1 INTRODUCAO

Com o advento da tecnologia, 0 comportamento humano passou por varias
mudancgas, principalmente nos aspectos relacionados a satde, ocorrendo uma transi¢do no
perfil epidemioldgico com a reducdo das doencas infecciosas e parasitarias, passando a
haver predominio das doencas cronicas nao-transmissiveis (DCNT) (Pontes et al., 2006;
WHO, 2013; Piuvezam et al., 2015). Com o passar dos anos, observou-se uma mudanca no
perfil epidemioldgico caracterizado pela reemergéncia de doengas infecciosas (Waldman e
Sato, 2016), as DCNT ainda se mantem entre as principais responsaveis pelos ébitos
mundias, favorecendo o desenvolvimento desse quadro epidemioldgico atual (WHO, 2013;
Piuvezam et al., 2015).

A obesidade tem distribuicdo mundial, com incidéncia crescente e que proporciona
sérias complicacbes médicas, devido ao grande potencial para a predisposicdo de outras
doengas como hipertensdo, Diabetes Melittus (DM), cardiovasculares e osteoartrites,
resultando em aumento crescente de morbidades, diminuindo a qualidade de vida e
causando mortes prematuras de varias pessoas (Zimmermann e Kirsten, 2008).

Plantas medicinais sdo conhecidas por apresentarem atividade biol6gica, possuindo
um ou mais principios ativos Uteis a saude humana (De Almeida et al., 2012). Em geral,
mais de 60% da populacio mundial, sendo 80% da populacdo de paises em
desenvolvimento, dependem diretamente de plantas para fins terapéuticos, seja de forma
preventiva e/ou curativa, resultantes do conhecimento tradicional, oriundo de diversas
geracOes (Bagatini et al., 2007).

Dentre os biomas, o Cerrado ocupa 22,0% do territorio brasileiro e apresenta
caracteristicas unicas como tipo de solo e clima que afetam diretamente o desenvolvimento
das plantas. Sdo aproximadamente 6.500 espécies de plantas nativas no Cerrado, das quais
apenas cerca de 200 ja tém algum uso econémico identificado devido a sua composi¢do em
moléculas, com importantes principios ativos Uteis para o tratamento e cura de numerosas
doengas. Contudo, inclui-se na relagdo dos 17 ecossistemas mais degradados do planeta,
sendo um dos pontos concentradores (“hot spots”) mundiais de biodiversidade e
considerado prioridade para a conservacdo em nivel global (Durigan et al., 2007).

A cadeia produtiva de plantas medicinais, desde o cultivo até a comercializacao,
deve ser muito bem estudada em todas as etapas do processo, para que 0 conjunto

proporcione um produto final de qualidade. A importancia de estudos sobre o



comportamento fisioldgico das plantas medicinais consiste em gerar conhecimentos que
possibilitem determinar condicGes ideais de cultivo. Isso, porque se tem registrado a
influéncia de fatores ambientes determinando variacdes sobre o teor e a composicédo
quimica e o acumulo de biomassa em plantas medicinais (Vimolmangkang et al., 2010).

A familia Rubiaceae é a mais frequente no Cerrado brasileiro, sendo os géneros
Alibertia, Psychotria, Palicourea e Tocoyena os que detém maior nimero de espécies
(Mendonca et al., 2013) com diversas utilidades de importancia econémica e farmacéutica
(Da Silva, 2013). Algumas espécies do género Alibertia apresentarem atividades biologicas
antitumoral e citotdxica (Gupta et al., 1996; Gadelha Militao et al., 2005) e antioxidante
devido a presenca de compostos fendlicos de Alibertia sessilis (Rocha, 2011). Buscou-se
estudar a Alibertia edulis (L.C. Rich.)) A.C. Rich., popularmente conhecida por
“marmelada-bola” e “marmelo do cerrado” (Persson, 2000; Marin, 2006; Barreiro e
Machado, 2007; Lehn et al., 2008; Cardoso e Moreno, 2013).

Alguns estudos tém demonstrado complicagdes decorrentes da obesidade e da
sindrome metabolica, que em conjunto, podem influenciar negativamente a qualidade de
vida das pessoas (Takeuchi et al., 2009; Vetter et al., 2011). Os efeitos benéficos dos
vegetais a salude do homem sédo atribuidos a presenca de substancias naturais, dentre as
quais, destacam-se os compostos fendlicos, pigmentos, acido ascorbico, fibras e outros
componentes bioativos. Ja foi evidenciada a associacdo direta entre 0 consumo regular de
alimentos ricos em compostos fendlicos com a reducdo do risco de doencas
cardiovasculares (Actis-Goretta et al., 2003; Geleijnse e Hollman, 2008).

Os efeitos protetores de substancias bioativas presentes nas plantas, como por
exemplo os compostos polifendlicos, podem ser atribuidos, a0 menos em parte, a suas
propriedades antioxidantes (Faller e Fialho, 2009). Sendo assim, para que se possa garantir
a eficacia e a seguranca dos produtos com fins medicinais € necessario aliar os estudos da
composicdo quimica das plantas as atividades farmacol6gicas a serem observadas. No
entanto, a concentracdo dessas substancias pode variar conforme fatores, como regido
geogréfica de plantio, variacdo & exposicdo solar, método de cultivo e fertilizagdo
aplicados (Faller e Fialho, 2009). Desta forma, este estudo visa verificar a triagem
fitoquimica da A. edulis nativa e identificar o potencial farmacoldgico do extrato aquoso
das folhas de A. edulis, ainda ndo evidenciadas, em especial sobre atividades
hipoglicemiante, hipotensora, anti-hipertensiva, diurética e antioxidante em modelos

experimentais.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DOENCAS CRONICAS NAO TRANSMISSIVEIS (DCNT)

O Brasil, ao seguir a tendéncia mundial, tem passado por processo de transi¢éo
demogréfica, epidemiolodgica e nutricional desde a década de 60, resultando em alteracGes
no estilo de vida, e por consequéncia nos padrbes de ocorréncia de doengas, como um
aumento significativo da prevaléncia das doencas crionicas nao transmissiveis (DCNT)
(Malta et al., 2006).

As DCNT sdo causa importante de morte no Brasil, principalmente nos grandes
centros urbanos, nas quais inumeros fatores de risco estdo relacionados dificultando a
remocao, ou atenuacgdo, contribuindo para o aumento da mortalidade (Rego et al., 1990;
Piuvezam, et al., 2015).

As DCNT sao doengas multifatoriais relacionadas a determinados fatores de risco
modificaveis que contam com uma abordagem comum para sua prevencdo, a mudanga no
estilo de vida. Dentre estes se destacam o tabagismo, o consumo excessivo de bebidas
alcoolicas, a obesidade, as dislipidemias, a alimentacdo ndo saudavel e a inatividade fisica.
Pequenas mudancas, nestes fatores, podem impactar significativamente na reducdo de
mortes ou incapacidades causadas por elas (Manso et al., 2016).

As DCNT se tornaram a principal prioridade na area da satde no Brasil, visto que
a cada quatro mortes, trés foram atribuidas a elas, representando 34% dos Gbitos do pais
considerados prematuros por atingir a parcela da populacdo de 30 a 69 anos de idade
(WHO, 2013). As DCNT sdo a principal fonte da carga de doenca, e, entre elas, 0s
transtornos neuropsiquiatricos detém a maior parcela de contribuicdo, atingindo a parte
mais pobre da populagéo. Por terem menos recursos, algumas pessoas tém dificuldades nas
mudancas de estilo de vida, menos acesso aos servicos de saude de qualidade, como
servicos de diagndstico, tratamento e medicamentos essenciais. Outros riscos de salde
estdo relacionados a fatores ambientais, transi¢do rural-urbana, o aumento da exposicao a
violéncia e lesbes, doencas persistentes infancia, desvantagens no desenvolvimento da
primeira infancia, e questdes de salde materna que ao longo do curso de vida estdo
associadas as DCNT (WHO, 2013).

A obesidade, DM e hipertenséo arterial s&o as principais responsaveis pelos
problemas cardiovasculares que acometem a populacdo brasileira (Chor e Menezes, 2011,

WHO, 2013), entretanto, € importante notar que a prevaléncia de DM e hipertensdo esta



aumentando, paralelamente a prevaléncia de excesso de peso e esses aumentos estdo
associados a mudancas desfavoraveis na dieta e na atividade fisica. As tendéncias adversas
provocadas pela maioria dos fatores de risco trazem um enorme desafio e demandam a¢oes
e politicas adicionais e oportunas, especialmente as de natureza legislativa e regulatoria, a
fim de fornecerem atencdo custo-efetivas a condi¢es crénicas para individuos afetados
por DCNT (Chor e Menezes, 2011).

As DCNT podem ser agravadas, principalmente pelo estresse oxidativo, que é um
desequilibrio entre as espécies reativas de oxigénio (ERO) e a capacidade de acdo dos
antioxidantes presentes no organismo. Para reduzir os danos do estresse oxidativo, 0s
antioxidantes dietéticos atuam como moléculas doadoras, neutralizando o radical livre
(Zimmermann e Kirsten, 2016).

Nos ultimos 30 anos, observou-se um crescimento no interesse pelos problemas
relacionados ao estresse oxidativo e aos radicais livres, que causam injaria celular,
agravando algumas doencas, em geral, pelo processo inflamatorio gerado. Dessa forma,
pesquisas buscam alternativas para reduzir os efeitos prejudiciais do excesso de ERO e
melhorar a capacidade antioxidante do organismo, como forma de tratamento e prevencao
dessas doencas e suas complicagfes (Zimmermann e Kirsten, 2016).

Considerando o crescimento epidemiolégico das DCNT, como DM e eventos
cardiovasculares, diferentes alimentos sdo estudados por possuirem nutrientes com funcédo
antioxidante, tais como o &cido ascorbico (vitamina C), o B-caroteno, o a-tocoferol, o
zinco, os flavonoides e o selénio. Assim, pesquisas nutricionais objetivam amenizar
deficiéncias nutricionais, com a finalidade, também, de prevenir doengas cronicas.

(Zimmermann e Kirsten, 2016).

2.1.1 Estresse Oxidativo

O consumo de oxigénio durante a respiragdo celular e algumas funcbes
imunoldgicas realizados pelas células sdo responsaveis pela producdo de moléculas
conhecidas como espécies reativas de oxigénio (ERO) (Oga, 2003). O termo ERO é um
conceito que engloba agentes que ndo sdo radicais livres (RL), mas sdo derivados do
oxigénio, com fungdes semelhantes (Halliwell, 2007). Estes, possuem um ou mais elétrons

desemparelhados, sendo, por isso, moléculas altamente instaveis, que tendem a oxidar



biomoléculas, tais como &cidos nucléicos, lipidios, proteinas, acidos graxos poliinsaturados
e carboidratos para atingirem a estabilidade (Arivazhagan et al., 2001).

O aumento excessivo de ERO pode gerar um processo de estresse oxidativo, que é
caracterizado por dano a biomoléculas com prejuizos ao funcionamento celular. Apds
exposicdo celular a ERO e alteracdo no sistema antioxidante fisiolégico, hd o
desencadeamento do processo de transcricdo de genes inflamatérios e os fatores de
transcricdo regulados através de mecanismos redoxsensiveis. Neste sentido, ocorre a
ativacdo de genes que codificam citocinas inflamatdrias e moléculas de adesao, tendo
como consequéncia o desenvolvimento das DCNT que envolvem componentes tanto
genéticos quanto ambientais (Soares et al., 2015).

Existe um grande interesse no estudo dos antioxidantes por se tratarem de
substancias capazes de prevenir e apresentar alto potencial terapéutico em doencas
causadas por RL, até mesmo em pequenas quantidades (Noguchi e Niki, 2000). Sabe-se
que muitas plantas possuem propriedades antioxidantes e farmacoldgicas, principalmente
por apresentarem em sua composicao fitoquimica substancias como compostos fenolicos,
especialmente acidos fenolicos e flavonoides (Gulgin, 2012).

Substancias com essas propriedades podem proteger as células contra os efeitos
danosos causados por ERO, tais como oxigénio singleto (*02), superéxido (02™), radicais
peroxila, hidroxila (HO"), radical alquila (L"), alcoxila (LO") e peroxila (LOO"). Ja 6xido
nitrico (NO"), peroxido nitrito (ONOOQO"), oxido nitroso (N2O3) mais algumas derivadas do
nitrogénio sdo consideradas espécies reativas de nitrogénio (ERN) (Halliwell, 2006; Orhan
et al., 2009; Hekimi et al., 2011).

O desequilibrio entre a formacdo e a remoc¢do destas substancias no organismo,
gera um estado pro-oxidante denominado estresse oxidativo que favorece a ocorréncia de
lesbes oxidativas em macromoléculas e estruturas celulares. Isto acontece devido a
diminuicdo dos antioxidantes endégenos ou por menor formagdo ou maior consumo, ou
pelo aumento da geragéo de radicais livres (Tirapegui, 2006; Halliwell, 2007).

