ser ativado ndo somente por agonistas
como adenosina difosfato (ADP), colageno e acido araquiddnico, capazes de induzir
agregacao plaquetaria, mas também por mitdgenos como por exemplo, o acetato de
forbol miristato (PMA) (KROTZ, 2004).
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Figura 3 - Mecanismos propostos para explicar o dano celular induzido pela hiperglicemia e o
estresse oxidativo como via final comum das quatro vias metabdlicas ativadas.
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Fonte: CORREA-GIANNELLA; VIEIRA (2007, p. 378).

Legenda: O excesso de radical superdxido (O2-) inibe parcialmente a Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), uma enzima da via glicolitica, o que resulta aumento dos metabdlitos
formados antes da agdo do GAPDH. Esses metabdlitos sdo desviados para utilizagdo nas quatro vias
metabdlicas responsaveis pelo dano celular da hiperglicemia, em um ciclo vicioso que aumenta a
geracao de Oz,

As primeiras evidéncias de expressdo de NADPH oxidase em plaquetas
surgiram em 2001 por Seno et al. que detectaram as subunidades p22phox e
p67phox em plaquetas lisadas humanas. Mais tarde, foram encontradas as
subunidades gp91phox e p47phox (VIOLI; PIGNATELLI et al., 2014). Tem sido
demonstrado que a producao de anion superoxido e consequentemente de perdoxido
de hidrogénio, por plaquetas estimuladas com PMA ocorre principalmente a custa da
ativacdo do complexo NADPH oxidase. Sob condi¢des fisiologicas, a formagéo e
eliminacao destas substancias parecem ser balanceadas nas plaquetas. Durante o
desbalangco redox, entretanto, hda um predominio de agentes pro-oxidantes,
superando a capacidade de defesa antioxidante, levando a um estresse oxidativo
com consequente alteracéo na sinalizagao celular.

De acordo com dados da literatura, a estimulacdo do complexo NADPH
oxidase em plaquetas tem sido proposta como um dos principais mecanismos
responsaveis pela ativacdo destas células. Uma vez ativo, este sistema
multienzimatico € responsavel pela transferéncia de elétrons do NADPH para o

oxigénio molecular, formando o anion superdoxido (Oz27). Este pode passar por



37

dismutacdo espontanea e/ou catalisada pela enzima superdoxido dismutase (SOD)
levando a formacgéo de outra espécie oxidante, o perdxido de hidrogénio (H202) ou
ainda, elicitar a geracéo de isoprostanos F2 a partir da oxidagdo ndo enzimatica do
acido araquidénico (VIOLI; PIGNATELLI, 2014). Além disso, a interagdo do anion
superéxido com o6xido nitrico produzido através de uma reacdo catalisada pela
enzima oxido nitrico sintase indutiva (iNOS), pode levar a formagao de outra ERN, o
peroxinitrito. Esta reacdo pode levar a deplegcdo de oxido nitrico e favorecer a
agregacao plaquetaria.

O anion superoxido e o peroxido de hidrogénio tém sido apontados como
segundo mensageiros nesta via, sendo que o aumento na produgao destas espécies
esta fortemente associado ao aumento na agregagao plaquetaria (VIOLI;
PIGNATELLI, 2014).

Krotz et al. (2002) demonstraram um aumento no recrutamento e na
agregacao plaquetaria dependente da producédo de anion superoxido mediada pela
NADPH oxidase. Uma associagdo entre agregacdo plaquetaria induzida por
colageno e aumento na produgdo de H202, tem sido relatada por Violi; Pignatelli,
(2014). Neste estudo os autores sugeriram que o H202 poderia ativar as plaquetas
por meio da mobilizacdo de calcio intracelular com consequente aumento na
liberacdo de acido araquidbnico a partir da membrana plaquetaria, formacao de
tromboxano A2 e ativacao de fosfolipase C.

Pires et al.(2013) relata que o Oz pode aumentar a agregacéo induzida por
trombina, colageno, ADP ou acido araquiddnico. Este mesmo autor cita que a
producdo de espécies oxidantes pode aumentar a ativacdo do receptor de
fibrinogénio em plaquetas e que a utilizagdo de inibidor da NADPH oxidase e ou
sequestrador de anion superoxido também reduzem a agregacao plaquetaria. Por
outro lado, uma das enzimas responsaveis pela defesa antioxidante, a SOD, pode
inibir a agregacao plaquetaria indiretamente, ao diminuir a disponibilidade de anion
superoxido, promovendo o aumento de NO plaquetario e assim a inibicdo da
agregacao.

Nestes sistemas pode ocorrer também a formacgao de radical hidroxila ou de
oxigénio singlete. Outros estudos tém demonstrado que a NADPH oxidase
plaquetaria pode ser ativada via PKC e que a ativagado da PKC esta relacionada com
a presencga de lipoproteinas de baixa densidade oxidada (LDLoxo) (MAGWENZI et

al., 2015). E reconhecido que o descontrole hiperglicmico ira acarretar na oxidagao
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de lipoproteinas, tais como a lipoproteina de baixa densidade (LDL) e desta forma
podera ativar a NADPH oxidase via PKC (WAJCHENBERG, 2002; MOURA, 2010 ).

Um dos mecanismos importantes envolvido na modulagdo da atividade
plaquetaria € a ativacdo da PKC. A PKC é uma das trés principais serina-treonina
quinases. Ela esta envolvida em eventos de transducao de sinais, respondendo a
estimulos especificos hormonais, neuronais e de fatores de crescimento (ELISA;
PIRES, 2013; MAGWENZI et al.,, 2015). Alguns autores ja demonstraram que a
utilizagao de inibidores n&o seletivos para os membros da familia PKC inibe ou abole
a ativacao plaquetaria incluindo secregao de granulos e agregacao plaquetaria, uma
vez que a PKC esta diretamente relacionada a ativagdo plaquetaria pela via da
tirosina quinase (WATSON; HAMBLETON, 1989; ATKINSON et al., 2001; GRESELE
et al., 2002; BROOS et al., 2012).

A lipoproteina de baixa densidade, segundo Magwenzi et al., (2015) na sua
forma oxidada ativa NADPH oxidase em plaquetas via receptor scavanger de
membrana CD36, sendo uma via dependente de PKC, que por sua vez esta
envolvida na ativagdo da NADPH oxidase. Desta forma, a producdo de espécies
oxidantes dependentes da ativagdo da PKC pela fosforilagdo da gp91Pho/NOX2
representa a principal fonte de geracdo de espécies oxidantes plaquetarias. A
ativacdo da NADPH oxidase dependente de PKC requer um mediador citosélico
p47phox que uma vez fosforilado ira se dirigir a membrana para se associar com a
p22rhox @ gp91Phox levando a formagdo da haloenzima ativa (MAGWENZI et al.,
2015).

Desta forma a via de sinalizagdo PKC/ NADPH oxidase esta diretamente
envolvida na ativacdo e modulacdo paquetaria, sendo seu estudo um ponto
importante na elucidagdo dos mecanismos de agdo dos flavonoides na inibicdo da

agregacao plaquetaria.

24 USO POPULAR DE PLANTAS MEDICINAIS

Toda e qualquer planta administrada ao homem ou ao animal, por qualquer
via ou forma e que exerga alguma acgdo terapéutica € denominada de planta
medicinal e o seu tratamento € tido como fitoterapia (FIRMO et al., 2011). Sendo
assim, o uso de plantas medicinais e suas diferentes formas farmacéuticas, sem a

utilizacdo de um principio ativo isolado é caracterizado como fitoterapia.



39

Em 500 a. C comegaram a aparecer os primeiros registros sobre a utilizagao
de plantas medicinais. Segundo Firmo et al., (2011) textos Chinéses relatam nomes,
doses e indicagbes de uso de plantas para tratamento de doengas. Outros registros
foram encontrados no manuscrito Egipicio “Ebers Papirus”, de 1.500 a. C., que
continham informacgdes sobre 811 prescrigdes e 700 farmacos, incluindo extratos de
plantas, metais (chumbo e cobre) e até mesmo veneno de animais. Algumas dessas
plantas ainda sao utilizadas, como Ginseng (Panax spp.), Ephedra spp., Cassia spp.
e Rheum palmatum L., inclusive como fontes para industrias farmacéuticas (FIRMO
etal., 2011; LIMA, 2013; ROSA, 2015).

Mesmo antes do surgimento da escrita, o homem ja usava ervas para fins
alimentares e medicinais. Na procura das ervas mais apropriadas para a
alimentagdo ou para a cura de doencas, foi possivel observar tanto as alegrias do
sucesso quanto as tristezas do fracasso.

De tal forma, ervas e chas sao utilizados desde sempre, um grande exemplo
da importancia e beneficio de se estudar as plantas medicinias, € provinda de
relatos da Grécia com o Pai da Medicina, Hipocrates (RIBEIRO; IC; SHAYNAN,
2012; LIMA, 2013). A reflexdo sobre a relagao dor e doenga, fez com que Hipdcrates
recorresse a plantas para aliviar o sofrimento (LIMA, 2013). As preparagdes
prescritas por Hipdcrates incluiam desde cascas a folhas de salgueiro para o
tratamento de febres e para aliviar as dores do parto. A aspirina, também conhecida
como acido acetilsalicilico, € hoje o medicamento mais vendido no mundo e um dos
grandes exemplos da importancia das plantas com fins medicinais para a descoberta
de novos medicamentos. Segundo Lima, (2013), apenas nos Estados Unidos da
América (EUA), sdo consumidos mais de 30 bilhées de comprimidos por ano.

Possuidor de uma area de aproximadamente 8,5 milhdes de km? com uma
diferenga climatica entre as regides abrangentes do territério brasileiro e grande
biodiversidade, devido a presenga da floresta amazénica, do cerrado, do pantanal,
da caatinga, do manguezal e hospedando cerca de 24% das espécies de primatas
conhecidas, além de ser portador de 10 a 15 milhoes de espécies de insetos
conhecidas e cerca de 22% das espécies de plantas populares do mundo, o Brasil &
um pais geneticamente rico.

No Brasil, o conhecimento popular devido as tradigbes associado a grande
diversidade da flora brasileira, contribui para o uso diversificado das plantas

medicinais, que muitas vezes € o unico recurso utilizado na atengao basica a saude
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para grande parte da populagdo de baixa renda. Segundo Rosa, (2015) as
pesquisas demonstram que, cerca de, 91% da populagéo brasileira fazem uso de
alguma planta medicinal, sendo que 46% da mesma mantém cultivo caseiro dessas
plantas. Esse dado denota que muitos brasileiros usufruem de fontes naturais como
alternativa a saude (LIMA; LIMA; DONAZZOLO, 2007; VEIGA JUNIOR, 2008;
ETHUR et al., 2011).

Sendo assim, o conhecimento da populagédo sobre as espécies vegetais com
atividade terapéutica se torna um elemento valorizado pelos pesquisadores que
atuam na area de desenvolvimento de novos farmacos a partir de produtos naturais
(FABRI et al., 2011).

2.5 ABORDAGEM QUIMICA E FARMACOLOGICA DE PASSIFLORA

Dentre as diferentes plantas utilizadas pela populagdo para o tratamento do
diabetes mellitus, destaca-se, a P. edulis. Esta espécie é conhecida popularmente
como maracuja, maracuja azedo, maracuja-de-comer, maracuja-comum, maracuja
do mato, maracuja-mirim, maracuja-peroba, maracuja-roxo, maracuja-de-ponche
(ALMEIDA, 1993; PENA, SHARP; WYSOKI, 2002).

O género Passiflora compreende mais de 500 espécies e dentre estas, muitas
sao cultivadas pelas suas propriedades alimenticias, ornamentais ou medicinais
(PENA; SHARP; WYSOKI, 2002; DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004).

A espécie de Passiflora edulis € uma planta trepadeira glabra, com as folhas
simples, trilobadas com lobos elipticos ou ovado-elipticos, agudos ou acuminados,
dentadas quando adultas, com a base arredondada, subtruncada ou cuneada; a
lamina foliar subcoriacea, lustrosa na face adaxial e trinervada. Apresenta as flores
brancas solitarias nas axilas das folhas, com franja roxa, medindo cerca de 5,0 cm
de didametro; o pedunculo firme com até 6,0 cm de comprimento; as sépalas
alongadas, externamente verdes e internamente brancas; as pétalas obtusas e
brancas; a coroa com 4 a 5 séries filamentosas sendo, duas séries externas com até
2,5 cm de comprimento, encrespadas no apice, brancos e arroxeados na base; o

ovario globdide ou volumoso, tomentoso, raramente glabro (Figura 3).
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Figura 4 - Detalhes das folhas e das flores de
Passiflora edulis Sims.

Fonte: Do autor.

O fruto é globdide com 5,0 a 7,0 cm de didmetro, amarelo ou amarelo-
esverdeado ou salpicado arroxeado quando maduro (Figura 4). Floresce desde
setembro até margo, quando ocorre a frutificagdo (SACCO, 1980; ALMEIDA, 1993).

Segundo Cepa, (2015) com 56,3% da produgdo mundial, o Brasil € o maior
produtor mundial e o maior consumidor da fruta. Em 2010 a producdo foi de
aproximadamente 920 toneladas de maracuja. Dentre os estados brasileiros, o
estado da Bahia é considerado o maior produtor brasileiro com 63% da producgao de
maracuja seguido pelo estado de Santa Catarina, com cerca de 20% do total anual.

Figura 5 - Detalhe do fruto de Passiflora edulis Sims.

Fonte: Lorenzi (2002).

Os fito-constituintes da P. edulis sdo geralmente os glicosideos (MARECK et

al., 1991), os alcaloides e os compostos fendlicos (CHASSAGNE et al., 1999), entre
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0s quais, destacam-se os flavondides (DOYAMA, et al., 2005). Além destes
constituintes, outros compostos também podem ser encontrados nas folhas de P.
edulis como algumas lactonas (BERNEREUTHER et al, 1989), saponinas
(DOYAMA, et al., 2005) e alguns Oleos volateis e aminoacidos (ARRIAZA et al.,
1997).

Por outro lado, dados da literatura demonstram que os extratos das folhas de
P. edulis tém sido utilizados na medicina popular com diferentes fungdes tais como,
sedativa, ansiolitica, antihelmintica, antidiarréica, antihipertensiva, anti-inflamatéria,
hipoglicemiante e antibacteriana (REZA et al, 2010, BARBOSA et al 2008; KANNAN,
2011). Além disso, componentes ativos obtidos das folhas de P. edulis estédo
incluidos em diversas preparagdes fitoquimicas citadas pela Farmacopéia Brasileira
(1998). Os extratos etandlicos de folhas de P. edulis e P. alata tem sido relatado
com potencial atividade antioxidante assim como inibidora de glicagao protéica e
agregacao palquetaria in vitro (CARVALHO et al., 2010).

