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RESUMO

Atualmente, os disturbios cardiovasculares tém se tornado cada vez mais
comuns, decorrente da inversdo da piramide demogréfica e envelhecimento da
populacdo em conjunto com o aumento do sedentarismo e maus habitos de
alimentacdo. No Brasil, a situacdo ndo € diferente e por isso 0 uso de
medicamentos para tratamento desses disturbios tém crescido. A varfarina €
um dos anticoagulantes orais mais utilizados para reduzir o risco de eventos
tromboembdlicos. No entanto, apesar de ser um medicamento de baixo custo,
a farmacoterapia com a varfarina € complexa, pois possui indice terapéutico
estreito, ndo segue padrdo dose resposta e tem potencial para interagir com
diversos medicamentos, alimentos e plantas medicinais. Plantas como alho,
ginkgo e ginseng tém seus efeitos na homeostasia sanguinea bem elucidados,
mas a maioria das plantas possui informa¢cdes escassas. Dessa forma, o
objetivo desse trabalho € descrever a utilizacdo de plantas medicinais por
pacientes de uma clinica de anticoagulacdo e estudar o efeito de plantas
selecionadas na coagulacdo sanguinea in vitro e seu perfil fitoquimico. Uma
amostra calculada de 273 pacientes foi entrevistada de maio a outubro de
2014, 67% deles relataram uso de plantas medicinais. A maior parte do uso
das plantas € na forma de cha (87%) e a indicacdo geralmente é decorrente do
conhecimento popular, passado de mae para filho (53%). Em raras vezes a
indicacao foi por profissionais da saude, revelando a falta de supervisdo desse
uso. Os usos mais comuns envolvem tratamento de distarbios respiratérios
(37%) e do sistema nervoso central (34%). Foram citadas 64 plantas e a
maioria delas ndo apresentava estudos na literatura cientifica sobre a influéncia
na homeostasia sanguinea. Das plantas citadas foram selecionadas, de acordo
com grande numero de citacdo e presenca de poucos estudos cientificos, 18
espécies, que foram extraidas por maceracdo em etanol. Os extratos
etandlicos foram avaliados, in vitro, quanto a influéncia nos testes de
protrombina (TP) e de tromboplastina parcial ativada (TTPa). A maior parte
dessas plantas apresentou efeito anticoagulante, aumentando pelo menos um
dos parametros avaliados. Dentre essas plantas, as que mostraram um efeito

mais pronunciado de aumento no valor do TTPa foram Citrus sinensis, Lippia



alba, Mentha crispa, Mikania laevigata e Nasturtium offinacinale. Os 6éleo
essenciais dessas espécies também foram avaliados e, por sua vez,
mostraram atividades menos pronunciadas em comparacao aos extratos, com
destaque para Lippia alba no TP e Citrus sinensis no TTPa. Na avaliagao
fitoquimica dessas espécies foram obtidos os perfis quimicos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia e em camada delgada. Algumas substancias foram
identificadas em experimentos de coinjecéo e suas relagcbes com a homeostase
sanguinea foi discutida. O extrato etandlico de L. alba foi fracionado e suas
fracbes demonstraram atividade anticoagulante, principalmente a fracdo em
diclorometano. Portanto, ha relevante uso das plantas medicinais por usuarios
de varfarina e um grande potencial dessas plantas em interferir em tratamentos
anticoagulantes. Dessa forma, € importante monitorar o uso dessas plantas e

estudar melhor seus efeitos no organismo humano.

Palavras-chave: anticoagulacao, cardiopatas, fitoterapicos, interacdo, plantas

medicinais, varfarina.



ABSTRACT

Currently, cardiovascular disorders have become increasingly common, due
tothe reversal of the demographic pyramid and aging population together with
increased sedentary lifestyle and bad eating habits. In Brazil, the situation is no
different and the use of drugs to treat these disorders has grown. Warfarin is
one of the most widely used in oral anticoagulation to reduce the risk of
thromboembolic events. However, in spite of being an affordable medicament,
drug therapy with warfarin is complex because it has a narrow therapeutic
index, it does not follow standard dose response and it has the potential to
interact with various medicines, foods and medicinal plants. Plants such as
garlic, ginkgo and ginseng have its effects on blood homeostasis well
elucidated, but most plants have little information about. Thus, the aim of this
study is to describe the use of medicinal plants in patients of an anticoagulation
clinic and study the effect of selected plants in blood coagulation in vitro and its
phytochemical profile. A calculated sample size of 273 patients were
interviewed between May and October of 2014 and 67% of them reported use
of medicinal plants. Most of the use of herbs is in the form of tea (87%) and the
indication is usually due to the popular knowledge, passed from mother to son
(53%). On rare times, this use was indicated by health professionals, revealing
the lack of supervision of such use. The most common uses involved treatment
of respiratory (34%) and central nervous (32%) disorders. 64 plants were cited
and most of them did not have studies in the scientific literature about the
influence on blood homeostasis. Of the aforementioned, 18 species plants,
choosen by big number of citation and low number of scientific studies, were
selected to be extracted by maceration in ethanol. The ethanol extracts were
evaluated, in vitro, as the influence in the prothrombin time (PT) and activated
partial thromboplastin time (aPTT) tests. Most of these plants demonstrated
anticoagulant effect, increasing at least one of the parameters evaluated.
Among these plants, which showed a more pronounced effect of increasing the
value of aPTT were Citrus sinensis, Lippia alba, Mentha crispa, Mikania
laevigata and Nasturtium offinacinale. The essential oil of these species were
also evaluated and, in turn, showed less pronounced activities compared to the

extracts, highlighting Lippia alba in TP and Citrus sinensis on APTT. In the



phytochemical evaluation of these species, the chemical profiles were obtained
by high-performance liquid chromatography and thin layer chromatography.
Some substances have been identified in coinjection experiments and their
relationship to blood homeostasis was discussed. The ethanol extract of L. alba
was fractionated and fractions demonstrated anticoagulant activity, mainly
dichloromethane fraction. Therefore, it is clear beyond a relevant use of
medicinal plants of warfarin users and a large potential of these plants to
interfere in anticoagulation treatments. Thus, it is important to monitor the use of

these plants and better study their effects on the human body.

Key words: anticoagulation, cardiac patients, herbal products, interactions,

medicinal herbs, warfarin.
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1 INTRODUCAO

Os disturbios cardiovasculares envolvem patologias no coracdo ou vasos
sanguineos e sao representados por uma série de condi¢des clinicas como a
trombose venosa profunda aguda, tromboembolismo pulmonar, fibrilacdo atrial
cronica, entre outras. Estima-se que essas doencas sejam responsaveis por
30% das mortes no Brasil, sdo a maior causa de mortes no mundo e atingem
principalmente o sexo masculino. Entretanto, um tratamento efetivo e o controle

dos fatores de risco podem reduzir drasticamente esses numeros.

O tratamento desses disturbios cardiovasculares envolve inicialmente a
mudanca de habitos de vida, de forma a combater o sedentarismo e adotar
uma dieta saudavel. Em casos de ndo colaboracdo do paciente ou quando
essas medidas ndo séo efetivas, inicia-se o tratamento medicamentoso. Uma
das classes medicamentosas que pode ser utilizada na prevencao de fatores
de risco para disturbios tromboembdlicos, sdo os anticoagulantes orais. No
Brasil o principal anticoagulante utilizado e distribuido pelo SUS € a varfarina,
devido ao seu baixo custo, comparado com 0s outros anticoagulantes orais, o

que facilita 0 acesso da populacéo.

Esse farmaco atua inibindo a vitamina K-epoxido redutase, enzima responsavel
pela regeneracdo da vitamina K que carboxila residuos de glutamato de alguns
fatores da coagulacéo, de forma a ativa-los. Dessa forma, tem-se uma inibicao

do processo de coagulacdo, aumentando a fluidez sanguinea em cardiopatas.

Entretanto, a manutencéo da fluidez sanguinea dentro dos vasos, resultado da
homeostasia sanguinea, &, por si s6, um processo influenciado por diversos
outros fatores, como os treze fatores da coagulacdo, antitrombina, proteina C,
plasminogénio, trombomodulina, porstagladinas, tromboxanos, vitamina K,
além de integridade vascular, fatores genéticos e fisiologicos. Assim, nessa
farmacoterapia com anticoagulantes orais, o carater multifatorial de controle da
coagulacdo combinado com o baixo indice terapéutico da varfarina, seu

potencial de toxicidade e a falta de um padrédo dose-resposta, cria um quadro

13



de risco para esses pacientes, que ainda costumam possuir comorbidades e

fazer uso de polifarméacia.

Nesse contexto, as clinicas de anticoagulagdo se destacam no auxilio desses
pacientes, pois monitorizam a anticoagulacao, garantindo que o medicamento
se encontre dentro da faixa terapéutica, tendo maior eficacia e seguranca. Para
isso é monitorizado o tempo de protrombina (Relacdo Normalizada
Internacional - RNI) com o objetivo de identificar precocemente fatores de risco,
intervir apropriadamente e em tempo real em casos de complicaches,

supervisionar a adesao e educar o paciente.

Entretanto, apesar da monitorizagcdo desses pacientes, tém-se ainda fatores
que podem interferir na anticoagulacdo, como por exemplo, a ingestdo de
alimentos com elevado teor de vitamina K e a utilizacdo de plantas medicinais.
As plantas medicinais normalmente sdo negligenciados nesses cuidados
devido, muitas vezes, as escassas informacgdes a respeito. Assim, o estudo das
plantas é importante ndo s6 para a descoberta de novos farmacos, mas
também para avaliar o potencial de interacdo de seus metabdlitos nos
processos bioquimicos, farmacocinéticos e farmacodinamicos que ocorrem no

organismo, racionalizando a farmacoterapia nessas situacoes.

Na literatura cientifica, encontram-se descritas cerca de 30 plantas/produtos
naturais que interagem de diferentes formas na anticoagulacdo com a
varfarina. A Glycyrrhiza glabra (alcaguz) aumenta o risco de sangramento por
inibir a trombina e a agregacéao plaquetaria; a Arnica montana (arnica) aumenta
o efeito anticoagulante devido a presenca de derivados cumarinicos; a Aloe
vera (babosa) inibe a formagdo do tromboxano e diminui a absor¢cdo da
varfarina devido ao seu conteudo antraquinénico; a Camellia sinensis (cha
verde) é antagonista da varfarina devido ao alto teor de vitamina K; e a Pfaffia
paniculata (ginseng brasileiro) reduz a concentracdo sanguinea da varfarina

por aumentar sua metabolizac&o.
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Combinando a variedade de mecanismos com 0s quais as plantas podem
interferir, com a complexidade do tratamento com a varfarina e a sensibilidade
clinica dos cardiopatas e considerando-se que com o envelhecimento
populacional e a melhoria de acesso da populacdo ao servico de saude, o
namero de pacientes com diagndstico de cardiopatia e indicacdo para a

anticoagulacdo é crescente, o estudo dessa relacdo torna-se ainda mais

importante.

Assim, foi proposta desse estudo avaliar o uso das plantas medicinais em
cardiopatas em anticoagulacdo oral com a varfarina, tendo como objetivos:
descrever o perfil de utilizacdo dessas plantas em pacientes atendidos no
ambulatério de anticoagulagcdo do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Minas Gerais; avaliar as interacfes potenciais com base na
composicdo quimica dessas plantas; investigar do ponto de vista quimico as
plantas com escassos relatos na literatura cientifica utilizadas pelos pacientes
quanto a sua influéncia na coagulacao, pela obtencdo de perfis cromatogréaficos

e quanto a coagulacédo em ensaios in vitro.

O estudo da influéncia das plantas medicinais nesse contexto é inovador e de
extrema importancia considerando que o uso dessas plantas é intrinseco ao
contexto cultural brasileiro. Dessa forma, a relevancia do presente projeto esta
na perspectiva de melhor entendimento da influéncia das plantas medicinais na
coagulacédo sanguinea, o que traz consequéncias diretas na farmacoterapia de

cardiopatas que utilizam a varfarina.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Homeostasia sanguinea

O controle da fluidez do sangue é muito complexo ja que o sangue deve
permanecer liquido no interior dos vasos e coagular rapidamente em casos de
lesédo, de modo que se deve obter um equilibrio que evite tanto a hemorragia
quanto a trombose (BRUNTON et al., 2010) (Figura 1).

Figura 1 - Esquema da coagulago (SPRONK et al., 2003).
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O processo da coagulacdo envolve duas vias, que se iniciam
independentemente e convergem para um mesmo ponto: vias extrinseca e
intrinseca. A via extrinseca € importante para o inicio da coagulacdo, enquanto
a via intrinseca é mais importante para a sua manutengédo (DAVIE et al., 1991).
A coagulacdo, de um modo geral, se inicia com a ativagédo das plaquetas pelo
colageno liberado do endotélio lesado. Essas plaquetas, inicialmente ativadas,
liberam granulos que por sua vez ativam ainda mais plaguetas, que se aderem
ao endotélio lesado, formando um agregado que reduz temporariamente a

perda de sangue, e estimulam a ativacdo local dos fatores plasmaticos de
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coagulacdo (SPRONK et al., 2003). Nessa etapa, ha uma série de reacdes de
ativacdo de zimogénios, proteinas precursoras dos fatores da coagulacdo, em

proteases ativas, através da clivagem de ligacdes peptidicas.

Na via extrinseca, pequenas quantidades do fator Vlla, protease ativa originada
do zimogénio VII, ligam-se ao fator tecidual subendotelial que acelera a
ativacéo do fator X pelo fator Vlla, fosfolipideos e Ca?*. J& na via intrinseca
ocorre uma cascata de reacles partindo da précalicreina até o fator 1Xa,
possibilitando sua atuacdo na ativacao do fator X, etapa na qual as duas vias
se convergem para a formacao da trombina (Figura 2). A trombina, por sua vez,
converte o fribrinogénio em fibrina e posteriormente o fator Xllla catalisa uma
reacao de transglutaminacéo entre suas cadeias, formando ligacdes cruzadas
entre os mondmeros de fibrina, o que aumenta a forca do coagulo (BRUNTON
et al., 2010).

Figura 2 - Esquemas das vias intrinseca e extrinsica e fibrin6lise no processo de

coagulacéo (adaptado de ADAMS e BIRD, 2009).
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Entretanto, hd também no organismo, o processo de fibrindlise, que visa
regular a coagulagédo de modo a remover os trombos de fibrina desnecessarios,
mantendo a fibrina nas lesdes endoteliais (LIINEN e COLLEN, 2001) (Figura
3).

Figura 3 - Carboxilagdo dos fatores da coagulagéo acoplada & oxidagdo da vitamina K

(AGENO et al., 2012).
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O ativador de plasminogénio tecidual (t-PA) é liberado em resposta a sinais
como estase sanguinea e catalisa a conversao de plasminogénio em plasmina,
uma protease que digere os coagulos de fibrina (Figura 2). Juntas, a
coagulacdo, a anticoagulacdo e a fibrindlise mantém o delicado balanco
fisiolégico (SPRONK et al., 2003).

Naturalmente, ha diversos mecanismos reguladores que impedem que a
ativacdo das plaquetas e coagulacdo ocorra em vasos sanguineos intactos
(EDELBERG et al., 2001), como a sintese de prostaciclina (prostaglangina I2)
pelas células endoteliais, que inibe a agregacdo e secrecdo plaquetéarias. Ha

também a antitrombina - uma proteina plasmatica estimulada por produtos das

18



células endoteliais que inibem os fatores da coagulacéo — e a trombina, que se
auto-regula de forma que quando hd no mesmo meio a trombomodulina
(secretada por células endoteliais integras), a proteina C (zimogénio homologo
a alguns fatores da coagulacdo) é ativada e combina com seu co-fator, a
proteina S, e degrada os fatores Va e Vllla, reduzindo a ativacdo da
protrombina e fator X. A tromboplastina ou fator tissular, co-fator para o inicio
da via extrinseca, € também regulada, pelo inibidor de fator tissular (ESMON,
2003).

Além dessas formas de regulacdo, a coagulacdo também €& dependente da
vitamina K, produzida principalmente pelas plantas verdes e consumida na
alimentagcdo humana. Essa vitamina atua como um co-fator essencial paraa Y-
carboxilacdo de residuos de glutamato (Glu) dos fatores I, VII, IX e X,
sintetizados pelo figado na sua forma biologicamente inativa. A carboxilacéo
esta diretamente acoplada a oxidacao da vitamina K a seu epéxido (Figura 3 e
4) e a formagédo desses residuos Y-carboxigluatamato (Gla) produz uma
mudanca conformacional calcio-dependente que promove a ligacdo dos
cofatores as membranas fosfolipidicas para resultar na coagulacdo. A enzima
que catalisa essa transformacédo, vitamina K epo6xido redutase, € o alvo de

varios anticoagulantes, como a varfarina (AGENO et al., 2012).

2.2 Bases farmacoldgicas da anticoagulacéao

Em 1939, a ingestdo de forragem de trevo doce (Melilotus officinalis;
Fabaceae) foi identificada como causa de hemorragia fatal no gado e o
dicumarol (bis-hidroxicumarina) (Figura 4), composto presente nessa planta, foi
identificado como o agente hemorragico por Campbell e Link. A partir dessa
descoberta, derivados sintéticos do dicumarol foram desenvolvidos, como por
exemplo, a varfarina, inicialmente utilizada como rodenticida ja que seu uso em
humanos era temido devido a possivel toxicidade (DEWICK, 2009). Mas, apés
um soldado americano tentar suicidio com essa substéncia e ndo conseguir

ficou demonstrada a sua seguranca relativa e esses anticoagulantes tornaram-
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se a base da farmacoterapia dos disturbios tromboembdlicos (MAJERUS e
TOLLEFSEN, 2006).

Os anticoagulantes orais, como a varfarina (Figura 5), inibem a vitamina K
epoxido redutase, enzima que regenera a vitamina K reduzida (Figura 3) para
que ela possa continuar atuando na coagulacdo. Desse modo, a vitamina K

ndo pode mais atuar como co-fator na Y'-carboxilagédo dos residuos de

Figura 4 - Dicumarol.
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glutamato (Glu) dos fatores da coagulacédo. Contudo, a vitamina K (Figura 6)
nao exerce efeito sobre as substancias previamente carboxiladas e como os
fatores da coagulacéo tém tempos de meia vida distintos, o efeito desses
anticoagulantes orais demora alguns dias para se instalar, tempo suficiente

para depuracao dos fatores previamente ativados (BRUNTO et al., 2010).

Figura 5 — varfarina.
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Figura 6 — Vitamina K.

Essa farmacoterapia € utilizada para a prevencao da progressao ou recidiva de
trombose venosa profunda aguda ou embolia pulmonar e na prevencdo do
tromboembolismo venoso em paciente portadores de proteses valvares, com
fibrilag&o atrial cronica ou tromboembolismo recorrente (SAWICKA-POWIERZA
et al., 2008) e ainda na prevencdo de complicacdes tromboembolicas em
pacientes chagasicos (AUGER et al., 2002). Assim, 0 uso de anticoagulantes
orais normalmente ocorre para o resto da vida dos pacientes, e por muito
tempo, os inibidores da vitamina K Oxido-redutase foram o0s Unicos
anticoagulantes orais disponiveis no mercado para esse fim (AGENO et al.,
2012).

A varfarina é comercializada na forma farmacéutica de comprimidos, nas doses
de 2,5; 5; 7,5 e 10 mg, o que possibilita um tratamento ambulatorial (HIRSH et
al., 2003). A biodisponibilidade da varfarina é quase total e 99% dela liga-se as
proteinas plasmaticas, principalmente a albumina. A varfarina é um racemato
no qual a forma S é cerca de cinco vezes mais ativa que a R. Ela é
biotransformada no figado, eliminada por urina e fezes e apresenta interacdes
diversas com medicamentos e alimentos ricos em vitamina K. O sangramento
constitui sua principal forma de toxicidade em razdo da exacerbacao do seu
efeito anticoagulante, e por isso torna-se imprescindivel o monitoramento do
paciente para ajuste de dose através do tempo de protrombina (TP) e da

relacdo normalizada internacional (RNI).

O TP é um dos testes mais comuns para monitorizar a anticoagulagéo, no qual

adiciona-se tromboplastina (fator tissular) e calcio ao plasma. A tromboplastina
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€ um ‘“extrato” que contém fator tecidual e fosfolipidico para promover a
coagulacdo. A partir dessa amostra o tempo para que a coagulagdo ocorra €
medido opticamente e tem-se o TP. Entretanto, ha diferencas entre a
tromboplastina disponivel no mercado, o que gera variacdes na resposta do
exame. Por isso, o RNI foi instituido pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), como forma de padronizar a tromboplastina comercial com a referéncia
para que se obtenha um resultado preciso e reprodutivel (Figura 7) (HIRSH et
al., 2003; MAJERUSU e TOLLEFSEN, 2006; SPINLER et al., 2005). Assim, o
RNI € uma forma de avaliar a eficacia da terapia anticoagulante (SAWICKA-
POWIERZA et al., 2008).

