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RESUMO

A trombose venosa profunda é a maior causa de Obitos intra-hospitalares no mundo, com
incidéncia anual de 16 casos para cada 10.000 habitantes, nos paises ocidentais. Varios
agentes anticoagulantes e antitromboticos sdo utilizados na prevencdo e tratamento destas
doencas, no entanto, poucas séo as possibilidades terapéuticas administradas por via oral. Tais
tratamentos apresentam limitagcdes significativas, fato que promove a busca por novos
farmacos anticoagulantes. Atualmente, algumas comunidades rurais vém utilizando, de forma
empirica, a espécie Scleria pterota, conhecida popularmente por navalha de mico ou capim
navalha, como alternativa terapéutica no tratamento do tromboembolismo. Este trabalho
objetivou verificar a acdo do cha de folhas de S. pterota sobre alguns parametros envolvidos
na coagulacdo sanguinea em ratos Wistar, além de analisar a presenca de alguns grupos de
substancias no fitoterapico. O extrato aquoso desta espécie demonstrou eficicia na diminuigéo
da formacéo de trombo e aumento do tempo de coagulacéo, efeito encontrado na presenca de
compostos fenodlicos, taninos, flavondis, flavonas e cumarinas dentre o0s constituintes
fitoquimicos avaliados. Também foi verificada reducdo nos niveis de colesterol total e fracdo
colesterol-LDL em ratos tratados com o fitoterapico. A andlise de sinais clinicos para
toxicidade sugere que o uso de S. pterota seja seguro. Diante dos resultados, o cha de folhas
de S. pterota revela-se como promissor fitoterdpico para o tratamento de doengas

cardiovasculares.

Palavras-chave: Scleria pterota. Coagulacdo sanguinea. Anticoagulante. Antitrombatico.



ABSTRACT

Deep vein thrombosis is the leading cause of in-hospital deaths worldwide, with an annual
incidence of 16 cases per 10.000 inhabitants in Western countries. Several anticoagulant and
antithrombotic agents are used in the prevention and treatment of diseases, however, there are
few therapeutic possibilities administered orally. Such treatments presented significant
restrictions, a fact that promotes a search for new anticoagulant drugs. At present, some rural
communities have been using, in a empirical way, the species Scleria pterota, popularly
known as monkey razor or razor grass, as a therapeutic alternative in the treatment of
thromboembolism. This study aimed to verify the action of S. pterota leaf tea on some
parameters involved in blood coagulation in Wistar rats, and to analyze the presence of some
groups of substances in the herbal medicine. The aqueous extract of this species showed
efficacy in reducing thrombus formation and increasing clotting time, an effect found in the
presence of phenolic compounds, tannins, flavonols, flavones and coumarins among the
phytochemical constituents evaluated. There was also a reduction in total cholesterol and
LDL-cholesterol fraction in rats treated with herbal medicine. The analysis of clinical signs
for toxicity suggests that the use of S. pterota is safe. Given the results, S. pterota leaf tea is a

promising herbal remedy for the treatment of cardiovascular diseases.

Keywords: Scleria pterota. Blood coagulation. Anticoagulant. Antithrombotic.
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As doencas tromboemboliticas, as quais incluem trombose venosa profunda dos
membros inferiores e superiores, embolia pulmonar e insuficiéncia venosa cronica,
constituem as maiores causas de Obitos intra-hospitalares no mundo, apesar de,
paradoxalmente, serem evitaveis. Somente os casos de trombose venosa profunda possuem
incidéncia anual de 16 casos para cada 10.000 habitantes nos paises ocidentais. Tais doencas
podem evoluir para outras complicacfes, tais como: acidente vascular cerebral, eventos
cardiovasculares, doenca arterial periférica e até afetar locais incomuns, como a circulaco
esplénica [OYARZUN; HELLER, 2019].

Frequentemente, o tromboembolismo acomete pessoas submetidas a cirurgias de
médio e grande porte, infeccBes graves, traumatismos e fase final gestacional ou puerpério,
além de possibilidade de ocorréncia em pessoas que fazem uso de anticoncepcionais ou
tratamento hormonal, tabagistas, portadores de varizes, pacientes com insuficiéncia cardiaca,
tumores malignos, obesidade ou historia prévia de trombose venosa [SBACV, 2019]. Tais
situacbes podem desencadear problemas tromboemboliticos devido a alteracdo na suavidade
da superficie endotelial vascular e/ou a lentid&o do fluxo sanguineo, provocando desequilibrio
na producdo de fatores coagulantes e anticoagulantes, induzindo a trombose [GUYTON,
2017].

A patogénese da trombose resulta da complexa interacdo entre as células do sangue,
o0 endotélio e o sistema de coagulacdo. NUumeros aumentados de hemacias, leucécitos e
plaquetas, acoplados a anormalidades qualitativas, favorecem um fendtipo protrombético,
contribuindo para o estado de hipercoagulabilidade [OYARZUN; HELLER, 2019].

Fisiologicamente, 0 organismo tenta manter o controle dos processos de coagulacao
através da hemostasia, a qual corresponde a uma série complexa de fendbmenos bioldgicos que
ocorrem em resposta imediata a lesdo de um vaso sanguineo, com a finalidade de manter a
fluidez necessaria do sangue, sem haver extravasamento sanguineo ou obstrucéo do fluxo pela
presenca de coagulos [PESSOTI et al, 2014].

O sistema hemostatico é composto por plaquetas (formam um agregado plaquetario
sobre o endotélio alterado para iniciar a formacdo do tampdo hemostatico), fatores de
coagulacao (pré-enzimas produzidas pelo figado que, através da cascata de coagulacdo, sao
ativadas e resultam na formac&o de fibrina), fatores fibrinoliticos (enzimas que dissolvem o

coagulo para controle de sua extensdo), inibidores proteicos (regulam os fatores de
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coagulacdo) e células endoteliais (revestem o0s vasos sanguineos e contribuem para a
manutenc¢do do fluxo sanguineo) [CASTRO et al, 2006].

O processo de coagulacdo é iniciado pela exposicdo de Fator Tecidual (FT) na
corrente sanguinea pela lesdo tecidual ou pela ativacdo de células endoteliais ou mondcitos.
Muitas evidéncias sugerem que o FT esteja presente no sangue em microparticulas celulares
provenientes de membranas fragmentadas, como leucocitos e células endoteliais, bem como
de plaquetas [FERREIRA et al, 2010]. A cascata da coagulacdo ocorre simultaneamente
através da via intrinseca (fator (F) XII que converte o FXI e este ativa o FIX; o FIX, por sua
vez, vai ativar o FX na presenca do fator ativado (FV1I1a)) e extrinseca (FT, liga-se ao FVII.
O complexo FVIla-FT ativa o FX). Estas duas vias terminam na via comum, onde o FXa
converte a protrombina (Flla), na presenca do cofator Va, em trombina. Esta Gltima vai
transformar o fibrinogénio em fibrina que estabiliza o trombo plaquetario [AFONSO et al,
2016].