A grande maioria dos estudos tem atribuido os efeitos benéficos da utilizagao
de plantas medicinais, em parte aos flavonoides presentes nas diversas espécies
estudadas (MCCULLOUGH; PETERSON, 2012; KHANGHOLI et al., 2015; LUIS
ROS; FRANCINI; SCHINELLA, 2015; KESHARI et al., 2016).

Claramente, a literatura mostra uma variedade de constituintes bioativos
presentes em espécies do género Passiflora pelo qual se pode atribuir os resultados
clinicos observados com o tratamentos (MIRODDI et al., 2013). Atualmente, os
pesquisadores acreditam que apenas uma parcela dos compostos
farmacolégicamente ativos foram identificados, sendo que basicamente as partes
aéras de espécies do género Passiflora é caracterizada pela presenga de
constituintes tais como, os flavonoides, o maltol, os glicosideos cianogénicos e
alcaloides inddlicos (LI et al., 2011; MIRODDI et al., 2013; COLOMEU; ZOLLNER,
2014; SALLES, 2014; PIA et al., 2015).

Segundo Miroddi et al., (2013) cerca de 2,5% dos compostos presentes nas
plantas do género Passiflora sdo flavonoides e dentre os quais podem ser citados a
vitexina, a isovitexina, a orientina, a isorientina, a apigenina, o canferol, a lucenina, a
saporanina dentre outros flavonoides. Os flavonoides sao vistos com bons olhos no
meio cientifico pois apresentam um potencial hipoglicemiante, antioxidante e inibidor

da agregacao plaquetaria.
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Diferentes grupos de pesquisas da Australia, da Austria, da Alemanha, da
Itadlia e de outros paises tem desenvolvido pesquisas analiticas com o intuito de
verificar a suposta variabilidade no teor de flavonoides C-heterosideos (MIRODDI et
al.,, 2013). A grande importancia de se verificar em teor de flavonoides C-
heterosideos, se da pelo fato da grande maioria dos marcadores quimicos de
espécies do género Passiflora serem flavonoides C-heterosideos.

Muitos estudos tem considerado a P. edulis como uma espécie promissora
(COLOMEU et al.,, 2014). Entretanto, informacdes cientificas a respeito do
tratamento das folhas de P.edulis no tratamento do diabetes ainda é controverso
(RUDNICKI et al., 2007).

Alguns flavondides tém sido relatados por aumentar a liberagdo de insulina
das ilhotas isoladas de Langerhans de forma dependente de sua concentragéo
(KOSHY; VIJAYSLAKSHMI et al., 2001; ZUCOLOTTO et al., 2009; SIMIRGIOTIS et
al., 2013; KHANGHOLI et al., 2015). Os extratos brutos das folhas de diversas
espécies vegetais tém apresentado atividade hipoglicemiante em diferentes modelos
experimentais (HNATYSZYN et al., 2002; WU et al., 2013).

Khangholi et al., (2015) demonstrou que flavonoides monoglicosideos, como a
isorientina e isovitexina, tem demonstrado forte acado inibitéria da a-amilase,
reduzindo desta forma a absorcdo de agucares. Por outro lado, diversos estudos
relatam propriedades antiglicante para os flavonoides, em especial os flavonoides C-
heterosideos (HEGDE; CHANDRAKASAN; CHANDRA, 2002; Li et al. 2011;
KHANGHOLI et al., 2015; KESHARI et al., 2016).

Mccullough e Peterson, (2012) relataram que muitos flavonoides apresentam
alto potencial antioxidante e antiinflamatério, podendo até mesmo reduzir a oxidagao
de lipoproteinas aterogénicas, como a lipoproteina de baixa densidade (LDL) e
regular a sintese endotelial de 6xido nitrico.

Em outros estudos tem sido demonstrado que estes compostos poderiam
inibir a agregacédo plaquetaria atuando sobre diferentes vias relacionadas a
agregacao plaquetaria, tais como, inibigdo de fosfolipase C plaquetaria, aumento dos
niveis de adenosina monofosfato ciclico (AMPc), tromboxano A2 (TXA2) e
antagonistas de receptores de trombina, bem como inibigdo de inositol monofosfato
(FUENTES E.; PALOMO 1.,2013). Aléem disso, tem sido observado que alguns
flavonoides podem apresentar a¢des inibidoras da NAPH-oxidase ou sequestradoras
de espécies oxidantes (VIOLI; PIGNATELLI P, 2014).
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De acordo com estes e muitos outros relatos na literatura e considerando os
efeitos do extrato de P.edulis sobre a glicagdo proteica e possiveis efeitos sobre a
agregacao plaquetaria, estudar o envolvimento plaquetario na presenca de
flavonoides tem ganhado destaque no meio cientifco.
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3. OBJETIVOS

Avaliar os efeitos do extrato e da fragdo flavonoidica obtida das folhas de

Passiflora edulis Sims sobre a modulagcdo da NADPH oxidase e agregagao

plaquetaria em ratos diabéticos

3.1

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para atingir tais objetivos, as seguintes metas foram propostas:

a) Preparar o extrato hidroetandlicode folhas de P. edulis;

b) Fracionar o extrato hidroetandlico para obtengdo de uma fragdo enriquecida
de flavonoides;

¢) Quantificar o marcador isorientina no extrato bruto e na fragéo de flavonoides;

d) Analisar os efeitos do extrato bruto e da fracdo de flavondides obtidos das
folhas de P. edulis sobre o controle glicémico, perfil lipidico e fungao renal de
ratos diabéticos;

e) Avaliar os efeitos do extrato bruto e da fragdo de flavondides obtidos de folhas
de P. edulis sobre a produgao de espécies oxidantes em plaquetas de ratos
diabéticos;

f) Analisar os efeitos do extrato bruto e da fracdo de flavonodides obtidos de
folhas de P. edulis sobre a agregacgao plaquetaria induzida por ADP em ratos

diabéticos.
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4. MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos utilizados neste estudo encontram-se resumidos na Figura 6.

Figura 6 - Fluxograma resumido das etapas experimentais

Coleta do Material Vegetal

Folhas Passiflora edulis

—» Secagem do Material Vegetal
—» Analise Granulomeétrica
[ Preparo do Extrato Seco ]
f -
Fracionamento Obtencéo do Extrato
Particgo Liquido-liquido Seco
|\

et

- » Fr-Hexano
- » Fr-EtOAc
. 4| Fr-n-BuOH
L » Fr-Aquosa

Analise Quimica e
Farmacoldgica

Analises quimicas:
- Analise qualitativa LC-MS e HPLC;

- Analise quantitativa do marcador
isorientina por UPLC-ESI-Tg-MS;

- Determinagao quantitativa de
compostos fendlicos;

- Determinagao quantitativa de
flavonoides;

Ensaios Farmacoldgicos:

- Monitoramento do consumo alimentar
e ingestao de liquidos;

- Avaliagao do controle glicémico;

- Avaliagéo do Perfil lipidico e fungéo
renal;

- Avaliagao da ativagdo de NOX2;

- Avaliagédo da agregacéo plaquetéria\j
\
M

Fonte: Do autor.
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41 MATERIA PRIMA VEGETAL

Como matéria prima vegetal foram utilizadas as folhas de Passiflora edulis,
coletadas em setembro de 2014, no periodo da manha, no municipio de Alfenas-MG
tendo as seguintes coordenadas de GPS latitude 21° 24’ 54,16 S, longitude 45° 52’
14,78” W a 786,8 m. Apds a coleta, estas foram identificadas pelo Prof. Dr. Marcelo
Polo da Universidade Federal de Alfenas e a exsicata depositada sob o registro n°
2542.

4.2 SECAGEM

A secagem das folhas de P. edulis foi realizada em estufa Marconi® com
circulagao e renovacgéo forcada de ar a aproximadamente 40,2 + 0,2°C com a droga
vegetal fresca, onde seu peso foi mensurado em turnos de 5h até peso constante,

para a determinagao da perda por secagem de constituintes volateis.

4.3 GRANULOMETRIA

A granulometria foi realizada de acordo com a Farmacopéia Brasileira 52 Ed.
(2010). Foram pesados 150 g das folhas secas e pulverizadas em moinho de faca
Marconi®. Em seguida foram submetidas a passagem por tamises em tamizador
Belter®, previamente tarados, com aberturas de malha previamente padronizadas
de 125 ym, 150 pm, 180 pm, 280 pm, 355 pm e 710 pm, durante 15 min. O tamanho
médio das particulas foi determinado pelo método aritmético, conforme a Equacéao 1,
e construido o histograma de frequéncia para a analise da distribuicdo
granulométrica.

Foi utilizada a seguinte expressdo dada por Barni; Cechinel Filho; Couto,

(2009) para o calculo do diametro médio das particulas:

S(AM .Frosg)
100%

dmedio =

[1]

Onde: dmedio = didmetro médio de particula; AM = abertura da malha (mm) e Fr% =

fracao retira em cada tamis.
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4.4 PREPARO DO EXTRATO BRUTO DAS FOLHAS DE P. EDULIS

As folhas de P. edulis secas e pulverizadas foram submetidas a maceragao
exaustiva, na proporcao de 1 parte de p6 para 10 partes de solugao hidroetandlica a
70%(V/V). A mistura (p6 das folhas secas + liquido extrator) foi filtrada através de
um filtro de papel e a solugéo extrativa (liquido extrator + metabdlitos secundarios)
foi evaporada sob pressao reduzida a 46,4 + 1,9 °C, eliminando o solvente organico.
A agua foi retirada pelo processo de liofilizagcdo por aproximadamente 79 horas.
ApoGs a eliminagédo do solvente orgénico e aquoso, o extrato bruto foi armazenado
em freezer a — 20°C.

O extrato bruto das folhas de P. edulis obtido apds o processo de extragao foi
submetido a extragdo liquido-liquido (particdo) para obtencdo da fragdo de
flavonoides.

4.5 OBTENGAO DA FRACAO DE FLAVONOIDES DAS FOLHAS DE P. EDULIS

A fragdo de flavonoides foi obtida por extracdo liquido-liquido (particdo) do
extrato bruto. Trés gramas do extrato bruto das folhas foram dissolvidos em agua
(300 mL) e submetidos ao processo de particdo. O hexano (100mL por trés vezes)
foi o primeiro solvente a ser particionado com a mistura (agua + extrato). Em
seguida, o acetato de etila (100 mL por trés vezes) foi particionado com a mistura
(dgua + extrato), sendo repetido o mesmo procedimento com o n-butanol (100 mL
por trés vezes). Apds a extragao, os solventes das fragdes, foram recuperados por
rotaevaporacgao e as fracdes liofilizadas. Com isso, quatro fracdes foram produzidas:
fragdo hexano (Fr-H), fracdo acetato de etila (Fr-EtOAc), fragdo butandlica (Fr-
BuOH) e fragdo aquosa (FrAqOH). Esse processo foi repetido até obtengéo de 35,19
gramas da fracdo de flavonoides, quantidade suficiente para a execugdo dos
ensaios bioldgicos, analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia e

quantificacdo de marcador por UPLC-ESI-IT-MS.

4.6 ETAPA QUIMICA

Na etapa quimica as fragbes foram analisadas quantitativamente, tendo como

marcador flavonoides equivalentes em quercetina e em Isorientina, qualitativamente
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por espectrometria de massas utilizando um LC-MS. As analises foram realizadas no
Laboratério de Bioprospecgdo de Produtos Naturais da Universidade Estadual de
S&o Paulo (UNESP), Campus Experimental do Litoral Paulista (S&o Vicente-SP), sob
colaboragdo e supervisdo dos professores Dr. Vagner Vilegas e Dra. Claudia
Quintino da Rocha.

O preparo da amostra para analise foi realizado por extragdo em fase sélida
(SPE), conforme a metodologia descrita por Bovanova, Brandsteterova e Baxa
(1998). Para isto, 5 mg do extrato bruto e das fragdes de P. edulis foram dissolvidos
em 3 mL de metanol, grau massas. A solugéo foi filtrada em cartucho Sepak RP-18®
eluido com MeOH/H20 8:2 (v/v) e posteriormente, em um disco de membrana de
Nylon (Flow Supply®), com 22,25 mm de diametro e 0,22 um de tamanho de poro.

O extrato bruto e as fragdes foram analisados por LC-MS em um
espectrometro de massas LCQ Fleet, Thermo Scientific® e por HPLC em um

cromatégrafo Jasco.

4.6.1 Caracterizagdo Quimica Por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC)

Os cromatogramas foram obtidos em um cromatoégrafo Jasco PU2086
equipado com um detector PDA Jasco PU2086. A separagao por HPLC foi realizada
utilizando coluna cromatografica Kinetex® C18 100 A com poros de 5um, e
dimensdes de 4,6 x 100 mm. O volume de injegdo foi ajustado a 20 yL (10mg/mL). A
fase movel utilizada consistiu em agua, acido férmico 0,1% (A) e acetonitrila mais
acido féormico 0,1% (B), acrescentadas de acido formico 0,1%, em gradiente
exploratorio, iniciando com 10% a 100% de B em 32 minutos, em um fluxo de 1,0
mL/min. O efluente foi enviado ao detector do tipo PDAe analisados a 254nm.

Bruno, alguém (Claudia ou Socorro) pediu para melhorar a escrita sobre as

condig¢des cromatograficas e Tb da espectrometri de massas

4.6.2 Caracterizagao Quimica Por Espectrometria De Massas (FIA-ESI-IT-MS")

Os espectros de massas foram obtidos no espectrdmetro de massas LCQ
Fleet da Thermo Scientific®, equipado com um dispositivo de insercdo direta da

amostra via analise por injecdo em fluxo continuo (FIA). A amostra foi ionizada por
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electrospray (ESI) e as fragmentagdes foram obtidas em multiplos estagios (MS"),
em uma interface do tipo ion-trap (IT). O modo negativo foi escolhido para a geragéo
e analise de todos os espectros. As condi¢cdes experimentais foram: voltagem do
capilar -35 V, voltagem do spray -5000 V, temperatura do capilar a 350°C, gas de
arraste (N2) e fluxo 60 (unidades arbitrarias). A faixa de aquisicéo foi de m/z 100-
2000, com dois ou mais eventos de varredura realizados simultaneamente no

espectro.