O valor alvo de RNI é entre 2,00 e 3,00, porém em casos nos quais se deseja
alcancar uma anticoagulacao mais intensa devido a presenca de proétese valvar
mecanica ou trombolembolismo recorrente, a faixa alvo pode tornar-se mais
alta, sendo entre 2,50 e 3,50. A monitorizacdo pode ser realizada com menos
frenquéncia a medida que se consegue uma estabilizacdo do RNI. Entretanto,
deve-se atentar para o fato de que a relacdo dose-resposta da varfarina pode
ser influenciada por diversos fatores genéticos e ambientais: idade, tipo fisico,
dieta, interacdo com outros medicamentos administrados, patologias
concomitantes, funcdo renal, polimorfismos genéticos, falta de precisdo nos
exames laboratoriais de monitorizacdo, uso incorreto do medicamento pelo
paciente ou falha na comunicacdo médico-paciente. Dessa forma, torna-se
essencial o acompanhamento do paciente através da monitorizacdo do RNI
para que se faca os ajustes de dose necesséarios e se obtenha uma resposta
favoravel na terapia (HIRSH et al., 2003).
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Figura 7 - Calculo do RNI (MAJERUSU e TOLLEFSEN, 2006).
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Dentre as formas de monitorizacdo, as clinicas de anticoagulacdo tém-se
destacado na melhoria da eficicia do tratamento e qualidade de vida geral do
paciente (VAN WALRAVEN et al., 2006). Essas clinicas sdo servicos
especializados para monitorizar a anticoagulacdo de acordo com
procedimentos padronizados para tratar, monitorizar e educar 0os pacientes em
uso de anticoagulantes orais (CONNOCK et al., 2007). Ha diversos estudos
que mostram o beneficio da monitorizacdo realizado em clinicas de
anticoagulacdo com base na manutencdo do RNI na faixa terapéutica
(BISCUP-HORN et al.,, 2008). Dessa forma, servigos que visem identificar
precocemente fatores de risco, intervir apropriadamente e em tempo real em
casos de complicacbes, supervisionar a adesdo e educar o paciente, além de
monitorizar seu RNI poderédo proporciona uma farmacoterapia mais efetiva e
segura (NUTESCU, 2003).

Devido aos inconvenientes dessa monitorizacdo necessaria, buscaram-se
outras formas de anticoagulacdo oral e atualmente tém-se alternativas,
normalmente pouco acessiveis devido ao alto custo, como os inibidores diretos
da trombina (dabigatran) e os inibidores do fator Xa (rivaroxaban, apixaban e
edoxaban) (ROMERO, 2013). Esses medicamentos trazem o beneficio de ndo
requererem monitoramento laboratorial para realizacéo frequente de ajustes de
dose por serem dose-dependentes (TUN e OO, 2013). O dabigatran é um
inibidor competitivo, potente e reversivel que se liga ao sitio ativo da trombina
livre ou do complexo trombina/fibrina, de maneira dose dependente. Os demais

se ligam direta e seletivamente a trombina livre ou j& complexada, impedindo a

23



conversdo da protrombina para a trombina na via intrinseca e extrinseca, ja

que o fator Xa € a converséao dessas vias (TSU e DAGER, 2013).

2.3 DistUrbios cardiovasculares

Os disturbios cardiovasculares referem-se genericamente a quaisquer doencas
que envolvam coracdo e/ou seus vasos. Dentre essas doencas, a trombose
venosa profunda aguda, embolia pulmonar, fibrilacao atrial e tromboembolismo
recorrente, sado alguns exemplos que podem ser tratados pelo uso de
anticoagulantes orais (SAWICKA-POWIERZA et al., 2008).

2.3.1 Fibrilacao atrial

A fibrilacao atrial € uma arritmia cardiaca na qual o estimulo para que se inicie
o ciclo cardiaco deixa de acontecer no nodulo sinusal e passa a se originar no
miocardio atrial. Essa patologia normalmente surge devido ao envelhecimento
(CHEN et al., 1999), mas também pode ser decorrente da doenca valvar mitral.
Nesses individuos ha maior tendéncia a eventos tromboembdlicos devido a
possibilidade de lesdo endotelial causada pela inconstancia dos batimentos
cardiacos (LAVITOLA et al., 2010), portanto em sua terapia pode-se empregar
anticoagulantes orais (PAOLETTI et al., 2011).

2.3.2 Valvulopatia reumética

A valvulopatia reumatica é uma inflamacao das véalvulas cardiacas, proveniente
de sequela importante da febre reumética (TCHOUMI e BUTERA, 2009) e
resposta cumulativa do organismo a infec¢des frequentes causadas pelo
Streptococcus pyogenes do grupo A (DALE et al., 2013). Pacientes com esse
distarbio tém propenséo a disturbios tromboembdlicos pela alteracdo do fluxo
sanguineo, e mesmo a substituicdo da véalvula por uma prétese metalica nos
casos mais graves nao elimina o potencial tromboembdlico desses pacientes,

gue assim devem aderir a terapia anticoagulante (HANANIA, 2003).
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2.4 Uso de plantas medicinais

As plantas medicinais sdo utilizadas ha4 muitos anos com a finalidade de
alimentar e curar os males que vem afligindo as pessoas (TACHJIAN et al.,
2010) e sua contribuicdo é inquestionavel. Aléem dos chas e fitoterapicos,
diversos medicamentos sintéticos e semi-sintéticos utilizados atualmente
originaram-se ou originam-se até hoje de plantas medicinais, como o &cido
acetilsalicilico, avermectina, artemisinina, lovastatina, ciclosporina, paclitaxel,
dentre outros (NEWMAN E CRAG, 2012). Isso se deve ao fato de que as
plantas sdo uma fonte inesgotavel de substancias bioativas, ja que produzem
moléculas de alta complexidade estrutural que podem interagir com receptores,
produzindo reagdes diversas (LI E VEDERAS, 2009).

No Brasil, a unido dos conhecimentos indigenas com o0s conhecimentos
trazidos por portugueses, espanhdis e africanos, além da grande
biodiversidade brasileira e das plantas exéticas trazidas por esses povos, gerou
0 que se conhece por medicina tradicional brasileira (BRANDAO et al., 2011).
Assim, tem-se no pais um elevado uso popular dessas plantas medicinais sem
gue haja sido estabelecido e/ou comprovado sua eficacia e seguranca (BRAGA
E CASTILHO, 2011).

Esse € também um cenario mundial: mesmo com 0s avangos na medicina
moderna, milhdes de pessoas ainda utilizam plantas medicinais e seus
derivados, tanto pelos beneficios variados (ULBRICHT et al., 2008), quanto por
acreditar-se que o que é natural ndo traz riscos (GOHIL e PATEL, 2007) e por
ser uma forma de tratamento mais barato, no caso de paises com assisténcia a
saude deficitaria (SILVA et al., 2006).

Contudo, devido as poucas evidéncias da eficacia e seguranca da maioria
desses produtos e a um controle de qualidade precario dessas plantas desde
seu cultivo até o uso, pode-se ocorrer efeitos adversos por contaminantes ou
pelo préprio metabolismo vegetal (ULBRICHT et al., 2008). Outro problema

estd no fato de os profissionais de saude nao supervisionarem esse uso, que
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pode gerar interacbes diversas em caso de uso concomitante com o0s
medicamentos tradicionais (GOHIL e PATEL, 2007).

24.1 Uso de plantas medicinais durante a farmacoterapia da

anticoagulacéao

Produtos naturais constituem um fator de risco adicional a pacientes tratados
com varfarina uma vez que pacientes geralmente esquecem ou omitem seu
uso, por nao se darem conta da importancia dessa informacdo, e o0s
profissionais de saude raramente perguntam sobre esse uso, pela
desinformacdo a cerca da relevancia das interacbes planta-medicamento
(AGENO et al., 2012). Isso resulta num controle inadequado do RNI sem que
se determine a causa (KIDD e HANUMANTHARAYA, 2010).

Aproximadamente 30 plantas/produtos naturais foram implicados em interacdes
com medicamentos envolvidos na anticoagulacdo, como a varfarina. (Ulbricht
et al., 2008). Entre eles estdo principalmente os iniciados com G na lingua
inglesa: garlic (alho), ginger (gengibre), ginkgo (ginkgo) e ginseng (ginseng)
(CHEN et al., 2011).

Entretanto, as plantas medicinais tém suas composicédo e qualidade variadas,
em funcéo do tipo e ambiente de cultivo, afetando o perfil de interacdo, assim
como a confianca dos relatos (WILLIAMSON, 2005). O risco se torna ainda
maior no uso de férmulas que contém mais de uma planta em sua composi¢ao
(SAMUELS, 2005) ou no caso de pacientes com doencas cardiovasculares,
que geralmente possuem comorbidades e fazem uso concomitante de varios
medicamentos (MARTINS et al., 2013).

Numa revisdo para determinar as possiveis interacdes plantas-medicamentos,
a varfarina foi o farmaco cardiovascular mais envolvido (IZZO et al., 2005;
ARGENTO et al., 2000). Falhas na obtenc&o de uma anticoagulacado adequada
ja foram descritas devido a interacfes entre varfarina e produtos naturais

(MENDOZA et al., 2004), como o uso de cha verde que leva a uma diminuigdo
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do RNI (GOHIL e PATEL, 2007). As interacfes de produtos naturais podem
envolver mecanismos farmacocinéticos e farmacodinamicos, afetando
significativamente os niveis de principio ativo circulante, apesar da inducao ou

inibicdo metabdlica ser o mecanismo principal (CHEN et al., 2011).

A complexidade da hemostasia sanguinea propicia um ambiente favoravel a
interacdes devido a existéncia de diversos alvos (Figura 8). Dentre 0s possiveis
mecanismos de interagdo com a varfarina, destaca-se a inibicdo do fator de
agregacdo plaquetario (PAF), que potencializara o efeito anticoagulante do
medicamento, em plantas como matica (Piper aduncum) e meldo de séo
caetano (Momordica charantia). A alteracdo do metabolismo da varfarina
seu tempo de meia vida, como o roma (Punica granatum). Outros mecanismos
citados foram acdo fibrinolitica (alho — Allium sativum — e cebola — Allium cepa)
e inibicdo da ciclooxigenase (Serenoa — Serenoa rapens) ou do tromboxano A2
(crataego — Crataegus monogyna), que atuam faciltando a agregacao
plaquetéaria (SPRONK et al., 2003).

Ha também estudos que identificam flavonoides, catequinas, xantonas,
terpenoides e lignanas como interferentes no processo de anticoagulagao.
Entretanto, como ndo ha mecanismos definidos dessas interacdes, nao é
possivel extrapolar esses resultados para a classe do metabdlito, como se faz
com as cumarinas, mas essas informacfes podem fornecer indicios das
classes de metabdlitos relacionadas (KOSHY e VIJAYALAKSHMI, 2000; OKU
et al., 2005; MOORE et al., 2009).
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Figura 8 — Alvos potenciais da interferéncia de plantas medicinais e seus metabdlitos
na hemostasia sanguinea e na atividade da varfarina. Legenda: PAF=fator de agregacao

plaquetaria e TXA2=tromboxano A2.
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Em casos especificos, os flavonoides da garcinia (Garcinia cambogia) ativam a
adesdo e agregacdo plaquetarias (KOSHY e VIJAYALAKSHMI, 2000), as
xantonas de espécies da familia Clusiaceae (Hypericum patulum, Calophyllum
inophyllum e C. austroindium) atuam como inibidoras do PAF (OKU et al.,
2005), assim como as lignanas e sesquiterpenos da bardana (Arctium lappa),
da forsitia (Forsitia suspensa) e da centripeta (Centipeta minima) (IWAKAMI et
al., 1992). Ja as catequinas do cha verde (Camellia sinensis) atuam de uma
forma mais geral, mantendo a funcdo endotelial e a homeostasia vascular, de
forma que seu uso continuo diminuiria a necessidade de varfarina (MOORE et
al., 2009).
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Também hé as interacdes mais conhecidas, que sdo causadas por plantas com
grande quantidade de vitamina K - antagonizando o efeito da varfarina, como
chéa verde (Camellia sinensis). Nesse contexto, a dieta € muito importante, pois
esta envolvida na modificacdo do risco individual para o desenvolvimento de
disturbios trombdticos (PHANG et al.,, 2011), de forma que pacientes em
farmacoterapia de longa duracdo com varfarina sdo muito sensiveis a
flutuagBes na ingestdo de vitamina K na dieta, ja que ela inibe os efeitos da
varfarina por atuar na carboxilagdo dos residuos de glutamato (AGENO et al.,
2012). Os vegetais de folhas verdes, por exemplo, jA sdo conhecidos como
ricos em vitamina K e por isso sua ingestdo deve ser controlada. Alguns deles
sao couve, espinafre, nabo, acelga, salsa e mostarda (MARCASOM, 2007).

Portanto, como a atividade biologica esta relacionada a composi¢cdo quimica, o
estudo dos compostos presentes nas plantas medicinais pode auxiliar a
elucidar as possiveis interagdes na hemostasia sanguinea. As classes de
metabolitos com atividade comprovada nesse controle complexo da fluidez

sanguinea podem direcionar a avaliacdo quimica e biologica das espécies.

2.4.2 Espécies vegetais estudadas

As plantas medicinais citadas pelo pacientes entrevistados foram avaliadas in
vitro quanto a sua atividade na coagulacdo sanguinea e as que apresentaram
maior atividade anticoagulante foram estudadas quanto a sua composicéo
quimica quimica em literatura cientifica para direcionamento dos estudos

fitoquimicos.

2.4.2.1 Citrus sinensis

Citrus sinensis ou laranja, originaria do sudeste asiatico, é, atualmente,
consumida em todo o mundo como uma fonte de substancias antioxidantes que
auxiliam o sistema imune. E uma pequena arvore que cresce em ambientes
tropicais, semi-tropicais e regibes temperadas quentes. Seu fruto é muito
consumido, mas suas folhas também sdo muito utilizadas para fazer chas.

Alguns das classes de compostos comumente encontradas nessas plantas e
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responsaveis pela maior parte de suas atividades biologicas séo: flavonoides
como hesperedina, rutina, naringina, outros polifendis e compostos volateis que
compde seu O6leo essencial, como limoneno e sabineno (Figura 9). Esses
compostos biologicamente ativos auxiliam na prevencdo de aterosclerose,
cancer, pedra nos rins, Ulceras e reducdo do colesterol devido a sua acéo
antioxidante e anti-inflamatéria (ETEBU e NWAUZOMA, 2014).

Figura 9 — Estruturas quimicas de alguns compostos isolados de Citrus sinensis:

rutina (A), limoneno (B) e sabineno (C).
A B C
HO O
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2.4.2.2 Lippia alba

Lippia alba é uma planta aromatica que pertence a familia Verbenaceae. Essa
planta foi muito utilizada na Franga durante a escravidao e atualmente seu uso
€ mais comum nas Américas Central e do Sul. Ela tem diversos nomes
tradicionais e no Brasil é conhecida como cidreira, bem como outras 17
espécies com usos similares. Seus principais usos tradicionais envolvem
sistema gastrointestinal, respiratorio, cardiovascular e como sedativo. Essa
versatilidade faz com que a L. alba seja de grande interesse econdmico, mas
apesar disso h& poucos estudos comprovando suas atividades. Com relacdo a
composigdo quimica, estudou-se muito sua composi¢do de 6leo essencial, que
é bastante variavel, sugerindo a existéncia de varios quimiotipos. Seu oleo
essencial é composto por monoterpenos como o cineol, sesquiterpenos como o
aromadendreno (Figura 10), dentre outros. Além desses compostos, também ja

foram isolados flavonoides como apigenina (Figura 10), luteolina e quercetina,
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fendlicos como acido caféico e acido rosmarinico (Figura 10) e triterpenos
como acido ursolico (HENEBELLE et al., 2008).

Figura 10 — Estruturas quimicas de alguns compostos isolados de Lippia alba:

aromadendreno (A), apigenina (B) e acido rosmarinico (C).
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2.4.2.3 Mentha crispa

O género Mentha pertence a familia Lamiaceae e pode ser encontrado
distribuido mundialmente. A M. crispa, especificamente, é nativa da Africa, Asia
temperada e Europa. O grande numero de diferentes nomes taxondmicos
atribuidos as mentas/hortelas reflete a grande variagdo morfolégica entre as
espécies. De aroma refrescante, as mentas tém, além de grande aplicacdo
terapéutica, um vasto uso culinario. Na medicina tradicional, essas plantas tem
sido popularmente usadas para tratar nausea, bronquite, flatuléncia, anorexia,
Ulcera e problemas do figado devido a suas atividades anti-inflamatoria, anti-
emetica, sudorifera, anti-espasmaodica, analgésica e estimulante. Além de 6leo
essencial, rico em canfeno (Figura 11), germacreno e mirceno, foi descrita a
presenca de derivados do acido cinamico, flavonoides como apigenina,
luteolina e naringenina (Figura 11), taninos como catequina (Figura 11) e
epicatequina e esteroides nesse género. No entanto, apesar de varios tipos de

compostos demonstrarem atividades biologicas, devido a sua propriedade de
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sequestrador de radicais, 0s compostos aromaticos do hortela tem recebido
mais atencédo (KUMAR et al., 20110; BARROS et al., 2015).

Figura 11 — Estruturas quimicas de alguns compostos isolados de Mentha sp.:

canfeno (A), naringenina (B) e catequina (C).
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2.4.2.4 Mikania laevigata

Mikania € um género pertencente a familia Asteraceae, constituido
principalmente por plantas de pequeno porte, como ervas e arbustos. Sua
distribuicao é tropical e subtropical nas Américas e grande parte das espécies €
pode ser encontrada no Brasil. A M. laevigata, popularmente conhecida como
guaco, € nativa da América do Sul, cresce espontaneamente nas margens de
rios e tem boa adaptacdo ao cultivo doméstico, o que contribui para disseminar
seu uso. O guaco € muito empregado no tratamento de condices alérgicas e
inflamatorias, devido a propriedades tbnicas, antipiréticas, expectorantes entre
outras. Estudos pré-clinicos indicam que essa planta pode promover
broncodilatacdo e tem atividades anticoagulantes, antitrombdticas,
antiulcerogénicas, hipoalergénicas, antiespasmédicas, anti-inflamatorias,
analgésicas, antiofidicas e antiparasitarias. Estudos fitoquimicos revelam a
presenca de alcoois, acidos, aldeidos, ésteres e sesquiterpenos compondo seu
Oleo essencial, além de outros terpenos, flavonoides, taninos, saponinas e
cumarinas. A cumarina, juntamente com o acido caurendico (diterpeno) (Figura
12), sdo os principais compostos relacionadas as atividades bioldgicas
(CZELUSNIAK et al., 2012; GASPARETTO et al., 2013).
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Figura 12 - Estruturas quimicas de alguns compostos isolados de Mikania laevigata:

cumarina (A) e acido caurendico (B).

2.4.2.5 Nasturtium officinale

Nasturtium officinale, conhecido no Brasil como agrido, € uma planta nativa da
Europa e economicamente importante devido a sua aplicacdo culinaria. E uma
espécie de valor nutricional alto devido a presenca de grandes quantidades de
vitamina C, provitamina A, &cido félico, iodina, ferro, proteinas e compostos de
calcio e enxofre. Além disso, o agrido tem um historico de uso medicinal devido
a sua atividade antioxidante e sua promissora atividade anti-cancerigena. N.
officinale pertence a familia Brassicaceae, cujos vegetais, como 0 agrido,
representam a maior parte dos vegetais consumidos pelo homem. Além dos
compostos ja citados, essa familia € conhecida por produzir uma classe de
compostos bem especificos, os glicosinolatos, como gliconasturtiim (Figura 13),
glicobracissin, gliconapin. Essas substancias tém em sua formula molecuar
atomos de enxofre e tem grande aplicabilidade na defesa das plantas, além de
ser o principal responsavel pelo odor do agrido. Flavonoides (quercetina,
campferol e isoramnetina (Figura 13), taninos, derivados do acido
hidroxicinamico, fenilpropanoides e outros fendlicos também foram ser isolados
do N. officinale e contribuem para seu sabor adstringente e sua propriedade
antioxidante e anti-inflamatéria (GONCALVES et al., 2009; JAHANGIR et al.,
2009).

33



Figura 13 — Estruturas quimicas de alguns compostos isolados de Nasturtium

officinale: gliconasturtiim (A) e isoramnetina (B).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Descrever o perfil de utilizacdo de plantas medicinais e fitoterapicos em
cardiopatas em uso de varfarina e avaliar suas possiveis interferéncias na
hemostasia sanguinea e na farmacocinética/farmacodinamica da varfarina; e o

perfil fitoquimico de plantas selecionadas.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Elaborar questionario sobre o uso de plantas medicinais para ser aplicado

aos pacientes acompanhados;

3.2.2 Entrevistar cardiopatas atendidos no ambulatério de anticoagulacdo do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais sobre o uso de

plantas medicinais;

3.2.3 ldentificar e analisar os habitos de consumo de plantas medicinais em
cardiopatas atendidos no ambulatério de anticoagulagdo do Hospital das
Clinicas da UFMG;

3.2.4 Selecionar as plantas medicinais menos estudadas na literatura cientifica

a respeito da sua influéncia na homeostasia sanguinea;

3.2.5 Avaliar interferéncia das plantas medicinais selecionadas na coagulacao

em ensaios, in vitro;

3.2.6 Obter perfil fitoquimico por cromatografia liquida de alta eficiéncia e

cromatografia em camada delgada das plantas medicinais selecionadas.
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CAPITULO 1

Perfil e fatores associados ao consumo de plantas medicinais por

cardiopatas em uso de varfarina em um ambulatério de anticoagulagao
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1 MATERIAS E METODOS

O presente estudo é um subprojeto do projeto intitulado Fatores de Risco para
Complicagcbes da Anticoagulacdo Oral em Pacientes com Doencas
Cardiovasculares Atendidos em Ambulatérios de Referéncia em Belo
Horizonte: um Estudo de Coorte, cuja coordenacdo é de responsabilidade da
Professora Maria Auxiliadora Parreiras Martins do Departamento de Produtos
Farmacéuticos da Faculdade de Farmacia da UFMG (Aprovacéo registrada no
Comité de FEtica em Pesquisa da UFMG sob o cédigo CAAE -—
08136613.4.0000.5149) ANEXO V.

