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RESUMO

A busca de plantas medicinais com potencial para o alivio de dores e até mesmo a cura de
doencas tem se expandido em diversos paises, inclusive no Brasil. O Brasil € um grande
produtor de maracuja, que além do seu valor nutricional de seus frutos, tem sido utilizado
também com finalidade terapéutica, na medicina popular. Além das diversas aplicacdes do
ché das folhas de maracuja na medicina popular, alguns autores tém sugerido também as
atividades hipoglicemiante, antioxidante, anti-glicante e antiagregante de plagquetas para
extratos de folhas obtidos de diferentes espécies de maracuji. No entanto, o papel modulatério
do extrato bruto seco de folhas P. edulis Sims sobre a glicacédo proteica e ativacdo plaquetaria
ndo esta totalmente esclarecido. O diabetes mellitus é considerado como um importante
problema de salde publica, devido a sua elevada prevaléncia, ao desenvolvimento de
complicacdes cronicas incapacitantes e ao alto custo econdmico gerado pelo seu tratamento.
Estudos desenvolvidos com diferentes modelos experimentais tém demonstrado que o DM
leva a ativacdo de plaquetas com consequente aumento de sua agregacdo bem como ao
aumento da glicacdo de proteinas, sendo estas alteracdes diretamente envolvidas nas vias
bioquimicas que levam ao desenvolvimento das principais complica¢fes cronicas induzidas
pelo DM. Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo geral determinar o teor de
polifendis totais e avaliar os efeitos do extrato seco das folhas de Passiflora edulis Sims sobre
marcadores bioquimicos, a glicacdo de coldgeno, a ativacdo e a agregacdo plaquetaria em
ratos diabéticos. Ratos machos Wistar (300 + 25g) foram tratados com aloxano (150mg/Kg de
peso corporal dissolvido em salina 0,9%, via intraperitoneal). As folhas secas de Passiflora
edulis Sims foram coletadas no municipio de Alfenas-MG (21° 27° 33" S; 46° 01° 59 w;
Altitude 789 m) e identificadas na Universidade Federal de Lavras-MG. O extrato seco foi
obtido por maceracdo em solucdo hidroetandlica 70%(V/V), seguida de evaporacdo sob
pressdo reduzida e de liofilizacdo. O extrato seco foi diluido em agua e administrado por
gavagem durante 90 dias ap6s a inducdo do diabetes (200mg do extrato seco/Kg de peso do
animal). O grupo controle recebeu apenas agua. A agregacdo plaquetaria foi avaliada em
agregbmetro da marca PA-04 Qualiterm Eletronica a 37°C. Os marcadores bioquimicos
(glicemia, ureia, colesterol total e fracdes ) foram dosados no soro por métodos enzimaticos e
a creatinina foi determinada no soro dos animais pelo método de jaffé modificado ( rastreavel
ao IDMS). O conteudo de colageno glicado foi dosado por fluorescéncia. A producdo de
espécies oxidantes foi monitorada por quimiluminescéncia. A administracdo do extrato seco
de folhas de Passiflora edulis Sims reduziu a glicemia em jejum bem como os niveis de
HbA1C no sangue dos animais diabéticos. A administracdo do extrato seco das folhas de
Passiflora edulis Sims impediu 0 aumento dos niveis de creatinina no soro dos animais
diabéticos. O extrato seco das folhas de Passiflora edulis Sims foi capaz de reduzir a
concentracdo de lipoproteinas aterogénicas no soro dos animais tratados. Os animais
diabéticos apresentaram maior producdo basal de oxidantes e a agregacdo plaquetaria em
relacdo aos animais ndo diabéticos. O tratamento dos animais diabéticos com o extrato de
Passiflora edulis Sims atenuou os efeitos do diabetes sobre a producdo de oxidantes e a
agregacdo plaquetéria. Os niveis de AGEs determinados em amostras de coldgeno obtido do
tend@o de animais diabéticos foi maior que nos animais ndo diabéticos e o tratamento dos
animais diabéticos com o extrato seco levou a uma reducgdo da glicacdo do colageno.

Palavras-chave: Diabetes. Colageno. Agregacdo. Maracuja.



ABSTRACT

The search for medicinal plants with potential for pain relief and even cure diseases has
expanded in several countries, including Brazil. Brazil is a major producer of passion fruit,
which is beyond the nutritional value of its fruit, also been used for therapeutic purposes in
folk medicine. In addition to the various applications of tea leaves passion in folk medicine,
some authors have also suggested the hypoglycemic activity, antioxidant, antiplatelet and anti-
platelet glicante for leaf extracts obtained from different species of passion fruit. However, the
modulatory role of dry crude extract of leaves P. edulis Sims on protein glycation and platelet
activation is not fully understood. Diabetes mellitus is considered as a major public health
problem due to its high prevalence, the development of disabling chronic complications and
the high economic costs generated by their treatment. Studies carried out with different
experimental models have shown that DM leads to platelet activation with consequent
increase of aggregation as well as increased glycation of proteins, and these changes directly
involved in the biochemical pathways leading to the development of major chronic
complications induced by DM . Thus, the present work had as main objective to determine the
content of total polyphenols and evaluate the effects of dry extract of Passiflora edulis Sims
on biochemical markers of collagen glycation, activation and platelet aggregation in diabetic
rats. Male Wistar rats (300+25g) were treated with alloxan (150mg/kg body weight dissolved
in 0.9% saline) intraperitoneally. The fresh leaves of passion fruit were collected in Alfenas-
MG (21° 27733 S; 46° 01° 59 w; Altitude 789 m) and identified at the Federal University of
Lavras-MG. The dry extract was obtained by grinding in a hydroethanolic solution 70%
(V/IV), followed by evaporation under reduced pressure and lyophilization and administered
(200mg dry extract / kg) to normal and diabetic rats, for ninety days. The control group
received water only. Platelet aggregation was performed in aggregometer PA-04 Qualiterm
Eletronica to 37°C. Biochemical markers were determined in serum by enzymatic method.
The collagen glycation content will be performed by fluorescence. The oxidant species
production was monitored by chemiluminescence. The administration of dry extract of
Passiflora edulis Sims leaves reduced fasting glucose and HbA1C levels in the blood of
diabetic animals . The dry extract administration of Passiflora edulis Sims prevented the
increase of serum creatinine levels of diabetic animals. The dry extract of Passiflora edulis
Sims was able to reduce the concentration of atherogenic lipoproteins in the serum of treated
animals. Diabetic animals had higher basal production of oxidants and platelet aggregation
compared to non-diabetic animals. Treatment of diabetic animals with the extract of
Passiflora edulis Sims attenuated the effects of diabetes on oxidant production and platelet
aggregation. The AGEs levels determined in samples obtained from tendon collagen from
diabetic rats was higher than in non- diabetic animals and the treatment of diabetic animals
with dry extract led to a reduction of collagen glycation.

Keywords: Diabetes. Collagen. Aggregation. Passion fruit.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais tém sido utilizadas pela humanidade, desde os primérdios da
civilizacdo, quando 0s povos autdctones usavam 0leos e unguentos preparados com plantas
medicinais para a cura de feridas. Até os dias atuais, mesmo com os farmacos
contemporaneos produzidos por meio de tecnologias avancadas, disponiveis no mercado, a
busca de plantas medicinais com potencial para o alivio de dores e até mesmo a cura de
doencas que afligem a populagdo ainda é intensa, tanto na populacdo leiga quanto no meio
cientifico, para fins de estudos quimicos e farmacolégicos (VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005;
NOGUEIRA; MONTANARI; DOMINICI, 2009).

Uma das razBGes para este grande interesse é o fato de que cerca de 70% dos
medicamentos derivados de plantas foram desenvolvidos com base no conhecimento popular.
Além disso, véarias moléculas oriundas de plantas medicinais tém sido utilizadas como
estruturas basicas para planejamento, sintese e desenvolvimento de novos medicamentos
(GARCIA, 1995). Entre estas podemos citar a aspirina (&cido acetil salicilico), que foi
descoberta a partir de extratos da casca do salgueiro (Spiraea ulmaria) que fornece o acido
salicilico (PINTO, 2013).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude estima que cerca de 70 a 80% da populacédo
mundial utiliza, de algum modo, plantas medicinais no cuidado a saude (WHO, 2008).
Considerando que os paises em desenvolvimento possuem 67% da biodiversidade vegetal, o
uso das plantas medicinais no cuidado a satde tem se expandido em diversos paises, inclusive
no Brasil (BRASIL, 2006).

O uso terapéutico das diversas espécies do género Passiflora € comum em diversos
paises. Estas espécies sdo utilizadas desde a antiguidade na medicina popular, com as funcgdes
sedativa, diurética, anti-helmintica, anti-diarréica, estimulante da fungdo digestiva, no
tratamento dos sintomas da menopausa, da hipertensdo, de cdlicas infantis e de alguns
carcinomas gastricos. Atualmente, alguns autores tém sugerido também as atividades
hipoglicemiante e antioxidante para extratos etanolicos de folhas Passiflora edulis. Aléem
disso, um efeito inibidor do extrato etandlico de Passiflora nitida Kunth sobre a agregacgéo
plaquetaria induzida por adrenalina foi demonstrado recentemente.

Entretanto, a maioria dos estudos sobre avaliacdo das propriedades antioxidantes

assim como sobre a agregacdo plaquetaria de extratos de folhas de algumas espécies do
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género Passiflora tem sido conduzidos in vitro e ex vivo. Sendo assim, o papel modulatério do
extrato bruto seco de folhas P. edulis Sims sobre a ativacdo plaquetaria ndo esta totalmente
esclarecido.

O diabetes mellitus € considerado como um importante problema de satde publica,
devido a sua elevada prevaléncia, ao desenvolvimento de complicacdes cronicas
incapacitantes e ao alto custo econémico gerado pelo seu tratamento. O comprometimento do
endotélio vascular tem sido considerado como um dos principais mecanismos que conduzem
a maioria destas complicacdes. O aumento da atividade da via dos polidis, a glicacdo néo-
enzimatica das proteinas com a producao dos produtos finais da glicacdo avancada (AGES), o
estresse oxidativo e as alteragcBes da proteina quinase C, tém sido apontados como as
principais vias que conduzem as disfuncdes endoteliais que precedem as graves complicagdes
vasculares presentes no paciente diabético (BERTOLUCCI, et al., 2007; CORREA-
GIANNELLA; VIEIRA, 2007).

Estudos desenvolvidos com diferentes modelos experimentais tém demonstrado que o
DM leva a ativacdo de plaquetas com consequente aumento de sua agregacao (AARON, et al.,
2001; RANDRIAMBOAVONJY; FLEMING, 2012; FLIERL, et al.,2010). Além disso, a
reatividade plaquetaria aumentada em decorréncia do DM tem sido associada ao descontrole
na producdo de ERO mediada pela NADPH oxidase, bem como ao aumento da mobilizacéo
de célcio e a atividade aumentada de fosfolipase A2 com consequente aumento de
tromboxano (HAOUARI; ROSADO, 2008; VIOLI; PIGNATELLI, 2014).