Nas Ultimas décadas tem-se compreendido melhor o processo hemostatico
considerando a interrelacdo dos processos fisicos, celulares e bioquimicos que atuam em uma
série de estagios e fases denominadas: iniciacdo, amplificacdo, propagacdo e finalizagdo.
Nesse modelo (Figura 1), a fase de iniciacdo da coagulacdo é desencadeada pela interagdo do
FT com o FVlla que converte o FIX em FIXa e FX em FXa. Esta Gltima é a protease chave
que, em complexo com o cofator FV em sua forma ativada (FVa), esta diretamente envolvida
na geracdo de trombina. Nesses passos sequenciais, a trombina também aumenta sua prépria
producdo através da ativacdo de plaguetas e reacdes de retroalimentacdo conhecidas como
fases de amplificacdo e propagacdo, durante as quais um ciclo de retroalimentacédo crucial
ativa o FXI (FXla) que aumenta a quantidade de FIXa. A interacdo do FIXa com a forma
ativada do cofator-chave FVIII (FVIlIa) intensifica fortemente a producdo de FXa que, em
associacdo com o FVa, impulsiona ainda mais o chamado estouro de trombina responsavel
pela producdo em larga escala de trombina necessaria para produzir o coagulo final. De fato, a
grande quantidade de trombina gerada converte o fibrinogénio em fibrina insolavel, além de
ativar a transglutaminase FXIII (FXI1Ia), que estabiliza o coagulo por meio da reticulacdo das
cadeias de fibrina [BALESTRA; BRANCHINI, 2019].
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Figura 1 - Representacdo esquematica da cascata de coagulacdo, mostrando as varias reacdes
diretas (linhas pretas) ou feedback (linhas pontilhadas) que podem ser subdivididas
em fases de iniciacdo (vermelho), amplificacdo (verde) e propagagdo (azul),
levando a formacéo do coagulo de fibrina. Os itens em caixa indicam a interacao de
enzimas ativas (FVIla, FXa, FIXa) com seus cofatores (TF, FVa, FVIlla). F: fator;

a:ativado; PT: protrombina; TF: fator tecidual. Fonte: Adaptado de:
https://www.mdpi.com/1422-0067/20/12/3036

O tratamento farmacoldgico do tromboembolismo deve ser iniciado rapidamente a
fim de controlar o aumento do trombo, impedir a extensdo, mantendo-o limitado, objetivando
a diminuicédo de sequelas futuras e evitar a embolia pulmonar ou compli¢Ges cardiovasculares,
além de prevenir sua recorréncia precoce ou tardia [MAFFEI et al, 2015]. Os farmacos
antitrombdticos empregados no tratamento sdo: anticoagulantes, que atenuam a formacéo de
fibrina, antiplaquetarios, que inibem a agregacdo plaquetaria e agentes fibrinolitcos que
degradam a fibrina [BRUNTON et al, 2015].

A escolha terapéutica antitrombdtica esta relacionada a diferenca do tipo de coagulo
formado. Na trombose venosa, a ativagéo da cascata de coagulagéo resulta na formacgéo de um
coagulo vermelho, constituido por hemacias e fibrina, tradicionalmente tratado com
anticoagulantes, devido a relacdo direta com a coagulagdo. Em outras doencas, o trombo
formado é arterial, rico em plaquetas, tendo aparéncia de um coagulo branco, justificando o

uso de antiplaquetarios para inibicéo de sua formacéo [CASTRO et al, 2006].
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As drogas antiplaquetérias sdo, frequentemente, utilizadas em eventos trombaticos
cardiovasculares. Atuam através da inibicdo da ciclooxigenase, interferindo no metabolismo
do &cido araquidonico e, consequentemente, impedem a agregacdo plaquetaria e reduzem a
formacdo de trombos. O &cido acetilsalicilico (AAS), farmaco desenvolvido a partir da
salicilina, substancia isolada de espécies Salix sp, € 0 medicamento mais comumente utilizado
como antiplaquetario na prevencdo de doencas cardiovasculares. No mercado também ha
outros antiplaquetarios orais disponiveis, tais como o clopidrogrel e ticlodipina, além do
abciximab, um antiplaquetario de uso intravenoso [RANG et al, 2011].

Ja os anticoagulantes ndo afetam diretamente as plaquetas, pois atuam sobre os
fatores de coagulacdo. A terapéutica classica para o tratamento de doengas tromboemboliticas
recomenda a utilizacdo de heparina (anticoagulante endovenoso), num periodo inicial de 7
dias de tratamento. Subsequentemente, ha um periodo chamado de longa duracdo, no qual
ocorre a transicdo de terapia intravenosa / subcutanea para a terapia oral, devendo ser mantida
por, pelo menos, trés meses [FERNANDES et al, 2016]. Nessa substituigdo, os farmacos mais
utilizados sdo os antagonistas de vitamina K, sendo a varfarina, a principal representante
dessa categoria de medicamentos. Este farmaco, da classe dos cumarinicos, foi desenvolvido a
partir de prototipo extraido de Melilotus officinalis e produz seu efeito ao interferir na
conversdo ciclica da vitamina K, bloqueando a sintese de fatores de coagulacdo dela
dependentes (fatores Il, VII, IX e X). Os derivados cumarinicos compreendem uma grande
classe de substancias fenolicas presentes em diferentes espécies vegetais e que possuem
atividades anti-inflamatdrias e antioxidantes significativas, podendo ser potencialmente
utilizados para tratar varias doencas (queimaduras, doencas reumaticas, tumores)
[KONTOGIORGIS et al, 2015]. Ap06s trés meses, deve haver uma reavaliacdo da necessidade
de manutencdo da terapia anticoagulante, que sera mantida se o beneficio da anticoagulacéo
superar o0 potencial prejuizo (risco de sangramento) [KEARON et al, 2016]. Outros
inconvenientes do uso da varfarina sdo as interacdes dietéticas e medicamentosas associadas
ao seu uso, assim como interferéncia na qualidade de vida do paciente [FERNANDES et al,
2016].

Na ultima década, surgiram novos medicamentos anticoagulantes (NOAC) com
propriedades que visam aprimorar a terapéutica laboratorial de anticoagulacgéo, visto que nao
requerem monitoramento plasmatico [FERNANDES et al, 2016]. Esses agentes séo
inibidores sintéticos, seletivos e reversiveis do fator Xa (rivaroxabana, apixabana e
edoxabana) ou inibigéo direta da trombina (dabigatrana) [BECATTINI; AGNELLI, 2016]. A
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dabigatrana foi o primeiro NOAC a ser avaliado de forma sistemética para o tratamento de
tromboembolismo venoso, demonstrando ser tdo eficaz quanto a varfarina e superior no
quesito “risco de sangramento”. O uso dos NOACs ainda suscitam dividas em razdo do
periodo de farmacovigilancia, mas acredita-se que a seguranca na prescri¢cdo e 0 manejo das
suas complicagdes se consolidem pelo tempo de uso e com a prética clinica [FERNANDES et
al, 2016].

Além dos antiplaquetarios e anticoagulantes, os farmacos fibrinoliticos também sao
utilizados no tratamento de doencas tromboembdlicas, os quais promovem a lise da fibrina e
consequente dissolugéo do trombo. Esse efeito baseia-se na transformagéo do plasminogénio
em plasmina, sob acdo de uma potente enzima proteolitica. Trés geracfes de fibrinoliticos
estdo disponiveis no mercado: estreptoquinase, alteplase e tenecteplase. As complicacdes
hemorragicas, como a hemorragia intracraniana, e a inexperiéncia na administracao, tem sido
fatores agravantes na sobrevida dos pacientes que utilizam os fibrinoliticos, tornando o uso
desta classe de medicamentos bastante criteriosa [BARUZZI et al, 2018].

Apesar das opcdes terapéuticas no mercado, a industria farmacéutica ainda busca
novas substancias que apresentem o maximo de atividade antitrombdtica, o0 minimo de risco
hemorragico e efeitos colaterais, que seja passivel de administracdo por qualquer via, de facil
neutralizacdo em caso de complicacdo ou urgéncia, e, principalmente, que seja de baixo custo,
permitindo a aquisicao e uso pela maioria dos pacientes [BOUCAS et al, 2012].

Como alternativa, a fitoterapia tem-se apresentado como importante possibilidade
terapéutica. O interesse em pesquisas nesta area tem aumentado nos ultimos anos em funcgéo
da comprovacdo cientifica da eficacia terapéutica de muitas espécies vegetais, as quais eram
utilizadas de forma empirica pela populacio, em diversas regides do pais [SIMOES et al,
2017].