4.6.3 Analises para quantificagao de isoorientina no extrato bruto e nas
fragoes de Passiflora por UPLC-ESI-Tq-MS

A quantificacao foi realizada em sistema de UPLC Waters® Acquity (Waters
Corp., Milford, MA, USA), consistindo de bomba quaternaria, amostrador automatico
e espectrémetro de massas XevoTgD® equipado com fonte de ionizagéo por eletro-
spray e analisador tipo triplo-quadrupolo. Os parametros da fonte foram ajustados
como segue: fluxo do gas de dessolvatagdo a 600 L/h, temperatura de
dessolvatagado a 300°C, fluxo de gas de colisdo a 1L/h e temperatura da fonte a
150°C. A voltagem do capilar foi ajustada em 3,50 kV e a voltagem do cone em 40
V. A detecgéo da isoorientina foi realizada através de multiple reaction monitoring
(MRM), pela transi¢ao 447>327 para quantificacao e 447>357 para confirmacgéo. Os
dados foram coletados monitorando ion precursor e ion produto simultaneamente.
Foi utilizada coluna ACQUITY™ UPLC ACQUITY UPLC Xbridge C18 (2.1 x 50 mm,
2.5 ym column; Waters Corp., Milford, MA, USA). A fase mével consistindo de A
(0,1% de acido formico mais agua, v/v) e B (metanol), em sistema gradiente: 0—4
min, 47-70% B, 4-5 min, 70-100% B, fluxo de 0,4 mL/min, o tempo total de corrida
foi de 5 minutos. A coluna foi equilibrada por 2 minutos antes de cada injegdo. A
temperatura da coluna e o volume de injegado foram ajustados para 25°C e 5 L,
respectivamente. As analises de quantificagcao por deteccdo em espectrometria de
massas foram realizadas usando um Waters ACQUITY™ Xevo TQD triple
quadrupole tandem mass spectrometer (Waters Corp., Manchester, UK) equipado
com fonte ESI, probe Zspray operando em modo negativo. Os dados foram
adquiridos em full scan (faixa de m/z 100-1000). Todas as analises foram realizadas

utilizando o software Masslynx™ V4.1 software.
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4.6.4 Preparo de amostra para analise quantitativa por UPLC-ESI-MS

Para as analises de quantificagcdo por UPLC-ESI-MS, 2 mL de solugéo de
cada amostra (extrato bruto e fragdes) (1mg/mL) em MeOH/H20 8:2 (v/v) foram
submetidos a extragdo em cartucho Sepak RP-18® eluido com MeOH/H20 8:2 (v/v).
Depois de seco, 1 mg foi dissolvido em 1 mL de solugdgo MeOH/H20 8:2 (v/v)
(solugao A). Uma aliquota de (10uL) foi diluida em MeOH/H20 8:2 (v/v) até o volume
final de 1 mL (100ppm), e filtrada em um disco de membrana de Nylon (Flow
Supply®), com 22,25 mm de diametro e 0,22 ym de tamanho de poro.

4.6.5 Preparo das solugdes padrao para analise de quantificagao

O padréo de isoorientina foi dissolvido em 1mL (1mg/mL) de MeOH/H20 8:2
(v/v) e filtrado em um disco de membrana de Nylon (Flow Supply®), com 22,25 mm
de didmetro e poros de 0,22 um. Uma aliquota de (10 pL) foi diluida em MeOH/H20
8:2 (v/v) para o volume final de 1 mL (100 ppm, solu¢do A). A solugéo A foi diluida
para se obter solugdes filhas a 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0, 16.0, 32.0 ppm.

4.6.6 Parametros de validagao

Para a validacdo do método foram respeitados os parametros de limite de
linearidade, limite de quantificagcdo, efeito da matriz, recuperagdo, preciséo,

exatidao, limite de deteccao e limite de quantificagao.

4.6.7 Linearidade e limite de quantificagao e deteccgao.

A curva de calibragao linear da isoorientina foi equivalente a 0.5, 1, 2, 4, 8, 16
e 32 uyg/mL em metanol com trés replicatas para os ensaios intradia e interdia. A
curva de calibragdo para o flavonoide foi gerada plotando a area de cada pico (y)
versus a concentragdo (x) dos padrées usando o método dos minimos quadrados
para se obter a curva de regressao linear. As concentragdes de flavonoides em
isoorientina foram calculadas pela interpolacao linear da curva de calibracao.

O limite de detecgao (LDQ) representa a menor concentragdo da substancia
em exame que pode ser detectada, mas n&o necessariamente quantificada,

utilizando um determinado procedimento experimental. O LDQ pode ser calculado
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de trés maneiras diferentes: método visual, método relagdo sinal-ruido, método
baseado em parametros da curva analitica (RIBANI et al., 2004). O limite de
deteccdo (LDQ) foi determinado como o sinal equivalente a 3.3 vezes o valor da
relacdo do coeficiente linear (a) em relagdo a inclinagéo (b) (3.3 x a /b) obtido pela
equacao da curva analitica de calibragédo. O limite de quantificacdo (LOQ) foi dado

como 10 vezes o valor desta relagao.

4.6.8 Efeito da matriz e recuperacao.

O efeito da matriz foi determinado pela comparagao da area do pico do analito
(isoorientina) na amostra de extrato bruto e fragées (A) com o da solugao padrao do
analito (B). O efeito da matriz foi considerado insignificante quando a relacao (A/B x
100) % dos analitos ficaram entre 85% e 115%.

A recuperacgéao do analito foi determinada pela comparagao da area do pico da
solugdo padrao do analito (8ppm) depois da extragdo em fase sélida (SPE) com a
solugdo padrdo dos analitos (8ppm) antes da SPE o que representou 100% de
recuperacao. A relacédo depois SPE/antes SPE x 100 foi determinada.

4.6.9 Precisao e Exatidao

A precisao e a exatidao foram realizadas em trés dias consecutivos usando
uma mistura contendo baixa, média e alta concentragdo da solugdo padrao do
analito (1, 25 e 50 ppm) (Tabela 3). A precisdo foi expressa como desvio padréo
relativo (RSD %), a exatiddo foi calculada usando a seguinte equacao:
[(concentragdo média analisada - concentragdo adicionada)/(concentragao
adicionada)] x 100%. A preciséao e exatidao intradia e interdia foram determinadas

pelas analises repetidas da amostra do analito.

4.6.10 Determinagao do teor de fendis totais

O teor de polifendis foi determinado em aliquotas do extrato bruto e nas
fragdes pelo método de Folin & Ciocalteau, utilizando como padrao o acido galico
(SINGLETON; ORTHOFER; LAMUNELA, 1999). Os resultados foram expressos em
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gramas equivalentes de acido galico (g GAE/100g extrato). Todas as determinagdes

foram realizadas em triplicata.

4.6.11 Determinacgao do teor de flavonoides

O teor de flavonoides totais no extrato bruto e nas fracdes foi determinado em
solugdes contendo o extrato bruto (1 mg/mL), Fr-BuOH (0,2 mg/mL) e Fr-EtOAc (0,2
mg/mL), de acordo com Kalia et al., (2008). A complexagéo estavel entre o aluminio
e os flavonoides em meio contendo metanol ou etanol foi quantificada por
espectrofotometria a 425 nm, uma vez que neste comprimento de onda é possivel
quantificar o teor de flavondides sem a interferéncia de substancias fendlicas
(SOUZA, 2007).

A 0,5 mL de cada amostra foi adicionado 1,5 mL de etanol absoluto. Em
seguida foi adicionado 0,1 mL da solugao de cloreto de aluminio (AICI3.6H20) 10%
(m/v) em agua destilada e, posteriormente, 0,1 mL de acetato de potassio
(CH3COOK) 1M (m/v) em agua destilada. O volume da solug&o foi completado para
5 mL com 2,8 mL de agua destilada. Os tubos foram agitados para a
homogeneizagdo e mantidos em repouso por 30 minutos. Em seguida, foram feitas
as leituras em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 425 nm, ajustando o
zero de absorbancia com a solugao do branco, constituida por todos os reagentes e
0,5 mL de etanol absoluto.

Os mesmos procedimentos foram realizados com a quercetina em solucao
etandlica, nas concentragdes de 10, 20, 40, 60, 80, 100 yg/mL, a fim de se obter a
curva analitica: C = (A + 0,0099) /0,0067, onde C é a concentragédo de flavonoides
equivalente em quercetina, A € a absorbancia a 425 nm, tendo como coeficiente de
correlacgto R = 0,9896. A quantidade de flavonoides foi determinada pela
interpolacao da absorbancia das amostras contra a curva de calibragao e os valores
foram expressos como equivalentes de quercetina (g de quercetina/100g de

amostra). As analises foram realizadas em triplicata.

4.7 ETAPA BIOLOGICA ENSAIOS FARMACOLOGICOS

Foram utilizados ratos machos Wistar, com peso de 311 + 29g, obtidos no

Biotério da Universidade Federal de Alfenas. Os animais foram mantidos em caixas
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de polietileno, receberam agua e ragao comercial ad libium. Os procedimentos foram
realizados de acordo com os principios éticos na experimentacdo animal adotados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentagcdo Animal (COBEA), aprovado pelo comité
de ética em pesquisas animais da Universidade Federal de Alfenas (n° 664/2015).

4.7.1 Grupos experimentais

Para o desenvolvimento dos experimentos, os animais foram alojados em
caixa de polietileno, tipo kaefiq, contendo 5 animais por caixa, em ambiente
climatizado, com ciclo de claro-escuro de 12 horas. Foram utilizados seis grupos
experimentais contendo 20 animais, em cada grupo. Estes foram subdivididos para a
realizacdo de dois experimentos, sendo um dos experimentos destinado a
agregacéao plaquetaria e o outro experimento destinado a avaliagdo da produgéo de
espécies oxidantes mediadas pela NADPH oxidase. Em ambos os experimentos os
parametros bioquimicos foram determinados.

a) Grupo controle: foi composto por animais nao diabéticos e nao

submetidos ao tratamento com o extrato bruto ou flavonoides das folhas de

Passiflora edulis;

b) Grupo diabetes: composto por animais submetidos ao tratamento com

aloxano e n&o tratados com o extrato bruto ou com flavonoides;

c) Grupo extrato bruto: foi composto por animais nao diabéticos e tratados

com extrato bruto;

d) Grupo diabetes-extrato bruto: foi composto por animais submetidos ao

tratamento com o aloxano e tratados com o extrato bruto;

e) Grupo flavonoide: foi composto animais nao diabéticos e tratados com

a fragdo majoritaria em flavonoides;

f) Grupo diabetes-flavonoides: foi composto por animais submetidos ao

tratamento com aloxano e tratados com a fragdo majoritaria em flavonoides;

9) Grupo diabetes-clopidogrel: composto por animais submetidos ao

tratamento com aloxano e tratados com o farmaco bissulfato de clopidogrel.

Este grupo foi utilizado apenas para o experimento de agregacéao plaquetaria.

4.7.2 Inducgao do diabetes mellitus
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Para induzir o diabetes, a droga diabetogénica aloxano foi administrada aos
ratos, por via intraperitoneal, na dose de 150 mg/Kg de peso corporal, dissolvido em
salina 0,9% (pH 4,5). Os animais que apresentaram a glicemia casual acima de
200mg/dL foram considerados diabéticos e distribuidos uniformemente entre os
grupos diabéticos para que todos os grupos apresentassem no inicio do experimento
média glicémica estatisticamente igual (JAOUHARI et al., 2000; TANG et al. 2006).

4.7.3 Administragao do extrato bruto e da fragao majoritaria flavonoides

O extrato bruto e a fragao de flavonoides (Fr-BuOH) das folhas de P. edulis
foram reconstituidos em agua e administrados por gavagem durante 90 dias. A
quantidade de extrato bruto administrada aos animais foi de 200 mg do extrato por
quilo de massa do animal e a quantidade da fracdo de flavonoides administrada aos
animais foi de 20 mg da fragao de flavonoides por quilo de massa do animal (GARY
R, 2003).

4.8 PARAMETROS BIOLOGICOS

Os parametros biolégicos foram avaliados ao longo do tratamento dos
animais, por meio do monitoramento do consumo alimentar e da ingestdo de
liquidos. Ao término do tratamento, os animais foram anestesiados para a coleta do

sangue e realizagdo dos ensaios bioquimicos nestas amostras.

4.8.1 Monitoramento do Consumo alimentar e ingestao de liquido

O consumo alimentar e a ingestédo de liquido foram determinados diariamente,
durante os ultimos 30 dias experimentais . A média do consumo de ragao por cada
grupo experimental foi corrigida pela massa corporal dos animais pertencentes aos
grupos e expressa em gramas de ragado consumida por quilo de massa corporal de
animal. A média do volume de agua ingerida por cada grupo experimental foi
corrigida pela massa corporal dos animais pertencentes aos diferentes grupos e
expressa em mililitros (mL) por quilo de massa corporal de animal. A ragao comercial
e a agua foram fornecidas pelo Biotério Central da UNIFAL-MG. O monitoramento foi
realizado até o dia anterior a obtengdo das amostras bioldgicas.
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4.8.2 Obtengao das amostras biolégicas

No nonagésimo primeiro dia os animais foram anestesiados com tiopental (60
mg/kg de massa corporal), o sangue foi colhido por pung¢ao da artéria aorta posi¢cao
abdominal, utilizando scalp 19G e distribuido em tubos de coleta de sangue

contendo EDTA ou citrato de sddio e em tubos siliconizados sem aditivios.

4.8.3 Obtencao de plaquetas lavadas

O sangue colhido com citrato de sédio na proporgdo de 1:9 (v/v) foi
centrifugado a 435 g, em temperatura ambiente por 15 minutos e lavado em tampéo
de lavagem (NaCl 140 mM, KCI 0.5 mM, citrato trisédico 12 mM, glicose 10 mM e
sacarose 12.5 mM, pH 6). Este foi centrifugado por 13 min a 822 g. O precipitado
plaquetario foi ressuspenso em solugédo de Krebs-Ringer desprovida de calcio, com
pH rigorosamente ajustado para a faixa de 7,2 — 7,4 em CO2 para a realizar a
agregacao plaquetaria. Para o ensaio de quimioluminescéncia o precipitado
plaquetario foi ressuspenso em tampéo fosfato-salino (PBS) contendo glicose pH
7.4.

4.8.4 Contagem de plaquetas

A contagem de plaquetas foi realizada, baseando-se em principios de
impedancia proposto por Wallace Coulter, em aparelho automatizado Wiener lab.
Counter 19.

4.8.5 Avaliagao do controle glicémico.

Para avaliar o controle glicémico foram determinados os parametros de
glicemia de jejum, frutosamina e hemoglobina glicada (HbA1c). A concentragao de
glicose, foi determinada no soro,por método enzimatico colorimétrico de ponto final.
A determinagao dos niveis séricos de frutosamina foi realizada por método cinético
colorimétrico baseado na reducdo do Nitrobluetetrazol, em equipamento semi-
automatizado da marca Bio2000®. Para a avaliagido da hemoglobina glicada foi

determinada a concentracdo de HbA1C no sangue total, colhido com EDTA, por
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cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), em equipamento da marca Bio-Rad

D-10™ Hemoglobin Testing System.