Assim, a busca por compostos com capacidade de reduzir ou prevenir a hiperativagdo
plaquetéria, que sejam capazes contribuir para a prevengdo primaria e secundaria em relacéo

aos eventos tromboticos associados ao diabetes mellitus tem sido alvo de diferentes estudos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O diabetes mellitus (DM) trata-se de uma desordem metaboélica de multipla etiologia
caracterizado por niveis elevados de glicose sanguinea, o que leva a anormalidades no
metabolismo de carboidratos, de lipidios e de proteinas, conduzindo a complicacBes agudas e
cronicas, como resultado de defeitos na secrecdo ou na acdo da insulina (AVEZEDO,;
VICTOR; OLIVEIRA, 2010).

Constitui um sério problema de salde publica devido aos altos indices de incidéncia e
de morbimortalidade. Segundo a organiza¢do Mundial de Salde, a prevaléncia de diabetes em
2000 era de 2,8% o que representaria 171 milhdes de pessoas. Estima-se que em 2030 a
prevaléncia sera de 4,4% o que representard aproximadamente 366 milhdes de pessoas
(VIANA; RODRIGUEZ, 2011). No Brasil e em outros paises em desenvolvimento, a
estimativa é de que o numero de individuos diabéticos aumente em 170% em relacdo ao
periodo de 1995 a 2025. A alta morbimortalidade de pacientes diabéticos é atribuida
principalmente as complicacdes crénicas induzidas pelo diabetes, que comprometem a
produtividade, a qualidade de vida e a sobrevida do ser humano, gerando elevados custos
diretos e indiretos (BRASIL, 2001).

As evidéncias experimentais e clinicas demonstram que as complicacdes vasculares
(micro e macroangiopatia) apresentam-se de forma mais grave e difusa no paciente diabético,
guando comparado com pacientes ndo-diabéticos e podem aparecer mesmo em estagios
precoces da doenca, se manifestando clinicamente como nefropatia, retinopatia, neuropatias,
cardiopatias isquémicas, doencas vasculares periféricas e acidente vascular cerebral
(American Diabetes Association, 2011).

Dentre estas complicacbes, a doenca cardiovascular tem sido considerada como a
principal causa de morte (52%) entre os individuos diabéticos (BRASIL, 2001). A
hiperglicemia prolongada leva a alteragbes celulares e moleculares, que contribuem
significativamente para a leséo endotelial, sendo o fator primordial para o desenvolvimento da
aterogénese e de suas complicacdes vasculares (BERTOLUCCI, et al., 2007). Muito esforco
tem sido focado no intuito de reduzir a morbimortalidade das doencas cronicas
cardiovasculares, tais como o incentivo a préatica de atividade fisica, a dieta controlada, além
do controle das principais doencas que atuam como fatores de risco, dentre elas o diabetes
mellitus (VIANNA; GONZALEZ; MATIJASEVICH, 2012).



19

Os dados da literatura tém apontado a atividade da via dos polidis, a glicagdo ndo
enzimatica das proteinas com a producao de produtos finais da glicacdo avancada (AGES), 0
estresse oxidativo e as alteracbes da proteina quinase C (PKC), como o0s principais
mecanismos envolvidos nas disfungdes endoteliais e na aterogénese, que precedem as graves

complicacdes vasculares induzidas pelo diabetes mellitus (Figura 1) (BERTOLUCCI, et al.,

2007; CORREA-GIANNELLA; VIEIRA, 2007).

Figura 1- Mecanismos propostos para explicar o dano celular induzido pela hiperglicemia e o estresse oxidativo
como via final comum das quatro vias metabélicas ativadas. O excesso de radical superoxido (O-.) inibe
parcialmente a Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), uma enzima da via glicolitica, o que
resulta aumento dos metabolitos formados antes da acdo do GAPDH. Esses metabolitos sdo desviados
para utilizacdo nas quatro vias metabolicas responsaveis pelo dano celular da hiperglicemia, em um
ciclo vicioso que aumenta a geracéo de O,
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Fonte: CORREA-GIANNELLA: VIEIRA (2007, p. 378)

O endotélio normal secreta o 6xido nitrico (NO), a prostaciclina (PGl.) e o fator
hiperpolarizante, responsaveis pela manutencdo do tdnus vascular, da regulacdo da
agregabilidade plaquetaria e da coagulacdo, bem como pela modulagdo da fibrindlise, da
dissolugdo de trombos intravasculares formados e da inflamacdo. Entretanto, em resposta a
lesdo induzida pelo DM, alteragBes funcionais adaptativas ocorrem no endotélio vascular
levando a reducdo na sintese e na secrecdo desses fatores protetores favorecendo, portanto, os
estados pro-constritor, pro-inflamatério e pré-agregante aos vasos  sanguineos
(WAIJCHENBERG, 2002; HAOUARI; ROSADO, 2008). Além disso, tem sido demonstrado
que a hiperglicemia pode levar ao aumento da producdo de superoxido (O2-). A interacdo do
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O2" com o NO pode levar & produgdo de peroxinitrito (ONOO-), com a consequente
diminuicdo da resposta vasodilatadora endotélio-dependente (HAOUARI; ROSADO, 2008;
DIKALOV, 2011).

Em diferentes tipos celulares, a producdo de superdxido pode ser mediada pela
ativacdo da proteina quinase C, que induz complexo nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato-oxidase (NADPH oxidase). Tem sido demonstrado em plaquetas que a estimulacéo do
da NADPH oxidase mediada por estimulos como o adenosina difosfato (ADP) e o colageno
pode aumentar a producdo de anions superoxido e potenciar o recrutamento destas células
bem como a formacéo de trombos (ESSEX, 2009).

Por outro lado, produtos finais de glicacdo avancada (AGEs), formados a partir de
interacOes entre os aclcares redutores e as proteinas, podem formar ligagdes cruzadas com o
colageno. Estas alteracdes tém sido associadas a rigidez vascular e ao espessamento de
membranas basais, comumente observados em decorréncia do diabetes mellitus. Além disso,
sabe-se também que a glicacdo da molécula de colageno poderia inibir a liberagdo de oxido
nitrico derivado do endotélio, levando a vasoconstricdo, a reducdo do fluxo plasmatico e a
isquemia tissular.

Portanto, a ativacdo plaquetaria e a glicacdo de colageno tém sido propostos como um
dos principais mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento das complicacGes
cardiovasculares induzidas pelo diabetes mellitus (BARBOSA; SUZANA; SEARA, 2008;
YONEKURA, et al., 2003).

2.1 DIABETES MELLITUS E A ATIVACAO PLAQUETARIA

De modo geral, a ativacdo plaquetaria ocorre por meio de uma sequéncia de
sinalizacdo que inicia com a ligacdo de um agonista ao seu receptor especifico dependente de
proteina G, levando a ativacdo da fosfolipase C e, consequentemente, ao aumento de calcio
intracelular e a ativacéo de uma serie de enzimas dependentes deste ion. Esta cascata de sinais
intracelulares favorece a ligacdo do receptor de fibrinogénio ao seu ligante bem como a
ligagdo das plaquetas ao fibrinogénio, ao fator de von Willebrand (vWf), a vitronectina e a

fibronectina. Num segundo momento, inicia-se a segunda etapa de sinalizacdo responsavel



21

pela segunda onda de agregacao e de reorganizacdo do citoesqueleto, que leva a firme adeséo
e a estabilizacdo dos grandes agregados de plaquetas (FREEDMAN, 2008).

Vaérios agonistas fisioldégicos capazes de induzir a agregacdo plaquetaria tém sido
relatados na literatura, tais como, a adenosina difosfato, a trombina, a tromboxano A2 (TXA2)
e 0 colageno, enquanto que substancias como a prostaciclina (PGlz) e o NO inibem a
agregacdo plaquetaria (KROTZ; SOHN; POHL, 2004). Entretanto, sabe-se que espécies
reativas de oxigénio (ERO) e/ou nitrogénio (ERN) como o anion superéxido, o peroxido de
hidrogénio, o radical hidroxila e o peroxinitrito também podem exercer o papel modulatorio
na atividade plaquetaria (KROTZ; SOHN; POHL, 2004; BAKDASH; WILLIAMS, 2008;
FREEDMAN, 2008; HAOUARI; ROSADO, 2008; KVIETYS; GRANGER, 2012). Diversos
mecanismos tém sido propostos para explicar as acGes pro-coagulantes destas espécies, entre
0s quais se destacam: a inativacdo do NO por interacdo com o anion superoxido levando a
formacdo de peroxinitrito, a inibicdo de ecto-ADPases redox-sensiveis e ao aumento da
reatividade de plaguetas a agonistas como, a trombina, ADP e o coldgeno (KVIETYS;
GRANGER, 2012).

Entre as diversas fontes de espécies oxidantes nas plaquetas, o sistema NADPH
oxidase tem recebido maior atencdo pelo fato desta enzima ser ativada por agonistas como o
colageno e o acido araquiddnico, que também induzem a ativacéo plaquetéaria (SENO, et al.,
2001; KROTZ, et al., 2002). Além disso, algumas substancias inibidoras da NADPH-oxidase
e sequestradoras de anion superoxido, tém apresentado a acdo inibitéria sobre a agregacéo
plaquetaria e a deposicédo de colageno no trombo (BEGONJA, et al., 2005).

No diabetes mellitus observa-se 0 aumento na atividade e na agregacdo plaquetéria,
sendo demonstrado que as plaquetas de pacientes diabéticos sdao mais sensiveis aos agonistas
e apresentam melhor adesdo e agregacdo, tanto na presenca como na auséncia de agentes
agregantes (HAOUARI; ROSADO, 2008; GOMES; LERARIO, 2009). Esta atividade
plaquetaria aumentada em pacientes com DM tem sido associada ao aumento da producéo de
espéecies oxidantes, a mobilizagdo aumentada de ions célcio e ao aumento da proteina
fosforilante de tirosina (HAOUARI; ROSADO, 2008).

Apesar dos mecanismos intracelulares que levam a esta hiper-reatividade plaquetaria
ainda ndo estarem totalmente esclarecidos, os dados clinicos e experimentais demonstram que
as alteracbes morfologicas e funcionais de plaquetas sdo fatores determinantes para a
patogénese das alteragbes micro e macroangiopaticas decorrentes do DM (HAOUARI;
ROSADO, 2008).
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Sendo assim, a Associacdo Americana de Diabetes (ADA) tem recomendado que 0
antiagregante de escolha para os pacientes diabéticos deve ser o &cido acetil salicilico como
estratégia nas prevencgdes primaria e secundaria (GOMES; LERARIO, 2009). O clopidrogel e
a ticlopidina poderiam ser indicados nos casos de contraindicacdes ao uso de acido acetil
salicilico (GOMES; LERARIO, 2009).

