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RESUMO

O figado ¢ um 6rgdo crucial no metabolismo, podendo metabolizar muitas drogas, no entanto
pode ser prejudicado pelas mesmas. A lesao hepatica induzida por drogas representa uma das
razdes mais frequentemente citadas para a ndo aprovacao de drogas, suspensdo, abandono e
acoOes regulatorias pos-comercializagdo. O extrato alcoolico das folhas de Moringa oleifera
possui efeito terapéutico na diminuicdo da hiperplasia miointimal, no entanto, os efeitos
adversos do seu uso ainda precisam ser avaliados. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi
determinar a diferenca de alteragdes teciduais hepaticas em coelhos tratados com extrato
alcodlico de Moringa oleifera em diferentes concentragdes no controle da hiperplasia
miointimal pds-angioplastia de iliaca. Foi realizado um ensaio clinico randomizado em
animais de experimentagdo com cinco semanas de seguimento. Os coelhos foram divididos
em quatro grupos, sendo assim denominados: M400 (tratados com extrato alcodlico das
folhas de M. oleifera 400 mg/kg/dia), M80O (tratados com extrato alcoolico das folhas de M.
oleifera 800 mg/kg/dia), M1600 (tratados com extrato alcoolico das folhas de M. oleifera
1.600 mg/kg/dia) e SF (tratados com solucdo fisiologica 0,9% 5 mlL/dia). A avaliagdo
histoldgica do figado mostrou em todos os grupos arquitetura normal no parénquima hepatico.
Com auséncia de infiltrado leucocitario nos lébulos, no espago porta e veia central. Também
ndo houve nenhuma alteragdo no didmetro e aparéncia da veia central e espaco porta. Houve
diferenca estatisticamente significativa com relagdo a degeneragao hidropica no figado entre
os grupos M400 e M800 em relacdo ao controle negativo e entre o grupo M800 em relagdo ao
M1600. Nao houve alteracao histoldgica estatisticamente significativa nos rins.

Palavras-chave: Folhas, figado, histologia, hiperplasia miointimal, rim.



ABSTRACT

The liver is a crucial organ in the metabolism, and can metabolize many drugs, however it
also may be damaged by them. Drug-induced hepatic lesions represent one of the most
frequent cited reasons for the non-approval of drugs, their suspension, abandonment of use
and also post-commercialization regulatory actions. The ethanolic extract of Moringa oleifera
leaves has therapeutic effect in the reduction of the myointimal hyperplasia; however, the
adverse effects of its use still need to be evaluated. Therefore, the objective of this study was
to determine the difference of hepatic tissue alterations in rabbits treated with ethanolic
extract of Moringa oleifera in different concentrations in the control of myointimal
hyperplasia after iliac angioplasty. A five-week randomized clinical trial was carried out with
experimental animals. The rabbits were divided into four groups, being thereby denominated:
M400 (treated with ethanolic extract of M. oleifera leaves 400 mg/kg/day), M800 (treated
with ethanolic extract of M. oleifera leaves 800 mg/kg/day), M1600 (treated with ethanolic
extract of M. oleifera leaves 1600 mg/kg/day) and SS (treated with 0.9% saline solution
mL/day). The histological evaluation of the liver showed normal architecture of the hepatic
parenchyma in all the groups. With absence of leukocyte infiltrate in the lobes, in the portal
space and central vein. There also was no alteration in the diameter and appearance of the
central vein and portal space. There was significant statistical difference with regard to the
hydropic degeneration in the liver between the groups M400 and M800 in relation to the
negative control and between the group M800 in relation to the M1600. There was no
statistically significant histological alteration in the kidneys.

Keywords: Leaves, liver, histology, hyperplasia, kidney.
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1 INTRODUCAO

Dentre as lesdes hepaticas aquela induzida por drogas ¢ frequente
(MOTAMEDI; KAPLOWITZ, 2017; KAPLOWITZ, 2005). A susceptibilidade do
figado a lesdo ocorre devido a sua fun¢do na metabolizagdo de produtos quimicos e
regulacio da resposta imune (YUAN; KAPLOWITZ, 2013; MOTAMEDI;
KAPLOWITZ, 2017). O figado ¢ um orgdo crucial no metabolismo, podendo
metabolizar muitas drogas, no entanto pode ser prejudicado pelas mesmas (ZAMORA

etal., 2014).

A lesdo hepdtica induzida por drogas representa uma das razdes mais
frequentemente citadas para a ndo aprovacdo de drogas, suspensdo, abandono e agdes
regulatorias pos-comercializagdo (NATHWANI; KAPLOWITZ, 2006; KAPLOWITZ
et al., 2015).

As doengas cardiovasculares (DCV) sao a principal causa de mortalidade em
todo o mundo (WHO, 2019). O tratamento endovascular ¢ considerado como primeira
escolha para a terapia invasiva da estenose e/ou oclusdo provocada por placas de
ateroma (KITAMOTO; EGASHIRA; TAKESHITA, 2003). Entretanto, este tratamento
pode ser comprometido pela ocorréncia da hiperplasia miointimal que ¢ a proliferacdo e
migracao de células musculares lisas da camada média arterial para a camada intima,
diminuindo, dessa forma, o limen vascular (LL'INSKAIA et al., 2004), resultando em
reestenose do vaso e falha do tratamento (KUNTZ; BAIM, 2000; DINIS, 2007). A
diminui¢do do fluxo sanguineo provoca isquemia ou trombose local, levando ao infarto
agudo do miocardio (IAM), acidente vascular encefalico (AVE) e doenca arterial

periférica (DAP) (TASSIOPOULOS; GREISLER, 2000).

Nesse contexto, a cirurgia vascular reconstrutiva tem enfrentado, na sua historia,
um fendmeno bioldgico complexo, comprometendo os resultados dos procedimentos
abertos ou endovasculares. A hiperplasia miointimal e fibroplasia da anastomose,
desenvolvida na anastomose vascular ou em seguida a angioplastia por baldo, leva,
muitas vezes, a uma oclusdo vascular e insuficiéncia da revascularizagdo. Diversas
pesquisas tém sido dedicadas, ao longo dos anos, ao estudo dos mecanismos envolvidos

no processo e tentativas de controlar o fendmeno por agentes farmacoterapéuticos; os
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resultados, porém, ainda estdo longe de serem considerados satisfatorios (DINIS, 2007;

MURPHY et al., 2006; LIMA et al., 2016).

Muitas drogas tém sido testadas (MURPHY et al., 2006; LIMA, et al, 2016;
UCHIMURA et al., 2004). Porém ha relatos de hepatotoxicidade e nefrotoxicidade
provocadas por medicamentos usados com essa finalidade como o paclitaxel e sirolimus
(KARPOVA et al., 2009; JACQUES et al., 2010; LIUZZO; AMBROSE; COPPOLA,
2005; NIEMCZYK 2005; CHOUDHURY et al., 2017). Um estudo recente, realizado
através de metandlise e revisao sistematica, mostrou um aumento do risco de morte apos

a aplicagdo de baldes e stents revestidos com paclitaxel (KATSANOS, 2018).

Dessa forma, ha uma grande necessidade de alternativas farmacoldgicas para
prevenir ou reverter a hiperplasia miointimal (LIBBY, 2006) e, como essas drogas,
normalmente, apresentam metabolizagdo hepatica e excrecdo renal necessita-se de
estudos cientificos a respeito da existéncia ou ndo de lesdo destes orgaos (WAUGH;
WAGSTAFF, 2004; WANG et al., 2008). WHO (2000) incorporou estudos
toxicoldgicos agudos e cronicos como forma de avaliacdo da segurancga de produtos a

base de plantas.

A Moringa oleifera Lam. ¢ uma das espécies mais conhecidas e amplamente
distribuidas da familia Moringaceae (RAMACHANDRAN et al., 1980). Uma grande
variedade de efeitos nutricionais e medicinais tem sido atribuida as suas raizes, vagens,
folhas, flores, frutos e sementes (RAMACHANDRAN et al., 1980, ANWAR et al.,
2007; KUMAR et al., 2010). A parte mais utilizada da planta sdo as folhas (LEONE et
al., 2015), a qual foi atribuida atividade antioxidante (SANTOS et al., 2012; VATS;
GUPTA, 2017), anti-inflamatéria (MARTINEZ-GONZALEZ, 2017; KOU, 2018; LIAO
et al., 2018), hipolipemiante e antiaterosclerotica (CHUMARK et al., 2008; JAIN et al.,
2010) e atividade hepatoprotetora (SINGH et al., 2014; OMODONISI et al., 2017),
sendo eficaz na redugdo da severidade do dano hepatico induzido por acetaminofeno em

ratos (FAKURAZI; SHARIFUDIN; ARULSELVAN, 2012).

Foi detectado, em estudo prévio do nosso grupo de pesquisa, que o extrato das
folhas de Moringa oleifera na dose de 400 mg/Kg/dia possui efeito terapéutico na
diminuicdo da hiperplasia miointimal, no entanto ndo hd dados com relagdo aos

possiveis efeitos adversos. Sabendo-se que o extrato de M. oleifera possui propriedade
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hepatoprotetora, ¢ necessario saber se essa propriedade se mantém nas doses utilizadas
para o tratamento da hiperplasia miointimal. Dessa forma ¢ relevante responder a
seguinte pergunta de pesquisa: qual a diferenca de alteragdes teciduais hepaticas em
coelhos tratados com extrato alcoolico de Moringa oleifera em diferentes concentragdes

no controle da hiperplasia miointimal pds-angioplastia de iliaca?
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Determinar a diferenca de alteragdes teciduais hepaticas em coelhos tratados

com extrato alcoodlico de Moringa oleifera em diferentes concentragoes.