Dentre as ERO, as principais sdo o anion superéxido (02~) e 0 HO". Além destes, 0
peroxido de hidrogénio (H202), que ndo apresenta elétrons desemparelhados em sua ultima
camada, é uma espécie reativa considerada como composto ndo radicalar (Halliwell, 2007;
Suzuki-Karasaki et al., 2014). A reducdo de oxigénio durante o transporte de elétrons
mitocondrial pode gerar o anion superoxido, este pode participar na formagdo do HO’

através da reducdo de quelatos de Fe** formando Fe?* (Reacdo de Haber-Weiss) ou ser



reduzido e produzir H>O2, que pode atravessar facilmente membranas e reagir com
proteinas ligadas ao ferro (Denicola e Radi, 2005).

O HO" é formado a partir de H20 na presenca de Fe?* ou outro metal de transigéo
(Reacdo de Fenton), este reage amplamente com aminoacidos, acido desoxirribonucleico e
acido ribonucleico, além de estar envolvido na lipoperoxidagdo, processo de oxidagdo dos
acidos graxos poliinsaturados da membrana celular (Halliwell, 2007; Valko et al., 2007).

Os antioxidantes reduzem os niveis de ERO, minimizando efeitos bioldgicos
nocivos as células, podendo ser classificados como enzimaticos e ndo enzimaticos (Simic e
Jovanovic, 1994; Halliwell, 2007).

Dentre os antioxidantes enzimaticos, o mais estudado é a enzima superdéxido
dismutase (SOD) que é capaz de reduzir o O2™ formando H20>, o qual é menos reativo e
pode ser degradado pelas enzimas catalase (CAT) ou glutationa peroxidase (GPx) ou
glutationa (GSH), as quais exercem uma importante manutencdo do equilibrio redox
celular (Chaillou e Nazareno, 2006; Huber et al., 2008a e b).

Quanto aos ndo enzimaticos, sdo formados por vitaminas, carotenoides e compostos
fenolicos que podem atuar como antioxidantes primarios ou sequestradores de radicais
livres e secundarios ou de prevencdo (Choo et al., 2014). Os primérios reagem diretamente
com os radicais livres, doam atomos de hidrogénio transformando-os em espécies menos
reativas, bloqueando reacGes de propagacdo da oxidacdo (Shahidi e Wanasundara, 1992).
Os secundarios reduzem taxa de oxidacdo, reparam antioxidantes primarios, sao
supressores de 02 e quelantes de ions metélicos que catalizam reacdes de peroxidacéo
lipidica (Chaillou e Nazareno, 2006).

O desequilibrio entre espécies reativas de oxigénio e antioxidantes enziméaticos/nao
enzimaticos pode ocasionar doencas inflamatorias, estresse oxidativo do tecido afetado e
posteriormente o desenvolvimento de carcinogénese (Roessner et al., 2008). Estudos
clinicos demonstraram que células cancerigenas utilizam ERO para estimular a
proliferacdo, invasdo, migracdo e angiogénese, inibindo 0s mecanismos de apoptose
(Roessner et al., 2008; Soares, 2015).

Recentemente, muitas pesquisas in vitro demonstraram que frutas, vinhos, vegetais
e chas, apresentam atividade antioxidante, anti-inflamatdria, antimicrobiana e
anticarcinogénica, e estes beneficios a saude tém sido atribuidos, principalmente, a

presenca de compostos fendlicos (Granato et al., 2014).



Uma das metodologias mais utilizadas pra verificar o contetdo de compostos
polifendlicos totais presentes em extratos e produtos é a técnica de Folin-Ciocalteu
(Rodrigues et al., 2012). Este ensaio consiste em uma mistura dos acidos fosfomolibidico e
fosfotingico que se encontram no estado de oxidacdo, porém na presenca de compostos
fendlicos ocorre a formacdo de complexos molibdénio-tungsténio reduzidos, o qual
ocasiona a mudanca da coloragdo do meio de amarelo para azul (Singleton et al., 1999).

A determinacdo quimica de antioxidantes pode ser realizada pelo ensaio de
varredura do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH+) o qual é um método indireto
que determina de forma precisa e rdpida a habilidade de compostos antioxidantes
transferirem atomos de hidrogénio para o radical DPPHe+ (Brand-Williama et al., 1995;
Cheng et al., 2006).

Outro método muito utilizado é o FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) —
Poder Antioxidante de Reducdo do Ferro, descrito por Pulido et al., (2000) como uma
alternativa para determinar a reducéo do ferro em fluidos biolégicos e solu¢des aquosas de
compostos puros. O método pode ser aplicado ndo somente para estudos da atividade
antioxidante em extratos de alimentos e bebidas, mas, também, para o estudo da eficiéncia
antioxidante de substancias puras, com resultados comparaveis aqueles obtidos com outras
metodologias mais complexas.

Os diversos métodos propostos na literatura variam quanto ao tipo de RL gerados,
ao indicador de oxidacdo escolhido e ao método usado para a sua deteccdo e quantificacdo.
Outra técnica basea-se em recorrer a formacao de radicais instaveis, pela decomposicao
térmica, como por exemplo de azo iniciadores (entre eles, cloridrato de 2,29-azobis (2-
amidinopropano, AAPH), os quais reagem rapidamente com 0 oxigénio originando
radicais peroxila. Estes atuam sobre um substrato lipidico (e.g. &cido linoleico ou um dos
seus ésteres) desencadeando um processo de lipoperoxidacdo, em relacdo ao qual se
escolhe um determinado indicador (e.g. consumo de oxigénio, desaparecimento do
substrato lipidico, aparecimento de produtos de oxidacao) que se observa e quantifica antes
e apos a adicdo de um composto antioxidante (avaliacdo da atividade remocdo de RL)
(Silva et al., 1999).

A peroxidacdo lipidica constitui uma reacdo em cadeia dos &cidos graxos
polinsaturados das membranas celulares, gerando RL que alteram a permeabilidade,
fluidez e integridade das mesmas (Stahl et al., 2001; Mahattanatawee et al., 2006).



Alguns autores propdem outros tipos de testes que ndo recorrem a oxidagdo de
substratos lipidicos, mas a reducdo de radicais livres estiveis gerados in vitro, como

resultado da atividade de compostos antioxidantes (Silva et al., 1999).

2.1.1.2 Inflamagéo

O processo inflamatdrio é caracterizado como uma resposta local, onde se inicia
um dano tecidual e endotelial que desencadeia uma complexa cascata de eventos
bioquimicos e celulares, que permitem a sobrevivéncia e contribuem para a homeostase do
tecido em uma situacdo nociva (Medzhitov, 2008). Entretanto, quando em excesso podem
levar a necrose tecidual, desequilibrio fisioldgico, fibrose, faléncia de 6rgdos e morte.
(Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004).

A resposta inflamatoria decorre de infec¢do e/ou lesdo tecidual que induzem esse
evento, visando promover a protecdo dos tecidos, restringindo os danos ao local da
infeccdo ou lesdo, resulta em efeitos deletérios se ocorre de forma exacerbada (Bilate,
2007).

A inflamacédo é problema observado no desenvolvimento de vérias doengas que
atingem as populacGes, em especial as DCNT. Trata-se de uma resposta do organismo,
diante de diversos agentes lesivos e/ou estimulos biol6gicos, trauméaticos ou oncogénicos,
com o propoésito de erradicar o agente agressor e promover a reparacdo tecidual, em
especial, os agentes oxidantes, como ERO (Abbas e Janeway, 2000; Mitchell et al., 2006).

As ERO promovem ativacdo do fator de transcri¢cdo nuclear (NF-kB) que estimula
a transcricdo de um grande nimero de genes que codificam citocinas inflamatérias (fator
de necrose tumoral (TNF), interleucinas (IL) 1, 2, 6 e 12) e moléculas de adesdo (E-
selectinas, P-selectinas, molécula de adeséo intracelular 1 (ICAM-1), molécula de adesédo
de célula vascular (VCAM-1) (Da Silva Maia, 2015). Assim, quando o NF-kB é ativado,
varias citocinas pro-inflamatérias séo produzidos em excesso, gerando um ciclo vicioso no
qual as proprias citocinas podem levar a formacéo de ERO, caracterizando uma inflamacgéo
generalizada e propicia para o desenvolvimento das DCNT (Soares et al., 2015).

Nesta inflamagédo generalizada observa-se o recrutamento de macrofagos devido
as alteracdes metabolicas ocasionadas pelo estresse oxidativo. Essas alteracdes metabolicas

contribuem para o aumento da producdo e secrecdo de TNF e outras citocinais pro-



inflamatorias que por consequéncia sao responsaveis por esse recrutamento (Schenk et al.,
2008; Hirai et al., 2010; Chawla et al., 2011; Gregor e Hotamisligil, 2011).

Os macrdéfagos recrutados e ativados promovem o recrutamento e ativacdo de
novos macrofagos, amplificando o estado inflamatério local, o que esta relacionado ao
desenvolvimento de diversas doengas, dentre elas as DCNT (Song et al., 2006; Shenk et
al., 2008).

A descricdo dos sinais cardinais do processo inflamatério foi realizada por Celsus
(30 a.C — 36 d.C.), sendo eles rubor, edema, calor e dor. E em seguida, em 1858, por
Virchow, que acrescentou a esses sinais a perda da funcdo do 6rgdo acometido dessa
enfermidade (Ryan e Manjo, 1977).

Os principais eventos da inflamagdo observados nos tecidos sdo vasculares e
celulares, nos quais ocorrem acumulo e ativacdo de células hematopoiéticas (Hansen et al,
2001). Os eventos vasculares sdo caracterizados pela vasodilatacdo arteriolar e o
consequente aumento da permeabilidade microvascular no local afetado (Medzhitov,
2008).

Apds a ocorréncia de dano ao tecido é deflagrado o processo inflamatdrio,
contudo a progressdao da inflamacdo faz com que mediadores inflamatdrios sejam
liberados, dentre eles os leucotrienos (LT) e as prostaglandinas (PG). Dentre esses,
destacam-se o leucotrieno B4 (LTB4) e as prostaglandinas E2 (PGE2) e D2 (PGD>),
responsaveis por manter o processo inflamatério, que evolui de um estado agudo para um
estado cronico, desencadeando a formacdo de inUmeras doencas cronicas (Serhan et al.
2007).

Assim, como os mediadores inflamatorios, substancias anti-inflamatorias e
resolutivas do processo inflamatorio sdo produzidas, tais como as resolvinas, protectinas e
lipoxinas. A principal via de ativacdo da resposta inflamatoria é a da cascata do Acido
Araquidénico (AA), na qual sdo liberados mediadores quimicos como: PG, tromboxanos
(TX) e LT (Katsung, 2010).

Esta via do processo de inflamacdo ocorre apds o dano tecidual ou estimulo
nocivo. Neste caso, fragmentos da membrana celular sintetizam os mediadores quimicos,
principalmente, as prostaglandinas. O AA é o principal percussor das PG e é produzido
pela acdo da fosfolipase A2 e os ions Ca*? sobre os fosfolipidios presentes na membrana
quando existe o estimulo para a inflamacdo. O passo seguinte do processo ocorre quando a

ciclooxigenase (COX) converte 0 AA em PG e TX. As PG exercem papel sobre os vasos
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sanguineos, as terminagcdes nervosas e sobre as células envolvidas na inflamacéo, como
células endotelias, macrdfagos, plaquetas e leucdcitos. O outro lado da via do AA tem a
lipooxigenase (LOX) que sintetiza os LT e, esses por sua vez, geram resposta inflamatéria
local, produzindo efeito quimiotatico sobre macrdfagos e neutréfilos, broncoconstricdo e
também alteracdo na permeabilidade vascular (Figura 1) (Hilario et al., 2006; Katsung,
2010).

MEMBRANA
CELULAR

¥ Estimulo nocive

A

Fosfolipidios

w——  Fosfolipase A2
Lipooxigenase |* | Acido araquidénie ‘—o- [ Ciclooxigenase ‘

Prostaglandinas
Leucotrienos Tromboxanos

Figura 1. Via do Acido Araquidénico (AA), adaptado de Rivera (2005).

2.1.2 Diabetes Mellitus (DM)

O pancreas endocrino, € uma glandula formada por um aglomerado de células
microscopicas denominadas ilhotas de Langerhans e numerosas outras células distribuidas
na porcdo exocrina e no epitélio de revestimento dos canais excretores. Nele séo
produzidos trés hormonios importantes: insulina (hormdnio hipoglicemiante), glucagon
(hormdnio hiperglicemiante) e somatostatina (hormdnio controladaor do horménio do
crescimento e regulacéo indireta do controle da glicemia) (Clayton et al., 1993; Godoy,
2000).

A concentracdo plasmatica de glicose mantém-se constante, garantindo a oferta
adequada de nutrientes aos tecidos, quando em condic@es fisioldgicas, na qual se observa
uma interrelacdo do sistema hormonal integrado composto pela insulina, horménio
hipoglicemiante, e alguns hormonios hiperglicemiantes como glucagon, cortisol,
adrenalina e horménio de crescimento (Albuquerque e Pimazoni Netto, 2008). Em
condicBes normais, a secre¢do insulinica é delicadamente regulada, por se tratar do Unico

horménio hipoglicemiante, ocorrendo em duas fases sendo 0 primeiro pico necessario para
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a utilizacdo da glicose proveniente da refeicdo e para sinalizar a inibi¢do da producéo de
glicose pelo figado. A segunda fase mantém a glicemia nos valores basais. No individuo
sadio, as duas fases de secrecdo de insulina estdo preservadas enquanto no DM ocorre a
perda da primeira fase, ocasionando um atraso na segunda fase deste processo (Mahler e
Adler, 1999; Albuquerque e Pimazoni Netto, 2008).