1.1Desenho de estudo

Foi delineado um estudo observacional transversal para entrevista de pacientes
ambulatoriais em uso de varfarina para avaliacdo da utilizacdo de plantas
medicinais em cardiopatas atendidos em clinica de anticoagulacdo do

municipio de Belo Horizonte.

1.2 Local de realizagédo

O estudo foi realizado na Clinica de Anticoagulacédo do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (HC/UFMG). Trata-se de um hospital
publico universitario que desempenha papel de referéncia regional na
assisténcia aos pacientes de alta e média complexidade.

1.3 Sujeitos do estudo

1.3.1 Critérios de selecao

Foram avaliados para inclusdo todos os pacientes ambulatoriais, de ambos os
sexos, com idade igual ou superior a 18 anos, que estivessem em uso de

varfarina, e que:
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- estivessem sob acompanhamento presencial e regular na clinica de

anticoagulacédo do HC/UFMG.

- apresentassem as seguintes indicagbes para uso da varfarina: diagnéstico
definitivo de cardiopatia com pelo menos uma indicacdo para uso crénico de
varfarina, tais como fibrilacdo atrial e valvulopatia reumatica com presenca de

protese mecéanica valvar.

1.3.2 Critérios de exclusao

Foram considerados os critérios de exclusao:

- dificuldade cognitiva que impossibilitasse a comunicacdo direta com o

paciente e falta de cuidador disponivel.

A avaliacdo dos critérios de inclusdo / exclusédo foi realizada utilizando-se

formulario especificamente elaborado para essa etapa da pesquisa (Anexo II).

1.3.3 NUmero de participantes

O tamanho da amostra foi calculado de acordo com a férmula baseada em
Charan e Biswas (2013) (Figura 14). Atendendo ao célculo amostral, foram
incluidos 273 pacientes que atenderam aos critérios de inclusdo, considerando
um intervalo de 99% de confianca (Z), erro de 5% (E), populacdo de 500
pacientes (N), propor¢cao de uso populacional de plantas de 0,65 (“p) e de nao
uso de 0,35 (*qg). O valor de 0,65 utilizado para a prevaléncia de uso de plantas

medicinais foi obtido em estudo piloto na mesma populagéo.
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Figura 14 — Férmula para determinag&o do tamanho da amostra (n) baseada na

estimativa da proporcéo populacional de Charan e Biswas (2013).
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1.3.4 Recrutamento

O recrutamento de pacientes na instituicdo foi realizado de forma consecutiva
de maio a outubro de 2014. A captacdo dos pacientes foi realizada por dois
entrevistadores treinados que tiveram contato direto com 0os mesmos na sala
de espera para o0 atendimento a consulta de controle da anticoagulacao.
Durante a entrevista, foram feitos esclarecimentos sobre a pesquisa, assinatura
do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo 1) e os

guestionamentos pertinentes.

1.4 Coleta de dados

1.4.1 Dados s6cio-demograficos e clinicos

A elaboracédo do instrumento/questionario (Anexo Il) utilizado foi baseada nas
diretrizes estabelecidas do Férum de Anticoagulacéo (Garcia et al., 2008).

Foram coletadasas seguintes variaveis:

- socio-demogréficas: sexo, idade, cor da pela, coabitagédo, situacdo conjugal,

renda familiar, escolaridade.

- clinicas: co-morbidades, uso de alcool, medicamentos em uso, auxilio para

administracao da varfarina, TTR.
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1.4.2 Dados sobre o uso de plantas medicinais

Os dados foram coletados em entrevista com o paciente através de
questionario especificamente elaborado para este trabalho (Anexo III).

Foram obtidas as seguintes variaveis: planta ou fitoterapico utilizado, forma de
utilizacdo, modo de preparo, forma de obtencdo da planta, frequéncia de uso,

indicacao, finalidade, efeitos observados, associagbes com outras plantas.

1.4.3 Dados acerca das plantas medicinais citadas

Os dados relativos as plantas medicinais citadas pelos pacientes como nome
cientifico, origem, uso etnobotanico e influéncia na homeostasia sanguinea
foram pesquisados em literatura especifica utilizado bases de dados como
Pubmed, Medscape, Science Direct, Lilacs, Wiley Online Library, dentre outras.
As palavras-chave utilizadas envolveram combinacfes entre as seguintes

palavras: warfarin, herb, interaction, coagulation.

1.5 Anélise Estatistica

Os dados validados por dupla digitacdo no software Epi Data 3.1 foram
analisados mediante uso do programa "Statistical Package of the Social
Sciences" (SPSS) versao 13.0. Todos os dados quantitativos foram analisados
quanto ao perfil de normalidade da distribuicdo pelo teste Kolmogorov-Smirnov,
uma vez que a amostra contemplava mais de 50 pacientes. Os dados obtidos
foram apresentados por média e desvio padrédo (no caso de dados normais), ou
por mediana e intervalo interquartilico (no caso de dados ndo normais). A
analise bivariada envolveu a comparacao das variaveis sociodemograficas e
clinicas com o consumo de plantas e foi realizada mediante o teste t para
variaveis quantitativas com distribuicdo normal e o teste de Mann-Whitney para
variaveis quantitativas com distribuicdo ndo-normal. Para varidveis qualitativas,
foi utilizado o teste do qui-quadrado e o teste exato de Fisher, quando indicado.

Considerou-se nivel de significancia de 5%.
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1.6 Aspectos éticos

Considerando-se os termos da Resolugdo 466/2012 do Conselho Nacional de
Saude, todos os aspectos éticos desta legislagdo foram preservados ao
envolver seres humanos como sujeitos de pesquisa. A proposta de estudo
Fatores de Risco para Complicacbes da Anticoagulacdo Oral em Pacientes
com Doencgas Cardiovasculares Atendidos em Ambulatérios de Referéncia em
Belo Horizonte: um Estudo de Coorte foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG, e dos Hospitais Risoleta Tolentino Neves e Odilon
Behrens (Anexo 1V). O presente estudo faz parte do sétimo subitem do item 4.2
do referido projeto de pesquisa e se restringiu aos pacientes do HC-UFMG. Os
objetivos da pesquisa foram informados pelos pesquisadores a cada paciente,
sendo 0 mesmo incluido no estudo apés a assinatura do TCLE. Os resultados
dessa investigacdo estdo sendo divulgados assegurando-se que nenhuma

forma de identificacao individual seja exposta.

Todos os sujeitos incluidos na pesquisa tiveram seu estado de salde avaliado
de maneira global e receberam todo o esclarecimento e assisténcia para os
problemas que vieram a ser detectados, bem como encaminhamento para
servicos de saude e para a Previdéncia Social, sempre que necessario. Os
riscos relacionados aos procedimentos dessa pesquisa puderam envolver
gasto de tempo ou qualguer desconforto ao responder ao questionario de
pesquisa, 0 que foi minimizado aproveitando-se o deslocamento do paciente

para as consultas de rotina e respeitando-se a disponibilidade do paciente.

41



2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 Populagéo de estudo

Foram coletados dados de 273 pacientes acompanhados na clinica de
anticoagulacdo (Tabela 1). Dentre eles, 183 (67%) relataram pelo menos um

uso de planta medicinal recentemente e 90 (33%) n&o relataram uso.

Um fitoterdpico € um medicamento obtido empregando-se exclusivamente
matérias-primas ativas vegetais, jA uma planta medicinal € uma espécie vegetal
utilizada tradicionalmente para fins terapéuticos. O uso de plantas medicinais
para fins terapéuticos ocorre desde o periodo dos Neanderthal (Hodges e Kam,
2002). As pessoas tém, cada vez mais, usado as plantas para esse fim e
estima-se que nos EUA em torno de 25% dos adultos utilizem suplementos
e/ou plantas medicinais (COHEN E ERNST, 2010). A Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) estima que, no paises em desenvolvimento, em média 72% da
populacao faz uso desse tipo de medicina, fato que reflete as condi¢gbes sociais
de paises como o Brasil, onde quase 65% da populacdo ndo tém acesso aos
medicamentos comerciais (MAZZARI E PRIETO, 2014). No caso de pacientes
com doencas cronicas como doencas cardiovasculares, esse numero gira em
torno de 50% de pacientes com habitos de uso de plantas medicinais (TSAI et
al.,, 2012), criando uma situacdo preocupante devido a possibilidade de
interacOes entre essas plantas e os diversos medicamentos que costumam ser

usados para essas condi¢des clinicas.

Desde a década de 1970, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) vem
reconhecendo a importancia das plantas medicinais como recurso terapéutico e
estimulando o desenvolvimento de pesquisas que as transformem em produtos
com eficacia, seguranca e qualidade (RICARDO et al., 2015). No Brasil, 5
milhdes de pessoas necessitam de plantas medicinais, considerando apenas a
atencdo basica, e politicas governamentais tém buscado estimular esse uso e
distribuicdo através do SUS (ALENCAR et al., 2014).
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No Brasil, as plantas medicinais sao usadas tanto no meio urbano quanto rural,
mas no sul do pais a fitoterapia se deu principalmente com base em plantas
exodticas como a camomila (Chamomilla recutita), hortelda (Mentha spp.) e erva-
cidreira (Melissa officinalis). Essa situagdo é decorrente da intensa
miscigenacado de culturas trazidas pelos europeus e africanos que colonizaram
e popularam o pais, e também esté relacionada ao intenso desmatamento das
vegetacbes nativas (FAGG et al., 2015). Nesse contexto, muitas das
informacgdes quanto ao uso das plantas nativas se perdeu com o passar dos
anos e pode ser encontrado apenas em bibliografias antigas, favorecendo a
pouca informacdo acerca da seguranca e qualidade do uso dessas plantas
(BRANDAO et al., 2009). O estudo n&o mostrou diferenca estatisticamente
significativa em relacdo ao uso de plantas e as variaveis socidemograficas com
género, idade, cor da pele, nivel de escolaridade, renda mensal, presenca de
comorbidades, numero de medicamentos usados, RNI alvo, indicacdo de uso
de varfarina e TTR (p>0,05) (Tabela 2).

Tabela 1 - Dados sociodemogréficos e clinicos dos participantes do estudo.

_ Total
Caracteristicas (n = 273)
Sociodemogréficas

Sexo feminino, n (%) 160 (58.6)

Idade, média (desvio padréo) 60.84 (13.1)
Cor da pele, n (%)

Branca 169 (61.8)

N&o-branca 104 (38.2)

Coabitagéo, n (%) 246 (90.1)

Educacéo anos
(Percentis 25; 50; 75) 3,4, 7
Renda mensal — R$ reais 362; 625; 724

(Percentis 25; 50; 75)
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Tabela 1 - Dados sociodemogréficos e clinicos do pacientes entrevistados

(continuacéo).

Clinicas

Indicagéo de varfarina

— fibrilagao atrial, n (%) 207 (75.8)
— valvula prostética, n (%) 116 (42.5)
— ambas, n (%) 54 (19.8)
RNI alvo 2-3, n (%) 193 (70.7)
RNI alvo 2,5-3,5, n (%) 79 (28.9)
Outro alvo, n (%) 1(0.4)
Auxilio no uso de varfarina, n (%) 242 (88.6)
TTR>60, n (%) 159 (58.2)
Hipertenséo, n (%) 169 (61.9)
Dislipidemia, n (%) 102 (37.4)
Insuficiéncia cardiaca, n (%) 91 (33.3)
Doencgas reuméticas, n (%) 51 (18.7)
Chagas, n (%) 43 (15.8)
Diabetes, n (%) 37 (13.6)
Doencgas neuropsiquiatricas, n (%) 36 (13.2)
Doencas respiratorias, n (%) 35 (12.8)
Hipotireoidismo, n (%) 35 (12.8)
Doengas valvares, n (%) 32 (11.7)
Doencas nos musculos cardiacos, n (%) 16 (5.9)
Doencas coronarianas, n (%) 15 (5.5)
Insuficiéncia renal crénica, n (%) 15 (5.5)
Doenca do trato gastrointestinal, n (%) 13 (4.8)
Histérico de AVE, n (%) 11 (4.0)
Historico de 1AM, n (%) 11 (4.0)
Doengas oftalmicas, n (%) 10 (3.7)
Obesidade, n (%) 7 (2.6)
Insuficiéncia hepatica, n (%) 5(1.8)

Arritmia cardiaca, n (%) 4 (1.5)



Tabela 1 - Dados sociodemogréficos e clinicos do pacientes entrevistados

(concluséo).

Neoplasias, n (%)

Outras doengas do trato genito-urinario, n (%)
Doengas de pele, n (%)

Doencas infecciosas, n (%)

Doencas vasculares periféricas, n (%)
Doencas osteo-articulares, n (%)
Outras doengas da tireéide, n (%)
Histdrico de tromboembolismo, n (%)
Déficit auditivo, n (%)

Doengas adrticas, n (%)

Doencas hematoldgicas, n (%)

Numero de medicamentos usados (Percentis 25; 50; 75)

4(15)
4 (1.5)
3(1.0)
3(1.1)
3(1.0)
3(1.1)
3(1.1)
2(0.7)
2(0.7)
2(0.7)
1(0.4)

4:6;7

Legenda: AVE — acidente vascular encefélico, IAM — infarto agudo do miocéardio, RNI —

relagcdo normalizada internacional, TTR — porcentagem de tempo no alvo terapéutico

de RNI

Em ambos os grupos, brancos sdo mais numerosos, o RNI alvo 2-3 predomina,

a fibrilacdo atrial é a principal indicacao para a farmacoterapia com a varfarina

em comparacdo com a presenca de prétese valvar. A porcentagem de tempo

gue o RNI encontra-se no alvo terapéutico (TTR) geralmente encontra-se

acima de 60, o que significa que o RNI se mantém controlado. A média de

idade estd em torno de 61 anos em ambos 0s grupos e as mulheres

s

apresentam-se em maior namero. A populacdo estudada € acometida

principalmente por hipertensdo e dislipidemia e 50% usam 6 medicamentos,

sendo os principais medicamentos de uso continuo a sinvastatina, furosemida

enalapril e carvedilol.
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Tabela 2 — Analise bivariada dos fatores associados ao consumo de plantas

medicinais.

Uso de plantas

Caracteristicas (n = 183) P valor
Sociodemograficas
Género, n (%) 0.947*
Feminino 107 (58.5)
Masculino 76 (41.5)
Idade, média (desvio padréo) 60.49 (13.6) 0.820¢t
Cor da pele, n (%) 0.950*
Branca 112 (61.2)
N&o-branca 71 (38.8)
Coabitacéo, n (%) 167 (91.3) 0.359*
Educacédo em anos 0.922%
(Percentiles 25; 50; 75) 3.4, 7
Renda mensal — R$ reais 362; 667; 724 0.931%
(Percentiles 25; 50; 75)
Clinicas
Indicacéo de varfarina — fibrilagao atrial, n (%) 137 (74.9) 0.597*
Indicagao de varfarina — valvula prostética, n (%) 83 (45.4) 0.172*
Indicacéo de varfarina — ambas, n (%) 38 (20.8) 0.560*
Auxilio no uso de varfarina, n (%) 20 (10.9) 0.752*
TTR>60, n (%) 104 (68.0) 0.5*
Comorbidades, n (%) 176 (96.2) 0.839*
NUmero de medicamentos usados 4:6;7 0.109%

(Percentis 25; 50; 75)

*qui-quadrado, fteste T e tMann-Whitney.

Mesmo ndo havendo correlacdo entre o uso de plantas medicinais e as

caracteristicas sociodemogréficas e clinicas avaliadas, é importante que essa

descricdo seja feita para enfatizar o uso difundido das plantas por esses

pacientes, em homens e mulheres, em brancos, pardos e negros, em todas as

faixas etarias e em pacientes que possuem muitas comorbidades e usam

varios medicamentos, revelando uma situacao clinica critica.

Alguns desses resultados podem ser vistos em outros estudos, corroborando

com a conclusdo do uso de plantas medicinais disseminado entre diferentes
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grupos. Em um estudo realizado em Juiz de Fora — MG, sobre os habitos de
uso de plantas medicinais ndo houve correlacdo entre o uso de plantas
medicinais e alguns fatores socioecondmico como idade, escolaridade e renda
mensal (PAULA et al., 2012). Em dois estudos realizados nos Estados Unidos
(GARDINER et al., 2007) e um na Uganda também sobre o habito de uso de
plantas medicinais e fatores associados (NAMUDDU et al., 2011) ndo houve
correlagdo entre os géneros feminino e masculino com o consumo de plantas

medicinais.

2.2 Plantas medicinais

Quanto ao consumo de plantas medicinais, fitoterapicos e produtos naturais, 64
diferentes espécies medicinais foram citadas pelo nome popular (Tabela 3). As
plantas de uso mais comum foram erva-cidreira (Numero de Ocorréncia
(NO)=72), hortela (NO=56) e mate (32). Dentre as plantas citadas, 52% sao
consideradas de origem brasileira e 48% exoticas (Flora brasiliensis, 2015)
Entretanto, as plantas exoticas apresentaram, individualmente, mais citacdes,
como a erva-cidreira e o hortela e tendem a ser mais estudadas quanto a sua
influéncia na homeostasia sanguinea (Tabela 3). Muitas das plantas, citadas
pelo seu nome popular, poderiam se referir a mais de uma espécie, e 5 nomes

populares ndo puderam ser identificadas pelo nome cientifico.

A porcentagem de plantas brasileiras e exéticas foi praticamente a mesma,
entretanto constatou-se pelo levantamento bibliografico realizado que ha mais
informacdes quanto ao efeito na homeostasia referente as plantas exoticas
(50%) em comparacdo com as brasileiras (41%). Isso demostra que nesse
contexto ainda ha pouca informagédo quanto a seguranca do uso de plantas
nesses pacientes, principalmente no que diz respeito as plantas de origem

brasileira.
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Tabela 3 - Descricdo das plantas medicinais, origem e frequéncia de uso relatado pelos

pacientes.

Nome popular (nome cientifico), frequéncia absoluta de consumo

Plantas de origem brasileira

Mate

(llex paraguariensis A. St.-Hil.), 32

Laranja capeta
(Citrus aurantium Risso), 4

Erva-de-passarinho*
(Struthanthus marginatus (Desr.)
Blume), 1

Limé&o
(Citrus limonum Risso), 17

Maracuja
(Passiflora edulis Sims.), 4

Erva de s&o-caetano
(Momordica charantia L.), 1

Alfavaca
(Ocimum gratissimum L.), 11

Guaco*
(Mikania laevigata Sch. Bip.), 3

Genipapo*
(Genipa americana L.), 1

Guaco*
(Mikania glomerata Spreng.), 10

Maca
(Pyrus malus L.), 3

Jatoba*
(Hymenaea courbaril L.), 1

Transagem*
(Plantago major L.), 10

Alho
(Allium sativum L.), 2

Macaé*
(Leonurus sibiricus L.), 1

Agrido
(Nasturtium officinale R. Br.), 8

Beringela*
(Solanum melongena L.), 2

Mama&o
(Carica papaya L.), 1

Cana-do-brejo*
(Costus spicatus Sw.), 7

Chuchu*
(Sechium edule Sw.), 2

Manga*
(Mangifera indica L.), 1

Algodao
(Gossypium hirsutum L.), 6

Espinheira-santa*
(Maytenus ilicifolia Mart.), 2

Panaceia*
(Solanum cernuum Vell.), 1

Quebra-pedra
(Phyllanthus niruri L.), 6

Pau magro*
(Cupania oblongifolia Mart.), 2

Saido*
(Kalanchoe brasiliensis Cambess.), 1

Picéo*
(Bidens pilosa L.), 5

Pé de galinha*
(Eleusine indica Gaertn.), 2

Cebola
(Allium cepaL.), 4

Carambola*
(Averrhoa carambola L.), 1

Alguns nomes populares de plantas estdo relacionados a mais de uma espécie no
Brasil, outros nomes populares ndo foram identificados e * significa que ndo ha
informac&o sobre o efeito dessa planta na homeostasia sanguinea.
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Tabela 3 - Descricdo das plantas medicinais, origem e frequéncia de uso relatado pelos

pacientes (concluséao).