4.8.6 Avaliagcao do perfil lipidico e da fungao renal.

As concentracdes de uréia, colesterol total e fragdes foram determinadas no
soro por método enzimatico colorimétrico de ponto final. Os niveis séricos de
creatinina foram determinados pelo método de Jaffé modificado, utilizando kit
adquirido comercialmente, cujo procedimento de medigdo foi calibrado com o
material de referéncia SRM 914 do National Institute of Standards and Technology
(NIST), tornando os resultados rastreaveis ao método definitivo (espectrometria de
massas com diluigao isotopica) (BURTIS; ASHWOOD, 1999).

4.8.7 Avaliagcao dos efeitos do extrato bruto e da fracao de flavonoides
obtidos de P. edulis sobre producao de espécies oxidantes.

A produgédo de espécies oxidantes na suspensdo de plaquetas lavadas (2 x
108 células) foi monitorada por quimioluminescéncia durante 50 minutos, em
lumindmetro Glomax 20/20, utilizando como sonda sensivel a espécies reativas de
oxigénio, o luminol (1mM), na presenca e na auséncia de acetado de forbol miristato
(PMA) (16ng/ensaio), e de superoxido dismutase (0,3 KU/mL na reagao final),
(HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1991).

4.8.8 Avaliacao da agregagao plaquetaria

Para a realizagcdo do ensaio, foram utilizadas 2 x 108 plaquetas por reacéo,
previamente incubadas com 1mM de Cloreto de Calcio (CaClz), por 5 minutos a
37°C (MUSTAD, et al.,, 1997). Em seguida foi adicionado o agente agregante,
adenosina 5-difosfato (ADP) 5uM, da marca Sigma. A variagao da transmissao da
luz foi monitorada pelo método turbidimétrico durante 5 minutos, a 37°C (SILVA;
AMICO, 2010). O volume final de reacao foi 410uL e as determinagdes foram
realizadas em cubetas de agregacao, utilizando agregdbmetro de plaquetas PA-04
Qualiterm Eletronica e como controle de reacgao foi utilizado o grupo de animais

tratado com o medicamento clopidogrel (3mg/kg).
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os valores observados de cada nivel (grupo experimental) foram submetidos
a analise de variancia, tendo uma variavel resposta analisada (ANOVA-one way). As
comparagoes multiplas entre as médias dos diferentes tratamentos foram realizadas

utilizando-se o teste Tukey a 5% de probabilidade no programa Sisvar verséo 5.3.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletadas 10,81 kg de matéria prima vegetal, obtendo ao final do
processo de secagem 677,15 g de droga vegetal. A determinagao da PPS das folhas
de P. edulis ocorreu em estufa a 40,2 + 0,2°C com 199,03 g durante um periodo de
77h, conforme demonstram os resultados da tabela 1. O tempo necessario para a
secagem completa da droga vegetal fresca, foi determinado apds trés pesagens

consecutivas obtendo peso constante.

Tabela 1 - Relagdo de massa fresca e seca das folhas de P. edulis.

Massa Fresca | Massa Seca(g) | Perda(ge %) | Temperatura (°C) Tempo (h)

(9)

199,03 53,71 145,6 € 73,2 40,2+0,2 7

Fonte: Do autor.

A reducao da umidade de modo a reduzir o risco da proliferacdo microbiana,
assim como reduzir a agcao enzimatica € dita como secagem. Existem diferentes
métodos analiticos oficiais para a determinacdo de agua em matéria-prima vegetal.
O método de secagem em estufa € um meétodo de simples execugado. Entretanto
este método determina ndo somente a perda de agua, mas também a perda de
constituintes volateis (BORGES, et al., 2005). Ap6s o procedimento de secagem a
droga vegetal passou por processos de trituragdo em moinho de faca, sendo
realizada no intuito de conseguir particulas de tamanho reduzido para melhorar o

rendimento extrativo.

5.1  ANALISE GRANULOMETRICA DOS POS

Os resultados do teste da determinagc&o da granulométrica dos pds das folhas
de P. edulis realizada segundo Brasil (2010), estdo apresentados na Tabela 2.

O grau de divisdo ou a granulometria de pds € expresso pela referéncia a
abertura nominal da malha do tamis utilizado (BRASIL, 2010). A distribuicdo
granulométrica das particulas de matérias primas vegetais pulverizadas constitui um
fator determinante na homogeneidade e na reprodutibilidade dos processos
extrativos. A homogeneidade do pulverizado pode interferir diretamente na qualidade
e eficiéncia do processo extrativo, uma vez que interfere na superficie de contato da
droga vegetal e o liquido extrator (ROLIM, et al.,2012).0s resultados obtidos (Tabela
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2) mostram que as particulas do material vegetal se encontram predominantemente

distribuidas no tamis com abertura de malha de 250 pym, representando 32,35 = 1,14

% de todo material. O didmetro médio de particula calculado conforme equagéao 1
pag.27, do pé das folhas foi de 206,12 + 11,4 pym.

Tabela 2 - Frequéncias percentuais e tamanho médio das particulas na analise granulométrica
das folhas de P. edulis.

N° do Tamis Abertura de Massa de Pés Fracao Retida
(ABNT/ASTM) Malha (um) Retido (g) (%)
0 0 3,04 +1,41 2,02+0,12
120 125 11,72 £ 5,06 7,79+0,42
100 150 32,64 + 3,37 21,71 £ 0,22
80 180 39,21 £ 2,04 26,08 £ 0,87
60 250 48,63 + 4,48 32,35+ 1,14
45 355 14,63 + 3,92 9,72 £ 0,57
25 710 0,32 +0,11 0,21 £ 0,01
dmedio (UM) 206,12+ 11,4

Fonte: Do autor

Desta forma, segundo Simdes, (2007) classificamos o corte das folhas de P.

edulis como sendo, corte fino, uma vez que o didmetro médio de particula encontra

se entre 50 e 500 ym

5.2 ETAPA QUIMI

de didmetro.

CA

O processo de fracionamento do extrato bruto levou a obtencdo de duas

fragdes enriquecidas em flavonoides, porém com rendimentos distintos (Tabela 3).

Tabela 3 — Rendimento obtido no processo de
obtencdo dos insumos farmacéuticos.

Amostra Rendimento
(%)

Extrato Bruto 24,83 £ 0,79

Fr-EtOAc 3,13+ 0,06

Fr-BuOH 11,01 £ 0,01

Fonte: Do autor.
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Apesar de ambas as fragcdes (Fr-EtOAc e Fr-BuOH) apresentarem-se
majoritarias em flavonoides a Fr-BuOH apresentou um rendimento de

aproximadamente 4 vezes maior que a Fr-EtOAc.

5.2.1 Determinacgao do teor de polifendis totais no extrato bruto e nas fragoes
obtidas das folhas P. edulis.

Os compostos fendlicos, nos vegetais, constituem um grupo quimicamente
heterogéneo, com aproximadamente 10.000 compostos. A solubilidade dos
compostos fendlicos € governada pela polaridade do solvente utilizado, sendo que
alguns s&o soluveis apenas em solventes organicos, enquanto outros como, por
exemplo, acidos carboxilicos e glicosideos s&o soluveis em solventes polares (MIRA
et al., 2008). O conteudo de polifendis totais pode variar de acordo com as diferentes
partes da espécie vegetal trabalhada, assim como o tipo de solvente utilizado na sua
extracdo. Os dados revelaram que a concentracdo de polifendis totais foi maior na
Fr-BuOH quando comparado com as demais fragdes e com o extrato bruto (Tabela
4).

Tabela 4 - Teor de Polifenois Totais e Flavonoides no extrato bruto e nas
fracOes das folhas de P.edulis.

Amostra Polifenois Totais Flavonoides
(g EAG/1009) (g EQ/1009)

Extrato Bruto 1,94 £ 0,09 2,02 £ 0,09
Fr-EtOAc 3,23 £ 0,37 4,25 + 0,27
Fr-BuOH 4,90 = 0,09 8,78+ 0,44

Fonte: Do autor.

Desta forma a particdo em solvente butanol foi eficiente ao ponto de
concentrar o conteudo de polifendis totais, fazendo com que esta se torne uma
fracdo rica em conteudo de polifendis totais. O conteudo de polifendis totais
encontrado no extrato bruto foi semelhante aos valores relatados na literatura
(RAMAIYA et al., 2014). Entretanto os valores encontrados nas folhas de P. edulis
em nossos estudos foram maiores que os valores obtidos por Kelly et al. (2013)
(0.83 + 0.07 g EAG/100g) e menores que o valor encontrado por Ramaiya et al.
(2012) (9.25 g EAG/100g). Esta diveregéncia pode ser atribuida as variagdes entre
as diferentes partes da planta, assim como aos solventes utilizados nestes estudos
(RAMAIYA et al., 2014).
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5.2.2 Determinacgao do teor de flavonoides no extrato bruto e nas fragées
obtidas das folhas P. edulis.

A particdo com solventes organicos € uma das maneiras de se obter fragcdes
majoritarias em uma determinada classe quimica. Assim a utilizacdo de solventes
com diferentes polaridades, tem por objetivo principal extrair seletivamente os
compostos de igual polaridade, sendo que a escolha do solvente influenciara
diretamente na classe de metabdlito a ser extraida. Por outro lado, a eficiéncia da
extragdo dependera ndo apenas da polaridade do solvente utilizado, mas da
afinidade do soluto pelo solvente de extragdo, da razdo das fases e do numero de
extragdes. Sendo assim os métodos de particdo entre solventes eliminam uma
grande parte do material indesejado obtendo rapidamente, fragées enriquecidas com
as substancias desejada. Na tabela 5 seguem alguns exemplos dos solventes mais
utilizados e os respectivos grupos de metabdlitos majoritariamente encontrados nos

diferentes meios.

Tabela 5 - Diferentes tipos de solventes utilizados e os respectivos grupos de metabdlitos
majoritariamente encontrados.

Solvente Substancias preferencialmente
extraidas
Eter de petréleo, hexano Lipideos, ceras, pigmentos,
furanocumarinas
Tolueno, diclorometano, cloroférmio Bases livres de alcaldides,
antraquinonas livres, 6leos volateis
Acetato de etila, n-butanol Flavonoides, cumarinas simples
Etanol, metanol Heterosideos em geral
Misturas hidroalcodlicas, agua Saponinas, taninos
Agua acidificada Alcaldides
Agua alcalinizada Saponinas

Fonte: Simoes, (2017)

Observamos com estes resultados que as fragdes Fr-EtOAc e Fr-BuOH,
apresentaram-se majoritarias em flavonoides quando comparadas ao extrato bruto.
Isto demonstra que o método utilizado para a obtencdo de uma fracdo enriquecida
em flavonoides foi eficiente, aumentando aproximadamente 2 a 4 vezes a

quantidade de flavonoides presente na amostra (Tabela 3).

5.2.3 Perfil fitoquimico das folhas P. edulis.
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A composi¢cao quimica de extratos bruto das folhas de P. edulis, tem sido
extensamente estudada, relatando-se a presencga de alcaloides, de saponinas e
principalmente de polifendis (PEREIRA, et al. 2004; MULLER, et al. 2005;
COLOMEU; ZOLLNER, 2014; PIA et al., 2015; KESHARI et al., 2016). Entretanto,
estudos fitoquimicos indicam que dentre os diversos metabdlitos presentes na
espécie estudada, a classe dos metabdlitos especiais flavonoides, € a principal
classe produzida pelas espécies do género Passiflora. De acordo com Rosa, (2015)
um dos fatos que justificam a expressiva presenca dos flavonoides dentre os
compostos presentes naturalmente no reino vegetal € sua capacidade de protecéo
das plantas contra o dano oxidativo gerado pela radiagdo ultravioleta (UV). Essa
radiagcao converte-se em trés bandas, com comprimento de onda variando entre 280
a 315 nm, sendo o de menor comprimento de onda a mais energética. Os danos
oxidativos causados pela radiagdo UV ¢é irreversivel e capaz de produzir alteragdes
gue normalmente sdo imperceptiveis aos nossos olhos (SIES, 2015).

Os flavonoides devido a presenca de anéis aromaticos associados a
hidroxilas acidas tém capacidade de anular os efeitos potencialmente deletérios de
radicais livres produzidos, doando atomos de hidrogénio e aumentando a
estabilidade do radical podendo assim inibir as reagbes em cadeia provocadas pelo
estado oxidativo. Por outro lado, a presenca de duplas alternadas na molécula do
flavonoide, promove a sua estabilizacdo por ressonédncia de deslocamento do
elétron desemparelhado. Assim o flavonoide passa a ter propriedades
fotoprotetoras, em prol da planta a que pertencem, atuando como antioxidantes na
inativacdo dos radicais livres (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004; SOUZA et al.,
2005; SIES, 2015).

As técnicas cromatograficas, vem sendo amplamente utilizada para a
caracterizagdo quimica de espécies vegetais, sendo bastante util como ferramenta
de controle de qualidade de insumos obtidos de plantas medicinais. O acoplamento
de técnicas espectroscopicas e espectrométricas tais como o UV, MS e RMN a
cromatografia, torna-se uma ferramenta valiosa na caracterizacdo de misturas

complexas.
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Figura 7 - Estrutura basica das flavonas. Posigbes comuns para O- e
C- glicosilagao indicadas pelas setas.

Fonte: Do autor.

Os flavonoides compreendem um grande grupo de metabdlitos especiais de
compostos fendlicos, sdo derivados de flavonas contendo 15 atomos de carbono em
seu nucleo basico arranjados na configuracédo Cs-Cs3-Cs, sendo 2 anéis aromaticos
ligados por 3 carbonos que podem ou ndo formar um terceiro anel (Figura 7)
(CUYCKENS; CLAEYS, 2004; KESHARI et al., 2016; DU, et al., 2016).

A intensa absorcdo no UV dos flavonoides, proporciona um espectro exibindo
duas bandas caracteristicas: a primeira banda absorve entre 320-385 nm e
corresponde ao anel B e a segunda banda que absorve entre 250-285 corresponde
a absorcao do anel A. As flavonas apresentam uma banca de absorc¢éao | entre 304-
350 nm, enquanto que os flavondis a banda de absorcao | esta entre 352-385 nm
(ZUANAZZI, 2001).

O detector PDA, € um tipo de detector de comprimento de onda variavel
operando na regido do ultravioleta, tornando possivel a analise em diferentes
comprimentos de onda simultaneos. Desta forma, possibilita uma “varredura” na
regidao do UV-visivel em uma unica corrida analitica. A analise do extrato bruto e das
fragbes por detector ultravioleta associado ao arranjo de diodos (UV-PDA), resultou
em um cromatograma com a presencga de 12 picos cromatograficos, sendo que 6
apresentaram um perfil de absorcdo no UV caracteristico ao de flavonoides e 3
apresentaram um perfil caracteristico ao dos acidos fendlicos (Figura 9). A figura 8
apresenta o cromatograma do extrato bruto e das fragées obtidas com o espectro no
uVv.



