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RESUMO

AVALIACAO DAS ATIVIDADES ANTIAGREGANTE PLAQUETARIA E
ANTICOAGULANTE EM ESTUDO DE BIOPROSPECCAO DE Operculina
macrocarpa (L.) Urb. (JALAPA) EM PLASMA HUMANO: DETERMINACAO DO
MECANISMO DE ACAO. Taiana Magalhdes Pierdona. Orientador(a): Prof.2 Dr.2 Luzia
Kalyne Almeida Moreira Leal. Dissertacdo de Mestrado. Programa de P6s-Graduacdo em
Farmacologia. Departamento de Fisiologia e Farmacologia, UFC, 2011.

Operculina macrocarpa (L.) Urb. (“jalapa brasileira”) (Convolvulaceae) ¢ uma
espéecie comum do Nordeste brasileiro, sendo popularmente utilizada pelas suas propriedades
laxativa, purgativa e “depurativa”. A tintura do tubérculo de jalapa, matéria-prima majoritaria,
ao lado da tintura de Convolvulus scammonia (TCS) comp8em o fitoterdpico Aguardente
Alema® (AAL) ou Tintura de Jalapa Composta, indicada como antitrombético na medicina
popular. O objetivo do presente trabalho foi investigar o potencial antiagregante plaquetario e
anticoagulante de O. macrocarpa em plasma humano, incluindo estudo de bioprospeccéo e
determinacdo do possivel mecanismo de acdo. A avaliacdo da atividade antiagregante
plaquetaria das drogas testes (tintura e fragdes de O. macrocarpa, TCS e AAL) em plasma
humano rico em plaguetas (PRP) foi mensurada por método turbidimétrico, sendo a agregacao
induzida por vérios agonistas como difosfato de adenosina (ADP), epinefrina (EPI), &cido
araquidoénico (AA), colageno (COL) ou trombina (TROM). Ao contrario da TCS e da AAL,
tanto a tintura de O. macrocarpa (TOM/precipitado(P) e sobrenadante(S)) quanto uma das
fracdes organicas obtidas da planta (TOM/1-F4) mostraram atividade antiagregante
plaquetaria, onde a TOM/1-F4 (100 pg/mL) apresentou efeito comparavel ao é&cido
acetilsalicilico (AAS). Caracterizacdo fisico-quimica (CLAE e espectrofotometria) da
TOM/PS (teor de resinas 1,389%) e da TOM/1-F4 permitiu a identificacdo de &cidos
fenolicos (clorogénico, galico e caféico), bem como a determinacédo do teor de fendis totais da
TOM (0,14g%). O efeito antiagregante plaquetario da TOM/PS e da TOM/1F-4 parece
resultar de varias acgdes intracelulares. Contudo, a TOM/PS na presenca do AAS, L-ARG,
ODQ, pentoxifilina (PTX) ou ticlopidina (TIC) teve seu efeito antiagregante plaquetario
modificado principalmente pela TIC, sugerindo um papel importante dos receptores
purinérgicos na bioatividade da TOM/PS. A TOM/PS apresentou atividade antioxidante
determinada através do teste do DPPH. Além disso, a TOM/PS e a TOM/1F-4 n&o mostraram
acao anticoagulante em plasma humano, mas a TOM/PS aumentou o tempo de sangramento
em camundongos. Foi observada uma toxicidade relativa da TOM/PS em neutr6filo humano.

Dessa forma, o presente estudo comprovou, de maneira inédita, o potencial antiagregante



plaquetario da tintura e da fracdo organica de jalapa, que estdo pelo menos em parte

relacionados a presenca de fendis, particularmente acidos fendlicos, e resinas na planta.

Palavras-chave:  Operculina  macrocarpa. Atividade antiagregante  plaquetéria.
Anticoagulante. Aguardente Alema®.



ABSTRACT

EVALUATION OF ANTIPLATELET AND ANTICOAGULANT ACTIVITIES IN
BIOPROSPECTION STUDY OF Operculina macrocarpa (L.) Urb. (JALAPA) IN
HUMAN PLASMA: DETERMINATION OF MECHANISM OF ACTION. Taiana
Magalhdes Pierdond. Advisor: Profa. Dra. Luzia Kalyne Almeida Moreira Leal. Master
Degree. Program of Post-Graduation in Pharmacology. Physiology and Pharmacology
Department, UFC, 2011.

Operculina macrocarpa (L.) Urb ("Brazilian jalapa™) (Convolvulaceae) is a common
species of the Brazilian Northeast. It is popularly used because of its laxative and purgative
properties. The tincture of Operculina macrocarpa tubers (major constituent) and
Convolvulus scammonia composes the raw materials of Aguardente Alema®, herbal
medicine, referred to as antithrombotic in folk medicine. The objective of this study was to
investigate the antiplatelet and anticoagulant potential for Operculina macrocarpa in human
plasma, including the bioprospection study and determination of possible mechanism of
action. The evaluation of antiplatelet activity of drugs (tincture and fractions of O.
macrocarpa, tincture of C. scammonia and AAL) in human platelet-rich plasma (PRP) was
measured by the turbidimetric method where the aggregation was induced by the addition of
agonists (adenosine diphosphate (ADP), epinephrine (EPI), arachidonic acid (AA) collagen
(COL) or thrombin (TROM). Unlike tincture of C. scammonia and AAL, both O. macrocarpa
tincture (TOM/preciptade (P) and supernatant (S)) and one of the organic fractions obtained
from O. macrocarpa (TOM/1-F4) showed antiplatelet activity in human plasma where
TOM/1-F4 (100 pg/mL) presented comparable effect to AAS. Physicochemical
characterization (HPLC and spectrophotometer) of TOM/PS (content of resins 1,38g%) and
TOM/1-F4 allowed the identification of phenolic acids (chlorogenic, galic and caffeic) as well
as the determination of total phenols of TOM (0,14g%). The antiplatelet effect of TOM/PS
and TOM/1-F4 seems to result from many intracellular actions. However, TOM/PS in
presence of AAS, L-ARG, ODQ, pentoxifilin (PTX) or ticlopidine (TIC) had its antiplatelet
effect modified mainly because of TIC, suggesting an important role of purinergic receptors
in TOM/PS. TOM/PS presented antioxidant activity determined by DPPH test. Furthermore,
TOMY/PS and TOM/1-F4 did not showed anticoagulant action in human plasma but TOM/PS
increased the bleeding time in mice. It was observed a relative toxicity of TOM/PS in human

neutrophil. Therefore, this study demonstrated, as never before, the antiplatelet potencial of



tincture and the organic fraction of "jalapa™ and that at least related to the presence of phenols,
particulary phenolic acids, and resins in plant.

Keywords: Operculina macrocarpa, Platelet Aggregation Activity, Anticoagulant,
Aguardente Alema®.
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1. INTRODUCAO

1.1. A Plaqueta

1.1.1. Morfologia plaguetaria

As plaquetas sdo fragmentos anucleados com 2-3 um de didmetro e estdo em
uma concentracdo de 150.000 - 450.000 células/ul de sangue humano. Estes elementos
sdo indispensaveis em eventos hemostaticos e trombdticos, além de participarem
diretamente em processos inflamatérios do corpo (KLINGER, 1997). S&o originarias de
megacaridcitos da medula 6ssea durante o processo de megacariocitopoese, quando este
sofre endomitose. Uma vez que a célula polipldide atinge a maturacdo, ela forma
extensdes pro-plaquetérias a partir das quais as plaquetas sdo liberadas (ITALIANO &
SHIVDASANI, 2003) (Figura 1 A). As plaquetas possuem um tempo de vida de
aproximadamente 10 dias, quando sdo removidas pelas células reticuloendoteliais do
baco e do figado. Estdo presentes em todo organismo humano, sendo 70% na circulacdo
e 30% no bago (LORENZI, 2006; WHITE, 2007).

Apesar de aparéncia morfoldgica simples na microscopia 6ética, as plaquetas
possuem uma estrutura funcional complexa, permitindo-lhes rapido reconhecimento da
lesdo vascular e formacdo de tampao hemostatico (ZAGO et al., 2005). Sdo células
altamente organizadas, ricas em diferentes organelas, e na sua estrutura sdo distinguidas
trés diferentes zonas: a zona externa ou periférica, a zona sol-gel ou citosol e a zona de
organelas (LORENZI, 2006). A zona externa ou periférica é a que condiciona as
plaquetas a propriedade de adesdo quando estimuladas e onde se encontram antigenos,
glicoproteinas e varios tipos de enzimas. Mais internamente existe a membrana
plaquetaria, onde estdo localizadas glicoproteinas que sdo receptores especificos para
determinados fatores de coagulacdo. A zona sol-gel ou citosol é portadora de
microtibulos e microfilamentos, além de ser responsavel pelo esqueleto da plaqueta.
Essas estruturas se conectam e orientam 0s movimentos da célula para a eliminacdo de
produtos secretados e para a retracdo do codgulo. Ja a zona de organelas é composta por
granulos alfa, granulos densos, granulos lisossémicos, mitocondrias, glicogénio e um
sistema de membranas internas, onde existe a sintese de prostaglandinas e tromboxano
A, (LORENZI, 2006) (Figura 1 B).



23

Figura 1. A. Megacariocito com extensdes pré-plaquetarias. B. Morfologia plaquetaria. A estrutura
plaquetaria é composta por diferentes organelas que estdo distribuidas nas zonas externa ou periférica, na
zona sol-gel ou citosol e na zona de organelas. Entre essas estruturas estdo mitocdndrias, granulos alfa,
granulos densos, glicogénio, entre outras. Fonte: ITALIANO & HARTWIG, 2007; WHITE, 2007.

Os granulos alfa contém diversas moléculas de adesdo importantes (ex.: fator de
Von Willebrand (fvW), trombospondina, vitronectina) para as interagdes entre as
plaquetas, bem como com células sanguineas e tecidos. Contém ainda fatores de
crescimento derivado das plaquetas, fatores mitogénicos, proteinas plasmaticas e fatores
relevantes para a coagulacdo e fibrindlise. Os granulos densos sdo capazes de estocar
fons bivalentes (Ca®*) e moléculas pequenas ndo protéicas, como o difosfato de
adenosina (ADP), o trifosfato de adenosina (ATP), serotonina e pirofosfato, que séo
secretadas para recrutar outras plaquetas e exercerem fung@es centrais na amplificagdo
da ativacdo e agregacéao plaquetérias, assim como na modulacdo do endotélio vascular e
da funcdo leucocitéaria. Ja os granulos lisossomicos contém glicosidases, proteases e
proteinas catibnicas com atividade bactericida. As enzimas hidroliticas presentes nestes
granulos necessitam de fortes estimulos para serem secretadas, no entanto uma vez
liberadas contribuem para a remodulagéo vascular (ZARBOCK et al., 2007; LORENZI,
2006).

As plaguetas tém um importante papel na manutencdo da hemostasia do corpo.
Elas carreiam alguns componentes especificos através de todo o organismo e sao
reativas a varios estimulos, liberando o material contido em seus granulos. A energia e

0S mensageiros necessarios para a reatividade plaquetaria sdo fornecidos pela
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mitocondria e pelo sistema tubular denso. Cada populagdo de granulos tem propriedades
especificas relacionadas tanto com a estrutura quanto com o conteudo liberado
(RENDU & BROHARD-BOHN, 2001).

1.1.2. Func&o plaquetéaria e vias de sinalizagéo celular

Acredita-se que as plaquetas evoluiram como um meio especializado de impedir
vazamentos sobre alta pressdo e grande fluxo sanguineo. Dessa forma, a principal
funcdo das plaguetas pode ser creditada a manutencdo da integridade funcional do
sistema circulatério, evitando a perda de sangue (BRASS, 2010; HANTGAN et al.,
1990).

A participacdo das plaquetas na hemostasia é parte fisiologica fundamental.
Muitas das propriedades mais relevantes das plaquetas sdo ditadas pelas exigéncias em
formar um tampdo hemostatico estdvel em condi¢cdes de grande fluxo sanguineo.
Plaquetas circulantes, em condigdes normais, devem ser capazes de manter contato
direto e repetido com a parede do vaso, sem ativagdo prematura, € em um momento de
lesdo vascular, reconhecer as caracteristicas de uma parede danificada, aderir e formar
um tampao estavel, que permanecera no local da lesdo até que ndo seja mais necessario
(BRASS, 2010).

Sob condigbes fisiologicas, as plaquetas circulam em um estado quiescente,
protegidas da ativacdo precoce por mediadores inibitorios liberados das células
endoteliais intactas, como o 6xido nitrico (NO), prostaciclina (PGl,) e adenosina,
originada da acéo da ectoADPase (CD39) sobre o ADP extracelular (ZARBOCK et al.,
2007). Em contraste com as celulas endoteliais, a matriz subendotelial € uma superficie
altamente reativa para as plaquetas, fazendo com que um processo lesivo possa
desencadear reacOes de ativacdo. A resposta plaquetaria durante a ativacdo pode ser
reconhecida atraves de varios eventos progressivos e superpostos que consistem em:
mudancga de forma das plaquetas e adesdo destas no local da injdria, secre¢do, com
liberacdo do contetido presente em seus granulos e agregacdo plaquetéaria (Figura 2)
(DOPHEIDE et al., 2001).
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Figura 2. Participacdo das plaguetas no processo de hemostasia e formacgdo do tampd&o. As plaquetas
tém um importante papel no processo de formagdo do tampao hemostético. Em caso de lesdo vascular, as
plaquetas sdo rapidamente recrutadas para a area do dano e tém a fungdo de vedar o local lesado para
evitar a perda de sangue. A ruptura do revestimento endotelial de um vaso sanguineo leva a exposicao de
proteinas da matriz subendotelial, onde as plaquetas sdo capazes de se aderir. A seguir, 0corre 0 processo
de secregdo, com liberacdo do contetido dos granulos plaquetérios e agregacdo, com formacéo do tampéo
hemostatico. Adaptado de MONASH UNIVERSITY, 2008.

A forma discoide das plaquetas é desfavoravel ao contato reciproco e ao
desenvolvimento de forga de coesdo suficiente para induzir a sua agregacdo. Apos a
ativagdo, as plaquetas sofrem metamorfose, onde passam da forma discoide a uma
forma esférica, irregular, com formacdo de grandes pseuddpodes. Os microtubulos
circunferenciais e os filamentos submembranas presentes nestas se contraem,
comprimindo os diversos componentes dispersos no citosol. Com isso, esses elementos
sdo espremidos e formam uma massa no centro da plaqueta, acarretando a eliminagéo de
diversas substancias pelo sistema canalicular aberto, em especial, as contidas nos
corpusculos densos e nos granulos alfa. Estas alteracGes facilitam a adesdo e a
agregacdo plaquetaria. Na Figura 3, pode-se observar as alteracBes na morfologia
plaquetaria apos ativacdo (KINLOUGH-RATHBONE et al., 1977; SIESS, 1989).




Figura 3. AlteracGes na morfologia plaquetaria apés ativacdo. Plaqueta em formato discéide (A),
ativada (B) e aderida (C). Plaquetas ativadas e aderidas (D). Fonte: AUSTRALIAN CENTER FOR
BLOOD DISEASES, 2008; STEPHENSON, 2009.

A adesdo das plaquetas a matriz subendotelial é um passo importante da
hemostasia priméaria. Apds a lesdo vascular, as plaquetas sdo capazes de formar um
complexo entre o colageno exposto e o fator de Von Willebrand (fvW). Em seguida,
ocorre a ligacdo da glicoproteina Ib-1X-V (GPIb-1X-V) plaquetaria ao fvW. Essa
ligagdo caracteriza-se por répida velocidade de associa¢do, permitindo a adesdo
plaquetaria em vasos onde o sangue circula em alta velocidade. Entretanto, a interacéo
entre GPIb-1X-V e o fvW apresenta alta taxa de dissociacdo e as plaquetas aderidas a
parede vascular movem-se constantemente na direcdo do fluxo sanguineo. Com a
ativacdo plaquetéria, a glicoproteina Ilb/Illa (GPIIb/Illa) torna-se capaz de se ligar ao
fibrinogénio, propiciando uma ades&o plaquetaria irreversivel ao subendotélio (JURK &
KEHREL, 2005; ZAGO et al., 2005).

Uma vez ativadas, as plaquetas agem liberando mediadores quimicos (adenosina
difosfato, tromboxano A, (TXA,), epinefrina, calcio, entre outros) que sdo capazes de
modular as fun¢des plaquetarias e a interacdo entre as plaquetas, células sanguineas e
vasculares (JURK & KEHREL, 2005).

A formacdo de uma monocamada de plaquetas apds a exposicdo do colageno e
fvW é suficiente para iniciar a formacao de um tampé&o plaquetério, mas néo € suficiente
para prevenir o sangramento. Para que isso aconteca € necessario que haja uma
extensdo do tampdo plaquetario, com recrutamento de plaquetas circulantes, com
capacidade de aderir umas as outras, processo que é definido como agregagdo
plaquetéria. O recrutamento de plaquetas adicionais é possivel gracas ao acimulo de
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agonistas locais que sdo secretados das plaquetas, tais como ADP e TXA,, e pela
geracdo local de trombina, cuja formacdo é acelerada na superficie das plaquetas
ativadas (BRASS et at., 2007). O ADP e TXA; estabelecem uma reacdo autocatalitica
levando a construcdo de um grande agregado plaquetario, o tampdo hemostatico
primario. Essa agregacdo primaria é reversivel, porém com a ativacdo da cascata de
coagulacdo, é gerada a trombina. A trombina liga-se a um receptor (PARs) da superficie
plaquetaria e é capaz de converter o fibrinogénio em fibrina, que junto com ADP e
TXA, causam agregacdo e formacdo de um tampéo hemostatico secundario definitivo
(MANN et al., 2003).

A ativacdo e secrecdo plaquetérias sdo reguladas principalmente pelos niveis de
nucleotideos ciclicos, pelo fluxo de entrada de calcio, pela hidrdlise de fosfolipideos e

pela fosforilacdo de proteinas intracelulares (SIESS, 1989).

Vaérios receptores para ligantes bioldgicos foram identificados na superficie
plaquetéria, incluindo receptores de ligantes excitatorios (epinefrina, ADP, serotonina,
fator de ativacdo plaquetaria (PAF), TXA,, vasopressina, trombina) e de ligantes
inibitdrios (adenosina, prostaglandina D, (PGD,), PGl,) (HERD & PAGE, 1995). Tais
receptores agem principalmente pela associacdo a um sistema de proteinas reguladoras
de ligacdo ao nucleotideo guanina, presentes na membrana, denominadas proteinas G.
As proteinas G atuam como transdutores entre 0s receptores e enzimas efetoras ou
canais idnicos (GILMAN, 1984).

Os eventos plaquetarios mediados por proteinas G ocorrem através de trés vias
de sinalizagdo principais, com ativacdo de enzimas alvo: fosfolipase C (PLC),
fosfolipase A, (PLA,) e adenilato ciclase (AC). Estas enzimas controlam a estimulagéo
da hidrolise do fosfatidilinositol, a liberacdo do acido araquiddnico (AA) a partir dos
fosfolipideos presentes na membrana, levando a sintese do TXA,, bem como a sintese
do 3°,5’-monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) (BRASS et at., 2007).

A ativacdo da fosfolipase C produz a hidrélise dos fosfolipideos de membrana,
fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP,), liberando diacilglicerol (DAG) e inositoltrifosfato
(IP3), que atuam como segundos mensageiros. O DAG age através da ativacdo da
proteino-quinase C (PKC) dependente de Ca?*, que por sua vez esta envolvida na

regulacdo da agregacdo e secrecdo dos granulos plaquetarios. Ja o IP3 intervém no
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movimento de célcio dentro do citosol plaquetario e estimulagdo da fosforilagdo das
cadeias leves de miosina. Esta Gltima interage com a actina facilitando o movimento dos

granulos e a mudanca de forma das plaquetas (BRASS et at., 2007).

