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RESUMO

Com o passar dos anos, a experiéncia com anticoagulantes ja existentes despertou a necessidade por novas drogas. O
objetivo deste estudo foi investigar a atividade anticoagulante de Tropaeolum majus L. (Capuchinha) in vivo e in vitro. Para os
testes in vivo, administrou-se o extrato hidroalcodlico (300 mg/kg) e o extrato aquoso (500 mg/kg) desta planta em ratos Wistar
machos. Apos 28 dias de tratamento, fora realizada avaliagdo do Tempo de Ativagdo da Protrombina, Tempo de Ativacao
Parcial da Tromboplastina (TTPA) e Tempo de Sangramento (TS). Foi possivel observar, nos testes in vivo, um
prolongamento (90%) do TTPA e TS no grupo administrado com extrato hidroalcodlico. Nos testes in vitro, foi realizado um
ensaio com amostra de plasma humano adicionando-se diferentes propor¢des (1:1 e 1:5) de extrato hidroalcodlico e dleo
essencial da planta. Entdo, realizaram-se os testes de TAP e TTPA, onde foi observada alteragdo no TAP somente nos grupos
tratados com a proporcdo 1:1. A atividade anticoagulante pode estar relacionada com os compostos flavondides presentes
nesta planta. Estudos mais aprofundados acerca da atividade anticoagulante desta planta, utilizando tanto o éleo essencial,
bem como o extrato hidroalcodlico e aquoso, devem ser realizados, principalmente in vivo, ja que dessa forma é possivel uma
melhor avaliacéo dos efeitos secundarios do vegetal no metabolismo animal.

Palavras-chave: atividade anticoagulante; Tropaeolum majus; coagulacéo; ratos Wistar.

ANTICOAGULANT ACTIVITY OF AQUEOUS AND HYDROETHANOLI C EXTRACT AND ESSENTIAL OIL OF LEAVES OF
Tropaeolum majus

ABSTRACT

Over the years, experience with existing anticoagulants sparked the need for new drugs. The objective of this study was to
investigate the anticoagulant activity of Tropaeolum majus L. (Capuchin) in vivo and in vitro. For in vivo tests, alcoholic extract
(300 mg/kg) and aqueous extract (500 mg/kg) of Capuchin were administered to male Wistar rats. After 28 days of treatment,
was carried out an evaluation of Prothrombin Time, Bleeding Time and Activated Partial Thromboplastin Time (APTT). In in
vivo tests, was observed an extension (90%) of Bleeding Time and APTT in group treated with alcoholic extract. In in vitro
tests, trials were carried out with human plasma sample by adding different ratios (1:1 and 1:5) of hydroalcoholic extract and
essential oil of the plant. Then, Prothrombin Time and APTT tests were carried out. Change was observed in Prothrombin Time
only in groups treated with 1:1 ratio. The anticoagulant activity may be related to flavonoid compounds present in this plant.
Further studies about the anticoagulant activity of Capuchin using essential oil, aqueous extract and alcoholic extract should be
performed, especially in vivo, because in this way it is possible to better assess the side effects of this plant in animal
metabolism.

Keywords: anticoagulant activity; Tropaeolum majus; coagulation; Wistar rats.

INTRODU(}AO estudos que inspiram na natureza, como 0sS

testes em animais hematofagos, insetos e
O equilibrio funcional da hemostasia é serpentes (2).
garantido por uma variedade de mecanismos Os
que tém a finalidade de regulacdo do fluxo
sanguineo, evitando o0 aparecimento de
distarbios hemorragicos bem como a ativacao
excessiva da coagulacdo, que causa formacao
inadequada de fibrina podendo até levar a
ocluséo vascular (1).

tratamentos com drogas
anticoagulantes podem trazer efeitos deletérios
ao paciente, como hemorragias, por exemplo,
fazendo com que varios usuarios destas drogas
tenham que realizar exames periddicos para
avaliar os niveis de suas proteinas da
coagulacdo. Estes e outros inconvenientes e
limitacbes nos tratamentos com drogas
anticoagulantes acabam incentivando a busca
por novas opcdes terapéuticas. Dessa forma,
um anticoagulante ideal, além de ser eficaz,
deve apresentar menor risco hemorréagico,