1.2.2 Objetivo especificos

e Avaliar a diferenca de alteracdes teciduais renais;

e Avaliar a sobrevida dos animais;

e Comparar o peso dos animais entre 0s grupos;

e Comparar o peso do figado e rins entre os grupos;

e Avaliar a relagdo do peso do figado com o peso do animal entre os grupos;
e Avaliar a relagdo do peso do rim com o peso do animal entre os grupos;

e Avaliar a degeneracao hidrdpica no figado;

e Avaliar inflamag¢ao no rim.
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 Revisao da literatura
2.1.1 Figado

O figado ¢ o maior 6rgdo interno do corpo, pesando em média 1,36 kg. Ele esta
localizado no quadrante superior direito do abdome, abaixo da superficie inferior do
diafragma (VANPUTTE et al., 2016). O figado ¢ um dos 6rgdos metabodlicos mais
importantes dos vertebrados com multiplas fungdes. Ele recebe sangue oxigenado do
coracdo através da artéria hepatica e sangue rico em nutrientes do trato gastrointestinal
da veia porta. O sangue flui através dos sinuséides hepaticos (figura 1), desemboca na
veia central (centrolobular) e deixa o figado pela veia hepatica (HAMEL et al., 2006).
A posicao do figado no sistema circulatdrio € ideal para captar, transformar e acumular
metabolitos, e para a neutralizagdo e eliminacdo de substancias toxicas. A eliminacao
ocorre na bile, uma secrecdo exocrina do figado, importante para a digestdo de lipidios

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2018).

Figura 1 - Estrutura microscopica dos sinusoides hepaticos.
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Fonte: WANG et al. (2016).

Notas: H: hepatocito; D: espago de Disse; HSC: células hepaticas estreladas (células de Ito); K:

célula de Kupffer; S: sinusoide; E: célula endotelial.
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Os hepatodcitos sdo os componentes estruturais basicos do figado, representando
70-85% da populagdo de células (HAMEL et al., 2006). Essas células epiteliais estdo
agrupadas em placas interconectadas. Em cortes histologicos, unidades estruturais
denominadas l6bulos hepaticos podem ser observadas. O 16bulo hepatico ¢ formado por

uma massa poligonal de tecido (Figura 2) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2018).

Figura 2 - Desenho esquematico dos l6bulos hepaticos do figado.
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portal

Ramo da
veia porta

Fonte: JUNQUEIRA; CARNEIRO (2018).

Além dos hepatocitos, outras células sao encontradas no figado, como: células
de Kupffer que sdo macrofagos especializados do figado (LI et al., 2014); células
estreladas, também conhecidas como células de Ito, que podem ser ativadas em caso de
lesao hepatica, levando a formagao de colageno, fibrose e cirrose. As células estreladas
estdo localizadas no espagco de Disse que estd localizado entre os hepatocitos € o

endotélio sinusoidal (WU; ZERN, 2000).

Em algumas regides da periferia dos lobulos, existe tecido conjuntivo, contendo

ductos biliares, vasos linfaticos, nervos e vasos sanguineos. Essas regides, os espagos
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porta, sdo encontradas na periferia dos l6bulos (Figura 3) (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2018).

Figura 3 - Fotomicrografia do figado.

>

Fonte: O autor (2019).

Notas: A. Veia central (VC). B. Espaco porta contendo ramo da artéria hepatica (A),

ramo da veia porta (*) e ducto biliar (o), circundados por tecido conjuntivo.

Existe uma divisdo do figado em zonas metabdlicas baseada na tensdo de
oxigénio. Dessa forma, o figado ¢ dividido em 4cinos hepaticos. Os hepatdcitos em cada
acino hepatico formam trés zonas elipticas concéntricas (HIJMANS et al., 2014). A
zona 1, que esta mais proxima do suprimento sanguineo a partir dos ramos da veia porta
e da artéria hepatica, corresponde a periferia dos 16bulos cléssicos; a zona 3 ¢ a mais
proxima da veia central; corresponde a parte mais central do l6bulo classico que
circunda a veia hepatica terminal; e a zona 2 fica entre as zonas 1 e 3, mas nao tem
limites bem-definidos (figura 4). O zoneamento ¢ importante na descricdo € na
interpretagdo dos padroes de degeneracdo, regeneracao e efeitos toxicos especificos no
parénquima hepatico com relagdo ao grau ou a qualidade da perfusdo vascular das

células hepaticas (ROSS; PAWLINA , 2018).
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Figura 4 - Acinos hepaticos divididos em zonas metabdlicas.
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Fonte: Morsiani et al. (2019).

O figado ¢ essencial para a vida, porque possui um vasto leque de fungdes
bioquimicas e metabolicas, inclusive a de detoxificacdo de substincias que seriam
danosas se seu acumulo fosse permitido, e de excretar metabolitos de farmacos
(BARRET et al., 2014). Ainda possui funcao de sintese, produgdo de calor, regulagao,
metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos, fung¢do imune, estocagem de
componentes especificos, como vitaminas e ions (GARCiA; BENDIJELID, 2018;
MORSIANT et al., 2019).

2.1.2 Alteracdes hepaticas induzidas por drogas

O papel do figado no metabolismo das drogas o torna suscetivel a lesdo toxica
(BADAWTI, 2019). A lesdo induzida por drogas ¢ uma causa frequente de lesdo hepatica
(MOTAMEDI; KAPLOWITZ, 2017, KAPLOWITZ, 2005), sendo o figado o o6rgio
mais afetado por toxicidade induzida por medicamentos a base de plantas e suplementos
alimentares (MOTAMEDI; KAPLOWITZ, 2017). Essa susceptibilidade a lesao ocorre
devido a sua fung¢do na metabolizacdo de produtos quimicos e regulagdo da resposta
imune (YUAN; KAPLOWITZ, 2013). A lesdo hepatica induzida por droga resulta em
morte do hepatdcito e inflamagdo (IORGA; DARA; KAPLOWITZ, 2017).
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As manifestacdes clinicas da doenca hepatica induzida por produtos naturais €
semelhante aquelas produzidas pelos medicamentos tradicionais, variando desde as
simples alteragdes das enzimas hepéticas, até hepatites agudas, cronicas, sindrome de
obstrugdo sinusoidal e mesmo cirrose hepatica. As hepatites medicamentosas podem
ser assintomaticas, manifestando-se tdo somente por alteracdes das enzimas hepaticas
ou apresentando-se com espectro clinico variado, muitas vezes como hepatites agudas,
de evolucdo benigna, ou na forma grave, em que seu prognostico ¢ sombrio (SOUZA,
2019). A manifestagdo mais séria ¢ a morte do hepatocito, levando a faléncia aguda do

figado (YUAN; KAPLOWITZ, 2013).

As lesdes hepaticas tém se tornado um dos problemas de saude mais sérios e as
drogas sintéticas disponiveis sdo caras € podem causar dano adicional (STICKEL;

SCHUPPAN, 2007).

2.1.3 Hiperplasia miointimal

A hiperplasia miointimal ¢ a resposta de vasos a mudanca cronica de estrutura
que ocorre em artérias desnudas, veias arterializadas e em anastomoses de proteses
usadas como enxertos para revascularizacao (LIBBY, 2006), sendo caracterizada pela
proliferacdo e migracao de células musculares lisas da camada média arterial para a
camada intima (endotelial), promovendo um remodelamento vascular patologico, o que
diminui, dessa forma, o limen vascular (figura 5 e 6) (LL'INSKAIA et al., 2004; VITA
et al, 1990; JOHN et al., 1998; RZUCIDLO; MARTIN, POWELL, 2007).
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Figura S - Desenvolvimento da hiperplasia miointimal.

Fonte: https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/hyperplasia

Figura 6 - Hiperplasia miointimal na veia a direita e artéria normal a esquerda.

Fonte: STUBBENDOREFF et al. (2014).
Notas: coloragdo em hematoxilina-eosina. Aumento 10x.

O processo envolve uma complexa cadeia de reagdes celulares, moleculares e
imunoldgicas, que variam na sua intensidade e expressao dependendo do tipo de trauma

inicial, da localizac¢@o na arvore arterial e de fatores associados (BRITO, 2008).
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O endotélio apresenta um papel central na manutencdo do equilibrio vascular,
através dos efeitos anti-inflamatdrio e anticoagulante das células endoteliais (FUKE et
al., 2007). Imediatamente apds angioplastia, com implante de stent, a superficie
endotelial desnuda e a tinica média da parede arterial lesada devido ao trauma
mecanico, provocam um processo inflamatorio, o que leva a adesdo plaquetaria,
ativacdo, agregacdo e deposicdo de fibrina e, posteriormente, a formacao de trombos
dentro do stent ou do vaso (LIU; ROUBIN; KING, 1989). Esses microtrombos, bem
como a lesdo por estiramento da parede do vaso, atraem células inflamatorias, tais como
macréfagos e linfécitos, que migram a partir da corrente sanguinea e também a partir da
vasa vasorum. Essas células inflamatorias estimulam a producdo de varios fatores de
crescimento e citocinas, localmente, que estimulam a diferenciacdo de células
musculares lisas (CML) quiescentes do estado contratil para o de sintese, no qual
exibem um aumento da capacidade de proliferagdo, migragao e secre¢do (SCHWARTZ;
HENRY, 2002; RZUCIDLO; MARTIN, POWELL, 2007). Possivelmente, também,
recrutam as células-tronco circulantes para reentrar no ciclo celular e replicar, formando
uma camada neointimal dentro do limen do vaso. Essa plasticidade fenotipica das CML
¢ reconhecida na atualidade por desempenhar um papel significativo no
desenvolvimento da hiperplasia intimal (VITA et al., 1990; JOHN et al., 1998). Mesmo
que a proliferagdo celular cesse em menos de 2 semanas, apos a lesdo inicial, essas
células musculares lisas continuam a produzir matriz extracelular abundante, o que leva
ao aumento do volume da neointima. Se esse processo de crescimento neointimal for
exuberante e significativo, teremos o desenvolvimento de reestenose intra stent (Figura
7) (SCHWARTZ; HENRY, 2002). Como uma lesdo da parede vascular profunda
estimula um maior grau de hiperplasia miointimal, a lesdo de implantagdo do stent, na
verdade, pode induzir o crescimento do tecido mais neointimal do que a lesao por balao

de angioplastia (SCHWARTZ; 1992).
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Figura 7 - Desenvolvimento de hiperplasia miointimal apds angioplastia.
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Fonte: CARAMORI; YAMAMOTO; ZAGO (1997).

Notas: A. artéria normal; B. intensa reducdo do lumen arterial obtida quatro semanas apoés
angioplastia experimental, causada por hiperplasia miointimal. Colora¢do hematoxilina-eosina

em A e tricromio de Masson em B. Med - tiinica média. Neol - neointima.

O fator de crescimento transformante beta (TGF-B) ¢ conhecido por exercer
acoes pleiotropicas no fendtipo de proliferagdo das células musculares lisas (CML) e
sintese de matriz extracelular (GHOSH et al., 2005). TGF-p ¢ um potente regulador do
fenotipo e funcdo das CML na homeostase e na doenca (TEN; HILL, 2004). Estudos in
vitro € em animais suportam a hipotese de que a homocisteina ¢ um importante fator de

risco para a hiperplasia miointimal (HANSRANI; GILLESPIE; STANSBY, 2002).