Figura 8 — Cromatograma obtido por HPLC-PDA em 254 nm das folhas de P. edulis
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Apenas com os resultados do perfil de absor¢ao no UV, nao foi possivel a
identificacdo de cada constituinte quimico presente no extrato e nas fragdes,
entretanto com o perfil de absor¢do no UV foi possivel observar a presenca
majoritaria de flavonoides como constituintes quimicos nas folhas da P. edulis.



Figura 9 - Espectro representativo no UV no extrato das folhas de P. edulis
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As analises por LC-ESI-IT-MS e FIA-ESI-IT-MS" confirmaram a presenga de
diversos flavonoides destacando os c-heterosideos (Figura 12 e Tabela 5). Os
flavonoides C-heterosideos apresentam a unidade sacaridica diretamente ligada ao
nucleo do flavonoide por uma ligacdo acido resistente C-C (CUYCKENS &;
CLAEYS, 2004; ESSAFI, et al., 2005; PIA et al., 2015; KESHARI et al., 2016). Para
os flavonoides C-heterosideos a via de fragmentagao preferencial € aquela que se
baseia na clivagem interna da unidade sacaridica, enquanto que nos flavonoides O-

glicosidicos a eliminagao intacta do agucar é favorecida (Figura 10).

Figura 10 - ion produto caracteristico para quebras C-heterosidicas
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X: [M-H]- 90 X: [M-H]- 60
Y: [M-H]- 134 Y: [M-H]- 104
Z: [M-H]- 120 Z: [M-H]- 90

Fonte: Adaptado de CUYCKENS; CLAEYS (2004, p.10).

As evidéncias fornecidas pelo espectro de massas nos permitiram distinguir 2
fragmentagdes caracteristicas para estes metabdlitos. Os fragmentos (a) que
mostram a perda do acucar hexose do pico do ion molecular, com o pico do ion
base, e a detecgdo do pico correspondente a aglicona, sugestivo da presenca de
flavonoide O-glicosideos e os fragmentos (b) consistentes com flavonoids cC-
heterosideos, produzindo ions tipicos [(M-H)-90] e [(M-H)-120]-.

A figura 11 mostra o espectro full scan, em modo negativo, do extrato bruto e
das fragdes. O modo negativo foi escolhido por favorecer a ionizagdo dos compostos

fenodlicos.



Figura 11 - Espectro de massas full scan do extrato bruto, da Fr-EtOAc e
da Fr-BuOH analisado em modo negativo por FIA-ESI-MS2.
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A analise do espectro full scan evidenciou uma mistura complexa de
substancias no extrato bruto, sugerindo a presenca de uma série de metabdlitos
secundario descrito na literatura para o género Passiflora.

Em concordancia com as observag¢des no UV, as fragmentagdes dos ions de
m/z 609, 593, 563, 447, 431, 325, 195 e 133, no modo negativo sugerem a presenca
de alguns flavonoides, dentre os quais podemos destacar o derivado heterosideo da
luteolina, luteolina-7-O-piranosil-3-O-glicosideo  ou luteolina-6-C-piranosil-8-C-
glicosideo; os derivados c-heterosideos da apigenina, a apigenina-6-8-di-C-
glicosideo e a apigenina-6-C-arabinosideo-8-C-glicosideo, além da presenca da
isorientina e a isovitexina (Tabela 6).

Tabela 6 - Proposta das estruturas das substancias encontradas no extrato bruto obtido das folhas da
espécie de P. edulis.

N° Composto Proposto MS (m/z) Fragmentos MS? (m/z) Referéncia
1 Luteolina-7-0-piranosil-3-0- 609 519;489;447;462; 301 PlAetal., 2015.
glicosideo ou Luteolina-6-c-
piranosil-8-c-glicosideo

2  Apigenina-6-8-di-C-glicosideo 593 325;297 Zuccogz)tﬁ etal,
3  Apigenina-6-C-arabinosideo- 563 504; 473; 443 Colombo et al,

8-C-glicosideo 2008
4 Isorientina 447 327; 357 PlA etal., 2015
5 Isovitexina 431 341; 311 PlA etal., 2015
6 Acido 4-0-D-glicopiranosil 325 183

caféico

7 Acido Fendlico 195 -
8  Derivado de Acido Fendlico 133 -

Fonte: Do autor
Na figura 12 estao representadas as estruturas para as substancias presentes
no extrato bruto das folhas de P. edulis.

Figura 12 - Estrutura dos compostos presentes no extrato bruto das folhas de P. edulis

Fonte: Do autor.
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Observando a fragmentacdo MS? do pico de m/z de 609 (numero 1
apresentado na Figura 12), os fragmentos sugerem a possibilidade de duas
moléculas diferentes. Os ions de razdao m/z 519 e 489, analisado pelo MS?, sao
consistentes com flavonoides C-heterosideos, produzindo ions tipicos [(M-H)-90] e
[(M-H)-120]". Por outro lado, o fragmento de razdo m/z 447, sugere a presenga de
um flavonoide O-heterosideo, proveniente da perda de uma unidade sacaridica de

m/z 162. Sendo que, a perda das duas unidades sacaridicas do heterosideo leva a

formagdo de uma unidade com razdo m/z de 301 referente a sua aglicona (Figura
13).

Figura 13 - Espectro de MS?, do ion precursor m/z 609, com energia de colisdo de 30eV, no modo
negativo.

100

90

80

Relative Abundance
(%3]
(=]

A- c-heterosideo

A
20
519,08
O 48917 SR
10 O 36017 55247 O
301,08 T 462,8 57317 (609,42
2308~ ] | l | ] l U], L2 U™ eszaz 76992 84800 90192 93467
e B L L L B B R B L L L L L O L L L L L I L A L AN AN RN RAAH MMM RARS ML RS LA A L
200 300 400 500 600 700 800 900

miz
Fonte: Do autor.

Os fragmentos produzidos pelos ions precursores dos compostos 2, 3,4 e 5
sdo consistentes com fragmentos de flavonoides C-heterosideos, produzindo ions
tipicos [(M-H)-90] e [(M-H)-120]. O ion de razdo m/z 593 apresentado na Figura 12
(composto nimero 2), analisado pelo MS?, revelou ion m/z 503, 473, 383 e 353
(Figura 14). O ion m/z 503 e 473 propde ser relativo a perda de um ion tipico [(M-H)-
90] e [(M-H)-120] respectivamente. Enquanto que o ion m/z 383 e 353 sugere a
perda de [(M-H)-120-90] e [(M-H)-120-120], respectivamente. Os ions produtos
gerados pelo espectro MS? do ion m/z 593 sugere a presenga do derivado C-
glicosideo da apigenina (Tabela 4) (ARGENTIERI et al., 2015).
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Figura 14 - Espectro de MS?, do ion precursor m/z 593, com energia de colisdo de 20eV, no modo
negativo.
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Por outro lado, a analise do ion precursor de m/z 563 sugere a presenga da
Apigenin-6-C-arabinoside-8-C-glucoside, um derivado C-heterosideo da apigenina
(numero 3 apresentado na Figura 12). O espectro de MS? levou aos ions produtos
de m/z 504, 473 e 443 (Figura 15). O conjunto de dados fornecidos pelo espectro de
massas sugeri a presenca da molécula também conhecida como Schaftoside na
composicdo do extrato (COLOMBO; YARIWAKE; MCCULLAGH, 2008) O
Schaftosideo assim como a isoorientina e isovitexina tém sido descrito como um dos
principais flavonoides heterosideos presentes em grandes quantidades nas espécies
do género Passiflora (SAKALEM; NEGRI; TABACH, 2012).

A analise do ion precursor de m/z 447 corresponde a [M-H]~ da isorientina,
composto nimero 4, apresentado na Figura 12. O espectro de MS? levou aos ions
produtos de m/z 327, 357 (Figura 16) (CUYCKENS; MAGDA, 2004; PIA et al., 2015).
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Figura 15 - Espectro de MS?, do ion precursor m/z 564, com energia de colisdo de 20eV, no modo

negativo.
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Figura 16 - Espectro de MS?, do ion precursor m/z 447, com energia de colisdo de 20eV, no modo
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A anadlise do ion precursor de m/z 431 sugere a presenga da [M-H]-
isovitexina, composto numero 5, apresentado na Figura 12. O espectro de MS? levou
aos ions produtos de m/z 341 e 311 (Figura 17) (COLOMBO; YARIWAKE;
MCCULLAGH, 2008; PIA et al., 2015).

Figura 17 - Espectro de MS?, do ion precursor m/z 431, com energia de colisdo de 20eV, no modo

negativo.
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Fonte: Do autor.

O ion de razdo m/z 325 apresentado na Figura 12 (composto numero 6),
obtido pelo MS?, revela ion m/z 162 sugerindo a presenga do acido 4-0-D-
glicopiranosil caféico (Figura 18). Esse ion propde ser relativo a perda do agucar de
massa 162 (hexose).

O pico de m/z 163 sugere ser de um derivado do acido cinédmico, formado
apos a perda de um agucar de massa 162 (hexose).

Além da presenca de flavonoides C- e O-heterosideos, o conjunto de dados
fornecidos pelo espectro de massas dos ions precursores de m/z 195 e de 133
sugere a presencga de um derivado do acido cinamico apresentado nas Figuras 12 e
19 composto numero 7) e de um derivado da acetofenona na composigéo do extrato
(composto numero 8), apresentado nas Figuras 12 e 20,. Ambos sao estao

presentes naturalmente em espécies vegetais.
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Figura 18 - Espectro de MS?, do ion precursor m/z 325, com energia de colisdo de 20eV, no modo

negativo.
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Figura 19 - Espectro de MS?, do ion precursor m/z 195, com energia de colisdo de 25eV, no modo

negativo.
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Figura 20 - Espectro de MS?, do ion precursor m/z 133, com energia de colisdo de 25eV, no modo
negativo.
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5.2.4 Quantificagao do marcador quimico nos insumos obtidos da espécie
vegetal

Os flavonoides mais comuns relatados na espécie P. edulis sao os derivados
heterosidicos da apigenina e da luteolina, onde podemos destacar a isoorientina,
orientina, isovitexina e vitexina (ZUCOLOTTO et al., 2009). A quantificagdo destes
marcadores torna-se indispensavel na garantia da qualidade do produto final obtido,
e além disso, podera auxiliar na elucidacdo dos possiveis mecanismos de acao.
Sendo assim, utilizando um padrao interno de isoorientina como marcador quimico
fomos capazes de confirmar a presenca da isoorientina no extrato bruto e nas Fr-
EtOAc e Fr-BuOH.

A curva de quantificagdo do padréo de isoorientina foi estabelecida em modo
negativo UPLC-ESI-MS/MS Triplo Quadrupolo em experimentos de Monitoramento
de Reacgbes Multiplas (MRM). Os resultados de validacdo do método mostraram um
bom coeficiente de correlacdo, 0.9834 nas concentracbes de massas de 0.5 — 32

ppm (Tabela 7 e Figura 21).
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O valor encontrado para as amostras, foram extrapolados na curva de
calibracdo para a obtengdo da concentragdo de Isoorientina. Na Tabela 8 estao
representados os valores de isoorientina no extrato bruto e nas fragdes.

Apesar da similaridade na composi¢cdo quimica do extrato bruto e das fragdes
obtidas, a quantificacdo de isoorientina no extratto bruto e nas fragées analisadas

mostraram algumas diferencgas.

Figura 21 - Curva de quantificagéo da isoorientina

120000
100000
© e
2
< 80000
u -
w 60000 S
'§ y =2952.5x+ 5340.4
T 40000 R2=0.9834
20000 b
o
0
0 4 8 12 16 20 24 28 32

Concentracgdo (ppm)

Fonte: Do autor.

Tabela 7 - Equacgéo da curva de calibragao e limites de quantificagao (LOQ).

Padrao Equacao da Reta Faixa de r LDQ (ppm) LOQ
linearidade (ppm)

(ppm)
Isoorientina y=2952.5 x + 5340.4 0.5-32 0.9834 1.82 18.24

Fonte: Do autor.
Legenda: LDQ: Limite de detecgdo; LOQ: Limite de quantificagao; r?: Coeficiente de determinagéo.

Tabela 8 - Concentragdo do marcador isorientina no extrato e
nas fracoes

Amostra | Concentragdao do marcador (%)

EtOH 70% 3,9
Fr-EtOAC 2,4
Fr-BuOH 6,1

Fonte: Do autor.

O efeito da matriz foi considerado insignificante uma vez que a razao (A/B x
100) % (pag. 37) dos analitos foi de 96,3% ficando dentro da faixa aceitavel de 85%
e 115% para a isoorientina sugerindo que nédo houve interferéncias endogenas no
modo MRM para nenhum dos padrbes (BEATRIZ et al., 2004; MORANO et al., 2008
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INMETRO, 2011). A recuperagao apds a extragdo em fase solida (SPE) foi de
97.4%. Estes resultados mostram que todos os valores estdo dentro das faixas
aceitaveis (RIBANI et al., 2004).

A precisdo representa a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padrées, sob condigdes definidas (RIBANI et al., 2004). Umas das formas de se
expressar a precisdo é através da estimativa do desvio padrdo relativo (RSD),
também conhecido como coeficiente de variagdo (CV). Normalmente, métodos que
quantificam compostos em macro quantidades requerem um RSD de 1 a 2%. Em
métodos de andlise de tragos ou impurezas, sdo aceitos RSD de até 20%,
dependendo da complexidade da amostra (MORANO et al., 2008).

Ja a exatidao, representa o grau de concordéncia entre os resultados
individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito
como verdadeiro (RIBANI et al., 2004). Na tabela 9 estdo apresentados os valores
dos RSD da precisao e da exatidao, os resultados obtidos nas analises de precisao
e exatiddo demonstram valores de desvio padrao relativo abaixo de 20%, desta
forma, assume-se assim que o método de analise para a quantificacdo da

isoorientina foi preciso e exato.

Tabela 9 - Resumo da precisao e exatidao.

Padrao Concentragdo Precisao Exatidao Precisao Exatidao
(ug/mL) Intra-dia Intra-dia Inter-dia Inter-dia
(%, RSD) (%, RE) (%, RSD) (%, RE)
1 5.7 6.8 1.5 0.9
Isoorientina 25 8.7 4.6 6 1.6
50 3.2 1.9 2.5 2.5

Fonte: Do autor
Legenda: RSD: desvio padrao relativo; RE: erro relativo

Todos os valores de validagdo do método analitico apresentaram limites
aceitaveis e demonstraram uma boa precisdo e exatiddo do método instrumental
proposto (MORANO et al., 2008; RIBANI et al., 2004).