Décadas de experiéncia com a heparina
e antagonistas da vitamina K incentivaram as
buscas por novos anticoagulantes, as quais vém
evoluindo por meio de diversas pesquisas e
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auséncia de efeitos colaterais, de interacdo com
outras medicacdes ou alimentos, ser de facil
administragdo, confortavel para o paciente e
para equipe médica, sem necessidade de
controle laboratorial, de baixo custo e com
antidoto, caso necessario (3).

As plantas oferecem grandes opcfes de
escolha para a investigacéo cientifica e criagédo
de novas moléculas, constituindo um mercado
em potencial expanséo (3-5). Nesse contexto, a
fitoterapia deve ser considerada como uma
ciéncia que evoluiu e vem sendo estudada,
aperfeicoada e aplicada por diversas culturas, ao
longo dos tempos (6). Aliado a isto, a sociedade
atual estd passando por um momento de
“naturalizacéo”, onde as pessoas buscam por
hé&bitos mais saudaveis de vida. Isto reflete
positivamente no aumento da producdo dos
medicamentos fitoterapicos, uma vez que estes
sdo mais baratos, menos téxicos e vem sendo
amplamente utilizados como forma alternativa
ou complementar aos medicamentos alopaticos
(7,8).

De acordo com a Organizacdo Mundial
de Saude (OMS), tratamentos a base de plantas
constituem na forma mais popular da medicina
tradicional. Em alguns paises da Asia e Africa,
80% da populacdo dependem desta para
cuidados de salde primarios, sendo que em
muitos paises desenvolvidos, de 70% a 80% da
populacdo tém utilizado-a de alguma forma (9).

Uma importante planta medicinal,
natural dos Andes da América do Sul e
amplamente distribuida no mundo todo, é o
Tropaeolum majus, o qual estd inserido na
familia Tropaeolaceae (10). No Brasil €
popularmente conhecido como “chaguinha”,
“capuchinha” ou “nastarcio” (8). A populacéo tem
utiizado as folhas desta planta, em forma de
chad, para o tratamento de processos
inflamatérios, incluindo doencas
cardiovasculares, hipertensao, infec¢des do trato
genitourinario, edema, asma e constipacdo (8-
12).

T. majus vem sendo utlizado em
estudos que buscam analisar suas inimeras
aplicagbes medicinais (14-18), porém resultados
in vivo referentes a sua acao anticoagulante nao
foram realizados até o presente momento.

E necessario conhecer a atividade
anticoagulante de T. majus para transpor 0s
resultados obtidos a populacdo, principais
usuarios dessas plantas na forma de chas. Visto

que a fitoterapia faz parte da cultura de varios
povos, a comprovacado da acao terapéutica das
plantas utilizadas popularmente pode favorecer
0 aumento do consumo destes produtos. Aliado
a isto, a populagéo tem questionando os perigos
do uso abusivo e irracional dos medicamentos
alopéticos e procuram substitui-los por plantas
medicinais (6).

A procura nesta planta por compostos
que apresentem atividade anticoagulante € de
grande importancia uma vez que sdo muitas as
condicdes que predispdem um individuo a
desenvolver distarbios na hemostasia (14).
Estudos que avaliaram os efeitos farmacolégicos
do T. majus mostraram que o0 extrato
hidroalcodlico possui atividade antitrombina
(14,15)

Como a atividade anticoagulante desta
droga vegetal ndo esta totalmente estabelecida,
este trabalho teve por objetivo avaliar in vitro, no
plasma humano, a atividade anticoagulante do
extrato hidroalcodlico e 6leo essencial das folhas
de T. majus e, além disso, investigar in vivo, em
ratos da variedade Wistar, a atividade
anticoagulante do extrato hidroalcodlico e extrato
aquoso da planta.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

O material vegetal constituiu-se de
partes aéreas (folhas) bem desenvolvidas de T.
majus, as quais foram adquiridas no inicio do
més de Margo de 2013, no municipio de Campo
Limpo Paulista, em altitude de 745 m acima do
nivel do mar (Latitude: -23° 12’ 23" e Longitude:
-46° 47' 04”), localizado no estado de Sdo Paulo,
Brasil. Uma exsicata do material botanico foi
depositada no herbéario da Faculdade Integrado
de Campo Mourdo sob niimero de registro 1080.