Em Minas Gerais, hd& mais de 20 anos, um grupo formado por pesquisadores
académicos e ‘“raizeiros”, estudam e utilizam diferentes espécies vegetais como fonte
medicamentosa para 0s mais diversos tratamentos. Esse grupo organizou-se e fundou a
Reserva Ecocerrado do Brasil, uma organizacdo da sociedade civil de interesse publico e
Reserva Particular do Patrimo6nio Natural, localizada no km 715 da rodovia BR-262, regido de
Araxd/MG. Os membros da equipe promovem a conservacdo e uso sustentavel da flora
medicinal, o estudo e pesquisa da fitoterapia e a producdo de matéria prima vegetal e

fitoterapicos, os quais sdo distribuidos gratuitamente a populacdo. Todo o processo de
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producdo destes remédios, desde a coleta, processamento e dispensacdo aos pacientes,
obedece a normas registradas e fiscalizadas pela Agéncia de Vigilancia Sanitaria.

Dentre as plantas dispensadas a populacéo, esta a Scleria pterota, popularmente
conhecida por navalha de mico ou capim navalha, espécie utilizada para o tratamento do
tromboembolismo. Scleria é um género botanico com denomingdo de origem grega, que
significa “dureza” em referéncia a resisténcia das sementes [FERNALD, 1970]. Tal género é
pertencente a familia das Cyperaceae e distribuido em todo territério.

A espécie Scleria pterota C. Presl é nativa do Brasil, encontrada na regido sudeste,
regido Amazonica e planicie litoranea. Cresce em locais Umidos e sombreados como
pastagens, margens de canais, bordas de mata e capoeira, sendo classificada como invasora ou
daninha, pois se prolifera com facilidade em regides brejeiras de clima tropical, além de ser
indesejada por pecuaristas, por causa das folhas e caules afiados [LORENZI; MATQOS, 2008].
Apresenta folhas brilhantes com margens cortantes, ereta, entouceirada, de caules
triangulados com bordos ou quinas espinulosas e cortantes, medindo 50 a 100 cm de altura,
com propagacao por sementes e rizomas. As inflorescéncias apresentam-se paniculadas, em
numero de 2 a 3, rigidas, medindo de 5 a 8 cm de comprimento, com uma bractea foliacea do

mesmo comprimento na base de cada uma, o fruto aquénio globoso, ligeiramente deprimido,

de 2,5mm de didmetro, branco ou vitreo, liso e curtamente viloso na base (Figura 2)
[LORENZI; MATOS, 2008].

Figura 2 — Scleria pterota: a esquerda, vegetal em touceira em ambiente Umido, caracteristico

da espécie; a direita, detalne da presenca de inflorescéncias. Fonte:
http://international_extension.ifas.ufl.edu/LaFlor/weeds-of-costa-rica/index.shtml
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Na literatura cientifica, sdo escassas as informacgdes quanto as propriedades
bioldgicas da S. pterota, sendo encontrados alguns registros sobre a acao inibitoria do extrato
aquoso de S. pterota para a atividade fosfolipasica dos venenos de Bothrops jararacucgu, B.
alternatus, B. moojeni, B. neuwiedi e Crotalus durissus terrificus, inibicdo do efeito
coagulante induzido pelo veneno de B. jararacugu [FERNANDES, 2004] e propriedades
antibacteriana e antifngica de extrato etandlico bruto e fracbes [MOURA et al, 2006]. Na
medicina popular e tradicional, plantas do género Scleria sdo utilizadas como diuréticas,
diaforéticas e no combate & tosse cronica [CORREA, 1984]. Tal aplicagio corrobora com 0s
resultados verificados pela equipe da Reserva Ecocerrado onde o0s pacientes relataram
melhora na circulacdo sanguinea, com diminui¢do de inchaco nos membros inferiores, além
da melhora na aparéncia de tecidos necrosados.

Diante do exposto, verifica-se a necessidade de avaliar e comprovar as propriedades
farmacoldgicas da S. pterota. Atualmente, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) orienta para a conducdo de estudos ndo clinicos de seguranca durante o
desenvolvimento de medicamentos, com o objetivo de avaliar potencialidades terapéuticas e
verificar possiveis efeitos prejudiciais no organismo. Desta forma, vislumbra-se a
possibilidade de aplicacdo sabia e segura de fitoterapicos no atendimento a satde primaria,
além de desenvolver terapias alternativas de menor custo financeiro, bem como proporcionar

beneficios para a satde e melhoria da qualidade de vida da populacéo brasileira.



2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito farmacoldgico do fitoterapico sobre os parametros envolvidos em
processos trombaticos, além de identificar os grupos fitoquimicos presentes no cha das folhas
de S. pterota.

2.2 Objetivos Especificos
+ Identificar e/ou quantificar os seguintes grupos fitoquimicos presentes no cha
de S. pterota: fendis totais, taninos, flavonoides, alcal6ides e cumarinas;

 Monitorar alguns pardmetros fisiol6gicos de ratos em tratamento com o ché de

S. pterota: ingestdo diaria de 4gua e racdo, peso corporal e mortalidade;

« Verificar alteracdes nos indices bioquimicos dos ratos tratados com cha de S.
pterota: glicose, triglicerideos, colesterol total, colesterol-HDL, colesterol-LDL,
uréia, acido drico, creatinina, transaminase glutdmico oxalacética (TGO) e
transaminase glutdmico piravica (TGP);

« Auvaliar a atividade antitrombotica ex vivo dos ratos tratados com o fitoterapico,
através da determinacdo do tempo de tromboplastina (TP), tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPA), fibrinogénio (FIB) e tempo de

coagulacéo;

« Investigar a atividade antitrombdtica in vivo em ratos submetidos ao tratamento

fitoterapico através da inducédo de trombose venosa.



3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 Coleta de matéria prima vegetal

O vegetal foi coletado em regido localizada aos 19°34°1,0” de latitude Sul e
46°39°19,6” de longitude Oeste, com 1265m de altitude, aferidos no aparelho GPS Garmin
Nuvi 2565LT, &rea rural da cidade de Araxd/MG, em 04 de abril de 2017. A coleta foi
acompanhada por integrantes da equipe da Reserva Ecocerrado Brasil. Posteriomente, as
folhas foram submetidas a secagem, sob folhas de jornal, em temperatura ambiente, durante

quatro semanas.

3.2 ldentificacdo botanica

A identificacdo da espécie foi realizada pela Ms. Valéria Sieiro Conde Corréa,
responsavel técnica pela Reserva Ecocerrado do Brasil. A exsicata desta espécie encontra-se
depositada no Herbario da Universidade de Ribeirdo Preto (UNAERP), sob o cddigo 1D1693.

3.3 Preparacao do fitoterapico

O ché foi preparado, diariamente, por infusdo utilizando uma porcdo de 10 g de
folhas secas e trituradas em 1 L de &gua, por 10 minutos, conforme orientacdo da equipe da
Reserva Ecocerrado do Brasil. Apds a infusdo, a preparacao foi coada em papel filtro e

utilizada nos experimentos a temperatura ambiente.

3.4 Screening fitoquimico

3.4.1 Quantificacdo de fendis totais

A quantificacdo de compostos fendlicos foi realizada através da técnica
espectrofotométrica utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu. Uma aliquota de 7,5 mL do cha
foi transferida para uma proveta de 50 mL e o volume completado com metanol.
Posteriormente, 50 pL dessa solucdo foram adicionados a 250 uL do reagente de Folin-
Ciocalteu, 3 mL de agua destilada e o tubo agitado por 1 minuto. Decorrido esse periodo, foi
adicionado 1 mL de Na,CO3 a 15%, a solucdo foi agitada por 30 segundos e o volume
completado para 5 mL. Apos 2 horas, leitura espectrofotométrica da amostra foi realizada em
750 nm [BONOLLI et al, 2004; SOUSA et al, 2007]. O teor de fendis totais foi determinado

por interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma curva de calibragdo construida com
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padrbes de &cido gélico e expressos em mg de EAG (equivalentes de acido galico) por mL de
cha. As andlises foram realizadas em triplicata e os resultados apresentados como média +

desvio padrdo (SD).