Alguns estudos tém demonstrado ineficacia do &cido acetil salicilico na prevencdo de
eventos trombdticos (GABRIEL, et al., 2006). Além disso, algumas particularidades limitam
0 beneficio do clopidogrel em alguns casos, principalmente a variabilidade de resposta, o
inicio de acdo lento e a irreversibilidade do seu efeito, enquanto que a ticlopidina apresenta
como principal inconveniente o risco de neutropenia (GOMES; LERARIO, 2009;
WALLENTIN, et al., 2009). Entretanto, segundo as Diretrizes da Sociedade Brasileira de
Diabetes publicada em 2009, o uso de outros tipos de antiagregantes plaquetarios para a
prevencdo de eventos tromboticos em pacientes diabéticos ainda estd sendo discutido
(GOMES; LERARIO, 2009).

2.2 DIABETES MELLITUS E A GLICACAO DE COLAGENO

Em condicdes fisioldgicas, a formacdo de AGEs ocorre vagarosamente, porém na
presenca de hiperglicemia ou de estresse oxidativo, a geracdo de AGESs aumenta
intensamente. O acUmulo destes produtos pode contribuir para o desenvolvimento e a
progressdo das complicacdes vasculares do diabetes por induzir as alteragdes tanto nas
propriedades celulares quanto em componentes da matriz extracelular. Entre 0s mecanismos
pelos quais 0s AGEs poderiam alterar a homeostase vascular, a interacdo desses compostos
com receptores presentes na superficie celular e com as proteinas que compdem a matriz
extracelular e as membranas vasculares merecem destaque (BARBOSA; SUZANA; SEARA,
2008).

A matriz extracelular constitui a mistura de colagenos, de glicoproteinas e de
proteoglicanos, que atuam modulando a adesdo, a migracao e a proliferacdo celular. Desta
forma a matriz extracelular esta sujeita a alteracfes constantes em funcédo da resposta celular
do organismo (REES, et al., 2008).
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No diabetes mellitus, componentes da matriz extracelular podem interagir com 0s
acucares livres ou ligados a proteinas por meio de reacfes ndo enziméticas covalentes ou de
oxidacdo. Neste processo, a molécula de glicose pode ligar-se a estrutura de proteinas, através
de uma reacdo ndo enzimatica denominada de reacdo de Maillard ou de glicacédo
(ARONSON, 2003). No estagio inicial a glicose ou outros acucares redutores (frutose,
pentoses, galactose, manose, ascorbato e xilose) reagem com os radicais amina presentes em
varias moléculas como as proteinas, os acidos nucléicos e os lipidios formando uma base de
Schiff, instavel. Esta por sua vez, passa por um rearranjo gerando a cetoamina estavel,
conhecida como “Produto de Amadori”. No estagio intermediario, os produtos de Amadori
passam por reacOes de oxidacdo e de desidratacdo levando a formagdo de uma variedade de
compostos carbonila, como o glioxal, o metil glioxal e as deoxiglicosonas. Estes s&o mais
reativos que seus precursores e atuam propagando reacdes com 0s grupos amina livres de
proteinas. No estagio final, estes propagadores podem interagir com 0s grupamentos amina,
passar por rearranjos e formar os compostos com ligac@es cruzadas, fluorescentes, insollveis
e irreversiveis, denominados de produtos finais de glicacdo avancada (AGESs), que se
acumulam nas proteinas de longa duracdo e levam a lesdes tissulares (LAPOLLA; TRALDI;
FEDELE, 2005). O grau de glicacdo ndo enzimética é determinado principalmente pela
glicemia e tempo de exposicdo das proteinas as moléculas de glicose. Portanto, o acimulo de
AGEs em proteinas de longa meia-vida na parede dos vasos que ocorre continuamente em
condicdes fisiologicas, pode ser acelerado no diabetes (ARONSON, 2003; BARBOSA;
SUZANA; SEARA, 2008).

Desta forma, varios estudos tém associado a presenca de ligacdes cruzadas proteina-
proteina na estrutura do colageno a alteracdes vasculares observadas em decorréncia do
diabetes mellitus. Ha evidéncias de que a formacdo de ligacGes cruzadas entre AGEs e o
colageno ou elastina conduza ao aumento na area da matriz extracelular, resultando no
aumento da rigidez da vasculatura e no espessamento da membrana basal (SJOBERG;
BULTERWJS, 2009).

Os AGEs podem interferir também nas interacGes entre as células e 0s componentes
da matriz. Sabe-se que a agregacdo e a adesdo plaquetéria dependem da estrutura quaternaria
do colageno. Tem sido demonstrado que a glicacdo do colageno pode aumentar a agregacao
plaquetaria e consequentemente o risco de eventos tromboticos, que por sua vez poderiam
contribuem para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares (BAILEY; TURNER, 1996;
HANALI, et al., 2009).
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Portanto, o controle da glicacdo protéica é essencial para a prevencdo ou reducdo do
risco de desenvolvimento de complicagdes vasculares induzidas pelo diabetes mellitus
(BARBOSA,; SUZANA,; SEARA, 2008).

2.3 A ESPECIE Passiflora edulis Sims

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

A espécie Passiflora edulis é conhecida popularmente como maracuja, maracuja-de-
comer, maracujad-comum, maracuja-de-doce, maracuja do mato, maracuja-mirim, maracuja-
peroba, maracuja-roxo, maracuja-de-ponche (ALMEIDA, 1993; SACCO, 1980; PENA,
SHARP; WYSOKI, 2002). Na regido de Alfenas esta espécie € conhecida como maracuja
azedo.

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

glabro (Figura 2).
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Figura 2 - Detalhes das folhas e das flores de Passiflora edulis Sims.

Fonte: Lorenzi (2002).

O fruto é globoide com 5,0 a 7,0 cm de didmetro, amarelo ou amarelo-esverdeado ou
salpicado arroxeado quando maduro (Figura 3). Floresce desde setembro até margo, quando
ocorre a frutificacdo (SACCO, 1980; ALMEIDA, 1993).

Figura 3 - Detalhe do fruto de Passiflora edulis Sims.

Fonte: Lorenzi (2002).

O Brasil ¢ um grande produtor da espécie Passiflora edulis, que é utilizado tanto pelo
valor nutricional de seus frutos, quanto na medicina popular (CAVALCANTE, 1976;
DHAWAN; DHAWAN; SHARMAL, 2004).

Dentre os constituintes quimicos da Passiflora edulis estdo os glicosideos (MARECK,
et al, 1991), os alcaldides (LUTOMSKI; MALEK, 1975) e os compostos fendlicos
(CHASSAGNE; BOULANGER; CROUZET, 1999; WINTERHALTER, 1990; CHALLIER,
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et al, 1990), entre os quais, destacam-se os flavondides tais como a isoorientina, a orientina, a
vitexina, a apigenina, entre outros (DHAWAN; DHAWAN; SHARMAL, 2004; ZERAIK, et
al., 2012).

A passiflorina, um de seus componentes mais conhecidos é o ciclopropano triterpeno
glicosideo, que tem sido identificado em extratos metandlicos de folhas P. edulis.

Além destes constituintes, outros compostos também podem ser encontrados nas
folhas de Passiflora edulis como algumas y-lactonas (BERNEREUTHER; CHRISTOPH,;
SCHRIER, 1989), saponinas (DOYAMA, et al., 2005), os carotenoides e alguns Oleos
volateis e aminoacidos (ARRIAZA, et al, 1997; DAWES; PAUL, 1961).

2.4 USO DE EXTRATO DE FOLHAS DE MARACUJA

Os dados da literatura demonstram que os extratos das folhas de Passiflora edulis
Sims tém sido utilizados na medicina popular com diferentes funcdes tais como: sedativa,
ansiolitica, anti-helmintica, anti-diarréica, anti-hipertensiva, anti-inflamatoria,
hipoglicemiante e antibacteriana (DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004; BARBOSA,
SUZANA; SEARA, 2008; KANNAN; PARIMALA; JAYAKAR, 2011). Além disso, 0s
componentes ativos obtidos das folhas de Passiflora edulis Sims estdo incluidos em diversas
preparaces fitoquimicas citadas pela Farmacopéia Brasileira (1977)

Garros, et al (2006) relataram que as folhas de Passiflora edulis Sims também tém
propriedades cicatrizantes. Os autores observaram que apds o 14° dia de abertura de feridas
em ratos Wistar, houve aumento significativo na producdo de colageno e de fibroblastos. O
extrato das folhas foi obtido por maceracdo hidroetanolica a 70%. A aplicacdo tdpica foi
realizada com a pasta obtida na maceracdo, apds a filtragem e a evaporacao do solvente.

Os estudos experimentais tém demonstrado a agdo hipoglicemiante para os extratos
alcoolicos de folhas de P. edulis, P. mollisima e P. quadrangularis, quando administrados por
via oral em ratos diabéticos, durante um periodo de 8 dias. No entanto a administracdo do cha
de folhas de P. alata por via oral, durante um periodo de 15 dias nédo foi capaz de reduzir a
glicemia em ratos normoglicémicos (DOYAMA, et al, 2005).

Rudnicki (2007) observaram a atividade antioxidante in vitro e ex vivo em extratos

etanolicos de folhas de P. edulis e P. alata. Ainda neste estudo, os autores demonstraram que
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estes extratos foram capazes de inibir a formacdo de produtos finais de glicacdo (AGEs),
sugerindo que possam exercer um efeito benéfico sobre o controle do diabetes. Contudo o
mecanismo de inibicdo da formacdo de AGEs por extratos de plantas do género Passiflora
ainda n&o esta totalmente estabelecido.

Carvalho, et al. (2010) demonstraram através de ensaios in vitro que o0 extrato
etandlico de Passiflora nitida Kunth apresentou o efeito inibidor sobre a agregacdo
plaquetéria induzida pela adrenalina, sendo este efeito superior ao observado pelo 4cido acetil
salicilico, utilizado como controle. Os autores atribuiram esta atividade em parte, a presenca
de flavondides e de cumarinas, sugestivamente presentes na caracterizacdo fitoquimica

realizada para esta espécie.
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3 OBJETIVOS

3.10BJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo geral determinar o teor de fendis totais e
avaliar os efeitos do extrato seco das folhas de Passiflora edulis Sims sobre os marcadores

bioquimicos, a glicacdo de colageno, a ativacdo e a agregacdo plaquetaria em ratos diabéticos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para atingir tais objetivos, realizamos a padronizacao e a obtenc¢do do extrato seco das
folhas de Passiflora edulis Sims e analisarmos o efeito do extrato seco das folhas de
Passiflora edulis Sims sobre a producdo de espécies oxidantes em plaquetas, a glicemia de
jejum e os niveis de hemoglobina glicada no sangue, os marcadores séricos da funcéo renal, o
perfil lipidico sérico, a glicacdo de colageno e a agregacdo plaquetaria induzida pelo ADP em

ratos normais e diabéticos.
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4 MATERIAIS E METODOS

O material vegetal de escolha foram as folhas de Passiflora edulis Sims, onde estas
foram coletadas no Bairro Mandassaia, municipio de Alfenas-MG, localizadas a 789 m do
nivel do mar, com latitude 21° 27° 33”’ S, longitude 46° 01° 59°” W. A exsicata foi depositada
e registrada no Herbario ESAL do Departamento de Biologia da Universidade Federal de
Lavras, PELO PROF. Dr. Douglas Carvalho, sob o registro de n°® 22356.