Quando estimulada, a PLA; leva a liberacdo do AA presente nos fosfolipideos
de membrana. A enzima ciclooxigenase (COX) metaboliza 0 AA com geragdo de
diversos eicosandides, entre eles a prostaglandina H, (PGH>). Nas plaquetas, a isoforma
predominante da enzima COX é a COX-1, e o principal prostandide formado € 0 TXA;
pela acdo da tromboxano sintase sobre a PGH,. O TXA; € um potente agente pro-
agregante e vasoconstrictor, e liga-se a um receptor especifico na superficie plaquetaria,
acoplado & proteina Gg, que ativa PLC e mobiliza Ca*" intracelular. A regulacio
negativa é realizada pela PGl,, principal prostanoide secretado pelas células endoteliais
(SIMMONS et al., 2004; NAKAHATA, 2008).

Alguns inibidores da ativacao plaquetaria como PGl,, prostaglandina E; (PGE;)
e prostaglandina D, (PGD;), exercem seus efeitos através da estimulacdo da AC e
formacdo do AMPc, que age como segundo mensageiro. Tais inibidores se ligam a
receptores acoplados a proteina G estimulatéria (Gs), que estimulam a acdo da AC,
levando ao aumento do AMPc intracelular, impedindo a agregagdo. Os efeitos
inibitérios do AMPc sdo devido a fosforilacdo de proteinas pela proteino-quinase
dependente de AMPc (PKA), que impedem a liberagdo do Ca** citoplasmatico do
sistema tubular denso e dessa forma inibem a acdo de enzimas envolvidas na ativacédo
plaquetéria (SIESS et al., 1993).

O Oxido nitrico (NO) também age inibindo a ativacdo plaquetaria, porém sua
acdo estd diretamente ligada a estimulagdo da guanilato ciclase, e formagdo do
monofosfato de guanosina ciclico (GMPc). Como pode ser visto na Figura 4, os varios
mecanismos exercidos pelo NO sobre as plaquetas dependentes da formacdo de GMP¢
s30: (1) reducdo do nivel de Ca®* citoplasmatico; (2) bloqueio do receptor de TXA,; (3)
modulacdo da expressdo de P-selectina e (4) modulacéo da ligacdo de fibrinogénio via
receptor GPIIb/Illa (WALTER et al.,1993).

Em condigdes fisioldgicas normais, as plaquetas apresentam um balango
equilibrado entre a formacdo e hidrolise de AMPc que alcanca niveis intracelulares

suficientes para impedir a ativacdo plaquetaria. Isto implica na importancia da acdo das
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fosfodiesterases (PDES) neste processo, ja que estas enzimas ao controlarem a hidrolise
de AMPc, exercem um efeito regulatdrio na ativacdo plaquetaria, mesmo na auséncia de

agonistas que estimulem a adenilato ciclase (FEIJGE et al., 2004).

Agonista ( )

Receptor de GPlIb/Illa

Endotélio

P-selectina

Figura 4. Efeitos do éxido nitrico (NO) na inibicao plaquetéria via monofosfato de guanosina ciclico
(GMPc). Fonte: Adaptado de JIN et al., 2005.
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1.2.Agonistas da agregacao plaquetéaria

A ativagdo plaquetéria pode ser modulada por diferentes tipos de agonistas que
ao se ligarem em seus receptores especificos, iniciam uma série de reacfes bioguimicas
que desencadeiam o processo de secrecdo granular e a formacdo de agregados
plaquetarios. Estudos in vitro mostram que 0s principais agonistas plaquetéarios de
relevancia fisiologica, parecem ser o ADP, a trombina, o colageno, o fator de ativagdo
plaquetaria (PAF), o &cido araquiddnico e a epinefrina (Figura 5). Estes podem ser
classificados como fortes e fracos dependendo da sua capacidade em estimular a
secrecdo de granulos plaquetarios na auséncia (forte, ex.: trombina) ou somente na
presenca (fraco, ex.: epinefrina) de agregacgdo plaquetaria (WEISS, 1982; ZAGO et al.,
2005; CHARO et al., 1977).

O ADP foi o primeiro composto descrito capaz de induzir a agregacdo
plaquetéria in vitro (BORN, 1962). Embora seja considerado um agonista plaquetario
fraco, ele exerce uma funcdo chave na agregacdo ja que, uma vez secretado dos
granulos densos, amplifica a ativacdo plaquetaria induzida por outros agonistas como:

serotonina, epinefrina e quimiocinas (GACHET, 2001).

Estudos levaram a proposta de um modelo de trés receptores purinérgicos que
contribuem separadamente para o processo de agregacdo plaquetéria induzida pelo
ADP: os receptores P2X3, P2Y; e P2Y1,. O receptor P2X; (ionotrdpico) é responsavel
pelo rapido influxo de Ca** para o citosol e interage principalmente com o ATP,
enquanto o receptor P2Y; (metabotropico) é acoplado a proteina Gq, e regula a
fosfolipase C (PLC) e os eventos dependentes de Ca?*, além de iniciar a mudanca de
forma da plaqueta (“shape change”). O receptor P2Y, (metabotropico) é acoplado a
proteina Gi e age através da inibi¢do da adenilato ciclase e regulagdo do fosfoinositideo-
3-quinase (PI3-quinase), responsavel pela amplificacdo da agregacéo iniciada por outros
agonistas, pelo proprio ADP, e exposic¢do da GPIIb-IIIa (integrina aypB3) (CATTANEO
& GACHET, 2001). A secrecdo plaquetaria e a agregacdo secundaria normalmente
observadas apés estimulacdo de plaguetas humanas com ADP sdo causadas pela
formacgdo de TXA,, que requer a coativacdo de ambos receptores P2Y; e P2Y; e a
sinalizacdo externa promovida pela interacdo de GPIIb-1lla com o fibrinogénio (JIN et
al., 2002).
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Figura 5. Principais agonistas plaquetérios de relevancia fisiol6gica e seus respectivos receptores.
Agonistas plaquetérios (ex.: ADP, trombina, colédgeno, acido araquiddnico, epinefrina) sdo capazes de
ativar as plaquetas ao se ligarem em receptores especificos na membrana plaquetaria. Esta por sua vez é
formada por diferentes tipos de receptores, como glicoproteina 1b-1X-V (GPIb-1X-V), integrina oyps,
receptores purinérgicos P2, receptores de trombina (PARS), entre outros. Muitos desses receptores
desempenham um importante papel na fungdo hemostatica, que incluem a interacdo entre plaquetas, entre
estas e o tecido vascular ou com fatores de coagulacdo. Fonte: Adaptado de RUGGERI, 2002.

A trombina é um dos mais potentes ativadores plaquetarios, sendo capaz de
estimular a secrecdo plaquetaria em condigdes nas quais ndo ha agregacdo. A
sinalizacdo mediada pela trombina ocorre, pelo menos em parte, através dos receptores
ativados por protease ligados a proteina G (PARS). Estes receptores sdo capazes de
converter um evento de clivagem proteolitica extracelular em um sinal transmembranar.
Quatro receptores PARs distintos foram identificados até o0 momento (PAR-1, PAR-2,
PAR-3 e PAR-4). Os receptores PAR-1, PAR-3 e PAR-4 podem ser ativados pela
trombina, enquanto que o PAR-2 é ativado pela triptase derivada de mastocitos, ou
mesmo pela tripsina, mas ndo pela trombina. As plaguetas humanas expressam 0s
receptores PAR-1 e PAR-4. PAR-1 medeia respostas plaquetarias rapidas em baixas
concentragfes de trombina, enquanto PAR-4 é ativado apenas em altas concentracfes
(BAHOU, 2007; SAVAGE et al., 2001; HAMILTON, 2008).

Os receptores PARs, acoplados a proteina Gg, ativam a PLC levando ao
aumento de Ca** e ativacéo da proteino-quinase C (PKC). O aumento de Ca®* regula
muitos eventos que levam a agregacao plaquetéria, inclusive a ativacdo da fosfolipase

A; (PLA,) pela via da proteino-quinase ativada por mitdgeno (RUGGERI, 2002).
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Além de ativar as plaquetas através da clivagem de seu receptor PAR, a
trombina ainda cliva a GPV do complexo GPIb-1X-V, 0 que permite a sua ligacdo a
GPlIb,, processo que resulta em ativacdo plaquetaria. A trombina (fator lla da cascata de
coagulagdo) também é responsavel pela conversdo do fibrinogénio em fibrina, via final
da cascata de coagulagdo (KAHN et al., 1998; SAVAGE et al., 2001; WAGNER &
BURGER, 2003).

Diferentes tipos de coldgeno (COL) - particularmente os tipos I, 111, e VI - estdo
entre 0s componentes mais trombogénicos da parede dos vasos, sendo responsaveis pelo
inicio da adesdo plaquetéria. Para que este processo ocorra, varias proteinas agem como
receptores para o colageno na superficie plaguetaria. Entre essas estdo a GPlalla
(integrina op1), GPVI, GPIV e a proteina 65 kDa, especifica para o coladgeno tipo I. No
entanto, estudos apontam que apenas a GPlalla e GPVI parecem ter um papel definido
na formacéo de trombos (SAVAGE & RUGGERI, 2007).

A ativacdo plaquetaria induzida por COL pode ser dividida em trés etapas
principais: (1) a interacdo das plaguetas com o complexo formado entre o colageno e o
fator de \Von Willebrand (fvW), que ativa PLC e leva ao aumento do Ca®* intracelular;
(2) a liberacdo do contetdo granular (granulos densos e granulos alfa) e (3) a exposi¢édo
e ativacdo do receptor GPIIb-lIlla, levando a ativacdo das plaquetas adjacentes para

formacéo do trombo plaquetario (SURIN et al., 2007).

O acetil-gliceril-éter-fosforilcolina, mais conhecido como fator de ativacdo
plaquetaria (PAF) é um lipidio biologicamente ativo que além de ser um mediador
importante da resposta inflamatoria e alérgica, age como um potente agente agregante
plaquetério. A estimulacdo da PLA, das plaguetas por agentes como colageno e
trombina, promove a liberacdo de um precursor do PAF, o liso-PAF, dos fosfolipidios
derivados da fosfatidilcolina de membranas plaquetarias. Este sofre uma acetilacdo pela
acetil-transferase, dando origem ao PAF, que é capaz de promover a mudanga de forma
das plaquetas, agregacdo e liberacdo do conteudo granular. Em plaquetas humanas, a
liberacdo do conteudo granular depende do metabolismo do AA. O PAF induz o
metabolismo dos fosfolipideos de inositol, a mobilizacdo de Ca** e inibic&o da adenilato
ciclase. Ele é liberado das plaquetas ativadas e as ativa, participando do complexo
sistema de amplificacéo e sinergismo caracteristico da resposta plaquetaria (HOURANI
& CUSACK, 1991).
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O é&cido araquidénico (AA) atua como agente agregante plaquetario através da
formagdo de metabdlitos (TXA; e endoperdxidos), que por sua vez, participam
intensamente da ativacao plaquetaria. A formacgéo de TXA; nas plaquetas ocorre quando
0 AA é liberado, em resposta a varios estimulos fisioldgicos e patoldgicos, a partir dos
fosfolipideos de membrana, pela acdo da PLA,. Tanto o AA enddgeno, liberado de
plaquetas ativadas por outros agonistas, quanto aquele adicionado as plaquetas, é
metabolizado por duas vias. Uma delas compreende a acéo da enzima 12-lipooxigenase
(12-LOX) sobre 0 AA, com formacdo de 12- hidroperoxi-acido eicosatetrandico (12-
HPETE), que €é rapidamente convertido em 12-hidroxi-&cido eicosatetrandico (12-
HETE) e exercem suas agdes como agentes quimiotaticos para polimorfonucleares
(PMN). A outra via envolve a atuacdo da COX que transforma os fosfolipidios de
membrana em endoperdxidos (prostaglandina G, (PGG,), prostaglandina H, (PGHy) e
subsequentemente em TXA, pela enzima tromboxano sintetase (TXS) (SIMMONS et
al., 2004; NAKAHATA, 2008).

O TXA; atua como um potente agonista plaquetario e vasoconstritor, que ao se
ligar no seu receptor especifico na superficie plaquetaria é capaz de ativar a PLC e
mobilizar o Ca”" intracelular, exercendo seus efeitos. No entanto, 0 TXA, é um
composto bastante instavel, e se transforma rapidamente em tromboxano B, (TXB;), seu
metabolito biologicamente inativo (SIMMONS et al., 2004; NAKAHATA, 2008).

O efeito estimulatério da epinefrina (EPI) (adrenalina) sobre as plaquetas
humanas foi primeiro descoberto por O Brien (1963) que demonstrou que a inducao da
agregacdo plaquetaria era precedida de uma mudanca de forma, e que a EPI era a
responsavel por este evento. A EPI apesar de ser considerada um agonista fraco, € um
importante indutor de ativagcdo plaquetéria, cuja principal funcdo € sensibilizar as
plaquetas a outros agonistas. Em concentracdes fisiologicas, a EPI é capaz de aumentar
tanto a agregacdo plaquetaria dependente da alta forca de cisalhamento mediada pelo
fvW, como a interacdo plaqueta-plaqueta e plaqueta-COL. Portanto, um papel
importante da EPI na regulacdo da formacdo de trombos sob condi¢bes de fluxo
sanguineo arterial é presumivel (HIEMDAHL et al., 1994). Também é importante
ressaltar que niveis elevados desta catecolamina pelo fumo ou estresse, podem revestir-

se de importancia fisiopatologica na ativacdo plaquetaria (HIEMDAHL et al., 1991).
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Assim como o colageno e a trombina, a EPI também libera das plaquetas o AA,
que por sua vez é metabolizado pela COX e TXS para produzir o TXA,. Este leva a um
aumento dos niveis de Ca®* intracelular levando a exposicéo do receptor GPIIb/Illa e a
liberacdo de ADP, serotonina (5-HT), fator plaquetario 4 e varios fatores de crescimento

a partir dos granulos densos e/ou alfa das plaquetas (HERMAN, 1998).

Da mesma forma que o ADP, a EPI induz dois eventos independentes de
ativacéo plaquetaria: a hidrélise de fosfatidilinositol (via PLC, com mobilizacdo de Ca**
citoplasmatico, formacdo de TXA, e resultante agregacdo) e reducdo dos niveis de
AMPc (através da inibicdo de adenilato ciclase previamente estimulada por PGl ou
PGE;). Todos os efeitos da EPI, ou seja, agregacdo ou potencializacdo da agregacao
induzida por outros agonistas e inibicdo da adenilato ciclase, sdo mediados através da
ativagdo de receptores o, adrenérgicos presentes nas plaguetas, sendo esses do subtipo
aza (MUSTONEN et al.,, 2000; YUN-CHOI et al., 2000). As plaquetas também
possuem receptores adrenérgicos do tipo P2, que ao contrario dos receptores ap, S0
acoplados a estimulacdo da adenilato ciclase e respondem pela inibicdo da funcédo
plaquetaria (HIEMDAHL et al., 1991).

Portanto, as plaquetas tém um importante papel na hemostasia, e sua adeséo e
ativacdo incluem diferentes vias de sinalizacdo, bem como a participacdo de varios
mediadores quimicos. Em condi¢bes fisiologicas, o tampdo hemostatico formado
mediante ativacdo plaquetaria e formacdo de fibrina é imprescindivel para a interrupcéo
do sangramento de vasos sanguineos lesados. Porém, quando esse processo €

inadvertidamente instaurado por circunstancias diversas, ocorre a trombose.

1.3.Trombose

A trombose refere-se a uma formacdo patoldgica de um tampdo hemostatico
(trombo) no interior do vaso sanguineo, na auséncia de sangramento. A doenga
trombotica e tromboembdlica € comum e tem graves consequéncias, tais como, infarto
do miocéardio, acidente vascular cerebral, trombose venosa profunda e embolia
pulmonar (ALMEIDA et al., 2010). Dados mostram que as desordens isquémicas
cardiovasculares representam a principal causa de obito e invalidez em todo o mundo:

aproximadamente 30% do ndmero total de Obitos em 2005, segundo dados da
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Organizagdo Mundial de Satde (OMS). No Brasil, em 2007, 29,4% do total de Obitos
foram em decorréncia de doencas do aparelho circulatério, correspondendo a principal
causa de morte no pais, segundo dados do Sistema Unico de Saude (SUS)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

O processo patoldgico que resulta na formagdo do trombo pode ser influenciado
por trés fatores predisponentes, conhecidos como a triade de Virchow: lesdo endotelial,
fluxo sanguineo anormal e hipercoagubilidade. O trombo que se forma in vivo deve ser
distinguido do coagulo que se forma no sangue estatico in vitro. Os coagulos sdo
amorfos e consistem em uma difusa rede de fibrina no interior da qual sdo sequestrados
os eritrdcitos e leucacitos de modo indiscriminado. No entanto, os trombos arteriais e
venosos apresentam, cada um, uma estrutura distinta e sua localizacdo caracteriza dois
tipos de processos fisiopatoldgicos: a trombose arterial e a trombose venosa (RANG et
al., 2004; MACKMAN, 2008) (Figura 6).

Na trombose arterial, o trombo cresce de maneira desordenada, dificultando a
passagem do fluxo sangiiineo, podendo provocar a oclusdo da artéria, resultando em
necroses isquémicas, infarto do miocéardio e aterosclerose. O fator desencadeador nesse
tipo de trombose pode ser a ruptura de uma placa aterosclerdtica, seguida de ruptura do
endotélio e liberacdo de componentes da placa dentro do limen do vaso sanguineo. O
trombo arterial ou “trombo branco” ¢ tipico da trombose arterial, e diferencia-se por ser
tipico, firmemente aderente a parede arterial lesionada e composto por uma mistura de
plaquetas, fibrina, eritrcitos e leucdcitos degenerativos. Além disso, sdo capazes de se
formar em um ambiente de alto fluxo e grande for¢a de cisalhamento. Os trombos
arteriais, em geral séo oclusivos, sendo os locais de formacdo mais comuns, em ordem
descendente, as artérias corondrias, cerebrais e femorais. Sdo sobrepostos em geral,
sobre uma placa aterosclerética, ainda que outras formas de lesdo vascular (ex.:
vasculite, trauma) possam estar envolvidas (RANG et al., 2004; MACKMAN, 2008;
MITCHELL, 2006).
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Figura 6. A. Artéria e formagdo de trombo na trombose arterial através da ruptura de placa
aterosclerotica. B. Veia e formacgdo de trombo na trombose venosa. Fonte: Adaptado de MACKMAN,
2008.

A trombose venosa, ou flebotrombose, é quase invariavelmente oclusiva, e afeta
mais comumente as veias das extremidades inferiores, sendo menos comuns nas
extremidades superiores, nos plexos periprostaticos e nas veias ovarianas ou
periuterinas. Sob circunstancias especiais 0s trombos venosos podem ser encontrados
nos seios durais, na veia porta ou na veia hepatica. O trombo venoso cria, com
frequéncia, um molde longo no Iimen venular. Como esses trombos formam-se em um
ambiente relativamente estatico, eles tendem a conter mais eritrécitos misturados e séo
conhecidos como “trombos vermelhos ou estasicos”. A cauda trombdtica formada por
estes trombos possui maior rigidez, o que facilita sua fragmentagdo. Ao atingirem vasos
de menor calibre, os fragmentos causam obstrucdo, promovendo embolias,
principalmente a pulmonar. Além disso, na trombose venosa, o endotélio intacto com
propriedades anticoagulantes, pode ser convertido para uma superficie com
propriedades prd-coagulantes (MACKMAN, 2008; HAMPTON & PRESTON, 1997;
MITCHELL, 2006).
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No que diz respeito a farmacoterapia da trombose, esta considera a estrutura
distinta da trombose arterial e venosa. Em termos gerais, o tratamento da trombose
venosa inclui o uso de medicamentos onde o alvo sdo as proteinas da cascata de
coagulacdo, enquanto a trombose arterial é tratada com drogas que tém como alvo as
plaquetas (MACKMAN, 2008).