A insulina também participa de processos de crescimento e diferenciacéo celular,
regulando o metabolismo de proteinas, lipidios e carboidratos (Carvalheira et al., 2002).

A glicose € o principal estimulo de secrecdo da insulina, como pode ser observado
na Figura 2. O influxo de glicose na célula B através do transportador de membrana
GLUT-2, e o metabolismo subsequente através da glicoquinase e da glicolise, sdo
responsaveis pelo aumento da concentracdo intracelular de ATP (trifosfato de adenosina).
Com o aumento da relacdo ATP/ADP (trifosfato de adenosina/difosfato de adenosina) no

meio intracelular, ocorre o fechamento dos canais de potassio dependentes de ATP (KATP)

e consequente despolarizacdo da membrana. A abertura dos canais de calcio dependentes
da voltagem permite influxo de célcio (Ca*?) para a célula B, que ativa um complexo
sistema efetor cujo resultado é a secrecdo de insulina (Malaisse, 1992; Norman e Litwak,
1997; Ohara-Imaizumi e Nagamatsu, 2006). Além da glicose, outros nutrientes (leucina,
glutamina, alanina, arginina, frutose e alguns &cidos graxos) podem induzir de forma

independente ou de forma potencializadora a secrecdo de insulina (Gylfe, 1988).

glucose
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Figura 2. Mecanismo de secrecdo de insulina pelo pancreas (adaptado de Cazarolli et al., 2008).

GLUT-2 - Transportador de membrana; ATP - trifosfato de adenosina; KATP - Canais de potassio

dependentes de ATP; Ca* — célcio; K* - Potassio.
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A insulina liga-se a um receptor especifico pertencente a familia de receptores
tirosina quinase (RTKSs) de base proteica heterotetramétrica presente na membrana celular.
Este receptor ¢ formado por duas subunidades a extracelulares que contém o sitio de
ligacdo a insulina e duas subunidades B transmembrana com atividade de tirosina quinase
(Taha e Klip, 1999; Saltiel e Kahn, 2001). A ligacdo da insulina ao receptor promove
autofosforilacdo da subunidade B em residuos de tirosina especificos. Uma vez ativado, o
receptor de insulina promove a fosforilacdo de diversos substratos proteicos, por exemplo,
a familia de substratos do receptor de insulina (IRS 1-4), que servem como ancoras para a
ativacdo de diferentes vias de sinalizacdo da insulina (via da fosfatidilinositol 3-quinase —
PI3K; via das proteinas quinases de ativacdo mitogénica — MAPK e via da fosfolipase C).
Essas vias de transducédo de sinal levam as acGes metabolicas finais da insulina, tais como
translocacdo de vesiculas contendo GLUT-4, ativacdo da sintese de glicogénio e de
proteinas e transcricdo de genes especificos para o crescimento e diferenciacdo celular
(Figura 3) (Norman e Litwack, 1997; Cazarolli et al., 2008).

_ ~ Receptor de
Glicose Insulina/IGF-1
n mm.,uumumuwmue.mm,‘ T
PPN e : b
cm ' j P 2
P
P
A
PTEN RIPID oy
S i A - —T B T
/ \ \rp 9K P~ JRS:2 P
T'SQE',%“;;;’” P~ IRS3...- P iSHE2 - *
\ / < Akt {m«: z:—‘?‘”—:g r
P4 \ —Gihal— MAP kinase
prOo™ Dt' SSN / ‘
\ l ,/ Sreciineni Expressdo Génica Geral
Metabolmmo da dic_m celular
S deg llipidios o giferenciagao

Expreuao Gémca Especifica

Figura 3. Vias de sinalizacdo da insulina (adaptado de Cazarolli et al., 2008). RTKSs - receptores
tirosina quinase; IRS 1-4 — Recptor de insulina; PI3K - fosfatidilinositol 3-quinase; MAPK -
proteinas quinases de ativagdo mitogénica; AKT — proteinas quinases; GLUT-4 — Transportador de

glicose.

O DM é uma doenca de etiologia multipla decorrente da deficiéncia na producao
e/ou na acdo da insulina. Caracteriza-se por apresentar uma hiperglicemia cronica,

frequentemente associada a disturbios no metabolismo de proteinas e lipidios, causando
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danos a varios sistemas do organismo, principalmente o sistema nervoso e vascular (Islas-
Andrade et al., 2000; Sociedade Brasileira de Diabetes, 2015).

Clinicamente, existem duas classificacdes gerais para 0 DM: Tipo 1 (DM1), ou
insulino-dependente e Tipo 2 (DM2) ou ndo insulino-dependente, conforme pode ser
observado na Figura 4. No DML1 o processo autoimune promove a destrui¢ao das células 3
presentes nas ilhotas de Langherans do pancreas resultando na auséncia da secrecdo de
insulina. Isso ocorre em apenas entre 5 a 10% dos pacientes, tendo inimeros fatores
genéticos e ambientais desencadeando o processo destrutivo (Kawasaki et al., 2004;
Concannon et al., 2005; Gillespie, 2006).

O processo autoimune presente no DM1, promove uma deficiéncia absoluta na
producdo de insulina, levando os pacientes com este tipo de DM a dependerem de
tratamento com insulina exdgena para a sustentacdo da vida. A maioria destes individuos
desenvolvem anticorpos anti-ilhota pancreética (ICA), anti-insulina (IAA), contra a
isoforma de 65 KDa da descarboxilase do é&cido glutdmico (GADG65) e antigenos
associados ao insulinoma 1A-2A. Alguns individuos diabéticos com DM1 ndo possuem
evidéncias de autoimunidade e sdo classificados como do tipo 1 idiopatico. A maior
incidéncia do DM1 ocorre na infancia e na adolescéncia (American Diabetes Association,
2014).

Jd 0 DM2, ocorre em 90-95% dos pacientes e resulta de graus varidveis de
resisténcia periférica a acdo da insulina em tecidos-alvos (musculo, tecido adiposo e
figado) e do comprometimento da secrecdo de insulina. Esse tipo de DM geralmente esta
associado a obesidade e ao avanc¢o da idade (Proietto, 2005, Santana, et al., 2016).

Esta deficiéncia relativa na producdo pancreética de insulina, presente no DM2, esta
associada a reducdo da sensibilidade dos tecidos ao horménio, também conhecida como
resisténcia periférica a insulina. A resisténcia insulinica ocorre quando uma concentracao
normal desse hormdnio produz uma resposta bioldgica inadequada nos tecidos periféricos,
como o tecido adiposo e muscular. Tal condigdo ocorre por varios fatores, como: por
defeito na acdo da insulina em fungdo do numero menor de receptores ou afinidade menor
destes pela insulina, reducdo na quantidade de proteinas transportadoras de glicose ou na
translocacédo destas do citoplasma para a membrana, sendo esta Gltima considerada a mais
importante. A transicdo da resisténcia insulinica para 0 DM2 é determinada principalmente
pela incapacidade do pancreas em aumentar a secrecdo da insulina adequadamente em

resposta a hiperglicemia (Mclellan et al., 2007).
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Ainda existem mais duas divisdes para a classificagdo do DM, sendo outros tipos
especificos de DM e DM gestacional, também demonstradas na Figura 4 (Sociedade
Brasileira de Diabetes, 2015). Os outros tipos especificos de DM correspondem a formas
menos comuns da doenca e estdo incluidos nessa categoria defeitos genéticos das células
beta, defeitos genéticos na acdo da insulina, doengas do pancreas exdcrino, entre outras
(Sociedade Brasileira de Diabetes, 2015).

Ja o diabetes gestacional, que € definido como uma tolerancia diminuida a glicose,
apresenta graus variados de intensidade, sendo diagnosticado pela primeira vez durante a
gestacdo, podendo ou ndo persistir apds o parto (WHO, 1999). Os fatores de risco
associados ao DM gestacional s&o semelhantes aos descritos para 0 DM tipo 2, incluindo
outros fatores como idade superior a 25 anos, ganho excessivo de peso na gravidez,
deposicdo central excessiva de gordura corporal, baixa estatura, crescimento fetal
excessivo, polidramnio (excesso de liquido amni6tico), hipertensdo ou pré-eclampsia na

gravidez e antecedentes obstétricos de morte fetal ou neonatal (Gross et al., 2002).

Diabetes Tipo [ Outros tipos especificos

A - Defeitos genéticos da funcio da célula beta
B - Defeitos genéticos da acio da insulina

C - Doencas do pancreas exocrino

D - Endocrinopatias

E - Inducio por drogas ou produtos quimicos

- Destricdo das célilas beta, usnalmente
levando a deficiencia completa de insulina.

A - auto-imune

B - Idiopatico
F - Infeccées
G - Formas incomuns de diabetes imuno-mediado
Diabetes Tipo 1T
- Graus variados de diminuigio de secregio Diabetes gestacional
e resistencia a insulina

Figura 4. Classificagdo etiolégica do Diabetes Melittus (DM) (GROSS et al., 2002)

Segundo a Organizacdo Mundial de Satde (OMS) o mundo encontra-se em uma
epidemia diabética. No ano de 1985 estimava-se que havia 30 milhGes de pessoas
diabéticas em todo o mundo, nimero este que aumentou drasticamente em um periodo de
dez anos, chegando a 135 milhdes de pessoas diabéticas. Estimativas apontam que no ano
de 2030, este nimero deve alcangar 366 milhdes de pessoas com esta sindrome, dos quais

90% apresentardo DM tipo 2 (DM2). No Brasil, estima-se que ha cerca de 12 milhGes de
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pessoas com diabetes (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2015). O aumento da prevaléncia
de DM, principalmente em paises desenvolvidos, deve-se, sobretudo, ao crescimento e
envelhecimento populacional, maior urbanizacdo, aumento dos habitos ndo saudaveis,
assim como aumento da obesidade e do sedentarismo (Ferreira e Ferreira, 2009).

Nos paises ocidentais, 0 DM € considerado uma das dez principais causas de morte,
pelo fato de apresentar consequéncias letais ainda ndo possiveis de controlar, mesmo
diante de avancos em seu controle clinico. Com relacdo a patogénese do DM, podem ser
identificados quatro defeitos intrinsecos basicos (Stolar et al., 2008): (i) resisténcia a
insulina nos tecidos muscular e adiposo; (ii) reducéo da secrecdo de insulina; (iif) aumento
da producédo de glicose pelo figado e (iv) reducdo dos niveis do peptideo semelhante ao
glucagon (GLP-1).

Por se tratar de uma doenca que afeta 0 metabolismo de carboidratos, gorduras e
proteinas, possui como principal aspecto, a hiperglicemia, em virtude da resposta
defeituosa ou deficiente a secrecéo de insulina (Bransome, 1992).

Além da hiperglicemia, apresenta como sintomas caracteristicos: a sede e fome
excessivas, fraqueza muscular e perda de peso, além da eliminacdo do excesso de glicose
sanguinea pela urina (Robbins et al., 1991; Shoelson, 1995; Berne et al., 2000; Godoy,
2000; Said et al., 2002). Os recursos financeiros envolvidos no tratamento, recuperacéao e
manutencdo de pacientes portadores dessa doenca sdo altos para a sociedade.

O DM, quando nao tratado, pode levar a multiplas complicacGes a longo prazo
como (American Diabetes Association, 2011): (i) retinopatia - com possiveis danos a
visdo; (ii) nefropatia - podendo levar a insuficiéncia renal; (iii) neuropatia periférica - com
risco de ulceracBes no pé e amputacoes.

Pacientes com DM tém risco aumentado de incidéncia de aterosclerose e doenca
arterial periférica, uma vez que o metabolismo lipidico esta alterado (American Diabetes
Association, 2011).

Depois que a doenca ja esta instalada, o paciente perde, parcialmente, o poder de
metabolizar os agucares fornecidos pelos alimentos ingeridos. Como resultado, o agucar
gue ndo é metabolizado acumula-se no sangue (hiperglicemia) e ndo se transforma em
energia (Bennett, 1983; Lienhard et al., 1992). Essa hiperglicemia tem como consequéncia
a falta de producéo de energia, dando origem aos sintomas classicos (fraqueza, perda de
peso, entre outros). Entretanto, sabe-se que o DM é bem mais complexo, pois a insulina é

um modulador primario do equilibrio metabolico (Nogueira, 2003; Silva et al., 2003).
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2.1.2.1.1.Sinalizag&o insulinica e suas a¢Ges metabolicas

A insulina exerce importantes efeitos celulares metabdlicos e mitogénicos
mediados pelo seu receptor, que esta presente na maioria dos tecidos de vertebrados (Kahn,
1985). O aumento da captacdo de glicose, mediado pela insulina, ocorre através do
aumento da translocacdo de vesiculas contendo GLUT4 do citoplasma para a membrana
plasmatica do adipocito e célula muscular esquelética. Além disso, a insulina promove
aumento da fosforilagdo intracelular da glicose, aumentando a producdo de glicose-6-
fosfato. Esta é entdo convertida em glicogénio, para ser estocada na figado e no masculo,
pelo processo de glicogénese. A insulina inibe ainda a neoglicogénse hepética, processo
este que aumenta a formacdo de glicose e sua posterior liberacdo na corrente sanguinea
(Carvalheira et al., 2002). Todos esses mecanismos sdo importantes para a retirada de
glicose da corrente sanguinea e entrada da mesma nas células, para posterior utilizacdo
como forma de energia.