4.1 SECAGEM DAS FOLHAS

A determinacgéo da perda por secagem (PPS) das folhas de Passiflora edulis Sims foi
realizada em estufa a 39,6 + 0,7°C com 205,249 da droga vegetal fresca, sendo mensurado seu

peso em turnos de 5h, até o peso constante.

4.2 GRANULOMETRIA

Foram pesados 150 g das folhas secas e pulverizadas em moinho de faca Marconi®,
onde em seguida foram submetidas a passagem por tamises em tamizador Belter®,
previamente tarados, com as aberturas de malha previamente padronizadas de 125 pum, 150
pm, 180 pm, 280 pm, 355 um e 710 pm, durante 15 min. Para a analise dos dados foram
calculados o tamanho medio das particulas pelo método aritmético, conforme a Equacéo 1, e
construido o histograma de frequéncia para a analise da distribui¢do granulométrica.

Foi utilizada a seguinte expressdo dada por Samyra, et al., (2009) para o célculo do

didmetro médio das particulas:

Y(AM . Fr)

dméﬁ'io = 100% [1]
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Onde: dmedio = didmetro médio de particula; AM = abertura da malha (mm) e Fr% = fracéo

retira em cada tamis.

4.3 PREPARO DO EXTRATO SECO DAS FOLHAS DE Passiflora edulis Sims

As folhas de Passiflora edulis Sims foram secas em estufa, a temperatura de 39,6 +
0,7°C, durante 72h, sendo em seguida pulverizadas. O extrato seco foi obtido por maceracéo,
das folhas secas e pulverizadas, na proporcdo de 1 parte de pé para 10 partes de solucdo
hidroetandlica 70%(V/V), seguida de evaporagdo sob pressao reduzida a 45,7 + 2,0 °C e de
liofilizacdo a -53 °C, 429 pHg por 78 horas e 55 minutos (MANCINI, 2001). O extrato seco
obtido ap0s o0 processo de extracdo, teve um rendimento total de 18,64 + 0,6 g de extrato seco

em 100 g da droga vegetal seca e pulverizada.

4.4 ETAPA QUIMICA

4.4.1 Analise quantitativa do teor de fenais totais.

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

4.5 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos Wistar, com peso de 300 +25g, obtidos no Biotério da

Universidade Federal de Alfenas. Os animais foram mantidos em caixas de polietileno,
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receberam &gua e ragdo comercial ad libium. Os procedimentos foram realizados de acordo
com os principios éticos na experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), aprovado pelo comité de ética em pesquisas animais da
Universidade Federal de Alfenas (n° 398/2012).

4.5.1 Grupos experimentais

Para o desenvolvimento dos experimentos foram utilizados quatro grupos
experimentais contendo 72 animais. Foram considerados como grupo controle negativo, 0s
animais ndo diabéticos e ndo submetidos ao tratamento com o extrato seco das folhas de
Passiflora edulis Sims. O grupo denominado de “diabetes” foi composto por animais
submetidos ao tratamento com o aloxano e ndo tratados com o extrato seco. O grupo
denominado de “extrato seco” foi composto por animais ndo diabéticos e tratados com extrato
seco, engquanto gque o grupo denominado de “diabetes extrato seco” foi composto por animais

submetidos ao tratamento com o aloxano e tratados com o extrato seco.

4.6 INDUCAO DO DIABETES MELLITUS

Para induzir o diabetes foi administrado, por via intraperitoneal, a droga diabetogénica
Aloxano na dose de 150 mg/Kg de peso corporal, dissolvido em salina 0,9% (pH 4,5). Foram
considerados diabéticos os animais que apresentaram glicemia casual, pelo teste de glicemia
capilar usando tiras reativas, os animais que apresentaram glicemia acima de 200mg/dL
(JAOUHARI; LAZREK; JANA, 2000; TANG, et al., 2006).

4.7 ADMINISTRACAO DO EXTRATO SECO

O extrato foi reconstituido em agua e administrado por gavagem durante 90 dias,
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tendo como inicio do tratamento, um més apos a inducgdo e a confirmacdo do diabetes pelo
teste de glicemia capilar. A quantidade de extrato administrada aos animais foi de 200 mg do
extrato por quilo de peso do animal. A concentracdo da solucéo final foi de 0,2g/mL, sendo
calculado para cada animal o volume adequado ao seu peso. Para o grupo controle negativo
foi administrado 0,5 mL de &gua (DHANABAL, et al., 2005).

4.8 OBTENCAO DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

Os animais foram anestesiados e o sangue foi colhido por puncdo da artéria
abdominal, utilizando scalp 19G e distribuido em trés aliquotas. A primeira aliquota do
sangue colhido foi distribuida em tubos para centrifuga tipo falcon contendo como
anticoagulante o citrato de sodio e utilizada para a obtencdo do plasma rico em plaquetas
(PRP). A proporcéo de sangue e de anticoagulante foi igual 1:9 (v/v). A segunda aliquota de
sangue foi distribuida em tubos contendo gel ativador de coagulo para a obtencdo do soro.
Apbs a coagulacdo do sangue, as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm por 10 minutos. O
soro foi separado e utilizado para a avaliacdo dos parametros bioquimicos. A terceira aliquota
do sangue colhido foi distribuida em tubos contendo anticoagulante EDTA e o sangue total

foi utilizado para a dosagem da hemoglobina glicada (HbA1C).

4.9 OBTENCAO DAS PLAQUETAS LAVADAS

O sangue colhido com o citrato de sodio 1:9 foi centrifugado em centrifuga da marca
Excelsa® 11 Mod. 206 BL a 435 g a temperatura ambiente por 15 minutos, dentro de no
maximo quatro horas apés a coleta do sangue, para a obtencdo do plasma rico em plaquetas
(PRP). Em seguida, o tampéo de lavagem (NaCl 140 mM, KCI 0.5 mM, citrato trisodico 12
mM, glicose 10 mM e sacarose 12.5 mM, pH 6) na propor¢do 7:5 (tampéo/plasma) foi
adicionado ao PRP e centrifugados por 13 min a 822 g. O precipitado plaquetario foi
ressuspenso em solucdo de Krebs-Ringer desprovida de calcio, com pH rigorosamente

ajustado para a faixa de 7,2 — 7,4 em CO..
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4.10 CONTAGEM DE PLAQUETAS

A contagem de plaquetas foi realizada, baseando-se em principios de impedancia

proposto por Wallace Coulter, em aparelho automatizado da marca Wiener lab. Counter 19.

4.11 ENSAIOS

4.11.1 Avaliacdo da agregacao plaquetaria

A avaliacdo da agregacdo plaquetaria através da curva de agregacdo trata-se de um
método baseado na medida de formacdo de agregados plaquetarios frente a um agente
agregante. Para a realizacdo do ensaio, foi utilizado 2 x 10® plaquetas por reacéo,
previamente incubado com 1mM de Cloreto de Calcio (CaCly), por 5 minutos a 37°C
(MUSTAD, et al., 1997). Em seguida foi adicionado 5uM do agente agregante adenosina 5°-
difosfato (ADP) da marca Sigma > 95%, sendo a variagao da transmissao da luz monitorada
pelo método turbidimétrico por 5 minutos estandartizado na temperatura de 37°C (SILVA;
AMICO, 2010). As medidas de agregacdo foram realizadas em cubetas de agregacdo em
agregdmetro de plaquetas PA-04 Qualiterm Eletronica tendo como volume final de reagéo
410pL.

Para a determinacdo da concentracdo do agente agregante utilizado, foi determinado
uma curva de concentracdo-resposta de ADP (0,75uM, 1uM, 2,5uM, 5uM, 7,5 uM, 10uM e
20uM), onde determinamos a concentracdo de 5uM sendo a melhor concentracdo para o
ensaio. Segundo Silva e Amico, (2010), os agentes agregantes em doses baixas (0,75uM)
podem aumentar o nimero de hipoagregantes, assim como agentes agregantes em doses altas
(10pM) tendem a falsear o efeito de farmacos na prevencdo de eventos trombdticos pela

atuacdo do farmaco na fungéo das plaquetas.

4.11.2 Avaliacdo da producgéo de espécies oxidantes
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A producdo de espécies oxidantes foi determinada por quimiluminescéncia dependente
de luminol, um agente amplificador de quimioluminescéncia, em aparellhor da marca Glomax
20/20 Luminometer. Durante o ensaio, 0 luminol interage com as espécies reativas de
oxigénio formadas durante o burst respiratorio tais como, o radical hidroxila, o oxigénio
singlete e o &cido hipocloroso formando o anion aminoftalato (eletronicamente excitado) que
ao retornar ao seu estado basal emite luz. Para a avaliacdo da producdo destas espécies, a
suspensdo de plaquetas (2x108 céls/reacéo) foi incubada com PBS e 30 pL de luminol 10 M.
Em seguida foi adicionado PMA (16 ng/ensaio) e a reacdo foi monitorada durante 50 minutos,

na presenca e auséncia de SOD.

4.11.3 Extracdo de colageno tipo 1 de tenddo de cauda de ratos Wistar.

De acordo com Maria e Wada (1996) extraimos dos tenddes de cauda de ratos Wistar,
com auxilio de alicate/pinca Kelly. As fibras foram secas a temperatura ambiente por 24
horas, pesadas e lavadas em etanol 70%. O colégeno foi entdo solubilizado em acido acético
(0,5M), sob agitacédo por 48 horas a 4°C.

A solucéo de colageno foi purificada por centrifugacdo, lavagem em solucéo de NaCl
20% e dialise em membrana de dialise Spectra® com a capacidade de vol/cm de 3,2mL, e a
abertura de 12 — 14000 kD, contra agua destilada autoclavada a 2 - 8 °C sob agitacdo por 48
horas. Apo6s a dialise o colageno foi armazenado entre 2 - 8 °C para andlise da glicacdo por
fluorescéncia conforme Pageon, et al., 2007.