Obtencéo do 6leo essencial

Para a extragdo do 6leo essencial de T.
majus (OETM) foram utilizadas folhas frescas da
planta. O procedimento foi realizado no aparelho
de hidrodestilacdo do tipo Clevenger. A
destilacdo durou de 3 - 4 horas (16).

Obtencédo do extrato aquoso

O extrato aquoso de T. majus (EATM)
foi obtido por infusdo, no qual utilizou a planta
seca e triturada. Este método de obtencdo do
extrato foi preconizado pelo uso popular (12), na
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concentracdo de 10%, e  preparados
imediatamente antes da utilizacdo. O infuso
resultante foi filtrado (19) e imediatamente
administrado aos animais.

As folhas frescas permaneceram por 12
dias em local seco, a temperatura ambiente ao
abrigo da luz. Posteriormente, a planta seca foi
submetida a pesagem, pulverizagcdo em moinho
de facas tipo Willey, separada em aliquotas de
10 g e, em seguida, o material foi acondicionado
em sacos de papel craft até sua a utilizacao.

Obtencéo do extrato hidroalcodlico

Para obtencdo do extrato hidroalcodlico
de T. majus (EHTM) foram realizados 2
processos: infusdo e maceracdo. A infusédo foi
realizada com 100 g da planta fresca e
aproximadamente 1000 mL de agua destilada
por 2 dias. O conteudo resultante da infusdo foi
filtrado e macerado a frio com alcool 92% por 10
dias em uma proporcao de 300 mL do contetido
para 700 mL de &lcool. Ap6s os 10 dias, foi
colocado 200 mL do extrato no rotaevaporador.
O extrato obtido foi mantido sob temperatura
média de 5°C em frasco ambar.

(~

Experimento in vivo

Foram utilizados 24 ratos (Rattus
norvegicus, variedade Wistar), machos, com 21
dias de idade, pesando entre 200 e 300 g,
procedentes do Biotério Central da Universidade
Estadual de Maringa (UEM). Os animais
permaneceram acondicionados em caixas
plasticas com grades cromadas e cama de
maravalha estéril, em condi¢cbes de temperatura
(22 £ 2°C), umidade (45% * 15%) e de ciclo
claro/escuro (12 horas) apropriadas. Estes
tiveram livre acesso a agua potavel e racao
prépria para roedores. Respeitou-se o0 periodo
de aclimatacdo de sete dias antes do inicio do
experimento e, apds este periodo, 0os animais
foram sorteados para compor 0s quatro grupos
do experimento.

Descricdo dos grupos de estudo
Os animais foram distribuidos em 4

grupos, contendo 6 animais cada, 0s quais estao
relacionados detalhadamente na Tabela 1.

Tabela 1. Descricdo dos grupos experimentais de acordo com ndimero de animais, terapia submetida e posologia.

Fonte
Grupo N° de animais Terapia Esqlfema Duragdo do
terapéutico tratamento
Controle 6 Solucdo salina 1 ) peo g 28 dias (20)
; 0,9%
Negativo
(CN)
Controle 6 . 0,4 mglkg/dia 6 dias 21)
Positivo Varfarina 5mg '
(CP)
" 6 EHTM* 300 mg/kg 28 dias (19)
(19)
v 6 EATM** 500 mg/kg 28 dias

* EHTM: Extrato hidroetandlico de T. majus;
** EATM: Extrato aquoso de T. majus;
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Os grupos receberam o tratamento
descrito anteriormente, sempre na mesma
hora do dia (18h00m). A administracdo do
tratamento fora realizada por gavagem com
auxilio de uma sonda orogastrica rigida

Coleta das amostras e testes de
avaliacdo da hemostasia primaria e secundaria

Para avaliacao da hemostasia primaria
foi realizado semanalmente o teste do Tempo

de Sangramento (TS). Para este fim foi
realizado um pequeno corte na cauda dos
animais, a 3 mm da extremidade da ponta. O
crondmetro era  disparado apos 0
aparecimento da primeira gota de sangue e,
com o auxilio de um papel filtro, absorvia-se
cada gota de sangue formada, entdo o
crondmetro era parado quando ndo havia mais
gotas de sangue sendo formadas e o TS
anotado (22).