2.1.4 Tratamento da hiperplasia miointimal

A prevengdo ou tratamento da reestenose/aterosclerose ¢ um grande desafio para
a clinica (KITAMOTO; EGASHIRA; TAKESHITA, 2003). O tratamento da hiperplasia
miointimal apds agressdo endotelial através de procedimentos endovasculares avangou
de maneira substancial nas ultimas décadas por meio do uso de drogas inibidoras da
resposta inflamatoria endotelial (SOUSA et al., 2003; SOUSA et al., 2017). Estas
drogas apresentam eliminacdo hepéatica e renal, necessitando de estudos cientificos para

responder se existe ou nao lesdo destes 6rgaos (WAUGH; WAGSTAFF, 2004; WANG
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et al., 2008). WHO (2000), incorporou estudos toxicoldgicos agudos e cronicos como

forma de avaliacdo da seguranga de produtos a base de plantas.

Diversas pesquisas t€ém sido dedicadas, ao longo dos anos, ao estudo dos
mecanismos envolvidos no processo e tentativas de controlar a hiperplasia miointimal
por agentes farmacoterapéuticos; os resultados, porém, ainda estdo longe de serem

considerados satisfatorios (DINIS, 2007, MURPHY et al., 2006; LIMA et al., 2016).

Muitas drogas tém sido testadas (MURPHY et al., 2006; LIMA, et al, 2016;
UCHIMURA et al., 2004). Agentes com propriedades anti-inflamatérias ou
antiproliferativas foram incorporados na superficie do stent e testados clinicamente.
Muitos desses agentes tém mais de um mecanismo de acdo (SOUSA et al., 2001;

SOUSA et al., 2003). Apenas dois agentes antiproliferativos, sirolimus e paclitaxel, tém

provado ser eficazes em ensaios clinicos (SOUSA; SERRUYS; COSTA, 2003a,b).

O sirolimus (rapamicina) mostrou efeito redutor no espessamento da intima,
inibindo a progressdo do ciclo celular por inibigdo da sintese de DNA (UCHIMURA et
al., 2004). O paclitaxel ¢ usado, principalmente, para o tratamento de cancer de ovario,
de pulmao e de outros tipos de cancer (GELMON, 1994), mas, também tem sido usado
para inibir a hiperplasia miointimal, pis demonstrou inibir a proliferagdo de cé€lulas
musculares lisas in vitro e em coelhos apds lesdo por baldo in vivo (AXEL el al, 1997).
Os inibidores de migrag¢do sdo destinados a prevenir a migragdo de células do musculo
liso para o interior do vaso. Se as células musculares lisas migrarem para o lado luminal
do stent, elas podem produzir matriz extracelular e estreitar o limen vascular

(TANABE et al., 2004).

O paclitaxel, usado na prevencao e tratamento da hiperplasia miointimal, ¢
fortemente hepatotdxico, aumentando a atividade de enzimas hepaticas que normalizam
em até 30 dias apos o tratamento, no entanto, alteracdes morfologicas persistem por um
periodo mais longo (KARPOVA et al., 2009). Ha também relato de hepatotoxicidade
severa com o uso do sirolimus (JACQUES et al., 2010) e de nefrotoxicidade com o uso

de paclitaxel (CHOUDHURY et al., 2017).

Portanto, tornam-se necessarias alternativas de tratamento/medicamentos que

sejam seguros do ponto de vista de toxicidade. Nesse contexto, destacam-se os
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medicamentos de origem vegetal que tém ganhado aten¢do pela facil acessibilidade e
por ndo necessitarem de procedimentos de sintese laboriosos (RAVICHANDIRAN et
al., 2012), sendo bastante procurados por serem acessiveis € por provocarem menos

efeitos colaterais (MODAK et al., 2015).

2.1.5 Moringa oleifera

A Moringa oleifera Lam. ¢ uma das espécies mais conhecidas e amplamente
distribuidas da familia Moringaceae (figura 8) (RAMACHANDRAN et al., 1980),
sendo a espécie mais cultivada entre as treze existentes (PADAYACHEE; BAIJINATH,
2012). Nativa do Himalaia, [ndia, Pasquistao, Asia menor, Africa e Arabia (SOMALI et
al., 1984; MUGHAL et al., 1999) e atualmente distribuida nas Filipinas, Camboja,
América do sul, central, do norte ¢ Caribe (MORTON, 1991).
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Figura 8 - Moringa oleifera.

(B)

(A)

(©)

(E)

Fonte: SANTOS (2007).
Notas: A. Arvore; B. inflorescéncia; C. Vagem; D. Sementes; E. Folhas.

A Moringa oleifera ¢ resistente a seca e tolera uma ampla variedade de solo e
condi¢des de pluviosidade (TSAKNIS; LALAS, 2002). Sua altura chega a 10 m
(PADAYACHEE; BAIINATH, 2012).

A Moringa oleifera tem sido reconhecida por um grande nUmero de
componentes bioativos (MARTIN, 2013; SAINI; SIVANESAN; KEUM, 2016). As

folhas sdo a parte mais usada da planta, sendo ricas em vitaminas (A, C e E)
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carotenoides, polifenois, acidos fenolicos, flavonoides, alcaloides, glucosinolatos,
isotiocianatos, taninos e saponinas (LEONE et al, 2015; EFIONG et al., 2013;
FERREIRA; FARIAS; OLIVEIRA, 2008; RAMACHANDRAN et al., 1980).

Quase todas as partes desta arvore tém sido bastante consumidas por seres
humanos e utilizadas para diversos fins domésticos como: o cultivo em alamedas,
forragem animal, biogds, agente de limpeza doméstica, corante azul, fertilizante,
nutriente foliar, adubacao verde, goma (a partir de troncos de arvores), suco clarificador
(p6 de sementes), plantagdes ornamentais, biopesticida, celulose, corda, tanino para
curtimento de peles, purificacdo de agua, lubrificante (6leo), fabrica¢do de perfumes e

produtos de cuidados capilares (FUGLIE, 1999).

Uma grande variedade de efeitos nutricionais e medicinais tem sido atribuida as
suas raizes, vagens, folhas, flores, frutos e sementes (RAMACHANDRAN et al., 1980,
ANWAR et al., 2007; KUMAR et al., 2010; KOU et al., 2018). As folhas, frutas, flores
e vagens imaturas sdo usadas em diversos paises como vegetais altamente nutritivos
(ANWAR; BHANGER, 2003; ANWAR et al., 2005). As folhas sio uma fonte
significativa de P-caroteno, vitamina C, proteina, ferro e potassio, podendo ser
consumidas frescas, cozidas ou o p6 guardado sem refrigeracdo durante muitos meses
sem perda do valor nutricional (PARROTA, 2001). Frutas (vagem), caule e folhas tém
sido usadas para combater a desnutricao, especialmente entre criangas ¢ em lactantes
para aumentar a producdo de leite (DILLARD; GERMAN, 2000; ESTRELLA et al.,
2000).

Foi ainda demonstrada atividade antioxidante no extrato aquoso e salino das
folhas, flores e inflorescéncias (SANTOS et al, 2012). A vagem mostrou efeito
hipotensor (FAIZI et al., 1998), antidiabético e atividade antioxidante (GUPTA et al.,
2012). As sementes sao um dos melhores coagulantes naturais usados para diminuir a
turbidez da 4gua (NDABIGENGESERE; NARASIAH, 1998), tendo sido demonstrado
que ndo apresenta potencial genotdxico nas concentracdes recomendadas para essa
finalidade (ROLIM et al., 2011). Adicionalmente as sementes apresentam atividade
antimicrobiana, antitumoral e larvicida contra o Aedes aegypti (GUEVARA; VARGAS,
1999, COELHO et al., 2009). As raizes possuem atividade antimicrobiana, anti-

inflamatoria e, ainda, parecem possuir atividade anti-espasmodica, através do bloqueio
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dos canais de calcio, o que constitui a base para a sua utilizagao tradicional nos casos de

diarréia (EZEAMUZLE et al., 1996; CACERES et al., 1992; FAIZI et al., 1994).

Os frutos possuem atividade hipolipidémica (MEHTA et al., 2003). A flor da
moringa tem alto valor medicinal como estimulante central, afrodisiaco, abortivo, anti-
inflamatorio, antitumoral, age em doencas musculares, diminui o colesterol sérico,
triglicerideos, VLDL, LDL, melhora o indice aterogénico, diminui o perfil lipidico no

coragdo, no figado e na aorta de coelhos hipercolesterolémicos, aumenta a excreg¢ao

fecal de colesterol (RAMACHANDRAN; PETER; GOPALAKRISHNAN, 1980).

As folhas sdo utilizadas, principalmente, com propoésito nutricional e medicinal,
sendo os efeitos farmacoldgicos justificados pelo grande numero de compostos
bioativos (POPOOLA; OBEMBE, 2013). Estudos determinaram que as folhas possuem
componentes bioativos que protegem contra doencas cronicas (VEGARA-JIMENEZ;
ALMATRAFI; FENANDEZ, 2017), regulam a tire6ide, possuem efeito radioprotetor
(RAO et al., 2001), hipolipemiante (JAIN et al., 2010; GHASI; NWOBODO; OFILI,
2000), antitumoral (MURAKAMI et al., 1998), potencial hipoglicémico e antidiabético
(JAISWAL et al., 2009), bem como potencial cardioprotetor (PANDA et al., 2013).
Alguns trabalhos mostram que o extrato alcoolico e metanolico das folhas de Moringa
oleifera apresenta atividade hepatoprotetora (SINGH et al., 2014; OMODONISI et al.,
2017; FARID; HEGAZI, 2019) e que o extrato hidroetandlico das folhas e flores de
Moringa oleifera mostrou-se eficaz na reducdo da severidade do dano hepatico induzido
por acetaminofeno em ratos (FAKURAZI; SHARIFUDIN; ARULSELVAN, 2012). O
extrato metanolico das folhas de Moringa oleifera possui efeito hepatoprotetor, que
possivelmente seja devido a presenga de quercetina (ANWAR et al., 2007;
SELVAKUMAR; NATARAJAN, 2008; TEJAS et al.,, 2012). Adeyemi e Elebiyo
(2014), observaram que o extrato de Moringa oleifera melhora o dano hepatico

induzido por drogas.