Plantas exoéticas

Erva-cidreira Canela* Valeriana*
(Lippia alba Mill./Melissa officinalis (Cinnamomum zeylanicum leri ficinali
L), 72 Blume), 6 (Valeriana officinalis L.), 2
Hortela* Gengibre Abacaxi*

(Mentha sp), 56

(Zenziber officinale Roscoe), 6

(Ananas comosus (L.) Merr.), 1

Anis*
(Pimpinella anisum L.), 26

Poejo*
(Mentha pulegium L.), 6

Amora*
(Morus nigra L.), 1

Camomila
(Chamomille recutita L.), 19

Funcho
(Foeniculum vulgare Mill.), 5

Capeba*
(Piper umbellatum L.), 1

Capim cidreira
(Cymbopogon citratus Stapf), 18

Carqueja
(Baccharis trimera (Less.) DC.), 3

Chicéria*
(Cichorium endivia L.), 1

Laranja*
(Citrus sinensis L. Osbeck), 17

Ginkgo
(Ginkgo biloba L.), 3

Conta de lagrima
(Coix lacryma-jobi L.), 1

Boldo*
(Plectranthus barbatus Andrews/
Vernonia condensata Backer), 13

Macela*
(Achyrocline satureioides DC), 3

Mexirica
(Citrus reticulata L.), 1

Abacate
(Persea americana L.), 2

Primula
(Oenothera biennis L.), 1

Alecrim
(Rosmarinus officinalis L.), 12

Barbatimao*
(Stryphnodendron adstringens
Mart.), 2

Salvia
(Salvia officinalis L.), 1

Menjericéo
(Ocimum basilicum L.), 9

Eucalipto*
(Eucalyptus sp), 2

Plantas nao identificadas

Cip6 coluna, 1

Jiquiri, 1

Torante, 1

Folha de indio, 1

Tetrex, 1

Alguns nomes populares de plantas estdo relacionados a mais de uma espécie no
Brasil, outros nomes populares ndo foram identificados e * significa que ndo ha
informacé&o sobre o efeito dessa planta na homeostasia sanguinea.

2.3 Habitos de consumo das plantas medicinais citadas

Em nossa amostra representativa de pacientes cardiacos tratados em uma

clinica de anticoagulacdo, foi descrito um grande consumo de plantas

medicinais/fitoterapicos (Tabela 4).
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Tabela 4 - Habitos de consumo de plantas medicinais em cardiopatas atendidos em

clinica de anticoagulacéo.

. Total
Caracteristicas (n = 438)
Forma de uso, n (%)
Cha 383 (87.4)
Xarope 43 (9.8)
Capsula 8 (1.8)
Outra 4(0.9)
Forma de preparo, n (%)
Infusdo 253 (57.8)
Decoccao 117 (26.7)
Outra 15 (3.4)
N&o se aplica* 53 (12.1)
Local de obtencéo, n (%)
Horta 273 (60.0)
Mercado 175 (40.0)
Frequéncia de uso, n (%)
Esporadicamente 284 (64.8)
1-2 vezes na semana 5(1.1)
3-5 vezes na semana 77 (17.6)
6-7 vezes na semana 72 (16.4)
Forma de indicagao, n (%)
Conhecimento por tradigdo familiar 234 (53.4)
Por conta préopria 80 (18.3)
Influéncia da midia 60 (13.7)
Sugestdo de conhecido 57 (13.0)
Prescricdo médica 7 (1.6)
Objetivo do uso, n (%)
Tratar doengas respiratorias 147 (33.6)
Tratar doengas nervosas 139 (31.7)
Tratar doencas gastrointestinais 39 (8.9)
Tratar doengas urinarias 36 (8.2)
Como bebida (preferéncia) 58 (13.2)
Outra 19 (4.4)
Efeito observado, n (%)
Melhora dos sintomas 366 (83.6)
Nenhum efeito 72 (16.4)

*N&o se aplica significa que a forma de uso citada ndo foi o chad e a questdo de
preparo nao se encaixa.

A forma mais comum de utilizacdo das plantas medicinais foi o cha (87%),
seguido de xarope (10%) e capsula (2%). Os chas séo, geralmente, feitos a
partir das folhas, por meio de infusdo (67%) e decoccgéo (27%), o que vai
influenciar diretamente na composi¢cdo quimica do produto a ser ingerido. As
plantas sdo, em sua grande maioria, utilizadas de acordo com a necessidade,
no entanto, algumas pessoas conservam o habito de tomar cha com frequéncia

por preferéncia. A frequéncia mais comum de uso das plantas medicinais é de
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forma esporadica (65%), revelando uso toda vez que necessita, para o caso de

alguma alteracdo na saude.

Os pacientes obtinham as plantas principalmente de hortas (60%), mas a
obtencdo comercial (mercados, supermercados e farmacias) (40%) também é
significativa. Houve 111 pacientes que reportaram uso de mais de um tipo de
planta medicinal, em associacdo ou separadamente. O uso em associacao
mais comum foi em forma de xarope e alguns pacientes citaram uso de até seis
plantas diferentes, como Allium cepa, Chamomille recutita, Citrus limonum,

Melissa officinalis, Mentha sp. e Ocimum basilicum.

A principal forma de indicacdo que leva ao uso da planta € a tradicdo familiar
(53%), demonstrando a necessidade da recuperacdo e conservacao desse
conhecimento. O poder da midia (livros, televisdo, jornais e revistas) também
pode ser percebido, uma vez que 14% dos pacientes relataram que foram
influenciaram pela midia. J& quanto aos profissionais de saude, apenas 1% do
uso foi indicado por eles, sugerindo uma nao familiaridade com o tema, ja que

eles ndo tém o habito de indicar as plantas medicinais e/ou fitoterapicos.

Isso mostra que provavelmente o uso dessas plantas também ndo é
supervisionado por eles, o que constitui um risco ao paciente. Assim, sugere-se
que esse conhecimento seja disseminado entre os profissionais da saude para
gue possam aproveitar dos beneficios das plantas medicinais e fitoterapicos no
tratamento dos pacientes e para que saibam orientar seus pacientes quanto a

seguranca de uso de acordo com as condic¢@es clinicas do paciente.

As plantas medicinais citadas no estudo sdo usadas principalmente para
disturbios do trato respiratorio (34%), para alergias, resfriados e gripes, e
tratamento do sistema nervoso central (32%), como insdnia e dores de cabeca.
Além desses usos, outros usos comuns foram distarbios do trato digestivo,
distarbios do trato urinario, além de serem utilizados como estimulante,
desintoxicante e afrodisiaco. As plantas medicinais sdo usadas

majoritariamente para o trato respiratorio e para o sistema nervosos central.
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Plantas como horteld, manjericdo, alecrim e alho sdo comumente utilizadas
para gripes, resfriados e tosses, enquanto camomila, erva-cidreira e capim
cidreira sdo mais usados para distirbios como insénia, ansiedade e dor de
cabeca. Dentre os pacientes que utilizaram alguma planta ou fitoterapico, 84%
descreveram uma melhora na saude e nenhum paciente relatou piora dos

sintomas.

Alguns estudos feitos em municipios brasileiros de Minas Gerais (BRASILEIRO
et al., 2008), Rio de Janeiro (GONCALVES et al., 2011) e S&o Paulo (SANTOS
e SEBASTIANI, 2011) corroboram com alguns dos resultados encontrados
neste trabalho. A tradicdo familiar é destacada como o principal incentivo a
utilizac@o de plantas medicinais, os chas predominam sobre outras formas de
utilizacao dessas plantas medicinais e a maior parte das plantas utilizadas sao
provenientes das préprias hortas dos usuarios. Um estudo realizado nos
Estados Unidos também destaca problemas respiratorios e gastrointestinais
como algumas das principais indicacbes para o uso de plantas medicinais
(GARDINER et al., 2007). Além disso, outro trabalho mostra que os
profissionais da saude (principalmente os médicos) tém resisténcia quanto ao
uso de fitoterapia e que a automedicacdo com plantas medicinais € muito
comum e perigosa (JUNIOR, 2008).

2.4 Plantas medicinais citadas e sua interferéncia na homeostasia

sanguinea

Das 64 plantas medicinais identificadas no estudo, 26 (38%) apresentaram
interacbes elucidadas com anticoagulantes orais, como a varfarina, por
atuarem na homeostasia sanguinea ou por interferir na atuacdo desse
medicamento. Essas plantas séo: alho (Allium sativum), cebola (Allium cepa),
carqueja (Baccharis trimera), mamao (Carica papaya), camomila (Chamomilla
recutita), laranja capeta (Citrus aurantium), lim&o (Citrus limon), mexirica (Citrus
reticulata), conta de lagrima (Coix lacryma-jobi), capim cidreira (Cymbopogon
citratus), funcho (Foeniculum vulgare), ginkgo (Ginkgo biloba), algodé&o
(Gossypium hirsutum), mate (llex paraguariensis), erva-cidreira (Melissa

officinalis), hortela (Menta sp.), melédo de sé&o caetano (Momordica charantia),
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manjericdo (Ocimum sp.), primula (Oenothera biennis), maracuja (Passiflora
edulis), abacate (Persea americana), quebra-pedra (Phyllanthus niruri), maca
(Pyrus malus), alecrim (Rosmarinus officinalis), sélvia (Salvia officinalis) e

gengibre (Zenziber officinali).

Basicamente, existem dois possiveis desfechos clinicos decorrentes da
alteracdo da homeostasia pelas plantas: aumento do efeito da varfarina com
aumento do risco de hemorragia e diminuicao do efeito da varfarina levando a
uma reducdo da efetividade do tratamento (Figura 15). Considerando as
plantas citadas no estudo que podem interferir na farmacoterapia da varfarina,
82% delas tem potencial para aumentar seu efeito anticoagulante, aumentando

0 risco de efeitos adversos como hemorragia.

Figura 15 — Plantas medicinais estudadas e sua potencial interferéncia na

farmacoterapia com a varfarina.

B Sem efeito
= Aumenta o efeito da varfarina

B Reduz o efeito da varfarina

33%

Os mecanismos envolvidos na alteracdo da homeostasia podem ser inibicdo da
metabolizacdo da varfarina pela citocromo P450, presenca de cumarinas e
derivados analogos da varfarina, interferéncia na producdo de mediadores
quimicos que atuam na agregagdo plaquetaria ou coagulacdo sanguinea e

outros. Ja entre as plantas que antagonizam o efeito da varfarina levando a
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ineficacia terapéutica, encontram-se aquelas com grande quantidade de
vitamina K, que aumentam o metabolismo pelas enzimas do citocromo P450 e
pela eliminacdo do farmaco, aumento da producdo de mediadores que

estimulam a agregacao plaquetaria e coagulacao sanguinea.

Algumas plantas possuem seu mecanismo de atuacdo, no complexo sistema
de hemostasia sanguinea, bem elucidado (Tabela 5), como Allium sativum,
Momordica charantia e Ginkgo biloba. Existem varios alvos como a sintese,
ativacdo e liberacdo dos fatores da coagulacdo; a liberacdo, adesdo e
agregacdo plaquetarias; a degradacdo de coagulos; que permitem interacdes

que podem afetar a homeostasia sanguinea.

O vasto numero de possibilidades dificulta o estabelecimento dos mecanismos
de interacdo, como a Momordica charantia, que jA tém 3 mecanismos de
interacdo possiveis elucidados. Entretanto, dentre as plantas estudadas nesse
trabalho, é possivel perceber que ha predominio da inibicdo da agregacao

plaquetéria.

Alguns exemplos sédo por atuacao no fator de agregacao plaguetario (PAF) e
inibicdo da formacé&o de tromboxano A2, por mecanismos diversos e em alguns
casos 0 composto relacionado a essa atividade ja foi isolado, como Allium sp.,
que produz compostos sulfurados como alicina que sdo capazes de inibir via
fibrinogénio (Wang e Di, 2014) e tromboxano A2 (Ho et al., 2015), e Ginkgo
biloba, cujos ginkgolideos inibem a agregacéo plaquetéaria via PAF (Ge et al.,
2014).

A importancia de estudar e elucidar os efeitos das plantas na coagulacéo
sanguinea envolve ndo apenas a orientagdo dos pacientes e profissionais de
saude quanto ao uso das plantas na farmacoterapia com a varfarina, mas

também no direcionamento para o desenvolvimento de novas anticoagulantes.
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Tabela 5 — Plantas medicinas citadas no estudo de perfil de utilizacdo em pacientes

cardiopéaticos e suas possiveis interacdes na homeostasia sanguinea.

Nome cientifico

Mecanismo possivel de interacdo

Plantas com efeito anticoagulante (Implicac6es clinicas: aumento do RNI e risco de hemorragia)

Allium sativum L.

Inibicdo da agregacao plaquetéria via fibrinogénio (Mousa, 2010; Wang e Di,
2014)

Inibicdo do metabolismo da varfarina (Ho et al., 2010)

Allium cepa L.

Inibicdo da agregacéo plaquetéria via tromboxano A2 (Ro et al., 2015)

Ananas comosus (L.) Merr.

Atividade fibrinolitica (Taussig et al., 1988)

Atividade anti-inflamatoria (Taussig et al., 1988)

Chamomille recutita L.

Inibicdo da agregacao plaquetéria via ADP (Bijak et al., 2013)

Coix lacryma-jobi L.

Atividade fibrinolitica (Check e K'Ombut, 1995)

Cymbopogon citratus Stapf

Intereferéncia na cascata anti-inflamatoria (Salim et al., 2014)

Foeniculum vulgare Mill.

Atividade antitrombotica via retragdo do coagulo (Tognolini et al., 2007)

Ginkgo biloba L.

Inibicdo da agregacao plaquetéria via PAF (Posadzki et al., 2013; Tsai et al.,
2013; Ge et al., 2014)

llex paraguariensis A. St.-Hil.

Inibicao da atividade amiloidolitica da trombina e fator Xa pela saponina
chikusetsusaponin IVa (Dahmer et al., 2012)

Inibicdo da agregacao plaquetéaria induzida por colageno e trombina (Dahmer et
al., 2012)

Mentha sp

Inibic&o do citocromo P450, que metaboliza a varfarina (Posadzki et al., 2013)

Atividade trombolitica (Sharafi et al., 2010)

Nasturtium officinale R. Br.

Flavonoides com efeito anticoagulante (Fragoso et al., 2011)

Momordica charantia L.

Inibicdo da via intrinseca da cascata da coagulagdo (Hayashi et al., 1994)

Inibicdo da agregacao plaquetéria via PAF (Jantan et al., 2005)

Hidrdélise das cadeias alfa, beta e gama do fibrinogénio humano (Manjappa et
al., 2015)

Ocimum sp

Fenilpropanoides com atividade antiplaquetéria via ADP (Cruz et al., 1997;
Tognolini et al., 2006)

Oenothera biennis L.

Reduz hiperagregabilidade plaquetaria (Cruz et al., 1997)

Pimpinella anisum L.

Mecanismo desconhecido (Mousa, 2010)

Phyllanthus niruri L.

Inibe agregacéo plaquetaria por via desconhecida (lizuca et al., 2007)

Pyrus malus L.

Reduz a quantidade de fibronogénio e fator VII (Setorki et al., 2009)

Rosmarinus officinalis L.

Atividade antiplaquetaria mediada pela mobilizagdo do célcio citosélico (Lee et
al., 2007)

Inibicdo do citocromo P450, que metaboliza a varfarina (Posadski et al., 2013)

Salvia officinalis L.

Atividade semelhante a antitrombina Ill (Mousa, 2010)
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Tabela 5 — Plantas medicinas citadas no estudo de perfil de utilizagdo em pacientes

cardiopéaticos e suas possiveis interacdes na homeostasia sanguinea (concluséao).

Plantas com efeito pro-coagulante
(Implicacdes clinicas: Reducédo do RNI e efetividade da farmacoterapia com a varfaina)

Baccharis trimera (Less.) DC. Atividade fibrinogenolitica (Januério e Santos, 2004)
. Aumenta potencial de agregabilidade (Dharmarathna et al., 2013; Subenthiran et
Carica papaya L.
al., 2013)
Gossypium hirsutum L. Inducgéo da liberagdo de tromboxano A2 (Rohrbach et al., 1990)
Persea americana L. Alto teor de lipides que induzem o sistema microssomal (Fragoso et al., 2011)
Zenziber officinale Roscoe. Aumenta liberag&o de tromboxano (Koch, 2005; Salim et al., 2014)

Embora seja questionado se a concentracdo sérica que 0s constituintes das
plantas atinge, in vivo, é ativa (KOCH, 2005; QIU et al., 2015) e os mecanismos
de interacdo ainda precisem ser mais estudados, € importante investir no
estudo da influéncia dessas plantas na homeostasia sanguinea visando
melhorar as informacdes acerca desse tema para o manejo clinico dos
pacientes em uso de varfarina, reduzindo o risco de efeitos adversos como

hemorragia e mantendo o RNI dentro da faixa alvo.

Nesse contexto, algumas plantas dentre as citadas pelos pacientes
entrevistados foram selecionada para que seu efeito na coagulacdo sanguinea
fosse avaliado in vitro através dos testes de TP e TTPa. Para isso, utilizaram-
se dois critérios: grande namero de citacfes entre 0s pacientes e a escassez

de informacdes a respeito da planta.
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CAPITULO 2

Avaliacéo da atividade anticoagulante, in vitro, de plantas medicinais
brasileiras
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1 MATERIAS E METODOS

1.1 Desenho de estudo

Estudo experimental envolvendo testes coagulométricos com sangue de
pessoas saudaveis para avaliar a influéncia na coagulacdo sanguinea por meio
dos testes, in vitro, de TP e TTPa de extratos e 6leos essenciais de plantas
medicinais selecionadas do estudo sobre o perfil do consumo de plantas

medicinais por cardiopatas em uso de varfarina.

1.2 Local de realizacéo

O estudo foi realizado no Laboratério de Hematologia da Faculdade de

Farméacia da Universidade Federal de Minas Gerais.

1.3 Aspectos éticos

Considerando-se os termos da Resolu¢édo 466/2012 do Conselho Nacional de
Saulde, todos os aspectos éticos desta legislacdo foram preservados ao
envolver seres humanos como sujeitos de pesquisa. A proposta de estudo Uso
de Plantas Medicinais e sua Potencial Interferéncia no Controle da
Anticoagulacdo Oral em Cardiopatas Atendidos em Clinica de Anticoagulacdo
de um Hospital Universitario foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UFMG sob o CAAE 01836613.40000.5149 (Anexo VI). Os objetivos da
pesquisa foram informados pelos pesquisadores a cada voluntario, sendo o
mesmo incluido no estudo apds a assinatura do TCLE. Os resultados dessa
investigacdo estdo sendo divulgados assegurando-se que nenhuma forma de

identificacdo individual seja exposta.

Os riscos relacionados aos procedimentos dessa pesquisa puderam envolver
pequeno desconforto na coleta da amostra, o que foi minimizado pela

participacdo de um técnico experiente para realizar as pungoes.
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1.4 Sujeitos do estudo

1.4.1 Critérios de selecao

Foram avaliados para potencial elegibilidadevoluntarios saudaveis, de ambos
0s sexos, com idade igual ou superior a 18 anos, ndo usuarios de qualquer
medicamento que pudesse interferir com o0 sistema hemostatico, que
integrassem os corpos discente e docente da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Minas Gerais (Anexo V).

1.4.2 Critérios de exclusao

Foram considerados os critérios de exclusao:

-presenca de cardiopatia, e outras doencas decorrentes de distarbios
hemostaticos, tais como eventos trombodticos venosos ou arteriais, cancer,

doencas auto-imunes, hepaticas ou renais

-uso de antiagregante e/ou anticoagulante

-deficiéncia conhecida de algum fator da coagulacéo

-histéria familiar de distarbios ligados ao sistema hemostatico

1.4.3 NUmero de participantes

Foram incluidas doze pessoas saudaveis dos corpos docente ou discente da

Faculdade de Farmacia da UFMG que cumpriram 0s pré-requisitos.
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1.4.4 Recrutamento

O recrutamento foi realizado na primeira semana de marco de 2015 para que a
coleta se realizasse no dia 13 de marco de 2015. A captacdo desses foi
realizada por meio de avisos de recrutamento espalhados pela faculdade, bem
como por contato direto com 0s mesmos nas aulas praticas de Hematologia.
Houve esclarecimentos sobre a pesquisa e assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE). Os pacientes foram recrutados

consecutivamente.

1.5 Amostras bioldgicas

Para obtencdo das amostras de plasma foram coletados 20 mL de sangue
total, em citrato de sédio 0,109 mol/L em tubos VACUETTE® para coleta a
vacuo. As amostras foram coletadas no periodo da manh&, sem exigéncia de
jejum, no Laboratério de Hematologia da Faculdade de Farméacia da

Universidade Federal de Minas Gerais.

1.5.1 Preparo do pool de plasma e conservacao das amostras biolégicas

Apds a coleta, as amostras foram centrifugadas a 2.500 rpm, durante 20
minutos, em centrifuga Jouan® modelo BR4i, e o plasma foi separado. Os
plasmas dos 12 pacientes foram misturados para obtencdo de um pool e
aliquotas de cerca de 2 mL foram transferidas para eppendorfs e armazenadas
em freezer vertical -80°C Jouan® modelo VX380, at¢é o momento do uso.

Todos os testes foram realizados com amostras descongeladas uma Unica vez.

1.6 Plantas medicinais

1.6.1 Selecdo de plantas medicinais para a realizagdo dos testes de

atividade anticoagulante
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A partir do levantamento bibliografico acerca da influéncia das plantas
medicinas citadas no perfil de sua utilizagdopor cardiopatas na homeostasia
sanguinea e do numero de vezes que a planta foi citada para uso foram
selecionadas 18 espécies que apresentaram poucos estudos quanto ao efeito

homeostético e apresentaram grande numero de citagdes (Tabela 6).

Tabela 6 — Plantas selecionadas para avaliac&o, in vitro, da atividade anticoagulante,

seu local de coleta e nUmero de excicata.

