UFSC

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA

Alice Osorio Paulino

Efeito antinociceptivo do extrato das folhas de Cissus Verticillata na Nocicep¢ao

relacionada a diabetes

Floriandpolis - SC
2019



Alice Os6rio Paulino

Efeito antinociceptivo do extrato das folhas de Cissus Verticillata na Nocicepcao

relacionada a diabetes

Disserta¢do apresentada ao Programa de Farmacologia
da Universidade Federal de Santa Catarina para a
obtencdo do Grau de Mestre Profissional em
Farmacologia.

Orientador: Prof. Dr. Adair Roberto Soares Santos

Floriandpolis - SC
2019



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor através do Programa de Geragao

Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Osoério Paulino, Alice

Efeito antinociceptivo do extrato das folhas de Cissus verticillata na
nocicepgdo relacionada a diabetes / Alice Osorio Paulino; orientador, Adair
Roberto Soares Santos, 2019.

53 p.

Dissertacdo (mestrado profissional) - Universidade Federal de Santa Catarina,
Centro de Ciéncias Biologicas, Programa de Pds-Graduacdo em Farmacologia,
Floriandpolis, 2019.

Inclui referéncias.

1. Farmacologia. I. Adair Roberto Soares Santos. II. Universidade Federal de
Santa Catarina. Programa de P6s Graduagdo em Farmacologia. III. Titulo.




Alice Os6rio Paulino

Efeito antinociceptivo do extrato das folhas de Cissus Verticillata na Nocicepcao

relacionada a diabetes

O presente trabalho em nivel de mestrado foi avaliado e aprovado por banca

examinadora composta pelos seguintes membros:

Prof. Maique Weber Biavatti, Dr.
Universidade Federal de Santa Catarina

Prof. Eduardo Luiz Gashnar Moreira, Dr.
Universidade Federal de Santa Catarina

Prof. Alcibia Helena de Azevedo Maia, Dra.
Universidade Federal de Santa Catarina

Certificamos que esta ¢ a versao original e final do trabalho de conclusdo que foi julgado
adequado para obten¢do do titulo de Profissional em Farmacologia obtido pelo Programa de
Po6s-Graduagao em Farmacologia.

Assinado de forma digital por
Leandro Jose Bertoglio:98761447900
Dados: 2019.10.04 08:39:56 -03'00'

Prof. Dr. Leandro José Bertoglio
Coordenador do Programa

Assinado de forma digital por Adair
it G L Roberto Soares dos
Ao b orertr G Santos:70783136900
Dados: 2019.09.27 08:37:18 -03'00"

Prof. Dr. Adair Roberto Soares dos Santos
Orientador

Floriandpolis, 15 de fevereiro de 2019.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, pela minha existéncia e oportunidades para alcangar meus
objetivos, por sempre me dar forca e a ser a luz para meu caminho.

Ao meu pai Almir e mae Nilza pelo apoio e o incondicional amor; a minha irma Lais e
minhas tias por sempre me apoiarem e nunca me deixar desistir.

Ao meu filho Igor pela paciéncia que teve com a mamae nos inimeros dias de estudos
e viagens.

Ao meu orientador Adair pela orientagdo e paciéncia, e todo o pessoal do Laboratorio
pela paciéncia e carinho que me receberam e me ajudaram, em especial Scheila e Thayza.
Agradeco também pelo aprendizado e confianga.

Ao Prof. Dr. Louis P. Sandjo e a Larissa Faqueti e Layzon do Laboratorio de
Farmacognosia/CIF/CCS pela ajuda e tempo disponibilizado.

Aos meus colegas e amigos do Mestrado Profissional de Farmacologia, pelo
companheirismo e momentos alegres.

Aos professores do Mestrado por todo o conhecimento proporcionado.

Enfim, a todas as pessoas que, de alguma maneira, me apoiaram nesta etapa da minha

vida.



“O comeco de todas as ciéncias € o espanto de as coisas serem o que sao”
¢

(Aristoteles)



RESUMO

Introducio: O diabetes melittus ¢ uma doenca cronica, que causa muitas complicagdes, entre
elas a dor neuropatica que acomete cerca de 40 a 50% dos pacientes comprometendo a sua
qualidade de vida. Estudos vém correlacionando o aparecimento da dor neuropatica e outras
complicagdes do diabetes com um aumento na formagao de produtos de glicacdo avangada
(AGES) e seus precursores, sendo o metilglioxal (MG) o principal deles. As diretrizes de dor
neuropatica diabética sugerem que o controle adequado da glicemia possa evitar ou retardar o
aparecimento da doenga. A Cissus verticillata ¢ uma planta conhecida no Brasil como Insulina
Vegetal, muito utilizada pela populacdo para controle da glicemia. Objetivo: Avaliar o perfil
fitoquimico e o efeito antinociceptivo do extrato aquoso da folha de Cissus verticillata em
modelos experimentais de dor (nocicepg¢ao) associado a diabetes em camundongos. Material e
Método: Foi verificado o teor de umidade de amostra de folhas frescas e secas de Cissus
verticillata, posteriormente foram realizados dois extratos aquosos, um com as folhas frescas e
outro com as folhas secas. Apds o preparo dos extratos, estes passaram pelo processo de
liofilizagdo, onde se obteve o extrato seco. Foi tracado o perfil fitoquimico por meio de
Cromatografia liquida de ultra eficiéncia em massas sequencial (UPLC/MS/MS). A avaliagao
do efeito antinociceptivo foi realizado no modelo experimental de dor (nocicepgdo) quimica
induzida pela inje¢do intraplantar de metilglioxal, capsaicina e cinamaldeido em camundongos.
Para tal, foram utilizados camundongos Suicos tratados com o extrato aquoso das folhas secas
de Cissus verticillata (EACv) por via intragastrica, nas doses de 30, 100, 300 e 1000 mg/kg
uma hora antes da realizagdo dos experimentos Resultados: De acordo com a anélise
fitoquimica, as folhas de Cisssu verticillata apresentam compostos que corroboram com
achados na literatura. O EACv demonstrou significativa diminui¢do da nocicepg¢ao causada pelo
metilglioxal. Além disto, o EACv (30 e 300 mg/kg) reduziu a nocicepcao causada pela
capsaicina e cinamaldeido, sendo mais eficaz na nocicep¢do induzida pela capsaicina.
Conclusdo: Os resultados do presente estudo, indicam que o extrato aquoso de Cissus
verticillata apresenta importante efeito antinociceptivo (analgésico) no modelo de nocicepgao
causado pelo metilglioxal que est4 associado a dor relacionada a diabetes. Além disto, a Cissus
verticillata foi efetiva no modelo de nocicepg¢do causada pela capsaicina e cinamaldeido,
sugerindo um mecanismo de acdo relacionado aos receptores TRPV1 e TRPAI. Esses
resultados corroboram os achados descritos na literatura e abrem, portanto, novas perspectivas
para o uso da Cissus verticillata no tratamento da dor, em especial da dor associada a diabetes.