Devido as varias fungdes reportadas, a M. oleifera tem ganhado uma enorme
atencdo, levando ao aumento da exploragdo e entendimento das suas fungdes

farmacologicas e mecanismos de acdo (KOU et al., 2018).



33
2.2 Materiais e métodos

Este projeto de pesquisa foi encaminhado, para avaliacdo, ao Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Ciéncias da Satde de
Alagoas (UNCISAL), Maceid, AL, tendo sido aprovado o inicio da pesquisa sob o

protocolo numero 104 “A”.

O projeto estd de acordo com a lei 6638, de 08 de maio de 1979, que
trata das Normas para a Pratica Didatico-Cientifica da Vivisseccdo de Animais; além da
Declaracao Universal dos Direitos do Animal, UNESCO, 15 de outubro de 1978; Lei de
Crimes Ambientais (Lei N° 9.605/1998), bem como as Normas do Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal — COBEA, de 1991, sobre os Principios Eticos na

Experimentacdo Animal.
2.2.1 Tipo de Estudo

Ensaio clinico aleatério em animais de experimentacdo com 5 semanas de

seguimento.
2.2.2 Local

Centro de Cirurgia Experimental e Biotério da Universidade Estadual de
Ciéncias da Saude de Alagoas (Universidade publica, estadual, com cursos de

graduacdo na area da saude, Maceid, AL).

2.2.3 Amostra

2.2.3.1 Critérios de Inclusdo

Foram incluidos 40 coelhos (10 em cada grupo) machos, adultos jovens (12
meses de idade), pesando mais de 2 Kg, da espécie Oryctolagus cuniculus da linhagem
Nova Zelandia. Inicialmente os coelhos foram sorteados para serem colocados nas
gaiolas numeradas, sendo submetidos, posteriormente a angioplastia da artéria iliaca
comum direita apds tratamento com dieta hiperlipidémica para indugdo da hiperplasia

miointimal.
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Para a dieta hiperlipidémica foram utilizados 10 mL de gema de ovo de galinha
Carnatiba® Tipo Grande, duas vezes ao dia durante 100 dias. Para a ingestdo da gema
os ovos foram limpos e abertos no momento da utilizacdo, evitando assim deterioragdo
e contaminacao da dieta. A gema foi ofertada crua aos coelhos (SANTOS, 2008),

através do uso de seringa sem agulha.

Ap6s os 100 dias iniciais da dieta hiperlipidémica (SANTOS, 2008), foi
realizada angioplastia por balao (NOGUEIRA et al., 2012; BANDEIRA, 2015; ROLIM
et al., 2016; LIMA et al., 2016). A angioplastia foi realizada com o animal sob anestesia
geral com xilazina (4mg/Kg) e ketamina (25 mg/Kg), administradas por via
intramuscular. Apds os procedimentos de antissepsia operatoria, a artéria femoral direita
foi dissecada para realizagao de arteriotomia transversa com introdugdo do catéter balao
para dar acesso a artéria iliaca, onde foi realizado o procedimento. Com o baldo
posicionado na artéria iliaca, o mesmo foi insuflado na pressdo nominal por 60
segundos. A escolha do didmetro do baldo a ser usado levou em consideragdo a razdo
baldo:artéria iliaca de 1:1,5, tendo sido o didmetro interno da artéria previamente

medido por ultrassonografia (USG) (adaptado de GRUENTZIG, 1979).

2.2.3.2 Critérios de Exclusao

Foram excluidos do estudo coelhos com anomalias anatomicas, identificadas
por deformidades nas patas que dificultavam o acesso arterial, os que morreram antes da
intervencdo medicamentosa (extrato de folhas de Moringa oleifera) e aqueles em que

houve perda do material durante o processamento.

2.2.3.3 Amostragem

Os coelhos selecionados formaram uma amostra ndo probabilistica por
conveniéncia. Os animais foram adquiridos de um cunicultor de animais para fins

comerciais, onde os critérios de sele¢do foram apenas a idade, o peso e o sexo.
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2.2.4 Procedimentos
2.2.4.1 Extrato das folhas de Moringa oleifera

Dez quilos de folhas de Moringa oleifera foram coletadas do herbario da
fazenda Santa Helena, Juazeiro, BA. As folhas foram resfriadas para evitar deterioragdo
e transportadas até o Laboratério de Bioquimica da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB), onde o foi preparado o extrato bruto das folhas de Moringa oleifera em etanol
a 95%. As folhas frescas foram trituradas e colocadas em um percolador de ago inox a
temperatura ambiente (26 °C) com 10 L de etanol a 95% durante 72h, seguido de
filtragdo, por meio da inser¢ao de algodao na parte inferior do percolador. O residuo foi
novamente extraido com 7,5 L de etanol a 95% durante 4 dias e, depois, com 8 L
durante 5 dias, sempre seguido de filtragdo. O extrato etandlico foi passado em
rotaevaporador da marca BUCHI® (230 V 50/60 Hz) a véacuo e a temperatura de 48° C,
conforme técnica realizada no Laboratério de Bioquimica da UFPB para a retirada de
agua e alcool. Ao final dessa etapa, foi obtido 732,2 g do extrato das folhas de M.

oleifera.

Foi realizada a triagem fitoquimica do extrato das folhas de Moringa oleifera
para detectar presenga ou a auséncia de metabolitos secundarios utilizando reagentes de
coloracdo ou precipitacdo. Foram pesquisados os seguintes grupos quimicos: alcaloides,
com as reagoes de Bouchardat, Mayer, Dragendorff e 4cido silico-tungstico; esteroides,
pela reacdo de Liebermann-Buchard; taninos, pela reacdo de gelatina e com cloreto
férrico; flavonoides, utilizando fita de magnésio e fluorescéncia; saponinas, utilizando-

se o teste de espuma.
2.2.4.2 Grupos estudados

A partir do dia seguinte a angioplastia, cada grupo, determinado por
randomizagdo, recebeu o seguinte tratamento durante 35 dias: M400 recebeu 400
mg/Kg/dia do extrato alcodlico da folhas de Moringa oleifera; M800 recebeu 800
mg/Kg/dia do extrato alcoolico da folhas de Moringa oleifera; M1600 recebeu 1600
mg/Kg/dia do extrato alcoolico da folhas de Moringa oleifera; e SF (controle negativo)
que recebeu SmL/dia de soro fisiologico 0,9%. Para a administracdo aos coelhos, o

extrato foi diluido em solugdo fisiologica 0,9% (SF), sendo 1mL de SF para cada 200
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mg do extrato (200 mg/mL). A administragdo foi realizada por via oral com o uso de
seringa sem agulha para facilitar a ingestdo. Posteriormente, os coelhos foram
eutanasiados com dose letal de propofol na dose de 150mg/kg (71), endovenosa

(Quadro 1).

Figura 9 — Cronologia para experimentacio animal.

Fonte: O autor (2019).

Notas: USG: ultrassonografia, Rand.: randomiza¢ao, Mo: Moringa oleifera, SF: soro fisioldgico,

E: eutanasia.

2.2.4.3 Randomizagao

A randomizagdo foi realizada por permutacdo de blocos. O sorteio dos
animais foi feito aleatoriamente para cada grupo com o auxilio de um programa

gratuito, o Research Randomize, no site http://www.randomizer.or/form.htm, sendo 4

blocos com 10 niimeros. Cada bloco correspondia a um grupo a ser estudado (SF,

M400, M800 e M1600) e os nimeros gerados foram dos coelhos que compuseram cada

grupo.

2.2.4.4 Técnica de mascaramento

A avaliagdo das laminas histoldgicas foi realizada por dois patologistas de forma
cega. Para isso, foi feita uma codificag¢do, onde foram atribuidos nimeros as laminas, de
forma que o individuo que quantificou as variaveis ndo tenha tido acesso aos grupos

estudados.
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2.2.5 Variaveis

2.2.5.1 Variavel primaria

Diferenca das alteracdes teciduais hepaticas: Apos eutanasiados, os animais
foram submetidos a cirurgia para retirada do figado para pesagem e andlise
histopatologica de toxicidade do extrato.

As pecas cirurgicas foram fixadas em formalina a 10% e levadas para o preparo
rotineiro de laminas histologicas, de seguinte forma:

1. Desidratacdo progressiva em alcool de diferentes concentracdes (70% a

99%);

2. Diafanizagao em xilol;

3. Embebicdo em parafina liquida a 60°C, para preparacdo dos blocos de

parafina;

4. Corte dos blocos de parafina, com espessura de 3 micras;

5. Montagem em laminas de vidro;

6. Coloracao em hematoxilina eosina (HE);

As laminas foram fotografadas em microscopio trinocular, acoplado a uma

camera digital (OLYMPUS BX51®).

2.2.5.2 Variaveis secundarias

Diferenca das alteracdes teciduais renais: Apods eutanasiados, os
animais foram submetidos a cirurgia para retirada dos rins para analise histopatologica
de toxicidade do extrato. A fixagdo e preparo das laminas seguiu o mesmo protocolo

adotado para o figado.

Relacdo massa do orgao pela massa corporal (hepatica e renal): Cada
animal foi pesado antes de ser eutanasiado e o figado e os rins, também, foram pesados
para que a relagdo massa do 6rgdo pela massa corporal pudesse ser calculada. Os pesos

dos animais e dos 6rgdos foram verificados através do uso de balanga.
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2.2.6 Método Estatistico

2.2.6.1 Tamanho da amostra

O tamanho da amostra foi arbitrado em 40 coelhos, sendo 10 coelhos em cada
grupo, com base na literatura (ROLIM et al., 2016; LIMA et al., 2016), atendendo a

principios bioéticos e respeitando as normas do COBEA.

2.2.6.2 Analise Estatistica

Os dados foram expressos através de frequéncias absolutas e percentuais para as
varidveis categdricas e das medidas da média, desvio padrdo e mediana das variaveis
numéricas. Para a comparagdo entre os grupos foram utilizadas técnicas de estatistica
inferencial através dos testes estatisticos: F (ANOVA) nas variaveis continuas, teste de
Kruskal-Wallis com comparagdes multiplas do referido teste na variavel na escala
ordinal e teste Exato de Fisher na varidvel categorica. Ressalta-se que a escolha do teste
F (ANOVA) ocorreu devido a verificagdo da hipotese de normalidade dos dados em
cada um dos grupos. A normalidade dos dados verificada através do teste de Shapiro-

Wilk.