A sinalizacdo intracelular da insulina comeca com a sua ligacdo a um receptor
especifico de membrana (IR), ap6s sua alteracdo conformacional da molécula e
autofosforilagdo, o receptor torna-se ativado (Carvalheira et al., 2002) (Figura 5).
Fosforila na sequencia varios substratos proteicos em tirosina. Dez substratos do receptor
de insulina ja foram identificados, dos quais quatro pertencem a familia dos substratos do
receptor de insulina denominada IRS (White, 1998). Uma das principais moléculas
ativadas pelas proteinas IRS é a PI3K, importante na regulacdo da mitogénese,
metabolismo de glicose, diferenciacéo celular e para o processo de translocacdo do GLUT4
(transportador de glicose). Outro grupo de proteinas, pertencentes a familia de proteinas
AKT (AKT1, AKT2 e AKT3), também chamadas de proteinas quinase B, é composta por
proteinas quinase de serina/tirosina que desempenham importante papel na sinalizacao
celular de mamiferos. A fosforilagdo da AKT, que ocorre pela acdo da proteina PI13-K,
resulta em vérias acdes intracelulares da insulina, como, por exemplo, o aumento do
transporte de glicose através da estimulagdo de vesiculas contendo GLUT4 do citoplasma
para a membrana celular do muasculo e tecido adiposo (Bryant et al., 2002).

No figado, a insulina é responsavel por promover a oxidacao da glicose (glicdlise) e
0 seu armazenamento como glicogénio (glicogénese), alem de inibir a neoglicogénese
(sintese de glicose a partir de compostos que ndo sdo carboidratos, como aminoéacidos,

lactato e glicerol) e a glicogendlise (quebra de glicogénio realizada por retirada sucessiva
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de moléculas de glicose), o que ira reduzir a produgdo hepética de glicose. Na
neoglicogénese, a insulina inibe diretamente a transcricdo de genes que codificam a
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), enzima chave no controle desse processo. O
horménio também diminui a taxa de transcricdo de genes que codificam as enzimas
frutose-1,6-bifosfatase e a glicose-6-fosfatase responsaveis pela formacéo de glicose-6-
fosfato que seré posteriormente liberada na corrente sanguinea como glicose, e aumenta a
transcricdo de genes que codificam enzimas glicoliticas como a glicoquinase e a piruvato
quinase, enzimas responsaveis pela oxidacao da glicose para posterior utilizacdo no Ciclo
de Krebs (Pilks e Graner, 1992; Surtherland et al., 1996) (Figura 5).

A acdo da insulina sobre a glicogendlise é obtida por desfosforilagdo da enzima
glicogénio sintase. ApoOs estimulo com insulina, a AKT fosforila e inativa a enzima
glicogénio sintase quinase 3 (GSK-3), responsavel por fosforilar a glicogénio sintase.
Desse modo, ocorre diminuicdo da taxa de fosforilagdo desta, aumentando entdo a sua
atividade (Cross et al., 1995). A insulina também ativa a proteina fosfatase 1, por um
processo dependente da PI3-K, que desfosforila a glicogénio sintase diretamente (Brady et
al., 1997).

Na célula muscular e no adipdcito, a insulina € importante para promover a
captacdo de glicose, sua utilizacdo como fonte energética, bem como a estocagem do
excedente, quer na forma de glicogénio, quer na forma de gordura (Baviloni et al., 2010).

A insulina estimula, ainda, a lipogénese (sintese de acidos graxos) no figado e nos
adipdcitos e reduz a lipdlise (quebra dos triglicerideos) bem como aumenta a sintese e

inibe a degradacdo proteica nos tecidos (Carvalheira et al., 2002).
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Figura 5. Regulagdo do metabolismo da glicose pelo figado (Carvalheira et al., 2002). IRS —
Recptor de insulina; PI3K - fosfatidilinositol 3-quinase; AKT — proteinas quinases; GSK3 —
Glicogénio sintase quinase 3; GLUT-2 — Transportador de membrana; PEPCK — Fosfoenolpiruvato

carboxiquinase.

2.1.2.1.2 Resisténcia a Insulina e Diabetes tipo 2

A resisténcia a insulina geralmente precede o inicio do DM e se caracteriza pela
reducdo da captacdo de glicose nos tecidos periféricos como o musculo e o tecido adiposo.
Como mecanismo de compensa¢do, ha o aumento da secrecdo de insulina pelo pancreas,
levando a hiperinsulinemia. Quando a célula B ndo € mais capaz de prover maior secrecao
de insulina, surge a hiperglicemia. O aumento da producdo de glicose pelo figado resulta
da resisténcia hepatica a insulina e contribui especialmente com a hiperglicemia de jejum.
A exposicdo cronica a glicose (glicotoxicidade) e a acidos graxos livres (lipotoxicidade),
bem como o aumento da demanda secretéria de insulina sdo fatores que levam a perda da
fun¢do das células B pancreaticas. Um outro fator na patogénese do DM esta relacionado a
reducdo nos niveis de GLP-1, hormonio intestinal secretado durante a alimentacdo e que
aumenta a secrecao de insulina. O GLP-1 suprime a producdo de glucagon das células alfa
pancreaticas e retarda o esvaziamento gastrico, o que reduz a hiperglicemia pds-prandial. A
estratégia de tratamento ideal do DM deve ser direcionada a esses quatro defeitos
intrinsecos para que o controle glicémico seja alcancado (Gerich e Dailey, 2004; Todd e
Bloom et al., 2007; Stolar et al., 2008).



19

Segundo Glass e Olefsky (2012), a resisténcia a insulina tem alcancado
proporcOes endémicas em todo o mundo, sendo a obesidade apontada como uma das
causas mais comuns (Kahn et al., 2006). A resisténcia a insulina é caracterizada pelo
desequilibrio do metabolismo da glicose, o qual pode levar a um aumento da producéo de
insulina, e/ou a diminuicdo da captacdo de glicose pelos tecidos dependentes de insulina e
pode resultar no desenvolvimento do DM (Geloneze e Tambascia, 2006).

Segundo Tsai e colaboradores (2012), existem quatro principais hipoteses de como
a hiperglicemia causa complicacdes no DM, dentre elas (Brownlee, 2001; Giacco e
Brownlee, 2010; Johansen et al., 2005): (i) o0 aumento da ativacao da via dos polidis; (ii) o
aumento da via da hexosamina, ativacdo das isoformas da proteina cinase C (PKC); (iii) o
aumento da formacdo de produtos de glicacdo avancada (AGES), pois 0s produtos gerados
nestas vias contribuem para a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e (iv) o
aumento do estresse oxidativo durante a hiperglicemia.

Alguns estudos ja tem demonstrado a relacdo entre o acimulo de gordura corporal e
0 desencadear da resisténcia a insulina. O aumento dos estoques de triacilglicerol
intracelular em musculo e figado esta relacionado ao aumento na producdo de ERO e
reducdo na cascata de sinalizacdo da insulina (Gual et al., 2005; Wei et al., 2008). Além
disso, células B tem a atividade mitocondrial duas a trés vezes maior que outra célula,
devido a sensibilidade ao niveis de glicose sanguineo, para que ocorra a secrecdo de
insulina através da oxidacdo de glicose nas mitocondrias, sendo assim sdo mais propensas
a producdo ERO (Donath et al., 2013).

2.1.3 Hipertensao Arterial

A hipertensdo é considerada o principal fator de risco para o desenvolvimento de
acidente vascular encefélico (AVE) e insuficiéncia renal (Eluf Neto et al., 1990; Malachias
et al., 2016). A hipertenséo arterial sistémica (HAS) é definida como uma entidade clinica
na qual o individuo apresenta niveis elevados de pressdo arterial (PA) que conferem um
significativo aumento do risco de eventos cardiovasculares e renais, muitos deles podendo
ser prevenidos pelo tratamento precoce e adequado justificando uma programagéo
terapéutica a curto e longo prazo (SBC/SBH/SBN, 2010).

O conceito atual de HAS adotado pelas VII Diretriz Brasileira de Hipertensao

Arterial define a doenga como uma condicgéo clinica multifatorial caracterizada por niveis
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elevados e sustentados de PA. Associa-se frequentemente a alteragdes funcionais e/ou
estruturais dos 6rgdos-alvo (coracdo, encéfalo, rim e vasos sanguineos) e a alteracdes
metabolicas — acarretando em um aumento do risco de evento cardiovascular (fatal ou ndo
fatal). A mortalidade pelas doencas cardiovasculares aumenta progressivamente com a
elevacio da PA a partir de 115/75 mm Hg. E uma doenca altamente prevalente em nosso
meio, atingindo cerca de 20% da popula¢do adulta com mais de 18 anos, chegando a
alcancar indices de 50% nos idosos - estando entre as principais causas de morbidade e
mortalidade em muitos paises (Mion Jr. et al., 2001; Malachias et al., 2016). Apenas 50%
dos pacientes séo diagnosticados, sendo que destes, apenas 67% recebem tratamento e dos
que recebem algum tratamento em torno de 20% estéo controlados.

Por ser uma doenga de origem multifatorial, pode envolver varias etiologias como
predisposicdo genética, dieta desbalanceada, inatividade fisica, obesidade, fumo
(Crackower, et al., 2002; Kakar, et al., 2006), dentre outros fatores. De acordo com Ku
(2006), a PA pode ser modificada pela variagdo do volume de sangue ou da sua
viscosidade, pela frequéncia cardiaca (batimentos cardiacos por minutos) e pela
elasticidade dos vasos. Além disso, estimulos hormonais e nervosos que regulam a
resisténcia sanguinea sofrem influéncia individual e ambiental (Zago e Zanesco, 2006).

A PA é definida pela forca com a qual o coracdo bombeia o sangue atraves dos
vasos, sendo determinada pelo volume de sangue que sai do coracdo (débito cardiaco) e a

resisténcia vascular periférica obedecendo a seguinte equacao:

Pressdo arterial (PA) = Débito cardiaco (DC) X Resisténcia periférica (RP)

De acordo com o Ministério da Saude, em 1988 foram realizados os primeiros
estudos no Brasil que demostravam que a mortalidade por AVE era bastante alta, sendo
que em 1985 ocorreram 73.205 Gbitos por estas afeccdes (9,3% do total de 6bitos). Para o
mesmo ano, 7,9% dos Obitos foram devidos a doenca isquémica do coracdo (doenca
coronaria). Em 2008 causou mortalidade no mundo em torno de 6 milhGes de pessoas e em
2030 estima-se um aumento para aproximadamente 23 milhdes) (MS, 2008).

As taxas de mortalidade apresentaram reducéo ao longo dos anos, com excec¢édo das
doencas hipertensivas (DH), que aumentaram entre 2002 e 2009 e mostrou tendéncia a
reducdo desde 2010. As doencas cardiovasculares sdo ainda responsaveis por alta

frequéncia de internagdes, com custos socioeconémicos elevados (Malachias et al., 2016).
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No Brasil, apesar da ndo haver pesquisas com representatividade e padronizagéo
adequadas, estima-se que a incidéncia média da HAS seja de 30% (SBC/SBH/SBN, 2010;
Schmidt et al., 2011, Malachias et al., 2016).

O manual de cardiologia da Sociedade Brasileira de Cardiologia, chama atencao
para estudos americanos que mostram que a prevaléncia da HAS aumenta
progressivamente com a idade em ambos os sexos. Os segmentos sociais mais pobres séo
0S que possuem maior prevaléncia de hipertensdo e também de complicacbes como
acidentes vasculares. As regides rurais apresentam menor prevaléncia de hipertensdao em
relacdo a metropolitana. O indice de prevaléncia de hipertensdo varia numa mesma
populacdo de determinada origem conforme ocorrem migragdes, portanto o ambiente é um
importante fator determinante. A urbanizacdo, os habitos sociais e a atividade profissional
sdo determinantes maiores. Pela natureza assintomatica desta doenca, a maioria da
populacdo hipertensa ndo € diagnosticada, até apresentar o seu primeiro evento
cardiovascular (SBC/SBH/SBN, 2000; Malachias et al., 2016).

Todos 0s mecanismos de controle da PA seja endogeno, ambiental ou
medicamentoso, estardo atuando em fatores que interferem em um ou mais itens desta
equacdo. Os mecanismos de regulacdo da PA podem ser modulados a curto, médio e
longo prazo. Em curto prazo, esse controle é desempenhado pelos barorreceptores,
quimiorreceptores e sistema nervoso central (SNC) onde a resposta pressoérica € adaptada
em segundos pela liberacdo dos neuro-hormdnios que agem em receptores no sistema
cardiovascular modificando as variaveis hemodinamicas. Em médio prazo a resposta pode
ser alterada em minutos, na qual a regulacdo ou modulacdo ocorrem principalmente por
acao dos sistemas hormonais como o sistema renina-angiotensina-aldosterona, o sistema
calicreina-cinina, vasopressina, o fator natriurético atrial e mediadores endoteliais. Os rins
exercem o controle da PA em regulacbes de longo prazo e estdo relacionados a volemia,
podendo a pressdo ser alteradas depois de horas ou dias (Guyton, 1991; SBC/SBH/SBN,
2000; Malachias et al., 2016).