1.4. Farmacos antiplaquetarios

As plaquetas proporcionam a formacdo de um tampédo hemostatico inicial nos
locais de lesdo vascular, além de participarem em processos de tromboses patoldgicas,
que levam ao infarto do miocardio, acidente vascular cerebral (AVC) e tromboses
vasculares periféricas. Diante da participacdo destas nesses processos, nos ultimos anos
foram desenvolvidos diversos farmacos que atuam como inibidores da funcéo
plaquetaria (GOODMAN & GILMAN, 2010). Tais drogas interferem em certas etapas
da ativacdo plaquetaria mediante, por exemplo, o bloqueio seletivo de enzimas e
receptores, reduzindo, assim, principalmente o risco de trombose arterial (PATRONO et
al., 2004).

No entanto, estudos apontam que, até 0 momento, nenhum farmaco utilizado na
terapia antiplaquetaria € suficientemente ativo, potente e seguro por via oral para a
prevencdo da trombose arterial. Os farmacos mais comumente utilizados incluem o
acido acetilsalicilico (AAS), clopidogrel, dipiridamol e tirofibano, que apresentam
algumas limitacBes, como pouca eficacia, risco significativo de hemorragias,
irritabilidade gastrica, resisténcia, além de limitacdo quanto ao emprego apenas da via
parenteral (HAMILTON, 2008) (Figura 7).

Existem relatos do uso clinico da aspirina ha mais de 40 anos e até os dias atuais
ainda é considerado o antiplaquetario mais utilizado (MACKMAN, 2008). O AAS age
ao inibir irreversivelmente a acdo da enzima ciclooxigenase (COX), impedindo a sintese
de TXA,, um importante agente pro-agregante e vasoconstritor. Tais acdes sdo
mediadas pela isoforma constitutiva da COX, a COX1, que esta presente nas plaquetas.
Alguns estudos sugerem um aumento de eventos cardiovasculares em individuos que
demonstraram resisténcia ao AAS, no entanto, este farmaco continua sendo a terapia

padrdo nos eventos isquémicos agudos e na prevencdo secundaria. E importante
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ressaltar que a terapia com AAS pode apresentar riscos de eventos hemorrégicos e
Ulceras estomacais (BHATT & TOPOL, 2003; HAMILTON, 2008).

Uma outra classe importante de drogas antiagregante plaquetarias tém como
alvo os receptores de ADP (P2Y1,). Neste grupo estdo incluidos a ticlopidina e o
clopidrogrel, derivados das tienopiridinas. A ticlopidina € um pro-farmaco com alta
biodisponibilidade oral que inibe irreversivelmente o receptor purinérgico P2Y 1,. Assim
como o AAS, possui meia-vida curta com longa duracéo de acdo. No entanto, os efeitos
adversos associados, como o desconforto gastrointestinal e, mais gravemente, 0
surgimento de neutropenia e trombocitopenia, limitaram sua utilizacdo clinica. O
clopidogrel, é a droga mais utilizada desta classe, sendo amplamente empregado como
agente antitrombdtico, em sindromes coronarianas agudas e nas intervencdes
coronarianas percutaneas. O clopidogrel é um pro-farmaco com lento inicio de acgéo, e
exibe eficacia semelhante a do AAS na prevencdo secundéaria ao infarto. Sua utilizacdo
em combinacdo com o AAS tem apresentado eficacia superior, o que se justifica pela
acao desses farmacos em mecanismos antiplaquetarios distintos (GOODMAN &
GILMAN, 2010; HAMILTON, 2008; MACKMAN, 2008).

Os inibidores da GPlIb-Illa, receptor do fibrinogénio e do fvW, agem na via
final comum da agregacdo plaquetéaria. A acdo desses farmacos bloqueia a agregacao
plaquetaria induzida por qualquer agonista e, por isso, essa classe é constituida pelos
antiplaquetarios mais potentes disponiveis atualmente, como o Tirofibano, o Abciximab
e a Eptifibatida. Apesar disso, eles apresentam algumas limitacdes, principalmente em
relacdo a via de administracdo parenteral, devido a baixa biodisponibilidade oral, e pelo
fato de induzirem taxas de sangramento elevadas, clinicamente relevantes e
trombocitopenia (GOODMAN & GILMAN, 2010; HAMILTON, 2008).
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Figura 7. Principais farmacos antiplaquetarios e seus mecanismos de acdo. Fonte: Adaptado de
MACKMAN, 2008.

Um dos mecanismos mais potentes de inibi¢do da agregacdo plaquetaria consiste
na elevacdo dos niveis intracelulares de nucleotidios ciclicos (AMPc e GMPc). A
sintese de tais nucleotideos é regulada diretamente pela estimulacdo da adenilato ciclase
(AC) e guanilato ciclase (GC) e sua degradacdo esta ligada a acdo de fosfodiesterases.
Dessa forma, inibidores de fosfodiesterases, como dipiridamol e o cilostazol, parecem
ter um papel na agregacédo plaquetaria (SCHWARZ et al., 2001).

Embora o dipiridamol tenha poucos beneficios como agente antitrombético,
atualmente é recomendado seu uso em combinacdo com varfarina para profilaxia pds-
operatoria primaria de tromboembolismo em pacientes com proteses valvares cardiacas.

Mais recentemente, o inibidor seletivo da fosfodiesterase tipo 3 (PDE3), o cilostazol,
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passou a ter utilidade clinica no tratamento da claudicacdo intermitente, doenca
aterosclerdtica dos vasos periféricos (GOODMAN & GILMAN, 2010; SCHWARZ et
al, 2001).

Considerando a importancia da trombina como componente da cascata de
coagulagdo e potente estimulador da ativacdo plaquetéria, estudos recentes mostram o
grande interesse no desenvolvimento clinico de inibidores dos receptores ativados por
protease (PARs) como agentes antiagregantes plaquetarios. Dois antagonistas do PAR;,
E5555 e SCH 530348, estdo atualmente em ensaios clinicos de fase Il (MEADOWS &
BHATT, 2007; MACKMAN, 2008).

Diante do exposto, a farmacoterapia atual relacionada ao emprego de farmacos
antiplaquetarios na prevencdo ou tratamento de doencas vasculares, dispde de
medicamentos que possuem desvantagens importantes relacionadas ao seu grau de
seguranca e eficacia para os pacientes. Assim, o desenvolvimento de pesquisas visando
a descoberta de novos medicamentos antiplaquetarios que apresentem vantagens em
relacdo aos existentes no mercado farmacéutico é oportuno e nesse contexto os produtos

de origem vegetal surgem como uma fonte em potencial de novos farmacos.

1.5. Produtos de origem vegetal como fonte de farmacos antiplaquetarios

O emprego de plantas medicinais como instrumento de cura passou por
diferentes paradigmas ao longo da historia da medicina. Utilizadas inicialmente de
forma empirica, fruto do conhecimento repassado por geracdes, as plantas medicinais
tornaram-se alvo de interesse para as pesquisas cientificas, aliando, assim, diferentes
percepcdes sobre esse instrumento terapéutico (LEITE, 2009). As plantas séo uma fonte
importante de produtos biologicamente ativos, muitos dos quais foram utilizados como
modelos para a sintese de um grande nimero de farmacos (GUERRA & NODARI,
2004).

O Brasil se destaca por ser o pais com a maior diversidade genética vegetal do
mundo, apresentando entre 15 a 20% da biodiversidade do planeta (CARDIN, 2006).
Esse imenso patrimdnio genético é de alto valor econdbmico e estratégico em varias

atividades, inclusive no desenvolvimento de novos medicamentos, onde reside sua
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maior potencialidade. Atualmente, cerca de 40% dos medicamentos disponiveis no
mercado farmacéutico sdo derivados de produtos naturais, sendo 25% provenientes de
plantas, 13% de microrganismos e 3% de animais (CALIXTO, 2003). No entanto, dados
mostram que apenas 8% das espécies vegetais da flora brasileira foi estudada em busca
de compostos bioativos e 1100 espécies foram avaliadas em suas propriedades
medicinais (GUERRA & NODARI, 2004).

Estudos apontam que investigacGes baseadas em dados etnofarmacologicos séo
mais eficientes na identificacdo de plantas com atividades bioldgicas do que triagens de
espécies selecionadas aleatoriamente (FARNSWORTH & KASS, 1981). Dessa forma,
0 grande numero de informacgdes sobre o uso popular de centenas de plantas em
diversos lugares do mundo implica na necessidade do desenvolvimento de métodos que
facilitem a tarefa de avaliar cientificamente o valor terapéutico destas espécies
(MICHELIN, 2008).

Diversos autores tém demonstrado que espécies de origem vegetal sdo fontes em
potencial para o desenvolvimento de farmacos com atividade antiagregante plaquetaria
e antitrombdtica. Dentre desse contexto, trabalhos realizados por nosso grupo de
pesquisa, demonstraram que o0 extrato hidroalco6lico do cumaru, Torresea cearensis,
(LEAL, 1995) bem como a piplartina, alcaléide isolado de Piper tuberculatum
(FONTENELE et al., 2009) possuem atividade inibitoria sobre a agregacdo de plaguetas

humanas.

O uso de plantas medicinais ja € parte integrante da cultura nordestina nas suas
mais diversas regides e inimeras sdo as referéncias sobre o seu emprego no tratamento
de varias patologias (MATOS, 2007; 1997; CARRICONDE et al., 1995). Dentro desse
contexto, pode-se citar como exemplo a Aguardente Alema®, um fitoterapico produzido
por vérias indastrias do Nordeste, que possui como matéria-prima ativa majoritaria a
Jalapa (Operculina macrocarpa). Estudo realizado por Carvalho e cols. (2003) avaliou
o perfil de uso da Aguardente Alema® em usuarios na cidade de Fortaleza. Para isso, foi
realizado estudo de vigilancia pds-comercializacdo em farmacias, da Aguardente
Alem3®, que tem como matéria-prima ativa majoritaria a O. macrocarpa. Dados
mostraram que apenas 1,6% dos usuarios utilizavam o produto como laxante. Por outro
lado, 78,4% faziam uso crénico do produto para tratamento de problemas circulatorios,

como acidente vascular cerebral, paralisia facial, dorméncia no corpo, coagulos e
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trombose, além do dito popular para “afinar o sangue”. Contudo, ndo existem estudos de
Operculina macrocarpa relacionados a seguranca e eficacia da planta nas doencas do

sistema sanguineo/circulatorio.

1.5.1. Operculina macrocarpa (L.) Urb. (Convolvulaceae)

Operculina macrocarpa é uma Convolvulaceae, termo que deriva do latim
convolvo e significa “entrelagar-se”. Refere-se, em termos gerais, a forma do
crescimento dessas plantas, jA que um grande nimero das espécies dessa familia sdo
trepadeiras e crescem ‘“enroscadas” em um suporte (PEREDA-MIRANDA & BAH,
2003). A familia é constituida por, aproximadamente, 55 géneros e cerca de 1.930
espécies (AUSTIN, 1997) e possui distribuicdo geografica cosmopolita (HEYWOOD,
1993).

A espécie Operculina macrocarpa (L.) Urb. é popularmente conhecida como
“jalapa brasileira” ou “batata-de-purga”, em alusdo a propriedade purgativa de suas
raizes. Esta planta vem sendo usada desde a antiguidade na medicina popular
nordestina, de acordo com o naturalista Feijo, em seu primeiro levantamento
etnofarmacoldgico feito no Ceara, por volta de 1800 (MATOS, 2007). No Brasil, é
encontrada em varios estados recebendo, assim, diversas sinonimias populares, dentre
as mais citadas na literatura estdo “batata-de-purga”, “xalapa”, “jalapa-de-Sdo Paulo”,

“purga-do-Amaro Leite”, “jalapa-do-Brasil” (CRUZ, 1980; MICHELIN & SALGADO,
2004; LORENZI & MATOS, 2008).

Operculina macrocarpa pode ser encontrada em regiées compreendidas entre as
Antilhas e o Brasil, além de regides temperadas dos Andes mexicanos entre 1500 e
2000 metros de altitude em areas lamacentas e de solo profundo. O principal centro de
comércio deste vegetal ocorria na cidade mexicana de Jalapa, de onde originou sua
sinonimia oficial. A raiz da jalapa mexicana (Ipomoea purga ou Exogonium jalapa), a
semelhanca da jalapa brasileira é usada como purgante drastico em forma de p6 ou
tintura. Na Europa é encontrada em algumas regides, porem as condic¢des climaticas nao
sdo muito favoraveis a planta (PLANCHON & BRETIN, 1937).
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A planta é uma trepadeira de aspecto ornamental, especialmente pelos seus
frutos arredondados. Cada fruto contém uma a quatro sementes duras e pretas. Esta
espécie é bianual (sua parte aérea morre a cada dois anos) tem folhas palmatiformes,
flores com corola branca, infundibuliformes, axilares e solitarias, além de caule
quadrangular, avermelhado e glabro (MATOS, 1994; BRAGA, 1976; FEIJO, 1799;
LORENZI & MATQS, 2008).

O termo vulgar “jalapa” é empregado também para varias outras plantas
convolvulaceas da Ameérica tropical com propriedades idénticas. Uma destas é a espécie
silvestre Operculina alata Urban, muito comum no Nordeste, cujas raizes tuberosas,
grandes, amilaceas e resiniferas sdo motivo de grande comércio para fins medicinais.
Ambas sdo trepadeiras, porém a O. alata é anual, possui flores amarelas, e é encontrada
no norte e nordeste do Brasil, sendo empregada indistintamente como O. macrocarpa
em preparagdes medicinais (MARTINS et al., 2000; BRAGA, 1976; LORENZI &
MATOS, 2008). Na Figura 8 pode-se observar imagens da parte aérea de ambas as

espeécies, bem como dos tubérculos de O. macrocarpa.

Na medicina tradicional a parte da planta utilizada € a raiz tuberosa, onde esta
presente a resina, seu principio ativo laxante (XAVIER et al., 1994; MATOS, 1994).
Além da resina, a planta fornece fécula ou polvilho de cor pardo-clara conhecida pela
populacdo como goma-de-batata, que possui varias indicacfes na medicina tradicional
como impetigo, reumatismo, furunculose, bronquite e outros (MARTINS et al., 2000;
MATOS, 1982).

A droga vegetal tem caracteristica inodora e é de sabor acre. Os tubérculos de
jalapa sao fusiformes ou napiformes, externamente castanho-acinzentados a castanho-
negros e rugosos. O slUber mostra estrutura tipica, podendo, porém, possuir células
espessadas tangencialmente e suberinizadas. O feloderma é sempre bem desenvolvido.
Os tecidos parenquimatosos, na casca e nas faixas, formados pelos cambios terciario e
secundario, consistem de células de paredes delgadas. Na casca e na zona lenhosa
existem numerosas células com resina e frequentemente células com drusas de oxalato
de célcio. As células resiniferas aparecem grandes e redondas na seccdo transversal e
um pouco alongadas no corte longitudinal. Celulas pétras podem existir no feloderma e
também nos parénquimas proximos do lenho (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1959).
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Figura 8: Parte aérea de Operculina macrocarpa (A e B) e Operculina allata (C). Tubérculos de
Operculina macrocarpa (D e E). Fonte: LIMA, 2006; LORENZI E MATOS, 2008

Segundo Michelin (2008), a familia Convolvulaceae possui uma grande
diversidade de metabdlitos, porém as glicorresinas e as substancias fenolicas sdo 0s
metabolitos caracteristicos desta familia. Possui também metabdlitos secundéarios de
baixo peso molecular contendo grupos nitrogenados, tais como: ergolinas, pirrolidinas,
tropanos lipofilicos e hidrofilicos, alcaldides indolizidinicos e pirrolizidinicos,
glicosideos cianogénicos, diferentes tipos de amidas e flavondides. Schimming e cols.
(2005) mostraram a ocorréncia e distribuicdo de um alcaldide tropanico, Calisteginina,
tambem nesta familia, tendo sido identificado em cerca de 65 espécies, incluindo 22
géneros. Segundo os autores, esse alcaldide pode ser Gtil como um marcador

guimiotaxonémico para a familia Convolvulaceae.
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Estudos de prospeccdo fitoquimica dos tubérculos de O. macrocarpa
determinaram a presenca de triterpendides e esterdides, cumarinas e agucares redutores
na planta. Ainda, analise por cromatografia em camada delgada da glicoresina da raiz da
planta mostrou a presenca essencialmente de rhamnose e glicose (LIMA, 2006).
Segundo Costa (1982), a composigdo quimica da “jalapa do Brasil” (O. macrocarpa) é
semelhante a da jalapa verdadeira ou jalapa do México (Ipomoea purga, sin. Exogonium
purga), apresentando quantidades elevadas de resina. A planta apresenta ainda amido,

saponina e acido exogonico.

Xavier, Soares e D'Angelo (1994) isolaram das folhas de O. macrocarpa dois C-
glicosilflavondides. Outros autores também realizaram uma andlise fitoquimica
preliminar da O. macrocarpa, onde foi possivel evidenciar a presenca de saponinas e
através de analise de espectros de RMN de *C foram isoladas trés substancias a partir
da fracdo acetato de etila, os acidos caféico e protecatectico e um dimero do &cido
caféico (MICHELIN, 2004).

Estudos anteriores (MICHELIN & SALGADO, 2004; LIMA, 2006) avaliaram o
efeito de extratos obtidos dos tubérculos de Operculina macrocarpa sobre o transito
intestinal de camundongos, através do modelo de carvdo ativado. Resultados
demonstraram o potencial laxante de O. macrocarpa e que este efeito pode ser
associado a uma acdo propulsora da motilidade gastrintestinal. Estudos mais recentes
(MICHELIN, 2008) também elucidaram a atividade laxante de extratos da planta
através do modelo de transito intestinal em gaiola metabdlica. Michelin (2008) também
mostrou que extratos de O. macroparpa possuem discreta atividade antioxidante quando
avaliados pelo teste de DPPH. Operculina macrocarapa também apresentou atividade

larvicida quando testada contra 0 mosquito Aedes aegypti (LUNA, 2005).

Segundo Fonseca (2006) em estudo toxicoldgico agudo da Aguardente Alem3®,
ratos administrados com uma dose de até 625 mg/kg ndo apresentaram alteracoes
bioquimicas, hematoldgicas e comportamentais, quando administrada por via oral.
Contudo, na dose de 1250 mg/kg todos os animais apresentaram fezes diarréicas a partir
de uma hora do tratamento e registraram-se duas mortes. Assim, a DL50 do produto
deve encontrar-se acima de 1,25 g/kg, quando administrada por via oral em ratos.
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2. JUSTIFICATIVA

Diversos laboratérios instalados na regido Nordeste produzem e comercializam a
Aguardente Alema® ou Tintura de Jalapa Composta, cuja formula farmacéutica inclui as
tinturas de jalapa (Operculina macrocarpa) e de escaménia (Convolvulus scammonia).
A Aguardente Alema € indicada como laxante, mas seu principal uso na medicina
popular é no tratamento de doencgas do sistema sanguineo/circulatério (CARVALHO et
al., 2003). Contudo, ndo ha ainda estudos cientificos conclusivos que comprovem a
seguranca e a eficacia da Aguardente Alemd® quanto ao seu uso popular, ou seja, na
prevencdo de trombose, acidente vascular cerebral, paralisia facial, problemas
circulatérios, dorméncia no corpo e coagulos, além do dito popular para “afinar o

sangue” (MATOS, 2007, CARVALHO et al., 2003).