A margem de erro utilizada na decisdo dos testes estatisticos foi de 5%. Os
dados foram digitados na planilha EXCEL e o programa utilizado para obtengdo dos

calculos estatisticos foi o IMB SPSS na versdo 23.
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2.3 Resultados

2.3.1 Sobrevida dos animais durante o experimento

A sobrevida dos animais foi acompanhada durante todo o
experimento. A curva de sobrevivéncia mostrou que nao houve morte de coelhos ao
longo do periodo de tratamento. As mortes ocorreram durante o periodo da dieta
hiperlipidémica e/ou logo apés a cirurgia (angioplastia), sugestivo ser devido a
complicacdes das mesmas (figura 10). Além disso, ndo foram observados sinais clinicos

de toxicidade.

Figura 10 - Sobrevida dos animais durante o experimento.
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Fonte: O autor (2019).

2.3.2 Variavel primaria

A avaliacdo histologica do figado mostrou em todos os grupos arquitetura
normal no parénquima hepatico. Com auséncia de infiltrado leucocitario nos lobulos
(figura 11), espaco porta (figura 12) e veia central (figura 13). Também nao houve
nenhuma alteracdo no diametro e aparéncia da veia central e espago porta (figuras 12 e

13).



Figura 11 - Hepatdcitos normais.

Fonte: O autor (2019).

Notas: Fotomicrografia de um 16bulo hepatico, onde podem ser observados hepatocitos normais
(seta vermelha) entremeados por capilares sinusoides (seta preta). Grupo controle negativo (SF).

Coloracao: hematoxilina-eosina, aumento de 40x.
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Figura 12 - Espaco porta sem alteracdes inflamatorias.

Fonte: O autor (2019).
Notas: Espago porta com Espago porta contendo ramo da artéria hepatica (A ), ramo da veia
porta (*) e ducto biliar (0). Grupo M400. Coloracdo: hematoxilina-eosina, aumento de 40x.



Figura 13 - Veia central.

Fonte: O autor (2019).

Notas:Veia central (seta) sem alteragdes no didmetro e aparéncia. Grupo M800. Coloragéo:

hematoxilina-eosina, aumento de 40x.

Em todos os grupos foi observada a presenca de algum grau de degeneragdo
hidrdpica, através de tumefacao dos hepatdcitos com areas mais palidas do citoplasma.
No grupo SF apenas 14,3% dos animais apresentaram degeneracdo hidropica, mesmo
assim, em grau leve (figura 14). J4 nos grupos experimentais M400 e M800, 83,3% e
80% dos animais, respectivamente, apresentaram esse tipo de degeneragdo, inclusive na
forma moderada (figura 15). No grupo MI1600 50% dos animais apresentaram

degeneracao hidropica, no entanto, apenas leve.
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Figura 14 - Degeneracio leve.

Fonte: O autor (2019).

Notas: Hepatdcitos apresentando degeneragdo hidropica leve, caracterizada por tumefacao dos
hepatocitos com areas mais palidas do citoplasma em grau leve (setas). Grupo M1600.

Coloragdo: hematoxilina-eosina, aumento de 40x.
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Figura 15 - Degeneracao hidropica moderada.

Fonte: O autor (2019).

Notas: Hepatdcitos apresentando degeneragdo hidropica moderada, caracterizada por tumefagéo
dos hepatocitos com areas mais palidas do citoplasma em grau moderado (setas), apresentando
distor¢do arquitetural dos corddes hepatocitarios com compressdo dos sinusoides. Grupo M800.

Coloracao: hematoxilina-eosina, aumento de 40x.
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Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados da avaliacdo histologica do figado
segundo o grupo. A média e a mediana correspondentemente mais elevadas ocorreram
no grupo M800 (1,60 e 2,00), seguida do grupo M400 (1,17 e 1,00), a menos elevada
ocorreu no grupo controle negativo (0,14 e 0,00). O teste de Kruskal-Wallis indicou
diferenca significativa entre os grupos e as comparacdes multiplas do referido teste
mostraram diferencas significativas entre o grupo controle dos grupos M400 e M800 e

do grupo M800 do grupo M1600.

Tabela 1 — Analise estatistica da avaliacao histolégica do figado.

Grupo Negativo + ++ Total Média  Mediana P25; P75
n n n n

Soro fisiolégico (Controle negativo) Y 6 1 - 7 0,14 0,00 0,00; 0,00

Extrato dose M400 mg/kg/dia ®©) 1 32 6 1,17 1,00 0,75; 2,00

Extrato dose M800 mg/kg/dia 1 - 4 5 1,60 2,00 1,005 2,00

Extrato dose M1600 mg/kg/dia *©) 3 3 - 6 0,50 0,50 0,00; 1,00

Valor de p p ©=0,016%

Fonte: O autor (2019).

Notas: (*) Diferenga significativa a 5%.

(+) Degeneracao hidropica leve.

(++) Degeneracdo hidropica moderada.

(1) Através do teste de Kruskal-Wallis com compara¢des multiplas pareadas do referido

teste.
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2.3.3 Variaveis secundarias

2.3.3.1 Avaliacdo histologica dos rins

A analise histologica dos rins mostrou, tanto no grupo controle como nos grupos

tratados com o extrato alcodlico das folhas de Moringa oleifera, conservacido da

estrutura renal normal (figura 16 e 17).

Figura 16 - Arquitetura normal do rim.

Fonte: O autor (2019).

Notas: Glomérulos (setas pretas); tibulo cortorcido proximal (seta azul); tibulo cortorcido distal

(seta verde). Grupo M400. Coloracdo: hematoxilina-eosina, aumento de 40x.
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Figura 17 - Glomérulo renal.

Fonte: O autor (2019).

Notas: Espaco de Bowman (seta preta); tufos capilares (seta verde). Grupo SF. Coloragéo:

hematoxilina-eosina, aumento de 40x.

Alguns animais apresentaram inflamacao renal leve, sendo: 14,3% no grupo SF,
16,6% no grupo M400 e 28,6% no grupo M1600. Nao houve alteragdes no grupo M800.
Nao se verificou diferenca significativa (p > 0,05) entre os grupos em relagdo a variavel

em estudo (tabela 2).



Tabela 2 — Analise estatistica da avaliacao histolégica do rim.
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Grupo Com inflamacio Normal Total

n n
Soro fisiologico (Controle negativo) 1 6 7
Tratado extrato dose M400 mg/kg/dia - 6 6
Tratado extrato dose M800 mg/kg/dia 1 4 5
Tratado extrato dose M1600 mg/kg/dia 1 5 6
Valor de p p ©=0,875

Fonte: O autor (2019).

Nota: (1) Através do teste Exato de Fisher.

2.3.3.2 Comparag¢@o do peso dos animais

As médias do peso dos animais variaram de 2864,29 (grupo soro fisioldgico) a

3040,00 (grupo M400), sem diferenga significativa entre os grupos (p > 0,05) (tabela 3).

A variabilidade foi reduzida desde que os valores dos desvios padrao foram inferiores a

1/3 das médias correspondentes.

Tabela 3 — Estatistica do peso (g) do animal segundo o grupo.

Estatistica
Grupo Média Desvio Mediana P25; P75
Padrao
Soro fisiologico (n =7) 2864,29 533,82 2740,00 2540,00; 3290,00
Extrato dose M400 mg/kg/dia (n = 6) 3040,00 32323 3110,00 2875,00; 3215,00
Extrato dose M800 mg/kg/dia (n =5) 2946,00 700,16 3350,00 2185,00; 3505,00
Extrato dose M1600 mg/kg/dia (n = 6) 2946,00 509,18 2905,00 2535,00; 3547,00

Valor de p p = 0,946

Fonte: O autor (2019).

Nota: (1) Através do teste F (ANOVA) com um fator.
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2.3.3.3 Comparagdo do peso do figado entre os grupos

Pode-se observar que as médias do peso do figado variaram de 80,72 (grupo
MS800) a 100,76 (grupo M400) e para a margem de erro fixada (5%) ndo se comprova
diferenca significativa entre os grupos (p > 0,05) (figura 18). A variabilidade expressa
através do desvio padrao nao se mostrou elevada desde que as referidas medidas foram

inferiores a metade das médias correspondentes.

Figura 18 - Média do peso do figado dos animais.
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Fonte: O autor (2019).

2.3.3.4 Comparagao do peso dos rins entre os grupos

Na figura 19 pode-se observar que as médias do peso do rim variaram de 8,47
(grupo M800) a 8,82 (grupo soro fisioldgico) e nao se comprova diferenca significativa
entre os grupos (p > 0,05). A variabilidade foi reduzida (desvios padrio inferiores a 1/3

das médias correspondentes).
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Figura 19: Média do peso dos rins dos animais.
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Fonte: O autor (2019).

2.3.3.5 Avaliagdo da relag@o do peso do figado com o peso do animal

As médias da relagao peso do figado/peso do animal variaram de 0,028 (Grupo
soro fisiolégico) a 0,035 (M400), sem diferengas significativas entre os grupos (p >
0,05). A variabilidade mais elevada ocorreu no grupo M400 conforme resultados

apresentados na tabela 4.



Tabela 4 — Estatistica da relacdo peso do figado/peso do animal.
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Estatistica
Grupo Média Desvio Mediana P25; P75
padrio
Soro fisiologico (n =7) 0,030 0,007 0,029 0,026; 0,035
Extrato dose M400 mg/kg/dia (n = 6) 0,035 0,016 0,029 0,027; 0,042
Extrato dose M800 mg/kg/dia (n =5) 0,028 0,002 0,028 0,026; 0,030
Extrato dose M1600 mg/kg/dia (n = 6) 0,031 0,005 0,032 0,026; 0,036

Valor de p p® =0,683

Fonte: O autor (2019).

Nota: (1) Através do teste F (ANOVA) com um fator.

2.3.3.6 Avaliagdo da relagdao do peso do rim com o peso do animal.

As médias da relagcdo peso do rim/peso do animal variaram de 0,0029 a 0,0031,

sem diferengas significativas entre os grupos (p > 0,05). A variabilidade foi reduzida

desde que os valores dos desvios padrdo foram inferiores a 1/3 das médias

correspondentes (tabela 5).

Tabela 5 - Relacido peso do rim/peso do animal.