4.11.4 Anélise da glicacdo do colageno

A quantificagdo dos niveis de pentosidina e de AGEs totais nas amostras de colageno,
foi determinada por fluorimetria de acordo com Pageon, et al., (2007). Ao colageno
previamente dialisado, foi adicionado de pepsina 0,2mg pepsina/mL &cido acético 0,5M, na
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proporcdo de 1:1 v/v e incubado em overnight a 37°C sob agitacdo para a digestdo da
proteina. Ao final da incubacdo o pH foi ajustado para 7 com NaOH 1M, sendo
posteriormente centrifugado a 3000g por 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido, onde
foram quantificados os teores de pentosidina e de AGEs totais em fluorimetro da marca Cary
Eclipse Varian®. Tendo para pentosidina £ excitacdo a 328 nm e £ emissdo a 378 nm e para
0s AGE:s totais A excitacdo a 370 nm e £ emissao a 440 nm. Os valores de fluorescéncia foram
corrigidos pelos valores de proteinas totais.

Os teores de proteinas totais nas amostras de colageno foram determinados usando o
ensaio de Acido Bicinconinico dissddico (BCA-Nay). Uma aliquota de amostra, previamente
diluida (1:50 em &gua deionizada), foi incubada por 60 minutos a 60°C, na presenca de CuSQO4
(0,16 M), BCA-Na; (0,1 M), NaCOs (0,8 M), NaOH (0,4 M) e KNaCsH10¢-4H,0 (0,006 M,
tendo pH ajustado para 11,25 com a adi¢do controlada do p6 de NaHCO3. Apds a incubacéo,
foram feitas as leituras em leitor de microplaca, utilizando o comprimento de onda de 562 nm.
A concentracdo de proteinas foi determinada utilizando uma curva padrdo de albumina
proveniente de soro bovino, marca Sigma-Aldrich®, nas concentragdes de 31,25 a 500

pg/mL.

4.11.5 Avaliacdo da glicemia de jejum, do colesterol total e das fracbes, da uréia e de

creatinina.

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

4.11.6 Avaliagdo da hemoglobina glicada
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Para a avaliacdo da hemoglobina glicada foi determinada a concentragdo de HbA:C no
sangue total por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), em equipamento da marca
Bio-Rad D-10™ Hemoglobin Testing System.

4.12 ANALISE ESTATISTICA

Os valores observados de cada varidvel foram submetidos a anélise de variancia. As
comparagBes mdltiplas entre as médias dos diferentes tratamentos foram realizadas

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

5.1 DROGA VEGETAL

A determinacéo da PPS das folhas de Passiflora edulis Sims ocorreu em estufa a 39,6
+ 0,7°C com 205,249 da droga vegetal fresca, onde a estabilizacdo no processo de secagem da
droga vegetal se deu apos 72h de secagem em estufa, conforme demonstram os resultados da
tabela 1.

Tabela 1 - Relacdo de massa fresca e seca das folhas de Passiflora edulis Sims.

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

205,24 51,92 153 e 74,7 39,6+0,7 72

Fonte: Do autor.

A presenca de agua na matéria-prima vegetal favorece a acdo enzimatica além de
propiciar o crescimento de fungos e de bactérias. Existem diferentes métodos analiticos
oficiais para a determinacdo de agua em matéria-prima vegetal. O método de secagem em
estufa € um método de simples execucdo. Entretanto este método determina ndo somente a

perda de agua, mas também a perda de constituintes volateis (BORGES, et al., 2005).

52  ANALISE GRANULOMETRICA DOS POS

O grau de divisdo ou a granulometria de pds é expresso pela referéncia a abertura
nominal da malha do tamis utilizado (BRASIL, 2010). Sendo que a distribuicdo
granulométrica das particulas de matérias primas vegetais pulverizadas constitui um fator
determinante na homogeneidade e na reprodutibilidade dos processos extrativos. A
homogeneidade do pulverizado pode interferir diretamente na qualidade e eficiéncia do
processo extrativo, uma vez que interfere na superficie de contato da droga vegetal e o liquido
extrator (ROLIM, et al.,2012).
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Os resultados do teste da determinacdo da granulométrica dos pos de Passiflora edulis

Sims e o histograma de distribuicdo granulométrica realizados segundo Brasil (2010), estdo

apresentados na tabela 2 e Grafico 1. Os resultados mostra que as particulas do material

vegetal encontram-se predominantemente distribuida no tamis com abertura de malha de 250

um, representando 30,25 £ 0,30 % de todo material. O didmetro medio de particula calculado

conforme equacdo 1, do p6 das folhas foi de 226 + 7,81 um.

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

Passiflora edulis Sims.

N° do Tamis Abertura de Massa de Pos Fracdo Retida
(ABNT/ASTM) Malha (um) Retido (g) (%)

0 0 9,91 +3,09 5,47 + 0,84
120 125 13,18 £ 2,55 8,78 1,70
100 150 19,31+ 1,05 12,87 £ 0,69
80 180 22,68 = 0,84 15,11 £ 0,56
60 250 45,38 + 0,45 30,25+ 0,30
45 355 39,33+ 3,42 26,21 £ 2,28
25 710 0,23+0,03 0,15+ 0,02

Omedio (M) 226 + 7,81

Fonte: Do autor
Gréfico 1 - Histograma de distribuicdo granulométrica das folhas de Passiflora edulis Sims.
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Fonte: Do autor.

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

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

entre 50 e 500 pum de diametro.
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5.3 ETAPA QUIMICA

5.3.1 Analise quantitativa do teor de polifendis totais.

A composicado quimica de extratos secos de folhas de Passiflora edulis Sims, tem sido
extensamente estudada, relatando-se a presenca de alcaloides, de saponinas e principalmente
de polifendis (MULLER, et al. 2005; PEREIRA, et al. 2004).

Considerando os resultados observados em diferentes estudos que tém demonstrado a
presenca de compostos fendlicos em extratos obtidos de folhas de Passiflora edulis Sims, no
presente estudo foi determinada a concentracdo de fendis totais presentes no extrato seco

utilizando do método de Folin & Ciocalteau, cujo resultado encontra-se na tabela 3.

Tabela 3 — Contelido de polifendis totais (PT) do extrato seco de folhas de Passiflora edulis Sims.

Concentracdo Extrato (g%o) | PT! (g EAG/100 g de Extrato)

Extrato Seco 4,67 +0,115

Legenda: Os resultados representam a média + erro padrdo da média, realizadas em triplicata. * PT = Polifendis
Totais.
Fonte: Do Autor

Os compostos fendlicos sdo definidos como substancias que possuem um anel
aromatico com um ou mais grupo hidroxila como substituinte. Nos vegetais estes compostos
constituem um grupo quimicamente heterogéneo, com aproximadamente 10.000 compostos.
Dentre estes, alguns sdo sollveis apenas em solventes organicos, enguanto outros como, por
exemplo, &cidos carboxilicos e glicosideos sdo solGveis em agua, além dos grandes polimeros
insoliveis (ROCKENBACH, et al. 2008; SU, 2007).

O principio desta metodologia se baseia na acdo redutora dos compostos fenolicos que
ao interagirem com o acido fosfotingstico-molibdico levam & formac&o do complexo azul de
molibdénio.

Apesar do reagente Folin-Ciocaulteau ser um método muito utilizado para estimar
conteddo destes compostos em extratos vegetais, este € capaz de interagir também com
compostos ndo fendlicos, como agucares e metais, podendo resultar em valores

superestimados de fendis totais (IKAWA, et al., 2003). Sendo assim, alguns autores tém
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sugerido que os resultados obtidos através desta metodologia deveriam ser interpretados como
uma estimativa da capacidade redutora total das amostras analisadas (HUANG; OU; PRIOR,
2005)

Entre 0os compostos com agdo redutora que poderiam estar presentes nas amostras de
extrato seco de Passiflora edulis Sims analisadas neste estudo podemos destacar 0s
compostos fendlicos, entre os quais se destacam alguns flavonoides tais como, a orientina, a

isoorienting, a vitexina, a isovitexina, a quercetina e a rutina (MEDEIROS; KANIS, 2010)

5.4 ETAPA BIOLOGICA

5.4.1 Glicemia de jejum e glicacdo de proteinas no sangue total.

A acdo de compostos fenolicos presentes nos extratos vegetais tem sido alvo de
diversos estudos que buscam avaliar os seus possiveis efeitos terapéuticos sobre diversas
patologias entre as quais destaca-se o diabetes mellitus (LAPOLA; TRALDI; FEDELE,
2005).

Estudos tém demonstrado que as desordens metabdlicas e as complica¢Bes crénicas
frequentemente observadas em individuos diabéticos estdo diretamente relacionadas a
hiperglicemia assim como a concentracdo de produtos de glicacdo no sangue (SILVA-
COSTA, 2008; RONDEAU; BOURDON, 2011; COHEN, et al., 2003; BROWLEE, 1995).
Assim, a determinacdo de produtos de glicacdo como as frutosaminas e a hemoglobina
glicada tem sido utilizada para avaliar o controle metabdlico de pacientes diabéticos
(LAPOLLA; TRALDI; FEDELE, 2005).

No presente trabalho foram avaliados os efeitos do extrato seco de Passiflora edulis
Sims sobre a glicemia e niveis de hemoglobina glicada em ratos diabéticos, sendo observado
que a glicemia de jejum assim como a concentracdo de hemoglobina glicada no sangue dos
animais diabéticos tratados com o extrato seco foram significativamente menores quando

comparados com os animais diabéticos néo tratados (Tabela 4, Figura 4).
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Tabela 4 - Avaliacdo da glicemia de jejum e da concentracdo de hemoglobina glicada em ratos

Wistar.
Grupos Glicemia de Jejum (mg/dl) HbA1C (%)
Controle Negativo (n=16) 171,9 £ 14,42 11,5+ 0,512
Extrato Seco (n=17) 177,7 + 39,12 10,6 £ 0,992
Diabético (n=16) 486,8 + 18,9° 21,2 +2,43°
Diabético Extrato Seco (n=18) 353,7 £ 99,6° 16,9 + 2,60°

Legenda: As determinacBes foram realizadas em amostra de sangue total e soro, obtidas durante e ap6s a
eutandsia, respectivamente. Os resultados representam a média + desvio padrdo de 16-18 determinagfes por
tratamento. Foi determinado a ANOVA tendo como significancia p<0,05.

Fonte: Do autor.

Sabe-se que a formacgdo da hemoglobina glicada, envolve a interacdo entre o grupo
nucleofilico de moléculas de glicose e o grupamento amina da hemoglobina. Desta forma, a
determinacédo da glicemia de jejum reflete o controle glicEmico momentaneo enquanto que a
determinacdo de hemoglobina glicada reflete o controle glicémico de algumas semanas
anteriores a coleta do sangue (BURTIS; ASHWOOD, 1999; KOGA, et al., 2013). Portanto,
nossos resultados demonstraram que o extrato de Passiflora edulis Sims foi capaz de melhorar

o0 controle glicémico nos animais diabéticos.