'Nome comum Nome cientifico Ntmero da Local de coleta
(numero de relatos) excicata
,(Asg;rlao Nasturtium officinale R. Br. 150805 Para de Minas
(Al”l"’;"aca Ocimum gratissimum L. 177748 Belo Horizonte
Boldo Plectranthus barbatus Andr. 132171 Belo Horizonte
(13) Vernonia condensata Baker 51013
Capim cidreira Cymbopogon citratus (DC) Belo Horizonte
50521
(18) Stapf.
Erva-cidreira Lippia alba (Mill) N. E. Brown 160513 Belo Horizonte
(72) Melissa officinalis L. 178200
Guaco Mikania glomerata Spreng Lavras
(20) Mikania laevigata Sch. Bip.
Mikania laevigata hibrido
Horteld Mentha crispa L. 174279 Belo Horizonte
(56) Mentha piperita L. 160534
Mentha spicata L. 133501
Mentha villosa Huds. 104345
Laranja Para de Minas
a7 Citrus sinensis (L.) Osbeck 178194
I(_llr;)ao Citrus limonum Risso 178195 Para de Minas
Manjericdo Ocimum basilicum L. 69333 Belo Horizonte
9 Ocimum basilicum L. var 113249
purpuracens
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1.6.2 Obtencao do material vegetal, extratos vegetais e 6leos essenciais

As folhas das plantas medicinais selecionadas foram coletadas em abril de
2015 de hortas na cidade de Belo Horizonte (19°50'24" S, 44°00'12" W), Para
de Minas (19°50'12" S, 44°36'13" W) e Lavras (21°13'51" S, 44°58'40" W), em
Minas Gerais. As espécies vegetais foram identificadas pelo Dr. Jodo Aguiar
Nogueira Batista do Departamento de Botéanica do Instituto de Ciéncias
Biolégicas (ICB) da UFMG. Uma excicata de cada espécie foi depositada no
Herbario da Universidade Federal de Minas Gerais, cujos numeros de registros

encontram-se na Tabela 6.

As folhas de cada espécie foram selecionadas e secas, separadamente, por
um periodo de 24 a 48 h em estufa ventilada (T < 40 °C). Esses materiais foram

posteriormente pulverizados em moinho de facas, separadamente.

Para obtencdo dos extratos vegetais, 1 g do material vegetal seco e
pulverizado foi macerado com 5 mL de etanol comercial (96°GL — 92,8°INPM)
por um periodo de 10 min com o auxilio do ultrason. O solvente foi separado e
reservado. O processo foi repetido mais duas vezes. Os extratos obtidos foram
reunidos, centrifugados por 2 min a 2000 rpm e o sobrenadante foi evaporado
em rotaevaporador (T < 50 °C) até completa eliminacdo do solvente. Os
extratos etandlicos secos foram armazenados em freezer até sua utilizacdo nos

ensaios de atividade anticoagulante.

Para a obtencdo do Oleo essencial, foi utilizado arraste a vapor d’agua em
aparelho de Clevenger (Farmacopeia Brasileira V). Folhas frescas (30g) de
Citrus sinensis, Lippia alba, Mentha crispa e Nasturtium officinale foram
pesadas, separadamente, e acondicionados em baldo de fundo redondo de
1000 mL com 500 mL de agua ultrapura (Milli-Q Plus). O tempo de extracao
utilizado foi de 120 min a partir da ebulicdo da agua. Apos esse periodo, o0 6leo
e o hidrolato formado foram coletados e hidrolato foi extraido por particdo

liquido-liqguido com diclorometano. O diclorometano foi eliminado em
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rotaevaporador (T < 40 °C) e o Oleo essencial foi armazenado em freezer até

sua utilizacao nos ensaios de atividade anticoagulante.

1.6.3 Preparo das amostras para o ensaio da atividade anticoagulante

As amostras foram preparadas para os ensaios de atividade antiocoagulante, in
vitro, pesando-se 5 mg dos extratos etandlicos secos e dissolvendo em 1 mL
solucdo em DMSO 2%. Para a obtencdo das duas dosagens nos testes
bioldgicos, utilizou-se 10 uL e 20 ulL. Para auxilio na dissolucédo, os extratos
foram colocados em banho de ultrassom por 15 minutos e centrifugados por 5
minutos em 15.000 rpm. Os 6leos essenciais foram dissolvidos em 6leo canola
em uma concentracéo de 0,25 plL/uL (v/v) (17,5 pL de 6leo essencial em 70 pL

de 6leo de canola).

1.7 Ensaios, in vitro, de atividade anticoagulante

Os ensaios biolégicos foram realizados com a colaboracdo da Professora Maria
das Gracas Carvalho e da Professora Luci Maria Sant'‘Ana Dusse, do
Laboratério de Hematologia do Departamento de Analises Clinicas e

Toxicoldgicas da Faculdade de Farmacia da UFMG.

O efeito dos extratos das plantas medicinais selecionadas e dos 6leos
essenciais de 5 espécies foram avaliados sobre a coagulacdo nos ensaios de
tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial (TTPa) em
plasma pobre em plaquetas (PPP) pelo método de Brown modificado por
Osoniyi e Onajobi (2003).

1.7.1 Tempo de Protrombina para avaliacdo das vias extrinseca e comum

da cascata de coagulacao

A determinacédo do Tempo de Protrombina (TP) foi realizada com a incubacéo
de 50 pL de plasma normal humano, por 30 minutos, com 10 puL de cada

extrato de planta em duas concentragfes (20 mg/mL e 40 mg/mL) e os Oleos
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essenciais na concentragdo de 0,25 ulL/uL. Solugdo de DMSO 2% e o 6leo de
canola (10 pL) foram utilizados como controle, respectivamente. A seguir,
foram adicionados a cubeta 100 puL de Thromborel® (tromboplastina célcica),
desencadeando o processo de coagulacdo. O tempo necessario para a
formacdo do coagulo foi aferido automaticamente em coaguldometro Dade-
Behring BFT II®. Todas as amostras foram adicionadas em volume de 50 pL e
todos os reagentes foram mantidos a temperatura de 37 °C durante o ensaio.
Um controle do tempo de protrombina (sem adicdo de amostra) foi feito
previamente com o mesmo plasma humano e reagentes a fim de verificar se
ambos estdo normais, o que foi aferido por meio da obtencdo de resultados
dentro dos valores de referéncia, considerando o coeficiente de variacdo da
técnica (CV) 1,29%.

1.7.2 Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada para avaliacdo das vias

intrinseca e comum da cascata de coagulacao

Na determinacdo do Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPa), 50 pL
do plasma normal humano foram incubados, por 30 minutos, com 10 pyL de
cada extrato de planta em duas concentracdes (20 mg/mL e 40 mg/mL) e os
Oleos essenciais na concentracdo de 0,25 ulL/uL. solucdo de DMSO 2% e o
O0leo de canola (10 pL) foram utilizados como controle, respectivamente.
Posteriormente, foram adicionados a cubeta 50 pL de Dade Actin®
(cefaloplastina ativada) e, ap6és 3 minutos, 50 pyL de CaCl: 0,02M (Dade®
Cloreto de célcio), desencadeando o processo de coagulacdo. O tempo
necessario para a formacdo do coagulo foi aferido automaticamente em
coaguldmetro Dade-Behring BFT 1I®. Todas as amostras foram adicionadas em
volume de 50 pL e todos os reagentes foram mantidos a temperatura de 37 °C
durante o ensaio. Um controle do tempo de tromboplastina parcial ativada (sem
adicdo da amostra) foi feito previamente com o mesmo plasma humano e
reagentes a fim de verificar se ambos estdo normais, o que sera aferido por
meio da obtencéo de resultados dentro dos valores de referéncia, considerando

o coeficiente de variagédo da técnica (CV) 1,49%.
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1.8 Analise Estatistica

Os dados foram analisados no programa "Statistical Package of the Social
Sciences" (SPSS) versdo 13.0. Todos os dados foram analisados quanto a
distribuicdo (se normal ou néo) pelo teste Shapiro Wilk. Uma vez que os dados
seguem a distribuicdo normal, eles foram apresentados por média e desvio
padrao e a comparacdo entre os resultados do controle e das diferentes
concentragfes testadas de extrato nos ensaios coagulométricos foi realizada
mediante o teste t (para duas comparacdes). Foram consideradas significativas

diferencas com o valor de p inferior a 0,05.

65



2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes de tempo de protrombina e tromboplastina parcial ativada séo testes
que medem o tempo para a ocorréncia da coagulacdo sanguinea. O tempo de
trombina consiste na adicdo de tromboplastina célcica no plasma com citrato. O
calcio ira reverter o efeito do citrato, permitindo a coagulacéo. A tromboplastina
ativa o fator VII, desencadeando as vias extrinseca e comum da cascata da
coagulacdo. J4& o tempo de tromboplastina ativada avalia a via intrinseca da
coagulacédo, uma vez que a cefalina adicionada ativara o fator Xll da cascata

da coagulacao (Adaeze et al., 2014).

Um aumento no valor desses parametros laboratoriais indica um potencial para
anticoagulacdo e uma diminuicdo indica um potencial para a coagulacao.
Dessa forma, a adicdo dos extratos ou 6leos essenciais ao plasma e posterior
medicdo desses parametros gerou um valor de TP e TTPa que, comparado
com o controle, pode indicar se esse extrato ou 6leo essencial demonstra

atividade anticoagulante ou pro-coagulante.

2.1 Avaliacdo do TP e TPPa para os extratos vegetais

Em ambos os testes houve predominancia do efeito anticoagulante em
detrimentodo efeito pré-coagulante (Figuras 16 e 17). Portanto, clinicamente, o
uso dessas plantas em pacientes em uso de varfarina sugere um potencial
risco de hemorragia devido a exacerbacdo do efeito da varfarina e em raros
casos uma reducdo da eficacia terapéutica devido a ativacdo da coagulacéo

sanguinea.

O prolongamento isolado do TTPa sugere uma deficiéncia ou inibicdo de um ou
mais fatores da via intrinseca da coagulacdo (pré-calicreina, cininogénio de alto
peso molecular, fatores XllI, Xl, IX e VIII). J& o prolongamento isolado do TP
sugere uma deficiéncia ou inibicdo principalmente do fator VIl (via extrinseca),

mas também do fator X, V e Il (via comum), enquanto um prolongamento do TP
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Figura 16 — valores de TP do plasma em segundos incubado com os extratos

etandlicos das plantas avaliadas.

Controle U SSE—

Citrus limonum 1 712,80 H
Citrus limonum 2 | 13,25 H
Citrus sinensis 1 | 13,30 s
Citrus sinensis 2 | 14,75 =
Cymbopogon citratus 11 : 11,28 H
Cymbopogon citratus 21 711,40 H
Lippiaalba 1 |=1633 —
Lippia alba 2 | 19,85 B

Melissa officinalis 1 713,05 =
Melissa officinalis 2 713,10 =
Mentha crispa 1* 712,48 H
Mentha crispa 2 712,80 H
Mentha piperita 1* 712,33 H
Mentha piperita 2* 712,25 H
Mentha spicata 1 713,33 H
Mentha spicata 2 [713,98 =
Mentha vilosa 1 713,88 =
Mentha vilosa 2 713,13 H
Mikania glomerata 1 713,18 H
Mikania glomerata 2 713,73 E
Mikania laevigata 1 714,43 =

Mikania laevigata 2 714,90 H
Mikania laevigata hibrido 1 | 12,48
Mikania laevigata hibrido 2* | 12,30 H
Nasturtium oficinale 1t [#10;38 F
Nasturtium oficinale 2t | 10,28 =

Ocimum basilicum 1 [#12,40

Ocimum basilicum 2 |#12/43

Ocimum basilicum purpuracens 1 712,98
Ocimum basilicum purpuracens 2t 712,05
Ocimum gratissimum 1 713,33

Ocimum gratissimum 2 [713,40
Plectranthus barbatus 1 [713,03
Plectranthus barbatus 2 713,03

Vernonia condensata 1 712,88

Vernonia condensata 2* 112,25

II:|::|::|:IIII=

Legenda: 1 refere-se a concentracdo do extrato de 20 mg/mL e 2 refere-se a
concentracdo do extrato de 40 mg/mL *Valores estatisticamente ndo significativos

tDiminuicdo do TP em relagdo ao controle
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Figura 17 — valores de TPPa em segundos do plasma incubado com os extratos

etandlicos das plantas avaliadas.

Controle —!

Citrus limonum 1* |#39;85 kA
Citrus limonum 2 [749,58 H
Citrus sinensis 1 753,15 =
Citrus sinensis 2* 741,25
Cymbopogon citratus 1* 738,05
Cymbopogon citratus 21 738,23 H
Lippia alba 1 |[=77,45 =
Lippia alba 2 |7103,38 e
Melissa officinalis 11 738,037 H
Melissa officinalis 2 740,85 H
Mentha crispa 1 745,03 H
Mentha crispa 2 751,25 H
Mentha piperita 1 745,33 H
Mentha piperita 2 746,58 -
Mentha spicata 1* [#39,30"
Mentha spicata 2 741,75 H
Mentha vilosa 1 743,55 H
Mentha vilosa 2 742,98 H
Mikania glomerata 1 744,30 =
Mikania glomerata 2 748,00 H
Mikania laevigata 1 748,58 =
Mikania laevigata 2 752,10 H
Mikania laevigata hibrido 1 #4153k
Mikania laevigata hibrido 2 740,85k
Nasturtium oficinale 1 745,83 H
Nasturtium oficinale 2 750,55 =
Ocimum basilicum 11 736,557
Ocimum basilicum 2t |732,55
Ocimum basilicum purpuracens 1* 238,38
Ocimum basilicum purpuracens 2* |738,85H
Ocimum gratissimum 1* [238;78
Ocimum gratissimum 2 |[746,63 H
Plectranthus barbatus 1* 740,20
Plectranthus barbatus 2* 239,85
Vernonia condensata 1* [738,93
Vernonia condensata 21 737,45

I Tz =

Legenda: 1 refere-se a concentracdo do extrato de 20 mg/mL e 2 refere-se a
concentracdo do extrato de 40 mg/mL *Valores estatisticamente ndo significativos

tDiminuicdo do TPPa em relagdo ao controle
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e TTPa sugere deficiéncia ou inibicdo dos fatores da via comum (X, V e Il) ou
um defeito qualitativo ou quantitativo do fibrinogénio (Hood, 2008). Assim, 0s

resultados in vitro podem indicar provaveis desfechos in vivo.

Uma diferenca de TP de 2 ou mais segundos e uma diferenca de 9 ou mais
segundos no TPPa indicam mudancas patoldgicas (Naghadeh et al., 2011). De
acordo com os resultados, observa-se que Lippia alba e Mikania laevigata
aumentaram o TP em mais de 2 unidades, indicando potencial risco para
pacientes com alteracdes na coagulacdo sanguinea ou uso de medicamentos
que ja predispde a hipocoagulabilidade por possivel reducédo ou inibicdo dos

fatores de coagulacéo das vias extrinseca e comum.

Ja com relacdo ao TPPa, observa-se um aumento de mais de 8 unidades em
varios extratos vegetais avaliados: Citrus limonum na sua maior concentracao,
Citrus sinensis em ambas as concentracbes, Lippia alba em ambas as
concentracfes, Mentha crispa na maior concentracdo, Mikania glomerata na
maior concentracdo, Mikania laevigata em ambas as concentracbes e
Nasturtium officinale em ambas as concentracdes. Esses resultados indicam
gue essas plantas tém potencial para reduzir ou inibir fatores da coagulacéo da
via intrinseca, uma vez que, em geral, o TTPa foi mais sensivel aos extratos

etandlicos das espécies estudadas do que o TP.

De acordo com os resultados da avaliacdo do TP e do TTPa, temos varias
situacdes possiveis para 0s extratos avaliados: aumento apenas do TP,
aumento apenas do TTPa, aumento de ambos, reducdo do TP e aumento do
TTPa, aumento do TP e reducgdo do TTPa e diminuicdo de ambos (Figura 18).
Uma andlise dos resultados dos extratos das plantas estudadas sobre o
sistema hemostético revela que a situacdo predominante foi aumento dos dois

parametros (42%) seguido pelo aumento apenas do TP (25%).

Com base nos resultados, pode-se inferir que o aumento no tempo do TP e do

TTPa sinalizaria para uma maior inibicAo da ativagdo da cascata da
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coagulacédo. Isto posto, haveria um efeito anticoagulante exacerbado e,

consequentemente potencialmente perigoso, desde que a adi¢éo do extrato

Figura 18 - Efeitos observados no ensaio do TP e do TTPa do plasmaincubado com os

extratos etanolicos das plantas estudadas.

= Aumento no TP e TTPa

6%

\ = Aumento apenas no TP
5%

11% Aumento apenas no TTPa
Aumento no TP e diminuicdo no TTPa
= Diminui¢do no TP e aumento no TTPa

Diminuigdo no TP e TTPa

vegetal provocasse alteracao/inibicao de fatores das vias intrinseca, extrinseca
e comum. Alternativamente, tais aumentos poderiam indicar apenas na via
comum, 0 que provocaria prolongamento dos dois testes, TP e TTPa. O
aumento de apenas um desses parametros indicaria uma inibicdo mediana da
cascata da coagulacdo, consequente a alteracao/inibicdo de fatores da via
intrinseca (pré-calicreina, cininogénio de alto peso molecular, fatores Xll, XI, IX
e VIII) ou, ainda da via extrinseca (fator VII). O aumento de um dos parametros
juntamente com a diminuicdo do outro poderia ser consequente a ativacédo de
fatores da via intrinseca no caso de redugcdo do TTPa ou de ativacdo da via
extrinseca no caso de reducéo no TP. Por outro lado, a diminuicdo do tempo
de ambos os testes, sinalizaria para uma ativacao da cascata da coagulacéo, o
gue poderia reduzir, em teoria, a eficicia terapéutica da varfarina. Obviamente,
essas interpretacdes tedricas sdo passiveis de grande variabilidade quando se

considera as condi¢des in vivo, entretanto, esses dados podem direcionar
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estudos mais aprofundados da atividade dessas plantas na homeostasia

sanguinea.

Dentre as plantas que aumentaram o TP e o TTPa, com provéavel inibicdo da
via intrinseca, via extrinseca, via comum de coagulacdo ou anormalidade no
fibrinogénio temos Citrus limonum 40 mg/mL, Citrus sinensis 20 mg/mL, Lippia
alba 20 e 40 mg/mL, Melissa officinalis 40 mg/mL, Mentha crispa 40 mg/mL,
Mentha spicata 40 mg/mL, Mentha vilosa 20 e 40 mg/mL, Mikania glomerata 20
e 40 mg/mL, Mikania laevigata 20 e 40 mg/mL, Mikania laevigata hibrido 20 e
40 mg/mL e Ocimum gratissimum 40 mg/mL. Assim, essas, dentre as plantas
estudadas, sugere-se que deveriam ser as mais evitadas quanto ao consumo
por parte dos pacientes em uso de varfarina e possivelmente, deveriam ser as
mais estudadas para a confirmacéo da interagcdo na homeostase sanguinea e

no tratamento com varfarina.

Considerando o aumento apenas do TP encontramos Citrus limonum 20
mg/mL, Citrus sinensis 40 mg/mL, Melissa officinalis 20 mg/mL, Mentha spicata
20 mg/mL, Ocimum basilicum purpuracens 20 mg/mL, Ocimum gratissimum 20
mg/mL, Plectranthus barbatus 20 e 40 mg/mL e Vernonia condensata 20
mg/mL, e considerando apenas o aumento do TTPa temos Mentha crispa 20
mg/mL, Mentha piperita 20 e 40 mg/mL e Mikania laevigata hibrido 40 mg/mL.
Sugere-se que essas plantas deveriam ter seu uso restrito e supervisionado de
perto, bem como as plantas que se mostraram capazes de reduzir tanto TP
quanto TTPa, com potencialidade reduzir o efeito da varfarina: Cymbopogon
citratus 20 e 40 mg/mL, Ocimum basilicum purpuracens 40 mg/mL e Vernonia

condensata 40 mg/mL.

As demais plantas apresentaram aumento de um dos parametros e diminui¢ao
do outro. Nasturtium officinale reduziu o TP, sugerindo possivelmente a
ativacdo do fator VII, enquanto foi observado aumento do TTPa, sugerindo
inibicAo da via intrinseca. Ja a Ocimum basilicum teve efeitos contrarios,
aumentou o TP e reduziu o TTPa. Dessa forma, pode-se inferir que a ativacéo
de uma das vias e a inibicdo da outra poderiam ser, de certa forma, conferir

equilibrio hemostatico, in vivo.

71



N&o ha dados na literatura cientifica a respeito da influéncia das 18 espécies
estudadas no TP e TTPa, com excecdo do limao (Citrus limon) que foi
relacionado a inativacdo da trombina, devido ao seu potencial de reduzir o
fibrinogénio (RIAZ, 2014), resultando na inibicdo do final da cascata de
coagulacédo. Entretanto, ha sobre algumas das demais plantas, informacdes

acerca da possivel influéncia na hemostasia sanguinea.

O agriao (Nasturtium officinale) pode induzir a metabolizacdo fase 1 e 2 da
CYP 450 (FRAGOSO et al., 2011). Ja o capim cidreira (Cymbopogon citratus)
apresenta potencial anti-inflamatério, reduzindo a liberacdo de tromboxano e
consequentemente ativacao de plaquetas e logo fatores da coagulacdo (SHAH
et al., 2011; BOUKHATEM et al., 2014). Algumas espécies de hortela (Mentha
sp.), por sua vez, também demostraram atividade no citocromo P450, além de
atividade trombolitica (POZADSKI et al., 2012 e SHARAF, 2014). A laranja
(Citrus sinensis) produz flavonoides antiplaquetarios e também tem potencial
para inibir CYP3A4 (TRIPOLI et al., 2007 e FRAGOSO et al., 2011), enquanto
o limdo (Citrus limon), além de inativar a trombina (RIAZ, 2014), também tem
acdo antiplaquetaria (TRIPOLI, 2007). Por fim, o manjericdo (Ocimim
basilicum), tem efeito antiplaquetario devido a presenca de fenipropanoides
(TOGNOLINI, 2006; AMRANI, 2009; TOHTI, 2006).