3.4.2 Identificacdo e quantificacéo de taninos

Uma aliquota de 1 mL do cha de S. pterota foi misturada a 1 mL de reagente de
Folin-Denis (20g de tungstato de sodio, 4 g de &cido fosfomolibdico e 10 ml de &cido
fosforico em 150 mL de agua destilada) sendo a solucdo agitada vigorosamente e deixada em
repouso por 3 minutos. Posteriormente, foram adicionados 2 mL de solucdo de carbonato de
sodio 8% e submetida a agitacdo. Ap6s 2 horas em repouso, foi centrifugada a 2000 rpm e a
leitura espectrofotométrica do sobrenadante foi realizada em 750 nm. O teor de taninos totais
foi determinado por interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma curva de calibragéo
construida com padrdes de acido tanico. Os resultados foram apresentados como média + SD
e expressos em mg de EAT (equivalentes de &cido tanico) por mL de cha. As anélises foram
realizadas em triplicata [SEIGLER et al, 1986].

3.4.3 Determinacdo e quantificacédo de flavonoides

O contetdo de flavondis presente no cha de S. pterota foi determinado através de
método colorimétrico utilizando cloreto de aluminio, que forma um complexo acido estavel
com o grupamento cetona do C4 ou hidroxil dos C3 ou C5. O ché foi ressuspendido em etanol
80% e 500 uL desta solucéo foram misturados a 1500 pL de etanol 95%, 100 pL de cloreto de
aluminio 10%, 100 pL de acetato de potassio 1M e 2800 uL de &gua destilada. Ap6s 30
minutos, a temperatura ambiente, leitura espectrofotométrica foi realizada em 405 nm. O
conteddo de flavondis e flavonas foi determinado por interpolacdo da absorbéancia das
amostras contra uma curva de calibracdo construida com diferentes concentraces de
quercetina. Os resultados foram apresentados como média + SD e expressos em mg de EQ
(equivalentes de quercetina) por mL de cha. As analises foram realizadas em triplicata
[CHANG et al, 2002].

3.4.4 Identificacao de alcaloides
A anélise qualitativa de alcaldides no cha de S. pterota foi realizada atraves de
método descrito por COSTA [2002], que utiliza os reagentes de Mayer, Bertrand, Dragendorf

e Wagner. Uma aliquota de 2 mL de foi adicionada a 15 mL de &gua destilada e 0,5 mL de
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acido sulfurico diluido a 10%. A mistura foi fervida por 2 minutos e ap6s resfriamento foi
submetida a filtracdo em papel de filtro. Um volume de 50 pL da amostra foi misturada a 50
uL de cada reagente em orificios de uma placa para verificar a positividade da reacdo
(formacdo de precipitado). Solucdo de cloridrato de pilocarpina (Pilocarpina® 2% -

FRUMTOST S/A), um alcaloide natural, foi utilizada como controle positivo da reacao.

3.4.5 Identificacdo de cumarinas

A analise qualitativa de cumarinas no cha de S. pterota foi realizada através de
reacdo entre solugdo alcodlica de hidréxido de potassio 0,5 N e chéd (v/v). A solucdo foi
exposta a luz ultravioleta 365 nm para observacdo de fluorescéncia azul ou verde, que indica
resultado positivo para cumarinas [MATQOS, 1997]. Como controle positivo foram utilizadas
solugcdes de varfarina sédica a 0,5 mg/mL (Marevan® - Farmoquimica S/A) e do

medicamento Venalot® (Takeda Pharma Ltda), composto por 15 mg de cumarina.

3.5 Experimentacdo animal
Ratos machos adultos da linhagem Wistar (n = 48), com peso médio de 150-180
gramas, idade de 6-7 semanas, foram adquiridos do Biotério Central da Universidade Federal
de Uberlandia (UFU). A adaptacdo/quarentena foi realizada no Biotério da Disciplina de
Fisiologia/Campus | da UFTM, onde os animais foram mantidos durante todo o periodo
experimental, sob condicBes de temperatura padrdo de 23°C, fotoperiodo de 12/12h, com
reposicdo didria de racdo e agua. Este estudo foi previamente aprovado pela Comissdo de
Etica em Uso de Animais (CEUA) da UFTM, sob pareceres n°32 e 34/2018/CEUA/UFTM
(Anexo I).
Posteriormente, os animais foram subdivididos em grupos (n = 12), sendo 6 animais
por caixa, e submetidos, por 10 dias, aos seguintes tratamentos, via oral, uma vez ao dia:
o Grupo 1 (Controle): racdo comercial Nuvilab® CR1 e 4gua (dose: 7 mL/kg corporeo);
. Grupo 2 (Fitoterapico): racdo comercial Nuvilab® CR1 e cha de S. pterota (dose: 7
mL/kg corpdreo);
o Grupo 3 (Varfarina sodica): ragdo comercial Nuvilab® CR1 e solugdo aquosa de
varfarina a 0,005mg/mL (dose: 0,07 mg/kg corpdreo);
o Grupo 4 (AAS): ragcdo comercial Nuvilab® CR1 e solugdo aquosa de AAS a 1mg/mL
(dose: 1,5 mg/kg corporeo).
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As substancias testes foram preparadas diariamente, sendo as solucdes de varfarina
sodica (Marevan® - Farmacoquimica S/A) e AAS (Aspirina Prevent® - Bayer Pharma AG)
manipuladas a 0,05 mg/mL e 1mg/mL, respectivamente. O cha foi preparado conforme
descrito no item 3.3.

Decorrido o periodo experimental, metade dos animais (n = 6/grupo) ficaram em
jejum por 12h e foram anestesiados e eutanasiados com xilazina (10 mg/kg) e ketamina (90
mg/kg) para obtencdo de soro e plasma visando a realizacdo dos testes de coagulacao e analise
bioquimica. O sangue foi coletado ap06s decaptacdo dos animais por guilhotina especifica para
roedores. A outra metade foi submetida aos experimentos de inducdo de trombose venosa e

eutanasia ao final da experimentacéo.

3.5.1 Anélise de parametros fisioldgicos

Durante o tratamento, os consumos hidrico e alimentar dos animais foram
monitorados atraves da oferta diéria de quantidades fixas de &gua (300 mL) e racéo (500 g).
Apbs 24 horas, 0 volume de &gua restante no frasco e de racdo remanescente na caixa foram
guantificados em proveta de vidro e balanca digital, respectivamente. A ingesta solida e
liguida média/animal de cada grupo foi determinada pela diferenca entre as quantidades de
alimento ofertado e o restante verificado em cada caixa.

O controle ponderal dos animais em experimentacdo foi realizado, com a
identificacdo prévia dos mesmos com caneta hidrografica atdxica e pesados, a cada dois dias,
em balanca digital, contendo um recipiente plastico para acomoda-los.

Diariamente, no momento do tratamento, alguns sinais clinicos dos animais eram

observados a fim de verificar sangramentos, mortalidade entre outras alteracfes perceptiveis.