Palavras-chave: Diabetes. Metilglioxal. Capsaicina. Cinamaldeido. Cissus verticillata. Dor.
Nocicepgao. Camundongos.



ABSTRACT

Introduction: Diabetes mellitus is a chronic disease that causes many complications, including
neuropathic pain that affects about 40% to 50% of patients impacting their quality of life.
Studies have correlated the onset of neuropathic pain and other complications of diabetes with
an increase in the formation of advanced glycation end products (AGES) and their precursors,
with methylglyoxal (MG) being the main one. The guidelines for diabetic neuropathic pain
suggest that adequate glycemic control may prevent or delay the onset of the disease. The Cissus
verticillata is a plant known in Brazil as the vegetable insulin and it is widely used by the
population to control the glycemic levels. Objective: To evaluate the phytochemical profile
and antinociceptive effect of the aqueous extract of the Cissus verticillata leaf in experimental
models of pain (nociception) associated with diabetes in mice. Material and Method: The
moisture content of fresh and dried leaves of Cissus verticillata was verified, then two aqueous
extracts were performed, one with the fresh leaves and the other with the dry leaves. After the
preparation of the extracts, they underwent the lyophilization process, in which the dried extract
was obtained. The phytochemical profile was traced by Ultra performance liquid
chromatography in sequential masses (UPLC / MS / MS). The evaluation of the antinociceptive
effect was performed in the experimental model of chemical pain (nociception) induced by the
intraplantar injection of methylglioxal, capsaicin and cinnamaldehyde in mice. For this, Swiss
mice were used and treated with the aqueous extracts of dry leaves of Cissus verticillata (EACvV)
by intragastric administration at the doses of 30, 100, 300 and 1000 mg/kg one hour before
performing the experiments. Results: According to the phytochemical analysis, the leaves of
Cissus verticillata show compounds that corroborate with findings from the literature. EACv
demonstrated a significant decrease in nociception caused by methylglyoxal. In addition, EACv
(30 and 300 mg/kg) reduced nociception caused by capsaicin and cinnamaldehyde, being more
effective in nociception induced by capsaicin. Conclusion: The results of the present study
indicate that the aqueous extract of Cissus verticillata has an important antinociceptive effect
(analgesic) in the model of nociception caused by methylglioxal that is associated with pain
related to diabetes. In addition, Cissus verticillata was effective in the nociception model caused
by capsaicin and cinnamaldehyde, suggesting a mechanism of action related to TRPV1 and
TRPAL1 receptors. These results corroborate the findings described in the literature and
therefore open new perspectives for the use of Cissus verticillata in the treatment of pain,
especially pain associated with diabetes.

Keywords: Diabetes. Methylglyoxal. Capsaicin. Cinnamaldehyde. Cissus verticillata. Pain.
Nociception. Mice.
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1 INTRODUCAO

1.1 DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus ¢ uma doenga cronica que se caracteriza por um distirbio metabolico
onde ha uma diminui¢do ou auséncia da produ¢do de insulina pelas células pancreéticas do tipo
beta, entre outros processos patogénicos envolvidos como, resisténcia a acao da insulina. A
insulina ¢ um hormonio responsével pelo transporte de glicose da corrente sanguinea para as
células do corpo, onde na célula a glicose ¢ transformada em energia (SBD, 2019; KATZUNG;
MASTERS; TREVER, 2014, SBEM, 2014; GROSS et al., 2002).

A hiperglicemia se manifesta por sintomas como politria, polidipsia, perda de peso,
polifagia e visdo turva ou por complicagdes agudas como: cetoacidose diabética e a sindrome
hiperosmolar hiperglicémica ndo cetotica. Os sintomas como: fadiga, fraqueza, letargia, prurido
cutaneo e vulvar, balanopostite e infecgcdes de repeti¢ao, levam a suspeita clinica da doenga
(BRASIL, 2006b; GROSS et al., 2002).

O diagndstico tardio ¢ feito a partir de complicagdes cronicas como neuropatia,
retinopatia ou doenga cardiovascular aterosclerdtica. O diagnostico da diabetes baseia-se nas
alteragdes da glicose plasmatica de jejum ou apds uma sobrecarga de glicose por via oral
(GROSS et al., 2002; CARVALHO, 2005; MEDEIROS et al., 2016).

Atualmente, a diabetes mellitus ¢ classificada em quatro categorias: 1) Diabetes mellitus
tipo 1, caracterizada pela destruicdo das células beta pancreaticas, levando a auséncia total da
insulina, sendo necessario a administragao de insulina exdgena, compreendendo 10% dos casos
de diabetes no pais; 2) Diabetes mellitus tipo 2, definida por uma relativa deficiéncia na
secrec¢do de insulina e resisténcia a insulina, acomete 90% dos casos, que em sua grande maioria
apresentam obesidade; e 3) Diabetes mellitus gestacional, que ¢ definida como a tolerancia
diminuida aos carboidratos, diagnosticada a primeira vez no periodo gestacional, podendo ou
nao persistir apos o parto; 4) Os outros tipos de diabetes tem sido elucidados atualmente, tais
como defeitos genéticos da funcdo da célula tipo beta, defeitos genéticos da agdo da insulina,
doencas do pancreas, endocrinopatias, indu¢do por drogas ou produtos quimicos, infec¢des,
formas incomuns de diabetes imuno-mediado (GROSS et al., 2002; CONCEICAOQ; SILVA;
BARBOSA, 2017).

O diabetes esta entre as doengas cronicas nao transmissiveis (DCNT) que mais cresce
no mundo, atualmente estima-se que 415 milhdes de pessoas no mundo possuem diabete

mellitus e isso equivale a 8,8% da populagdo. Estima-se ainda que para o ano 2040 esse nimero
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possa chegar a 642 milhdes. O Brasil ocupa a 4* posi¢cdo no ranque de paises com o maior
numero de diabéticos, chegando a 14,3 milhdes (IDF, 2015).

Em 2013, de acordo com o levantamento elaborado a partir dos dados do Sistema de
Informagao da Atencao Bésica (SIAB) do Ministério da Saude (MS), verificou-se que em Santa
Catarina a estimativa de pacientes diabéticos foi de 134.585 casos. O gasto publico com
pacientes diabéticos no Brasil em 2015 foi de US$ 22 bilhdes, com projegdo de US$ 29 bilhoes
para 2040. Acredita-se que os gastos com saude de individuos com diabetes sdo duas a trés
vezes maiores do que com aqueles sem diabetes (IDF, 2015).