Para avaliacho da hemostasia
secundéria, fora coletado semanalmente
sangue da veia caudal em tubos contendo
anticoagulante citrato de sédio tamponado a
0,109 M. Posteriormente as amostras foram
submetidas a centrifugacdo a 1500 rpm por 5
minutos para obtencéo do plasma.

O plasma obtido foi utilizado para
realizacdo dos testes de Tempo de Ativagcéo
da Protrombina (TAP) e pelo Tempo de
Ativacdo Parcial da Tromboplastina (TTPa ou
KPTT).

Eutanasia e aspectos éticos

Ao término dos experimentos o0s
animais foram anestesiados com 120 mg/kg
de cetamina 2% e 10 mg/kg de xilazina 2% via
intraperitoneal.  Apdés  atingir o plano
anestésico, com auséncia de reflexo palpebral,
os animais foram submetidos a eutanasia por
administracao intracardiaca de 3 mL de cloreto
de potassio (KCI).

Todos os protocolos utilizados neste
estudo foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da Faculdade
Integrado de Campo Mourdo sob o numero
380, segundo os principios éticos na
experimentacdo animal estabelecidos pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA).

Analise dos dados

As médias das variaveis analisadas
foram comparadas entre si por meio do teste
do qui-quadrado (}tz) com auxilio do software
Epi-Info.

Ensaio in vitro

Foi utilizado plasma humano citratado
de uma doadora adulta clinicamente saudavel.

Diferentes parédmetros foram
analisados para investigar uma possivel
atividade anticoagulante, sob diferentes
proporgOes, de T. majus. Para tanto, a amostra
foi distribuida em 5 grupos:

e Grupo Controle Negativo: neste grupo a

amostra ndo recebeu tratamento;

 Grupo plasma + OETM na proporcao 1:5;

» Grupo plasma + OETM na propor¢ao 1:1;

 Grupo plasma + EHTM na proporc¢éo 1:5;

* Grupo plasma + EHTM na proporg¢éo 1:1.
Com as amostras dos grupos descritos

acima foram realizados os testes de TAP e

TTPa em triplicata, com auxilio de um

coagulémetro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento in vivo
Avaliacdo da hemostasia primaria

De acordo com os testes realizados, o
tempo médio de sangramento, correspondente
ao periodo de 4 semanas, do grupo controle
negativo foi de 123 + 15 s (Figura 1). Para o
grupo controle positivo, durante os 6 dias de
tratamento, foi de 180 * 29 s, diferenca esta
estatisticamente significativa (p=0,02).

No grupo EHTM, ndo houve influéncia
significativa nos niveis de TS nas duas
primeiras semanas de tratamento, entretanto
os valores aumentaram na semana seguinte,
onde o EHTM comecou a apresentar influéncia
na funcdo plaquetaria (prolongamento de
36,06%). ApOs isso, 0 tempo permaneceu
constante até a quarta semana de tratamento.
O TS da quarta semana apresentou-se
semelhante ao tempo do grupo controle
positivo e, comparando-se ao grupo controle
negativo, apresentou um prolongamento de
50,91% (Figura 1). Este grupo apresentou um
prolongamento no TS de, aproximadamente,
35% no que se refere aos tempos da primeira
e quarta semana de tratamento. O EHTM,
portanto, exerceu acdo sobre a fungéo
plaquetéria.
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Figura 1. Variagdo das médias do Tempo de Sangramento em um periodo de 28 dias (4 semanas)
nos grupos: Controle Negativo (CN); Extrato hidroalcodlico de T. majus(EHTM) e Extrato aquoso de