Entre as estratégias adotadas para prevencdo do retardo da progressao de complicacoes
crénicas induzidas pelo diabetes, o controle glicémico e a manutencdo dos niveis de
hemoglobina glicada dentro dos limites desejaveis, sdo sem duavida os principais (ADA,
2012). Diversos estudos tém utilizado a mensuracdo de produtos de glicacdo no sangue de
diabéticos para avaliar o risco de progressdao de complicagdes, demonstrando a correlacao
positiva entre niveis de proteinas glicadas em amostras sanguineas e a prevaléncia de
complicacBes cronicas induzidas pelo diabetes mellitus (RONDEAU; BOURDON, 2011;
COHEN, et al., 2003; BROWLEE, 1995).



Figura 4 - Perfil cromatografico e perfil de area da HbA1C em sangue total de ratos Wistar.

0.08; CONTROLE NEGATIVO
Pico Tempo Altura Area Area
0071 Retencio %
Ala 0.21 3460 16577 05
Alb 0.29 3464 9490 03
0.061 Desconhecido 0.36 2555 17409 06
F 0.54 1140 5008 02
0.051 LA1c/CHb-1 0.72 1405 13622 04
LA1c/CHB-2 0.80 1412 15674 05
0.0 Alc 1.02 2441 32816 109
P3 1.38 71353 324811 107
0,03 Variant-Window 1.60 520740 1382025 45.6
Desconhecido 1.64 444002 935403 309
002 S-Window 170 105000 271253 90
Tofl Area: 3030399
0.0 1.00 200 200
a)
0.08 CONTROLE EXTRATO SECO
Pico Tempo Altura Area Area
5 0
0.07 Ala Reézlfao 3114 17467 UXE
Alb 0.29 2034 0505 03
0.06 Desconhecido 0.36 2647 15798 06
F 0.50 1260 6115 02
0.05 LA1¢/CHb-1 0.63 1142 6682 02
LA1c/CHb-2 0.81 1328 13449 05
0.04 Alc 1.00 2232 301390 10.1
P3 1.38 61258 330708 11.9
003 Variant- Window  1.60 507705 1219270 43.8
Desconhecido 1.65 396025 862021 31.0
S Window 1.70 115883 258348 03
0.02 Total Area: 2781125

0.0 1:00 2:00 3:00
b)

42



1.3

008
DIABETICO
o Pico Tempo Altura Area Area
007 : Retencio %
“ Ala 0.21 6158 30061 09
Alb 0.29 6577 20215 06
0.06 Desconhecido 035 0028 45640 14
F 0.49 3041 14377 03
005 LA1c/CHb-1 0.63 2026 14209 04
LAl1c/CHB-2 0.72 4020 57501 1.8
2 500 203 *
004 Alc 0.98 8120 109500 203
P3 1.38 61200 208167 04
AQ 1.43 40807 160239 31
0.03 Variant-Window 150 505767 1282646 40.5
Desconhecido 1.64 438000 801236 28.1
o0z S-Window 1.70 109808 243895 7.8
Total Area: 3169796
0:0 1.00 2:00 200
c)
0.087 , _
DIABETICO EXTRATO SECO
Pico Tempo Altura Area Area
007+ Retencio %
Ala 021 5213 30387 0.8
Alb 029 4721 12338 03
0067 ,
Desconhecido 036 6705 36104 1.0
F 030 2306 10072 03
0.057 LA1c/CHb-1 063 1906 14799 0.4
LA1c/CHbB2 075 062 28382 08
0044 Ale 1.00 5738 81522 170
AQ 139 65702 447548 125
0021+ Varant-Window 1.61 656851 1513912 422
S-Window 163 5075373 1080987 302
Desconhecido 1.71 400250 326625 01
0.0z
Total Area: 3583576
0:0 1:.00 200

d)

43

Legenda: A Figura acima representa o perfil cromatografico de um animal por grupo. a) Perfil cromatografico da
HbA:C em sangue total de ratos ndo diabéticos, b) Perfil cromatografico da HbA:C em sangue total de ratos ndo
diabéticos tratados com o extrato seco das folhas de Passiflora edulis Sims; c¢) Perfil cromatografico da HbA;C
em sangue total de ratos diabéticos, d) Perfil cromatografico da HbA:C em sangue total de ratos diabéticos
tratados com o extrato seco das folhas de Passiflora edulis Sims. As determinag6es foram realizadas em amostra
de sangue total, obtidas durante a eutandsia. Os resultados representam o perfil cromatografico de uma

determinacdo para cada grupo analisado.

Fonte: Do autor.
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Nossos resultados corroboram com dados da literatura que relatam uma agéo
hipoglicemiante para extratos de folhas de diferentes espécies do género Passiflora. Doyama
(2005) relataram que extratos alcodlicos de folhas de P. edulis, P. mollisima e P.
qguadrangulares apresentaram a acdo hipoglicemiante quando administrados por via oral a
ratos diabéticos, durante o periodo de 8 dias. Gupta, et al. (2012) observaram que o0 extrato
metandlico de Passiflora incarnata foi capaz de reduzir os niveis glicémicos de camundongos
portadores de diabetes induzido por estreptozotocina. Colomeu, (2014) observaram que o
extrato aquoso de Passiflora alata foi capaz de reduzir frequéncia de diabetes o efeito em
camundongos com diabetes tipo 1 espontaneo (diabéticos ndo obeso —NOD). Além disso,
estudos in vitro demonstraram que os extratos hidroetanélicos das folhas de P. alata inibiram
a formacdo de AGEs a partir da interagdo entre albumina e glicose (RUDNICKI, et al., 2007).
Nestes estudos, os autores sugeriram que estes efeitos poderiam ser atribuidos aos compostos
fenolicos presentes nestes extratos.

Tendo em vista os resultados obtidos na analise quantitativa do teor de fendis totais,
assim como diversos estudos demonstrando que plantas medicinais ricas em polifenois podem
apresentar atividade hipoglicemiante e ou anti-glicante (RUDINICKI, et al., 2007;
LUCENFORD; GUGLIUCCI, 2005), nossos resultados sugerem que os efeitos do extrato de
Passiflora edulis Sims sobre a glicemia de jejum e concentracdo de HbAL1C no sangue de
ratos diabéticos observados neste estudo também poderiam ser atribuidos a presenga de
compostos fendlicos no extrato analisado.

Embora os mecanismos farmacoldgicos responsaveis por estes efeitos ainda néo
estejam totalmente esclarecidos, tem sido sugerido que os polifendis poderiam inibir
dissacaridases tais como a a-amilase e a glicosidase no lumen intestinal, reduzindo a absorgéo
de acucares. Outro mecanismo que poderia justificar os efeitos hipoglicemiantes de
compostos fendlicos seria 0 aumento da captacdo de glicose pelo musculo esquelético e pelo
tecido adiposo bem como da atividade da glicoquinase hepatica, favorecendo a sintese de
glicogénio e suprimindo a gliconeogénese. Ainda, os polifendis poderiam proteger a célula
beta pancreética, favorecendo a secrego de insulina (ANHE, et al., 2013).

Além de seus efeitos hipogliceminates, € conhecido que compostos fendlicos,
principalmente alguns flavonoides, sdo capazes de inibir processos oxidativos, sendo sugerido
que o uso racional destes compostos poderia contribuir para a prevencdo ou reducdo da

progressao de doencas associadas ao estresse oxidativo.
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A via de glicagdo protéica envolve auto-oxidacdo de agucares livres na presenca de
oxigénio e de metais livres, formagdo de compostos carbonila mais reativos e de cetoaminas
altamente reativas (BARBOSA; SUZANA; SEARA, 2008). Desta forma, a reducdo da
concentracdo de HbAL1C observada nos animais diabéticos tratados com o extrato seco de
Passiflora edulis Sims poderia ser explicada tanto pelo efeito hipoglicemiante do mesmo

como também pelo interrompimento de uma das reagdes que levam a glicagdo protéica.

5.4.2 Niveis séricos de uréia e creatinina

Considerando que a glicacdo de proteinas tem sido apontada como um dos principais
mecanismos responsaveis pelas lesdes glomerulares observadas na nefropatia diabética
(FARIA, 2001; VLASSARA; STRIKER, 2013), foram avaliados os niveis de uréia e de
creatinina no soro dos animais pertencentes aos diferentes grupos estudados (Tabela 5). Foi
observado o aumento significativo nos niveis séricos de uréia e de creatinina no grupo de
animais diabéticos ndo tratados com o extrato seco de Passiflora edulis Sims quando
comparados aos animais ndo diabéticos. Os niveis séricos de creatinina no grupo de animais
diabéticos tratados com o extrato foram significativamente menores que no grupo de animais
diabéticos ndo tratados. Nenhuma diferenca significativa foi observada em relacdo aos niveis

séricos de uréia quando estes dois grupos foram comparados.

Tabela 5 — Niveis séricos de ureia e creatinina em ratos diabéticos e ndo diabéticos, tratados e ndo tratados
com o extrato seco de folhas de Passiflora edulis Sims.

Grupos Uréia (mg/dl) Creatinina (mg/dl)
Controle Negativo (n=16) 51,57 + 12,32 0,57 £ 0,052
Extrato Seco (n=17) 48,12 + 4,642 0,51+0,072
Diabético (n=16) 119,6 + 32,4° 0,82 +0,09°
Diabético Extrato Seco (n=18) 109,3 + 30,6° 0,50 + 0,15?

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

Fonte: Do autor.

A leséo renal € uma complicacdo crénica microvascular muito frequente em pacientes
diabéticos e em modelos animais com diabetes induzido por drogas (LEVEY, et al., 2006;

FARIA, 2001). Estes danos tém sido associados & glicemia e as concentracBes de
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hemoglobina glicada elevadas (MURUSSI, et al., 2008; VIANNA; GONZALEZ;
MATIJASEVICH, 2012; MORESCO, et al., 2013).

Sabe-se que em casos de lesdo renal os niveis de uréia e de creatinina apresentam-se
elevados. No presente estudo observamos que a administracdo do extrato seco das folhas de
Passiflora edulis Sims foi capaz de manter os niveis sericos de creatinina em valores
comparaveis aos dos animais ndo diabéticos, sugerindo que o extrato apresentou um efeito
benéfico sobre a funcdo renal nos animais diabéticos, uma vez que a determinacdo da
creatinina sérica pode ser considerada como um teste de rastreio da filtracdo glomerular. Estes
resultados poderiam ser atribuidos ao melhor controle glicémico apresentado por estes
animais, conforme avaliado através da determinagdo da glicemia em jejum e concentracdo de
HbA1C no sangue (Tabela 4).