Dentre as plantas estudadas quanto ao efeito do TTPa, as que apresentaram
maior atividade anticoagulante potencial foram Citrus sinensis, Lippia alba,
Mentha crispa, Mikania laevigata e Nasturtium officinale. A composicédo quimica
destas 5 espécies com maior potencial para afetar a coagulacéo sanguinea foi
pesquisada em literatura cientifica na busca de indicios de classes de
metabdlitos que podem afetar a hemostasia sanguinea como os flavonoides,
xantonas e fenilpropanoides citados anteriormente. Em Citrus sinensis
encontrou-se a presenca de muitos flavonoides, compostos volateis e terpenos
(ETEBU e NWAUZOMA, 2014). Lippia alba revelou-se rica flavonoides e 6leos
essenciais (HENEBELLE et al, 2008). Mentha crispa apresentou
principalmente 6leos essenciais com algumas cita¢des de flavonoides isolados
(KUMAR et al., 20110; BARROS et al., 2015). Mikania laevigata apresentou
cumarinas, fendlicos e alguns flavonoides (CZELUSNIAK et al., 2012;
GASPARETTO et al.,, 2013) e em Nasturtium officinale foram encontrados
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principalmente glicosinolatos e alguns compostos volateis (GONCALVES et al.,
2009; JAHANGIR et al., 2009). Essas informacdes direcionaram a avaliagdo da
composicdo quimica e o estabelecimento das classes de metabolitos
secundarios presentes nas cinco espeécies e potencialmente relacionados a

atividade anticoagulante.

A luz dos dados obtidos no presente estudo, o uso dessas plantas deve ser
rigorosamente supervisionado, dado o potencial de interagcdo de componentes
destes extratos com a varfarina, interferindo em seu efeito terapéutico, seja
potenciando ou inibindo o mesmo. Em suma, atencdo especial e orientacdo
adequada devem ser dadas aos pacientes em uso de varfarina para a
obtencdo e manutencdo do alvo terapéutico ideal e prevencdo de eventos

indesejaveis que oferecem risco a vida.

2.2 Avaliacdo do TP e TPPa para os 0leos essenciais

Os Oleos essenciais sdo compostos volateis que geralmente pertencem as
classes dos sesquiterpenos, monoterpenos e fenilpropandides. Eles costumam
apresentar grande potencial para exercer atividades farmacolégicas, como
atividade anti-inflamatéria, antimicrobiana e analgésica (DEWICK, 2009).
Dentre as plantas estudadas quanto ao efeito do TP e TTPa, as que
apresentaram maior atividade anticoagulante potencial foram Citrus sinensis,
Lippia alba, Mentha crispa e Nasturtium officinale e todas, com excec¢éo de N.

officinale, apresentam em sua composi¢cao componentes de 6leos essenciais.

Dessa forma, os 6leos essenciais dessas espécies foram extraidos e avaliados
quanto a atividade anticoagulante, utilizando o ensaio do TP e do TPPa. Os
resultados destes ensaios sdo apresentados nas Figuras 19 e 20.
Considerando o TP do controle 12,07 s e o TTPa do controle 39,63 s:
resultados com o valor de T entre T observado (-2,201 e 2,201) néo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa em relagédo ao controle e
por isso, ndo tem potencial anti nem pro-coagulante. Ja resultados de T

menores que -2,201 mostraram ter potencial para reduzir o tempo de
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coagulacéo, revelando possivel atividade pro-coagulante, enquanto resultado
de T maiores que 2,201 mostraram ter potencial para aumenta o tempo de
coagulacado, demonstrando provavel atividade anticoagulante.

Figura 19 — valores relativos ao teste T para avaliar a significancia da alterag&o no

teste TP dos 6leos essenciais de C. sinensis, L. alba, M. crispa e N. officinale.

Citrus sinensis (T=-2,55)
Lippia alba (T= 6,48)

Menta crispa (T=2,19)

Nasturtium officinale (T= 0,44)

Tobs= -2,201 Tobs= 2,201

Figura 20 — valores relativos ao teste T para avaliar a significancia da alterag&o no

teste TTPa dos 6leos essenciais de C. sinensis, L. alba, M. crispa e N. officinale.

Citrus sinensis (T= 4,26)
Lippia alba (T=-15,11)

Menta crispa (T=-123,85)

Nasturtium officinale (T= 0,89)

-

Tobs=-2,201 %)s= 2,201
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As folhas da laranja (Citrus sisnesis) mostrou potencial de reduzir o TP (11,80
s) e aumentar o TTPa (40,57 s). Esse efeito antagOnico pode ser explicado
pela presenca de compostos no 6leo essencial da C. sinensis que estimulam o
fator VII (via extrinseca) e/ou fatores X, V e Il (via comum), e também pela
presenca de outros compostos que inibem um ou mais fatores da via intrinseca
da coagulacéo (pré-calicreina, cininogénio de alto peso molecular, fatores XiIl,
Xl, IX e VIII). Uma vez que o efeito do extrato como um todo é de aumentar o
valor tanto o TP quanto o TTPa, pode-se concluir que os demais compostos
dessa planta estdo muito relacionados ao efeito anticoagulante geral
observado. Dessa forma, é necessario um aprofundamento no estudo das
fracOes do extrato para melhor entendimento dos compostos relacionados ao

efeito.

A erva-cidreira (Lippia alba) demonstrou efeito contrario, aumento no TP (13,77
s) e reducdo no TTPa (36,53 s). Assim, podemos inferir que ha compostos no
Oleo essencial da L. alba que inibem o fator VIl (via extrinseca) e/ou fatores X,
V e Il (via comum), mas também ha compostos que estimulam um ou mais
fatores da via intrinseca da coagulacédo (pré-calicreina, cininogénio de alto peso
molecular, fatores Xll, XI, IX e VIII). Bem como a C. sinensis, o efeito resultante
da Lippia alba é anticoagulante, com grande aumento de TP e TTPa ap0s
incubacdo com extrato, e por isso, as outras fracbes de compostos dessa

planta devem ser avaliadas para maiores conclusoes.

J& o Oleo essencial do hortelda (Mentha crispa), por sua vez, ndo apresentou
atividade estatisticamente signicativa em relacdo ao TP (12,53 s), mas
apresentou grande potencial para reduzir o TTPa (37,57 s). Essa atividade do
Oleo essencial ndo corrobora com a atividade do extrato, que apresentou
aumento significante do TP e pequeno aumento do TTPa, dessa forma,
podemos concluir que a atividade da M. crispa na via extrinseca € decorrente
dos compostos ndo volateis, bem como, em menor escala, sua a atividade nas

vias intrinseca e comum.
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Por fim, o 6leo essencial do agrido (Nasturtium officinale) ndo apresentou
atividade estatisticamente significativa em nenhum dos dois testes e por isso,
sua atividade na homeostasia sanguinea provavelmente se deve aos
compostos nao volateis, 0 que ja era esperado ja que o N. officinale ndo é rico
em O6leos essenciais, mas € rico principalmente em glicosinolatos, compostos
polares que contem enxofre (GONCALVES et al., 2009; JAHANGIR et al.,
2009). Ja o Oleo essencial da Mikania laevigata nao foi extraido devido a

indisponibilidade da planta fresca.

Em andlise ao resultados, as espécies L. alba, N. officinale, M. laevigata,
C.sinensis e M. crispa mostraram potencial em interferir no complexo controle
da homeostasia sanguinea. Entretanto, € importante que o mecanismo de
interacdo seja elucidado e, para isso, é essencial que se investigue quais 0s
compostos envolvidos nessa acéo. Portanto, € necessario um aprofundamento

na composicao fitoquimica dessas espécies vegetais.
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CAPITULO 3

Perfil fitoguimico por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e por
cromatografia em camada delgada (CCD) de plantas selecionadas com
atividade anticoagulante

77



1 MATERIAS E METODOS

1.1 Prospeccédo Fitoguimica

Foi realizada a prospeccgéo fitoquimica dos extratos etanolicos de Citrus
sinensis, Lippia alba, Mentha crispa, Mikania laevigata e Nasturtium officinale e
das fracbes diclorometano, acetato de etila e aquosa de L. alba por
cromatografia em camada delgada (CCD) de silica gel. Foram obtidos perfis
cromatograficos em CCD para a avaliacdo de flavonoides, taninos, cumarinas e
triterpenos/esteroides. Diferentes sistemas eluentes e reveladores foram
utilizados para cada classe de produto natural, conforme descrito abaixo
(WAGNER et al., 1984).

1.1.1 Identificacdo de flavonoides

Solubilizou-se exatamente 0,1 g de extrato etandlico seco (item 1.6.2 do
capitulo 2) de Citrus sinensis, Lippia alba, Mentha crispa, Mikania laevigata e
Nasturtium officinale e das fracbes de L. alba em 3 mL de etanol e 2 mL de
acetona, com o auxilio de banho de ultra-som, por 15 minutos. Utilizou-se a

solucéo resultante para a CCD.

Fase movel: butanol: cloroférmio: acetona: acido formico (75:16,5:8,5).

e Reveladores: UV A 365 nm e NP/PEG.

e Substancias de referéncia: quercetina (Qc) e rutina (Ru) (Sigma-Audrich

(solucdes a 1 mg/mL em etanol e acetona).

¢ l|dentificac&o: flavonoides se apresentam como manchas de cor amarela,
azul ou verde em UV A 365 nm. O NP/PEG aumenta a fluorescéncia no

comprimento de onda utilizado.
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1.1.2 Identificacdo de taninos

Utilizou-se as mesmas solu¢cbes de amostra preparadas para a caracterizacao

de flavonoides.

Fase maovel: cloroférmio: acetona: 4cido férmico (50:40:10).

Revelador: solucédo de cloreto férrico a 2% m/v.

Substancia de referéncia: catequina e acido galico (Sigma-Aldrich (1

mg/mL em etanol e acetona).

Identificagcdo: taninos se apresentam como manchas negro azuladas ou

negro esverdeadas no visivel.

1.1.3 Identificacdo de cumarinas

Utilizou-se as mesmas solucbes de amostra preparadas para a caracterizacao

de flavonoides.

Fase movel: acetato de etila:hexano (1:1).

Reveladores: solucéo de KOH a 10% m/v em etanol.

Substéncia de referéncia: cumarina (Cu) (Sigma-Aldrich (1 mg/mL em

etanol e acetona).

Identificacdo: cumarinas se apresentam como manchas de fluorescéncia

verde azulada ou amarela esverdeada em UV A 365 nm.
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1.1.4 Identificacao de triterpenos e esteroides

Utilizou-se as mesmas solugcbes de amostra preparadas para a caracterizacao
de flavonoides.

e Fase moével:hexano: acetato de etila (1:1).

¢ Revelador: reagente de Libermman—Burchard e aquecimento a 100 °C

até o aparecimento das manchas.

e Padréo de referencia: acido ursélico (Sigma-Aldrich).

e Identificacdo: manchas pardas a vermelhas ou réseas escuras indicam
resultado positivo para triterpenos pentaciclicos livres. Manchas azuis
gque mudam pra um verde persistente indicam a presenca de esterois

livres.

1.1.5 Preparo das solugdes reveladoras

Solucéo de Produtos Naturais + polietilenoglicol 4000 (NP/PEG): Dilui-se 1
g de acido difenilbérico em 100 mL de metanol para preparo do Reagente de
Produtos Naturais (NP). Para preparo da solucdo de polietilenoglicol 4000
(PEG), 5 g deste foram diluidos em 200 mL de etanol. Para revelacdo das
placas primeiramente era borrifada a solucdo de NP seguida de PEG.

Solucgéo de cloreto férrico a 2 % m/v: dissolveram-se 2 g de FeCls em 100

mL de etanol.

Solucgéo de hidréxido de potassio a 10 % m/v: dissolveram-se 10 g de KOH

em 100 mL de etanol.
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Reagente Lieberman-Burchard: Adicionaram-se 2 gotas de acido sulfarico

concentrado a 10 mL de anidrido acético.

1.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A fim de obter perfis cromatograficos por cromatografia Liquida de alta
eficiéncia (CLAE) foram preparadas solucfes utilizando 10 mg de extrato
etandlico seco de Citrus sinensis, Lippia alba, Mentha crispa, Mikania laevigata
e Nasturtium officinale (item 1.6.2 do Capitulo 2) e 5 mg das fracdes aquosa,
acetato de etila e diclometano (item 1.3) de Lippia alba em 1 mL de metanol
grau CLAE (Tédia Brasil). A dissolucédo foi realizada com o auxilio de um
banho de ultra-som por 20 minuto. Apds esse tempo, as solu¢cbes obtidas
foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi
transferido para vials de vidro de 2 mL. Os perfis foram obtidos utilizando
coluna de fase reversa e detector de arranjos de diodo (CLAE-FR-DAD). Foi
utilizada coluna Lichrospher® 100 18 RP (particulas de 5 pm, 125 x 4mm d.i.,
Merck), e pré-coluna LiChrospher® 100 RP-18 (5 um) e fluxo de 1mL/min e a
temperatura da coluna foi mantida em 40 = 5 °C. Foram injetados 10 pL de
cada solucéo e o fluxo foi de 1 mL/minuto. A leitura foi realizada em A 210 nm
sendo registrados numa faixa espectral de A 200 a 600 nm. Empregou-se como
fase movel uma mistura de agua:acetonitrila em gradiente linear em 60 min

(perfil exploratério) (Tabela 7).

Tabela 7 — Gradiente de eluicdo empregado na obtencéo dos perfis por CLAE.

Tempo Fase movel Temp.  Fluxo
(min) ACN H20 0,1% H3PO4 (°C) (mL/min)
0 5 95 40 1
60 95 5
65 95 5
70 5 95

Substancias de referéncia também foram avaliadas por CLAE, utilizando as

mesmas condi¢cbes cromatogréficas usadas na andlise dos extratos. Essa
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etapa visou a identificacdo dessas substancias de referéncia nos extratos e
fracbes por meio da comparacdo do tempo de retencao, perfil de absorcéo e
coinjecdo. As substancias de referéncia utilizadas foram &cido rosmarinico,
acido vanilico, apigenina beta-caroteno, campferol, cianina, epigalocatequina,
isorientina, isovitexina, luteolina, mentol, quercetina, quercetina-3-p-D-glicose,
quercitrina, rutina e cumarina (Sigma-Aldrich, USA). A escolha foi feita de
acordo com a disponibilidade de padrdes no laboratério e com base no
levantamento da quimica micromolecular de cada espécie estudada. Os
experimentos de coinjecdo foram realizados adicionando-se 100 uL de solucéo
de 1 mg/mL de cada padrdo, separadamente, na solucdo metandlica a 10
mg/mL de cada extrato preparada para injecdo no cromatoégrafo. As analises
foram realizadas nas mesmas condicbes cromatograficas utilizadas para os

extratos (item 1.2).

1.3 Fracionamento da Lippia alba e atividade anticoagulante de suas

fracbes

1.3.1 Fracionamento de Lippia alba

O fracionamento preliminar do extrato etandlico das folhas de Lippia alba teve
como objetivo obter fracdes de complexidade menor, utilizando o principio de
afinidade entre as substancias presentes e o0 solvente utilizado, para

aprofundar no estudo da atividade desta planta na coagulacdo sanguinea.

Para esse fracionamento procedeu-se a uma particdo liquido-liquido com
solventes imisciveis. O extrato etandlico seco de Lippia alba (250 mg) foi
dissolvido em 10 mL de mistura agua/etanol na proporgéo de 9:1. Essa solucdo
foi transferida para funil de separacéo e submetida a particbes sucessivas com
diclorometano e acetato de etila. Utilizou-se porcoes de 10 mL e o
procedimento foi repetido 3 vezes para cada solvente. As fracdes em
diclorometano e em acetato de etila foram secas em rotaevaporador, até a

completa retirada do solvente T < 50 °C). A fase aquosa foi liofilizada. As
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fracbes foram acondicionadas no freezer até o momento dos testes de

atividade anticoagulante.

1.3.2 Testes coagulométricos com as fracdes de Lippia alba

O método de execucdo dos testes de TP e TTPa foi previamente descrito no
item 1.7 do capitulo 2.Para as fracdes utilizou a mesma diluicdo dos extratos 5

mg de fracdo em 1 mL de metanol.
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2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 Perfil fitoquimico

2.1.1 Perfil cromatografico obtido por cromatografia em camada delgada

(CCD): Prospeccéao fitoguimica

A prospeccéo fitoquimica dos extratos etandlicos de L. alba, M. laevigata, M.
crispa, C. sinensis e N. officinale teve como objetivo investigar as principais
classes de metabdlitos especiais presentes. Foram obtidos perfis
cromatograficos em CCD de gel de silica para os extratos etandlicos
estudados, utilizando-se reveladores seletivos para as principais classes de
metabolitos secundarios. Foi avaliada a presenca de flavonoides (Figura 21),
fendis/taninos (Figura 22), cumarinas (Figura 23) e terpenoides e/ou esteroides
(Figura 24). Os resultados da prospeccéo fitoquimica encontram-se na Tabela
8.

Figura 21 - Cromatograma obtido por cromatografia em camada delgada (CCD) de gel
silica para os extratos de Mikania laevigata (ML), Citrus sinensis (CS), Mentha crispa
(MC), Nasturtium officinale (NO), Lippia alba (LA) e suas fracdo aquosa (FA) e acetato de
etila (FAc). Revelador seletivo para flavonoides: NP/PEG e A 365 nm.Padrdes: quercetina
(Qc) e rutina (Ru)

ML CSMC NO LAFAEAcQc Ru
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Figura 22 - Cromatograma obtido por cromatografia em camada delgada (CCD) de gel
silica para os extratos de Mikania laevigata (ML), Citrus sinensis (CS), Mentha crispa
(MC), Nasturtium officinale (NO), Lippia alba (LA) e suas fracdo aquosa (FA) e acetato de
eteila (FAc). Revelador seletivo para fendis/taninos: FeCls 2% Padr8es catequina (Cat) e

acido galico (AG) na avaliacdo dos taninos.

N . '

Figura 23 - Cromatograma obtido por cromatografia em camada delgada (CCD) de gel
silica para os extratos de Mikania laevigata (ML), Citrus sinensis (CS), Mentha crispa
(MC), Nasturtium officinale (NO), Lippia alba (LA) e suas fracdo aquosa (FA) e acetato de

etila (FAc). Revelador seletivo para cumarinas: KOH 10%. Padrdo cumarina (Cu).

ML CS MC NO LAFAFAc Cu
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Figura 24 - Cromatograma obtido por cromatografia em camada delgada (CCD) de gel
silica para os extratos de Mikania laevigata (ML), Citrus sinensis (CS), Mentha crispa
(MC), Nasturtium officinale (NO), Lippia alba (LA) e suas fracdo aquosa (FA), acetato de
etila (FAc) e diclorometano (FD). Revelador seletivo para triterpeno/esteroides:

Libermman—Burchard. Padrao acido ursoélico (AU).

%

—~
oy, -~ g
= -4

. <3
ML CS MC NO LA FA FAc AU FD AU

Tabela 8 — Avaliagéo qualitativa por cromatografia em camada delgada das principais
classes de metabdlitos especiais de Nasturtium officinale, Lippia alba, Mikania laevigata,
Mentha crispa e Citrus sinensis e das fracdes aquosa, acetato de etila e diclorometano
de L. alba.

Metabdlitos avaliados | Flav | Fen/Tan | Cumar | Trit/Est

Nasturtium officinale + - + +
Lippia alba + - - +
Mikania laevigata + + + +
Mentha crispa + + - +
Citrus sinensis + - + -
Fracdo aquosa de L. alba + - - -
Fracdo acetato de etila de + ) ) )
L. alba
Fracdo ((j]l(ee I(iicall(l)tzgmetano NA NA NA +

Nota: Flav: flavonoides; Fen/Tan: fendis/taninos; Cumar: cumarinas; Trit/Est:
triterpenos/esteroides. A fracdo de diclorometano foi avaliada apenas para a presenca de

triterpenos (NA=nd&o se aplica).
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Flavonoides sdo um grupo de metabdlitos secundarios da classe dos polifendis
encontrados em diversas espécies vegetais. Eles possuem grande potencial de
atividade antioxidante e anti-inflamatéria (DEWICK, 2009) e alguns ja foram
descritos com atividades na hemostasia sanguinea, como flavonoides da
Garcinia cambogia (KOSHY e VIJAYALAKSHMI, 2000). Dentre as espécies
analisadas, ha dados na literatura sobre o isolamento de substancias
pertencentes a essa classe em todas as 5 espécies analisadas. Os taninos, por
sua vez, também fazem parte do grupo de polifendis e alguns de seus
representantes como catequina e epicatequina ja foram isolados em Mentha
crispa, Mikania glomerata e Nasturtium officinale. Essa classe ja foi relacionada

a aceleracdo da coagulacdo sanguinea (CHUNG et al., 2008).