3.5.2 Anédlise de parametros bioquimicos

O sangue coletado dos animais foi submetido a centrifugagédo a 2000 rpm por 15
minutos para obtencdo do soro. As dosagens séricas de glicose, triglicerideos, colesterol total,
colesterol-HDL, uréia, acido Urico, creatinina, transaminase glutamico oxalacética (TGO) e
transaminase glutamico piravica (TGP) foram realizadas através de técnicas colorimétricas
utilizando-se Kits comerciais, da empresa Labtest Diagnéstica®. O colesterol-LDL foi
quantificado através da equacéo Friedwald.
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3.5.3 Avaliacéo da atividade antitrombdtica ex vivo

O plasma foi obtido a partir da centrifugacdo do sangue total, coletado em tubos
contendo citrato e centrifugado a 2000 rpm durante 15 minutos. A avaliacdo da atividade
antitrombdtica ex vivo foi realizada atraves de testes padronizados utilizando kits comerciais
da empresa Bioclin® (TPPA e TP) e Labtest® Diagnostica (FIB), conforme instrucbes
contidas nas respectivas bulas.

3.5.3.1 Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA)

O plasma obtido de cada animal foi misturado com célcio e fosfolipidio
(“tromboplastina parcial”). Ao plasma (100 uL), foi adicionado 100 uL de tromboplastina e a
mistura incubada por 3 minutos. A reacdo foi iniciada pela adi¢cdo de 100 uL de cloreto de

calcio 0,25 M e o tempo de coagulacéo registrado em segundos.

3.5.3.2 Tempo de Protrombina (TP)

Tromboplastina (100 uL) foi incubada a 37°C por 5 minutos e misturado a 100 ul de
plasma citratado obtido dos animais tratados. Apds 5 minutos, foi adicionado o complexo
protrombinico, disparando a cascata da coagulacdo e determinando o tempo de coagulacéo.
Os resultados foram expressos em segundos.

3.5.3.3 Ensaios de Fibrinogénio (FIB)

Volume de 200 pL da amostra foi incubada em banho-maria por 6 minutos.
Adicionou-se 0,1 mL do reagente (trombina), disparando o crondémetro para registrar o tempo
de formacdo do coagulo. Os resultados foram calculados através de curva padrdo de
calibracdo (concentracdo de fibrinogénio mg/dL versus tempo de coagulacdo). Os resultados

foram apresentados mg/dL.

3.5.3.4 Tempo de Coagulacgéo (TC)

Um volume de 2,5 mL da amostra de sangue total foi armazenado em um microtubo
sem anticoagulante, e incubada em banho-maria a 37°C. Procedeu-se a homogeneizacao por
inversdo da amostra, disparando o crondmetro para registro do tempo de formagéo do codgulo
[BRASIL, 2016].
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3.5.4 Modelo in vivo de trombose venosa

A técnica utilizada para induzir a formagdo do trombo emprega uma combinacéo de
hipercoagulabilidade e estase sanguinea [VOGEL et al, 1989]. Apos 10 dias de tratamento, 6
animais de cada grupo foram anestesiados por via intramuscular com xilazina (10 mg/kg) e
ketamina (90 mg/kg) e a cavidade abdominal aberta cirurgicamente para a exposi¢éo da veia
cava inferior. Um segmento de 1,0 cm foi isolado, colocando suturas frouxas comegando
imediatamente numa regido abaixo da veia renal direita e terminando logo abaixo da veia
renal esquerda. A hipercoagulabilidade foi induzida por administracdo de tromboplastina
calcica (5,0 mg/kg) a 1,0 cm abaixo do segmento isolado, sendo fechado, primeiro a
extremidade proximal e por ultimo a extremidade distal. Apds 20 minutos de estase, o trombo

foi retirado, seco em estufa a 60°C por 1h e pesado.

3.6 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados através do teste de Grubbs para identificacdo de
outliers, e, posteriormente submetidos a analise estatistica de variancia (ANOVA), seguidos
do teste de Tukey. O intervalo de confianca utilizado foi de 95% (a=0,05) [LAPPONI, 2013].



4. RESULTADOS
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4.1 Caracterizacao fitoquimica

A andlise fitoquimica realizada no cha das folhas de S. pterota demonstrou que esta
preparacdo é constituida por compostos fenolicos, taninos, flavandides/flavonas e cumarinas.
A quantificacdo dos constituintes propostos foi determinada através de curvas de calibracéo,
empregando substancias padrdo para os diferentes grupos fitoquimicos, as quais sao
apresentadas no Anexo Il. Os resultados demonstraram que o ch& possui teor fendlico de
0,072 + 0,003 mg de EAG/mL de ch4, taninos na quantidade de 0,066 + 0,002 mg de EAT/mL
de chéa e contetdo de flavonois/flavonas de cerca de 0,007 + 0,003 mg de EQ/mL de cha.

A Figura 3 apresenta o resultado da analise qualitativa do fitoterapico para deteccéo
de cumarina, indicando positividade, devido a formacdo de coloracdo verde fluorescente na
solucdo. Alcal6ides ndo foram detectados no cha de S. pterota, quando analisados através da
técnica que emprega os reagentes de Mayer, Bertrand, Dragendorf e Wagner. A Figura 4
apresenta o resultado desta avaliacdo, onde se verifica a formacéo de precipitado na presenca

de pilocarpina (alcal6ide padréo) e auséncia de precipitacao no orificio contendo fitoterapico.

/
)

Figura 3 - Resultado da analise do teste para deteccdo de cumarina na presenca de luz
ultravioleta. A - Marevan® (varfarina sodica); B - Cha de S. pterota; C - Venalot®
(cumarina).
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Figura 4 - Resultado da determinacdo qualitativa da presenca de alcaléides em diferentes
sistemas. P - Solucdo de pilocarpina (controle positivo); A - Agua (controle
negativo); C - Cha de S. pterota.

4.2 Experimentacdo animal

4.2.1 Anélise dos parametros fisioldgicos

A Figura 5 apresenta o ganho ponderal médio dos animais submetidos ao tratamento
com diferentes substancias e chd de S. pterota, demonstrando ndo haver diferenca
significativa entre os grupos avaliados e o grupo controle. Os dados de ingestdo alimentar
solida e hidrica sdo apresentados na Figura 6 e 7, respectivamente, e demonstraram que
animais tratados com o fitoterapico ingeriram quantidade de &gua, estatisticamente, superior
em relacdo ao grupo controle. Neste contexto, foi possivel verificar maior umidade na
maravalha, com odor caracteristico de urina, na caixa que acondicionavam 0s animais que
receberam o fitoterapico, sugerindo um aumento na diurese, apesar da mesma nao ter sido
quantificada neste estudo. A Figura 8 apresenta a diferenca no aspecto da maravalha que
acomodavam animais que receberam agua e fitoterapico.

Durante a experimentacdo, ndo foram observados sinais de sangramento nos animais,

bem como néo foi verificada mortalidade até o0 momento da eutanasia.
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Figura 5 - Efeito de diferentes tratamentos sobre o ganho ponderal de ratos Wistar (n =
12/grupo). Resultados apresentados como média + erro padréo.
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Figura 6 - Ingestdo sOlida diaria de ratos Wistar submetidos a diferentes tratamentos
Resultados apresentados como média + erro padrdo. (n = 12/grupo).
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Figura 7 - Ingestdo hidrica didria de ratos Wistar submetidos a diferentes tratamentos
Resultados apresentados como média + erro padrdo. *p<0,05 em relacdo ao
controle. (n = 12/grupo).

Figura 8 - Aspecto da maravalha que acomodavam animais submetidos a diferentes
tratamentos. A = Grupo Controle; B = Grupo Fitoterapico.
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4.2.2 Analise dos parametros bioquimicos

Os dados da avaliacdo dos parametros bioquimicos séricos, incluindo glicose,
triglicérides, colesterol total, colesterol-HDL, colesterol-LDL, transaminases, uréia, acido
urico e creatinina estdo apresentados na Tabela 1. Os resultados ndo demonstraram diferencas
significativas nos parametros hepaticos (TGP e TGO) e renais (ureia, acido Urico e creatinina)
entre 0s animais que receberam o fitoterapico e o grupo controle. Aumento significativo nos
niveis de uréia foi verificado no grupo tratado com varfarina em relacéo ao controle.