Por outro lado, a administracdo do extrato ndo foi capaz de conter o aumento dos
niveis séricos de uréia. Apesar da determinacdo de uréia ser mais sensivel que a de creatinina,
é conhecido que sua determinacdo sérica tem menor especificidade na avaliacdo da filtracéo
glomerular, ja que seus niveis séricos podem elevar-se devido a causas ndo renais tais como a
desidratacdo, o catabolismo proteico aumentado, a reducdo do volume sanguineo, entre
outras. Neste sentido, é importante ressaltar que além de uma possivel desidratacdo induzida
pela polidria em consequéncia da hiperglicemia, no diabetes mellitus, o catabolismo proteico
pode estar mais acentuado. Estas duas situacdes poderiam contribuir para um aumento na
reabsorcdo tubular ou na sintese de uréia, respectivamente (BURTIS; ASHWOOD, 1999).
Sendo assim, os resultados de uréia observados no presente estudo poderiam ser justificados

pela menor especificidade deste marcador.

5.4.3 Perfil lipidico

Foi observado um aumento na concentragcdo de colesterol total, colesterol HDL e
colesterol ndo HDL no soro dos animais diabéticos quando comparados aos ndo diabéticos.
Os animais tratados com o extrato de Passiflora edulis Sims apresentaram niveis séricos de
colesterol total e de colesterol ndo HDL significativamente menores que 0s animais nédo

tratados, entretanto, nenhuma alteracéo significativa foi observada na concentracdo sérica de
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colesterol HDL quando os grupos diabético e diabético tratado com o extrato foram

comparados (Tabela 6).

Tabela 6 - Avaliacdo do perfil lipidico no soro de ratos Wistar.

Grupos Triglicerideos (mg/dl) | Colesterol Total (mg/dl)

Controle Negativo (n=16) 92,7 £ 1452 114,1 £ 9,30°

Extrato Seco (n=17) 65,8 £ 15,5% 55,99 + 10,0°

Diabético (n=16) 114,1 + 29,1° 265,5 + 29,7"

Diabético Extrato Seco (n=18) 116,7 + 47,8° 84,10 + 8,67¢

Grupos Colesterol HDL (mg/dl) | Colesterol ndo HDL (mg/dl)

Controle Negativo (n=16) 47,39 + 7,842 66,7 £ 8,212
Extrato Seco (n=17) 47,01 £ 7.27° 8,98 £ 4,43°
Diabético (n=16) 68,98 + 6,88° 174,8 + 50,6°
Diabético Extrato Seco (n=18) 67,44 +9,83° 16,65 £ 6,75°

Legenda: As determinacbes foram realizadas em amostra de soro obtidas ap6s a eutandsia. Os resultados
representam a média + desvio padrdo de 16-18 determinag@es por tratamento. Foi determinado a ANOVA tendo
como significancia p<0,05.

Fonte: Do autor.

A dislipidemia observada nos animais diabéticos pode ser atribuida & hiperglicemia
apresentada pelos mesmos. Além do aumento na concentracdo de lipoproteinas aterogénicas
tais como, a lipoproteina de baixa densidade (LDL) e/ou a lipoproteina de densidade muito
baixa (VLDL), muitas vezes observa-se também uma reducdo na concentracdo de
lipoproteinas de alta densidade (HDL), em decorréncia do DM. Entretanto, no presente estudo
foram observados niveis elevados de HDL nos animais diabéticos quando comparados aos
animais do grupo controle.

Tem sido observado que no diabetes tipo 1, pode ocorrer um aumento na concentragao
sérica HDL, que pode estar associado a concentracdes elevadas ou normais das demais
lipoproteinas (KAHRI, et al., 1993). Apesar dos niveis aumentados de HDL, ndo ha reducéo
do risco cardiaco nestes individuos. Além disso, importante considerar que alteragdes no
tamanho, na composi¢éo e na estrutura das HDL podem comprometer a sua funcionalidade e
interferir com suas propriedades antiaterogénicas (TCHOUA, et al., 2008). Sendo assim, o
aumento nos niveis séricos de HDL observado nos animais diabéticos poderia ser atribuido ao
fato de que o modelo experimental utilizado neste estudo € comparavel ao diabetes mellitus
tipo 1.

A administracdo do extrato apresentou um efeito benéfico sobre o perfil lipidico dos

animais, uma vez que foi capaz de reduzir tanto os niveis de colesterol total quanto de
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colesterol ndo HDL, nos grupos tratados, sugerindo que sua acao poderia estar relacionada a
reducdo da concentragdo de lipoproteinas aterogénicas no soro destes animais. Estes
resultados poderiam ser justificados pela melhora no controle glicémico destes animais,
conforme observado anteriormente (Tabela 4).

5.4.4 Ativacdo plaquetéria

Para a realizacdo dos ensaios, a agregacdo plaquetéaria de ratos ndo diabéticos foi
avaliada previamente utilizando diferentes concentracbes, como pode ser observado no
Gréafico 2. Com base nesta curva, optamos por usar a concentracdo de 5 uM de ADP para o
experimento. A razao desta escolha se baseou no fato de que alguns autores tém relatado que
doses altas de agonistas podem falsear efeitos terapéuticos de farmacos na prevencdo de
eventos trombdticos (SILVA; AMICO, 2010).

Graéfico 2 - Curva concentracdo-resposta de ADP.
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Legenda: Os resultados representam a média + desvio padrdo do pool plaquetario de 5 animais. As analises
foram realizadas em triplicata. Foi determinado a ANOVA, as letras indicam que houve diferenca estatistica do
teste Tukey-Kramer de multiplas comparac@es, tendo como significancia p<0,05.

Fonte: Do autor.

Nossos resultados demonstraram que a agregacao plaquetaria foi significativamente

maior nos animais diabéticos em relagdo aos néo diabéticos e a administracdo do extrato seco
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de folhas de maracujé reduziu a agregacao plaquetéria tanto em ratos diabéticos como nos
animais controle tratados (Grafico 3).

O aumento na agregacdo plaquetaria em decorréncia do diabetes mellitus tem sido
observado em diferentes estudos. Neste sentido, alguns autores tém relatado que este aumento
na agregacdo plaquetaria poderia estar associado ao aumento na producdo de espécies
oxidantes, uma vez que estas espécies participam diretamente na regulacdo da ativacdo
plaquetéria e formacéao do trombo.

Gréfico 3 - Efeito do extrato seco de folhas de Passiflora edulis Sims sobre a Agregagdo Plaquetaria em ratos
controle e diabético.
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Legenda: As determinagdes foram realizadas em suspensdo de plaquetas (2x108 céls/reacdo),
contendo CaClz 1mM e ADP 5uM como agonista. Os resultados representam a média + desvio padréo de 8-

10 determinagdes por tratamento. Foi determinado a ANOVA tendo como significancia p<0,05.
Fonte: Do autor.

Por outro lado, ha também estudos relatando que quando as plaquetas sdo expostas a
grandes quantidades de espécies oxidantes, estas podem ter efeitos tanto pré-agregante quanto
anti-agregante. Sabe-se que as plaquetas por si s6 produzem as espécies oxidantes provindas
de fontes tais como NADPH oxidase, ciclooxigenase, eNOS, xantina oxidase e por respiracao
mitocondrial. Entretanto, a agregacdo plaquetéria pode ser inibida por liberagdo de oOxido
nitrico, por prostaciclinas e por enzimas endoteliais. Portanto, o equilibrio na producéo de tais
especies parece ser um dos pontos determinantes da homeostasia do organismo e assim, na
presenca da producdo exacerbada de espécies oxidantes, alguns destes efeitos poderiam estar
deficientes (WATT, et al., 2012; KROTZ; SOHN; POHL,2004).

Considerando que o desequilibrio na produgdo de espécies oxidantes tem sido

apontado como um dos mecanismos responsaveis pelas alteracdes na ativacdo e na agregacao
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plaquetéria observada no diabetes mellitus, foi avaliada no presente trabalho, a producéo de
espécies oxidantes por plaquetas de animais diabéticos e ndo diabéticos tratados com o extrato
seco de folhas de Passiflora edulis Sims, atraves de ensaios de quimioluminescéncia
amplificada com luminol. Neste ensaio, as espécies oxidantes produzidas oxidam as
moléculas de luminol transferindo-o para o estado excitado, resultando na producéo de luz.
Nossos resultados demonstraram que nos sistemas de reacdo sem a adi¢do do PMA, a
producdo de espécies oxidantes das plaquetas dos animais diabéticos foi maior quando
comparada ao grupo controle, sugerindo que o metabolismo oxidativo basal das plaquetas se
encontra ativado nos animais diabéticos (Grafico 4). O tratamento dos animais diabéticos com

0 extrato seco de Passiflora edulis Sims inibiu a producédo destas espécies (Tabela 7).

Tabela 7 - Producdo de espécies oxidantes por plaquetas de ratos normais e diabéticos tratados e nédo
tratados com extrato seco de P. edulis Sims

Grupos Basal' PMA?
Controle Negativo (n=8) 1,056 x 10°+ 7,46 x 10* 2,08 x 10° + 1,02 x 10°?
Extrato Seco (n=9) 5,66 x 10* +4,88 x 10*® 1,93 x 10°+ 1,39 x 10°?
Diabético (n=8) 2,50 x10°+1,11x 10°? 3,03 x 10*+ 1,93 x 10*°

Diabético Extrato Seco (n=10) 1,20x 10°+ 1,01 x 10°% 2,16 x 10° + 9,44 x 10*?

Legenda: Os resultados representam a média + desvio padrdo de 8-10 determinagdes por tratamento, estimadas
através da area integrada de emisséo de luz. Foi determinado a ANOVA, as letras indicam que houve diferenca
estatistica do teste Tukey-Kramer de multiplas comparagdes, tendo como significancia p<0,05. 1- Basal:
representa a area correspondente a emissdo de luz pelas células nos sistemas de reagdo sem estimulo com PMA.
2- PMA: representa a area correspondente a emissdo de luz pelas células nos sistemas de reacdo referente ao
estimulo com PMA.

Fonte: Do autor.

A estimulagcdo basal observada nos animais diabéticos poderia ser atribuida a
alteracdes na atividade ou expressdo de enzimas tais como, NADPH oxidases, xantina
oxidase, cicloxigenase, lipoxigenase. Além destas enzimas, as proteinas glicadas também
poderiam contribuir para esta ativacdo. Assim, no diabetes mellitus, a ativacdo plaquetaria
pode ocorrer por meio de diferentes vias (PLUMB, et al, 2005).