T. majus(EATM).

No grupo EATM, a influéncia sobre a
funcéo plaquetaria foi observada na segunda
semana de tratamento (prolongamento de
8,4% no TS). Houve uma queda transitéria
(encurtamento de 14,56%) do TS na terceira
semana, porém os valores voltaram a
aumentar na semana seguinte (aumento de
16,93%). Em relacdo ao grupo controle
positivo, o TS da quarta semana de tratamento
do EATM apresentou uma diminuicdo de
24,62% e, um prolongamento de 13,46%, em
relacdo ao grupo CN. O grupo apresentou um
prolongamento no TS de, aproximadamente,
13% quando se compara o0s tempos da
primeira e quarta semana de tratamento,
mostrando que houve uma interferéncia na
funcdo plaquetaria, porém néo tdo satisfatoria
quando comparado ao grupo tratado com
Varfarina.

A partir dos resultados com os extratos
aquoso e hidroetandlico, ficou evidente que o
efeito frente a funcdo plaquetaria foi mais
significativo (p=0,02) no grupo administrado
com o EHTM. Apesar do efeito ter sido mais
rapido no grupo submetido a administracdo do
EATM, o grupo do EHTM apresentou TS mais
prolongado, apdés os 28 dias de tratamento.
Dessa forma, pode-se optar pela utilizagdo do
EATM como agente antitrombdético, por
apresentar menor risco de sangramentos em
relacdo a Varfarina e ao EHTM. Estudos
afirmam que o anticoagulante ideal deve

exercer sua funcdo sem aumentar
substancialmente o risco de hemorragias
(3,23).

Estes resultados fornecem subsidios
para o aprofundamento de pesquisas que
realizem testes como contagem de plaquetas e
ensaios de toxicidade. Além de testar o EHTM
e EATM em outras concentra¢gfes e dosagens
e, ainda, realizar testes com 0s compostos
fenolicos isolados, para uma melhor
investigacao da atividade anticoagulante desta
planta.

Avaliacdo da hemostasia secundaria

Para a avaliacdo da hemostasia
secundaria foram realizados os testes de TAP
e TTPA. As coletas de sangue eram realizadas
1 hora apos o tratamento de cada grupo, visto
que a concentracdo maxima no sangue de
Varfarina (administrada no grupo controle
positivo) é observada dentro de 1 hora apos
sua ingestéo por via oral.

Na avaliagdo in vivo das vias intrinseca
e extrinseca da coagulagdo, nao foi
encontrada atividade anticoagulante notavel
nesta (ltima via e para nenhum dos extratos
testados. Um estudo in vitro realizado
anteriormente (15) mostrou que o principio
ativo de T. majus (flavonoide) possui uma
lipofilicidade intermediaria. Desta forma tanto o
solvente mais apolar (n-hexano) quanto o
menos polar (dgua) sdo incapazes de reté-lo

SaBios: Rev. Satde e Biol v.9, n.2, p. 46-53, mai./ago., 2014

http:/ /www.revista.grupointegrado.br/sabios/



50 ) ) ANA PAULA OSTROWSKI, SERGIO ALEXANDRE VALENTINI & M ARIANA FELGUEIRA PAVANELLI

em quantidade suficiente para prolongar o
tempo de protrombina. Isso pode justificar o
ndo prolongamento deste teste in vivo.

Entretanto, nos testes de TTPa, foi
possivel observar que para o grupo tratado
com o EHTM, os valores obtidos evoluiram a
partir da terceira semana de administracdo do
extrato (Figura 2). Este grupo apresentou um
aumento notavel nos testes de TTPa, da

segunda para a terceira semana (90,30%), e
também, da terceira para a quarta semana
(aumento de 63,70%). Este resultado sugere
que a droga vegetal utilizada neste trabalho
pode possuir agdo em alguma(s) proteina(s)
da via intrinseca da coagulacao.

250 +

200 ~

150 -

100 -

Tempo (seg.)