Operculina macrocarpa (jalapa-do-Brasil ou batata-de-purga) constitui a
matéria-prima ativa majoritaria da Aguardente Alemd, e apesar de ser uma espécie
oficial, presente na Farmacopéia Brasileira 1* e 22 edicdo, possui poucos estudos
quimico-farmacolégicos. A planta é rica em resinas e apresenta ainda amido, saponina e
acido exogobnico (COSTA, 1982). Além disso, foram caracterizados no extrato etandlico
de O. macrocarpa trés substancias pertencentes a classe dos compostos fendlicos, o
acido clorogénico, &cido caféico e dimero do &cido caféico (MICHELIN, 2008).
Anteriormente Michelin (2004) ao realizar um estudo fitoquimico de O. macrocarpa,
determinou através de analise de espectros de RMN de C, a presenca de trés
substancias na fracdo acetato de etila da planta, os &cidos caféico e protecatecuico e um
dimero do acido caféico. Estudo farmacolégico pré-clinico (MICHELIN & SALGADO,
2004) mostrou que seu efeito laxante pode estar associado ao seu efeito propulsor da
motilidade gastrintestinal, enquanto a avaliacdo toxicologica aguda em ratos da
Aguardente Alema® (FONSECA et al., 2006), mostrou que a DLs do produto encontra-
se acima de 1,25 g/kg quando administrada por via oral em ratos.

Diante do exposto e considerando que o principal uso da Aguardente Alem3®
pela populacdo estd relacionado a doengas do sistema sanguineo/circulatorio, é de
fundamental importancia a realizacéo de estudos que avaliem o potencial farmacoldgico
da jalapa. Nesse sentido, esse trabalho pretende realizar um estudo quimico-
farmacologico de O. macrocarpa através da avaliacdo do efeito da tintura e fracOes

obtidas a partir dela sobre a agregacao plaquetéria e seus possiveis mecanismos de acao.
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Além disso, estudos dessa natureza permitirdo identificar possiveis marcadores a serem
empregados no controle de qualidade de fitoterdpicos que empreguem como matéria-

prima ativa a jalapa.
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OBJETIVOS

3.1.0Dbjetivos Gerais

Avaliar o potencial antiagregante plaquetario e anticoagulante de O. macrocarpa

através de estudo interdisciplinar (quimica-farmacologia), com determinacdo do

possivel mecanismo de ag&o.

3.2.0Dbjetivos Especificos

v

Investigar a atividade antiagregante plaquetaria da tintura e fracdes de O.
macrocarpa na agregacao induzida por ADP em plasma humano;

Investigar o efeito antiagregante plaquetario de produtos derivados de
Operculina macrocarpa na agregacdo de plaguetas induzida por diferentes

agonistas em plasma humano;

Determinar o possivel mecanismo de acdo antiagregante plaquetario da tintura

de Operculina macrocarpa (TOM);

Investigar o efeito da tintura e fracdo de O. macrocarpa sobre o tempo de
sangramento, tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) e tempo de

protrombina (TP);

Realizar avaliacdo preliminar do potencial antioxidante da TOM através do teste
de DPPH,;

Avaliar os efeitos toxicos da TOM em camundongos, através de teste
hipocratico e em neutrofilos humano, através dos testes de MTT e lactato

desidrogenase.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.Materiais
4.1.1. Aspectos éticos

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana
(COMEPE) (Parecer n° 169/10) e pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (Parecer n°
63/10) da Universidade Federal do Ceara (Anexos 1 e 2).

4.1.2. Material botanico

A planta foi coletada na cidade de Parnaiba (Piaui, Brasil) situada nas
coordenadas 2°54'49"S e 41°47'15"W. O material boténico foi identificado pelo

Herbério Prisco Bezerra (UFC), com o numero de exsicata 45489.

4.1.3. Drogas

Adenosina difosfato (ADP), dimetilsulfoxido (DMSO), tween 80, 4cido
acetilsalicilico (AAS), 1H-[1,2,4]oxadiazolol-[4,3-a]-quinoxalin-1-one (ODQ), L-
arginina, brometo 3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetraz6lio (MTT), Triton X-100,
acido caféico, acido clorogénico e acido galico foram provenientes da Sigma-Aldrich
(St Louis, MO, USA). Trombina e &cido araquidénico foram adquiridos da Chrono-log
(USA). Pentoxifilina (Trental®) e ticlopidina (Ticlid®) foram obtidas da Sanofi-aventis
(Brasil). Nitroprussiato de sédio (Nitrop®) foi proveniente da Hypofarma (Brasil).
Heparina (Liquemine®) foi obtida da Roche (Brasil). Colageno e epinefrina foram
provenientes do Helena Laboratories (USA). Acido trifluoracético foi obtido da VETEC
(Brasil), enquanto acetonitrila foi originaria da TEDIA (Brasil).
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4.1.4. Material de estudo: produtos derivados e acabado (fitoterdpico) de

Operculina macrocarpa e/ou Convolvulus scammonia

e Tintura de Operculina macrocarpa (TOM)

A tintura de Operculina macrocarpa foi fornecida pelo Laboratério Ravick
Produtos Quimicos e Cosmeéticos Ltda e padronizada pelo teor de resinas. A amostra

utilizada nos ensaios apresentou um teor de 1,38 £+ 0,479% (m/v).

e Tintura de Convolvulus scammonia (TCS)

A tintura de Convolvulus scammonia foi fornecida pelo Laboratério Ravick e

dados de padronizacdo ndo foram disponibilizados.

e Aguardente Alem3®

A Aguardente Alema® foi cedida pelo Laboratério Ravick. Possui em sua

composicdo as matérias-primas jalapa e escaménia em quantidades especificas, que sao

determinadas por cada mL de solucdo (Tabela 1).

Tabela 1. Composicdo da Aguardente Alema®

Composicao Quantidade
Operculina macrocarpa (Tubérculos em po) 0,109
Convolvulus scammonia (Tubérculos em pd) 0,059
Alcool 0,66 mL

Agua destilada (Veiculo) g.s.p. 1,00 mL
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e Produtos e Frac6es de Operculina macrocarpa

Foram obtidos produtos e fragdes a partir da tintura de Operculina macrocarpa
proveniente do Laboratdério Ravick. Os estudos foram realizados no Depto. de Quimica
Organica e Inorganica/ UFC, sob coordenacdo do Prof. Dr. Edilberto Silveira e os

produtos foram gentilmente cedidos para a realizacdo dos ensaios.

4.15. Animais

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados camundongos albinos (Mus
musculus) variedade Swiss-Webster (25 a 30g) do sexo masculino provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal do Ceard. Os animais foram divididos em
grupos e mantidos em caixas de polipropileno, a temperatura média de 26°C com ciclos
naturais dia/noite de 12/12h, recebendo racdo padrdo (Purina Chow) e agua ad libitum.
Os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia
da Faculdade de Medicina - UFC.

4.1.6. Sangue humano

As amostras de sangue foram obtidas de estudantes do curso de Farmécia e
funcionarios do Departamento de Farméacia da Universidade Federal do Ceara. Para
realizacdo de ensaios com leucécitos polimorfonucleares também foi utilizado sangue
humano de doadores saudaveis do Centro de Hemoterapia e Hematologia do Estado do

Ceara (Hemoce).
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4.2.Métodos
4.2.1. Estudo fitoquimico de Operculina macrocarpa

Os estudos fitoquimicos foram realizados no Centro Nordestino de Aplicacdo e
Uso da Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN), no Depto. de Quimica

Organica e Inorganica/ UFC, sob coordenacdo do Prof. Dr. Edilberto Silveira.

Para realizacdo desses estudos foi utilizada a tintura proveniente dos tubérculos
de Operculina macrocarpa. A bioprospeccdo de composto(s) ativo(s) da planta foi
desenvolvida através de um estudo guiado pela avaliacdo do potencial antiagregante

plaquetario dos produtos obtidos, em plasma humano.

Como representado na Figura 9, inicialmente para o fracionamento da tintura de
O. macrocarpa (TOM) (4L) foi evaporado o solvente, com auxilio de um
rotaevaporador. Desse processo, foram obtidos um precipitado (TOM/P) e um
sobrenadante (TOMY/S), que foram submetidos a testes de bioatividade, separados ou
associados (precipitado + sobrenadante - TOM/PS).

Prosseguindo com os estudos, a TOM foi submetida a um processamento
tecnoldgico que resultou na obtencdo de dois produtos, TOM/1 e TOM/2 que foram
avaliados sobre a agregacdo plaquetaria induzida por ADP em plasma humano. Em
seguida, foi realizada particdo sélido-liquido, com adicdo de etanol a TOM/1, que
resultou na obtencdo de uma fracdo organica (TOM/1-F), também avaliada quando ao

seu potencial farmacolégico.

Apobs processo cromatografico de adsorcdo (silica) e particdo com solventes
organicos, a fragdo TOM/1-F resultou em novas fragcdes, denominadas TOM/1-F1,
TOM/1-F2, TOM/1-F3. A fragdo TOM/1-F também foi submetida a uma coluna de
desadsorcdo seletiva com obtencdo da fragho TOM/1-F4. Todas essas fragOes foram

submetidas a testes de bioatividade.
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Rotaevaporacéo

Estudo Quimlco!

Particao sélido-liquido (30g)
Solvente: Etanol

Coluna de
Desadsorgao Seletiva

Figura 9. Fluxograma de obtencéo das fragdes a partir da tintura de Operculina macrocarpa (TOM)
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4.2.2. Perfil cromatografico da tintura e fracgdo TOM/1-F4 (CLAE - UV-
DAD) de Operculina macrocarpa

As analises cromatograficas foram realizadas no Laboratério de Farmacognosia,
no Departamento de Farmécia sob a coordenacdo da Profa. Dra. Luzia Kalyne Almeida

Moreira Leal.

A anélise do perfil quimico da TOM e fracdo TOM/1-F4 foi realizada segundo
método descrito por Michelin (2008) modificado. Os ensaios foram realizados em
cromatografo liquido de alta eficiéncia (Alliance — Waters 2695, injetor automatico)
com detector de arranjo de foto diodos (CLAE-UV-DAD) da marca Waters 2996 com
coluna analitica de fase reversa Cyg (Varian®) de 250 x 4,6 mm x 5 pm e poro com
diametro interno de 100 A, e uma coluna de guarda (Phenomenex®) de 4 x 3 mm x 5

mm.

As condigdes cromatograficas utilizadas foram: fase moével (A: éagua/dcido
trifluoracético; B: acetonitrila/acido trifluoracético), com eluicdo gradiente (10-28% B
de 0-20 min, 28-40% B de 20-21 min, 40-70% B de 21-31 min, 70-100% B de 31-
50), fluxo 1,0 mL/min. O detector foi operado sob 310 nm e a temperatura da coluna foi
de 40 °C. O volume de injecdo das amostras foi de 20 uL, com tempo de corrida de 50
min. Os dados obtidos foram processados pelo programa Empower® (Waters, EUA) do

préprio aparelho.

Na avaliacdo por CLAE, a TOM e a fragdo TOM/1-F4 tiveram identificados
alguns dos seus metabdlitos, com auxilio dos dados espectroscépicos de UV, por
comparacdo do tempo de retencdo e, principalmente, por co-injecdo de padrbes de
trabalho, &cido clorogénico, acido galico e acido caféico. Os testes foram realizados
principalmente com o intuito de melhor caracterizagdo fisico-quimica dos produtos.
Nesse contexto, foi determinado o “fingerprint” dos compostos, onde foram
identificados na TOM e na fragdo TOM/1-F4 a presenca dos &cidos caféico, galico e
clorogénico, além de outros compostos (Tr: 16,012; 16,751 e 18,387 min) a serem
definidos quimicamente em estudo posterior. Na fragdo TOM/1-F4 tambem foi
identificado outro composto (Tr: 25 min, aproximadamente), ndo pronunciado de

maneira significante na tintura (Figura 10).
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Figura 10. Cromatograma dos padrdes acido galico (A), &cido clorogénico (B), acido caféico (C), da
tintura de Operculina macrocarpa (D) e fracdo TOM/1-F4 (E) Condig¢des: coluna C18(250 x 4,6 mm,
5 um), fase mével (A: dgua/TFA; B: AcN/TFA), eluicdo gradiente, fluxo 1,0 mL/min. e comprimento de
onda 310 nm.
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4.2.3. Determinacdo do teor de compostos fenolicos da tintura de Operculina
macrocarpa (TOM)

A concentracdo de fendis totais na tintura de Operculina macrocarpa (TOM) foi
determinada de acordo com o método colorimétrico de Folin-Ciocalteau, utilizando
acido galico como droga padrdo. O reagente de Folin-Ciocalteau é composto por uma
solugdo de ions poliméricos complexos formados a partir dos acidos fosfomolibdico e
fosfotungstico, que sdo capazes de oxidar fenolatos e, com sua reducdo, formar
complexos de cor azul (SINGLETON e ROSSI, 1965).

Inicialmente a TOM (100 pL) foi adicionada ao reagente de Folin-Ciocalteau 1N
(0,5 mL) e em seguida, a solucdo saturada de Na,CO3 (20%, 1,25 mL) foi adicionada ao
meio. A solucdo resultante teve seu volume ajustado, com agua destilada, para 10 mL.
Apbs incubacdo de 40 min a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a absorbancia da
solucdo foi medida a 715 nm. O teor de fenodis totais (FT) foi determinado por
interpolacdo da amostra (TOM) contra uma curva de calibragdo construida com acido
galico (2 a 16 pug/mL) e expresso como miligramas (mg) de Equivalentes de Acido
Galico (EAG) por mililitro (mL) de tintura.

Os resultados obtidos pelo método de Folin-Ciocalteau mostraram que o teor de
fendis totais da TOM foi de 0,149% quando comparado com a curva de acido galico.
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Tabela 2. Metodologia empregada nos estudos farmacolégicos e toxicologicos
da tintura de Operculina macrocarpa (TOM).

Metodologia Objetivos

Estudo fitoquimico da TOM guiado pela Identificar na planta fracGes e/ou

atividade antiagregante plaquetaria moléculas com atividade antiagregante

plaquetaria

Atividade antiagregante plaquetaria da TOM Investigar o possivel mecanismo de

na agregacao induzida por diversos agonistas. acdo antiagregante plaquetario da TOM
Efeito antiagregante plaquetéario da TOM na
auséncia ou presenca de agentes

antiplaquetarios em plasma humano

Atividade antioxidante da TOM através do Avaliar o efeito antioxidante da TOM

teste de DPPH

Determinagdo do tempo de sangramento em  Avaliar o efeito da TOM sobre o tempo

camundongos e atividade anticoagulante em de sangramento em camundongos e

plasma humano coagulacao sanguinea

Avaliacdo preliminar da toxicidade da TOM  Avaliar o efeito da toxicidade da TOM

atraves de teste hipocratico em camundongos in vivo e in vitro

e citotoxicidade em neutréfilos humano
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4.2.4. Avaliacdo Farmacoldgica e Toxicoldgica de Operculina macrocarpa
4.2.4.2 Atividade antiagregante plaquetéria
e Colheita do sangue

O sangue para realizacdo dos testes foi obtido de voluntarios, estudantes e
funcionarios do Departamento de Farmacia, com consentimento esclarecido,
aparentemente saudaveis, ndo fumantes, que relataram ndo estar fazendo uso de

medicamentos por pelo menos 15 dias anteriores a colheita.

Amostras de sangue humano foram obtidas através de pungdo venosa da veia
antecubital dos voluntarios. Tubos descartaveis siliconizados, contendo citrato de sédio
(3,2%) como anticoagulante (0,129 M; pH 7,5) foram utilizados para colheita do sangue
na proporgao 1:9. Os testes adequados para esse estudo foram realizados sempre em um
periodo de até 3 h ap6s a colheita da amostra.

e Obtengéo do plasma rico em plaquetas (PRP)

O plasma humano rico em plaquetas (PRP) foi obtido através da separacdo das
amostras de sangue humano, apds centrifugacdo a 1000 rpm por 10 min. a temperatura
ambiente. O plasma pobre em plaquetas (PPP) foi separado em seguida, apos a
centrifugacdo do restante da amostra a 1500 rpm durante 10 min. a temperatura
ambiente. A separacdo do plasma foi realizada com cautela com o intuito de evitar

ativacdo plaquetaria.

O numero de plaquetas no pool de PRP foi contado no aparelho automatico da
Roche modelo SYSMEX KX-21N e ajustado, sempre que necessario, para cerca de
249.000 plaquetas/mm?, utilizando-se o PPP.

e Estudo de agregacdo plaquetéria in vitro em PRP

Os testes de agregacéo plaquetaria foram realizados in vitro em plasma humano
rico em plaquetas (PRP) segundo o método turbidimétrico descrito por Born e Cross
(1963). Esse método consiste na monitoragdo da agregacdo plaquetéria através da

transmitancia de luz.
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A agregacdo foi estudada a 37°C em 450 puL de PRP em um agregbmetro
acoplado a um registrador (Mod. 450 - Chrono-log Co., USA), sendo medida atraves da
agitacdo constante de um bastdo magnético (1200 rpm), colocado nos tubos do
agregdbmetro contendo PRP, apés a adicdo do agente agregante. A turvacdo do PRP,
devido a presenca das plaquetas em suspensao, representa 0% de transmissdo luminosa,
pois ndo permite a passagem do feixe de luz. A medida que as plaquetas se agregam, ha
um aumento da transmitancia, que é representada pela deflexdo na linha vertical da
curva e medida espectrofotometricamente através da passagem da luz pela suspensdo
das plaquetas e registrada em forma de curva que expressa a quantidade de agregacao.
O PPP representa 100% de transmisséo luminosa.

e Determinacdo da atividade das drogas testes sobre a agregacao
plaquetaria induzida por diferentes agonistas em plasma humano in

vitro

Inicialmente, os efeitos das drogas testes (tintura e fracbes de O. macrocarpa,
tintura de C. scammonia e Aguardente Alemd) foram estudados utilizando como

agonista o difosfato de adenosina (ADP) na concentracdo de 2uM.

A influéncia do tempo de incubacédo das drogas testes no plasma, sob a inibicédo
da agregacdo plaquetaria, foi avaliada frente ao ADP. Para isso, 0S compostos
analisados foram adicionados 5, 10 e 15 min. antes da adi¢do do agonista (ADP). Dentre
os tempos de incubacdo investigados, o tempo de escolha foi de 15 min. para a fracdo
derivada da TOM (TOM/1-F4). No entanto, para as tinturas de O. macrocarpa (TOM) e
suas demais fragdes, para a tintura de C. scammonia (TCS) e para a Aguardente Alema
(AAL), o tempo de escolha foi de 10 min. de incubagdo. Para esses ensaios, foi
considerando o grau de resposta do modelo experimental, em um menor espaco de
tempo possivel. As drogas testes foram incubadas em concentragdes crescentes (12,5 -

400 pg/mL) com 450 uL do pool de PRP, antes da adi¢do do agonista.

Dando continuidade aos estudos, a TOM/PS e a fracdo obtida dela (TOM/1-F4)
também foram avaliadas através da acdo de outros agonistas na agregacao plaquetéria,
sendo estes: trombina (TROM 1U/ml), &cido araquiddnico (AA 1mM), coladgeno (COL
2 pg/mL) e epinefrina (EPI 40 uM).
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A altura das curvas foi medida, em milimetros (mm), da linha de base onde teve
inicio (0% de transmitancia) até o ponto maximo (100% de transmitancia). As curvas de
agregacdo dos controles foram obtidas através da adi¢cdo do agonista ao PRP pré-
incubado com o veiculo (DMSO), utilizado como solvente para solubiliza¢do da tintura

e das fragoes.