As cumarinas sdo lactonas do &cido o-hidroxi-cindmico amplamente
distribuidos nos vegetais, como o0 guaco e 0 agrido. Essa classe originou a
varfarina, anticoagulante oral mais utilizado e em geral apresenta atividade
antibiética, broncodilatadora, fungicida, anticoagulante, vasodilatador,
espasmolitica e antitromboética (GASPARETTO et al., 2013). Ja os terpenos,
apesar de ndo terem sido encontrados na literatura cientifica sua possivel
atividade na hemostasia sanguinea, sao substancias amplamente difundidas

no reino vegetal e de grande variedade estrutural (DEWICK, 2009).

2.1.2 Perfil cromatografico obtido por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

Andlises por CLAE permitiram avaliar qualitativamente a composi¢cao quimica
de Citrus sinensis, Lippia alba, Mentha crispa, Mikania laevigata e Nasturtium
officinale e das fracBes de L. Alba (Figuras 29 a 36), e portanto, foi possivel
compara-las com os padrdes (Figura 25 e 26) através do tempo de retencéo de

Seus picos e respectivos espectros de absorcdo no ultravioleta.

De modo geral todos os extratos mostraram predominancia de compostos
polares (picos entre 0 e 20 minutos) (Figuras 29 a 31). Foram identificados
principalmente flavonoides, pois apresentam dois grandes croméforos, um em

comprimento de onda de aproximadamente 250 nm e outro em 350 nm,
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denominados banda Il e | respectivamente (MABRY, 1970). A identificacdo dos

compostos nos extratos por meio de comparacdo com os padrbes sao

suposi¢oes que podem ser comprovadas por meio da coinjecao do extrato e do

padrdo seguindo as mesma condicbes cromatograficas ou pelo isolamento e

identificacdo das substancias presentes. Assim para identificar compostos ou

classes de compostos responsaveis pelos efeitos estudados é essencial um

fracionamento do extrato,

majoritarias.

isolamento e

identificacdo das substancias

Figura 25 - Perfis cromatogréaficos obtidos por CLAE- DAD para alguns padrdes: acido

rosmarinico (A) e apigenina (B). Condi¢cBes cromatogréficas: vide Materiais e Métodos

item 1.2.
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Figura 26 - Perfis cromatogréaficos obtidos por CLAE- DAD para alguns padrdes:
isoorientina (C) e quercetina-3-B-D-glicosideo (D). Condi¢cdes cromatograficas: vide

Materiais e Métodos item 1.2.
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2.2 Citrus sinensis

A prospeccao fitoquimica revelou a presenca de flavonoides e cumarinas nessa
espécie (Figuras 21 e 23). A cumarina apresentou-se com uma mancha
fluorescente verde de Rf diferente do padrao aplicado, ja os flavonoides se
apresentaram como duas manchas amarelo-claras com Rf compativel aos dois
padrbes aplicados: quercetina e rutina. C. sinensis € conhecida, na literatura
cientifica (ETEBU e NWAUZOMA, 2014), por ser rica em flavonoides e os
espectros de absorcdo no UV obtidos por CLAE-DAD confirmam esse fato
(Figura 27), uma vez que existem picos com tempo de retencdo entre 7
(maximos de absor¢do em A 269 e 343 nm) e 30 minutos (maximos de
absorcdo em A 254 e 344 nm), cujos espectros de ultravioleta s&o

caracteristicos de flavonoides, apresentando dois grandes cromoéforos, um em
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comprimento de onda de aproximadamente 250 nm e outro em 350 nm,

denominados banda Il e | respectivamente (MABRY, 1970).

Figura 27 — Perfil cromatografico obtido por CLAE- DAD para o extrato etandlico Citrus

sinensis. Condi¢gdes cromatogréficas: vide Materiais e Métodos item 1.2.
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A analise completa do perfil cromatografico da C. sinensis (Figura 27) revela
grande predominancia de picos em tempo de retencao entre 0 e 15 minutos,
indicando que o perfil cromatografico € constituido majoritariamente por
substancias polares. Ha alguns picos menores com tempo de retencéo entre 25
e 27 minutos, indicando presenca de algumas substancias de polaridade um
pouco menor, e ainda, alguns picos com tempo de retencdo entre 45 e 50
minutos com espectros de absorgéo variados, que representam 0S compostos
de polaridade entre média e baixa. Utilizando a conijecdo alguns flavonoides,

nenhum composto pode ser identificado no extrato de C. sinensis.

Esse resultado nos revela duas possiveis classes que podem estar
relacionadas ao efeito hemostéatico do extrato de C. sinensis. Os flavonoides
apresentam atividade elucidada na literatura na agregagédo plaquetaria, ja as
cumarinas podem afetar especificamente a coagulacdo sanguinea, inibindo a

ativacao de fatores da coagulacdo, como a varfarina.

2.3 Mentha crispa
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Corroborando com a informacao da literatura cientifica (KUMAR et al., 20110;
BARROS et al., 2015) a respeito dos compostos isolados da M. crispa, a CCD
apresentou resultados positivos para  flavonoides, taninos e
triterpenos/esteroides (Figuras 21, 22 e 24). Na avaliacdo dos flavonoides
podemos observar diversas machas amarelo-claras e uma mancha verde
indicando a presenca de compostos dessa classe, sendo que os dois padroes
(quercetina e rutina) puderam ser identificados no extrato da M. crispa de
acordo com a cor da mancha e comparacdo de Rf. E mais uma vez a CLAE-
DAD confirma essas informacgdes pela existéncia de dois picos com tempo de
retencdo acima de 11 minutos que tém espectro de absor¢cdo no UV
caracteristico de flavonoides (Figura 28).

Figura 28 - Perfil cromatografico obtido por CLAE- DAD para o extrato etandlico de

Mentha crispa. Condi¢8es cromatogréaficas: vide Materiais e Métodos item 1.2,

0,80+

0,204

0,00

T T T T T T T T T T T T T
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 3500 40,00 45,00 50,00 55,00 60,00 65,00 70,00
Winutes

No que se refere aos taninos, podemos observar a existéncia de uma mancha
roxa acima das manchas referentes aos padrdes. E em relagcdo aos
triterpenos/esteroides, podemos ver manchas marrons e roxas referentes a
triterpenos livres e uma mancha verde referente a um esterol. A mancha roxa
pode ser identificada como acido ursélico uma vez que apresentacdo da

mesma coloragdo e com mesmo Rf que o padréo.

A analise do perfil cromatografico da M. crispa (Figura 28) mostra que 0s picos
mais pronunciados estdo em tempo de retencéo entre 0 e 15 minutos, onde se
situam os compostos mais polares. No entanto, observamos também que a

grande maioria dos picos encontram-se acima de 40 minutos, onde espera-se
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que estejam o0s compostos menospolares como terpenos, incluindo os
constituintes dos 6leos volateis e esteroides. A presenca desses compostos foi
confirmada por CCD. A partir da coinjecdo do extrato da M. crispa foi possivel
identificar o &cido rosmarinico, que apresentou maximo de absor¢cdo em A 328
nm e tempo de retencao de 13,68 min, apresentando coincidéncia total entre os
picos do extrato e do padrdo (Figura 29). Essa substancia ja foi descrita na

literatura cientifica para a espécie.

Portanto, com relacdo a atividade na hemostasia sanguinea, identificamos em
M. crispa duas classes de compostos que, segundo literatura cientifica, podem
afetar esse complexo sistema: flavonoides e taninos. De qualguer maneira, a
atividade relatada por esses compostos € referente a agregacao plaquetéaria e
a atividade avaliada é relativa a coagulacdo sanguinea. Assim, por mais que in
vivo 0 uso dessas plantas culmine no sentido de fornecer maior fluidez ao
sangue, ainda é necessario um estudo mais aprofundado sobre os compostos

dessa planta na coagulacéo, especificamente.

Figura 29 — Perfil cromatogréafico obtido por CLAE- DAD para a coinjegdo do extrato de

Mentha crispa e do padréo de acido rosmarinico. Condi¢c8es cromatogréficas: vide

Materiais e Métodos item 1.2.
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2.4 Mikania laevigata

A Mikania laevigata, como visto na breve revisdo bibliografica realizada
(CZELUSNIAK et al., 2012; GASPARETTO et al., 2013), € uma espécie rica em
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diversas classes de metabdlitos. A presenca de flavonoides, taninos, cumarinas
e triterpenos (Figuras 21 a 24), mostrada na revisdo da literatura, foi
comprovada pela CCD. A M. laevigata apresentou algumas manchas amarelo-
claras referentes a flavonoides e uma delas tem Rf comparavel ao do padréo
utilizado: rutina. A CLAE-DAD confirma a presenca dessa classe de
metabdlitos devido a presenca de alguns espectros caracteristicos de
flavonoides em picos com tempo de retencdo préximos a 11 minutos (Figura
30).

Figura 30 — Perfil cromatogréafico obtido por CLAE- DAD para o extrato etanélico de

Mikania laevigata. Condi¢c8es cromatogréficas: vide Materiais e Métodos item 1.2.
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Com relacédo a taninos, observa-se uma mancha roxa bem clara (Figura 22)
compativel com o acido galico utilizado como padrdo e no que se refere as
cumarinas, essa planta também apresentou uma mancha fluorescente verde
comparavel com a cumarina padrdao. Na CCD de triterpenos/esteroides
observou-se a presenca de triterpenos devido a manha marrom que se
estendeu por toda a placa e na CLAE-DAD, é de se esperar que eles sejam 0s
compostos eluidos em tempo de retencdo maiores que 45 minutos,

apresentando padrdes de absorc¢ao variados.

A andlise do perfil cromatografico da M. laevigata (Figura 30), revelou
predominancia de picos com tempo deretencao entre 0 e 15 minutos, indicando

presenca principalmente de compostos polares. Inclusive, proximo de 5
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minutos, hd um pico com espectro de absorcdo compativel com
arilpropandides: Améax. com quatro bandas de absorcédo: Il (216-218 nm), lla
(244-246 nm), | (290-292 nm) e la (329-333 nm) (GADZA, 2004). A partir da
coinjecdo com padrbes, foram identificados no extrato de M. laevigata acido
benzoil grandiflorico, acido cinamoil grandifélico, acido p-cumarico, cumarina e
quercetina 3-B-glicosideo (Figura 31) (BERTOLUCCI et al.,, 2013). O pico
cromatografico do acido cinamoil grandifolico apresentou maximo de absorcao
em A 273 nm e tempo de retencdo de 45,3 min; o acido benzoil grandiflérico
apresentou dois maximos de absor¢cdo em A 229 e 272 nm e tempo de
retencdo de 43,9 min; a cumarina, por sua vez, apresentou dois maximos de
absorcdo em A 214 e 276 nm e tempo de retencdo em 13,7; o &cido p-cumarico
apresentou tempo de retencédo de 12,0 min e varios maximos de absorcdo em
A 210, 265, 287 e 320 nm; e a quercetina 3-B-glicosideo apresentou tempo de
retencdo de 11,71 min e maximos de absorcdo em A 255 e 353 nm,
caracteristicos de flavonoides (MABRY, 1970).

Figura 31 — Perfil cromatogréafico obtido por CLAE- DAD para a coinjegdo do extrato de
Mikania laevigata e dos padrdes de acido benzoil grandiflérico, acido cinamoil
grandifélico, &cido p-cuméarico, cumarina e quercetina 3-p-glicosideo. Condi¢bes

cromatogréficas: vide Materiais e Métodos item 1.2.
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Relacionando esses resultados fitoquimicos com a atividade biolégica dessa
planta, observamos a presenca de trés classes quimicas com historico de
alteracdo da hemostasia sanguinea: flavonoides, taninos e cumarinas.

Flavonoides e taninos atuariam em diferentes pontos da agregacéo plaquetéaria
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e as cumarinas atuariam na coagulacdo sanguinea, culminando para um
deslocamento do equilibrio hemostatico, aumentando a fluidez sanguinea,

criando assim, risco de hemorragia.

2.5 Nasturtium officinale

Os flavonoides, apesar de ndo haver referéncia de isolamento nessa espécie,
ja foram encontrados na familia Brassicaceae e o presente estudo revelou a
presenca dessa classe de compostos devido a presenca de manchas amarelo
claras de Rf semelhante a quercetina e rutina (Figura 21), padrdes avaliados.
Esse resultado € corroborado por alguns espectros de absor¢cdo no UV vistos
na analise por CLAE que apresentaram perfil caracteristico de flavonoide,
proximo ao tempo de retencdo de 10 minutos. Nao foi evidenciada a presenca
de taninos, mas de cumarinas e terpenos, como ja era esperado de acordo
com o levantamento da literatura (GONCALVES et al., 2009; JAHANGIR et al.,
2009). As cumarinas apresentaram-se como uma mancha verde opaca de Rf
pequeno (Figura 23) e o terpeno como uma mancha amarelada bem clara no
meio da placa (Figura 24). Nenhum dos padrbes de cumarina e triterpeno

foram identificados por CCD.

A analise do perfil cromatografico do N. officinale (Figura 32) mostrou a maior
parte dos picos, incluindo os picos majoritarios, em tempo de retencdo entre 0
e 15 minutos, indicando que o mesmo € constituido principalmente por
substancias polares. Possivelmente, os tdo caracteristicos glicosinolatos
encontram-se nessa regido do cromatograma, devido a presenca de atomos
muito polares em sua composi¢cdo, como enxofre e oxigénio. Os acidos
hidrocinamicos e os fenilpropanodides isolados em trabalhos anteriores
encontram-se nessa regiao também, ja que sdo compostos de baixa massa
molecular. A partir da coinjecéo, o flavonoide isoorientina (Figura 33), composto
com atividade anti-nociceptiva, anti-inflamatoria e gastroprotetora (KUPELI et
al., 2004), p6de ser identificado com tempo de retencdo de 8,9 min e 2
maximos de absor¢cdo em A 268 e 348 nm, havendo coincidéncia total entre os
picos do extrato e do padréo utilizado. Esse composto parece ter sido isolado

pela primeira vez do N. officinale.
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Em geral, essa espécie possui duas classes de compostos previamente
relacionados a hemostasia sanguinea (flavonoides e taninos). No entanto, a
presenca de glicosinolatos pode estar relacionada aos resultados observados

Figura 32 — Perfil cromatogréafico obtido por CLAE- DAD para o extrato etanélico de

Nasturtium officinale. Condi¢g6es cromatograficas: vide Materiais e Métodos item 1.2.
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Figura 33 — Perfil cromatogréafico obtido por CLAE- DAD para a coinjeg&o do extrato

etanodlico de Naturtium officinale e do padrao de isoorientina. Condicdes
cromatograficas: vide Materiais e Métodos item 1.2.
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nos testes bioldgicos, uma vez que sdo compostos bem especificos dessa

familia, e ndo foram tdo estudados na homeostase sanguinea.

2.6 Lippia alba

96



No extrato de Lippia alba, confirmando os dados da literatura cientifica
(HENEBELLE et al., 2008), observou-se a presenca de flavonoides (Figura 21),
representados por manchas amarelo-claras no extrato e de tom amarelo mais
pronunciado nas fracGes aquosa e acetato de etila. A fracdo em acetato de etila
parece conter os dois padrdes utilizados: quercetina e rutina (Figura 21). Ja na
fracdo em diclorometano, pode-se observar manchas roxas e marrons
referentes a triterpenos, uma mancha verde referente a esteroide e também

pode-se identificar o padrao acido ursodlico (Figura 24).

Pela CLAE-DAD também podemos identificar presenca de flavonoides devido a
alguns picos com tempo de retengdo proximos de 12 minutos e de 20 minutos
que apresentam espectros de absorcdo no UV caracteristicos dessa classe
(MABRY, 1970). Segundo a literatura, essa planta também produz acido
ursolico, que nao foi identificado por coinjecédo. Isso pode estar relacionado a
baixa concentracdo desse composto no extrato e sua presenca na fracao
diclorometano, devido a sua baixa polaridade.

A analise do perfil cromatografico da L. alba (Figura 34) revela que a maior
parte dos picos tém tempo de retencao entre 0 e 20 minutos, indicando que o
mesmo também é constituido principalmente por substancias polares, como os
fendlicos de menor massa molecular e flavonoides. Entretanto, h& alguns picos
significantes em tempo de retencéo entre 45 e 65 minutos, revelando também a
presenca de compostos menos polares, como triterpenos e esteroides.
Utilizando a coinjecdo com padrdes, foi possivel identificar no extrato de L. alba
o padréao do flavonoide apigenina, composto previamente relatado na literatura
(Figura 35). Os picos cromatograficos do extrato e do padrdo de apigenina
apresentaram coincidéncia total e essa substancia apresentou tempo de
retencdo de 19,4 min e maximos de absor¢cdo em A 266 e 336 nm,
caracteristicos de flavonoides (MABRY, 1970). A apigenina ja foi isolada dessa

planta de acordo com dados da literatura (CHIES et al., 2013).
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Figura 34 - Perfil cromatografico obtido por CLAE- DAD para o extrato etandlico de

Lippia alba. Condi¢8es cromatograficas: vide Materiais e Métodos item 1.2.
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Figura 35 — Perfil cromatogréafico obtido por CLAE- DAD para a coinjeg&o do extrato

etandlico de Lippia alba e do padrao de apigenina. Condi¢gdes cromatogréficas: vide

Materiais e Métodos item 1.2.
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Nos perfis cromatograficos obtidos das fracdes de Lippia alba, observamos que
o fracionamento realizado por particdo liquido-liquido foi eficiente em fracionar
oextrato etandlico (Figuras 35 a 37). A fracdo em diclometano, normalmente é
composta de hidrocarbonetos, acidos graxos, acetofenonas,
terpenos/esteroides, lignanas, lactonas, cumarinas, flavonoides metoxilados, ja
a fracdo em acetato de etila € composta por flavonoides, taninos de baixo peso
molecular, xantonas, acidos triterpénicos, saponinas e substancias fendlicas.
Enquanto a fracdo aquosa € constiutida comumente por flavonoides
heterosidicos, taninos de alto peso molecuar, saponinas e carboidratos

(YUNES e CALIXTO, 2001).
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Figura 36 - Perfil cromatografico obtido por CLAE- DAD para fragio aquosa de Lippia

alba. Condic8es cromatograficas: vide Materiais e Métodos item 1.2.
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Figura 37- Perfil cromatogréafico obtido por CLAE- DAD para fragéo acetato de etila de

Lippia alba. Condi¢8es cromatogréficas: vide Materiais e Métodos item 1.2.
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Figura 37- Perfil cromatografico obtido por CLAE- DAD para frag&o diclorometano de

Lippia alba. Condi¢8es cromatograficas: vide Materiais e Métodos item 1.2.
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A fracdo mais representativa do extrato etandlico de L. alba, € a fragdo em
diclorometano, fracdo menos polar. O cromatograma dessa fragdo mostra picos
com tempo de retencéo entre 18 e 60 min, com destaque para 0S picos com
tempo de retencdo superior a 45 min. Os espectros de absorcdo no UV
referentes a esses picos mostraram-se bastante variados e provavelmente sdo

dos triterpenos, esteroides e outros compostos mais apolares.

A fracdo em acetato de etila apresentou cromatograma com picos em tempo de
retencdo entre 10 a 30 min. Alguns picos sdo comuns ao cromatograma da
fracdo em diclorometano, mas com absortividade molar inferior, como os picos
com tempo de retencdo em aproximadamente 18, 20 e 24 min. O espectro de
absorcdo no UV referente aos picos em tempo de retencdo de
aproximadamente 11 min. mostra perfil de fenilpropandides (GADZA, 2004),
engquanto o de 13 min de flavonoide, com dois maximos de abosor¢cdo, um em
comprimento de onda de aproximadamente 254,4 nm e outro em 348,3 nm,
referente a flavona. (MABRY, 1970). A apigenina identificada no extrato
etandlico de L. alba, também foi identificada nas fracdes em diclorometano e
acetato de etila (Tr = 20 min), com detaque para a fragdo em diclorometano, no

gual esse pico apresenta maior absortividade molar e area.

A fracdo aquosa apresentou picos com tempo de retencdo inferior a 1 min e um
pico com tempo de retengédo de aproximadamente 11 min., comum a fracdo em
acetato de etila, porém com menor absortividade molar e area. O espectro de
absorcéo no UV foi igual ao obtido para a fracdo em acetato de etila, com perfil
de arilpropandide: Amax. com quatro bandas de absorcéo: 1l (216-218 nm), lla
(244-246 nm), | (290-292 nm) e la (329-333 nm) (GADZA, 2004), Essa analise
nos mostra a importancia do fracionamento, uma vez que a analise do extrato
etandlico mostrou uma predominancia de substancias mais polares, com

principais picos entre 10 e 25 min no cromatograma.
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2.6.1 Ensaio, in vitro, da atividade anticoagulante das fragcfes de Lippia

alba

A atividade das fracdes na coagulacdo sanguinea foi avaliada por meio dos

testes de TP e TTPa. Os resultados foram expressos por meio de média e

desvio padréo (Tabela 9).

Tabela 9 — Resultados dos testes de TP e TTPa para as fragbes e 6leo essencial de

Lippia alba
Controle | Fragéo de - Fracio
. . Controle Fragao
Extrato (oleo de | diclorome- (DMSO 2%) | acetato (s) aquosa
canola) tano (s)
TP 16,33+1,41% | 13,7740,66 Erro 12,25+£012 | 12374030 | 11,9740,25"
TTPa | 774546 96" | 39,6341,96 | 46,03+2 58" | 39,73+0,85 | 43,03+0,80* | 41,53+2 15"

* Resultados cuja diferenga estatistica foi significante.