Estatistica
Grupo Média Desvio Mediana P25; P75
padrio
Soro fisiologico (n =7) 0,0031 0,0004 0,0026 0,0027; 0,0034;
Extrato dose M400 mg/kg/dia (n = 6) 0,0029 0,0006 0,0028 0,0025; 0,0033
Extrato dose M800 mg/kg/dia (n =5) 0,0029 0,0005 0,0031 0,0025; 0,0033
Extrato dose M1600 mg/kg/dia (n = 6) 0,0029 0,0004 0,0028 0,0026; 0,0033

Valor de p p o = 0,859

Fonte: O autor (2019).

Nota: (1) Através do teste F (ANOVA) com um fator.
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2.4 Dados complementares
2.4.1 Caracterizagao fitoquimica do extrato de folhas de Moringa oleifera

Na analise fitoquimica do extrato etandlico de Moringa oleifera foi encontrado a

presenca de esteroides, taninos e flavonoides, conforme pode ser observado na tabela 6.

Tabela 6: Caracterizacio fitoquimica do extrato de folhas de Moringa oleifera.

Classes de compostos Reagente revelador Resultado
organicos
Alcaloides Bouchardat
Mayer Negativo
Dragendorff
Acido silico-tungstico
Esteroides Lieberman-Buchard Positivo
Taninos Gelatina 0,5% Positivo
FGC13 2%
Flavonoides Fita magnésio Positivo
Fluorescéncia
Saponinas Espuma Negativo

Fonte: O autor (2019).
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2.5 Discussao

O efeito do extrato alcodlico das folhas de Moringa oleifera no tratamento da
hiperplasia miointimal ja vem sendo estudado, ndo tendo demonstrado efeito terapéutico
na diminuicdo da hiperplasia miointimal na dose de 200 mg/Kg/dia (ROLIM et al.,
2016), no entanto esse efeito foi obtido na dose de 400 mg/Kg/dia (PORDEUS, 2019,
no prelo). Dessa forma, foi observada a importancia de avaliar se o extrato na
concentracdo terapéutica utilizada para a diminuig¢do da hiperplasia miointimal provoca
alteracOes histoldgicas hepaticas e renais, ja que a lesdo hepatica induzida por drogas
representa uma das razdes mais frequentemente citadas para a ndo aprovagao de drogas,
suspensdo, abandono e agdes regulatorias pods-comercializagio (NATHWANI;
KAPLOWITZ, 2006; KAPLOWITZ et al., 2015). O uso de medicamentos a base de
plantas ¢ relativamente seguro (JEONG et al., 2012), no entanto existem muitos relatos

indicando efeitos adversos (AWODELE et al., 2012).

Além da dose de 400 mg/Kg/dia, que apresentou efeito terapéutico para
hiperplasia miointimal, foram utilizadas, nesse estudo, também, doses maiores, de 800
mg/Kg/dia e 1600 mg/Kg/dia, a fim de avaliar se essas doses provocariam alteragdes
toxicas nos orgaos alvo do estudo. A dose de 1600 mg/Kg/dia foi escolhida com base na
dose letal de 50% (DL50) de 1.585 mg/Kg/dia estabelecida em um estudo em ratos
(AWODELE et al., 2012), pela falta de referéncia da dose letal em estudos utilizando

coelhos.

O coelho foi escolhido por ser um modelo animal muito utilizado para avaliagado
da hiperplasia miointimal (GELLMAN et al., 1991; ASADA et al., 1996; 2010;
NOGUEIRA et al., 2012; BANDEIRA, 2015; ROLIM et al., 2016; LIMA et al., 2016),
tendo sido demonstrado que a hiperplasia que ocorre em coelhos € similar a que ocorre
em artéria coronarias humanas (TAKAGI et al.,1997), de modo que o estudo foi
realizado no intuito da descoberta de uma droga que possa ser usada em humanos para

diminuir a hiperplasia miointimal e que a0 mesmo tempo seja segura.

O répido aumento no consumo de medicamentos a base de plantas em todo o
mundo tem sido estimulado por muitos fatores, incluindo a no¢do de que todos esses
produtos sdo seguros e efetivos (AWODELE et al., 2012), no entanto podem representar

sério risco a saude (ALASTAIR; WOQOD, 2002), pois frequentemente as doses nao sao
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quantificadas e os efeitos toxicos sdo largamente desconhecidos (Galati; O'Brien, 2004).
Dessa forma, ¢ importante avaliar se o extrato alcodlico das folhas de Moringa oleifera
que se mostrou efetivo na diminuig¢do da hiperplasia miointimal ndo provoca alteragdes
hepaticas e nem renais que tornem o seu uso seguro. O estudo contribui para a

seguranca do uso da Moringa oleifera com potencial terapéutico.

A preocupacao em se avaliar figado foi devido ao fato de que ele ¢ o primeiro
orgdo de detoxificacdo de drogas e a estrutura do figado pode ser prejudicialmente
alterada devido a exposicao a substancias toxicas (AL-ATTAR, 2011). O rim também
foi avaliado, devido sua importante fun¢do na excre¢do drogas (LEGALLALIS et al.,
2018), sendo o uso de drogas durante um longo periodo de tempo, uma das principais

causas de nefropatia (PORTILLA, 2013).

Muitos trabalhos utilizaram a histologia para avaliar a toxicidade de drogas em
orgdos como figado e rim (KIM et al., 2018; DA LUZ et al., 2015; NIGATU et al.,
2017; FARID; HEGAZY, 2019; MOHAMED; ABD-ELHAKIM; FAROUK, 2016),

sendo, dessa forma, uma metodologia bastante aceita.

No presente estudo ndo foram encontradas alteracdes inflamatdérias e nem
necrose no figado, apenas degeneragdo hidropica, onde foram observadas diferencas
significativas entre os grupos M400 e M800 em relacdo ao grupo controle e entre o
grupo M1600 em relagdo ao M800. A degeneracao hidropica ¢ o resultado de um
desequilibrio eletrolitico e acimulo de 4gua no citoplasma (ABDELHALIM; JARRA et
al., 2011), caracterizando-se como uma lesao celular reversivel, podendo ser causada
por agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos, sendo a lesdo ndo letal mais frequente.
Como se trata de lesdo reversivel, eliminada a causa, as células voltam ao aspecto
normal. A degeneragdo hidrdopica sozinha, quase sempre, ndo leva a consequéncias

funcionais (BRASILEIRO FILHO, 2018).

O tratamento utilizado na dose de 1.600 mg/Kg/dia do extrato das folhas de
Moringa oleifera foi o que provocou um menor grau de degeneragdao hidrépica no
figado. Seria interessante estudos para avaliar a dose de 1.600 mg/Kg/dia no tratamento

da hiperplasia miointimal.
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Um outro estudo que utilizou o extrato aquoso oralmente com algumas das doses
semelhantes as utilizadas nesse estudo, 250 mg/Kg, 500 mg/Kg e 1500 mg/Kg, o extrato
mostrou-se relativamente seguro, ndo provocando destrui¢do da arquitetura renal e nem
destruicao dos hepatdcitos e da arquitetura hepatica. O extrato provocou apenas
congestao sinusoidal leve, no entanto, foi utilizado por um periodo de tempo de 60 dias,

sendo um maior que no nosso estudo (AWODELE et al., 2012).

O uso de dieta hipercolesterolémica por 5 semanas provocou degeneragao
hidrépica e lipidica em figado de coelhos (HAKIMOGLU ET AL., 2007), o que leva a
suspeitar que a degeneragdo hidrdpica encontrada na presente pesquisa possa ser devido
ao uso da gema de ovo e ndo do extrato de Moringa. Além disso, alguns trabalhos

mostram a atividade hepatoprotetora das folhas de Moringa oleifera (STOHS, 2015).

O extrato das folhas de Moringa oleifera em etanol a 70%, usado na dose de 300
mg/Kg (via oral) em ratos Wistar durante 2 semanas, melhorou a disfungdo hepatica
induzida por levofloxacino recuperando a atividade das enzimas hepaticas: AST
(aspartato aminotransferase), ALT (alanina aminotransferase) ¢ GGT (gama glutamil
transferase) para os niveis normais (FARIG; HEGAZI, 2019). O extrato hidroetanélico
(etanol a 80%) das folhas administrado nas doses de 200 mg/Kg e 400 mg/Kg, por via
intraperitonial, reduziu significativamente o dano hepatico induzido por acetaminofeno
diminuindo os niveis de ALT em ratos (FAKURAZI et al., 2008). O extrato etandlico
(etanol a 95%) reduziu o dano hepético induzido por drogas antituberculose (isoniazida,
rifampicina e pirazinamida), diminuindo significativamente as altera¢des histologicas
em ratos tratados por 45 dias nas doses de 150, 200 e 250 mg/Kg (PARI; KUMAR,
2002). Folhas de M. oleifera foram usadas como suplementacao na dieta durante 21 dias
nas concentragdes de 5%, 10% e 15%, diminuindo o dano hepatico induzido por niquel,
restaurando a arquitetura celular e a integridade do figado de ratos Wistar (STEPHEN;
SOKOLAYEMIJI; ADEWUMI, 2017). A suplementagdao do p6 das folhas de Moringa
oleifera na dose de 50 mg/Kg em camundongos albinos da linhagem Swiss reduziu a
hepatotoxicidade induzida por arsénico (SHEIKH et al., 2014). A suplementag¢do de
Moringa oleifera, 500 mg/Kg (oral), em ratos Wistar durante 28 dias apresentou efeito
protetor contra hepatotoxicidade induzida por caddmio ( TOPPO et al., 2015). O uso de

folhas em altas doses na dieta (15g de Moringa por 100g de peso) durante 6 semanas
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diminuiu o grau de esteatose e acamulo de lipideos no figado de cobaias (ALMATRAFI

et al., 2017).

A atividade hepatoprotetora da Moringa deve-se provavelmente a presenga de
quercetina (ANWAR et al., 2007), pertencente a classe dos flavonoides (SULTANA;
ANWAR; 2007). A quercetina possui distribuicdo ubiqua na forma de glicosideo ao
qual ¢ atribuido um grande numero de efeitos terapéuticos (LAKHANPAL; RAI, 2007).

Nao houve alteragdes histologicas estatisticamente significativas nos rins. Foi
demonstrado que o extrato hidroalcooélico (etanol a 80%) das folhas de Moringa oleifera
na dose de 300 mg/Kg por 10 dias diminui o dano renal em coelhos tratados com

gentamicina (OUEDRAOGO et al., 2013).