Em relagdo as taxas de colesterol total e fracdo de colesterol-LDL, animais
submetidos ao tratamento com o fitoterdpico e varfarina apresentaram niveis,
significativamente, inferiores quando comparados ao controle, demonstrando que tais

solugdes, nas doses administradas, melhoraram o perfil lipidico dos animais.

Tabela 1 - Valores dos pardmetros bioquimicos sanguineos de ratos submetidos a diferentes
tratamentos. Resultados apresentados como média + erro padrdo. (n > 4/grupo).

Controle Fitoterapico Varfarina AAS

Glicose (mg/dL) 101,34 + 7,36 115,57 + 10,65 108,00 + 10,52 107,87 + 10,16

Triglicerideos 69.89 + 3,63 63,66 + 4,72 77,62 + 3,58 70,58 + 1,16

(mg/dL)
Colesterol Total 141 77, 494  7257+373%  8122+621* 12303 + 10,23
(mg/dL)
Colesterol HDL 376,427 52714282  5297+302 41,03 +5.79
(mg/dL)
Colesterol LDL  g53/,388  742+4549% 1636+ 244* 67,89 + 508*
(mg/dL)
Uréia (mg/dL) 75,75 + 3,28 7415 + 2,02 87,07 +330 84,00 + 2,30
Acido urico 3,13+ 0,57 3,62 + 0,80 3,14 + 0,62 3,25+ 0,29
(mg/dL)
Creatinina (mg/dL) 0,45 + 0,12 0,56 + 0,10 0,51 + 0,09 0,69 +0,10
TGO (U/mL) 13022 +2,90  13744+708  11800+7.24 119,00 +4,76
TGP (U/mL) 41,88 + 2,84 4919 + 526 42,96 +430 5371 +559

*p<0,05 em relagdo ao controle.
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4.2.3 Atividade antitrombética

Os resultados dos ensaios de TTPA, TP, fibrinogénio e tempo de coagulacdo dos
animais tratados com o ché de S. pterota e demais substancias testes estdo descritos na Tabela
2. Nédo foram verificadas diferencas significativas entre o grupo controle e 0s que receberam
outros tratamentos na andlise do TPPA e TP, no entanto, os niveis de fibrinogénio mostraram-
se, estatisticamente, aumentados em animais tratados com o fitoterapico e AAS, quando
comparados aos animais que receberam agua. Os dados demonstraram que o fitoterapico e 0s
farmacos testados provocaram retardo no tempo de coagulacdo, sendo este resultado,
significativamente, distinto do observado no grupo controle.

Os efeitos do fitoterapico, da varfarina e do AAS na formacdo do trombo induzido
por hipercoagulabilidade e estase estdo representados na Figura 9. Os resultados monstraram
que o ché de S. pterota e os antitrombdticos testados provocaram reducdo significativa do
trombo induzido, quando comparado ao grupo controle. O fitoterapico foi capaz de diminuir a

formacéo do trombo em cerca de 37,35%.

Tabela 2 - Efeito de diferentes tratamentos sobre o TPPA (Tempo de Tromboplastina Parcial
Ativada), TP (Tempo de Tromboplastina), FIB (Ensaio de Fibrinogénio) e TC
(Tempo de coagulacdo) de ratos Wistar. Resultados apresentados como média +
erro padrdo. (n > 5/grupo).

TTPA (s) TP (s) FIB (mg/dL) TC (s)
Controle 25,20 +2,23 21,73 +1,09 308,87 + 3,83 30,4+ 0,67
Fitoterapico 29,15+2,71 22,62 + 0,86 329,05 + 6,47* 35,83+ 0,87*
Varfarina 28,20 + 2,06 21,00 + 0,70 315,35 + 2,25 48,6 +1,92*
AAS 25,69 + 0,69 22,08 + 0,47 325,77 +5,74 79,8 + 2,92*

*p<0,05 em relagdo ao controle.
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5. DISCUSSAO
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Apesar da S. pterota ser utilizada para o tratamento de tromboembolismo, escassas
sdo as informacdes quimico-bioldgicas sobre esta espécie vegetal. Nos ultimos anos, a
caracterizagdo quimica de preparacGes fitoterapicas vem sendo amplamente exigida no
desenvolvimento de novos fitoterapicos, a fim de garantir sua qualidade e assegurar a eficacia
clinica, além de correlaciond-la ao conteudo de principios ativos presentes no
fitomedicamento.

Na literatura cientifica ndo ha estudos que descrevam o conteudo fitoquimico do cha
de folhas S. pterota. Apenas MOURA et al [2006] relataram a presenca dos esterdis
estigmasterol, campesterol, beta-sitosterol, sitosterol e 3-O-beta-glicopiranosil em extrato
etanolico obtido da parte aérea da espécie. Estudos quimicos de espécies da familia
Cyperaceae revelaram a existéncia de diferentes tipos de flavonoides, incluindo flavonas,
flavondis e proantocianidinas em plantas do género Scleria [HARBORNE et al, 1985; MAIA
et al, 2005].

Os resultados deste estudo mostraram que o chd de folhas de S. pterota possui
substancias fenolicas, entre as quais foram identificados taninos, flavondides e cumarinas.
Compostos fendlicos sdo caracterizados por possuirem, pelo menos, um anel aromatico no
qual, a0 menos, um hidrogénio é substituido por um grupamento hidroxila [SIMOES et al,
2017]. Estas substdncias podem ser extraidas pelos métodos de infusdo, decoccdo ou
maceragio em agua ou solventes organicos [KAHKONEN et al, 1999]. Autores relatam que
0s chas sdo uma das melhores fontes extrativas desses compostos [LIMA et al, 2004]. A estes
compostos sao atribuidas propriedades bioldgicas importantes como quelar metais e
sequestrar radicais livres, auxiliando na manutencdo da saude celular [ALU'DATT et al,
2017].

Atualmente, é amplamente conhecida a propriedade antioxidante e participacdo de
substancias fendlicas na reducdo dos niveis séricos de colesterol, atuando como
cardioprotetores [SIMOES et al, 2017; CHENG et al, 2017]. Neste aspecto, a reducio de
colesterol total e fracdo LDL, verificada nos animais que receberam o fitoterapico, pode estar
relacionada a presenca destes constituintes no cha. O efeito hipocolesterolémico também foi
observado no grupo tratado com varfarina, resultados que corroboram com os achados de
MAKKI [2018], que em estudo realizado em pacientes com doenga arterial coronariana,

verificou reducdo, significativa, nos niveis de colesterol total e colesterol-LDL de pacientes



43

em tratamento com varfarina. Diante dos resultados na reducdo dos niveis de colesterol
verificados neste estudo e, visto a varfarina ser um congénere sintético do dicumarol (bis-
hidroxicumarina) [BRUNTON, 2015], sugere-se que a atividade hipolipemiante do cha possa
ser atribuida a presenca de cumarinas. Alguns estudos descrevem o potencial hipolipidémico
desse grupo fitoquimico e seus derivados [KOTTAI, 2016; TEJADA et al, 2017].

Outras substancias de origem natural com importante papel na reducdo dos niveis de
colesterol sanguineo e do risco de doencas cardiovasculares sdo os fitoesterdis
[LOTTENBERG et al, 2002; GHAEDI et al, 2019]. O p-sitosterol, campesterol e
estigmasterol pertencem a subclasse dos esterdis 4-desmetil, a qual é atribuida o efeito
hipocolesterolémico [FANI, 2016; CABRAL; KLEIN, 2017]. Alguns destes fitoesterois
(campesterol e estigmasterol) foram identificados por MOURA et al [2006] em extrato obtido
das partes aéreas de S. pterota, o que pode contribuir para a acdo hipolipemiante induzida pelo
cha.