A inibicdo da agregacdo plaquetaria foi avaliada através da comparacgdo da altura
de cada uma das curvas referentes as diferentes concentraces das drogas testes, com o
valor médio da altura das curvas controle (DMSO), cuja concentracdo no plasma néo

ultrapassou o limite de 1%.

e Avaliacdo do efeito antiagregante plaquetario da TOM/PS na presenca

de outros agentes antiplaquetarios em plasma humano in vitro

Com o intuito de esclarecer os possiveis mecanismos de acdo envolvidos no
efeito antiagregante plaquetario da TOM/PS, foram avaliados os efeitos potenciais desta
tintura sob a acdo inibitéria de diversas drogas na agregacdo plaquetéaria. Para isso, a
agregacdo plaquetaria in vitro em plasma humano foi induzida pelo difosfato de
adenosina (ADP) como agonista, na concentracdo de 2uM. As drogas utilizadas para
avaliacdo do efeito potencial da TOM/PS (100 pg/mL) foram: &cido acetilsalicilico
(AAS 25 pM), ticlopidina (TIC 250 pM), L-arginina (L-ARG 10 pg/mL) e pentoxifilina
(PTX 120 pg/mL). Os compostos foram utilizados em concentragbes de modo que
produzissem o menor efeito inibitério sobre a agregacdo plaquetéria. Para a realizacdo
dos testes, as drogas foram incubadas em PRP (10 min antes do agonista) separadas ou

associadas com a TOM/PS (incubada apds 5 min da adi¢do das drogas).

e Efeito antiagregante plaquetario da TOM/PS em plasma humano: papel
do oxido nitrico/ guanilato ciclase

Para avaliacdo do possivel papel do oxido nitrico na inibicdo da agregagédo
plaquetaria promovida pela TOM/PS, o inibidor seletivo da guanilato ciclase, ODQ (10
uM) foi incubado por 5 minutos em PRP seguido da TOM/PS (100 pg/mL) por mais 10
minutos. O ADP (2 uM) foi empregado como agonista da agregagdo plaquetaria e o
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nitroprussiato de sédio (SNP 10uM), doador de Oxido nitrico, como droga padrdo
(JANG et al., 2002).

4.2.4.3 Atividade antioxidante
e Teste de DPPH

O radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazila) é considerado um radical livre
estavel, no entanto, falta um elétron em sua estrutura. Este radical é utilizado como
ferramenta para estudo da acdo de compostos seqiestradores de radicais livres, e a
técnica que utiliza esse radical é independente de qualquer atividade enzimatica. Uma
substancia ao doar um elétron para o DPPH faz com que este se torne mais estavel,

mude de cor, permitindo 0 monitoramento da reacéo por espectrofotdmetro.

No método descrito por Saint-Cricq e cols. (1999), uma aliquota (0,1 mL) de
TOM/PS (50, 100, 200, 400 ou 500 pg/mL), vitamina E (a-tocopherol, 50 ug/mL, droga
padrdo) ou veiculo (DMSO 4%, controle) foi adicionada a 3,9 mL de DPPH (0,3 mM,
veiculo - metanol:etanol 1:1). Em seguida as solu¢des foram misturadas com auxilio de
vortex por 1 minuto, mantidas em temperatura ambiente por 30 minutos e a absorbancia

foi determinada em 517 nm.

O percentual de inibicdo foi calculado de acordo com a seguinte equacao:

N A
% INIBICAO = [AO - (A—C>] x 100
0

Onde A, representa a absorbéncia do controle e A a absorbancia da droga teste
(TOM/PS).

4.2.4.4 Determinacgdo do tempo de sangramento em camundongos

O tempo de sangramento foi determinado segundo método descrito por Huang e
cols. (2007). Camundongos Swiss machos foram divididos em grupos de 10 animais e
pré-tratados com TOM/PS (100, 200 400 mg/kg), com o veiculo de dissolucdo da

tintura (Tween 80 a 4%, em agua) (controle), com agua (normal) ou AAS (100 mg/kg)
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(droga padrdo, inibidor inespecifico da COX), por via oral, uma vez ao dia, durante 10
dias consecutivos. Uma hora ap6s a ultima administracéo, a cauda do camundongo foi
seccionada cerca de 1cm usando uma lamina descartavel cirdrgica. O tempo de
sangramento foi medido a partir do momento de transeccdo completa da cauda até o
momento de parada do sangramento. O sangue foi absorvido em papel de filtro em
intervalos de 20 segundos durante o processo hemorragico.

4.2.4.5 Atividade anticoagulante

e Avaliacdo do tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) e tempo

de protrombina (TP)

Para avaliacdo da possivel atividade anticoagulante das drogas testes foram
realizados ensaios de tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) e tempo de
protrombina (TP) em plasma humano. Os tempos de coagulacao do plasma (TTPa e TP)
foram medidos através do método de Yuk e cols. (2000) utilizando um coagulémetro
(Teco, modelo Coatron M1, Alemanha) e kits comerciais Hemostat thromboplastin Sl e
Hemostat aPTT (Human, Alemanha). Para realizacdo dos ensaios, inicialmente, o
sangue coletado foi centrifugado a 3000 rpm por 15 min, para obtencdo do plasma
pobre em plaquetas (PPP), que por sua vez foi incubado com TOM/PS (200, 400
pg/mL), fragdo TOM/1-F4 (100, 200 pg/mL), DMSO (0,08%) (veiculo, controle) ou
heparina (0,1 ou 0,5 Ul/mL, droga padréo, anticoagulante) por 10 min a 37°C. Para
avaliacdo do TTPa, ao plasma (50 uL) foi adicionado cefalina (50 pL) e a coagulagéo
foi iniciada com a adicdo de CaCl, (50 uL). Na avaliacdo do TP, o plasma (50 uL)
previamente incubado, foi misturado a tromboplastina célcica (100 pL) e entdo foi
medido o tempo de formag&o do coagulo no plasma humano.

4.2.4.6 Avaliacdo dos efeitos gerais - Teste hipocratico

Camundongos Swiss do sexo masculino foram divididos em grupos de 6
animais. Cada grupo foi submetido ao tratamento com a TOM/PS em dose Unica de 50,
100, 200, 400, 600 e 800 mg/kg, administrada por via oral (v.0.) em um volume de
10mL/kg. Outro grupo foi tratado com o veiculo de dissolugdo da tintura (Tween 80 a
4%, em agua) (controle). Os animais foram observados 10, 15, 30, 60, 120, 240
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minutos apds o tratamento e a cada 24 horas durante 3 dias. Dentre os sinais
investigados estdo incluidos: alteracdo da motilidade, frequéncia respiratoria, alteracdo
na cor da urina, diarréia, analgesia, contor¢cdo abdominal, movimentos estereotipados,
catatonia, piloerecéo, tremor, convulsao, sedacdo e morte (MALONE & ROBICHAUD,
1962).

4.2.4.7 Teste de citotoxicidade em neutrofilos humano

Ensaios in vitro podem ser bastante Uteis na avaliacdo do perfil tdxico de
substancias quimicas, além de necessitarem de pequenas quantidades da substancia teste
para sua execucdo. O potencial citotoxico da TOM/PS em neutré6filos humano, in vitro,
foi investigado através da determinacdo da atividade da enzima lactato desidrogenase
(LDH) no meio extracelular e da producdo de sal de formazan no teste de MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazolio).

Para a realizagio dos ensaios foram isolados polimorfonucleares,
predominantemente neutréfilos (80-90%) a partir de fracdo residual originada durante o
processo de obtencdo do buffy coat, a partir de sangue humano. Esta foi cedida pelo
Centro de Hemoterapia e Hematologia do Ceard — HEMOCE e o isolamento foi
realizado de acordo com método descrito por Henson (1971) e modificado por Lucisano
& Mantovani (1984). O sangue foi centrifugado, o plasma desprezado e o soro lavado
com solucdo salina, utilizando solucéo de gelatina 2,5% (p/v) para formar um gradiente

de separacdo dos componentes sanguineos.

E importante ressaltar que a viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de
exclusdo ao corante Azul de Tripan, a partir da contagem de 100 células em
microscopio 6ptico Olympus CX41 (Olympus Optical®, Sdo Paulo, SP, Brasil). A
populacdo de células empregada no presente estudo foi de 2,5 x 10° céls/ml, com
viabilidade em torno de 93,0 £ 2,9%, n=4.

e Determinacéo da atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH)

Para a avaliagdo e determinacdo da atividade da enzima LDH, neutréfilos (2,5 x

10° células/mL) foram incubados por 15 minutos a 37°C na presenca da TOM/PS (1, 5,
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50, 100 e 200 pg/mL), DMSO (controle 1%), Hanks (células ndo tratadas) ou Triton X-
100 (controle positivo 0,2%).

Em seguida, os tubos de reacdo foram centrifugados a 755¢, por 10 minutos, a
4°C e os sobrenadantes foram transferidos para outros tubos e mantidos em banho de
gelo. A enzima LDH esté localizada no citoplasma das células e é liberada quando estas
sdo lesadas, além de ser responsavel pela conversdo do piruvato a lactato na presenca de
NADH. O ensaio é realizado utilizando-se o Kit LDH (Liquiform), e baseia-se na
medida do decréscimo da absorbancia em 340nm devido a oxidacdo do NADH, que é
proporcional a atividade da LDH na amostra. Aliquotas de 250 pL de substrato foram

pré-incubadas por 3 minutos a 37°C.

Adicionou-se 25 pL da amostra de sobrenadante, homogeneizou-se a mistura e
realizou-se a leitura da absorbancia em 340 nm nos tempos 1 e 3 minutos, a 37° C em
espectrofotdmetro. A atividade da enzima LDH nas amostras foi calculada seguindo-se

as especificacdes do fabricante da seguinte maneira:

A —A
A= I%l x 1746,03
Onde:

A = atividade da LDH na amostra, em U/mL;

A; = absorbancia inicial (1 minuto) em 340nm;

A, = absorbancia final (3 minutos) em 340nm;

1746,03 = fator estipulado pelo fabricante para volume de amostra de 25 L.

A citotoxicidade da TOM/PS foi avaliada em trés experimentos independentes,

com medidas em triplicata.
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e Testedo MTT

Nesse ensaio, a toxicidade foi avaliada por meio de uma medida colorimétrica
que mensura a capacidade das células em reduzir o MTT (sal de colora¢do amarela) a
formazan (sal de coloracao purpura). O formazan € um pigmento insoltvel que, quando
extraido das células, pode ser quantificado espectrofotometricamente. A reducdo do
MTT é catalisada pelo sistema enzimatico succinato-tetrazol redutase, presente na
membrana mitocondrial, de forma que a atividade dessa enzima reflete a funcionalidade
metabdlica das mitocondrias e a viabilidade celular (MOSMANN, 1983).

Neutréfilos (2,5 x 10° células/ml) foram incubados por 30min a 37°C com
TOM/PS (1, 5, 50, 100 e 200 pg/mL), DMSO (controle 1%), Hanks (células nédo
tratadas) ou Triton X-100 (controle positivo 0,2%) em placa de 96 pogos e atmosfera de
CO,. Apos periodo de incubacdo, a placa foi centrifugada a 2000 rpm por 15min a 25°C
e 0 sobrenadante foi descartado. Entdo foram adicionados 200uL da solugdo de MTT
(10% v/v em NaCl 0,15M) seguido de uma incubacédo por 3h a 37°C. Em seguida foi
realizada uma nova centrifugacdo nas mesmas condigdes, o sobrenadante foi descartado
e adicionado 150uL de DMSO para a lise das células e solubilizacdo do formazan. As
placas foram agitadas por 15 minutos com o auxilio de um agitador de placas e a leitura
foi realizada em leitor de microplaca a 540nm, onde a densidade Optica é diretamente
proporcional ao nimero de células vidveis. Os experimentos foram realizados em

triplicata e repetidos em trés dias.

4.3.Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do programa GraphPad Prism
versdo 5.0 (USA). Os resultados foram expressos como a media + erro padrdo da media
(E.P.M.). Para comparacdes mdaltiplas foi utilizada a analise de variancia (ANOVA),
seguida do teste de Tukey post hoc para analise dos dados paramétricos. Niveis de
probabilidade inferiores a 5% foram considerados indicativos de significancia
(*p<0,05).
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5. RESULTADOS

5.1. Estudo quimico-farmacoldgico de Operculina macrocarpa guiado pela
atividade antiagregante plaguetaria em plasma humano

Inicialmente foi investigada a atividade antiagregante plaquetaria da tintura de
Operculina macrocarpa (TOM). Para tanto, foi eliminado o etanol do produto com
auxilio de um rotaevaporador, que resultou na obtencdo de um precipitado (TOM/P) e
de um sobrenadante (TOM/S). A adicdo da TOM/P (100 e 200 pg/mL) no PRP humano
reduziu a agregacéo de plaquetas induzida por ADP em 23 e 31% (% agreg.: 76,6 + 6,2
e 68,5 £ 8,9, respectivamente) (Figura 11), enquanto a TOM/S na maior concentracdo
(200 pg/mL) inibiu em torno de 18% (% agreg.: 81,5 + 2,9) a agregacdo plaquetaria
(Figura 12).

Prosseguindo os estudos, a tintura de O. macrocarpa constituida por precipitado
e sobrenadante (TOM/PS), obtidos apds processamento no rotaevaporador, apresentou
uma inibicao significativa (p<0,05) da agregacao plaquetaria induzida por ADP a partir
da concentragdo de 100 pg/mL. Os valores de inibicdo foram de 18, 37, 40 e 55% para
TOMY/PS nas concentragdes 100, 200, 300 e 400 pg/mL, respectivamente (% agreg.:
825+22;635+3,7;59,8+4,1e44,6 +4,1). O AAS (50 uM, inibidor inespecifico da
COX) apresentou um percentual de inibicdo em torno de 53% (% agreg.: 46,7 * 4,6)
(Figura 13).

Diante dos resultados obtidos com a TOM, foram iniciados estudos fitoquimicos
desse produto visando identificar possiveis moléculas responsaveis pelos efeitos dessa
tintura. Para tanto, a tintura foi submetida a um processamento tecnolégico que resultou
na obtencdo de dois produtos, TOM/1 e TOM/2 que foram avaliados quanto ao seus
efeitos sobre a agregacéo plaquetaria induzida por ADP em plasma humano.
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Figura 11. Efeito do precipitado da tintura de O. macrocarpa (TOM/P) na agrega¢do plaquetaria
induzida por ADP em plasma humano. O PRP foi incubado por 10 min. com TOM/P (100 e 200
pg/mL) ou DMSO 0,08% (CONTROLE) e a agregacdo foi induzida por ADP (2 pM). Os resultados
representam a média + E.P.M. das porcentagens de agregacdo em relagdo ao controle (100%) de 4
experimentos. * p<0,05 vs controle (ANOVA, Tukey post hoc).
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Figura 12. Efeito do sobrenadante da tintura de O. macrocarpa (TOM/S) na agregacéo plaquetaria
induzida por ADP em plasma humano. O PRP foi incubado por 10 min. com TOM/S (100 e 200
pg/mL) ou DMSO 0,08% (CONTROLE) e a agregacdo foi induzida por ADP (2 uM). Os resultados
representam a média + E.P.M. das porcentagens de agregacdo em relacdo ao controle (100%) de 4
experimentos. * p<0,05 vs controle (ANOVA, Tukey post hoc).
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Figura 13. Efeito da tintura de O. macrocarpa constituida por precipitado e sobrenadante
(TOM/PS) na agregacdo plaquetaria induzida por ADP em plasma humano. O PRP foi incubado
por 10 min. com TOM/PS (50, 100, 200, 300 e 400 pg/mL), DMSO 0,08% (CONTROLE) ou AAS (50
MM) e a agregacéo foi induzida por ADP (2 pM). Os resultados representam a média + E.P.M. das
porcentagens de agregacdo em relacdo ao controle (100%) de 5 experimentos. *p<0,05 vs controle

(ANOVA, Tukey post hoc).
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Na Figura 14, pode ser observado que na presenca de TOM/1 (25 e 50 pug/mL) o
percentual de agregacao plaquetaria foi reduzido significativamente (% agreg.: 79,0, £
4,4; 66,9 * 6,8), correspondendo a uma inibicao de 21 e 33%. Por outro lado, a TOM/2
nas concentracdes de 25, 50, 100 e 200 pg/mL néo foi capaz de inibir a agregacao
plaquetdria. Dessa forma, prosseguindo os estudos fitoquimicos, a TOM/1 foi
fracionada e a fracdo orgénica obtida (TOM/1-F) nas concentracfes de 25, 50 e 100
pg/mL inibiu em até 38% a agregacdo plaquetaria (% agreg.: 75,4 £ 5,7; 77,8 £ 5,0 e
62,3 + 4,5, respectivamente) induzida por ADP (2 uM) (Figura 15).

O fracionamento quimico da TOM/1-F resultou na obtencdo de novas fracdes, a
TOM/1-F1, TOM/1-F2, TOM/1-F3 e TOM/1-F4.

Tanto a fracdo TOM/1-F1 quanto a TOM/1-F2 na concentracdo de até 200
png/mL ndo promoveram inibicao da agregacdo plaquetaria induzida por ADP superior a
17% (% agreg.: 86,8 = 3,3 e 83,0 + 3,4, respectivamente) (Figura 16 e 17).

Entretanto, na Figura 18 pode ser observado que os valores médios de inibigédo
da TOM/1-F3 na agregacdo induzida pelo ADP foram superiores quando comparados as
fracdes anteriores, apresentando inibicGes em torno de 28 e 39% (% agreg.: 71,8 + 3,0 e
61,5 + 1,6) nas concentracbes de 100 e 200 pg/mL, respectivamente quando
comparados ao grupo controle (% agreg.: 100).

Prosseguindo o estudo de bioprospeccdo foi investigado o potencial
antiagregante plaquetario em plasma humano da fracdo TOM/1-F4 (12,5; 25; 50; 100 e
200 pg/mL) onde foi observado que a TOM/1-F4 a partir da concentracdo de 50 pg/mL
(% agreg.: 71,2 + 3,8; 44,7 = 3,9) inibiu significativamente (p< 0,05) a agregacéo de
plaquetas, sendo que na concentracdo de 200 pg/mL a TOM/1-F4 foi capaz de inibir em
100% a agregacdo plaquetaria. O AAS (50 uM) apresentou um percentual de inibicao
em torno de 50% (% agreg.: 50,0 £ 5,4) (Figura 19).

Dentre as fracOes até entdo investigadas no presente estudo, a fragio TOM/1-F4
foi a que mostrou melhor resposta antiagregante plaquetaria, o que justifica a

continuidade dos estudos com esta fracéo.
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Figura 14. Efeitos da TOM/1 e TOM/2 de O. macrocarpa na agregacdo plaquetaria induzida por
ADP em plasma humano. O PRP foi incubado por 10 min. com TOM/1 e TOM/2 (25, 50, 100 e 200
pg/mL) ou DMSO 0,08% (CONTROLE) e a agregacéo foi induzida por ADP (2 uM). As drogas testes
foram obtidas a partir da tintura de O. macrocarpa (TOM) com emprego de processamento tecnolégico,
gerando 2 produtos, TOM/1 e TOM/2. Os resultados representam a média + E.P.M. das porcentagens de
agregacdo em relagdo ao controle (100%) de 4 experimentos. *p<0,05 vs controle (ANOVA, Tukey post
hoc).
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Figura 15. Efeito da TOM/1-F de O. macrocarpa na agregacao plaquetéria induzida por ADP em
plasma humano. O PRP foi incubado por 10 min. com TOM/1-F (25, 50 e 100 pg/mL) ou DMSO 0,08%
(CONTROLE) e a agregacéo foi induzida por ADP (2 uM). A TOM/1-F constitui uma fragdo organica
obtida a partir do produto 1 proveniente da tintura de O. macrocarpa (TOM/1). Os resultados
representam media + E.P.M. das porcentagens de agregacdo em relacdo ao controle (100%) de 4
experimentos. * p<0,05 vs controle (ANOVA, Tukey post hoc).
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Figura 16. Efeito da TOM/1-F1 de O. macrocarpa na agregacao plaquetaria induzida por ADP em
plasma humano. O PRP foi incubado por 10 min. com TOM/1-F1 (100 e 200 pg/mL) ou DMSO 0,08%
(CONTROLE) e a agregacéo foi induzida por ADP (2 uM). A TOM/1-F1 ¢ a fragéo 1 da fracdo organica
obtida a partir do produto 1 proveniente da tintura de O. macrocarpa (TOM/1) . Os resultados
representam média = E.P.M. das porcentagens de agregacdo em relagdo ao controle (100%) de 4
experimentos. * p<0,05 vs controle (ANOVA, Tukey post hoc).
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Figura 17. Efeito da TOM/1-F2 de O. macrocarpa na agregacao plaquetaria induzida por ADP em
plasma humano. O PRP foi incubado por 10 min. com TOM/1-F2 (100 e 200 pg/mL) ou DMSO 0,08%
(CONTROLE) e a agregacéo foi induzida por ADP (2 uM). A TOM/1-F2 ¢ a fragdo 2 da fracdo organica
obtida a partir do produto 1 proveniente da tintura de O. macrocarpa (TOM/1) . Os resultados
representam média + E.P.M. das porcentagens de agregacdo em relacdo ao controle (100%) de 4
experimentos. * p<0,05 vs controle (ANOVA, Tukey post hoc).