Nao houve diferenga no peso dos animais entre os grupos, nem no peso do
figado e dos rins comparando o grupo controle com os grupos tratados. Nao foi
observado, também, diferenga na relagdo peso do figado/peso do animal e nem na
relacdo peso do rim/peso do animal. A degeneragdo hidropica observada no figado dos
animais ndo foi suficiente para alterar o peso dos animais e nem a relagdo do peso do
‘rgao pelo peso do animal. Essa observacao pode indicar que o extrato ndo alterou o
metabolismo dos animais tratados o que poderia afetar subsequentemente os hormonios

e o peso (CAJUDAY; POSCIDIO, 2010).

Vale ressaltar, ainda, que no extrato obtido ndo houve a presenga de saponinas.
As saponinas sdo tradicionalmente consideradas como fatores antinutricionais
(THOMPSON, 1993) e, em alguns, casos seu uso ¢ limitado devido ao seu sabor
amargo (RIDOUT et al., 1991). O termo fator antinutricional tem sido usado para
descrever compostos presentes em uma grande variedade de plantas que, quando
consumidas, diminuem o seu valor nutricional, interferindo com a sua digestibilidade,
absor¢do ou utilizagdo de nutrientes, podendo causar efeitos nocivos a satde se

ingeridos em altas concentracdes (LOPES et al., 2009; BENEVIDES et al., 2011).

Diante do exposto, ressalta-se a contribuicdo da pesquisa para a seguranga de
uso de uma preparagdo vegetal com potencial de uso terapéutico. Dessa forma, o extrato
alcodlico das folhas de Moringa oleifera mostra-se promissor no tratamento da

hiperplasia miointimal em humanos, ja que apresenta efeito na diminuigdo da
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hiperplasia miointimal ¢ nao provocou toxicidade hepatica e nem renal a nivel
histolégico como aqui demonstrado, diferente do que acontece com o uso do sirolimus e
paclitaxel, que sdo os agentes mais utilizados com essa finalidade e eficacia
comprovada, no entanto esses agentes sdao hepatotoxicos (KARPOVA et al., 2009;
JACQUES et al., 2010). Além disso, ha relato de nefrotoxicidade com o uso de
paclitaxel (CHOUDHURY et al., 2017) e do aumento do risco de morte 2 anos apds a
aplicagdo de baldo revestido com paclitaxel comparado ao grupo controle, reforcando a

necessidade da descoberta de uma nova droga (KATSANOS et al., 2018).
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3 CONCLUSAO

Houve diferenca estatisticamente significativa com relacdo a degeneragao
hidrépica no figado, sendo maior nos grupos M400 e M800 em relagdo ao controle
negativo e maior no grupo M800 em relagdo ao M1600. Nao houve alteracao

histologica estatisticamente significativa nos rins.
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11
RESUMO
“STENT IMPREGNADO COM EXTRATO DE MORINGA OLEIFERA”

O stent impregnado com extrato de Moringa oleifera é invengéo que se
diferencia por apresentar uma impregnagéo no stent com extrato de folhas de
Moringa oleifera. O stent € um dispositivo utilizado para desobstruir artérias
estenosadas ou ocluidas por placas de ateroma, entretanto, este tratamento
pode ser comprometido pela hiperplasia miointimal que diminui o lumen vascular,
levando a reestenose do vaso e a falha do tratamento. A impregnagdo com
extrato das folhas de Moringa oleifera utiliza uma substancia inovadora na
prevencao/tratamento da hiperplasia miointimal, tem baixo custo, é livre de
elementos  sintéticos, possui efeito cicatrizante, antiinflamatério e
antiaterosclerético, sendo uma  substancia  promissora para a
prevencgao/tratamento da hiperplasia miointimal.

A invencéo diferencia-se por evitar inconvenientes como o alto custo de
produgao das substancias utilizadas para impregnacao, ja que a Moringa € uma
planta facilmente cultivada e sobrevive bem em locais de baixa pluviosidade, e
ainda, por ser um produto natural, provavelmente, € mais bem tolerado pelo

organismo, diminuindo o risco de efeitos colaterais.
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< Uso exclusivo do INPI >

Espaco reservado para o protocolo Espaco reservado para a etiqueta Espaco reservado para o codigo QR

i\

S INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
l I Hﬁgﬁﬁ}}fu” Sistema de Gestao da Qualidade
Diretoria de Patentes

Tipo de Documento: Pagina:
DIRPA . DIRPA
Formulario 1/3
Titulo do Documento: Cadigo: Versao:
FQO001 3
Depésito de Pedido de Patente Procedimento:
DIRPA-PQ006

Ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial:
0 requerente solicita a concess&o de um privilégio na natureza e nas condigdes abaixo indicadas:

1. Depositante (71):
1.1 Nome: Luciola Abilio Diniz Melquiades de Medeiros Rolim
1.2 Qualificagdo: Farmacéutica-Bioquimica

1.3 CNPJ/CPF: 009833794-75

1.4 Endereco Completo: Rua Severino Soares, 70, Condominio Villas do Lago, quadra 8,
lote - Bairro: Maternidade

1.5 CEP: 58701380

1.6 Telefone: 83993086537 1.7 Fax:

1.8 E-mail: luciolajanio@yahoo.com.br

2. Depositante (71):

2.1 Nome: Guilherme Benjamin Branddo Pitta
2.2 Qualificagéo: Médico
2.3 CPF: 34764186420

2.4 Enderego: Rua Desportista
Humberto Guimarées

3 Depositante (71):
3.1 Nome: Jénio Cipriano Rolim
3.2 Qualificagdo: Médico
3.3 CPF: 872512304-10
3.4 Enderego: Rua Severino Soares, 70, Condominio Villas do Lago — Quara 8 — Lote 3 — Bairro: Maternidade — Patos,
PB.
3.5 CEP: 58701310
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3.6 Telefone:83996860808

3.7 E-mail: janio_rolim@hotmail.com

4 Depositante (71):

4.1 Nome: Ana Amancio Santos da Silva
42 Qualificacdo: Fisioterapéuta

43 cpr: 05069555405

44 Endereco:Rua S3o José, 52, Jacintinho, Maceid, AL.

45 CEP: 57040510
46 Telefone: 82987424223

4.7 E-mail: ana.amanciophysio@gmail.com

5 Natureza: Patente de inveng&o

6 Titulo da Invengéo ou Modelo de Utilidade (54):
“STENT IMPREGNADO COM EXTRATO DE MORINGA

OLEIFERA”.
|:| continua em folha anexa
Pedido de Divisdo: do Data de Deposito: 12.02.19
pedido
N°294091618015582660
7 Prioridade: . Interna (66)

Unionista (30)

[

O depositante reivindica a(s) seguinte(s):

Pais ou Organizagao do depdsito Niumero do depésito (se disponivel) Data de depoésito

" continua em folha anexa
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INSTITUTO
' NACIONAL
A DA PROPRIEDADE
INDUSTRIAL

INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE

um INDUSTRIAL

Sistema de Gestao
da Qualidade
Diretoria de
Patentes

TTPO O€ DOCUMENto: Pagma:

Formulario DIRPA 2/3

TTIUTO 00 DoTUmento: Loargo: VEersao:

FQO001 2

Depédsito de Pedido de Patente Procedimento:
DIRPA-PQ006

8 Inventor (72):

Nome: Luciola Abilio Diniz Melquiades de Medeiros Rolim
Qualificacdo; Farmacéutica-Bioquimica
CNPJ/CPF: 009833794-75

Endereco Completo: Rua Severino Soares, 70, Condominio Villas do Lago, quadra 8, lote
- Bairro: Maternidade - Patos - Pb

CEP:58701380
Telefone: 83993086537 8.1 Fax:

E-mail: luciolajanio@yahoo.com.br

Inventor (72):
Nome: Guilherme Benjamim Branddo Pitta
Qualificacdo: Médico
CPF:347641864-20
Enderego Completo: Rua Desportista Humberto Guimaraes
CEP: 57035-7512
Telefone: 6.7 FAX:

E-mail:

Inventor (72):
Nome: Janio Cipriano Rolim
Qualificagdo: Médico
CPF: 872512304-10
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Endereco Completo: Rua Severino Soares, 70, Condominio Villas do Lago, quadra 8, lote -
Bairro: Maternidade - Patos - Pb

CEP: 58701380
Telefone: 8396860808 6.7 FAX:

E-mail: janio_rolim@hotmail.com

Inventor (72):
Nome: Ana Amancio Santos da Silva
Qualificacdo: Fisioterapeuta
CPF: 05069555405

Endereco Completo: Rua Sao José, 52 ,
Jacintinho - Maceidé- AL

CEP: 57040510

Telefone:
8396860808
6.7 FAX:

E-mail: ana.amanciophysio@gmail.com

Declaragao de divulgagao anterior nao prejudicial.
Artigo 12 da LPI - periodo de graga.
Informe no item 11.13 os documentos anexados,
se houver.
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continua em folha anexa

9 Declaragao na forma do item 3.2 da Instru¢ao
Normativa PR n°® 17/2013:

Declaro que os dados fornecidos no presente formulario sao idénticos ao da certiddo de depdsito ou documento

equivalente do pedido cuja prioridade esta sendo reivindicada.

10 Procurador (74):

10.1 Nome:

10.2 CNPJ/CPF: 9.3 API/OAB:
9.4 Enderego Completo:

9.5 CEP:
9.6 Telefone: 9.7 FAX:
9.8 E-mail:

|:| continua em folha anexa

11 Listagem de sequéncias biolégicas.
Informe nos itens 11.9 ao 11.12 os documentos anexados, se houver. [_]
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I, INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
' NACIONAL - ~ -
l‘ H’zisggsztfmps Sistema de Gestdao da Qualidade
Diretoria de Patentes

TTPO a€ DOCUIMENTO: Pagma:
Formulario DIRPA 313
Toargor Versao:
FQ001 2
Depésito de Pedido de Patente Procedimento:
DIRPA-PQ006

12 Documentos Anexados:

(Assinale e indique também o nimero de folhas):
(Devera ser indicado o nimero total de somente uma das vias de cada documento).

Documentos Anexados folhas
11.1 | Guia de Recolhimento da Unido (GRU). 1

11.2 | Procurago.

11.3 | Documentos de Prioridade.

114 | Documento de contrato de trabalho.