O diabetes estd associado com as maiores taxas de hospitaliza¢do e utilizagdo dos
servicos publicos, bem como maior incidéncia de doengas cardiovasculares e
cerebrovasculares, cegueira, insuficiéncia renal e amputacdes de membros inferiores.
Notadamente, um dos sintomas mais observados ultimamente ¢ a dor neuropatica, e observou-
se também que sua prevaléncia se d4 em pacientes pré-diabéticos. Estudos apontam que um
aumento da incidéncia de hiperglicemia gera um possivel aumento da morbidade e mortalidade
(IDF, 2015; SCHESTATSKY, 2008; UAZMAN et al., 2014).

A dor ¢ definida como experiéncia emocional e sensorial desagradavel relacionada a um
dano tecidual real ou potencial ou descrita em termo de tal lesdo. Ja a dor neuropatica ¢ definida
como dor iniciada por lesdo ou disfuncdo do sistema nervoso, sendo melhor compreendida
como resultado da ativacdo anormal da via nociceptiva que envolve as fibras sensorias de
pequeno didmetro e o trato espinotaldmico (SCHESTATSKY, 2008; COHEN; MAO, 2014).

A neuropatia diabética ¢ uma complicacdo cronica, sendo uma das complicagcdes mais
incapacitantes do diabetes, diminuindo a qualidade de vida. E também responsavel pelo
aumento das utilizagdes de servicos publicos e internagdes, além de ser a causa de dois tercos
de amputagdes ndo traumaticas. Estima-se que a prevaléncia da dor neuropatica aumente devido
a maior sobrevida de pacientes com doengas cronicas. Entretanto, estudos recentes e dados da
Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) indicam que o controle metabolico adequado da
diabetes pode reduzir de 40 a 60% a frequéncia e a intensidade das lesdes neuroldgicas (IDF,
2015; SCHESTATSKY, 2008; CASELLINI; VINIK, 2006).

A dor se d& por meio da ativagdo de receptores sensoriais denominados de nociceptores,
localizados em terminagdes nervosas das fibras aferentes primarias. A transdugao de estimulos
nocivos; sejam eles quimicos, térmicos € ou mecanicos, em estimulos elétricos ocorre por meio
de receptores ou canais i0nicos especificos, como os canais de potenciais transitdrios do tipo
vaniloide 1 (TRPV1). A condug¢ao do estimulo sensorial até¢ a medula espinal se da por meio de

fibras aferentes nao mielinizadas (fibras C) ou pouco mielinizadas (fibras Ad). A transmissao
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ocorre através de sinapses excitatorias mediadas pela acao de glutamato em receptores de N-
metil D-aspartato (NMDA) e de acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico
(AMPA) e de cainato (KOIVIST et al., 2013; UAZMAN et al., 2014).

Um dos mecanismos mais aceitos para explicar a dor neuropatica € a geragdo ectopica
de impulsos nervosos nas fibras sensorial do tipo C e do tipo Ad. O disparo espontaneo das
fibras nervosas ap0s lesdo se da por uma expressdao aumentada de canais de sodio em ganglios
da raiz dorsal e ao redor do local da lesdo no terminal de axonios lesados, conforme ilustra a
figura 1.

As principais causas de dor neuropatica sdo: diabetes mellitus, neuralgia pds-herpética,
neuralgia trigeminal, sindrome dor complexa regional, acidente vascular encefalico, esclerose
multipla, lesdo medular, entre outros (SCHESTATSKY, 2008).

Atualmente, existem no mercado poucos medicamentos para o tratamento de dor
neuropatica, sendo os antidepressivos e os anticonvulsivantes que agem em canais de calcio as
classes mais utilizadas. Entretanto, devido aos efeitos adversos e refratariedade desses
medicamentos, o tratamento acaba se tornando ineficaz. Nao obstante, o tratamento para dor
neuropatica que consiga 30% de diminui¢do da dor pode ser considerado um sucesso

(SCHESTATSKY, 2008; COHEN; MAOQO, 2014).

Figura 1 - Processo de nocicepcao

Wackceptores
periféricos

Fonte: Adaptado de Brandao (2014).
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A maior incidéncia de dor neuropatica ¢ aquela causada pela diabetes. Ademais,
observou-se uma alta prevaléncia deste sintoma nos pacientes com pré-diabetes (SBD, 2015).

Entre as teorias que explicam como a hiperglicemia crénica conduz as complicagdes
observados nessa doenga, a formacdo dos produtos finais de glicagdo avancada, também
chamados AGEs (do inglés, Advanced Glycated End-Products), ¢ considerada uma das mais
importantes (PEPPA, 2003; GROENER et al., 2017; PICU et al., 2017, ANDERSSON et al.,
2013; HUANG et al., 2015).

Os portadores de diabetes apresentam concentracdes séricas de AGEs
significativamente mais altas que os individuos nao-diabéticos. A hemoglobina glicosilada
(HbA)ic ¢ um importante marcador biomolecular, ¢ o indicador mais confidvel de progressao
da doenca (BARBOSA; OLIVEIRA; SEARA, 2008). Existe um aumento da glicacdo da
mielina nos diabéticos, os AGEs na mielina podem se ligar a proteinas plasmadticas e estimular
reacdes imunes, que potencializem a desmieliniza¢ao neuronal (SARTORI, 2010).

Ademais, acredita-se que os AGEs se formam, em primeiro lugar, a partir de reagdes
ndo enzimaticas entre glicose e proteinas extracelulares. Porém, por causa da maior reatividade
dos precursores dicarbonilicos derivados da glicose gerados intracelularmente (glioxal,
metilglioxal (MG) e 3-deoxiglicosona), a alta concentracdo de glicose intracelular € considerada
atualmente o evento iniciador primario da formagao de AGEs intra e extracelulares (GROENER
et al., 2017; PICU et al., 2017; ANDERSSON et al., 2013; HUANG et al., 2015). Os AGEs
formados a partir de glioxal, metilglioxal (MG) e 3-deoxiglicosona , s3o muito mais reativos
do que os agucares do qual sdo derivados, agindo como propagadores da glicagdo (HANSON,
2015). Conforme mostra a figura 2.

Figura 2 - Rotas de formacao de produtos finais da glicacao avancada
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Fonte: adaptada de Sartori (2010).
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O MG ¢ um composto dicarbonilo de fonte endogena e exogena (SARTORI, 2010;
HANSON, 2015). Sendo este um composto capaz de permear a membrana plasmatica das
celulas por difusao passiva. Foi proposto que a meia vida do MG ¢ aproximadamente 4 minutos,
porém quando consideramos o metabolismo pela glioxalase seu tempo de meia vida aumenta
para em média 10 minutos. A maior parte do MG livre (cerca de 95%) esta ligadde forma
reversivel a proteinas plasmaticas, podendo ficar ligado a proteina no plasma por cerca de 3,6
h. A formacao endogena do MG pela via glicolitica se da com a elimina¢ao do grupo fosfato
por uma enzima isomerase, pode ainda ser gerado por outras vias como a gliconeogenese,
podendo ainda ser produzido no espago intracelular pelo metabolismo dos corpos cetonicos,
atraves das enzimas do citocromo Psso € mieloperoxidase, e o catabolismo do aminoacido
treonina pela enzima amino oxidase, podendo também ser formado por meio nao enzimatico,
pela lenta degradagdo de glicose e dos produtos de Amadori e pela reacdo de Maillard e a
oxidacdo do acetol e a peroxidagdo lipidica (SARTORI, 2010; HANSON, 2015). A glicagao
ocorre de forma fisiologa, porém em algumas situagdes patologicas ela se torna exarcebada, o
diabetes ¢ um exemplo onde stress oxidativo e o aumento da concentragdo plasmatica e tecidual
de MG esta relacionada com o aparecimento da doenga e de suas complicagdes (HANSON,
2015; ANDERSSON et al, 2013; SARTORI, 2010).