73

100+

~

% AGREGACAO

a1
<

Figura 18. Efeito da TOM/1-F3 de O. macrocarpa na agregacao plaquetaria induzida por ADP em
plasma humano. O PRP foi incubado por 10 min. com TOM/1-F3 (100 e 200 pg/mL) ou DMSO 0,08%
(CONTROLE) e a agregacao foi induzida por ADP (2 uM). A TOM/1-F3 é a fracdo 3 da fracdo organica
obtida a partir do produto 1 proveniente da tintura de O. macrocarpa (TOM/1) . Os resultados
representam média = E.P.M. das porcentagens de agregacdo em relacdo ao controle (100%) de 4
experimentos. * p<0,05 vs controle (ANOVA, Tukey post hoc).
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Figura 19. Efeito da TOM/1-F4 de O. macrocarpa na agregacao plaquetaria induzida por ADP em
plasma humano. O PRP foi incubado com TOM/1-F4 (12,5; 25; 50; 100 e 200 pg/mL), DMSO 0,25%
(CONTROLE) ou AAS (50 uM) e a agregacéo foi induzida por ADP (2 uM). A TOM/1-F4 é a fracéo 4
da fracdo organica obtida a partir do produto 1 proveniente da tintura de O. macrocarpa (TOM/1). Os
resultados representam a média + E.P.M. das porcentagens de agregacdo em relagdo ao controle (100%)
de 6 experimentos. * p<0,05 vs controle (ANOVA, Tukey post hoc).
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5.2. Efeitos da TOM/PS e TOM/1-F4 na agregacao de plaquetas induzida por
trombina, acido araquiddnico, coldgeno ou epinefrina em plasma humano

Prosseguindo os estudos farmacoldgicos da tintura (TOM/PS) e da fracdo
organica (TOM/1-F4) de jalapa, foram investigados seus efeitos sobre a agregacao de
plaquetas humanas induzida por outros agonistas, como trombina, acido araquidénico,
coldgeno ou epinefrina. Na Figura 20, pode ser observado que a TOM/PS (200 pg/mL)
ndo interferiu significativamente na agregacdo plaquetaria induzida por Trombina (1
U/ml), enquanto a TOM/1-F4 (100 pg/mL) inibiu em 21% (% agreg.: 79,6 £ 6,9) a
agregacdo plaquetaria.  Resultados semelhantes foram observados na agregagdo
induzida por &cido araquidénico (1mM), contudo, o efeito antiagregante plaquetario da
TOM/1-F4 (100 pg/mL) foi superior (% agreg.: 60,0 = 5,2) em relacdo aquele obtido
na presenca da trombina (Figura 21).

Dando continuidade aos estudos, pode ser observado na Figura 22 que quando
submetida a agregacao por colageno (2 pg/mL) a TOM/PS (200 pg/mL) foi capaz de
inibir significativamente em 18% a agregacdo de plaquetas (% agreg.: 82,1 £ 2,0),
enquanto a fracdo TOM/1-F4 (100 pg/mL) inibiu em 62% (% agreg.: 38,1 + 5,8).
Resultados superiores de inibicdo foram observados quando, nas mesmas
concentracfes, a TOM/PS e a fragio TOM/1-F4 foram submetidas a presenca de
epinefrina como agonista, apresentando inibices em torno de 20 e 80% sobre a
agregacdo de plaquetas em plasma humano (% agreg.: 80,2 + 3,1; 20,3 + 4,3,
respectivamente) (Figura 23).

Na Figura 24, em um estudo comparativo, pode ser observado que a TOM/PS
apresentou resultados superiores de inibicdo sobre agregacdo de plaquetas, quando esta
foi induzida por ADP, enquanto a TOM/1-F4 mostrou um maior potencial antiagregante
plaquetario na presenca de epinefrina, seguido por coldgeno e ADP, sugerindo, dessa
forma, que a TOM/1-F4 possa estar agindo por diferentes mecanismos de acao.
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Figura 20. Efeito da TOM/PS e da fracdo TOM/1-F4 na agregacdo plaguetaria induzida por
trombina em plasma humano. O PRP foi incubado por 10 min com a TOM/PS (200 pg/mL) e por 15
min com a TOM/1-F4 (100 pg/mL) ou DMSO 0,08% (CONTROLE) e a agregacdo foi induzida pela
TROM (1 U/ml). Os resultados representam média + E.P.M. das porcentagens de agregacdo em relacdo
ao controle (100%) de 4 experimentos. * p<0,05 vs controle (ANOVA, Tukey post hoc).
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Figura 21. Efeito da TOM/PS e da fracdo TOM/1-F4 na agregagdo plaquetaria induzida por &acido
araquidénico em plasma humano. O PRP foi incubado por 10 min com a TOM/PS (200 pg/mL) e por
15 min com a TOM/1-F4 (100 pg/mL) ou DMSO 0,08% (CONTROLE) e a agregagéo foi induzida pelo
AA (1 mM). Os resultados representam média + E.P.M. das porcentagens de agregagdo em relagdo ao
controle (100%) de 4 experimentos. * p<0,05 vs controle (ANOVA, Tukey post hoc).
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Figura 22. Efeito da TOM/PS e da fracdo TOM/1-F4 na agregacdo plagquetdria induzida por
colageno em plasma humano. O PRP foi incubado por 10 min com a TOM/PS (200 pg/mL) e por 15
min com a TOM/1-F4 (100 pg/mL) ou DMSO 0,08% (CONTROLE) e a agregacdo foi induzida pelo
COL (2 pg/mL). Os resultados representam média + E.P.M. das porcentagens de agregacdo em relagédo ao
controle (100%) de 4 experimentos. * p<0,05 vs controle (ANOVA, Tukey post hoc).
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Figura 23. Efeito da TOM/PS e da fracdo TOM/1-F4 na agregacdo plaguetaria induzida por
epinefrina em plasma humano. O PRP foi incubado por 10 min com a TOM/PS (200 pg/mL) e por 15
min com a TOM/1-F4 (100 pg/mL) ou DMSO 0,08% (CONTROLE) e a agregacéo foi induzida pelo EPI
(40 pM). Os resultados representam média + E.P.M. das porcentagens de agregacdo em relacdo ao
controle (100%) de 6 experimentos. * p<0,05 vs controle (ANOVA, Tukey post hoc).
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Figura 24. Efeito da TOM/PS e da fracdo TOM/1-F4 na agregacdo plaguetdria induzida por
TROM, ADP, AA, EPI e COL em plasma humano: estudo comparativo. O PRP foi incubado por 10
min com a TOM/PS (200 pg/mL) e por 15 min com a TOM/1-F4 (100 pg/mL) ou DMSO 0,08%
(CONTROLE) e a agregacdo foi induzida pela TROM (1 U/ml), AA (1 mM), ADP (2 puM), COL (2
pg/mL) ou EPI (40 uM). Os resultados representam média + E.P.M. das porcentagens de agregacdo em
relagdo ao controle (100%) de 6 experimentos. * p<0,05 vs controle (ANOVA, Tukey post hoc).
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5.3. Avaliagdo do efeito antiagregante plaquetario da TOM/PS na auséncia e na
presenca de AAS, Ticlopidina, L-arginina ou Pentoxifilina em plasma
humano

Como pode ser observado na Figura 25 a TOM/PS (100 pg/mL) na presenca do
AAS (25uM), inibidor inespecifico da COX, ndo mostrou alteracdo significativa no seu
efeito antiagregante plaquetario (% agreg.: 64,5 + 6,4) quando comparado ao grupo
TOM/PS (% agreg.: 77,4 = 2,8). Quando a TOM/PS (100 pg/mL) foi avaliada na
presenca de L-ARG (10 pg/mL), um substrato para a enzima oOxido nitrico sintase (%
agreg.: 81,6 + 3,0) ou na presenca de PTX (120 pg/mL), inibidor da fosfodiesterase (%
agreg.. 72,0 £ 4,4), a tintura apresentou uma reducdo significativa no percentual de
agregacdo quando comparada a TOM/PS sozinha (% agreg.: 91,9 + 1,9; 92,7 + 1,1,
respectivamente) (Figuras 26 e 27).

No entanto, a adi¢do da TIC (250 uM), antagonista de receptores purinérgicos
P2Y1,, sucedida pela adicdo de TOM/PS (100 pg/mL), resultou em uma reducdo mais
pronunciada do percentual de agregacdo (TOM/PS + TIC: 18,7 = 2,8) em relacdo ao
controle (100%), TOM/PS (% agreg.: 84,1 £ 2,6) ou TIC (57,6 £ 5,8) (Figura 28).

5.4. Efeito antiagregante plaquetario da TOM/PS em plasma humano: papel do
NO/ GC/ GMPc

Na Figura 29 pode ser verificado o efeito antiagregante plaquetario da TOM/PS
(% agreg.: 84,1 + 2,9) em relacdo ao controle (% agreg.: 100), que por sua vez nao foi
revertido na presenca de ODQ, inibidor da guanilato ciclase (TOM/PS + ODQ: 73,3 =
5,9). Resultados distintos foram observados para 0 SNP, doador de NO, que teve seu
efeito antiagregante plaquetario (% agreg.: 37,8 £ 5,2) significativamente revertido pela
pré-incubacdo do ODQ (SNP + ODQ - % agreg.: 103,6 * 4,0).
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Figura 25. Efeito da TOM/PS na presenca ou auséncia de AAS na agregacdo plaquetaria induzida
por ADP em plasma humano. O PRP foi incubado por 10 min com a TOM/PS (100 pg/mL) e por 5 min
com o AAS 25uM antes da adicdo da TOM/PS ou DMSO 0,08% (CONTROLE) e a agregacédo foi
induzida pelo ADP (2 uM). Os resultados representam a média + E.P.M. das porcentagens de agregacgao
em relacdo ao controle (100%) de 4 experimentos. a vs controle; b vs TOM/PS (p<0,05 ANOVA, Tukey
post hoc).
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Figura 26. Efeito da TOM/PS na presen¢a ou auséncia de L-ARG na agregacdo plaquetaria
induzida por ADP em plasma humano. O PRP foi incubado por 10 min com a TOM/PS (100 pg/mL) e
por 5 min com L-ARG 10 pg/mL antes da adicdo da TOM/PS ou DMSO 0,08% (CONTROLE) e a
agregacéo foi induzida pelo ADP (2 pM). Os resultados representam média + E.P.M. das porcentagens de
agregacdo em relacdo ao controle (100%) de 4 experimentos. a vs controle; b vs TOM/PS (p<0,05
ANOVA, Tukey post hoc).
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Figura 27. Efeito da TOM/PS na presenca ou auséncia de PTX na agregacdo plaquetaria induzida
por ADP em plasma humano. O PRP foi incubado por 10 min com a TOM/PS (100 pg/mL) e por 5 min
com PTX 120 pg/mL antes da adicdo da TOM/PS ou DMSO 0,08% (CONTROLE) e a agregacdo foi
induzida pelo ADP (2 uM). Os resultados representam média + E.P.M. das porcentagens de agregagdo em
relacdo ao controle (100%) de 4 experimentos. a vs controle; b vs TOM/PS (p<0,05 ANOVA, Tukey post
hoc).
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Figura 28. Efeito da TOM/PS na presenca ou auséncia de TIC na agrega¢do plaquetaria induzida
por ADP em plasma humano. O PRP foi incubado por 10 min com a TOM/PS (100 pg/mL) e por 5 min
com TIC 250uM antes da adi¢do da TOM/PS ou DMSO 0,08% (CONTROLE) e a agregacédo foi induzida
pelo ADP (2 uM). Os resultados representam média + E.P.M. das porcentagens de agregacdo em relacdo
ao controle (100%) de 4 experimentos. a vs controle; b vs TOM/PS (p<0,05 ANOVA, Tukey post hoc).
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Figura 29. Efeito da TOM/PS e SNP na presenca ou auséncia de ODQ na agregacdo plaquetaria
induzida por ADP em plasma humano. O PRP foi incubado por 10 min com a TOM/PS (200 pg/mL)
ou SNP (10 pM) e por 5 min com ODQ (10 uM) antes da adi¢cdo da TOM/PS, SNP ou DMSO 0,08%
(CONTROLE) e a agregacao foi induzida pelo ADP (2 uM). Os resultados representam média + E.P.M.
das porcentagens de agregacdo em relacdo ao controle (100%) de 4 experimentos. a vs controle; b vs
TOMI/PS (p<0,05 ANOVA, Tukey post hoc).
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5.5. Estudo comparativo dos efeitos das tinturas de O. macrocarpa (TOM/PS) e
C. scammonia (TCS/PS) e Aguardente Alemd® (AAL) na agregacdo
plaguetaria induzida por ADP em plasma humano

Para efeito de comparacdo também foram realizados estudos com a tintura de
Convolvulus scammonia (TCS) e o fitoterapico Aguardente Alema® (AAL).

A TOM/PS (100, 200, 300 e 400 pg/mL) foi capaz de inibir significativamente
(*p<0,05) a agregacdo plaquetéria induzida por ADP, enquanto a TCS/PS em nenhuma
das concentracBes (50, 100, 200, 300 e 400 pg/mL) investigadas interferiu
significativamente na agregacdo induzida por ADP em plasma humano (Figura 30).
Prosseguindo os estudos comparativos, também foi observado que ao contrario da
TOMY/PS, tanto a TCS/PS quanto a AAL ndo inibiram significativamente a agregacgéo
plaquetaria induzida por ADP em PRP humano (Figura 31).

5.6. Avaliacdo da atividade antioxidante da TOM/PS no teste de DPPH

Dando continuidade aos estudos, pode ser observado na Figura 32 que a
TOM/PS (50, 100, 200, 400 e 500 pg/ml) a partir da concentragdo de 200 ug/mL
apresentou atividade antioxidante, com reducdo significativa das absorbancias (2,45 +
0,06; 1,87 £0,08; 1,51 + 0,09) quando comparada ao controle (3,07 £ 0,04). A Vitamina
E 50 pg/mL, droga antioxidante, também mostrou reducdo significativa da absorbancia
(Abs.: 2,79 £ 0,05).

5.7. Efeito da TOM/PS sobre o tempo de sangramento em camundongos

Foi observado que o pré-tratamento de camundongos Swiss com a TOM/PS (400
mg/kg, v.0.) foi capaz de aumentar o tempo de sangramento dos animais (10,3 £ 1,0
min) de forma significante (*p<0,05) quando comparadao ao grupo controle (3,3 £ 0,3
min). Resultados semelhantes foram observados nos animais pré-tratados com AAS
(100 mg/kg, v.0.) (13,2 £ 1,9 min) (Figura 33).
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Figura 30. Efeito da tintura de C. scammonia constituida por precipitado e sobrenadante (TCS/PS)
em relacdo a TOM/PS na agregacdo plaguetdria induzida por ADP em plasma humano: estudo
comparativo. O PRP foi incubado por 10 min. com TCS/PS ou TOM/PS (50, 100, 200, 300 e 400
pg/mL), AAS (50 pM) ou DMSO 0,08% (CONTROLE) e a agregacéo foi induzida por ADP (2 pM). Os
resultados representam a média + E.P.M. das porcentagens de agregacdo em relagdo ao controle (100%)
de 8 experimentos. * p<0,05 vs controle (ANOVA, Tukey post hoc).
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Figura 31. Efeitos das tinturas de O. macrocarpa (TOM/PS) e C. scammonia (TCS/PS) e Aguardente
Alemd@ (AAL) na agregacdo plaquetaria induzida por ADP em plasma humano: estudo
comparativo. O PRP foi incubado por 10 min. com TCS/PS, TOM/PS ou AAL (200 pg/mL) ou DMSO
0,08% (CONTROLE) e a agregacédo foi induzida por ADP (2 uM). Os resultados representam média *
E.P.M. das porcentagens de agregacdo em relacdo ao controle (100%) de 5 experimentos. * p<0,05 vs
controle (ANOVA, Tukey post haoc).
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Figura 32. Avaliacdo da capacidade sequestrante de radicais livres da TOM/PS (50, 100, 200, 400 e
500 pg/mL) e da vitamina E determinada pelo teste de DPPH. Valores representam a média +

E.P.M.de 4 experimentos ( *p<0,05, ANOVA e Tukey post hoc)
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Figura 33. Efeito da TOM/PS ou AAS sobre tempo de sangramento segundo método de seccéo da
cauda. Os animais foram tratados por 10 dias consecutivos com a TOM/PS (100, 200 ou 400mg/kg),
AAS (100mg/kg), agua (controle) ou Tween 80 a 4% (Controle - Veiculo). Os valores representam a
média + E.P.M. a vs normal; b vs controle (p<0,05 ANOVA, Tukey post hoc).
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5.8. Efeitos da TOM/PS e fracdo TOM/1-F4 sobre o tempo de tromboplastina

parcial ativada (TTPa) e tempo de protrombina (TP) em plasma humano

Nas Figuras 34 e 35 foram investigados os efeitos da TOM/PS e fracdo TOM/1-
F4 sobre a via intrinseca da coagulacdo, medido através do tempo de tromboplastina
parcial ativada (TTPa). Foi observado que a TOM/PS (200 e 400 pg/mL) nédo aumentou
0 tempo de tromboplastina parcial ativada (46,6 = 1,6 e 51,5 + 3,8 s, respectivamente)
em relacdo ao grupo controle (40,3 + 1,2 s) enquanto a Heparina (0,1 U/mL),
anticoagulante, aumentou significativamente esse tempo (100,9 + 7,6 s). Resultados
semelhantes foram observados na avaliagéo da fragdo TOM/1-F4.

Para investigacdo da via extrinseca da coagulacdo foi avaliado o tempo de
protrombina (TP) em plasma humano. Na Figura 36 foi demonstrado que a TOM/PS
(200 e 400 pg/mL) ndo aumentou o TP (12,5 + 0,2 e 13,9 + 0,4 s) quando comparada ao
grupo controle (11,7 + 0,2 s). Da mesma forma, quando testada, a fracdo TOM/1-F4
(100 e 200 pg/mL) (13,3 + 0,2; 13,7 + 0,3 s) ndo apresentou resultados significantes

quando comparada ao grupo controle (12,4 + 0,3 s) (Figura 37).