Além do mais, a quantificagdo do marcador quimico por UPLC-ESI-MS/MS, ,
em concordancia com os resultados apresentados na quantificacdo de flavonoides
totais equivalentes em quercetina, permitiu observar que a Fr-BuOH apresentou o
maior teor de flavonoide quantificado em isoorientina, demonstrando ser a fragao

majoritaria em flavonoides.
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Muitos relatos da literatura, a respeito de compostos naturais com potencial
normoglicemiante tém associado estes efeitos a presenca de  flavonoides
monoglicosideos, tais como a isorientina e isovitexina. Portanto, de acordo com os
nossos resultados, podemos sugerir que a Fr-BuOH possui maior potencial para
apresentar resultados bioldgicos frente ao diabetes mellitus em comparagado com as

demais fragdes obtidas neste estudo.

5.3 ETAPA BIOLOGICA

Considerando que os resultados da caracterizacido fitoquimica das fragdes
analisadas neste estudo, demonstraram que a FrBuOH se apresentou enriquecida
em flavonoides, além de obter maior rendimento em relacdo as demais fragdes, os
ensaios biologicos foram conduzidos com a administracado desta fragdo aos animais.

A ingestao diaria de flavondides pode ser influenciada principalmente pelos
habitos culturais de uma determinada populagao, podendo levar a divergéncias em
relagcdo a concentragédo diaria de flavonoides ingeridos entre diversas populagdes.
Gary (2003), relata que o consumo diario total de flavonoides pela populagéo
mundial pode variar entre 20 mg/dia, em paises como os Estados Unidos da
América, Dinamarca e Finlandia a 70 mg/dia quando se trata da Holanda.

Por outro lado, alguns estudos tém demonstrado que o tratamento de ratos
com de flavonoides extraidos da semente da uva da classe das proantocianidinas
(50mg/kg/dia), durante trés semanas, demonstrou resultado significativo para
patologia da aterosclerose. Neste mesmo estudo, foi observado que o fluxo
coronario e o aortico foram recuperados, além de haver uma melhora na pressao
sanguinea (GIEHL et al., 2007). Em estudos envolvendo ratos diabéticos, Cazarolli
(2004) demonstrou que a administracado de dois flavonoides O-heterosideos, na
concentragao de 100 mg/kg, foi capaz de reduzir a glicemia de ratos 24 horas apds o
tratamento. J4 Vessal e colaboradores, (2003) com a administragédo de 10-15 mg/kg
do flavonoide quercetina observou redugéo nos niveis glicémicos de ratos tratados.

Sendo assim, a quantidade de flavonoides administrados diariamente aos
diferentes modelos biolégicos, depende claramente da composi¢céo dos flavonoides.
Considerando que esta concentragao pode variar entre 10 e 100mg/kg de massa de
animal (VESSAL; HEMMATI; VASEI, 2003;CAZAROLLI, 2004; KESHARI et al.,
2016), optamos por trabalhar com a administragdao de 20 mg/kg/dia aos animais.
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5.3.1Consumo Alimentar e ingestao de liquido

A sede (polidipsia) e a fome (polifagia) constante, assim como a perda de
massa e o aumento do fluxo urinario (poliuria) s&o sintomas classicos e frequentes
em portadores de diabetes mellitus. Na maioria das vezes o quadro hiperglicémico é
o grande responsavel pelos sintomas clinicos. A associagao entre a hiperglicemia e
perda de massa sinaliza a deficiéncia de insulina e, em geral, um estagio mais
avangado ou mais descompensado da doenca. No diabetes mellitus tipo 1 a
caracteristica principal € a insuficiéncia na produgdao de insulina (ADA, 2013;
TSCHIEDEL, 2014).

O monitoramento dos animais durante os ultimos 30 dias experimentais
demonstrou que os animais diabéticos apresentaram um consumo de racdo de
97,8+1,50 g/Kg de massa de animal, enquanto que os animais nao diabéticos
ingeriram 51,51£0,50 g/Kg de massa de animal. Com o tratamento com da fragéao Fr-
BuOH e do extrato bruto os animais diabéticos diminuiram o consumo alimentar para

91,1+£1,37 e 90,8+1,30 g/Kg de massa de animal, respectivamente (Grafico 1).

Grafico 1 - Monitoramento do consumo de ragéo
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Fonte: Do autor.

Legenda: Os resultados representam a média + desvio padréo de determinagdes realizadas em
intervalos de 15 dias consecutivos por tratamento. Foi determinado a ANOVA tendo como
significancia p<0,05. Letras diferentes representam média estatistica diferentes.
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Grafico 2 - Monitoramento do consumo de liquido.
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Legenda: Os resultados representam a média + desvio padréo de determinagdes realizadas em
intervalos de 15 dias consecutivos por tratamento. Foi determinado a ANOVA tendo como
significancia p<0,05. Letras diferentes representam média estatistica diferentes.

No monitoramento da ingestdo de liquidos, foi possivel observar que os
animais do grupo “Diabetes” ingeriram 492,9+5,2 mL/Kg de massa de animal (7
vezes mais agua do que os animais do grupo) “Controle Negativo” que ingeriu
70,2+1,1 mL/Kg. O tratamento dos animais diabéticos tanto com o extrato bruto
(400,2+5,8 mL/Kg) como com a fragdo Fr-BuOH (358,845,5 mL/Kg), foi capaz de
reduzir em 5 vezes o consumo de agua em relagdo ao grupo “Controle Negativo”
durante os 30 dias experimentais (Grafico 7). Estes resultados demonstram que o
tratamento dos animais com o extrato bruto e com a fragao de flavonoides foi capaz

de controlar sintomas classicos do diabetes mellitus nos animais tratados.

5.3.2 Glicemia de jejum e glicacao de proteinas no sangue total e no soro.

No presente trabalho foram avaliados os efeitos do extrato bruto e da fragao
de flavonoides (Fr-BuOH) de P. edulis sobre a glicemia de jejum, frutosamina e os
niveis de hemoglobina glicada em ratos diabéticos. Como esperado, a glicemia de
jejum foi significativamente maior no grupo “Diabético” quando comparado com os

animais dos grupos “Controle Negativo”, “Extrato” e “Flavonoides”, demonstrando
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que o protocolo de indugdo utilizado neste estudo foi eficiente. Por outro lado,
observamos que a glicemia de jejum dos animais do grupo “Diabetes Extrato” e do
grupo “Diabetes Flavonoides” foi estatisticamente menor quando comparada a
glicemia dos animais do grupo “Diabetes” (Tabela 9).

A determinagdo da glicemia de jejum normalmente é utilizada para a
avaliagao do controle glicémico a curto prazo, ja que reflete os niveis glicémicos
momentaneos. Por outro lado, as frutosaminas e hemoglobina glicada tém um papel
fundamental na monitorizagdo do controle glicémico e podem ser consideradas
como parametros para a avaliacédo do controle glicémico em médio e longo prazo,
respectivamente (PORTO BARBOSA; DE OLIVEIRA; SEARA, 2009; SBD, 2015).

Nos resultados obtidos em nossos experimentos, ndo observamos diferencga
significativa na concentragdo de hemoglobina glicada entre os grupos diabético e
diabéticos tratados com o extrato bruto ou com a fracdo Fr-BuOH. Entretanto, o
tratamento dos animais diabéticos com o extrato bruto e com a fragao de flavonoides

foi capaz de reduzir significativamente os niveis séricos de frutosaminas (Tabela 10).

Tabela 10 - Avaliagédo da glicemia de jejum e da concentragcdo de hemoglobina glicada em ratos
Wistar

Glicemia de Jejum HbA1C (%) | Frutosamina (uM)

Grupos (mg/dl)
Controle Negativo 127,7 £ 6,762 9,88 £ 0,282 62,5 £ 4,392
Extrato 143,6 + 7,102 10,1 £ 0,322 62,1 £ 5,372
Flavonoide 141,6 £ 7,972 9,97 + 0,252 62,5 + 5,242
Diabético 647,8 + 10,2° 18,9 + 0,60° 174,0 + 4,90°
Diabético Extrato 450,4 + 35,5° 16,9 + 0,83 142,6 + 5,59°¢
Diabético Flavonoide 503,4 + 24,8° 17,4 £ 0,42° 142,3 + 3,11¢

Fonte: Do autor.

Legenda: As determinagdes foram realizadas em amostra de sangue total e soro, obtidas durante e
apos a eutanasia, respectivamente. Os resultados representam a média + desvio padrao de 16-18
determinagdes por tratamento. Foi determinado a ANOVA tendo como significancia p<0,05.

A discrepancia observada entre os resultados de frutosaminas e de
hemoglobina glicada poderia ser atribuida a diversos fatores tais como, diferencas
da meia vida destas proteinas na corrente sanguinea, distribuicdo destas proteinas
entre os diferentes compartimentos do organismo e tempo necessario para o inicio
da efetividade do tratamento com o extrato bruto e com a fracdo de flavonides em
estudo (BARBOSA; OLIVEIRA; SEARA, 2008; PORTO BARBOSA; DE OLIVEIRA;
SEARA, 2009; CHILELLI; BURLINA; LAPOLLA, 2013; ADA, 2016).
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E conhecido que a glicacdo de proteinas depende diretamente das
concentragdes de glicose. A glicagcao da hemoglobina ocorre ao longo de todo o
periodo de vida das hemacias e reflete o controle glicémico por cerca de até 120
dias antes da coleta da amostra (longo prazo), enquanto que a produgédo das
frutosaminas depende principalmente da glicagao da albumina, que constitui cerca
de 70% das proteinas plasmaticas e reflete o controle glicémico por cerca de 21 dias
anteriores a coleta da amostra (médio prazo) (PORTO BARBOSA; DE OLIVEIRA;
SEARA, 2009).

Além disso, estudos tém demonstrado que cerca de 50% da concentragéo de
HbA1C detectada no sangue € formada no més precedente a coleta da amostra,
25% no més anterior a este e os 25% remanescentes, sdo formados no terceiro ou
quarto mes antes do exame.

Sendo assim, os resultados das determinagdes de glicose, frutosaminas e de
HbA1C observados neste estudo, sugerem que a administragdo do extrato bruto e
da fragcdo de flavonoides pode n&o ter apresentado um impacto significativo sobre o
controle glicémico desde os primeiros dias de tratamento, porém apresentou um
efeito benéfico sobre o controle glicémico a curto e médio prazo, evidenciados pela
reducao da glicemia e dos niveis séricos de frutosaminas.

Conforme relatado neste estudo, as analises do extrato bruto assim como da
fragdo majoritaria de flavonoides demonstraram a presencga de diversos flavonoides
dentre os quais, 4 apresentaram caracteristicas de fragmentagédo de flavonoides C-
heterosideos, sendo os derivados c-heterosideos da apigenina, a apigenina-6-8-di-C-
glicosideo e a apigenina-6-C-arabinosideo-8-C-glicosideo, além da presenca da
isorientina e a isovitexina.

Diversos estudos tem demonstrado que diferentes flavondides tais como
canferol, canferitrina, canferol 3-0-g-L-ramnopiranosil, canferol 3-g-D-glicopiranosideo
canferol 7-0O-a-L-ramnopiranosideo e canferol-3-neohesperidosideo, além de
flavonoides de nucleo apigenina tem sido capazes de reduzir a glicemia de jejum em
ratos Wistar 2 horas apos o tratamento (REVILLA et al., 2002; CARVALHO, 2011;
P1ZZIOLO et al., 2011; EL-SAYED, 2011; FALLIS, 2013). Embora os mesmos
autores relatem que os mecanismos farmacolégicos responsaveis por estes efeitos
ainda ndo estdo totalmente esclarecidos, tem sido sugerido que os polifendis
poderiam inibir dissacaridases tais como a a-amilase e a glicosidase no lumen

intestinal, reduzindo a absorgdo de agucares. Khangholi et al., (2015) demonstrou
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que flavonoides com apenas uma unidade sacaridica apresenta forte efeito inibitério
na atividade de a-amilase, reduzindo assim a absorcéo de agucar.

Outro mecanismo que poderia justificar os efeitos de compostos fendlicos
sobre os niveis glicémicos seria 0 aumento da captagcdo de glicose pelo musculo
esquelético e pelo tecido adiposo bem como da atividade da glicoquinase hepatica,
favorecendo a sintese de glicogénio e suprimindo a gliconeogénese, ou até mesmo
favorecendo a eliminagao urinaria de glicose (JAOUHARI; LAZREK; JANA, 2000;
ANHE et al., 2013; WU; JIN; JIN, 2013; VINAYAGAM; XU, 2015).

Além disso, estudos recentes tém investigado a relagao estrutura atividade de
flavonoides com potencial hipoglicemiante. Keshari et al., (2016) isolaram quatro
flavonoides da casca do caule da Ficus racemosa, caracterizando suas estruturas
por ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectro de infra ermelho (IF). Neste
estudo, os autores confirmaram a presenca dos flavonoides canferol, quercetina,
naringenina e baicaleina. Estes mesmos autores demonstraram que o tratamento de
animais diabéticos com os flavonoides canferol, quercetina, naringenina e
baicaleina, levou a reducgdo significativa nos niveis glicémicos dos animais,
sugerindo que estes flavonoides apresentaram uma atividade hipoglicEmica. Em
paralelo, observaram que a massa corporal dos animais diabéticos tratados com os
flavonoides foi restaurada ao fim do experimento. Ainda neste estudo, Keshari et al.,
(2016) propuseram um possivel mecanismo de agéo destes flavonoides, executando
testes de docking molecular, utilizando varios receptores alvos, sendo um deles o
transportador de glicose GLUT1. Os autores observaram que os flavonoides
isolados apresentaram uma energia de interacdo com o GLUT1 da ordem de 10
kcal/mol., indicando que o ligante apresentou acédo agonista com o receptor
(KESHARI et al., 2016). Com estes resultados os autores concluiram que um dos
mecanismos de agao dos flavonoides utilizados no estudo de Keshari et al., (2016)
foi por interagdo com o transportador de glicose GLUT1.

Os dados das analises de caracterizagao quimica do extrato bruto e da fracao
de flavonoides realizadas neste estudo, os sugeriram a presenga de diversos
flavonoides O-heterosideo e flavonoides C-heterosideos derivados da apigenina e
luteolina, que poderiam ser responsaveis pela agao antihiperglicemiante

evidenciada.
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Carvalho, (2011) relata que diversos estudos tém demonstrado que
flavondides C-glicosideos isolados de fragdes de W. ebracteata apresentaram alto
potencial hipoglicemiante. Ainda neste estudo o autor relata que a luteolina e
apigenina demonstraram potencial protetor das células B e aumentando ainda as
concentragdes plasmaticas de insulina. Estes resultados ja haviam sido observados
por outros autores em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina (ZARZUELO
et al., 1996; PANDA; KAR, 2007; LI et al., 2007).