Andersson et al. (2013) também correlacionaram o estresse oxidativo, peroxidacdo
lipidica, maior formagdao de AGES e MG na hiperglicemia com a sensibiliza¢do de receptores
de potencial transitorio anquirina do tipo 1 (TRPA1). Tal observagao indica que o aumento da
formacdo de MG ¢ suficiente para produzir neuropatia sensorial diabética dolorosa,
estimulando seletivamente fibras nociceptivas. E provavel que os niveis aumentados de
espécies reativas de oxigénio e peroxidacdo lipidica também contribuam para o
desenvolvimento da neuropatia sensorial na diabetes. Contudo, as concentragdes aumentadas
de MG, em modelos animais de diabetes sdo importantes e se relacionam com os achados
descritos para os pacientes diabéticos (BIERHAUS et al., 2012; ANDERSSON et al., 2013).

O achado, que o acumulo anormal de MG pode causar danos a varios tecidos e 6érgaos
e também induz apoptose de maneira dependente da dose em células beta pancreéticas de ratos
fortalece a hipotese que o MG pode ser um mediador na indugdo a hiperglicemia (CHANG et
al., 2016).

De acordo com Huang et al. (2015), ratos diabéticos que apresentam dor neuropatica
tem os niveis de MG aumentado comparado com os ratos que ndo relatam dor, que em
condi¢des normais pode variar de 0,5 a 1,5 umol/L, reafirmando a associagdo da lesdo de

neurdnios periféricos e a dor neuropatica com o acumulo de MG. Ademais, 0 MG promove
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alteracdes quimicas e elétricas que resultaram no aumento da excitabilidade elétrica e
facilitacdo dos disparos de neuronios nociceptivos (HUANG et al., 2015).

A estrutura quimica do MG ¢ semelhante a do formaldeido, um agonista de canais
10nicos de potencial transitorio anquirina do tipo 1 (TRPAT) e que também promove excitagao
de neurdnios sensoriais primarios. Tal observagdo fornece subsidios para a hipotese de que o
MG também produza respostas nociceptivas semelhantes ao formaldeido, ja que conforme os
dados acima mencionados, o0 MG esta aumentado em pacientes diabéticos que apresentam dor
neuropatica. Além disto, o estudo de Huang et al. (2015) ainda sugere que o MG possa ser um

biomarcador sanguineo de dor neuropatica em pacientes diabéticos.

1.1.1 Terapias Medicamentosas

A Diabetes Mellitus (DM) ¢ um distirbio metabolico grave que envolve o sistema
endocrino e segundo as estimativas, uma pessoa ¢ detectada com diabetes a cada 5 s, enquanto
alguém morre a cada 10 s por complicagdes causadas pela mesma. Agentes convencionais estao
sendo usados para controlar a diabetes, juntamente com a mudanga no estilo de vida. O
tratamento em si € determinado pela etiopatologia da doenga, subdividido em diabetes tipo I e
diabetes tipo I, gestacional e outros (OSABEDE et al., 2014; UAZMAN et al., 2014).

A principal terapéutica utilizada para o controle da diabetes atualmente ¢ o
medicamento. Porém apesar de toda tecnologia desenvolvida incluindo os agentes
hipoglicemiantes, recentemente aprovados, todos os medicamentos estdo associados a varios
efeitos adversos. Sabendo que a hiperglicemia ¢ o resultado da destruicdo ou diminui¢do das
células produtoras de insulina, e por isso ainda ndo ha uma forma eficaz para o tratamento da
doenga, o que resulta na busca continua de agentes antidiabéticos pelos cientistas (SARTORI;
BECHARA, 2010).

As diferentes classes de medicamentos hipoglicemiantes foram desenvolvidas com
intuito de coadjuvar uma com a outra para um melhor controle glicémico.

O primeiro tratamento para diabetes foi a insulina, que ¢ considerada até hoje um dos
maiores feitos da medicina. Foi aplicada pela primeira vez no ano de 1922 em Leonard
Thompson, que tinha 13 anos. Os jornais da época saudaram o que seria a cura da diabetes.
Surgiu entdo um novo problema que era como viabilizar essa insulina para os pacientes
diabéticos e logo comecou-se a extragdo insulina do pancreas de bovinos e suinos (SBD, 2019;

SBEM, 2014).
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Atualmente, existem quatro tipos de insulina para o tratamento da diabetes, que se
diferem pelas técnicas de producdo do DNA recombinante, sequéncia de aminoécidos,
concentracdo, solubilidade e tempo de duracdo e tempo de duragdo biologica. As insulinas
injetaveis apresentam: 1) A¢ao rapida, com inicio rapido e duracdo curta; 2) A¢do curta, com
inicio rapido; de ac¢do intermedidria; 3) A¢do lenta com inicio lento (SBDE, 2019; SBD, 2019).

A insulina regular ¢ estruturalmente idéntica a humana, ja a insulina humana
recombinante (NPH) ¢ associada a duas substancias que promovem um efeito mais longo.
Temos ainda inumeros analogos da insulina humana no mercado, sendo a insulina lispro a
primeira a ser langada, em 1996, considerada uma insulina ultrarrapida. Nessa mesma linha
encontramos a insulina asparte e a insulina glulisina. Nas insulinas de ag¢do prolongada, temos
a insulina glargina (lancada em 2001 nos EUA) sendo que todas visam tratar o paciente com
diabetes (SBDE; 2019; SBD, 2019).

Para um melhor controle metabdlico foram desenvolvidos os medicamentos de uso oral
e em 1955 foi lancada a primeira sulfonilureia glibenclamida que atua aumentando a secre¢ao
pancreatica de insulina, tendo inicio répido, de curta duragdo, porém podem causar
hipoglicemia. Atualmente, existe um grupo de derivados sulfonilureia, no qual incluem-se a
gliclazida, a glipirida e a gliquidona e glimepirida (SBD, 2019; CONCEICAO; SILVA;
BARBOSA, 2017).