A Lippia alba destacou-se quanto a sua atividade anticoagulante e visando
identificar a classe responsavel pela atividade anticoagulante, o extrato
etandlico foi fracionado e as fracdes avaliadas separadamente nos ensaios de

TP e TPPa. Os controles utilizados variaram conforme a solubilidade da fracao.

O extrato etandlico de Lippia alba, apresentou TP médio de 16,33 e um TTPa
médio de 77,45, na concentracdo de 10 mg/mL. Em relacédo ao TP, teste que
avalia as vias extrinseca e comum, néo foi possivel chegar a um resultado
quanto a influéncia da fracdo de diclorometano, pois 0 equipamento apresentou
erro em todas as vezes que essa fragao foi avaliada. Ao adicionar o reagente
tromboplastina calcica ao plasma com a fracdo, o plasma mudou de textura,

nos levando a crer que houve alguma incompatibilidade entre eles.

Jé a fragdo aquosa demonstrou pequena reducdo no tempo de protrombina e a

fracdo de acetato ndo alterou o TP de forma estatisticamente significativa
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(Tabela 9). Portanto, nota-se que as fragcbes isoladas ndo apresentaram o
efeito esperado de acordo com o resultado prévio do teste com o extrato
etandlico. Isso pode ser decorrente do efeito sinérgico das substancias
presentes em L. alba para a inibicdo dos fatores de coagulacdo relacionados as
vias extrinseca e comum. Entretanto, como o0 O6leo essencial, analisado
anteriormente, apresentou atividade significante em aumentar o TP (Figura 18),
pode-se também inferir que a atividade é decorrente principalmente dos
compostos volateis, que podem ter sido perdidos durante a extracdo e o

fracionamento de L. alba.

No ensaio do TTPa, por sua vez, as fracdes de L. alba mostraram-se mais
sensiveis. Todas as trés fracdes avaliadas foram capazes de aumentar seu
valor em comparacdo com o controle, revelando uma atividade anticoagulante
na via intrinseca da coagulacdo, com destaque a fracdo de diclorometano, que
contém os compostos menos polares do extrato. Em analise aos resultados,
observa-se que com o aumento da polaridade do solvente houve uma
diminuicao da atividade anticoagulante. Outro ponto a chamar atencao, é que o
efeito anticoagulante das fracGes frente ao TTPa € menos expressivo que o do
extrato, mostrando mais uma vez o efeito sinérgico entre os componentes de L.

alba.
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CONCLUSOES

O consumo de plantas medicinais entre os pacientes entrevistados foi alto e
relevante. A maior parte desse consumo é na forma de chés e as folhas séo
geralmente obtidas de hortas. Pode-se destacar a tradicdo familiar como
principal fator incentivador desse uso, que quase nunca € indicado e/ou
supervisionado por profissionais da salde. Essas plantas sdo usadas para
diversos fins, com destaque para o tratamento dos distarbios do trato

respiratorio, do sistema nervoso central e do trato gastrointestinal.

As plantas consumidas sdo nativas do Brasil e exéticas e ha poucas
informacdes acerca da seguranca desse uso em literatura cientifica. Entretanto,
mesmo com pouca informagéo, observa-se que as plantas medicinais tem um
grande potencial para interferir na farmacoterapia da anticoagulacdo com a
varfarina. Na anticoagulacdo com varfarina, as plantas estudadas podem
aumentar ou diminuir o efeito desse medicamento, sendo que a potencializacéo
desse efeito, aumentando o risco de hemorragias, é bem mais frequente.
Todos esses fatores revelam a importancia de aprofundar nos estudos sobre o

uso dessas plantas e sua seguranca.

Dentre as plantas citadas, foram escolhidas 18 para serem estudadas
experimentalmente por meio dos testes coagulométricos de TP e TTPa. Todas
as plantas mostraram potencial para interferir na coagulacédo sanguinea, mas o
efeito anticoagulante mostrou-se mais comum. Também se estudou, in vitro, na
coagulacdo sanguinea, o efeito do 6leo essencial das cinco plantas que
aumentaram o TTPa em maior extensdo e o resultado mostrou que 0s extratos
tiveram efeito mais pronunciados nos testes coagulométricos do que o 6leo
essencial. A L. alba foi a planta que mais se destacou quanto a sua atividade
anticoagulante e por isso, suas fragdes também foram analisadas. O efeito do
extrato também foi superior ao das fracBes isoladamente, revelando um

sinergismo de acédo das fracdes na coagulacdo sanguinea.
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Das cinco plantas com resultados mais expressivos no teste de TTPa: Citrus
sinensis, Lippia alba, Mentha crispa, Mikania laevigata e Nasturtium officinale
foram obtidos os perfis quimico por cromatografia liquida de alta eficiéncia e
em camada delgada. A classe de flavonoides foi identificada em todas as
espécies avaliadas, enquanto os taninos, cumarinas e triterpenos mostram-se
restritos a algumas espécies. Foram identificados por coinjecdo o &cido
rosmarinico de M. crispa; o acido benzoil grandiflérico, acido cinamoil
grandifélico, acido p-cumarico, cumarina e quercetina 3-B-glicosideo de M.
laevigata; isoorientina de N. officinale; e apigenina de L. alba. No entanto, sédo
necessarios mais testes para possivel relacdo entre as substancias presentes

nos extratos e fragdes e a atividade anticoagulante.
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ANEXO |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDD

Projeto de pesquisa: “Fatores de Risco para Complicagdes da Anticoagulacae Oral em
Pacientes com Doencas Cardiovasculares Atendidos em Ambulatorios de Referéncia em
Belo Homzonte: um Estudo de Coorte”

Prezado|a) Senhonal,

Algumas pessoas com doengas que aumentam a coagulagio do sangue precisam usar
remedio anticoagulante para evitar trombose e derame. O excesso de efeito desse remédio
e causar sangraments. Por isso, o wso dos comprimidos precisa ser acompanhato por
um exame chamado RNI (Relagso Normalizada Intemacional) que ajuda na escolha da dose
certa Estamos realizando uma pesguisa para conhecer os fatores de risco para
complicagies do tratamento com varfarina que & um anficoagulante. Queremos conwida-
lo{a) para participar como woluntano(a). M3o hawerd custos nem ressarcimento para
participar no estudo. Se wood n3o quiser participar, vooé podera desistir em qualguer
moments & por qualquer motivo, sem prejuizo na assisténcia recebida pelo profissional de
salde.

Para realzar este estudo, precisamos colher 10 ml do seu sangus, com agulhas e tubos
descartaveis, para fazer exames de sangue e exames geneficos quando vooé vier fazer seu
exame de rotina o RML A coleta de sangue podera levar a dor localizada associada 3
picada da agulha ou pequena reagao local. Para reduzir essa reagio kocal, a coleta de
sangue serd realizada por um profissional experients, empregando rofina padronizada.
Owtro risco associado 3 coleta de sangue, embora raro, € a sensagdoc momentanea de
tontura. Messe caso, o profissional adotara as medidas pertinentes, para as quais est3
habilitado. Seu prontuaric médico sera consultado em busca de informagies sobre sua
doenca e exames |laboratoriais. Cuando voos wier fazer sua consulia de rofina, faremes uma
enfrevista de cerca de 20 minutos. Se necessdrio, fomeceremos declaracio de
comparecimento. A pesquisa tera a duragao de no minimo dois anos e voce sera informado
sobre os resulizdos de todos os exames.

Depois que o5 exames forem fefos, o sangue sera descartado segundo normas da
Viglancia Sanitaria, mas se woce pemmiir, seu DMNA ficara congelade em um banco de
amosiras. biologicas (autorizado pelo COEP-UFMG ETIC 0216/08) & podera ser usado em
pesquisas futuras. Toda nova pesquisa que wsar suas informagdes & amostras de DMA serd
realizada apenas se ela for aprovada novamente por um Comité de Efica em Pesqguisa.

Se voce quiser participar, por favor, escolha uma das opgdes abaio:

i) Aceito participar dessa pesquUIEA, M3s N0 CONCOI0 COM 0 AMMAzenamento do DINg.

i) Aceho pariclpar dessad pesquisa & CONCOMO COM 0 AMTEzenaments oo DA Mo futurn, 52 o DA for
U530 ST NOWEE PEGUIS3E, QUETD QUE ENTEM em CONtaio Comigo para 2w escolner & Wou CONCONTar ou
N30 COim @ NoVa pesquisa.

Tediedone

EnereCD:

| ) Aceio paricipar dessa pesqUISa @ CONCONTD G0M 0 AMMaZEnamento do De. Mo fubwo, 52 o DA for
usado =m novas pesquisas, 05 pesquisadonss ndo precisam enirar em contato comigo pam eu escolher 52
WOl CONCOREST DU N30 COM 3 NOVE pesquisa.

123



E possivel que wocé venha a se beneficiar diretamente dos resultados desse projeto, mas
certamente contribuira para gue novos pacientes se beneficiem no futuro. Seuw nome 2 os
resultados dos exames serao mantidos em segredo. Mo entanto, os pesguisadores e,
algumas vezes, o COEP-UFMG, poderdo ter acesso 305 dados. Os resultados desse estudo
serao publicados efou apresentados em encontros cientificos, sendo gue, &m quakquer
publicacao, seu nome nao sera revelado.

Dedaro gue tive oportunidade de ler esse documento, discutir os procedimentos, escolher
minha forma de participagdo e esclarecer todas as minhas dividas. Ficaram claros para mim
Quas 530 o5 propdsitos do estudo, os procedmentos @ serem realizados, seus
desconforios, a8 garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou
claro tamt=m que tenho garantia do acesso 30 meu ratamento. Concordo vohemtariaments
em participar deste estudo e podersi retiar o meu consentimento a qualquer momento, sem
prejuizn ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquinido, ou do meu atendiments

Nome completo

Assinatnra

Pesquisadaor,

Belo Horizonte, de de

Este termo fioi elaborado em duss vias, que serdo rubricadas em todas as suas paginas
assinadas, a0 seu téming, por voos e pelo pesquisador responsavel, sendo gue uma das
vias ficars sob sua guarda.

Se voce tver dividas em relagio aos procedimentos desse estudo, voce podera entrar em
contato com oS pesquisadorss:

UFMG - Faculdade de Farmacia, Departamento de Produtos Farmaceuticos. Endereco: Av.
Antonio Caros, 6527, Campus Pampulha, Belo Horizonte, MG, CEP 31270-801. Tekefones:
(31) 8540-3556 (Marcus Praxsdes) - (31) 2400-8037 - (31) 08438805 (Profa Mara
Auniliadora) / (31) 3400-0370 (Dr. Antdnio) / (31) 2077-8773 (Dr. Manoel) / (31) 0831-0DD4
(Or. Vandack)

Em caso de dividas socbre aspecios eticos, wood podera enfrar em contato com o comite de
&tica em pesquisa da instituicao:

COEP-UFMG - Endereco: Av. Antdnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il - 2°. Andar -
sala 20005, Campas Pampulha, Belo Horzonte, CEP 31270-001. Telefone: (31) 3408-4502
CEP-Hospital Municipal Odilon Behrens - Enderego: Rua Formiga, 50, sala 108, B. 330
Cristovao, Belo Horzonte, MG, CEP 31110-230. Telefone: (31) 2277-6120.

CEP-Secretaria Municipal de Sadde de Belo Horizonte - Enderecor Av. Afonsc Pena, 2336,
2°. andar, B. Funcionanios, Belo Horizonte, MG, CEP 20130-007. Telefone: (31) 3277-5300.

el
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ANEXO I

PROTOCOLO PARA RECRUTAMENTO DE PACIENTES

1 - Data
2 - Numero de registro na pesquisa
3 - Namero do prontuario

4 - Nome

5 - Critérios de inclusédo
Uso de varfarina por pelo menos 2 meses
Em acompanhamento no ambulatério por pelo menos 2 meses
Idade igual ou superior a 18 anos
Fibrilag&o atrial/flutter (qualquer tipo)
Protese mecénica de vélvula cardiaca (adrtica ou mitral)

6 - Critérios de exclusao
Previsao de uso da varfarina por menos de 12 meses

7 - Paciente aceita participar apos apresentacao do TCLE?

8 - Motivo de recusa

(0) Néo
(0) Né@o
(0) Né@o
(0) Né@o
(0) Né@o

(0) Néo

(0) Nao

(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim
(1) Sim

(1) Sim

(1) Sim
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PROTOCOLO PARA COLETA DE DADOS
A PARTIR DA ENTREVISTA DO PACIENTE

1- Sexo

2 - RNI

3 - Data de nascimento

4 - Escolaridade (anos)

5 - Renda mensal per capita (reais)

6 - Coabitacdo (paciente reside com uma ou mais pessoas)
7 - Uso de bebidas alcodlicas

8 - Necessidade de auxilio para administracdo da varfarina

9 - Tromboembolismo (entre agosto de 2009 e agosto de 2014)
Numero de eventos (total)
Tipo de evento

10 - Hemorragia grave (entre agosto de 2009 e agosto de 2014)
NuUmero de eventos (total)
Tipo de evento

O™ 1F
(0)2,0a3,0
(1)2,5a3,5
I
(0) Ndo (1) Sim
(0) Ndo (1) Sim
(0O) Ndo (1) Sim
(0) Ndo (1) Sim
(0) Ndo (1) Sim
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PROTOCOLO PARA COLETA DE DADOS
A PARTIR DO PRONTUARIO DO PACIENTE

1 - Indicacgdo da anticoagulacao oral

Fibrilac&o atrial/flutter (qualquer tipo) (0) N&ao (1) Sim
Prétese mecéanica de véalvula cardiaca aodrtica (0) N&ao (1) Sim
Protese mecéanica de valvula cardiaca mitral (0) N&ao (1) Sim
Prétese bioldgica de valvula cardiaca adrtica (O) Ndo (1) Sim
Prétese bioldgica de valvula cardiaca mitral (O) Ndo (1) Sim
Trombose venosa profunda (TVP) (O) Ndo (1) Sim
Tromboembolismo Pulmonar (TEP) (O)Ndo (1) Sim
Acidente vascular encefélico (AVE) isquémico (0) N&ao (1) Sim
Trombo intracardiaco (0) N&ao (1) Sim
Insuficiéncia cardiaca com fragcdo de ejegdo reduzida (FEVE < 40%) (0) N&ao (1) Sim

2 — Data de inicio do tratamento com a varfarina

3 - Comorbidades (0O) Ndo (1) Sim
Doenca de Chagas (0) Nao (1) Sim
Afeccdes dermatolégicas (O) Ndo (1) Sim
Alterac8es oftalmolégicas (0O) Ndo (1) Sim
Arritmias (0) N&ao (1) Sim
Déficit auditivo (0) N&ao (1) Sim
Diabetes (0O) Ndo (1) Sim
Dislipidemia (0O) Ndo (1) Sim
Doenca aértica (DAO) (0O) Ndo (1) Sim
Doenca artério-coronariana (DAC) (0O) Ndo (1) Sim
Doengas trato gastrointestinal (TGI) (0) Nao (1) Sim
Doencas hematolégicas (0) N&ao (1) Sim
Doengas infecciosas (0) N&ao (1) Sim
Doengas neuropsiquiatricas (0) N&ao (1) Sim
Doengas valvares (0) N&o (1) Sim
Doencas vasculares periféricas (DVP) (0O) Ndo (1) Sim
Doencas do endocardio, miocardio e pericardio (0O) Ndo (1) Sim
Doencas osteoarticulares (0) Ndo (1) Sim
Doencas respiratorias (0O) N&do (1) Sim
Doencas reumaticas (0) N&ao (1) Sim
Hipertensao arterial sistémica (HAS) (0O) Ndo (1) Sim
Hipotireoidismo (O) Ndo (1) Sim
Insuficiéncia cardiaca (0) N&ao (1) Sim
Insuficiéncia hepatica (0) Nao (1) Sim
insuficiéncia renal (0O) N&do (1) Sim
Neoplasias (0O) N&do (1) Sim
Obesidade (0O) Ndo (1) Sim
Outras doengas da tireoide (0) N&ao (1) Sim
Outras doengas do trato geniturinario (0) N&ao (1) Sim
Outras doengas hepaticas (0) N&ao (1) Sim

4 - Medicamentos em uso crénico (igual ou superior a 30 dias continuos) (0O) N&do (1) Sim
Amiodarona (0O) N&do (1) Sim
Sinvastatina (0O) N&do (1) Sim
Hidroclorotiazida (0) Ndo (1) Sim
Furosemida (O) Ndo (1) Sim
Enalapril (0) Nao (1) Sim
Captopril (O) Ndo (1) Sim
Losartana (O) Ndo (1) Sim
Propranolol (O) Ndo (1) Sim
Carvedilol (0) Ndo (1) Sim
Metoprolol (0O) Ndo (1) Sim
Espironolactona (0) Ndo (1) Sim
Digoxina (0) Ndo (1) Sim
Acido acetil salicilico 100 mg (0)Nao (1) Sim
Outro (0) Nao (1) Sim

5 - Numero de medicamentos em uso crbnico (incluindo a varfarina)

127



ANEXO Il

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA
Programa de P6s-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas

Projeto: Uso de plantas medicinais e sua potencial interferéncia no controle da anticoagulagdo oral em
cardiopatas atendidos em clinica de anticoagulacéo de um Hospital Universitario

Paciente:

PROTOCOLO PARA COLETA DE DADOS A PARTIR DA ENTREVISTA DO PACIENTE

1 — Uso de planta medicinal e/ou fitoterapico (se sim, qual(is)?) (0) Néo (1) Sim

2 — Forma de utilizagdo (Se outra, especificar) (1) Cha (2) Capsula
(3) Xarope (4) Outra

3 — Preparo (Se outro, especificar) (1) Infuséo (2) Decocto
(3) Outro (4) NA

4 — Obtencdao (Se outra, especificar) ()Horta de (2) Horta de
amigos casa

(3) Farmacia  (4) Mercado
(5) Supermercado

5 — Frequéncia de uso semanal 1) 1-2 (2) 3-5
(3) 6-7 (4) Esporad.
6 — Indicacéo (Se outra, especificar) (1) Amigos (2) Médico
(3) Midia (4) Tradicao

(5) Por conta propria

7 — Finalidade (Especificar) 1) TGl 2 TR
(3) TU (4) SNC
(5) Gosta (6) Outra

8 — Efeitos observados (1) Melhora (2) Nenhum
(3) Piora
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ANEXO IV

ey,

f[? \i UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
{ Hiaerh | COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP
*M'-f

Projeto: CAAE —08136613.4.0000.5149

Interessadola): Profa. Maria Auxiliadora Parreirasi Martins
Departamento de Produtos Farmacéuticos
Faculdade de Farmacia- UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 18 de dezembro de 2073, o projeto de pesquisa intitulado "Fatores
de risco para complicagées da anticoagulagdo oral em pacientes
com doengas cardiovasculares atendidos em ambulatorios de
referéncia em Belo Horizonte: um estudo de coorte” bem como o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Q relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

Prof aria Teresa Marques Amargl

Coordenadora do COEP-UFMG

ano apds o inicio do projeto.

A, Fres. Aniomio Cirelok, 6627 — Unidsde Administrntiver - 2° andar — Sala 2003 - Cep:31270-901 - BHWG
Telefas: (%17 3409-4392 - eemail; coepidprpg.ufing by
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ANEXO V

FORMULARIO DE SELECAO DOS PACIENTES

DADOS DO PACIENTE
Nome completo:
Data de nascimento:

Sexo:F( YM( )

CRITERIOS DE INCLUSAO (respostas devem ser SIM para a inclusdo na pesquisa)
Saudavel: S( )N( )
Idade superioral8anos: S( )N ( )

Nao usuérios de qualguer medicamento com potencial impacto sobre o sistema
hemostatico (anticoagulantes, antiagregantes, anticoncepcionais, etc): S( )N ( )

Integra corpo docente ou discente da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal
de Minas Gerais: S( )N ( )

Assinou o TCLE de livre e espontanea vontade: S( )N ( )

CRITERIOS DE EXCLUSAO (respostas devem ser ndo para a inclusdo na pesquisa)
Presenca de cardiopatias: S( )N ( )

Ocorréncia de eventos trombadticos venosos ou arteriais: S ( )N ( )
Presencadecéancer:S( )N( )

Presenca de doencgas auto-imunes: S ( )N ( )

Presenca de doencas hepéticas: S ( )N ( )

Presenca de doencas renais: S( )N ( )

Uso de antiagregante e/ou anticoagulante: S( )N ( )

Presenca de deficiéncia conhecida de algum fator da coagulagdo: S( )N ( )

Presenca de histéria familiar de disturbios ligados ao sistema hemostatico: S( )N ( )
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ANEXO VI

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 37870914.0.0000.5149

Interessado(a): Profa. Rachel Oliveira Castilho
Departamento de Produtos Farmacéuticos
Faculdade de Farmacia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP aprovou, no
dia 15 de dezembro de 2014, o projeto de pesquisa intitulado "Uso de
plantas medicinais e sua potencial interferéncia no controle de
anticoagulagdo oral em cardiopatas atendidos em clinica de
anticoagulacdo de um hospital universitario” bem como o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apés o inicio do projeto através da Plataforma Brasil.

D : > ) 3 ]
::iifém (o ?Ib n?fC/CL{GS "Qc-rffvﬁg
— Profa. Dra. Télma Campos Medeiros Lorentz
Coordenadora do COEP-UFMG
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