Uma das estratégias para minimizar esse numero sdo 0s tratamentos ndo
farmacoldgicos baseados na modificacdo do estilo de vida, associado ao tratamento
medicamentoso (Tharkur, et al., 2001).

Diversos agentes antihipertensivos sdo utilizados na clinica para o tratamento da
hipertensdo e suas complicacbes, como os diuréticos, 0s beta-bloqueadores, o0s

bloqueadores de canais de calcio, os inibidores da enzima conversora de angiotensina
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(IECA), os bloqueadores de receptor da angiotensina Il, 0s antagonistas da aldosterona e o0s
inibidores de renina (Rang e Dale, 2007). Apesar de existir esta ampla gama de excelentes
agentes antihipertensivos disponiveis para o tratamento da hipertensdo nos dias atuais,
problemas cardiovasculares relacionados a hipertensdo continuam a afetar milhares de
pessoas. Além disso, muitas drogas apresentam custo elevado e néo estdo disponiveis para
0s segmentos mais pobres da sociedade assistidos pelo Sistema Unico de Satde (SUS) (La
Morena et al., 2010).

Do ponto de vista fisiopatologico, a hipertensdo € uma doenca que envolve
mudangas persistentes em pelo menos uma das variaveis hemodindmicas (débito cardiaco,
rigidez arterial, ou resisténcia periférica) que determinam a mensuracao da PA. Cada uma
dessas variaveis tem um potencial alvo terapéutico, e é provavel que alteracdes nestas
varidveis também contribuam para a heterogeneidade da resposta farmacoldgica dos
pacientes com hipertensdo. Além disso, os tratamentos adotam estratégias que visam nao
sO focar na reducdo da PA, mas também em normalizar a estrutura e funcdo vascular
(Bonesi et al., 2010).

Outro objetivo terapéutico, é tentar minimizar os fatores de risco para HAS. Ha
alguns fatores ditos “inevitaveis” como idade, género, etnia e genética (historico familiar).
A idade do paciente possui uma relacdo direta e linear para 0 aumento da PA. Ja a
prevaléncia de HAS nos homens de até 50 anos é mais elevada em relacdo as mulheres,
mas apos essa idade, as mulheres possuem uma maior prevaléncia. J& as pessoas negras
possuem maior chance de desenvolver a HAS do que os ditos brancos. Entretanto, existem
os fatores determinantes ditos “evitaveis” como obesidade, sedentarismo, ingestéo de sal e
alcool, e fatores socioecondmicos (SBC/SBH/SBN, 2010). Ja o fator socioeconémico é
complexo e dificil de ser estabelecido, mas se sabe que individuos com menor escolaridade
possuem maior prevaléncia de HAS. Diante desses fatores, as VII Diretrizes Brasileiras de
Cardiologia de Hipertensdo preconizam um tratamento multiprofissional, a fim de abordar
cada fator determinante seguindo praticas clinicas atuais e padronizadas, para que seja
identificada a reducdo da PA como prioridade no tratamento de pessoas com hipertenséo
(Lonn, 2004; Malachis et al., 2016).
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2.1.3.1 Fatores reguladores da presséo arterial
2.1.3.1.1 Sistema nervoso autdnomo

O sistema nervoso autdnomo (SNA) possui neurénios simpaticos e parassimpaticos
que influenciam na (PA) (Guyton e Hall, 2006). Esses neurdnios dividem-se em aferentes e
eferentes que ligam o sistema nervoso central (SNC) aos 6rgdos viscerais. O controle
neural da circulacdo ocorre via neurdnios parassimpaticos que inervam o coracao, ja a via
simpatica sdo 0s neurdnios eferentes que irdo inervar 0s vasos sanguineos, 0 coracao, 0S
rins e as adrenais. (Guyenet, 2006).

A acdo do SNA deve-se a presenca de proteinas especificas (receptores) de
membrana nas células alvo. Os neurdnios podem ser diferenciados bioquimicamente de
acordo com os diferentes neurotransmissores sinapticos que secretam (Siqueira-Batista e
Quintas, 1994). Os receptores de membrana do SNA simpético conhecidos como
adrenérgicos se subdividem em receptores: al, a2, B1, B2 e B3 adrenérgicos. Sob acdo dos
neurotransmissores adrenalina e noradrenalina geram (uma reacdo) um estado denominado
de “luta ou fuga” no corpo humano. No coragéo, possibilita 0 aumento da frequéncia e da
forca contratil cardiaca; nos vasos sanguineos, promove constricdes, e dilatagdes; ja no
rim, terd uma elevagdo na producéo de renina resultando na elevacdo da PA. Ja no SNA
parassimpatico, 0s receptores sdo denominados muscarinicos e nicotinicos. O
neurotransmissor para esses receptores € a acetilcolina (Ach) que agem nos receptores M1,
M2 e M3, principalmente, possibilitando uma reducéo na frequéncia cardiaca e diminui¢do
da PA, e também promovendo acdo endotelial estimulando a liberacdo de NO (Lullmann,
2010).

A variacdo da PA ocasionada por mudancgas emocionais e comportamentais estao
relacionadas as estruturas limbicas e corticais do cérebro, responsaveis pelas rapidas

mudancas no sistema circulatério, consequentemente alterando a PA (Guyenet, 2006).

2.1.3.1.2 Sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA)

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) é um dos principais
mecanismos de acdo regulatéria intermediaria da PA. Este sistema tem funcdo
vasoconstritora ativada quando a diminui¢do da pressdo sanguinea reduz o fluxo sanguineo

nos rins abaixo do normal. Neste estado ocorre a secrecdo de renina pelas celulas
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justaglomerulares renais. A renina é uma enzima glicoproteica que catalisa a conversdo do
angiotensinogénio em angiotensina |, esta, por sua vez, é convertida em angiotensina Il
pela enzima conversora de angiotensina (ECA) (Figura 6). Esta bem estabelecido que os
componentes do SRA estdo presentes em diversos tecidos (rins, cérebro, adrenais, ovarios

e outros) e que estes sejam localmente produzidos.

| Queda na pressao arterial média } - Liberacéo de renina pelo rim

Substrato da renina 4

(proteina plasmatica) g _ Anglotensina |

€ Enzima conversora
' {pulmdes)
F'tI"IgiCITEI'ISII"Ia II |‘\-...____~ . - Angmtgﬂsmases

—
Metaboltos ativos e

inativos
¥ ¥
Retengao renal de Vasoconstricéo
sale dgua
[ Elevacio da pressdo arterial

Figura 6. Representagdo simplificada do Sistema Renina-Angiotensina (SBC/SBH/SBN, 2000)

Estdo descritas vias alternativas na sintese da angiotensina Il sendo a enzima
quinase a mais importante e esta realiza a conversdo da angiotensina | em angiotensina Il
qguando ocorre inibicdo da ECA por drogas. A angiotensina Il é o principal peptidio efetor
do SRA, sendo conhecido pelas suas acdes sobre o controle da pressdo sanguinea,
equilibrio de eletrolitos e agua. A angiotensina Il atua sobre dois subtipos de receptores
AT1 e AT» (Gasparo et al., 2000; Duke et al., 2005).

O papel dos receptores AT», induz efeitos vasodilatadores, sendo oposto aos
efeitos vasoconstritores que séo desencadeados pela ativacdo dos receptores AT: (Duke et
al., 2005). A angiotensina Il causa vasoconstricdo nos vasos sanguineos, portanto atua
mais em AT1 que em AT2, consequentemente restabelece o0s niveis pressoricos normais
(Guyton, 1991; Opie, 1998; Crackower et al., 2002).
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Opie (1998) propde que a liberacdo de renina pelas células justaglomerulares
ocorre em resposta a trés estimulos principais: (i) aumento da estimulacdo dos receptores
B1-adrenérgicos; (ii) reducao da PA renal e (iii) diminui¢do na reabsorcao tubular de sédio
(Na").

A liberacdo de renina € inibida pela angiotensina Il através de um mecanismo de
feedback negativo. Ela também estimula a liberacdo do horménio aldosterona do cortex da

adrenal, que aumenta a reabsor¢do de Na* nos rins e diminui a liberacdo de renina.

2.1.3.1.3 Cininas

As cininas sdo polipeptidios farmacologicamente ativos que sdo liberados em
tecidos e fluidos corporais como o resultado de acBGes enzimaticas de calicreinas e
cininogénios. A familia das cininas inclui as bradicininas, calidinas e metionil-lisil-
bradicininas. Calidina e metionil-lisil-bradicinina sdo convertidas em bradicinina por
aminopeptidases presentes no plasma e urina. A bradicinina (BK) é rapidamente inativada
por cininases circulantes (Leeb-Lundberg et al., 2005), sendo conhecidas as cininases I,
cininases Il (enzima conversora de angiotensina) e encefalinases. As cininas exercem suas
acOes farmacoldgicas através da ativacao de dois tipos de receptores metabotropicos, B1 e
B2. O receptor B1 raramente é expresso em tecidos normais, mas parece Ser superexpresso
em estados inflamatdrios com lesdo tecidual onde sua ativacdo pode gerar estimulacdo do
musculo liso, aumento da proliferacdo celular, e sintese de colageno. J& o receptor B2 é
expresso normalmente em algumas células, onde sua ativacdo pode gerar a liberagdo de
NO e prostaciclinas, ambas promovendo potente vasodilatacdo e reducdo da PA (Sharma,
2009).

2.1.3.1.4 Hormdnio antidiurético (ADH) ou vasopressina

O ADH é um horménio neurohipofisario envolvido em Varios processos
fisiologicos, como regulagdo dos fluidos corporais, do tonus vascular e da contratilidade
cardiovascular. Sua ativagcdo ocorre com 0 aumento da osmolaridade plasmatica —
principalmente ao Na* e reducdo da pressdo intravascular, detectada no aparelho

justaglomerular renal. Atua aumentando a reabsorcdo de &gua pelos tubulos renais, sem
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interferir na eliminacdo de Na*, o que contribui para a elevagéo da sobrecarga sanguinea e,

consequentemente, aumento da PA (Lee et al., 2003; Guyton e Hall, 2006).

2.1.3.1.5 Endotélio vascular

O endotélio vascular tem importante papel na regulacdo da fisiologia circulatéria
principalmente na microcirculacdo (Virdis et al., 2010), relacionando-se com a
manutencdo do controle do tonus vascular através da liberacdo de substancias
vasodilatadoras e de fatores constritores. A liberacdo de mediadores vasorrelaxantes pode
ser estimulada por substancias enddgenas, por exemplo, a Ach e a BK, ou ainda por
estimulos mecanicos, como a tensdo de cisalhamento (“shear stress”), um estresse
hemodindmico, havendo entdo a liberacdo de NO, prostaciclina (PGl,) e fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), os quais atuam sobre a camada muscular e
relaxam os vasos. Este aumento no didmetro dos vasos provoca a redugédo proporcional da

resisténcia periférica total e da PA (Boo e Jo, 2003).

2.1.3.1.6 Oxido nitrico (NO)

O NO é considerado o principal mediador vasorrelaxante, sendo sintetizado a partir
do oxigénio molecular e da L-arginina, por um grupo de enzimas conhecidas como 6xido
nitrico sintases (NOS). Existem pelo menos trés isoformas de NOS, originadas de um gene
distinto, sendo elas: a nNOS ou NOS-1 (neuronal — encontradas em altos niveis nos
neuronios, bem como tecidos neuronais), a iNOS ou NOS-2 (induzida - expressao pode ser
induzida apds ativacdo de células como o musculo liso, macréfago e célula endotelial, por
estimulos inflamatdrios assim como pela NOS-3), e eNOS ou NOS-3 (endotelial —
derivada do endotélio) (Furchgott e Zawadzki, 1980).

O mecanismo de sintese deste gas inicia-se com a ligacdo de um agonista, como a
Ach, BK e histamina, a um receptor especifico localizado na membrana das células
endoteliais (Virdis, 2010) e acoplados a proteina G na membrana plasmatica, e por
estimulos fisicos (estresse de cisalhamento). Esses estimulos induzem ativacdo da
fosfolipase C (PLC), por intermédio de uma proteina G. A PLC, uma vez ativada, promove
a hidrélise dos fosfolipideos fosfatidil-inositol-bifosfato (PIP2) presentes na membrana

celular, originando o inositol 1, 4, 5, trifosfato (IP3) e o diacilglicerol (DAG) (Griffith et
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al., 1984). O IP; age nos estoques intracelulares de Ca*2 induzindo a liberacéo deste ion, o
qual, ligado a calmodulina, estimula a NOS, dando inicio a sintese do NO (Moncada et al.,
1989).

O NO, depois de sintetizado, difunde-se para a camada muscular lisa do vaso
causando a estimulacdo da guanilato ciclase soltvel ou citosolica (GCs), provavelmente
por se ligar ao grupo heme dessa enzima (Stone e Marletta, 1995). A GCs, principal
enzima responsavel pela conversdo enzimatica de guanosina-5"-trifosfato (GTP) para
guanosina-ciclica-3",5"-monofosfato (cGMP), ao ser ativada gera um aumento da
concentracdo citosélica do GMPc. Este nucleotideo ativa a proteina quinase G (PKG) que,
dentre outras funcOes, parece fosforilar a quinase da cadeia leve da miosina (MLCK)
tornando-a inativa e provocando um relaxamento. Uma segunda via de acdo da PKG € a
ativacdo de canais de potassio (K*), ocasionando hiperpolarizacdo e consequente
relaxamento vascular. A exemplo da Ach, diversos agonistas provocam vasodilatacdo
através da ativacdo da via L-arginina-Oxido nitrico, como a histamina, a serotonina, a

bradicinina, prostaglandinas e a substancia P (Furchgott, 1983).