Os resultados da analise bioquimica sérica de animais tratados com o fitoterapico,
incluindo glicose, triglicérides, colesterol-HDL, perfil hepatico (TGP e TGO) e renal (uréia,
acido urico e creatinina) ndo demonstraram alteracdes significativas nos parametros
analisados. A avalia¢do bioquimica sanguinea associada a investigacdo de outros parametros
fisioldgicos, auxilia na obtencdo de informacfes sobre possiveis efeitos toxicos produzidos
por principios ativos e fitoterdpicos. Segundo as disposicfes da ANVISA, em testes de
toxicidade, a avaliacdo da mortalidade, sinais clinicos, variaces no peso corporal e no
consumo alimentar, patologia clinica (hematologia e bioquimica) e investigacfes anatomo-
histopatoldgicas, sdo necessarias para garantir a seguranca farmacoldgica de fitoterapicos
[ANVISA, 2013].

Os resultados do monitoramento ponderal de animais submetidos aos tratamentos
com o fitoterapico, varfarina e AAS demonstraram ndo haver diferenca significativa quando
comparados ao grupo controle. Em relacdo a ingestdo de alimentos sélidos também n&do foram
verificadas disparidades, entretanto, foi constatado que animais tratados com o fitoterapico
ingeriram quantidade de agua, estatisticamente, superior em relacdo ao grupo controle. Tal
resultado pode estar associado aos sinais clinicos observados em relacéo a diurese, que apesar
de ndo ter sido quantificada neste estudo, foi possivel verificar maior umidade da maravalha e
odor mais intenso de urina nas caixas que acondicionavam 0s animais que receberam o
fitoterapico. Neste sentido, o uso popular e tradicional de plantas do género Scleria como
poderosos diuréticos e diaforeticos [CORREA, 1984: GROSVENOR, 1995] parece estar
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correto e podem justificar o aumento na ingestdo hidrica verificado pelos animais que foram
tratados com o fitoterapico.

Em determinadas situacfes clinicas, diuréticos sdo empregados no tratamento do
tromboembolismo pulmonar visando o controle de hipertensdo pulmonar [GISMONDI, 2018;
PETRIS et al, 2019]. Apesar de autores relatarem o uso de plantas do género Scleria como
diuréticos, ndo h& dados na literatura cientifica quanto ao seu uso etnofarmacolégico para o
tratamento de doencas tromboembdlicas. O emprego terapéutico da navalha de mico para esta
finalidade, por uma comunidade na regido de Araxa (MG), instigou a avaliacdo das
potencialidades farmacoldgicas desta espécie sobre pardmetros envolvidos na coagulacdo
sanguinea.

Os resultados deste estudo demonstraram que o fitoterapico interferiu no tempo de
coagulacdo sanguinea, apresentando-se aumentado, significando um retardo na coagulagédo
sanguinea. Este efeito também foi verificado em animais tratados com varfarina e AAS. O
tempo de coagulacdo é afetado principalmente por alteracbes na via intrinseca, podendo
apresentar-se elevado em situaces de deficiéncia de fibrinogénio, hemofilias, hepatopatia
severa, deficiéncia de vitamina K, trombocitopenia, uremia e na presenca de anticoagulantes
circulantes. A heparinoterapia promove aumento do tempo de coagulacdo devido a inibicdo
da converséo de fibrinogénio em fibrina, um processo que ocorre sob ac¢éo da trombina [SBC,
2013]. DUBOSCQ et al [2018] observaram aumento, ndo significativo, de fibrinogénio
guando do uso de diferentes farmacos antitrombdticos, incluindo heparina, inibidor de
vitamina K e dabigatrana.

Aumento significativo nas quantidades plasmaticas de fibrinogénio foi evidenciado
em animais que receberam o fitoterapico e AAS, entretanto ndo foram observadas diferencas
significantes para o TPPA e TP, em relacdo ao grupo controle. Alguns pesquisadores
verificaram que o uso de dabigatrana, anticoagulante inibidor de trombina, provocou aumento
nos niveis de fibrinogénio [ATSUSHI et al, 2017], o qual pode ser decorrente da inibigcdo da
transformacéo do fibrinogénio em fibrina, efeito que dificulta formagéo do trombo.

Segundo o0 DORLAND [1999], um agente antitrombotico é definido como aquele
que age interferindo ou impedindo a formagdo do trombo. Neste sentido, os resultados deste
trabalho demonstram que o cha de folhas de S. pterota possui a¢do antitrombatica, visto que
foi verificada reducéo significativa, cerca de 37,35%, no peso do trombo formado em relagéo

ao grupo controle.
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Diante do efeito antitrombético e do aumento do tempo de coagulagdo induzido pelo
chd, esperava-se que o TTPA e/ou TP também estivessem alterados, uma vez que tais
parametros estdo relacionados a deficiéncias ou anormalidades na via intrinseca e extrinseca
de coagulacao, respectivamente. No entanto, estes efeitos ndo foram verificados. MENDES-
SILVA et al [2003], em andlise da atividade antitrombdtica da glicirrizina, verificaram
alteracdo no peso do trombo, mas somente em altas doses do fitofarmaco observaram
aumento de TTPA, mostrando que estes efeitos podem ser dose e tempo dependentes. ZONG
et al [2017] também encontraram uma relacdo dose-dependente na acédo inibitdria de fendis
sobre parametros envolvidos na coagulacao.

O efeito antitrombdtico do chéa de S. pterota pode estar relacionado a presenca de
compostos fenolicos, tais como taninos, flavonodides e cumarinas. Neste aspecto, taninos
poderiam estar interagindo com mediadores envolvidos no processo de coagulacao, pois séo
muito reativos e quando oxidados, formam ligacGes covalentes com alguns grupos funcionais,
alterando a funcionalidade de proteinas e interferindo com cofatores enzimaticos e vitaminas
[BENEVIDES et al, 2011; MONTEIRO et al, 2005]. Em estudos de andlise quimica
estrutural (docking), BIJACK et al [2014] descrevem a possibilidade de inibicdo do fator Xa
da cascata de coagulacdo devido as caracteristicas moleculares que apresentam. AKIBA et al
[1998] verificaram que o extrato de Ginkgo biloba tem efeito sobre a coagulacdo sanguinea
por inibir a agregacdo plaquetéria induzida pela adenosina difosfato (ADP) e antagonizar o
efeito do fator de agregacéo plaquetaria (FAP).

Atualmente, a varfarina, um antagonista da vitamina K, é um dos anticoagulantes, da
classe dos cumarinicos, mais utilizados para tratamento do tromboembolismo a longo prazo, o
qual atua na inibig¢do de y-carboxilacdo de proteinas, pré-fatores de coagulacdo, dependentes
de vitamina K [MAFFEI et al, 2008]. Cumarinas e taninos presentes na espécie Aesculus
hippocastanum (castanha-da-india) apresentam propriedades farmacoldgicas que auxiliam na
prevencdo de eventos tromboembdlicos, visto que sdo tdnicos da circulacdo venosa,
diminuem o retorno venoso e edema, além de apresentarem efeito vasodilatador suave
[CARMONA et al, 2016].