5.9.Avaliacdo preliminar da toxicidade da tintura obtida de Operculina
macrocarpa (TOM/PS)

5.9.1. Efeitos gerais da TOM/PS — teste hipocratico em camundongos

Na avaliacdo da toxicidade aguda da TOM/PS em camundongos Swiss, 0S
animais (n= 6) tratados com TOM/PS (50, 100, 200, 400, 600 e 800 mg/kg, v.0) em
dose Unica, apresentaram comportamento normal durante todo o periodo de observacéo,
3 dias, em relagdo ao grupo controle (veiculo). Porém, a administracdo da TOM/PS nas
doses maiores (600 e 800 mg/kg, v.0.) causou episodios diarréicos em 33 e 25% dos
animais tratados. Quanto aos demais parametros avaliados ndo foram verificadas
alteracfes, nem tampouco registro de morte. Assim a DL50 da TOM/PS encontra-se

acima 800 mg/Kg.
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Figura 34. Efeito da TOM/PS na coagulacdo determinado através do teste de tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPa) (via intrinseca). O PPP foi incubado com TOM/PS (200 e 400
pg/mL), Heparina (0,2U/mL) ou DMSO 0,08% (CONTROLE) por 10 min e depois foi avaliado o tempo
de coagulacdo através do TTPa. Valores representam a média + E.P.M. a vs normal; b vs controle (p<0,05
ANOVA, Tukey post hoc).
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Figura 35. Efeito da TOM/1-F4 na coagulacdo determinado através do teste de tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPa) (via intrinseca). O PPP foi incubado com TOM/1-F4 (100 e
200 pg/mL), Heparina (0,1U/mL) ou DMSO 0,08% (CONTROLE) por 10 min depois foi avaliado o
tempo de coagulacdo através do TTPa. Valores representam média + E.P.M. a vs normal; b vs controle
(p<0,05 ANOVA, Tukey post hoc).
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Figura 36. Efeito da TOM/PS na coagulacdo determinado através do teste de tempo de
protrombina (TP) (via extrinseca). O PPP foi incubado com TOM/PS (200 e 400 pg/mL), DMSO
0,08% (CONTROLE) ou Heparina (0,1 Ul/mL) por 10 min e depois foi avaliado o tempo de coagulacdo
através do TP. Valores representam média = E.P.M. a vs normal; b vs controle (p<0,05 ANOVA, Tukey
post hoc).
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Figura 37. Efeito da TOM/1-F4 na coagulacdo determinado através do teste de tempo de
protrombina (TP) (via extrinseca). O PPP foi incubado com TOM/1-F4 (100 e 200 pg/mL) ou DMSO
0,08% (CONTROLE) ou Heparina (0,1 Ul/mL) (controle positivo) por 10 min depois foi avaliado o
tempo de coagulacdo através do TP. Valores representam média + E.P.M a vs normal; b vs controle
(p<0,05 ANOVA, Tukey post hoc).



93

5.9.2. Avaliacéo da citotoxicidade da TOM/PS em neutrofilos humano

A Figura 38 representa o efeito da TOM/PS sobre a toxicidade de neutroéfilos
humano mensurada através da enzima LDH. Pode-se observar que a TOM/PS nas
concentracdes de 100 e 200 pg/mL, aumentou significativamente a atividade da LDH
(188,6 + 19,9 e 251,6 + 22,2 UJ/L, respectivamente) quando comparada ao grupo
controle (61,0 £ 9,6 U/L).

A citotoxicidade da TOM/PS também foi avaliada pelo teste do MTT. Pode ser
observado que a adi¢do da TOM/PS (100 e 200 pg/mL) aos neutréfilos humano causou
uma reducdo da viabilidade celular em torno de 51,6 e 68,8%, respectivamente em

relacdo ao grupo controle (Figura 39).
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Figura 38. Avaliagdo da toxicidade da TOM/PS em neutréfilos humano mensurada através da
atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH). Neutréfilos (2,5 x 10° células/mL) foram incubados
com TOM/PS (1, 5, 50, 100 e 200 ug/mL) e apds 15 min foi determinada a atividade da enzima LDH.
Hanks: células ndo tratadas; Tx: Tritron X — 100 (0,2%, v/v) — padrdo citotoxico; Controle — Veiculo
(DMSO 1%). Valores representam média = E.P.M. a vs. Hanks; b vs. controle; p<0,05, ANOVA e Tukey
post hoc.
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Figura 39. Efeito da TOM/PS sobre a citotoxicidade determinada através do teste de MTT.
Neutrofilos (2,5 x 10° células/mL) foram incubados com TOM/PS (1, 5, 50, 100 e 200 pg/mL) e 3h
depois foi avaliada a viabilidade celular através do teste de MTT. Hanks: células ndo tratadas; Tx: Tritron
X —100 (0,2%, v/v) — padrao citotdxico; Controle — Veiculo (DMSO 1%). Valores representam média +
E.P.M. a vs. Hanks; b vs. controle; p<0,05, ANOVA e Tukey post hoc.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo interdisciplinar (quimica-farmacologia) investigou o potencial
antiagregante plaquetario da tintura e fracGes de O. macrocarpa de forma pioneira, em
plasma humano in vitro, com emprego de varios agonistas. Além disso, foram avaliados

também o potencial anticoagulante, antioxidante e efeitos toxicos da planta.

Operculina macrocarpa (L.) Urb. (Convolvulaceae), é uma trepadeira de
aspecto ornamental mais conhecida popularmente no Nordeste como batata-de-purga ou
jalapa. A raiz é utilizada na medicina popular como laxativo, purgativo e “depurativo”
isto é para “afinar” e “limpar” o sangue (MARTINS et al., 2000; MATOS, 1982). No
Nordeste a industria emprega a tintura de O. macrocarpa na formulagéo de fitoterapico
indicado como laxativo, embora a populacdo utilize esse produto principalmente no

tratamento de problemas circulatérios, como trombose (CARVALHO et al., 2003).

Inicialmente, a tintura de O. macrocarpa (TOM) (66,7 % EtOH em agua) foi
caracterizada quanto ao teor de resina (1,38 + 0,479%), perfil cromatogréafico (CLAE-
DAD), com identificacdo de trés acidos fendlicos (clorogénico, caféico e gélico), e

determinacéo do teor de fendis totais (0,14 g%) por espectrofotometria.

A avaliacdo dos produtos derivados de O. macrocarpa sobre a agregacao de
plaquetas humanas deu-se em plasma citratado rico em plaquetas, sendo empregado
para tanto como agente agregante o ADP (2uM). In vitro, o ADP pode induzir os dois
tipos de agregacdo, primaria (reversivel), em baixas concentragdes (0,1 a 0,5 uM) e
secundaria (irreversivel), em concentracdes elevadas, que variam de 2 a 5 uM

(YARDUMIAN et al., 1986).

Para avaliacdo da bioatividade da TOM foi eliminado previamente o etanol do
produto, que resultou na obtencdo de um precipitado (TOM/P) e de um sobrenadante
(TOM/S). O precipitado (TOM/P) na maior dose (200 pg/mL) causou uma maior
reducdo na agregacdo de plaquetas induzida por ADP em relacdo ao sobrenadante
(TOM/S), enqguanto na mesma concentragdo, a TOM/PS mostrou um efeito
antiagregante comparavel a TOM/P em plasma humano. Assim, diante dos resultados
obtidos foram iniciados estudos quimicos da TOM, que resultou inicialmente na
obtencdo da TOM/1 e TOM/2, onde apenas a TOM/1 mostrou atividade antiagregante

plaquetaria na agregacdo induzida por ADP em plasma humano. O fracionamento
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quimico da TOM/1 resultou na obtencdo de uma fracdo orgédnica (TOM/1-F) que
mostrou atividade antiagregante plaquetaria. Essa fracdo foi submetida a novas etapas
de purificacdo com emprego de métodos cromatograficos utilizando solventes com
polaridade crescente, que resultou em quatro novas fracbes (TOM/1-F1-4). Dessas, a
TOM/1-F4 foi a que apresentou maior atividade antiagregante plaquetéria, inclusive na
concentracdo de 100 pg/mL o efeito obtido foi compardvel ao AAS (50 pM) na

agregacao induzida por ADP em plasma humano.

Embora o ADP seja considerado um fraco ativador de plaquetas, ele tem um
papel chave na hemostasia. Uma vez secretado pelos gréanulos densos das plaquetas
ativadas, o0 ADP amplifica a prdpria resposta agregante, bem como de outros agonistas
incluindo colageno, TXA,, epinefrina e serotonina (OHLMANN et al., 2000). A
agregacdo plaquetaria induzida por ADP envolve pelo menos trés tipos de receptores. O
receptor purinérgico P2Y, que é aclopado a proteina Gq e causa mobilizacéo do célcio
intracelular, além de ser responsavel pela mudanca de forma da plaqueta, enquanto o
P2Y1,, sendo acoplado proteina Gi, causa inibicdo da adenilato ciclase, sendo
responsavel pela amplificacdo e conclusdo da resposta. Um terceiro receptor, o P2X; ao
mediar fluxos ibnicos mostrou ser mais sensivel ao ATP (CATTANEO & GACHET,
2001). Assim, os resultados obtidos no presente estudo mostram de maneira inédita, que
a tintura e a fracdo organica de O. macrocarpa, especialmente a TOM/1-F4, possuem
atividade antiagregante plaquetaria em plasma humano, que pode estar relacionada a
um bloqueio de receptores purinérgicos ou a uma modula¢do na resposta promovida

pela ativacao das plaquetas.

Uma das caracteristicas mais marcantes da familia Convolvulaceae € a presenca
de fileiras de células secretoras de resinas glicosidicas em tecidos foliares e,
especialmente, em suas raizes. Estas substancias constituem uma das caracteristicas
quimiotaxondmicas desta familia, e 0 emprego na medicina tradicional de plantas de
alguns géneros (Convolvulus, Exogonium, Ipomoea, Merremia e Operculina) esta
associado a propriedade purgativa de suas resinas (GARCIA-ARGAEZ; PEREZ-
AMADOR, 1997; PEREZ-AMADOR et al., 1998). Contudo, considerando o efeito
antiagregante plaquetario observado pela TOM/P, TOM/1 e fragdo TOM/1-F4 que
foram obtidos do precipitado da planta rico em resinas, é possivel que essas substancias

contribuam também para o efeito antiagregante plaquetario de O. macrocarpa.
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Corroboram com essa hip6tese, estudos realizados por diversos autores, como GUH e
cols. (1995), que mostraram que o gingerol, um metabdlito isolado de Zingiber
officinale, planta rica em elementos resinosos (FILHO & MURTA, 1999) foi capaz de
inibir a agregacdo plaquetaria induzida por &cido araquiddnico e colageno. Estudo
recente (Y1 et al., 2010) também demonstrou o potencial antiagregante plaquetario in
vivo e in vitro da resina de algumas plantas, como Daemonorops draco e Dracaena
cochinchinensis, espécies utilizadas tradicionalmente na China para facilitar a

circulacdo sanguinea.

Perfil cromatografico (CLAE-DAD) da TOM/PS e da fracdo TOM/1-F4
realizado no nosso laborat6rio mostrou a presenca de trés acidos fendlicos (clorogénico,
caféico e galico), além de outros compostos (Tr: 16,012; 16,751 e 18,307 min) a serem
definidos quimicamente em estudo posterior. Esses dados corroboram com estudo
anterior (MICHELIN, 2008), que mostrou a presenca de varios compostos fenolicos no
extrato etandlico do tubérculo de O. macrocarpa, como os acidos clorogénico, acido
caféico e dimero do acido caféico. Além disso, Michelin (2004) ao realizar um estudo
fitoquimico de O. macrocarpa, determinou atraves de analise de espectros de RMN de
3C, a presenca de mais trés fenéis na fragdo acetato de etila da planta, os acidos caféico
e protecatecuico e um dimero do acido caféico.

Vérios estudos tém mostrado o potencial antiagregante plaquetarios de
compostos fendlicos. Pabon e cols. (2008) mostraram que o acido clorogénico,
metabdlito presente nos tubérculos da espécie Solanum tuberosum, da familia
Solanaceae, possui atividade antiagregante plaquetaria em plaquetas humanas frente ao
ADP, por mecanismo semelhante ao AAS. Outros autores (HSIAO et al., 2007
CHENG et al., 2007) também demonstraram que um derivado do acido caféico é capaz
de inibir a agregacdo plaquetaria induzida por colageno, e que esta inibicdo parece ser
modulada pelo aumento dos niveis de GMPc. Enquanto Lim e cols. (2004)
demonstraram que o &cido galico é capaz de inibir a agregacao plaquetaria induzida por

colageno e acido araquidénico.

Assim, diante do exposto, possivelmente os compostos fendlicos presentes na
tintura e fracdo TOM/1-F4 de O. macrocarpa, sdo ao lado da resina responsaveis pelo

menos em parte pela atividade antiagregante plaquetaria da planta.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Fam%C3%ADlia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Solanaceae
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Diante dos resultados obtidos com a TOM e considerando que se trata da
matéria-prima ativa majoritaria da Aguardente Alema® (AAL) ou Tintura de Jalapa
Composta, foram investigados também o efeito antiagregante plaquetario da AAL, bem
como da Tintura de Convolvulus scammonia, também matéria-prima ativa da AAL.
Tanto a AAL quanto a TCS néo interferiram na agregagéo de plaquetas induzida por
ADP em plasma humnao. Possivelmente a auséncia de efeito antiagregante plaquetéario
da Aguardente Alema® na agregacdo induzida por ADP em PRP humano, pode esta
relacionado a presenca da escaménia no fitoterapico, que por sua vez também néo

mostrou atividade antiagregante plaquetéria.

Moléculas como a frangulina B isolada de Rhamnus formosana (TENG et al.,
1993) exerce seu efeito antiagregante plaguetario por uma acdo especifica nos
receptores de colageno na membrana plaquetaria, outros como o clopidogrel, exerce
seus efeitos através da inibicdo de receptores purinérgicos P2Y3, na plagqueta
(GOODMAN & GILMAN, 2010; HAMILTON, 2008; MACKMAN, 2008). Desta
forma, prosseguindo com os estudos farmacoldgicos de O. macrocarpa foram
investigados os efeitos antiagregante plaquetarios da TOM/PS e da fracdo TOM/1 —F4
sobre a agregacdo induzida por varios agonistas, como trombina, acido araquidénico,
coladgeno e epinefrina. Ainda, foram avaliados o efeito antiagregante dessas drogas

testes na presenca de conhecidos inibidores da agregacédo plaquetéaria.

A TOM/PS e fracdo TOM/1-F4 nédo interferiram ou ndo mostraram um efeito
pronunciado na agregacdo de plaquetas induzida por trombina em plasma humano. A
trombina tem um papel fundamental na manutencdo da homeostase, sendo classificada
como um agonista forte, capaz de estimular a secrecdo de granulos plaquetarios na
auséncia de agregacgdo plaquetéria. A trombina ativa as plaquetas através de receptores
ativados por protease ligados a proteina G (PARs), sendo conhecidos quatro subtipos,
PAR-1, PAR-2, PAR-3 e PAR-4 (WEISS, 1982; BAHOU, 2007; HAMILTON, 2008).

A TOM/PS néo interferiu na agregacdo induzida por &cido araquidénico (AA) e
em relagdo aos demais agonistas investigados a TOM/PS mostrou maior reducdo da
agregacao plaquetaria quando esta foi induzida por ADP. Por outro lado, a TOM/1-F4
interferiu significativamente na agregacdo de plaquetas induzida por AA, colageno,

ADP e de maneira mais pronunciada na agregacao induzida por epinefrina.
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O coléageno presente na regido subendotelial, depois de uma lesdo, é exposto a
superficie da parede vascular e exerce um papel importante na ativacdo plaquetaria,
evento que inicia o processo de reparo da lesdo (CLEMETSON, 1999). Como o
colageno pode interagir com diversas proteinas, uma grande variedade de receptores
tem sido descritos para esse agonista (COLMAN, 1991). No entanto, estudos sugerem
que a glicoproteina la/lla (GPla/lla) e a glicoproteina VI (GPVI) parecem ter um papel
importante na modulacdo da ativacdo plaquetaria induzida por colageno (SAVAGE &
RUGGERI, 2007). Foi demonstrado que GPVI é especificamente necessaria para a
ativacdo de plaquetas humanas por colageno e o estimulo pelo colageno induz a
fosforilagdo da tirosina da cadeia gama do receptor Fc (FCR) presente na plaqueta
(MOROI et al., 1989; GIBBINS et al., 1997). Outro estudo (INOUE et al., 1999),
utilizando agonistas especificos para GPVI e GPla/lla, permitiu comparar as vias de
transducgéo de sinal mediada por esses receptores na plaqueta. A ativacdo dessas vias
resultou em respostas similares: agregacdo, elevacdo do Ca?* citoplasmético e
fosforilacdo da tirosina das mesmas proteinas. No entanto, ao contrario de GPVI, a
maioria dos fendmenos induzidos por estimulacdo de GPla/lla foram acentuadamente
inibidos pela aspirina, indicando que a transducdo do sinal via GPla/lla e ndo atraves de
GPVI, requer a producdo de TXA,, um produto do metabolismo do AA na plaqueta que

induz a vasoconstri¢do e agregacao plaquetaria.

Estudos tém demonstrado que a epinefrina, pode exercer seus efeitos na
agregacdo plaquetaria por vérias vias de sinalizacdo: através da metabolizacdo do AA
(com formacdo do TXA,, aumento dos niveis de Ca®" intracelular, exposicdo do
receptor GPIIb/Illa, liberacdo de ADP e outros fatores), ou através da hidrolise de
fosfatidilinositol (via PLC, com mobilizagdo de Ca*" citoplasmatico, formagéo de TXA,
e resultante agregacdo) ou mesmo por reducdo dos niveis de AMPc (através da inibigéo
da adenilato ciclase previamente estimulada por PGIl, ou PGE;). No entanto, é
importante ressaltar que os efeitos da epinefrina, parecem ser mediados através da
ativagdo de receptores o2 adrenérgicos presentes nas plaquetas (YUN-CHOI et al.,
2000), sendo estes do subtipo c2A (MUSTONEN et al., 2000). Corroboram com essa
fato, estudos (MUSTONEN et al., 2000) que mostram que o Atipamezole, um inibidor
seletivo de receptores a2 adrenérgicos, ¢ capaz de inibir seletivamente a agregagdo

plaquetaria induzida por epinefrina.
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Diante dos resultados obtidos, possivelmente pelo menos parte do efeito
antiagregante plaquetario da TOM/1-F4 frente ao coldgeno, AA e epinefrina parece
estar relacionado, por exemplo, a uma modulacdo na resposta plaquetaria induzida por
esses agonistas, como a sintese de TXA,, mobilizacdo e influxo de calcio. Contudo,

estudos adicionais s@o necessarios para comprovar essa hipdtese.

A avaliacdo do efeito da TOM/PS sobre a agregacdo de plaquetas induzida por
ADP na auséncia e na presenca de conhecidos inibidores da agregacdo plaquetaria,
como AAS, L-Arginina, pentoxifilina e ticlopidina, mostrou inicialmente que AAS néo
modificou significativamente o efeito da TOM/PS. Esse dado corrobora os resultados
anteriores onde a TOM/PS ndo interferiu na agregacgdo induzida por AA em plasma
humano. O AAS inibe irreversivelmente a enzima ciclooxigenase, impedindo a
formacdo de TXA; nas plaquetas ativadas. Assim, o efeito antiagregante plaquetario da

TOMY/PS parece ndo estar relacionado ao metabolismo do AA.

O oxido nitrico (NO) resultante de células do endotélio vascular é capaz de inibir
a adesdo, agregacdo e desagregacdo de plaquetas in vivo e in vitro (RADOMSKI &
MONCADA, 1993), além de aumentar a expressdo do receptor de fibrinogénio
(GPlIb/1lla) ativado (MICHELSON et al., 1996). Esta molécula atua como um potente
inibidor da agregacdo plaquetaria em resposta a varios agonistas, via ativacdo da
guanilato ciclase soltvel, que leva ao aumento dos niveis intracelulares de GMPc
(ANFOSSI et al., 1999).

O NO é sintetizado a partir do &tomo de nitrogénio guanidino terminal fornecido
pela L-ARG, por acdo da enzima NO sintase (NOS). Atualmente, trés isoformas da
NOS foram identificadas: a NOSn (neuronal), NOSe (endotelial) e a NOSi (induzivel)
(FORSTERMANN & KLEINERT, 1995). A NOSn é uma isoforma constitutiva,
dependente de Ca?*/Calmodulina e libera NO por curto periodo de tempo, em resposta a
estimulacdo do receptor. A NOSi é encontrada em macréfagos e PMN ativados e sua
ativacdo independe de Ca*" e uma vez expressa, esta é capaz de sintetizar NO por
periodos de tempo prolongados (MONCADA & HIGGS, 1991). Ambas as enzimas sao
inibidas in vivo e in vitro por analogos da L-ARG, como o L-NAME e L-NMMA.
Alguns estudos demonstraram a presenca de isoformas de NOS induzivel e constitutiva
em plaquetas humanas (MEHTA et al., 1995; SASE & MICHEL, 1995; CHEN &
MEHTA, 1996).
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Em individuos saudaveis, a infusdo sistémica de L-ARG produz inibicdo da
agregacdo plaquetaria (BODE-BOGER et al., 1994), enquanto a infusdo de LNMMA
resulta em aumento da resposta das plaguetas a varios agonistas (BODZENTA-
LUKASZYLE et al., 1994). Contudo, tais estudos ndo permitem a separacao dos efeitos
do NO derivado do endotélio ou daquele sintetizado pelas plaquetas. Diversos trabalhos
demonstram que a agregagédo de plaquetas humanas induzida in vitro em resposta ao
colageno, ADP e outros agonistas, € inibida, via aumento de GMPc, pela pré-incubacéo
com L-ARG e aumentada pela pré-incubacdo com L-NAME e L-NMMA, sugerindo o
envolvimento do NO derivado de plaquetas no controle da funcdo plaquetéria
(RADOMSKI et al., 1990; MARIETTA et al., 1997; ANFOSSI et al., 1999).