Uma das principais drogas utilizadas no tratamento do diabetes tipo 2 pertence a classe
das biguanidas, que atuam diminuindo a resisténcia, principalmente hepética, a a¢do insulinica.
Em 1960 a metformina foi obtida a partir de Galegine officinalis, utilizada até hoje como
primeira escolha para o tratamento de diabetes tipo 2, pois ela apresenta uma reducao de 29%
das complicacdes microvasculares e 32% dos desfechos combinados do diabetes, ndo apresenta
ganho de peso, ndo provoca hipoglicemia, ¢ um medicamento seguro a longo prazo. Contudo,
a monoterapia nao ¢ suficiente para um controle glicémico, sendo necessario a utilizacdo de
outras classes de hipoglicemiante (SIMOES, 2003; CARVALHO, 2005).

Em 1980 surgiu a acarbose, um inibidor da alfa-glicosidase, droga que retarda a
absorcao de carboidratos, que embora tenha apresentado resultados favoraveis, ndo ¢ das drogas
mais prescritas devido a seus efeitos colaterais digestivos. Logo em seguida, na década de 1990,
surgiram as tiazolidinedionas, drogas sensibilizadoras da agdo insulinica, principalmente no
musculo esquelético. A pioglitazona € a mais nova e a remanescente deste grupo (SBEM, 2014).

Na primeira década do século XXI surgiram os inibidores da dipeptidilpeptidase 4
(DPP-4), as gliptinas, hoje com varios representantes no mercado (vildagliptina, sitagliptina,

saxagliptina, linagliptina). Essas drogas atuam aumentando o efeito do GLP-1, que ¢ um
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peptidio semelhante ao glucagon 1, uma incretina derivada do produto da transcri¢do do gene
de pro-glucagon, as células enteroendodcrinas do ileo secretam o GLP-1 como um horménio do
trato gastrointestinal, seu efeito se da por bloquear a degradagdo desse hormonio, elevando seus
niveis circulantes, tendo assim efeitos diretos na estimulagdo de insulina, supressdao de
glucagon, desacelerando o esvaziamento gastrico, melhorando a sensibilidade a insulina e
reduzindo o consumo de alimentos (SBEM, 2014; CHARA, 2006; SBD, 2019).

Como, o GLP-1 apresenta uma meia vida curta, além dos inibidores do DPP-4, estudos
foram realizados visando o desenvolvimento de agonistas do receptor de GLP-1 e de analogos
do GLP-1. Entretanto, essas drogas t€ém a necessidade de serem injetaveis. Hoje temos nesse

grupo a exenatida e a liraglutida (SBD, 2019; SBEM, 2014).

1.1.2 Terapias alternativas para controle da glicemia

Antes do descobrimento dos medicamentos para o tratamento da diabetes, as terapias
utilizadas eram a dieta e o uso de plantas medicinais.

Acredita-se que o uso de recursos vegetais para fins medicinais, surgiu com as primeiras
sociedades humanas tradicionais. Seu aprendizado se estruturou por meio de observagdes
sistematicas e de experimentagdes, passando de geragdo a geragao atraveés da oralidade, estando
intimamente ligada a necessidade dos povos e para a sobrevivéncia e sustentabilidade dos
grupos. A cultura para o uso de plantas medicinais no Brasil vem dos indios brasileiros e do
povo que colonizou o pais (SIMOES, 2003; SILVEIRA et al., 2009; VASQUEZ, 2014).

O uso de plantas com propriedades farmacologicas tem sido utilizado para tratamento,
cura e prevencao de doencas em todo o mundo. O aumento da utiliza¢ao de plantas justifica-se
em grande parte pela boa aceitacdo social e a crenga (SALGADO, 2009; TELES, 2013).

O Brasil ¢ o pais com a maior diversidade genética vegetal do mundo, contando com
mais de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 e 550.000. Porém,
apenas 8% das espécies vegetais da flora brasileira foram estudadas em busca de compostos
bioativos (SIMOES, 2003).

A natureza proporcionou a humanidade uma grande variedade de medicamentos para o
tratamento de varias doengas. Alguns agentes antidiabéticos foram desenvolvidos a partir de
fontes naturais, como por exemplo, o desenvolvimento de metformina, uma das principais
drogas utilizadas no tratamento do diabetes tipo 2, que ¢ derivada das guanidinas que foram

obtidas de Galegine officinalis. Porém ainda pouco se investe no desenvolvimento de fArmacos
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a partir das mesmas, apesar de as plantas medicinais brasileiras serem consideras promissoras
(SIMOES, 2003).

O Formulario Brasileira contém monografias sobre tinturas e seu modo de preparacao e
proporg¢ao de plantas no extrato. De acordo com o regulamento brasileiro, as plantas medicinais
devem ser padronizadas para serem inseridas no sistema basico de saude ou no
desenvolvimento de fitoterapicos (BARBOSA et al., 2013).

Em 1990, a Lei n° 8.080 instituiu que o dever do Estado de garantir a saude consiste na
formulagdo e execugdo de politicas economicas e sociais que visem a redugdo de riscos de
doengas e de outros agravos e no estabelecimento de condi¢oes que assegurem acesso
universal e igualitario as agoes e aos servigos para a sua promog¢ao, prote¢do e recuperagao.
No campo de atuacdo do SUS, a formulacdo de politica de medicamentos teve como propdsito
garantir a necessaria seguranga, eficdcia e qualidade dos medicamentos, a promogdo do uso
racional e o acesso da populagdo aqueles considerados essenciais (politica programa nacional
plantas medicinais fitoterapicos).

A implantacdo da fitoterapia nos servigos publicos de satde no Brasil comegou a partir
da década de 1980. Em 1981 iniciou-se a priorizagdo do estudo de plantas medicinais de
investigacao clinica, e em 1982 a implantacao do Programa de Pesquisa de Plantas Medicinais
da Central de Medicamentos, esse programa foi desenvolvido com o intuito de fornecer
alternativas terapéuticas e complementares, com embasamento cientifico, com medicamentos
fitoterapicos originados a partir da determinacdo farmacoldgica das preparacdes de uso popular,
a base de plantas medicinais, com vistas a sua inclusdo na Relagdo Nacional de Medicamentos
Essenciais (Rename) (politica programa nacional plantas medicinais fitoterapicos)

A publicacao da Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) n°® 17 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em fevereiro de 2000, normalizou o registro de
medicamentos fitoterapicos junto ao Sistema de Vigilancia Sanitéria, garantindo a qualidade, a
eficacia e a seguranca destes farmacos (BRASIL, 2007).