Semanas

Figura 2. Variagdo das médias do Tempo de Ativagdo Parcial da Tromboplastina (TTPA) em um
periodo de 28 dias (4 semanas) no Grupo submetido a administracdo do EHTM.

Ensaio in vitro

A partir da hidrodestilacdo realizada,
nao foi possivel a realizagao de testes com um
namero maior de amostras, visto que o
rendimento do OETM fora extremamente
baixo.

No presente ensaio, o0 EHTM
influenciou somente a via extrinseca da
coagulacdo, ja que os valores de TAP se
prolongaram na proporcdo 1:1, apresentando
um valor 21,66% maior quando comparado ao
valor de referéncia (24) e 23,57% maior
quando comparado ao grupo controle negativo.
Da mesma forma o OETM prolongou o TAP
quando testado na proporcdo 1:1, onde se
encontrou um prolongamento de 24,39%, em
relacdo ao grupo controle negativo e de 27,5%
em relacdo ao valor de referéncia (24). Tanto o
extrato  hidroalcodlico quanto o dleo
demonstraram ndo possuir agdo sob a via
intrinseca da coagulacao, pois os valores do

TTPA apresentaram-se semelhantes aos do
grupo controle negativo e dentro dos valores
de referéncia.

Ensaios in vitro realizados
anteriormente apresentaram atividade
anticoagulante no extrato hidroalcodlico das
folhas de T. majus. Estes estudos mostraram
que o principio ativo age diretamente sobre a
trombina e ndo sobre o fibrinogénio, e
sugerem que a inibicdo da atividade
coagulante da trombina seja devida aos
flavonoides que estdo presentes em uma
concentracdo de 14,63% * 0,14 nas folhas
frescas da planta (14).

Estudos fitoquimicos demonstraram a
presenca de isoticianato de benzila, acidos
graxos (acido erucico, oléico e liniléico),
glucosinolatos (benzilglucosinolatos) e
flavondides  (isoquercitrina, quercetina e
kaempferol) nas sementes e folhas de T.
majus  (10,12,13). Pesquisas utilizando
somente as folhas desta planta isolaram o
glucotropaeolin e sinalbin, além do triterpeno
tetraciclico: cucurbitacina (25).
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Entretanto, sdo escassos 0s estudos a
respeito do Oleo essencial deste vegetal.
Pesquisas acerca dos compostos do Oleo
essencial provindo das folhas e flores desta
planta isolaram no mesmo, além de
flavonoides, &cidos do grupo do &cido
clorogénico, carotenoides, cucurbitacinas,
proteinas, aminoéacidos, enxofre, ferro,
manganés e acido fosférico (16). Dessa forma,
€ possivel que o prolongamento do TAP possa
ser influenciado pelos flavonoides presentes
no 6leo essencial desta planta.

Outros estudos devem ser realizados,
com um ndmero maior de amostras, para uma
melhor investigacdo acerca da atividade
anticoagulante desta planta, o que neste
estudo fora invidvel devido ao baixo
rendimento do OETM.

CONSIDERACOES FINAIS

(€

No presente estudo, foi possivel
observar, a partir dos resultados dos testes in
vivo, que T. majus influenciou somente a via
intrinseca da coagulacado, no grupo de animais
tratado com o EHTM. Grupo no qual também
foi possivel avaliar a significante influéncia
sobre a fungdo plaquetaria. O grupo em que
administrou 0 EATM apresentou interferéncia
na funcdo plaquetaria, porém nao tao
satisfatéria quando comparado ao grupo
tratado com Varfarina. No ensaio in vitro, foi
possivel observar a influéncia na via extrinseca
da coagulacdo, nos grupos testados com
EHTM e OHTM na proporcdo 1:1. Estudos
mais aprofundados acerca da atividade
anticoagulante desta planta, utilizando tanto o
Oleo essencial bem como o extrato aquoso e
hidroetandlico devem ser realizados,
principalmente in vivo, ja que desta forma é
possivel avaliar os efeitos secundarios do
vegetal no metabolismo animal.
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