Por outro lado, keshari et al., (2016) tém demonstrado que flavonoides O-
heterosideo, tal como o canferol-3,7-0-a-L-diramnosideo tém apresentado alto
potencial hipoglicemiante. Além disso, De Sousa e colaboradores (2004) relatam
que o composto majoritario da fragdo n-butanol das folhas da Bauhinia forficata, o
canferol-3,7-O-(a)-L-diramnosideo, apresentou efeito hipoglicémico em ratos
diabéticos. Ainda, o canferol foi capaz de aumentar a captagdo de ['*C]-deoxi-D-
glicose no musculo séleo de ratos sem alterar a sintese protéica e os niveis de
glicose urinaria num periodo agudo 1h apdés a incubagdo do musculo com o
flavonoide em estudo.

Cazarolli, (2005) relatou que outros flavondides com estruturas semelhantes
ao canferol 3-0-B-L-ramnopiranosil-B-D-glicopiranosideo-7-0-a-L-ramnopiranosideo,
como a canferitrina e o canferol-3-neohesperidosideo também apresentaram
atividade hipoglicemiante. Entretanto, este mesmo autor relata que a auséncia de
uma unidade sacaridica na molécula do flavondide resulta na perda de sua
atividade. A atividade dos flavondides e seus metabdlitos depende da estrutura
quimica e orientagao das ligacbes na molécula. A presenca de flavonodies na forma
heterosidica influencia as propriedades quimicas, fisicas e biologicas além de afetar
a absorcdo dos mesmos pelas células intestinais. Assim, estes possiveis
mecanismos poderiam justificar a agcao antihiperglicemiante do extrato bruto e da
fracao de flavonoides observada neste estudo.

Além da reducéor dos niveis glicémicos nos grupos “Diabetes Flavonoides” e
‘Diabetes Extrato”, observamos que a glicacdo proteica no soro dos animais
pertencentes a estes grupos foi sifgnificativamente menor quando comparada ao
grupo “Diabetes” (Tabela 8). A inibicao da glicacao proteica pode ser facilitada tanto
pela melhora no controle glicémico, como pela presenga de compostos com
potencial antioxidante e ou antiglicante. Em estudos mais recentes, Khangholi et al.,

(2015) demonstraram que 3 posi¢gdes na estrutura dos flavonoides sao de extrema
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importancia para que estes compostos possam exercer tais agdes: a presenca do
grupo catecol (hidroxilas na posi¢cao 3’ e 4’) no anel B, a dupla ligagdo na posigéao
2,3 conjugada com um grupo 4-oxo, a presenga de hidroxila no carbono 3 do anel C
e a presenca de hidroxila na posigao 5,7 no anel A (Figura 22).

De maneira semelhante as posicoes de hidroxilagdo, flavonoides
monoheterosideos (ex. isoorientina e isovitexina) tem apresentado melhores
atividades biologicas quando comparados com flavonoides poliheterosideos. Desta
forma, flavonoides que apresentam caracteristicas quimicas similares as descritas,
podem prevenir a formagdo de radicais livres e a glicagdo proteica, por
apresentarem atividade antioxidante ndao enzimatica além de impedirem a ligacéo
cruzada entre o colageno e os produtos finais de glicagdo avangada (AGEs),

evitando assim, o seu acumulo em tecidos.

Figura 22 - Posi¢cbes importantes na molécula de flavonoide,
que é determinante na atividade bioldgica.

Fonte: Do autor.

Ao analisarmos a composi¢cdo quimica do extrato bruto e da fracdo de
flavonoides, podemos observar a presenca de flavonoides com caracteristicas
similares as relatadas na literatura. Dentre estes compostos, a confirmacdo da
presenca da isoorientina pela quantificacdo com adicao de padrao interno, nos leva
a sugerir que este flavonoide pode ser um dos grandes responsaveis pelos efeitos
bioldgicos observados neste estudo. Além da presenga da isoorientina, as analises
sugeriram a presenca de flavonoides derivados da apigenina e luteolina e flavonoide

O-heterosideo. Se analisarmos a estrutura quimica dos compostos presentes no
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extrato bruto e na fracdo de flavonoides, podemos observar caracteristicas
compativeis com as relatadas acima para os compostos 1, 2, 3, 4 e 5 (Tabela 5,
Figura 10 e 23).

Desta forma, observamos que estes compostos fitoquimicos sejam talvez os
grandes promissores no controle glicémico e da glicagao de proteinas como terapia

para tratamento das complicagdes do diabetes mellitus.
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Figura 23 - Relagao da estrutura e da atividade biolégica de flavonoides encontrado nas folhas P. edulis

Fonte: Do autor.
Legenda: A — Posi¢des importantes na molécula de flavonoide; B - Apigenina-6-8-di-C-glicosideo; C - Apigenina-6-C-arabinosideo-8-C-glicosideo; D —
Isorientina; E — Isovitexina.
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5.3.3 Niveis séricos de Uréia e Creatinina

Considerando que a glicagao de proteinas tem sido apontada como um dos
principais mecanismos responsaveis pelas lesdes glomerulares observadas na
nefropatia diabética (FARIA, 2001; VLASSARA; STRIKER, 2013), foram avaliados
0s niveis de uréia e de creatinina no soro dos animais pertencentes aos diferentes
grupos estudados (Tabela 11). Foi observado um aumento significativo nos niveis
séricos de uréia e de creatinina no grupo de animais diabéticos nao tratados com o
extrato e os flavonoides de Passiflora edulis Sims quando comparados aos animais
nao diabéticos. Os niveis séricos de uréia no grupo de animais diabéticos tratados
com a fracdo de flavonoides foram significativamente menores que no grupo de
animais diabéticos nao tratados. Nenhuma diferenca significativa foi observada em
relacdo aos niveis séricos de creatinina quando estes dois grupos foram

comparados.

Tabela 11 - Niveis séricos de ureia e creatinina em ratos diabéticos e nao diabéticos, tratados e nao
tratados com o extrato e as fragbes das folhas de Passiflora edulis Sims.

Grupos | Uréia (mg/dI) | Creatinina (mg/dl)
Controle Negativo 36,40 £ 0,552 0,41 + 0,022
Extrato Seco 40,60 £ 1,162 0,42 + 0,022
Flavonoide 43,11+ 1,462 0,41 + 0,032
Diabético 104,0 + 8,30P 0,75 + 0,06°
Diabético Extrato Seco 96,02 + 5,86° 0,74 + 0,03
Diabético Flavonoide 78,16 + 6,05¢ 0,76 + 0,04°

Fonte: Do autor.

Legenda: As determinagdes foram realizadas em amostra de soro obtidas apds a eutanasia. Os
resultados representam a média + desvio padrdao de 16-18 determinagbes por tratamento. Foi
determinado a ANOVA tendo como significancia p<0,05.

Sabe-se que em casos de lesao renal os niveis de uréia e de creatinina
apresentam-se elevados. No presente estudo observamos que a administracao da
fragdo enriquecida de flavonoides das folhas de Passiflora edulis Sims foi capaz de
prevenir o aumento dos niveis séricos de uréia quando comparados com 0s animais
do grupo diabético, sugerindo que a fragdo de flavonoides apresentou um efeito
benéfico sobre a fungéo renal nos animais diabéticos. Estes resultados poderiam ser
atribuidos ao melhor controle glicémico apresentado por estes animais, conforme
avaliado através da determinagdo da glicemia em jejum e da concentragcdo de

frutosamina (Tabela 9).
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Apesar da uréia ser considerada como um marcador da fungédo renal mais
sensivel do que a creatinina, € conhecido que sua determinagao sérica tem menor
especificidade na avaliagédo da filtragdo glomerular, ja que seus niveis séricos podem
elevar-se devido a causas nao renais tais como, a desidratacdo, o catabolismo
proteico aumentado, a redugao do volume sanguineo, entre outras. Neste sentido, é
importante ressaltar que além de uma possivel desidratagdo induzida pela poliuria
em consequéncia da hiperglicemia, no diabetes mellitus, o catabolismo proteico
pode estar mais acentuado. Estas duas situagdes poderiam contribuir para um
aumento na reabsorgéao tubular ou na sintese de uréia, respectivamente.

Portanto, o aumento dos niveis sérios de uréia nos animais diabéticos poderia
estar associado ndo somente a uma redugéo da filtragdo glomerular, decorrente de
uma possivel nefropatia diabética como também poderia ser atribuido a fatores
extra-renais decorrentes de alteracbes metabdlicas comumente observadas no
diabetes mellitus (BURTIS; ASHWOOQOD, 1999).

Um efeito protetor dos flavonoides do vinho sobre a nefrotoxicidade induzida
pelo Tacrolimus em estudos experimentais com ratos, tem sido relatado por alguns
autores. Neste mesmo estudo, os autores associaram o efeito protetor a capacidade
antioxidantes dos flavonoides (SILVA et al., 2011). Ja Singh et al., (2017)
demonstraram em estudos recentes que a mistura dos flavonoides crisina e
baicalina apresentou um efeito protetor contra a apoptose induzida por metilglioxal
em células do epitélio renal. Segundo os autores, os flavonoideis em estudo foram
capazes de atenuar o estresse oxidativo, estabilizar o potencial da membrana
mitocondrial e reduzir a apoptose em células tratadas com os flavonoides.

Diversos outros estudos tém utilizado flavonoides tais como a apigenina e a
miricetina a antioneplasicos, como tratamento coadjuvante. Nestes estudos os
autores demonstraram a nefropatia como um dos grandes limitantes na utilizagao de
antineoplasico. Entretanto, a administracao de flavonoides concomitante a utilizagéao
de antineoplasicos tém exibido um efeito protetor ao dano renal causado por estes
farmacos (SULTANA; VERMA; KHAN, 2012; HASSAN et al., 2017; XU et al., 2015).

Xu et al., (2015) em estudo recente, demonstrou que a administragcdo do
flavonoide luteolina em ratos com lesao renal induzida por D-galactose, foi capaz de
prevenir o aumento nos niveis séricos de creatinina e de uréia. Estes mesmos

autores, atribuiram os resultados observados ao efeito antioxidante da luteolina
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reduzindo os niveis de malonaldeido e a manutencédo de enzimas tais como a SOD,
GPx e Catalase.

Dessa forma podemos observar que apesar dos possiveis mecanismos pré-
renais envolvidos no aumento dos niveis séricos de uréia, a administracdo dos
flavonoides aos animais diabéticos sugere um possivel efeito na prevencdo do
aparecimento de lesbes renais. De acordo com os relatos bibliograficos e os
resultados observados das substancias encontradas na caracterizacdo quimica das
folhas de P. edulis, os derivados heterosideos da luteolina podem ser os grandes
responsaveis por prevenir o aumento dos niveis séricos de uréia atenuando os

danos renais nos animais diabéticos tratados com a fragdo de flavonoides.

5.3.4 Perfil Lipidico

Foi observado um aumento na concentracdo de colesterol total, de colesterol
HDL e de colesterol ndo HDL no soro dos animais diabéticos quando comparados
aos animais nao diabéticos (Tabela 11), compativel com as alteragcdes metabdlicas
observadas no diabetes mellitus.

A dislipidemia observada nos animais diabéticos pode ser atribuida a
hiperglicemia apresentada pelos mesmos. A hipercolesterolemia decorrente do DM
tipo 2 tem sido associada ao aumento na concentragdo de lipoproteinas
aterogénicas tais como, a lipoproteina de baixa densidade (LDL) e a lipoproteina de
densidade muito baixa (VLDL). Entretanto, no DM tipo 1, um aumento na
concentracido sérica do colesterol HDL, que pode estar associado a concentragoes
elevadas ou normais das demais lipoproteinas tem sido relatado (KAHRI, et al.,
1993). Neste caso, apesar dos niveis aumentados de colesterol HDL, ndo ha
reducdo do risco cardiaco nestes individuos, ja que alteragbes no tamanho, na
composicao e na estrutura das HDL podem estar presentes, comprometendo a sua
funcionalidade e interferindo negativamente em suas propriedades antiaterogéncias
(SVIRIDQV, D.; et al.2008).

Os animais tratados com a fracdo enriquecida de flavonoides das folhas de
Passiflora edulis Sims apresentaram niveis séricos de colesterol total e de colesterol
ndo HDL significativamente menores que o animal ndo tratado, entretanto, nos
animais diabéticos tratados com o extrato bruto foi observada apenas uma redugao

dos niveis séricos de colesterol ndo HDL. Por outro lado, nenhuma alteragao
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significativa foi observada na concentragdo sérica de colesterol HDL quando os
grupos diabético e diabético tratado com a fragéo enriquecida de flavonoides foram

comparados (Tabela 12).

Tabela 12 - Avaliagao do perfil lipidico no soro de ratos Wistar

Grupos | Triglicerideos (mg/dl) | Colesterol Total (mg/dl)
Controle Negativo 55,6 + 5,702 58,0 + 3,172
Extrato Seco 63,1 + 6,892 62,6 + 4,012
Flavonoide 58,1 + 5,892 60,4 + 4,27°
Diabético 126,5 + 14,3 89,7 + 6,76°
Diabético Extrato Seco 113,9 + 14,6° 78,4 +531°
Diabético Flavonoide 103,3 + 8,04° 74,2 + 3,23°

Grupos | Colesterol HDL (mg/dl) | Colesterol ndo HDL (mg/dl)
Controle Negativo 35,1+ 1,25% 23,2 + 2,892
Extrato Seco 37,4 + 1,378 25,3 + 3,282
Flavonoide 36,0 £ 2,162 23,9 3,742
Diabético 58,9 + 6,21 30,8 + 1,53
Diabético Extrato Seco 54,2 + 2,56° 24,2 + 3,552
Diabético Flavonoide 55,1 + 2,20P 18,4 + 1,872

Fonte: Do autor.

Legenda: As determinagdes foram realizadas em amostra de soro obtidas apds a eutanasia. Os
resultados representam a média + desvio padrdo de 16-18 determinagdes por tratamento. Foi
determinado a ANOVA tendo como significancia p<0,05.

Esses resultados sugerem que sua agéo poderia estar relacionada a redugao
da concentragao de lipoproteinas aterogénicas no soro destes animais, podendo ser
justificados pela melhora no controle glicémico destes animais, conforme observado
anteriormente (Tabela 10).

Por outro lado, estudos recentes vem demonstrando que o tratamento
combinado entre as estatinas e fitoterapicos, tém sido capaz de reduzir os niveis de
hemoglobina glicada, de triglicerideos, de colesterol total e de colesterol LDL em
pacientes entre 40 e 60 anos portadores de diabetes mellitus tipo 2 (KIANBAKHT;
NABATI; ABASI, 2016). Neste mesmo estudo, a quantificagao do teor e flavonoides,
de polifenois totais e de quercetina, foram atribuidos como os grandes responsaveis
pelos efeitos observados.