Em maio de 2006, o MS, por meio da Portaria n® 971, aprova a Politica Nacional de
Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Saude (SUS), incluindo
a fitoterapia. Ainda em 2006, foi aprovada a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (PNPMF), que incentiva a pesquisa e estimulam a adesdao da fitoterapia nos
programas de satude publica, garantindo que a populacao tenha acesso ao uso seguro e racional
de plantas medicinais e fitoterapicas (BRASIL, 2006a). Com o fortalecimento destas praticas
na ateng¢do bdasica, observou-se a necessidade de estudos dos profissionais da saude sobre essa

terapéutica e inten¢do de uso (CACCIA-BAVA et al., 2017).
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O Brasil possui grande potencial no desenvolvimento desta terapéutica, e vale ressaltar
0 uso consagrado pela populagdo brasileira do cha das folhas da insulina vegetal (Cissus
verticillata) como coadjuvante em tratamentos de diabetes (BRAGA et al., 2007). Assim, a
hipotese deste estudo ¢ que o uso do extrato aquoso de Cissus verticillata pode promover o
alivio da dor associada a diabetes e, desta forma, tornar-se num tratamento coadjuvante para
evitar ou retardar o aparecimento das complicagdes decorrentes da hiperglicemia,

especialmente da dor neuropatica.

1.2 CISSUS

A planta Cissus verticillata (Figura 3) sinonima de C. sicyoides, pertence a familia
Vitaceae, ¢ popularmente conhecida no Brasil como cip6-puca, aniltrepador, cortina, uva brava,
insulina vegetal, pucd, e tinta dos gentios (LINO et al., 2008; BELTRAME et al., 2001;
PEPATO et al., 2003).

Figura 3 - Cissus verticillata (L.) Nicolson & C. E. Jarvis.

A, folhas e inflorescéncia; B, visdo da planta com folhas e inflorescéncia no solo; C, frutos.
Fonte: Alipi e Pichardo (2007).

Ela ¢ utilizada popularmente para tratamento de diabetes tipo 2, por ter acdo
hipoglicemiante. Recomenda-se o uso na forma de cha das folhas, pelo método de decocgao ou

infusdo. A literatura cientifica descreve ainda o efeito como anticonvulsivante, anti-
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inflamatéria, antirreumatica, antitérmica, anti-hipertensivo (OLIVEIRA et al., 2012;
DROBNIK; OLIVEIRA, 2015; SALGADO, 2009; LINO et al., 2008; PEPATO et al., 2003),
antigripal, contra infecgdes respiratorias (GARCIA et al., 1999), dislipidemia, problemas
urinarios (LANS, 2006) e indigestao.

No México essa planta € usada pela populagdo na forma de infusdo para o tratamento

de dor e de inflamacdo (BELTRAME et al., 2002).

1.2.1 Descricao botanica

De acordo com Braga (2008), a classificagdo taxonomica de Cissus verticillata é:

* Reino: Planta;

» Subreino: Traqueobionta (plantas vasculares);

» Superdivisdao: Spermatophyta (plantas com sementes);

* Divisdo: Magnoliophyta (plantas com flor);

* Classe: Magnoliopsida (dicotiledoneas);

* Subclasse: Rosida;

* Ordem: Rhamnales. Incluem-se nesta ordem apenas 3 familias: Rhamnaceae,
Vitaceae e Leaceae.

e Familia: Vitaceae.

Esta espécie pertence a familia Vitaceae, ¢ uma das mais de 350 a 400 espécies de
trepadeiras, distribuida pela América Central e Sul, ¢ uma videira que cresce espontaneamente
em varias regides do Brasil. E encontrada geralmente em ambientes ensolarados e proximos
aos cursos de agua, tem habito herbaceo, trepador, perene, com gavinhas opostas as folhas. No
Brasil essa familia é representada apenas pelo género Cissus com 42 espécies (SILVA et al.,
2017; PEPATO et al., 2003).

Caracteres anatomicos podem ser usados na identificagdo da planta visando contribuir
para o seu controle de qualidade. E uma videira com hastes herbaceas e lenhosas, encontrada
como trepadeira (com até 10 metros) ou arbusto perene (com até 3 metros). O tronco
ocasionalmente produz raizes aéreas pendulares. Tem caule flexivel, as vezes com pelos (caules
jovens), no ponto onde nasce cada folha, ocorre um par de estipulas. O sistema radicular com
raizes primarias, secunddrias e tercidrias, raiz cilindrica, amarelo péalido a marrom, de odor

agradavel e sabor discreto (ALIPT; PICHARDO, 2007; BRAGA, 2008).
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As folhas sdo alternadas, simples ou compostas de formas variaveis (ovaladas, ovaladas-
elipticas ou oblongas), lobadas ou profundamente partidas, podendo atingir 15 cm de
comprimento por 12,5 cm de largura, pontiagudas, de base varidvel (redonda, cordada,

sagitada), as vezes coberta de pelos e margens denteadas (Figura 4) (ALIPI; PICHARDO, 2007,
BRAGA, 2008).

Figura 4 - Variacao das folhas de Cissus verticillata.
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Fonte: Braga (2008).

A inflorescéncia € quase sempre oposta as folhas, axilares ou extra-axilares, pedunculos
3,5-5,2 cm, com flores pequenas de coloragdo verde-amareladas, branco-esverdeadas, brancas,

amarelas ou raramente rosas, em forma de copo (Figura 5G) (BRAGA, 2008).
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Figura 5 - Cissus verticillata (L.)

A, hastes com inflorescéncias jovens e com caule jovem com gavinhas; B, vista dorsal do mesmo tronco; C, regido
entre o caule e a raiz; D, caule mais velho; E, Raiz com casca parcialmente retirada; F, sistema radicular inteiro;
G, Inflorescéncias; H, botoes de flores e uma flor; J, frutos maduros. Barra de Escalas: A -3 c¢cm; B, E, G, H - 2
cm; C,D,J-1cm; F-4 cm.

Fonte: Oliveira (2012).

Os frutos sdo tipo baga lateralmente arredondadas, medindo em média 1x1cm, textura
lisa e de cor purpura a negra, semente subturbinada. Os frutos de C. verticillata podem ser
consumidos, apesar de insipidos (Figura 5J) (ALIPI; PICHARDO, 2007).

No rosto das folhas do C. verticillata sdo encontradas estruturas secretoras chamadas de
glandulas de pérola ou corpos de pérolas. Estudos recentes evidenciaram essas estruturas como
corpos alimentares, com base nas caracteristicas morfologicas e funcionais. As células que
compreendem estas glandulas sdo ricas em proteinas, 6leos e agucares.

Outra estrutura encontrada na C. verticillata e que € comum na familia Vitaceae, sdo os
idioblastos cristaliferos. Fung¢des diferentes sdo atribuidas a essas substancias como: defesa
mecanica de herbivoros, suporte estrutural, reserva de célcio, manutencao do equilibrio i6nico
e metal e desintoxicagdo do acido oxalico. Nas espécies de Leea angulata, Vitis vinifera, Cissus
verticillata foram detectados idioblastos secretores com conteudo de polissacarideos e os
compostos fenolicos distribuidos no tecido do parénquima do caule, provavelmente encontrado
também em outras espécies de Vitaceae. As células secretoras podem sintetizar varias

substancias, como taninos, cristais, mucilagem, 6leos essenciais e resinas, entre outros, que
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pode estar associado ao mecanismo de defesa quimica da planta (BARBOSA et al., 2013;

OLIVEIRA, 2012).