2.1.3.1.7 Prostaglandinas

As prostaglandinas sdo compostos que apresentam complexa estrutura de cadeia
ciclica. Existem varios tipos diferentes prostaglandinas, das quais as que tém maior
importancia para o sistema cardiovascular sdo as prostaciclinas (vasodilatadoras) (Opie,
1998). A prostaciclina (PGI2) é um potente inibidor endégeno da agregacdo plaquetaria
com potente efeito vasodilatador, além de ser considerada como um antagonista fisioldgico
do tromboxano A (TXA2). O tromboxano além de apresentar propriedades
vasoconstritoras, favorece a agregacdo plaquetaria. Dessa forma o equilibrio entre a
producdo de TXA: e PGI; é crucial para a homeostasia do sistema cardiovascular, pois um
desequilibrio pode favorecer doencas cardiovasculares como hipertensao, aterosclerose ou

infarto do miocardio (Leval et al., 2004).

2.1.3.1.8 Controle renal da pressao arterial

O controle da PA em longo prazo é feito principalmente pelos rins, através de dois

mecanismos: 0 hemodinamico e o hormonal. Hemodinamicamente quando a pressao
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arterial é aumentada acima de valores normais (sistolica >140 mm Hg e diastolica > 90
mm Hg), os rins passam a excretar mais agua e sal, isso reduz a volemia e faz com que o
coracdo bombeie menos sangue levando a queda da PA. Reciprocamente quando a pressao
diminui abaixo do valor normal (sistélica < 120 mmHg e diastolica < 80 mmHg) ha um
aumento no balango entre fluidos que entram e saem, aumentando assim as concentragdes
dos liquidos e eletrolitos corporais e, consequentemente a PA (Guyton, 1991; MS, 2015).

Os rins apresentam um papel extremamente importante no controle da PA,
iniciando com o processo de formacéo de urina, que comeca com a filtragdo glomerular de
cerca de 25% do plasma que atinge o rim. Um ultrafiltrado é coletado para o interior dos
tibulos renais, sendo que a formacdo é dependente de propriedades glomerulares como
coeficiente de permeabilidade, area filtrante, diferenca de pressao hidrostatica entre capilar
glomerular e capsula de Bowman e da pressdao oncética intracapilar. Assim, qualquer fator
que afete alguma dessas propriedades ird interferir na filtragdo glomerular e,
consequentemente, na producdo de urina. Entre esses fatores incluem-se alteracdo na
perfusdo renal, alteracdo morfoldgica do glomérulo, reducdo da massa renal, isquemia
renal, feedback justaglomerular, agentes diuréticos, hormonios, hiperfiltracdo apo6s
administracdo de substancias osmoticamente ativa, entre outros (Fleck, 1999).

O controle hormonal é realizado por uma série de agentes produzidos no organismo
que interferem no processo de formacdo de urina por atuarem tanto na regulacdo da
filtracdo glomerular, como no transporte de eletrolitos e &gua ao longo dos tubulos renais.
Dentre outras funcdes, o ADH é fundamental na manutencdo da osmolaridade plasmatica e
homeostase dos liquidos corporais. Um aumento na osmolaridade plasmaética ou reducao
do volume circulatério efetivo estimula a secrecdo de ADH, pela hipéfise posterior,
levando a um aumento na reabsorcdo de agua e concentracdo da urina pelos rins
normalizando a osmolaridade plasmatica e o volume extracelular (Verbalis, 2003).

O ADH atua com a ativagdo de varios receptores acoplados a proteina G, 0s quais
séo classificados, de acordo com sua localizacdo nos tecidos do organismo, em receptores
V1,V2eV3.

Os receptores V1 estdo localizados nas células do musculo liso vascular nas
circulacOes sistémica, esplancnica, renal e coronaria. A ativacao dos receptores V1 resulta
em concentracdes elevadas de Ca*? intracelular, contracdo do mdsculo liso e

vasoconstricao.
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O ducto coletor é o principal alvo de acdo desse horménio no rim, onde o ADH se
liga a receptores V2 presentes na membrana basolateral das células principais do ducto
coletor, para produzir seu efeito antidiurético (Inoue et al., 2001). A hipertensdo arterial
interage com os rins, e muitas vezes, torna-se dificil de determinar se o rim esta originando
0 aumento de PA ou sendo modulado por alteragdes induzidas pela hipertensdo. A
necessidade de maior pressdo de perfusdo renal para excretar a carga de sal e &gua
aumentada, devido a algum defeito renal desconhecido, tornaria alguns individuos
susceptiveis ao desenvolvimento de hipertensdo. Assim, o fluido acumularia-se no corpo,
até que a pressdo arterial aumentasse o suficiente para balancear a excrecdo com a ingestao
de liquidos. A elevacdo da PA sistémica aumentaria o fluxo sanguineo para virtualmente

todos os tecidos do corpo (Praxedes, 1992).

2.1.3.1.9 Endotelinas

A endotelina-1 (ET-1) é um vasoconstritor secretado pelas células endoteliais e que
atua contrabalancando as acdes do NO. A ET-1 contribui para o tonus vascular e regula a
proliferagéo por ativagdo dos receptores ETA e ETB (receptores de endotelina). Fatores de
risco, como estresse hemodindmico, ou estimulos por trombina, epinefrina, angiotensina Il,
fatores de crescimento, citocinas, ou, ainda, mediadores como: o NO, cGMP e
prostaciclinas - reduzem a liberacdo enddgena de ET-1 (Carvalho et al., 2006).

A disfuncéo endotelial é um dos fendmenos precoces das anormalidades vasculares.
Alteragcdo na funcdo endotelial pode resultar de diminuicdo absoluta ou relativa da
biodisponibilidade do NO, bem como de aumento de sintese de ET-1, por consequéncia
sua liberacdo e atividade. O desbalanco na producdo de agentes vasodilatadores e
vasoconstritores pode contribuir para o inicio das desordens hemodindmicas. A
desregulacdo da endotelina é importante na patogénese de varios disturbios
cardiovasculares, entre eles a hipertensdo. Os receptores ETA e ETB tornaram-se alvos
atrativos para intervencao terapéutica em distarbios associados a niveis elevados de ET-1,
uma vez que antagonista de receptores da ET podem ser agentes que modifiquem a doenca
por preservar a integridade endotelial quando o sistema endotelina esta ativado (Povoa,
2007)
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2.1.3.2 Diuréticos utilizados no controle da hipertensao arterial

Conforme abordado anteriormente, os rins sdo fundamentais no equilibrio do
volume, composicdo e homeostase dos fluidos corpdreos (Thomson e Blantz, 2008).
Portanto, drogas que atuam nestes mecanismos de controle sdo de fundamental importancia
no tratamento das moléstias cardiovasculares (Carter, 2012).

Os diuréticos sdo classes de farmacos importantes para tratamento de varias
doencgas como hipertensdo, glaucoma, estados edematosos (Salvetti e Ghiadoni, 2006).
Para o tratamento da hipertensdo, os diuréticos tém sido utilizados ha mais de 30 anos e
alguns foram desenvolvidos a partir da observacdo empirica que a dieta pobre em Na*
melhoraria os estados hipertensivos e outros pela descoberta ao acaso sobre as sulfas
induziriam aumento da excrecdo urinaria (Cervoni e Chan, 2000).

Estes farmacos atuam aumentando a secrecdo de agua e na maioria das vezes de
Na*. A reabsor¢do do Na* ao longo dos néfrons é de aproximadamente 65% no tdbulo
proximal, 25% na alca de Henle, 8% a 9% no tubulo distal e o restante no ducto coletor.
Né&o existe um sistema de classificacdo compreensivel e 16gico para a classificacdo efetiva
das drogas diuréticas existentes (Cervoni e Chan, 2000).

Em geral, sdo classificados como (Silva, 2002; Rang e Dale, 2007; Goodman e
Gilman, 2010): (i) Agentes que influenciam a Hemodindmica renal; (ii) Inibidores de
anidrase carbonica; (iii) Diuréticos Osmoticos; (iv) Inibidores da co-transportador
Na*/K*/2CI ou diuréticos de alca; (v) Inibidores do co-transportador Na*/Cl ou diuréticos
tiazidicos; (vi) Inibidores de canais de sodio luminal (Diuréticos poupadores de K*); (vii)
Antagonistas de receptores mineralocorticoides ou antagonista de aldosterona e (viii)

Outros farmacos que interferem com a funcéo renal.
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2.2 USO DE PLANTAS MEDICINAIS E SUAS MOLECULAS BIOATIVAS

O Brasil inclui-se entre os paises de maior biodiversidade mundial, com mais de
100 mil espécies de plantas superiores distribuidas em diversos biomas. Juntamente com a
diversidade de recursos naturais, o Brasil também possui significativa diversidade de etnias
e culturas que influenciam nossos habitos cotidianos, em especial no que diz respeito ao
conhecimento e uso das plantas medicinais (Dias Souza et al., 2013).

As formas alternativas de tratamento fazem parte do histérico da humanidade,
principalmente, quando falamos da utilizagdo de produtos naturais e sdo de grande
importancia tanto nos aspectos medicinais quanto culturais (Rezende e Cocco, 2002;
Formiga et al., 2013).

O conhecimento popular direciona os estudos para a inovagdo etnofarmacologica,
(Cordel, 1995; Accorsi, 2000; Hamilton, 2003) visto que a utilizacdo de medicamentos
fitoterapicos vem crescendo de forma significativa. Considerando o alto custo da maioria
dos tratamentos, a diversidade e potencialidade vegetal representa fonte importante para o
desenvolvimento de novas drogas (Franca, 1999; Rates, 2001).

Com o passar dos anos a medicina popular ganhou espaco no estudo e no
tratamento das doencas. Constantes esfor¢os dos pesquisadores tém sido observados a fim
de que as plantas medicinais estejam cada vez mais envolvidas com os tratamentos
oferecidos a populacdo, com o potencial de apresentar melhor efeito terapéutico com
menor nimero de efeitos colaterais e adversos (Silvello, 2010).

A busca por novos ativos farmacoldgicos obtidos em plantas tem resultado em um
aumento consideravel no nimero de moléculas bioativas com grande potencial terapéutico.
Apesar de apenas no final do século XVIII terem sido inciados os estudos para isolamento
e determinacdo de suas estruturas, observou-se que estes novos conhecimentos aliados ao
estudo da fisiologia, possibilitaram um melhor entendimento sobre sua atuacdo no
organismo (Cunha, 2008; Silva et al., 2013).

Sabe-se que 50% dos medicamentos consumidos sdo de origem sintética,
enquanto aproximadamente 25% sdo de origem vegetal, estes provenientes de apenas 90
espéecies vegetais industrializadas (Foglio et al., 2006). No Brasil, apenas 20% da
populacéo é responsavel por 63% do consumo dos medicamentos alopaticos, enquanto que

0S outros 37%, tem como Unica fonte de recursos terapéuticos os medicamentos de origem
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natural, principalmente as plantas medicinais (Cordel, 1995; Calixto, 2003, Clarke et al.,
2013).

Os estudos com plantas medicinais iniciam-se com pesquisas sobre habitos da
medicina tradicional e popular, seguida da anélise fitoquimica, isolamento de substancias
biologicamente ativas, purificacdo e entdo a identificacdo de seus principios ativos
juntamente com a farmacologia dos extratos e constituintes quimicos isolados. Sé assim, e
quando de interesse para a medicina, a planta é formulada e industrializada para a
producdo de fitoterapicos (Maciel et al., 2002).

A producdo de um medicamento de origem vegetal é caracterizada pela interacdo
multiprofissional que acompanha a producdo desde o plantio até o isolamento e/ou
producdo sintética dos compostos ativos isolados. O resultado, sempre que
economicamente viavel, busca a obtencdo de medicamentos mais estaveis, eficazes e com
menos efeitos adversos (Nakazawa, 1999; Simdes e Schenkel, 2002).

Mesmo com todos o0s procedimentos, novas descobertas e investigacOes
realizadas, apenas uma pequena parte do trabalho necessario na descoberta de novas
plantas foi feito e um grande nimero de espécies, novos ativos e novas moléculas ainda
devem ser estudados a fim de que se obtenham novos compostos farmacologicamente
ativos. O Brasil possui 10% da flora mundial, da qual apenas 1% das suas espécies
vegetais foram analisadas quanto a sua composi¢do quimica e farmacoldgica (Cunha,
2008).

Estudos in vivo e in vitro sdo recomendados para as plantas utilizadas na medicina
popular, a fim de elucidar seus componentes bioativos, suas estruturas, seus mecanismos
de acdo, sua posologia e reais indicacdes farmacoldgicas para que possam funcionar como
coadjuvantes ou como forma alternativa para o tratamento alopéatico de referéncia (Cruz,
2013).