O efeito da associacdo da TOM/PS com L-ARG aumentou em apenas 10,4 % o
potencial antiagregante da TOM/PS. Assim, para confirmar o papel do NO no efeito
antiagregante plaquetario da TOM/PS foi investigado seu efeito na presenca do ODQ,
um inibidor seletivo da guanilato ciclase. Resultados mostraram que ao contrario do
nitroprussiato de soédio, doador de NO, que inibiu a agregacdo e teve seus efeitos
revertidos pela acdo do ODQ, a TOM/PS ndo mostrou mudanca significativa no seu
efeito antiagregante plaquetario. Assim, possivelmente a via NO/GC/GMPc ndo tem
papel importante no efeito antiagregante plaquetario da TOM/PS.

Além do GMPc, outro importante nucleotideo ciclico, o AMPc, é capaz de
modular a funcdo plaquetaria. Uma elevacdo nos niveis de nucleotideos ciclicos, AMPc
e GMPc, pela ativacdo da adenilato ou guanilato ciclase, respectivamente, ou pela
inibicdo da fosfodiesterase (PDE), constitui a via inibitéria mais potente para regular a
ativacdo plaquetaria, visto que ambos inibem a adesdo e agregacdo induzida por
diferentes agonistas, assim como a secre¢do do contetudo dos grénulos das plaquetas
(RADOMSKI et al., 1987; LIAO et al., 1998). Segundo HERSTRUP e cols. (1994),
ambos AMPc e GMPc estdo envolvidos em respostas plaguetarias como agregacao,
secrecéo de ATP, fosforilacdo de proteinas, mobilizacdo de Ca** intracelular e ativacio
da GPlIb/Illa. Os niveis de nucleotideos ciclicos sdo mantidos pelo balango entre a taxa

de sintese pela adenilato ou guanilato ciclase e pela taxa de hidrolise pela PDE.

A pentoxifilina (PTX) é uma metilxantina, usada no tratamento de doengas
vasculares periféricas. Este efeito benéfico da PTX parece ser exercido através da

inibicdo da agregacdo plaquetaria, como relatado por diversos autores (NENCI et al.,
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1981; DE LA CRUZ et al., 1993). Um aumento nos niveis de AMPc nas plaquetas (via
inibicdo da PDE) e um aumento na sintese de PGI, pelo endotélio vascular parecem ser
0s mecanismos pelos quais a PTX promove a inibicdo da agregacdo plaquetaria
(BERKENBOOM et al., 1991). A associacdao da TOM/PS a PTX aumentou em 20,7 %
o efeito antiagregante plaquetario da TOM/PS, sugerindo que pelo menos parte do
efeito da TOM/PS parece estar relacionado a participacdo de PDE, contudo estudos

posteriores sdo necessarios para confirmacéo dessa hipotese.

A agregacdo plaquetaria induzida por ADP envolve pelo menos trés tipos de
receptores purinérgicos P2Y;, P2Y;, e P2X; (CATTANEO & GACHET, 2001).
Estudos tém mostrado que a ticlopidina e o clopidogrel, drogas antiagregante
plaquetarias, exercem seus efeitos atraves da inibicdo da acdo do ADP no receptor
P2Y1, (NURDEN et al., 1995; OHLMANN et al., 2000; HOLLOPETER et al., 2001).
No presente estudo foi observado que a TOM/PS teve seu efeito antiagregante
plaquetario aumentado em 65,4 % quando na presenca da ticlopidina. Assim, diante dos
resultados obtidos até o momento acerca da atividade antiagregante plaquetaria da
TOMY/PS, possivelmente parte de seu efeito envolve a participacdo de subtipos de
receptores purinérgicos na plaqueta, mas a modulacdo de outras respostas plaquetaria
pela TOM/PS néo podem ser descartadas.

A aterosclerose é uma doenca silenciosa que pode levar o paciente a varios
eventos clinicos, como angina instavel, infarto do miocéardio e morte subita. Dentro
deste processo, as plaquetas desempenham um papel importante no desenvolvimento da
lesdo aterosclerdtica, seja diretamente, quando ha dano ao endotélio vascular ou através
da liberacdo de diversos fatores que induzem o processo de coagulacdo. Estudos
mostram que compostos com atividade antioxidante ao inibirem a liberacdo de peréxido
de hidrogénio (H,0,) podem atrasar o processo aterosclerotico (TZENG et al., 1991;
FORMICA & REGELSON, 1995).

Corroboram com esse fato estudos que mostraram que agentes oxidantes tais
como ferro e H,O, podem induzir a agregacdo de plaquetas humanas. Também foi
sugerido que associagdes entre a peroxidacdo lipidica induzida por metais e a geragédo
de radicais livres podem modular a fungéo plaquetaria (PRINCIPE et al., 1985; INAZU
et al., 1990; VILLALOBOS et al., 1990). Segundo Salvemini & Botting (1993) os

radicais O," e OH' podem ser produzidos no processo de ativacao plaquetéria e o radical
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superoxido é capaz de promover a liberacdo de serotonina, que tem propriedades
vasodilatadora e agregante plaquetaria. Além disso, o radical hidroxila induz a
agregacdo plaquetaria ativando a fosfolipase A, com consequente liberagdo e

metabolismo do AA.

Estudos mostraram que o alfa tocoferol, além de suas propriedades
antioxidantes, exerce atividade antiagregante plaquetaria frente a diversos agonistas,
inibindo a atividade da ciclooxigenase e formacdo de perdxidos de lipidios in vitro
(STEINER & ANASTASI, 1976; AGRADI et al., 1981). Segundo Beretz & Cazenove
(1991), os flavondides, além de suas atividades antioxidantes bastante conhecidas, séo
bons candidatos para o desenvolvimento de farmacos antitromboticos, visto que atuam
como potentes inibidores da funcdo plaquetaria. Como exemplo, podemos relacionar a
quercetina, que exerce parte de seus efeitos prevenindo a oxidacdo da lipoproteina de
baixa densidade (FORMICA & REGELSON, 1995), que possivelmente somado a a¢ao
inibitéria sobre a ciclooxigenase favorece seu efeito antiagregante plaquetéario (TZENG
etal., 1991; FORMICA & REGELSON, 1995).

Diante do exposto, foi avaliada a possivel acdo sequestradora de radicais livres
da TOM/PS atraveés do teste do radical 1,1- difenil-2-picrilhidrazila (DPPH). O método
é baseado na reducédo de solugdes alcodlicas de DPPH na presenca de um antioxidante
doador de hidrogénio. A TOM/PS apresentou discreta atividade antioxidante no teste
realizado, que corroboram com resultados obtidos anteriormente por Michelin (2008).
Além disso, os resultados sugerem que o efeito sequestrador de radicais livres da
TOMY/PS, possivelmente pode estar contribuindo para sua atividade antiagregante
plaquetaria. No entanto, estudos adicionais delineando-se novas abordagens

experimentais sdo necessarios para confirmar seu potencial antioxidante.

O sangramento ocasionado pela incisdo da cauda de ratos pode ser um exemplo
de hemorragia e hemostasia provocadas por injuria mecéanica, e o tempo de sangramento
pode ser considerado como um indicador da atividade hemostética total (TAKAHASHI,
2000). Segundo De Gaetano e cols. (1977) a inibi¢do da agregagdo plaquetéria causada
por ADP, mas nédo pelo colageno, determina o prolongamento do tempo de sangramento
em ratos. Além disso, de acordo com Maffrand e cols (1988), a ativagdo de plaquetas
durante a hemostasia primaria de ratos envolve o ADP e é sensivel a defeitos, na funcédo

da plaqueta dependente de ADP ou na coagulagéo.
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Tanaka e cols (1998) relataram que o tempo de sangramento em ratos ndo foi
alterado pela aspirina ou pelo composto Z-335 (antagonista do receptor de TXA;), mas
foi significativamente prolongado pela ticlopidina (antagonista do receptor de ADP).
Esses dados sugerem que na hemostasia primaria em ratos o TXA, parece nao estar
envolvido, enquanto que o ADP pode ter um papel importante. O aumento do tempo de
sangramento em ratos por ticlopidina ou clopidogrel também foi demonstrado por
Takahashi e cols (2000).

Wang e cols. (1985) mostraram que a capsaicina (inibidor da ciclooxigenase)
prolongou o tempo de sangramento provocado por incisdo na cauda de camundongos e
esse efeito foi similar ao da aspirina ou indometacina. Esses resultados foram contrarios

aqueles obtidos por Tanaka e cols (1998) em ratos.

Diante do exposto, o prolongamento do tempo de sangramento em camundongos
provocado pela TOM/PS foi avaliado, sendo observado que a TOM/PS na dose de 400
mg/kg, foi capaz de aumentar o tempo de sangramento em camundongos de forma
semelhante ao AAS 100 mg/kg, utilizado como droga padrdo. Desta forma, tais
resultados corroboram com o potencial antiagregante plaquetario in vitro apresentado
pela TOM/PS. No entanto estudos adicionais sdo necessarios para elucidacdo dos

mecanismos de acdo envolvidos nesse processo.

Como foi visto anteriormente, a hemostase € um mecanismo constituido por
varios sistemas bioldgicos interdependentes, cuja maior finalidade é conservar a
integridade do sistema circulatorio. No entanto, para que este mecanismo ocorra é
necessaria a intervencao de 4 fases distintas: a fase vascular, a fase plaquetaria, a fase de
coagulacdo e a fase fibrinolitica. A fase da coagula¢do tem como objetivo a producéo de
trombina, que atua sobre o fibrinogénio para produzir uma rede de fibrina, que permite a
estabilizacdo do coagulo (ZAGO et al., 2005).

Existem duas vias distintas para iniciar o processo de coagulacdo, que depois
convergem e usam uma via comum para formar o produto final, a trombina. Estas vias
iniciais denominam-se via extrinseca e intrinseca (ZAGO et al., 2005). Contudo, estudo
recente (FERREIRA et al., 2010) tem proposto um novo modelo da cascata de

coagulacao sanguinea baseado nas superficies celulares.
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O tempo de protrombina (TP), também denominado teste de Quick, mede o
tempo de coagulacdo do plasma na presenca de tromboplastina célcica tecidual e pode
ser considerado um indicador da eficiéncia da via extrinseca do sistema de coagulacéo.
Embora originalmente considerada uma medida da atividade da protrombina, sabe-se
hoje que depende também da reacdo dos fatores V, VIl e X e da concentracdo de
fibrinogénio. J& o teste para avaliacdo do tempo de tromboplastina parcial ativada
(TTPa) mede o tempo de coagulacdo do plasma apos a ativacdo de fatores de contato,
sem adicdo de tromboplastina tecidual, e € um indicador da eficiéncia da via intrinseca
da coagulacdo (ZAGO et al., 2005). No presente estudo, nem a TOM/PS ou tampouco a
TOM/1-F4 interferiram nos tempos de protrombina e de tromboplastina parcial,

sugerindo que provavelmente estes ndo possuem atividade anticoagulante.

Diante do potencial farmacolégico da TOM/PS e TOM/1-F4, identificado
através dos estudos quimico-farmacologicos, foi investigado de maneira preliminar o
grau de seguranca da planta através de teste hipocratico em camundongos e de

citotoxicidade em células sanguineas, neutrofilo humano.

Na avaliacdo da toxicidade aguda da TOM/PS em camundongos Swiss, foi
observado que a tintura ndo alterou o comportamento dos animais, nem provocou a
morte. Contudo, foi observado episodios diarréicos por parte dos animais nas maiores
doses, 600 e 800 mg/Kg, v.0. Resultados semelhantes foram obtidos por Michelin
(2004) que inclusive determinou a DL50 (3,8 g/Kg, v.0.) do extrato hidroalcoolico (70
% EtOH em 4gua) do tubérculo de O. macrocarpa.

A citotoxicidade da TOM/PS em neutr6filo humano foi investigada através da
determinacéo da atividade lactato desidrogenase (LDH) no meio extracelular e do teste
do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetraz6lio). E importante
destacar que nenhum teste in vitro € capaz de satisfazer completamente todos os
requisitos para comprovar a agdo toxica de uma droga teste, afinal estes ndo consideram
os efeitos integrados que ocorrem no organismo como um todo, bem como o efeito da
biotransformacdo de compostos (SLABBERT e VENTER, 1999; BRADY e GRAY,
1995). Por outro lado, € importante ressaltar que o uso de sistemas in vitro permite uma
maior eficacia no controle das condi¢des do ensaio, diminui a variabilidade entre as

experiéncias, produz menor quantidade de residuos toxicos e geralmente proporciona a
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obtencdo mais rapida de resultados, além de contribuir para a elucidagdo do mecanismo
de acdo (BAKSI & FRAZIER, 1990).

A mensuracdo da atividade da LDH no meio extracelular permite detectar
possivel alteracdo na permeabilidade da membrana celular. A enzima LDH é um
tetramero de quatro subunidades com quatro locais de ligagdo independentes (GUPTA
et al., 1991). A mesma é citosGlica e por isso seus niveis no soro sdo normalmente
baixos. No entanto, quando ocorrem les@es nos tecidos, pode ocorrer um aumento desta
enzima no meio extracelular e no sangue (PEAKALL, 1992). A TOM/PS a partir da
concentracdo de 100 pg/mL aumentou significativamente a atividade da LDH,
sugerindo, portanto uma relativa citotoxicidade do produto por alteracdo na

permeabilidade da membrana plasmatica.

O teste do MTT é um método de avaliacdo da citotoxicidade rapido, sensivel e
barato, onde a viabilidade celular é mensurada pela abilidade das desidrogenases
mitocondriais reduzirem o sal de tetrazolium (MTT, cor amarela) a um sal de formazan,
de cor roxa, sendo a intensidade desta cor proporcional a atividade metabdlica celular
(VERMA et al., 2010). O método também é amplamente utilizado na avaliacéo in vitro
da viabilidade ou atividade metabdlica de cultura de células (SIEUWERTS et al., 1995),
seja de mamiferos ou de protozoarios, como promastigotas (BERG et al., 1994) e
amastigotas do género Leishmania (SERENO & LEMESRE, 1997). No presente estudo
a TOM/PS nas concentracbes de 100 e 200 pg/mL apresentou citotoxicidade

significativa em relagéo ao controle.

Diante dos resultados obtidos, pode-se observar que a TOM/PS até a dose de
800 mg/Kg administrada por via oral em camundongos ndo mostrou sinais toxicidade
aguda graves. Por outro lado, na avaliagdo in vitro em cultura priméria de neutrofilo
humano a tintura mostrou uma citotoxicidade relativa possivelmente por alteracfes na

membrana plasmatica e no sistema metabolico celular.
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7. CONCLUSOES

A realizacdo dos estudos quimico-farmacoldgicos de Operculina macrocarpa (jalapa)

nos permitiu concluir que:

v A tintura de O. macrocarpa, matéria-prima majoritaria do fitoterapico
Aguardente Alema®, & semelhanca da fracio TOM/1-F4 da planta possui
atividade antiagregante plaquetaria em plasma humano. Por outro lado a
Aguardente Alemd e a tintura de C. scammonia ndo mostraram atividade

antiagregante plaquetaria.

v Dentre os produtos derivados de O. macrocarpa, a fracdo TOM/1-F4 foi a que
apresentou maior efeito antiagregante plaquetario, inclusive comparavel ao

AAS, na agregacao induzida por ADP em plasma humano.

v' O efeito antiagregante plaquetario da TOM/1-F4 parece resultar de uma acéo
através de diferentes mecanismos, podendo incluir tanto uma acdo sobre

receptores quanto modulagdo na sintese de mediadores quimicos como TXA,.

v' Pelo menos parte da atividade antiagregante plaquetaria da TOM/PS parece
envolver a participacdo de receptores purinérgicos, embora outro(s)

mecanismo(s) de acdo possam também estar envolvidos.

v' O sistema NO/GC/GMPc parece ndo possuir um papel importante no efeito
antiagregante plaquetario da TOM/PS. Por outro lado, parte do efeito da

TOMY/PS pode estar relacionado a uma possivel inibi¢do da PDE.

v’ Estudo preliminar mostrou o potencial antioxidante da TOM/PS, que pode estar
contribuindo para sua atividade antiagregante plaquetaria.

v" A TOM/PS apresentou prolongamento do tempo de sangramento em
camundongos, corroborando com o potencial antiagregante plaquetario in vitro,

mas ndo na coagulagédo sanguinea.

v' A TOM/PS apresentou auséncia de toxicidade aguda em camundongos enquanto
em cultura priméria de neutréfilos humano foi verificada uma citotoxicidade

relativa.
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O presente estudo demonstrou, de maneira inédita, a atividade antiagregante
plaquetaria da tintura e da fragdo orgéanica (TOM/1-F4) obtidas do tubérculo de
jalapa. Esse efeito estd possivelmente relacionado a presenca de resina e compostos
fenolicos na planta, embora ndo possa ser descartada a participacdo de outros
compostos. Por fim, os resultados obtidos corroboram com o uso popular da jalapa,
mas ndo confirmou o potencial antiagregante plaquetario da Aguardente Alema.
Contudo, estudos quimico-farmacol6gicos adicionais sao necessarios para maiores
esclarecimentos acerca da natureza quimica da fragdo organica, bem como acerca

do mecanismo de a¢do antiagregante plaquetario da planta.
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Pesquisador responsavel: Taiana Magalhdes Pierdona

Titulo do Projeto: “Avaliagdo das atividades antiagregante plaquetaria e
vasodilatadora de extratos, fragdes e moléculas obtidas de operculina
macrocarpa (L.) Farwel- Jalapa”

Levamos ao conhecimento de V.S2. que o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Ceard — COMEPE, dentro das
normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Saude — Ministério da Saude, Resolugé&o n° 196 de 10 de
outubro de 1996 e complementares, aprovou o protocolo e o TCLE do
projeto supracitado na reunido do dia 05 de agosto de 2010.

Outrossim, informamos, que o pesquisador devera se comprometer
a enviar o relatério final do referido projeto.

Atenciosamente,
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ANEXO 2

Universidade Federal do Ceara
Comiss&o de Etica em Pesquisa Animal — CEPA
Rua: Coronel Nunes de Meie, 1127 Rodolfo Tedfilo
Cep: 60430-970 Fortaleza-CE
Tel: (85) 3366.8331 Fax: (85) 3366.8333

DECLARACAOQO

Declaramos que o protocolo para uso de animais em experimentacao
n® 63/10, sobre o projeto intitulado: “AVALIAGAO DAS ATIVIDADES
ANTIAGREGANTE PLAQUETARIA E VASODILATADORA DE EXTRATOS,
FRACOES E MOLECULAS OBTIDAS DE OPERCULINA MACROCARPA (L}
FARWEL-JALAPA.”, de responsabilidade da Prof. Luzia Kalyne Almeida
Moreira Leal, estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo
Animal adotados pefo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).

Deciaramos ainda que o referide projeto foi aprovado pela Comissao
de Etica em Pesquisa Animal — CEPA — em reunido realizada em 24 de margo

de 2011.

Fortaleza, 17 de maio de 2011.

ia Nunes de Alencar
Etica em Pesquisa Animal — CEPA

Profa. Dra. Nyl
. Coordenadora da Comissao