1.2.2 Componentes Quimicos

De acordo com a literatura, os dados fitoquimicos mostraram que folhas de Cissus
verticillata contém: taninos, esteroides e triterpenos, aminoacidos, cetoesteroides, carotenoides,
vitamina E, alcaloides, canferol, compostos graxos e flavonoides, mais especificamente,
kaempferol, luteolina e luteolina-3'-sulfato e quercetina, todos relacionados a atividade
bioldgica da planta (OLIVEIRA, 2012; BRAGA et al., 2007).

Salgado (2009) mostrou a existéncia de alguns outros compostos tais como: taninos,
saponinas e cumarinas. Recentemente a tiramina também foi isolada da planta. Estudos
mostraram que a administracdo de tiramina a ratos diabéticos promovem um aumento da

eliminagdo de glicose.

1.2.3 Atividade Farmacologica da Cissus verticillata

Os estudos de Garcia et al. (2000) evidenciaram o efeito anti-inflamatorio do extrato
aquoso de folhas de Cissus sicyoides. O efeito anti-inflamatérios foi investigado em dois
modelos experimentais in vivo. O edema de pata de rato induzido por carragenina, e o teste de
edema de orelha de camundongos usando acetato de tetradecanoilforbol como agente
inflamatério como modelo de inflamacao topica.

Por outro lado, Viana et al. (2004), demonstraram que o cha obtido de folhas de C.
sicyoides foi efetivo em reduzir de forma significativa a concentragdo de glicose, triglicerideos
e transaminases no sangue de ratos com Diabetes mellitus do tipo 2. Em adigdo, os autores
sugerem que os polissacarideos sdo os compostos responsaveis pela reducdo da glicose,
enquanto os flavonoides sao responsaveis pela diminui¢do da concentragao de triglicerideos e
de transaminases, justificando o uso desta espécie como alternativa no tratamento desta doenca.

Nao obstante, Pepato et al. (2003), também mostraram que ché das folhas de Cissus
sicoydes obtido por decocg¢dao promoveu reducao significativa da concentragdo de glicose no
sangue e na urina, bem como reduziu a concentragdo de uréia na urina de ratos tratados com o
cha das folhas de Cissus sicoydes.

Estes achados fornecem subsidios cientificos e claramente contribuem para o aumento

das pesquisas sobre a Cissus verticillata.
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Os compostos fenolicos e 6leo essencial sdo usados na medicina tradicional para o
tratamento de varias doencas. A populagdo usa cha feito das partes vegetativas desta espécie
para tratar: doencas inflamatérias no geral, febres, reumatismo e diabetes (BARBOSA et al.,

2013).

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil fitoquimico e o efeito antinociceptivo (analgésico) do extrato aquoso da

folha de Cissus verticillata em camundongos.

1.3.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar o perfil fitoquimico do extrato das folhas de Cissus verticillata;

- Avaliar o efeito antinociceptivo do extrato aquoso da folha de Cissus verticillata na
nocicepcao relacionada a diabetes;

- Verificar o envolvimento de receptores de potenciais transitorios (TRPs) o tipo

vaniloide 1 (TRPV1) e anquirina 1 (TRPA1) no efeito antinociceptivo do extrato.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 PREPARACAO DO MATERIAL VEGETAL

2.1.1 Coleta e identificacao do material botanico

As folhas de Cissus verticillata utilizadas no estudo foram coletadas no bairro
Coloninha, na cidade de Ararangud, Santa Catarina, no dia 23 do més de fevereiro de 2018, no
periodo da manha. Confeccionou-se exsicata que foi identificada pela Dr. Vanilde Citadini
Zanette, da — Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) e depositada no Herbario da
UNESC sob o nimero CRI 13298 (Figura 6).

Figura 6 - Amostra de exsicata Cissus verticillata

Fonte: Autora (2019).

2.1.2 Processos de secagem

Ap6s a identificagdo da Cissus verticillata procedeu-se uma nova coleta das suas folhas
no dia 25 de margo de 2018 para a preparacdao do extrato aquoso. Para tal, as folhas (500 g)
foram selecionadas e retiradas do talo e colocadas em envelopes perfurados (Figura 7 A) dentro
de uma estufa de ar circulante com temperatura de 45 a 50 graus (Figura 7 B). As folhas foram
mantidas na estufa por um periodo de 96 h e para um melhor processo de secagem

permaneceram por mais 96 h em repouso dentro da estufa. Decorrido o processo de secagem,
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obteve-se 100 g das folhas secas, indicando que elas continham uma quantidade significante
(80%) de agua (Figura 7C).
No dia 24 de maio de 2018 foram coletadas 49,1 g de folhas frescas da planta as quais

foram selecionadas e retiradas do talo para posterior determinagao do teor de umidade.

Figura 7 — Processo de secagem das folhas de Cissus verticillata

A: envelope utilizado para secagem; B: envelope contendo as folhas na estufa de secagem; C: visdo das folhas
ap0s o processo de secagem.
Fonte: Autora (2019).

2.2 DETERMINACAO DO TEOR DE UMIDADE DAS FOLHAS SECAS E FRESCAS DE
CISSUS VERTICILLATA

O material vegetal fresco ou seco teve seu teor de umidade estabelecido. Para tal, o
material vegetal (exatamente 0,5 g) foi avaliado, em triplicata, no analisador de umidade por
infravermelho Ohaus® modelo MB45, cujos parametros incluiram a temperatura de
determinag@o de 105 °C e peso constante identificado com a variag¢ao de peso menor que 1 mg

durante 60 s.
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2.3 PREPARACAO DO EXTRATO AQUOSO DAS FOLHAS SECAS E FRESCAS DE
CISSUS VERTICILLATA

O extrato aquoso de Cissus verticillata foi preparado por meio da técnica de decocgao
na propor¢ao de 1:15 (propor¢do droga vegetal: liquido extrator). As folhas secas (84,3 g) ou
frescas (49 g) triturada manualmente (foram colocadas separadamente com 1,25 ¢ 0,7 L de
agua, respectivamente, em Becker com capacidade de 2 L sob uma placa de aquecimento até
alcancar a temperatura de 100°C). Apds atingir a temperatura desejada de 100° C, o material
botanico foi mantido em aquecimento por mais 15 min para obtengdo do extrato aquoso das
folhas secas ou frescas (Figura 8). Ao final do periodo de aquecimento, o extrato aquoso obtido
foi filtrado com papel filtro em um funil de vidro e armazenado em frascos ambares e mantido

em geladeira até o uso.

Figura 8 — Preparacao do extrato aquoso das folhas de Cissus verticillata.

Fonte: Autora (2019).