Quando consumimos o0s vegetais como fonte de alimento, ingerimos macro e
micronutrientes, e também seus componentes quimicos bioativos, dos quais o metabolismo
humano também é dependente. Algumas substancias presentes na grande maioria desses
alimentos de origem vegetal exercem potente atividade bioldgica, jA comprovada por
varios estudos. Tais substancias sdo chamadas de metabolitos secundarios ou fitoquimicos
e podem desempenhar diversas acdes em beneficio da saide humana (Badimom et al.,
2010; Xia e Weng, 2010; Bastos et al., 2009).
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As substancias bioativas sdo provenientes do metabolismo secundéario de plantas
as quais, entre outras acOes, utilizam estas substdncias para se defender de
microorganismos patogénicos, insetos e para atrair agentes polinizadores (Garcia e Carril,
2009). As substancias quimicas presentes nas plantas podem ser divididas em classes
quimicas (Garcia e Carril, 2009; Simdes et al., 1999): (i) Terpenos (carotenoides,
esteroides, triterpenos livres e Oleos essenciais), (ii) Substancias fenolicas (flavonoides,
lignina, &cidos organicos e taninos), (iii) Substancias glicosidicas (saponinas, glicosideos
cardiotonicos, glicosideos cianogénicos e glicosinolatos) e (iv) Alcaloides.

A associacdo entre estrutura quimica e efeitos bioldgicos pode ser muitas vezes
estabelecida. A maioria das plantas contém apenas alguns destes constituintes e, muitas
vezes, plantas taxonomicamente relacionadas contém substancias semelhantes (Lampe,
2003). O esquema da biossintese das substancias bioativas esta apresentado a seguir
(Figura 7).
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Figura 7. Esquema da biossintese das substancias bioativas (Saad et al., 2009).

As plantas medicinais que contém estes constituintes sdo utilizadas na terapéutica

humana, sendo de grande importancia para a disseminacdo do conhecimento humano que
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h& milhares de anos é passado de geracdo em geracdo. Na antiga Greécia, as plantas e seu
valor terapéutico e toxico ja eram muito conhecidos. Hipdcrates (460-377 a.c) reuniu 0s
conhecimentos médicos de seu tempo em um conjunto de tratados, no qual para cada
enfermidade foi descrito um remédio proveniente de um vegetal e seu tratamento
correspondente. Naquela época, ja se acreditava que o tratamento para varias doencas
poderia ser feito por meio da alimentacdo adequada (Nogueira et al., 2009).

S&o varias as acgdes bioldgicas exercidas pelas diferentes classes de substancias
bioativas, incluindo atividade quimiopreventiva, antioxidante, hipolipidémica, anti-
inflamatoria e antibacteriana (Talhouk et al., 2007; Padilha e Pinheiro, 2004; Liu et al.,
2010). Para o tratamento de diversas doencas, das quais a maioria estdo relacionadas ao
estresse metabolico, incluindo as DCNT como a obesidade, merecem atencdo as
substancias bioativas com acdo antioxidante e anti-inflamatéria (Kumar et al., 2011; Hirai
etal., 2010).

A capacidade de algumas substancias naturais em regular a producgéo de citocinas e
sequestrar radicais livres podem explicar, pelo menos em parte, a correlagdo entre sua
ingestdo com a reducdo do risco de doencas (Badimon et al., 2010; Chuang et al., 2010;
Cefalu et al., 2008). Outro possivel mecanismo para esta correlacao refere-se a modulacdo
génica, que interfere em diferentes processos intracelulares envolvidos na resposta
inflamatéria e na defesa contra o estresse oxidativo (Goto et al., 2010; Seymour et al.,
2009; Joyal, 2004). As atividades antioxidante e anti-inflamatoria de substancias bioativas,
incluindo os flavonoides e os acidos fendlicos, ja foram confirmadas em varios estudos
(Chuang et al., 2010; Liu et al., 2010; Talhouk et al., 2007; Dembinskakiec et al., 2008;
Soares et al., 2002). O potencial efeito anti-inflamatdrio de alguns 6leos essenciais e
alcaloides, incluindo a capsaicina e piperina, na obesidade e suas complicacdes
metabolicas também vém sendo evidenciado por alguns autores (Chueh e Lin, 2012; Souto
etal., 2011; Chung et al., 2010).

Acidos graxos saturados, monoinsaturados e poliinsaturados, presentes em
guantidades significativas em alguns frutos e sementes, sdo também importantes
moduladores do processo inflamatério em animais. Sugere-se que 0s acidos graxos oléico,
linoléico e linolénico apresentam potencial efeito benéfico nas alteracbes metabolicas
associadas a obesidade, quando ingeridos na propor¢do adequada (Bressan et al., 2009;
Geraldo e Alfenas, 2008).
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2.2.1 Substancias fendlicas: flavonoides e acidos fendlicos

As substancias fendlicas sdo originadas do metabolismo secundario das plantas,
sendo essenciais para 0 seu crescimento e reproducdo. Nas plantas, os flavonoides
desempenham func¢bes importantes, incluindo pigmentacdo, protecdo contra raios
ultravioleta, inibicdo da acéo de certas enzimas e propriedade antioxidante (Garcia e Carril,
2009; Manach et al., 2004).

As estruturas dos fendis presentes nos vegetais variam desde estruturas simples,
contendo um anel benzeno, até outras mais complexas como 0s taninos, cumarinas e
flavonoides. Quimicamente, os fenolicos sdo definidos como substancias que possuem anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos (Naczk e Shahidi, 2004; Soares,
2002).

Os maiores grupos de fenolicos encontrados nos vegetais sdo representados pelos
flavonoides e acidos fendlicos. A estrutura quimica dos flavonoides possui um nucleo
caracteristico formado por 15 carbonos (C6-C3-C6) e dois anéis aromaticos (A e B) unidos

por trés carbonos que formam um anel heterociclico C (Figura 8) (Angelo e Jorge, 2007).
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Figura 8. Estrutura quimica dos flavonoides. A e B, anéis aromaticos; C, anel
heterociclico (Adaptado de Angelo e Jorge, 2007).

Variagbes em substituicio do anel C resultam em importantes classes de
flavonoides, como flavonois, flavonas, flavanonas, flavanois (ou catequinas), isoflavonas e
antocianidinas (Angelo e Jorge, 2007). No grupo das flavonas encontra-se a quercetina, um
dos flavonoides mais encontrados na dieta rica em vegetais (Mink et al., 2007).

No organismo, os efeitos bioldgicos dos flavonoides sdo principalmente atribuidos
a sua capacidade antioxidante, conferida pela sua estrutura quimica. Dentre 0s mecanismos
antioxidantes, destaca-se a sua capacidade de remoc¢do de ERO, inibi¢do da peroxidagéo

lipidica de acidos graxos insaturados ou de fosfolipidios de membrana, capacidade de
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quelar metais de transicdo e de aumentar a acdo de enzimas antioxidantes, entre outros
(Erden e Kahraman, 2000; Pietta, 2000).

E também atribuida aos flavonoides atividade anti-inflamatoria, devido a
capacidade destes constituintes em inibirem a ativacdo do fator de transcricdo NF-kB
(Garcia-Lafuente et al., 2009). Os efeitos benéficos dos flavonoides tém sido também
estudados em relacdo ao DM, através da capacidade destas substancias em melhorar os
niveis sanguineis de glicose ou melhorar a toleréncia a glicose, comprovando sua agéo
hipoglicemiante dos mais diversos mecanismos de acdo (Ong e Khoo, 2000; Da Silva e
Cechinel Filho, 2002; Silva et al., 2002; De Sousa et al., 2004; Zanatta et al., 2007). Além
disso, os flavonoides podem estimular a absorcao de glicose nos tecidos periféricos e agir
como secretagogos ou miméticos da acao da insulina. Porém, o mecanismo de acdo destas
substancias ainda ndo foi completamente estabelecido (Garcia-Lafuente et al., 2009;
Cazarolli et al., 2008).

Os animais e seres humanos obtém bioflavonoides através da dieta (Harborne e
Williams, 2000). Estes podem ser absorvidos tanto pelo estdmago como pelo intestino
através do transporte passivo pelas membranas. Trabalhos mostram que alguns
heterosideos de flavonoides podem ser absorvidos intactos no intestino através do
transporte de glicose dependente de Na* (SGLT-1) (Hollman et al., 1995; Chang et al.,
2005; Gee et al., 2000). Antes de serem absorvidos, os flavonoides séo clivados por
enzimas especificas, como a lactase florizina hidrolase (LPH) que catalisa a hidrélise no
lumen, e as glicosidases citosélicas que atuam de acordo com a posicdo e estrutura do
acucar (Cazarolli et al., 2008).

Héa grande interesse nas aplicacdes terapéuticas de flavonoides para o tratamento e
prevencdo de doencas, sendo que uma variedade de propriedades bioldgicas ja foi relatada,
incluindo a capacidade antioxidante, anti-inflamatéria, antitumoral, antiviral e
antibacteriana, assim como efeito citoprotetor direto sobre o sistema vascular, pancreas e
figado (Cazarolli et al., 2008).

Com relagdo aos flavonoides C-glicosideos, além da atividade hipoglicemiante,
trabalhos demonstraram propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, as quais estao
diretamente relacionadas com o DM e suas complicacfes (Andrade-Cetto e Wiedenfel,
2001; Kupelli et al., 2004; Hasegawa et al., 2008; Shibano et al., 2008).

Os é&cidos fendlicos caracterizam-se por terem um anel benzénico, um grupamento

carboxilico e um ou mais grupamentos de HO® e/ou metoxila na molécula. Eles conferem
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propriedades antioxidantes para os vegetais (Soares, 2002). Os acidos fendlicos mais
comuns s&o os derivados do &cido hidroxicindmico que sdo compostos aromaticos com trés
carbonos que formam uma cadeia lateral (C6-C3), sendo o acido caféico (Figura 9) um

dos mais comuns (Bravo, 1998; Garambone e Rosa, 2007).
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Figura 9. Estrutura quimica dos é&cidos fenélicos. Acido cafeico: R1 = OH, R2 = H (Adaptado de
Angelo e Jorge, 2006).

O Aacido cafeico estd presente nos alimentos, principalmente na forma de acido
clorogénico, que é um éster do acido quinico com o acido cafeico. Na alimentacdo, o café,
frutas citricas, berinjela e alcachofra sdo as principais fontes de acido clorogénico e estudos
epidemiol6gicos tém sugerido a associagdo entre o consumo destes alimentos e a
prevencdo de doengas (Garambone e Rosa, 2007; Olthof et al., 2001).

Como € caracteristico de substancias fenolicas, o acido clorogénico apresenta
atividade antioxidante e alguns estudos tém demonstrado potencial efeito
anticarcinogénico, hipolipidémico e no aumento da sensibilidade & insulina (Sotillo e
Hadley, 2002; Olthof et al., 2001; Kasai et al., 2000).

2.2.2 Derivados terpénicos: saponinas

Os terpenos sdo substancias que possuem como unidade béasica a molécula de
isopreno CH2=C(CH3)-CH=CH2 e podem ser subdivididos segundo o numero de
unidades isoprénicas que possuem: monoterpenos (2 unidades), sesquiterpenos (3
unidades), diterpenos (4 unidades), sesterpenos (5 unidades), triterpenos e esteroides (6

unidades) e tetraterpenos ou carotenoides (8 unidades) (Saad et al., 2009).
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Figura 10. Estrutura quimica de uma saponina (triterpénicas) isolada da Glycyrrhiza
glabra L. (Saad et al., 2009).

Os terpenos podem ser encontrados na sua forma glicosilada, como por exemplo, as
saponinas, que sdo glicosideos de triterpenos. As saponinas consistem em uma ou mais
cadeias de acucar unidas por uma ligacdo glicosidica a uma aglicona hidrofébica, a
sapogenina, que pode ser triterpenoide ou esteroide (Francis et al., 2002). As saponinas séo
heterosideos, com uma porcdo aglicona lipofilica e uma ou mais cadeias osidicas
representando a por¢do hidrofilica da molécula, sendo assim, além de serem agentes
afrogénicos, sdo agentes emulsionantes quando em presenca de dois liquidos imisciveis. O
nome saponina provém da sua capacidade de formar espuma quando agitadas em agua,
assim como o sabdo (Garcia e Carril, 2009).

Esse grupo de substancias apresenta ainda as propriedades hemolitica, citoxica e
antifingica, em maior ou menor grau, dependendo da estrutura da molécula. Tais
propriedades se explicam pela capacidade que essas moléculas tém de se complexar com
esteroides das membranas bioldgicas, desestruturando-as e, portanto, alterando sua
permeabilidade e consequentemente destruindo-as. A complexacdo com esteroides
favorece a acdo hipocolesterolemiante das saponinas (Zhao et al., 2006) Nos ultimos anos,
pesquisas revelaram inimeras atividades bioldgicas e farmacoldgicas para as saponinas,
entre elas, antidiabética, anticancerigena, analgésica e anti-inflamatdria (Dinda et al., 2010;
Bhavsar et al., 2009; Borgi et al., 2008).

2.2.3 Alcaloides
Os alcaloides sdo, geralmente, substancias nitrogenadas de reacao bésica. Eles séo

classificados de acordo com o nucleo quimico principalmente em inddlicos, quinolinicos,

quinolizidinicos, isoquinolinicos, imidazélicos, tropanicos e pirrolizidinicos. Os alcaloides
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de ndcleo isoquinolinico (Figura 11) sdo os mais comuns entre os vegetais (Ferro, 2008;
Simdes et al., 1999).