Tem sido demonstrando que a produgdo de anion superoxido e consequentemente de
perdxido de hidrogénio, por plaguetas estimuladas com PMA ocorre principalmente a custa da
ativacdo do complexo NADPH oxidase. O anion superoxido formado pode ser dismutado a
perdxido de hidrogénio e na presenca de metais de transicdo pode levar a formacao do radical
hidroxila. Nestes sistemas pode ocorrer também a formacdo de radical hidroxila ou de
oxigénio singlete. A adicdo de superoxido dismutase ao sistema de reacdo foi capaz de inibir a

parte da luz emitida, sugerindo a presenca do anion superoxido nestes sistemas (Grafico 4).
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Gréfico 4 — Efeito do extrato de Passiflora edulis Sims sobre a cinética de emissao de luz em sistemas contendo
plaquetas de ratos diabéticos e ndo diabéticos.
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Legenda: Os resultados representam a cinética de emissdo de luz de um animal por grupo. a) Representacdo da
cinética de emissdo de luz em sistemas contendo plaquetas obtidas de ratos diabéticos. b) Representacdo da
cinética de emissdo de luz em sistemas contendo plaquetas obtidas de ratos ndo diabéticos. Os sistemas
completos (diabético, diabético extrato, controle negativo e controle extrato) continham: plaquetas (1x108
células/ensaio), luminol (ImM) e PMA (16ng/ensaio). O sistema denominado completo com SOD continha
plaquetas de ratos diabéticos ou controle (1x108 células/ensaio), luminol (ImM), PMA (16ng/ensaio) e
superdxido dismutase (0,3 KU/mL na reagdo final). Os sistemas contendo plaquetas de animais diabéticos e nao
diabéticos foram avaliados na auséncia de luminol (diabético sem luminol e controle sem luminol) assim como
de PMA (diabético sem PMA e controle sem PMA). Os resultados representam a emisssdo de luz obtida em uma
determinac&o por tratamento.

No entanto, a producdo de espécies oxidantes estimulada por PMA foi
significativamente menor nos animais diabéticos quando comparadas aos demais grupos
analisados (Tabela 7). De acordo com estes resultados duas hipdteses podem ser levantadas.
De um lado, tem sido demonstrado que no diabetes alguns tipos de células parecem
permanecer no estado de hiperativacdo constante, levando a uma cinética de producdo de
espécies oxidantes diferente daquela observada em animais ndo diabéticos (FERREIRA, et
al., 2012). Assim, esta hiperativacao basal poderia justificar a menor de resposta das plaguetas
de animais diabéticos frente ao PMA quando comparadas aos animais ndo diabéticos.

Por outro lado, vale lembrar que a estimulacdo de plaquetas com PMA pode levar
também ao aumento na producdo de anion superdxido e este ao reagir com o 0xido nitrico
poderia levar a formacdo de peroxinitrito, inibindo assim a producéo de luz nestes sistemas
(KASINA, et al., 2006). Assim, os resultados observados nos sistemas estimulados com PMA
poderiam ser atribuidos a maior estimulacdo da enzima 6xido nitricos sintase indutiva, que

por sua vez contribuiria para 0 aumento na producdo de oxido nitrico e de peroxinitrito. O
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aumento na formacdo de peroxinitrito pode contribuir para o aumento na agregacdo
plaquetaria (SCHILDKNECHT, et al., 2008).

O efeito do tratamento dos animais com o extrato seco das folhas de Passiflora edulis
Sims sobre a agregacdo plaquetaria bem como sobre a producdo basal de espécies oxidantes
por animais diabéticos poderia estar relacionado a sua capacidade de atuar como antioxidante
e assim inibir a acdo de espécies oxidantes, conforme observado em estudos anteriores.

Em estudos prévios verificamos que o extrato seco de folhas de maracujé apresentou
concentrages significativas de fendis totais e atividade sequestradora de radicais livres DPPH
in vitro. Além disso, Carvalho, et al., (2010) demonstraram através de ensaios in vitro que o
extrato etandlico de Passiflora nitida Kunth apresentou um efeito inibidor sobre a agregacéo
plaquetéria induzida por adrenalina, sendo este efeito superior ao observado pelo acido acetil
salicilico, utilizado como controle. Os autores atribuiram esta atividade em parte, a presenca
de flavondides e de cumarinas, sugestivamente presentes na caracterizacdo fitoquimica
realizada para esta espécie.

Portanto, os resultados obtidos sugerem o efeito benéfico do extrato seco das folhas de
folhas de Passiflora edulis Sims sobre as complicagdes cardiovasculares no DM, uma vez que
inibiu a agregacdo plaquetaria em animais tratados e controlou o metabolismo oxidativo basal
no grupo diabético. Porém investigacOes adicionais a respeito do uso racional deste extrato
como o tratamento alternativo para as complicacBes do diabetes sdo necessarias para se
estabelecer intervencdes seguras que melhorem a qualidade de vida dos milhdes de portadores

desta enfermidade.

5.4.5 Avaliacdo da glicacdo de colageno

A glicacdo de coldgeno tem sido associada ao desenvolvimento de diversas
complicacdes induzidas pelo diabetes mellitus (MEGAN, et al., 2010; MONNIER, et al.,
2013; GAUTIERI, et al., 2013; BARBOSA; SUZANA; SEARA, 2008). De acordo com a sua
complexidade e sua diversidade estrutural, o colageno pode ser classificado em diferentes
tipos, no entanto, todos possuem uma caracteristica comum: a tripla hélice composta por trés

cadeias o de polipeptidios orientada para a direita. Estas cadeias sdo configuradas por
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sequencias repetitivas de aminodacidos (glicina, prolina e hidroxiprolina). Entre os diferentes
tipos de colageno, o tipo | é o mais abundante, sendo encontrado principalmente nos 0ssos,
nos tenddes, na pele, nos ligamentos, na cornea e em varios tecidos conjuntivos. Além disso,
podem ser encontrados associados ao colageno tipo Ill, que por sua vez esta presente nos
vasos sanguineos. Sua principal funcéo é fornecer forca e rigidez aos tecidos ou aos 6rgéos
onde estdo presentes. No entanto, a ligacdo de AGEs ao coladgeno pode levar a alteracBes
estruturais e funcionais nestas proteinas, contribuindo para o espessamento de membranas
bem como para 0 aumento da resisténcia e da perda de elasticidade das paredes de vasos
sanguineos (GELSE; POSCHL; AIGNER, 2003). Desta forma, varios autores tém associado
0 aumento na glicacéo de colageno ao desenvolvimento ou progressdo de complicagcdes micro
e macroangiopaticas decorrentes do diabetes mellitus, tais como a nefropatia e as doencas
cardiovasculares (LEE, et al., 2010; MORESCO, et al., 2013).

No presente estudo foram avaliados os efeitos do extrato seco das folhas de Passiflora
edulis Sims sobre a concentracdo de AGEs em colageno obtido do tenddo de ratos diabéticos.
Foi observado que a concentracdo de AGEs foi significativamente menor no grupo de animais
diabéticos tratados com o extrato quando comparados aos animais diabéticos ndo tratados
(Gréfico 5 e 6). Estes resultados podem ser apoiados por dados da literatura cientifica que tém
demonstrado que a inibicdo da glicacdo de colageno pode ser favorecida tanto pela melhora
no controle glicémico como também pela presenca de compostos com potencial antioxidante
nos extratos avaliados. Estes compostos poderiam inibir reaces da via de glicacdo, uma vez
que a oxidacdo catalisada por metais esta envolvida na via de glicacdo do colageno (HEGDE;
CHANDRAKASAN; CHANDRA, 2002).

Estudos in vitro demonstraram que os extratos metandélicos de Eleusine coracana e de
Paspalum scrobiculatum inibiram a glicacdo e a formacdo de ligagcdes cruzadas em colageno
obtido da cauda de ratos. Os resultados obtidos foram atribuidos a possivel presenca de
polifendis nos extratos analisados (HEGDE; CHANDRAKASAN; CHANDRA, 2002).
Lee, et al (2010) verificaram através de ensaios in vitro que acido quelibico, um composto

isolado de frutos de Terminalia chebula, foi capaz de inbir a glicagéo de albumina.
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Gréfico 5 - Determinagéo do efeito inibitorio do extrato seco de folhas de Passiflora edulis Sims na formagao de

AGEs totais.
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Legenda: As determinacOes foram realizadas em amostra coldgeno tipo | do tenddo da cauda de ratos Wistar,
obtidas apds a eutanasia. Os resultados representam a média + desvio padréo de 5 determinagdes por tratamento.
Foi determinado a ANOVA tendo como significancia p<0,05.

Fonte: Do autor.

Gréfico 6 - Determinacdo do efeito inibitdrio do extrato seco de folhas de Passiflora edulis Sims na formag&o de
pentosidinas.
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Legenda: As determinacOes foram realizadas em amostra colageno tipo | do tenddo da cauda de ratos Wistar,
obtidas apo6s a eutanasia. Os resultados representam a média + desvio padrao de 5 determinagdes por tratamento.
Foi determinado a ANOVA tendo como significancia p<0,05.

Fonte: Do autor.

Babu, et al. (2007) relataram que o cha verde foi capaz de reduzir a formacdo de AGEs

e a formacéo de ligagdes cruzadas entre o coldgeno e os AGEs no coragdo de ratos diabéticos,
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quando administrado por via oral durante 6 semanas. Os autores atribuiram estes efeitos a
acdo hipoglicemiante bem como a atividade antioxidante apresentada pelo cha verde neste
mesmo estudo. Meng, et al. (2011) relataram que polissacarideos extraidos de Ganoderma
lucidum atenuaram a formacéo de ligacdes cruzadas, sendo este efeito associado a diminuigédo
do nivel de AGEs e ao aumento da atividade de enzimas antioxidantes em coracdo de ratos
diabéticos. Al-Qattan, et al. (2013) relataram o efeito inibidor da glicacdo glomerular em ratos
diabéticos tratados com extrato aquoso de Allium sativum durante 8 semanas que foi
associado a atividade hipoglicemiante apresentada pelo extrato.

Sendo assim, os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que 0 extrato
seco de Passiflora edulis Sims apresentou potencial hipoglicemiante e anti-glicante, sugerindo
uma possivel indicacdo do mesmo como tratamento complementar do diabetes mellitus.
Porém investigacOes adicionais a respeito do uso racional deste extrato como tratamento
complementar do diabetes sdo necessarias para se estabelecer intervencdes seguras que

melhorem a qualidade de vida dos milhGes de portadores desta enfermidade.
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6 CONCLUSOES

o A administragdo do extrato seco de folhas de Passiflora edulis Sims reduziu a
glicemia em jejum bem como os niveis de HbA1C no sangue dos animais diabéticos;

o A administracdo do extrato seco das folhas de Passiflora edulis Sims impediu o
preveniu o0 aumento dos niveis de creatinina no soro dos animais diabéticos;

o O extrato seco das folhas de Passiflora edulis Sims que foi capaz de reduzir a
concentracdo de lipoproteinas aterogénicas no soro dos animais tratados.

o Os animais diabéticos apresentaram maior producdo basal de oxidantes e a agregacao
plaquetaria em relacdo aos animais ndo diabéticos;

o O tratamento dos animais diabéticos com o extrato de Passiflora edulis Sims atenuou
os efeitos do diabetes sobre a producédo de oxidantes e a agregacdo plaquetéria;

o Os niveis de AGEs determinados em amostras de coldgeno obtido do tenddo de
animais diabéticos foi maior que nos animais ndo diabéticos e o tratamento dos animais

diabéticos com o extrato seco levou a uma reducdo da glicacdo do colageno.
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