2.4 LIOFILIZACAO

O extrato aquoso obtido das folhas secas e frescas de Cissus verticillata foi liofilizados

para a maxima extracao de dgua e obtengdo do extrato seco.
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A liofilizagdo ¢ uma técnica de secagem que constitui na remo¢ao de agua através da
sublimagdo. E um processo onde a substancia ¢ congelada e entdo a quantidade de solvente ¢
reduzida, primeiro por sublimagdo e posteriormente por dessor¢do. E um processo que
possibilita a passagem da agua de seu estado sélido direto para o gasoso, sobre condig¢des
especiais de pressdo e temperatura. O desempenho da liofilizagdo depende do processo de
congelamento. O produto deve ser congelado por exposi¢cdo a temperaturas inferiores ao seu
ponto de congelamento. O processo de liofilizacdo se mostra eficiente comparado com outros

meios de desidratacdo (LIOFILIZACAO, 2013).

2.5 ANALISE FITOQUIMICA

Nesta etapa do estudo, optou-se por realizar a analise fitoquimica do extrato obtido a
partir das folhas secas de Cissus verticillata; tal escolha ocorreu, em virtude do seu maior

rendimento em relagdo ao extrato obtido das folhas frescas.

2.5.1 Analise qualitativa do extrato por UPLC-HRMS

O perfil fitoquimico do extrato obtido a partir das folhas secas de C. verticillata foi
efetuada em sistema UPLC Acquity equipado com detector de arranjo de diodos (PDA),
amostrador automatico, sistema quaternario de solventes e uma coluna cromatografica Acquity
BEH C18 (50 x 1,0 mm e 1,7 um) (Waters), da Central de Cromatografia, do Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas da (UFSC).

A coluna cromatografica foi mantida a 40 °C, enquanto a bandeja com a amostra
permaneceu a temperatura de 20 °C.

O sistema UPLC estava acoplado ao Espectrometro de Massas MS/MS Xevo G2-S
QTof (Waters) com ionizagdo por electrospray (ESI) operando no modo positivo (ESI+). Os
espectros de massas foram adquiridos nos modos positivo, com a faixa de massa entre 100-
1200 Da e um tempo de varredura de 0,3 seg. Os parametros do sistema foram: fluxo do gas do
cone 200 L/h; fluxo do gés de dessolvatagao 900 L/h; voltagem no cone 20-30 V; voltagem na
fonte 80 V. O argonio foi utilizado como gas de colisdo e o nitrogénio como gas de nebulizagao,
dessolvatacdo e de cone. MS e MS2 foram adquiridos no modo centro e corrigido durante a
aquisi¢do de uma referéncia externa (LockSpray™) com uma constante de infusio de solucio
de Leucina-encefalina (1 ng/mL) a uma taxa de fluxo de 20 puL/min, para garantir valores

precisos de massa foi utilizada como padrao de referéncia.
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O extrato foi solubilizado em &gua, na concentracdo de 1,0 mg/mL e filtrados em
membrana filtrante de micropore com poro de 0,22 um e didmetro de 13 mm (Tedia Company,
Inc., EUA) e armazenada a 4°C antes da analise.

Os dados foram processados e armazenados utilizando-se o software MassLynxTM

V4.1 Mass Spectrometry (Waters, USA).

2.6 ANALISE DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA (ANALGESICA)

2.6.1 Animais

Foram utilizados 123 camundongos (80 fémeas e 43 machos) Suicos, com
aproximadamente dois meses de idade, peso entre 25 a 35 g, provenientes do Biotério Central
da UFSC localizado no Campus Reitor Jodo David Ferreira Lima, Floriandpolis, SC. Apods
serem recebidos, os animais foram mantidos no biotério do Laboratorio de Neurobiologia da
Dor e da Inflamacdo (LANDI), Departamento de Ciéncias Fisiologicas/CCB, em micro-
isoladores (ALESCO) contendo no méximo 6 animais por caixa, com ventilagdo, sob condigdes
controladas de temperatura (20 + 2°C) e umidade (60% -80%) em ciclos de 12 horas claro-
escuro (6 as 18 horas), além de livre acesso a 4gua e ragao.

Para a realizagdo dos estudos comportamentais, os camundongos foram distribuidos
homogeneamente entre os grupos e mantidos no laboratdrio para ambientacdo por pelo menos
1 hora antes da execugdo dos experimentos. Todos os procedimentos utilizados neste estudo
foram aprovados pela Comissio de Etica para o Uso de Animais (CEUA/UFSC) sob protocolo
n°® PP00745 e conduzidos de acordo com as normas de cuidados com animais de laboratorio e
diretrizes éticas para investigacdo de dor em animais conscientes (ZIMMERMANN, 1983).

Ressalta-se que todos os procedimentos foram executados de maneira a preservar ao
maximo a integridade fisica dos animais, tendo como principio reduzir ao maximo o sofrimento
eventualmente causado, porém, necessario para a demonstragdo do efeito do tratamento

proposto.
2.6.2 Nocicep¢ao induzida pela injecio intraplantar de metilglioxal
Para verificar o efeito antinociceptivo (analgésico) do extrato aquoso das folhas secas

de Cissus verticillata (EACv) sobre a nocicep¢ao relacionado a diabetes, utilizou-se o teste de

nocicep¢ao induzida pela injecdo intraplantar de metilglioxal. Brevemente, os animais
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receberam 20 pl de metilglioxal (300 pg/pata) na regido ventral da pata posterior direita
conforme descrito anteriormente com pequena modificacdo (GRIGGS et al., 2017). Apos a
injecdo de metilglioxal os animais foram colocados, individualmente, em uma caixa de acrilico,
ao lado de um espelho para facilitar a observagdo (Figura 9). O tempo em que o animal
permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada com metilglioxal foi cronometrado, durante
20 minutos, sendo esse tempo considerado como indicativo de nocicepgdo. Os animais foram
tratados com o EACv nas doses de 30, 100, 300 e 1000 mg/kg, por via intragastrica uma hora
antes da realizagdo dos experimentos. O grupo controle foi tratado com solugdo de salina (10

ml/kg, 1.g.).

2.6.3 Nocicepcao induzida pela injecio intraplantar de capsaicina

Para verificar o possivel envolvimento do canal TRPVI no efeito antinociceptivo
(analgésico) do EACv, foi utilizado o teste de nocicepcao induzida pela injegdo intraplantar de
capsaicina (agonista de receptor TRPV1). Brevemente, os animais foram injetados com 20 pl
de capsaicina (5,2 nmol/pata) na regido ventral da pata posterior direita. Apds a injecdo de
capsaicina os animais foram colocados, individualmente, em caixa de acrilico ao lado de um
espelho para facilitar a observacdo. O tempo em que o animal permaneceu lambendo ou
mordendo a pata injetada com capsaicina durante 5 min foi cronometrado, sendo esse tempo
considerado como indicativo de nocicepcao (SANTOS; CALIXTO, 1997). Os animais foram
tratados com 0 EACv na dose ndo efetiva (30 mg/kg, 1.g.) ou efetiva (300 mg/kg) na nocicepcao
induzida pelo metilglioxal, por via intra