Em 2009 Mulvihill et al., (2009) ja havia demonstrado que a flavanona
Naringenina foi capaz de inibir a sintese de colesterol em culturas de hepatécitos,
assim como a sintese de acidos graxos prevenindo o acumulo de triglicerideos em
células musculares. Estes autores deixam claro que o uso deste flavonoide é capaz

de corrigir diversos disturbios metabdlicos associados a resisténcia a insulina.
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Sendo assim, além da melhora no controle glicémico destes animais, nao
podemos descartar a possibilidade de um efeito dos flavonoides nas vias de sintese
e metabolizagcdo das lipoproteinas nos animais diabéticos tratados com o extrato
bruto ou com a fragao enriquecida de flavonoides das folhas de P. edulis, como vem
sendo observado em diversos relatos na literatura (MULVIHILL et al., 2009; ZIDAN
et al., 2014; HUGEL et al., 2016).

5.3.5 Ativacao Plaquetaria

E de conhecimento que o diabetes mellitus € um fator de risco notavel para a
progressdo da aterosclerose. Neste sentido, a ativagdo plaquetaria tem sido
proposta como um dos principais mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento
das complicagdes cardiovasculares induzidas pelo diabetes mellitus (NEIL, 2003;
MOURA, 2010; SALLES, 2014).

No presente estudo, foi monitorada a producdo de espécies oxidantes, por
quimioluminescéncia dependente de luminol, na preseng¢a e na auséncia de PMA.
Nossos resultados demonstraram que a produgdo de espécies oxidantes em
plaquetas dos animais do grupo “Diabetes” foi maior quando comparada ao grupo

“Controle Negativo (Tabela 13, Grafico 3 e 4).

Tabela 13 - Produgao de espécies oxidantes por plaquetas de ratos normais e diabéticos tratados e
nao tratados com o extrato bruto e com a fragao de flavonoides de P. edulis.

Grupos | Basal' | PMA?
Controle Negativo 0,27 x 104+ 0,22 x 1032 1,05x 10* + 0,45 x 1032
Extrato Seco 0,32 x10*+ 0,27 x 1032 1,07 x 10* £ 0,92 x 1032
Flavonoide 0,26 x 104+ 0,13 x 1032 0,91 x 10* + 0,68 x 1032
Diabético 0,80 x 10* £ 0,01 x 103 1,65 x 10% + 1,20 x 103P
Diabético Extrato Seco 0,55x10*+0,21x103¢ 1,01 x 104+ 0,54 x 1032
Diabético Flavonoide 0,39 x 104+ 0,19 x 1034 0,86 x 10* + 1,13 x 1032

Fonte: Do autor.

Legenda: Os resultados representam a média + desvio padréo de 8-10 determinagdes por tratamento,
estimadas através da area integrada de emissao de luz. Foi determinado a ANOVA, as letras indicam
que houve diferenca estatistica do teste Tukey-Kramer de multiplas comparagdes, tendo como
significancia p<0,05. 1- Basal: representa a area correspondente a emissao de luz pelas células nos
sistemas de reagdo sem estimulo com PMA. 2- PMA: representa a area correspondente a emissao de
luz pelas células nos sistemas de reacao referente ao estimulo com PMA.
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Grafico 3 - Efeito do extrato bruto e da fragdo de flavonoides de P. edulis sobre a cinética de
emissao de luz em sistemas contendo plaquetas de ratos nao diabéticos.
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Fonte: Do autor.

Legenda: Grupo 1 — Controle Negativo, Grupo 2 - Controle Extrato, Grupo 3 — Controle
Flavonoide, Grupo 4 — Reagdo Com Superdxido Dismutase, Grupo 5 — Reagdo Sem
PMA, Grupo 6 — Reagao Sem Luminol. Os resultados representam a média + desvio
padrao de 8-10 determinagdes por tratamento, estimadas através da area integrada de
emissdo de luz. Foi determinado a ANOVA, as letras indicam que houve diferenca
estatistica do teste Tukey-Kramer de multiplas comparagdes, tendo como significancia
p<0,05.

Grafico 4 - Efeito do extrato bruto e da fragdo de flavonoides de P. edulis sobre a cinética de
emissao de luz em sistemas contendo plaquetas de ratos diabéticos.
20000

16000

12000 +

Relativa de Luz

8000 ~

R

issao

4000

- | [ ]

Gl G2 G3 G4 G5 Go

Em

Fonte: Do autor.

Legenda: Grupo 1 — Diabético, Grupo 2 - Diabético Extrato, Grupo 3 — Diabético Flavonoide,
Grupo 4 — Reagao Com Superoxido Dismutase, Grupo 5 — Reagao Sem PMA, Grupo 6
— Reagao Sem Luminol. Os resultados representam a média + desvio padrao de 8-10
determinagdes por tratamento, estimadas através da area integrada de emisséo de
luz. Foi determinado a ANOVA, as letras indicam que houve diferenga estatistica do
teste Tukey-Kramer de multiplas comparagdes, tendo como significancia p<0,05.
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Sabe-se que as plaquetas por si s6 produzem espécies oxidantes, no entanto,
a maior produgao basal (sistemas sem PMA) destas espécies no grupo de animais
diabéticos em relagdo aos animais ndo diabéticos, demonstra que o metabolismo
oxidativo basal das plaquetas se encontra ativado nos animais diabéticos (Tabela
13).

Em plaquetas, estas espécies oxidantes podem ser provindas de fontes tais
como NADPH oxidase, ciclooxigenase, eNOS, xantina oxidase e respiragéo
mitocondrial. Entretanto, evidéncias sugerem que o complexo NADPH oxidase seja
a principal fonte de geracédo de O2, que ocorre por meio da ativagdo da proteina
quinase C (PKC) (ELISA; PIRES, 2013; MAGWENZI et al., 2015; WANG et al.,
2015).

Tem sido demonstrado que a ativacdo da PKC esta relacionada com a
presencga de lipoproteinas de baixa densidade oxidadas (LDLoxo) (MAGWENZI et
al.,, 2015) e que o descontrole glicémico pode contribuir para oxidagao de tais
lipoproteinas, ativando assim, a NADPH oxidase (WAJCHENBERG, 2002; MOURA,
2010). O acumulo de produtos finais de glicagdo avangada induzido pela
hiperglicemia, pode promover inativagdo do NO-, ativagdo de moléculas de adesao
(VECAM -1, ICAM -1) e quimocinas como a MCP-1, (quimocina que atrai
macrofagos para o intersticio vascular), favorecendo a migragdo de mondcitos e
linfocitos T em areas suscetiveis da intima arterial onde aconteceria a oxidagao de
LDL (PLUMB, et al, 2005; AMARANTE et al., 2007).

Como observado em nossos resultados a administracdo do extrato bruto e da
fracao de flavonoides, foi capaz de melhorar o perfil lipidico dos animais diabéticos
tratados reduzindo principalmente o colesterol ndo HDL (Tabela 11). A reducéo do
colesterol ndao HDL, representa a redugao das lipoproteinas aterogénicas tais como
VLDL e LDL colesterol. Sendo assim a melhora no perfil lipidico pode contribuir para
na prevencao da ativacdo da PKC via LDLoxo, uma vez em que a disponibilidade de
LDL encontra-se reduzida (MAGWENZI et al., 2015).

A ativacdo da NADPH oxidase leva ao aumento da producdo de anion
superoéxido. Entretanto, este pode ser dismutado a perdxido de hidrogénio e na
presenca de metais de transicdo pode levar a formagao do radical hidroxila. Além
disso, nestes sistemas, pode ocorrer também a formagao de radical hidroxila ou de
oxigénio singlete. Embora a técnica de quimioluminescéncia utilizada neste estudo

nao seja capaz de diferenciar os efeitos de cada uma das espécies oxidantes que
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reagem com o luminol, a adigdo da enzima superdxido disumtase (SOD) ao sistema
de animais diabéticos (Grafico 9), sugerindo que o anion superoxido possa ser o
principal responsavel pela luminescéncia observada nestes sistemas. Sendo assim,
nossos resultados corroboram com dados da literatura que tém demonstrado o
aumento da produgédo de anions superdxido induzido pelo estado diabético em
diferentes tipos celulares, inclusive em plaquetas (ESSEX, 2009; LOPES-PIRES,
2013; SALLES, 2014; MAGWENZI et al., 2015).

Assim, € bem possivel que o aumento da producdo de espécies oxidantes
observado neste estudo esteja associado a estimulagdo da NADPH oxidase, devido
a alteracbes na atividade e ou na expressao das subunidades do complexo
enzimatico NADPH oxidase, uma vez que este complexo é o principal gerador de
anion superoxido em plaquetas (MAGWENZI et al., 2015).

Tem sido relatado que quando as plaquetas s&o expostas a grandes
quantidades de espécies oxidantes, estas podem ter efeitos tanto pré-agregante
quanto anti-agregante (MAGWENZI et al., 2015; WANG et al., 2015). Neste estudo a
agregacao plaquetaria induzida por ADP foi avaliada nos diferentes grupos de
animais, sendo observado que a agregacao plaquetaria foi significativamente maior
nos animais do grupo “Diabetes” em relacdo aos animais do grupo “Controle
Negativo” (Grafico 3).

O aumento na agregagao plaquetaria em decorréncia do diabetes mellitus tem
sido observado em diferentes estudos. Alguns autores tém relatado que este
aumento na agregacao plaquetaria poderia estar associado ao aumento na
producdo de espécies oxidantes, uma vez que estas espécies participam
diretamente na regulagdo da ativagdo plaquetaria e formagdo do trombo
(AMARANTE et al., 2007; HORIZONTE, 2008; MOURA, 2010). Além disso, tem sido
demonstrado que a SOD, pode inibir a agregacédo plaquetéaria indiretamente, ao
diminuir a disponibilidade de anion superdxido, promovendo o aumento de NO:
plaquetario e assim a inibicao da agregacédo destas células (WATT et al.,, 2012;
WANG et al., 2015).
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Grafico 5 - Agregacgao Plaquetaria em ratos Wistar
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Fonte: Do autor.

Legenda: Grupo 1 — Controle Negativo, Grupo 2 - Controle Extrato, Grupo 3 —
Controle Flavonoide, Grupo 4 — Diabético, Grupo 5 — Diabético Extrato,
Grupo 6 — Diabético Flavonoide, Grupo7 — Diabético Clopidogrel. Os
resultados representam a média + desvio padrdo de 8-10 determinagdes
por tratamento. Foi determinado a ANOVA, as letras indicam que houve
diferenca estatistica do teste Tukey-Kramer de multiplas comparagdes,
tendo como significancia p<0,05.

Assim, o aumento da agregacao plaquetaria observado nos animais
diabéticos poderia ser atribuido a maior produgao de espécies oxidantes induzidas
pelo estado diabético. Neste contexto, o controle glicémico e a presenga de
antioxidantes sao importantes fatores que poderiam contribuir para a modulagao da
ativacao plaquetaria induzida pelo diabetes mellitus.

A administragdo do extrato bruto assim como da fragdo de flavonoides foi
capaz de inibir a producdo de espécies oxidantes e de reduzir a agregacéo
plaquetaria nos animais diabéticos (Graficos 3, 4 e 5, tabela 13). Estes resultados
poderiam ser atribuidos a presenca de diversos flavonoides presentes no extrato
bruto e na fracdo de flavonoides, tais como: os derivados C- e O- heterosideos da
apigenina e luteolina, além de outros compostos que ainda ndo foram caracterizados
neste estudo.

Os flavonoides sédo considerados como antioxidantes efetivos devido as suas
propriedades sequestrantes de radicais livres e por quelar ions metalicos,
protegendo assim os tecidos dos radicais livres e da peroxidagao lipidica. Esta



98

propriedade é direcionada principalmente sobre o radical hidroxil (OH") e o anion
superoxido (O2 ), que sdo espécies altamente reativas, envolvidas na iniciacédo da
peroxidacao lipidica (KANDASWAMI; MIDDLETON, 1994). Além disso, vale lembrar
que de acordo com Khangholi et al., (2015), estes flavonoides apresentam estrutura
quimica favoravel a atividade antiglicante. .Assim, estas propriedades podem
influenciar ndo somente a ativagao da NADPH oxidase, via PKC, como também de
enzimas como lipoxigenase, cicolxigenase e ou fosfolipase A2, que por sua vez
estdo diretamente envolvidas nas vias que levam a agregagdo plaquetaria
(BEHLING et al., 2004).

Portanto, os resultados obtidos sugerem que os flavonoides presentes no
extrato e na fragdo de flavonoides (Fr-BuOH) podem ser os principais responsaveis
pela melhora no controle glicémico bem como naredug¢do da glicagao protéica e da
ativacdo plaquetaria observada nos animais dos grupos “Diabéticos Extrato e
Diabéticos Falvonoide”, analisados neste estudo.

Estes resultados s&o de grande interesse para a area da saude, pois poderao
fornecer informagdes importantes ndo somente para o uso racional do extrato bruto
de P. edulis visando a prevencgado ou o tratamento das complicagbes vasculares
induzidas pelo diabetes mellitus como também para a elucidagdo do seu mecanismo

de acgao.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que:

a)

Dos fitoconstituintes presentes na espécie estudada, houve uma
prevaléncia em metabdlitos da classe dos flavonoides tanto para
amostra EtOH 70% quanto para a amostra Fr-BuOH. O método de
caracterizagao por detector de arranjo de diodos (PDA) utilizado neste
estudo, foi eficiente ao identificar 6 picos cromatograficos com um perfil
de absorgdo no UV caracteristico ao de flavonoides dos 12 picos

identificados.

Os resultados das analises por HPLC-ESI-IT-MS" e FIA-ESI-IT-MS"
sugeriram a presenga de flavonoides em que a maioria é C-
heterosideos onde a unidade sacaridica esta diretamente ligada ao
nucleo do flavonoide por uma ligagéo acido resistente C-C.

A amostra Fr-BuOH mostrou ser mais rica em flavonoides quando

comparada com a amostra EtOH 70% e com a amostra Fr-EtOAc.

A inducdo do diabetes mellitus com aloxano, levou ao aumento da
glicemia bem como dos niveis de frutosamina e de hemoglobina
glicada, com apresentacédo de sinais classicos do diabetes polidpsia,
polifagia e perda de peso. Além disso, os animais apresentaram uma
dislipidemia secundaria ao diabetes com aumento nos niveis de
colesterol total, de triglicerideos, de colesterol HDL e de colesterol ndo
HDL. Em paralelo, houve alteracdo na fungéo renal com aumento dos

niveis séricos de creatinina e uréia.

Os nossos resultados confirmam que os metabdlitos presentes nas
folhas da espécie P. edulis apresentam um efeito benéfico no diabetes
mellitus, evidenciado pela melhora no controle glicémico, com
consequente redugao dos sintomas do diabetes (poliuria e polifagia),
reducdo do dano renal e prevencao do risco cardiovascular com
reducdo do colesterol total, colesterol ndo HDL e agregacgéao
plaquetaria, abrindo perspectivas para o seu possivel uso no

tratamento complementar do diabetes mellitus..
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