11.5 | Relatério descritivo. 2
11.6 | Reivindicagoes. 1
11.7 | Desenho(s) (se houver). Sugestdo de figura a ser publicada com o resumo: n°,___ por

melhor representar a invengéo (sujeito a avaliagéo do INPI).
Rl |11.8 | Resumo. 1
11.9 | Listagem de sequéncias em arquivo eletronico:__ n® de CDs ou DVDs (original e copia).

11.10 | Cddigo de controle alfanumérico no formato de cédigo de barras referente as listagem de
sequéncias.

11.11 | Listagem de sequéncias em formato impresso.

11.12 | Declarago relativa a Listagem de sequéncias.
11.13 | Outros (especificar) Formulario FQ001 6

13 Total de folhas anexadas: 11 fls.

14 Declaro, sob as penas da Lei que todas as informagoes acima prestadas sao completas e verdadeiras.

B DM olann

Local e Data Assinatura e Carimbo

MACEIO AL, 12/02/2018
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111
REINVINDICAGOES

1. O stent impregnado com extrato de Moringa oleifera € uma invencgao,
caracterizado por impregnar stents, utilizados para a prevengcdo e
tratamento de doengas cardiovasculares (angioplastia), com extrato de

folhas de Moringa oleifera.

2. O stent impregnado com extrato de Moringa oleifera € uma invencao,
caracterizado por evitar inconvenientes como o alto custo de producao
das substancias utilizadas para impregnagéao, ja que a Moringa € uma
planta facilmente cultivada e sobrevive bem em locais de baixa
pluviosidade, e ainda, por ser um produto natural, provavelmente, € mais

bem tolerado pelo organismo, diminuindo o risco de efeitos colaterais
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12/02/2019 - BANCO DO BRASIL - 19:37:49
333203332 0014

COMPROVANTE DE PAGAMENTO DE TITULOS

CLIENTE: ANA AMANCIO SANTOS SILVA
AGENCIA: 3332-4 CONTA: 24.779-0 VAR:51

BANCO DO BRASIL
00190000090294091619601230430173178270000007000
BENEFICIARIO:

INSTITUTO N P I - INPI

NOME FANTASIA:

INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE I

CNPJ: 42.521.088/0001-37

PAGADOR:

ANA AMANCIO SANTOS DA SILVA

CPF: 050.695.554-05

NR. DOCUMENTO 21.201
NOSSO NUMERO 29409161901230430
CONVENIO 02940916
DATA DE VENCIMENTO 13/03/2019
DATA DO PAGAMENTO 12/02/2019
VALOR DO DOCUMENTO 70,00
VALOR COBRADO 70,00
Total debitado na variagao: 51 70,00
NR.AUTENTICACAO 8.E99.275.080.3B0.EAC

Central de Atendimento BB
4004 0001 Capitais e regioes metropolitanas
0800 729 0001 Demais localidades

Consultas, informacoes e servicos transacionais.

SAC
0800 729 0722
Informacoes, reclamacoes e cancelamento de

produtos e servicos.

Ouvidoria

0800 729 5678

Reclamacoes nao solucionadas nos canais
habituais: agencia, SAC e demais canais de

atendimento.

Atendimento a Deficientes Auditivos ou de Fala
0800 729 0088
Informacoes, reclamacoes, cancelamento de
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< Uso exclusivo do INPI >

Espaco reservado para o protocolo Espaco reservado para a etiqueta Espaco reservado para o codigo QR

— INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
' I H’,",Zgé‘gg}}fm.ps Sistema de Gestao da Qualidade
Diretoria de Patentes

Tipo de Documento: Pagina:
DIRPA . DIRPA
Formulario 1/3
Titulo do Documento: Cadigo: Versao:
FQO001 3
Depésito de Pedido de Patente Procedimento:
DIRPA-PQ006

Ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial:
0 requerente solicita a concess&o de um privilégio na natureza e nas condigdes abaixo indicadas:

1. Depositante (71):
1.1 Nome: Luciola Abilio Diniz Melquiades de Medeiros Rolim
1.2 Qualificagdo: Farmacéutica-Bioquimica

1.3 CNPJ/CPF: 009833794-75

1.4 Endereco Completo: Rua Severino Soares, 70, Condominio Villas do Lago, quadra 8,
lote - Bairro: Maternidade

1.5 CEP: 58701380

1.6 Telefone: 83993086537 1.7 Fax:

1.8 E-mail: luciolajanio@yahoo.com.br

2. Depositante (71):

2.1 Nome: Guilherme Benjamin Branddo Pitta
2.2 Qualificagéo: Médico
2.3 CPF: 34764186420

2.4 Enderego: Rua Desportista
Humberto Guimarées

3 Depositante (71):
3.1 Nome: Jénio Cipriano Rolim
3.2 Qualificagdo: Médico
3.3 CPF: 872512304-10
3.4 Enderego: Rua Severino Soares, 70, Condominio Villas do Lago — Quara 8 — Lote 3 — Bairro: Maternidade — Patos,
PB.
3.5 CEP: 58701310
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3.6 Telefone:83996860808

3.7 E-mail: janio_rolim@hotmail.com

4 Depositante (71):

4.1 Nome: Ana Amancio Santos da Silva
42 Qualificacdo: Fisioterapéuta

43 cpr: 05069555405

44 Endereco:Rua S3o José, 52, Jacintinho, Maceid, AL.

45 CEP: 57040510
46 Telefone: 82987424223

4.7 E-mail: ana.amanciophysio@gmail.com

5 Natureza: Patente de inveng&o

6 Titulo da Invengéo ou Modelo de Utilidade (54):
“STENT IMPREGNADO COM EXTRATO DE MORINGA

OLEIFERA”.
|:| continua em folha anexa
Pedido de Divisdo: do Data de Deposito: 12.02.19
pedido
N°294091618015582660
7 Prioridade: . Interna (66)

Unionista (30)

[

O depositante reivindica a(s) seguinte(s):

Pais ou Organizagao do depdsito Niumero do depésito (se disponivel) Data de depoésito

" continua em folha anexa
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INSTITUTO
' NACIONAL
A DA PROPRIEDADE
INDUSTRIAL

INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE
INDUSTRIAL
Sistema de Gestao
da Qualidade
Diretoria de
Patentes

TTPO O€ DOCUMENto: Pagma:

Formulario DIRPA 2/3

TTIUTO 00 DoTUmento: Loargo: VEersao:

FQO001 2

Depédsito de Pedido de Patente Procedimento:
DIRPA-PQ006

8 Inventor (72):

Nome: Luciola Abilio Diniz Melquiades de Medeiros Rolim
Qualificacdo; Farmacéutica-Bioquimica
CNPJ/CPF: 009833794-75

Endereco Completo: Rua Severino Soares, 70, Condominio Villas do Lago, quadra 8, lote
- Bairro: Maternidade - Patos - Pb

CEP:58701380
Telefone: 83993086537 8.1 Fax:

E-mail: luciolajanio@yahoo.com.br

Inventor (72):
Nome: Guilherme Benjamim Branddo Pitta
Qualificacdo: Médico
CPF:347641864-20
Enderego Completo: Rua Desportista Humberto Guimaraes
CEP: 57035-7512
Telefone: 6.7 FAX:

E-mail:

Inventor (72):
Nome: Janio Cipriano Rolim
Qualificagdo: Médico
CPF: 872512304-10
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Endereco Completo: Rua Severino Soares, 70, Condominio Villas do Lago, quadra 8, lote -
Bairro: Maternidade - Patos - Pb

CEP: 58701380
Telefone: 8396860808 6.7 FAX:

E-mail: janio_rolim@hotmail.com

Inventor (72):
Nome: Ana Amancio Santos da Silva
Qualificacdo: Fisioterapeuta
CPF: 05069555405

Endereco Completo: Rua Sao José, 52 ,
Jacintinho - Maceidé- AL

CEP: 57040510

Telefone:
8396860808
6.7 FAX:

E-mail: ana.amanciophysio@gmail.com

Declaragao de divulgagao anterior nao prejudicial.
Artigo 12 da LPI - periodo de graga.
Informe no item 11.13 os documentos anexados,
se houver.
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continua em folha anexa

9 Declaragao na forma do item 3.2 da Instru¢ao
Normativa PR n°® 17/2013:

Declaro que os dados fornecidos no presente formulario sao idénticos ao da certiddo de depdsito ou documento

equivalente do pedido cuja prioridade esta sendo reivindicada.

10 Procurador (74):

10.1 Nome:

10.2 CNPJ/CPF: 9.3 API/OAB:
9.4 Enderego Completo:

9.5 CEP:
9.6 Telefone: 9.7 FAX:
9.8 E-mail:

|:| continua em folha anexa

11 Listagem de sequéncias biolégicas.
Informe nos itens 11.9 ao 11.12 os documentos anexados, se houver. [_]
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I, INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
' NACIONAL - ~ -
l‘ H’zisggsztfmps Sistema de Gestdao da Qualidade
Diretoria de Patentes

TTPO a€ DOCUIMENTO: Pagma:
Formulario DIRPA 313
Toargor Versao:
FQ001 2
Depésito de Pedido de Patente Procedimento:
DIRPA-PQ006

12 Documentos Anexados:

(Assinale e indique também o nimero de folhas):
(Devera ser indicado o nimero total de somente uma das vias de cada documento).

Documentos Anexados folhas
11.1 | Guia de Recolhimento da Unido (GRU). 1

11.2 | Procurago.

11.3 | Documentos de Prioridade.

114 | Documento de contrato de trabalho.

11.5 | Relatério descritivo. 2
11.6 | Reivindicagoes. 1
11.7 | Desenho(s) (se houver). Sugestdo de figura a ser publicada com o resumo: n°,___ por

melhor representar a invengéo (sujeito a avaliagéo do INPI).
Rl |11.8 | Resumo. 1
11.9 | Listagem de sequéncias em arquivo eletronico:__ n® de CDs ou DVDs (original e copia).

11.10 | Cddigo de controle alfanumérico no formato de cédigo de barras referente as listagem de
sequéncias.

11.11 | Listagem de sequéncias em formato impresso.

11.12 | Declarago relativa a Listagem de sequéncias.
11.13 | Outros (especificar) Formulario FQ001 6

13 Total de folhas anexadas: 11 fls.

14 Declaro, sob as penas da Lei que todas as informagoes acima prestadas sao completas e verdadeiras.

B DM olann

Local e Data Assinatura e Carimbo

MACEIO AL, 12/02/2018
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11
DESENHO

A fig. 1 mostra-o em perspectiva montado;

A fig. 2 mostra-o em perspectiva de detalhamento;
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