=
N

Figura 11. Estrutura quimica da isoquinolina (Alcaloide) (Adaptado de Simdes et al., 1999).

Nas plantas, acredita-se que os alcaloides sejam importantes como produtos de
detoxificacdo de substéncias nocivas do vegetal, ou que exercam funcbes de reserva de
nitrogénio, defesa contra microganismos patogénicos e herbivoros, entre outros (Simdes et
al., 1999; Saad et al., 2009).

Os alcaloides presentes nas plantas constituem um grupo de metabdlitos
secundarios com grande diversidade estrutural, comparavel aos terpenos. Eles apresentam
atividades farmacoldgicas importantes, sendo utilizados desde os primordios da
civilizacdo, como medicamentos, pocGes magicas e até venenos (Simdes et al., 1999; Saad
et al., 2009).

Os efeitos dos alcaloides no organismo sdo indmeros, incluindo agdo sobre o
sistema nervoso central e periférico, atividade antioxidante, anticancer, analgésica e anti-
inflamatdria (Chueh et al., 2012; Souto et al., 2011; Silva et al., 2009; Puvanendran et al.,
2008; Woo et al., 2007).
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2.3 PLANTAS MEDICINAIS E O CERRADO BRASILEIRO

A descoberta de novas drogas a partir de plantas medicinais € um estimulo a
pesquisa como forma de aproveitar a disponibilidade e a variedade que compde a flora
mundial (Bisignano et al., 1999; Salvador et al., 2004), que proporciona também varias
possibilidades como as moléculas com grande diversidade estrutural (Viegas et al., 2006),
com reduzidos efeitos colaterais comparados as drogas sintéticas (Bauer e Bronstrup,
2014). O conhecimento etnofarmacologico potencializa essa busca, juntamente com
estudos quimicos e farmacoldgicos (Brandao et al., 2008).

A maioria dos estudos com plantas medicinais no Brasil tem sido realizada com
plantas exdticas e, quando se trata de plantas nativas, estes trabalhos ainda sdo pouco
abrangentes e escassos (Jannuzzi et al., 2011). O Cerrado, que ocupa 22% do territorio
brasileiro, é considerado um dos biomas mais degradados do planeta. Apresenta 6.500
espécies de plantas nativas, das quais, apenas cerca de 200 ja tém algum uso econémico
(Myers, 2000; Durigan et al., 2007).

Dentre estas espéciaes, a familia Rubiaceae € a mais frequente neste ecossistema,
sendo composta pelos géneros Alibertia, Psychotria, Palicourea e Tocoyena os que detém
maior nimero de espécies, totalizando 120 espécies (Mendonca et al., 2013) com diversas
utilidades de importancia econdmica e farmacéutica (Da Silva, 2013).

O género Alibertia é representado por espécies com grande importancia terapéutica
por apresentarem atividades bioldgicas como antitumoral e citotoxica, (Gupta et al., 1996)
antioxidante do fruto de Alibertia sessilis (Rocha, 2011) e citotdxica das partes aéreas de A.
myrciifolia (Gadelha Militao et al., 2005). Com base nestes dados, buscou-se estudar a
planta Alibertia edulis (L.C. Rich.) A.C. Rich., popularmente conhecida como marmelo do
cerrado, quanto ao seu potencial terapéutico atividades hipoglicemiante, hipotensora,

antihipertensiva, diurética, e antioxidante em modelos experimentais.

2.3.1 Alibertia edulis (L.C. Rich.) A.C. Rich

Trata-se de uma planta nativa e bastante frequente no Cerrado brasileiro,
distribuindo-se desde o sul do México até o norte da Argentina de forma neotropical. E
caracterizada como uma planta arb6rea com altura variando de 3-5 metros com copa

piramidal para as plantas masculinas e arredondada para as plantas femininas (Figura
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12A). Possui caule de textura grossa, bastente fissuras e coloragdo escura (Figura 12B),
folhas opostas simples, com nervuras alternadas (Figura 12C), fruto imaturo tipo baga
com tamanho de até 10 cm de didmetro, casca verde e muito lisa (Figura 12D), e flores

ornamentais brancas e numerosas (Figura 12E) (Pereira, 2007).

Figura 12. Alibertia edulis em seu habitat natural (Fonte: arquivo pessoal)

Alguns estudos tém sido conduzidos a fim de tentar evidenciar algum composto ou
atividade biolégica importante (Barreiro e Machado, 2007; Lehn et al., 2008; Rocha, 2011;
Cardoso e Moreno, 2013) visto que o cha (extrato aquoso) das folhas vem sendo utilizada
para o controle da DM, principalmente no estado do Mato Grosso (Rieder, 2013), para o
controle da hipertensdo arterial no estado do Mato Grosso do Sul (Sangalli et al., 2002) e
como calmante (Neto, 2006).

Na investigacdo fitoquimica, nos caules e hastes de A. edulis obteve-se o
isolamento e a identificacdo de um novo éster iriddide e uma nova saponina, juntamente
com outros trés compostos ja descritos na literatura. Sendo que o éster e a saponina,
apresentaram atividades inibitérias moderados contra Candida albicans e C. krusei em um
ensaio de diluicdo (Candida da Silva et al., 2008).
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Foi possivel identificar também, a presenca de um oleanano (Brochini, 1994), e de
alcaloides, esteroides, flavonoides, terpenos, taninos e saponinas (Da Silva et al., 2010;
Soto-Sobenis et al., 2001).

Apesar de sua atividade terapéutica ainda ser desconhecida, apresentou atividade
antitumoral (Gupta et al., 1996), como j& descrito em outras espécies do mesmo género,
como também, atividade inibitoria sobre o crescimento de Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Candida krusei, Cryptococcus neoformans,
Leishmania amazonensis, Artemia salina e potencial antioxidante (Marques et al., 2013).

A presenca desses metabolitos secundarios pode auxiliar em estudos futuros, para
que se possa chegar ao isolamento de principios ativos importantes para a producdo de

novos fitofarmacos (Novais et al., 2011).
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2.4 ASPECTOS TOXICOLOGICOS
2.4.1 Toxicidade das plantas medicinais

O wuso de plantas medicinais para fins terapéuticos tem aumentado
significativamente nos Gltimos tempos (De Freitas et al., 2015). No Brasil, essa pratica ¢é
amplamente difundida, porém, quase sempre realizada de forma indiscriminada e sem o
acompanhamento da devida orientacdo (Asare et al. 2012; De Freitas et al., 2015).

S&o poucos os estudos voltados para a verificacdo de toxicidade de seus extratos
como também de suas substancias isoladas, garantindo seguranca no uso pela populagdo
humana (Pericleous et al. 2014).

As substancias presentes nas plantas, sdo produzidas durante o metabolismo,
podendo ser primarias e secundarias, denominadas metabdlitos, tendo algumas a funcéo de
repelir predadores. Estes podem exercer tanto efeitos benéficos como maléficos sobre
nosso organismo. As reacOes adversas que as plantas poderdo desencadear podem ser
decorrentes de seus proprios componentes, pela presenca de contaminantes ou, até mesmo,
pelas preparagdes caseiras duvidosas (Almeida et al., 2010).

Estes metabdlitos, quando produzidos por plantas que j& sdo conhecidas por serem
toxicas, sdo aquelas capazes de produzir substancias prejudiciais ao homem e aos animais,
e esta toxicidade pode estar relacionada a fatores associados ao proprio individuo exposto,
a planta, ao modo de exposicao e as questdes ambientais (Campos et al., 2016).

Apesar do uso disseminado de plantas medicinais, as pesquisas que avaliam a
toxicidade desses produtos ainda sdo muito escassas. Por esse motivo, 0 uso baseado
apenas no conhecimento popular ndo séo suficientes para validar as plantas medicinais
como medicamentos eficazes e seguros (Almeida et al., 2010).

A intoxicacdo, aguda ou cronica, causada por plantas é dificil de ser diagnosticada,
assim como a associa¢do entre o sintoma e 0 contato e/ou consumo também séo dificeis de
serem estabelecidos. Quando falamos em salde publica, esse tipo de intoxicacdo tem
impacto expressivo. No Brasil, no ano de 2012, foram registrados 1026 casos de
intoxicacdo causado pelo uso de plantas medicinais de acordo com dados do SINTOX
(Campos et al., 2016).

Apesar da possibilidade de se utilizar testes in vitro nos ensaios de toxicidade como
cultura celular, teste com Artemia salina e Saccharomyces cerevisiae, 0s testes de

toxicidade in vivo em mamiferos ainda sdo amplamente utilizados, visto a importancia dos
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dados obtidos (Berenguer Rivas et al., 2013; Celestino et al., 2013; Farsi et al., 2013;
Gomes et al., 2013; Gouveia et al., 2013; Guissoni et al., 2013).

2.4.2 Testes toxicologicos

Durantes os ensaios pré-clinicos realizados em aninais, antes da Fase 1 da Pesquisa
Clinica, é necessaria a realizacdo de testes de toxicidade com o objetivo de verificar se a
substancia a ser testada apresenta alguma toxicidade quando administrada em uma ou mais
doses durante um determinado periodo de tempo (ANVISA, 2013).

Dentre esses testes, séo realizados os testes de toxicidade aguda e subaguda, a partir
dos quais é possivel determinar a DL50 (dose letal média) da sustancia teste (OECD,
2008).

De acordo com o protocolo estabelecido pela Organisation for Economic
Cooperation and Development (OECD), a espécie animal de escolha €, preferencialmente
ratos, fémeas, tendo como via de administracdo da substancia a oral via gavagem (OECD
2008; ANVISA, 2013).

Em geral, as doses administradas podem ser testadas de forma gradativa até um
limite de dose teste de 2000 mg/kg. Esta administracdo deve ocorrer na forma de dose
Unica, a um Unico animal, e, somente se, este animal sobreviver, a mesma dose devera ser
administrada a mais quatro animais sequencialmente dentro de um intervalo de 48 horas,
totalizando cinco animais no grupo teste. Quando trés ou mais animais deste grupo
sobrevivem, a DL50 €é considerada superior a 2000 mg/kg. Quando ha o 6bito do primeiro
animal, ou entdo trés ou mais animais vao a obito durante o tratamento, doses mais baixas
devem ser testadas para que seja possivel estabelecer a DL50 (OECD, 2008).

Os animais devem ser observados durante as primeiras 24 horas apos a
administracdo da sustancia teste e, posteriormente, no minimo uma vez ao dia durante 14
dias. Devem ser registrados os sinais de toxicidade, incluindo tempo de aparecimento,
progressdo e reversibilidade, como também se houver uma tendéncia para que eles
aparecam tardiamente (ANVISA, 2004; OECD, 2008; ANVISA, 2013).

Devem ser observados, diariamente, os parametros do screening hipocratico,
sugeridos por Malone e Robichaud (1962), nos quais serdo avaliados: (i) Atividade e
coordenacgdo do sistema motor e tonus muscular; (ii) Reflexos; (iii) Atividades sobre o
SNC; (iv) Atividades sobre o SNA.
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Durante o periodo de observacdo (14 dias) ap6s administragdo da dose, também
devem ser registrados a variacdo de peso, o consumo de agua e racdo. Ao final desse
periodo todos os animais sobreviventes devem ser submetidos a eutanasia para a realizacéo
de estudos histopatoldgicos dos 6rgdos (ANVISA, 2004).

Além dos ensaios de toxicidade aguda, a OECD e normativas da ANVISA também
sugerem estudos de toxicidade subaguda, genotoxicidade, teratogénese e toxicidade
reprodutiva, levando em consideracdo a forma de utilizacdo, a indicacdo e o tempo de

administracdo da planta por humanos.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar a composigdo fitoquimica do extrato aquoso das folhas de Alibertia
edulis (L.C. Rich.) A.C. Rich (marmelo do cerrado) selvagem e verificar se a
administracdo do extrato aquodo das folhas de Alibertia eduli exerce influencia sobre a

glicemia, presséo arterial, diurese, e se possui atividade antioxidante e toxicologica.

3.2 Objetivos especificos:

e Auvaliar a caracterizagdo fitoquimica parcial do extrato aquoso das folhas de
Alibertia edulis.

e Avaliar a atividade antioxidante in vitro e in vivo extrato aquoso das folhas de
Alibertia edulis.

e Auvaliar a atividade hipotensora, antihipertensiva e diurética in vivo extrato aquoso
das folhas de Alibertia edulis.

e Avaliar a atividade hipoglicemiante e sobre a intolerancia a glicose induzida por
dieta hiperlipidica in vivo extrato aquoso das folhas de Alibertia edulis.

e Avaliar a acdo toxicologica aguda do extrato aquoso das folhas de Alibertia edulis.
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4 HIPOTESE

O extrato aquoso das folhas de Alibertia edulis apresenta atividades antioxidantes,
anti-hipertensivas, diuréticas, hipoglicemiante, e ndo toxicas, justificando seu uso popular,
visto que outras plantas do mesmo género apresentaram, em estudos anteriores, sem
apresentar efeitos toxicoldgicos, garantindo que possa ser utilizado como alternativa

terapéutica, na forma de um fitoterapico, ou nutracéutica.
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5.1 Artigo 1

O artigo cientifico segue as normas do periodico internacional, ao qual foi submetido.
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