Pelo exposto, o chd das folhas de Scleria pterota possui efeito antitrombotico,
indicando que o uso empirico desta espécie estd correto. Sugere-se que a presenca de fenois
totais, incluindo taninos, flavondides e cumarinas, na preparacdo fitoterdpica, tenham
participacdo no efeito verificado. A administracdo do fitoterapico parece ser segura, visto que

ndo foram verificados sinais clinicos de toxicidade e mortalidade. Entretanto, devem ser
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realizados testes para a avaliagdo histopatoldgica de figados e rins, além da necessidade de
investigacdo dos niveis aumentados de fibrinogénio verificados, visto ser considerado uma
proteina de fase aguda.

Além de promover a aplicacdo correta e segura do cha de folhas de S. pterota,
espera-se que este estudo possa subsidiar o desenvolvimento de terapias mais acessiveis a
portadores de doengas tromboembolicas e de outras disfungdes relacionadas ao sistema

cardiovascular.



6. CONCLUSAO
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Através da analise dos resultados deste estudo foi possivel concluir que o cha de
folhas de S. pterota possui compostos fendlicos, dentre eles, taninos, flavondides e cumarinas

na sua constituicao fitoquimica.

A avaliacdo dos pardmetros fisioldgicos, bioquimicos e envolvidos na coagulagédo
sanguinea de ratos Wistar submetidos ao tratamento com a preparacgdo fitoterdpica, na dose
avaliada, por 10 dias permitiu concluir que o cha:

a) induz o aumento na ingestao de agua e ha indicios de maior diurese em relacédo aos
animais que receberam agua;

b) apresenta acdo hipolipemiante devido a reducdo dos niveis séricos de colesterol
total e fracdes de colesterol-LDL;

c) interfere no processo de coagulagdo sanguinea, retardando o tempo de coagulacao;

d) tem efeito antitrombotico, visto a reducdo significativa no peso de trombos
formados;

e) ndo induz mortalidade dos animais, sugerindo ser seguro, além da auséncia de

alteracdes biogquimicas, hepaticas e renais.

Apesar de ser considerada uma “erva daninha” por parte de agricultores, a espécie S.
pterota revela-se como um promissor fitoterapico, principalmente no que tange ao tratamento

de doencas cardiovasculares.
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ANEXO | - Parecer n° 32/2018/CEUA/PROPPG

SEIVUFTM - 0106775 - Parecer Técnico haps://sei.uftm, edu.br/sei/controlador.php?acao=documento_im...

Universidade Federal do Tridngulo Mineiro
Comiss&o de Etica no Uso de Animais
R. Conde Prados. n* 191 - Bairro Abadia UberabaG CEP 38025-260
(34) 3700-6802 E-mail. ceua@uftm edu.br

Uberaba, 08 de outubro de 2018
PARECER N° 32/2018/CEUA/PROPPG
PROCESSO N* 23085.007919/2018-74
KARINA FERRAZZOLI DEVIENNE VICENTINE, VALDO JOSE
INTERESSADO: DIAS DA SILVA, PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-
GRADUACAO

ASSUNTO-PW“ de aprovacdo da proposta " Estudo da eficdcia de Scleria pterota no tratamento
"~ 7’de doengas tromboemboliticas "

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Estudo da eficacia de Scleria pterota no tratamento de
doengas tromboemboliticas”, registrada com o n°® 23085.007919/2018-74, sob a responsabilidade de
Karina Ferrazzoli Devienne Vicentine — que envolve a produgéo, manutengio e/ou utilizagiio de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794 de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle ¢ Experimenta¢do Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro, em reunido de 05/10/2018.

Finalidade ( ) Ensino ( x ) Pesquisa Cientifica
| Vigéncia da autorizagdio 22/10/2018 a 30/06/2019
Espécie/Linhagem/Raga Ratos heterogénicos Sprague Dawley
N° de animais 64
Peso/idade 250-280 gramas / 75 dias
Género Fémeas
Ori Biotério Central da Universidade de S@io Paulo - USP, campus Ribeirdo
Mg Preto.
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SEVUFTM - 0106775 - Parecer Técnico hnps:n‘."sci.uﬂm.edu.br."scin‘comrolador.php?acaoadocumcmojm...

Prof. Dr. Aldo Rogelis Aquiles Rodrigues
Coordenador da CEUA

Documento assinado  eletronicamente por ALDO ROGELIS AQUILES RODRIGUES,
Coordenador(a) da Comissio de Ftica no Uso de Animais. em 08/10/2018, as 08:11, conforme

horério oficial de Brasilia, com fundamento no art. 6° § 1° do Degreto n° 8.539, de 8 de outubro de
2015 eno art. laawmmn:mmu

a A autemacldadc deste documcmo podc ser. confenda no site  http:/seiufim.edubr
= rolz g JCesS informando ©

Referéncia: Processo n® 23085.007919/2018-74 SEI n? 0106775
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ANEXO | - Parecer n° 34/2018/CEUA/PROPPG

SEIVUFTM - 0115655 - Memorando

Universidade Federal do Tridngulo Mineiro

ComisaBo de Etica no Uso de Animais

R. Cande Prados. n* 191 - Bairro Abadia. Ubaraba/MG CEP 38025-260

(34) 3700-6802 E-mail: caua@@ufim.edu.br

Memorando n® 34/2018/CEUA/PROPPG

Ao(A)
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hups:/sel.ufim.edu.br/sei/controlador.php?acao~documento_im...

Uberaba, 29 de outubro de 2018

KARINA FERRAZZOLI DEVIENNE VICENTINE

PARECER N [(34/2018/CEUA/PROPPG

PROCESSO N°® [23085.007919/2018-74

INTERESSADO:

vA FERRAZZOLI DEVIENNE VICENTINE

ASSUNTO:

Aprovacio de alteragio de projeto " Estudo da eficécia de Scleria prerota no tratamento
de doengas tromboemboliticas *

Certificamos que o pedido de alterago do projeto de pesquisa intitulado “Estudo da eficicia
de Scleria prerora no tratamento de doengas tromboemboliticas™, registrada com o n°
23085.007919/2018-74, sob a responsabilidade de Karina Ferrazzoli Devienne Vicentine — que

APROVACAO DE ALTERACAO DE PROJETO

envolve a produgfio, manutengio e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica — foi aprovado pela Comisséo de

.

Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, em reunifio

de 19/10/2018. De acordo com a solicitagdo de modificagdio e da aprovago em reunifio o projeto de
pesquisa passa a figurar da seguinte forma:

Fspécic/l.inhagem/Raqé{Rﬂtos heterogénicos Wistar

lof2
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SEVUFTM - 0115655 - Memorando https:.",'sei.uﬂm.edu.br-‘sei"oonuolador.php‘?acao-dowmentouim..A
IN® de animais 64
Pesofidade 150-180 gramas / 5 - 6 semanas
Género Machos
Origem Biotério Central da Universidade Federal de Uberlandia-UFU.

2of2

Prof, Dr. Aldo Rogelis Aquiles Rodrigues
Coordenador da CEUA

Documento  assinado  eletronicamente  por ALDO ROGELIS AQUILES RODRIGUES,
Coordenador(a) da Comissio de Etica no Uso de Animais, em 29/1002018, as 15:10, conforme
horério oficial de Brasilia, com fundamento no art. 6°, § 1°, do Deereto n° 8.539. de

2015enoart. 14 da ° 34, de 28 de dezembro de 2017.

1 A autenticidade  deste  documento  pode  ser conferida no site  hitpu/seiuftm.edubr
3! isel/controlador_extemo.phplacao=documento_conferirid_orgao_acesso_exteme=0, informando 0
codigo verificador 0118655 ¢ o codigo CRC 1B15238E.
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Figura 1 - Curva padréo de acido galico para determinagdo de compostos fendlicos presentes
no cha de S. pterota.
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Figura 2 - Curva padrédo de acido tanico para determinagédo de taninos presentes no cha de S.

pterota.
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Figura 3 - Curva padrdo de quercetina para determinacdo de flavondides presentes no cha de
S. pterota.





