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saber popular.
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areas das ciéncias biologicas e saude além de biotecnologia. Promoveu-se
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Analise da atividade lectinica de dez cultivares de feijao caupi

Brandon Ferraz e Sousa’, Katia Bonfim Leite de Moura Sérvulo?, Girlene Soares de
Figueirédo®
! Departamento de Biologia, Centro de Ciéncias da Natureza, Universidade Federal do Piaui, Teresina-Pl,

sbrandonferraz@gmail.com

% professora Doutora. Departamento de Bioguimica e Farmacologia, Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do
Piaui, Teresina-PI, Brasil. katiaufpi@gmail.com

% Professora Doutora. Departamento de Parasitologia e Microbiologia, Centro de Ciéncias da Satde, Universidade Federal do
Piaui, Teresina-Pl, Brasil. girlenefs@gmail.com

Introducéo

O feijao-caupi, Vigna ungiculata (L.) Walp, € uma leguminosa de grande
importancia econdémica para regiao semiarida do Brasil, Estados Unidos da América
e Africa. Especialmente nas regifes Norte e Nordeste do Brasil, seu consumo é
intenso e estratégico na seguranca alimentar, devido ao alto teor protéico da
leguminosa (ROCHA et al., 2009). Esse alto teor protéico € caracteristico de
sementes da familia Fabaceae, Lupinus Iluteus, por exemplo possui
aproximadamente 50% de proteinas em suas sementes. No entanto, essa familia
botanica também contém compostos ndo-nutritivos (NNCs) que afetam a qualidade
nutricional do legume.

Alguns desses NNCs sdo metabdlitos secundarios acumulados durante a
producdo da semente e que podem servir como mecanismos de defesa contra
fatores bidticos e abidticos. Dentre esses NNCs estdo compostos de origem nao-
protéica como: &acidos fiticos, oligossacarideos da familia rafinose, taninos,
alcal6ides, vicinas, convicinas e saponinas; e compostos protéicos como: inibidores
de tripsina e hemaglutininas (GULEWICZ et al., 2014).

Lectinas, também chamadas de hemaglutininas sdo proteinas altamente
conservadas, encontradas em plantas, vertebrados, invertebrados e
microorgansismos (E-LACERDA et al., 2015). Essas proteinas sdo capazes de se
ligar reversivelmente a carboidratos (INGALE; HIVRALE, 2013), aglutinando células,
ou precipitando polissacarideos e glicoconjugados. Ja foram caracterizadas lectinas
com atividade inseticida, anti-inflamatoria, antimicrobiana, antitumoral e anti-
hemolitica (XU et al., 2015) mas o mecanismo de acéo dessas proteinas ndao € muito
bem conhecido, sendo elas mais reconhecidas pelos seus efeitos fisioldgicos
negativos. O seguinte estudo objetiva a extracdo, purificacdo e caracterizacdo da
atividade biologica de sementes de feijao-caupi.

Metodologia

O experimento foi conduzido no Laboratério de Pesquisa do Departamento
de Bioquimica e Farmacologia da Universidade Federal do Piaui, em Teresina.
Foram utilizados dez -cultivares de feijao-caupi Vigna ungiculata (L.) Walp,
desenvolvidas pelo programa de melhoramento genético da Embrapa Meio-Norte,

07
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em Teresina, Piaui: BRS Paraguacu, BRS Cauamé, BRS Itaim, BRS Guariba, BRS
Marataod, BRS Gurguéia, BRS Xiquexique, BRS Tumucumaque, BRS Pajel, BRS
Potengi.

Preparacéo das farinhas:

As sementes foram maceradas em almofariz e pistilo até obter p6 uniforme e
homogéneo. A delipidacéo foi realizada com a adicdo de hexano a farinha.
Preparacdo dos extratos-brutos totais:

Todas as farinhas foram extraidas em solugbes de NaCl 0,15 M (T1),
TrisHCI 0,1 M + NaCl 0,15 M pH 7,6 (T2), Glicina 0,1 M + NaCl 0,15 M pH 2,6 (T3) e
Glicina 0,1 M + NaCl 0,15 M ph 9,0 (T4) na proporgédo 1:10 massa:volume, com 4
horas de contato, seguida de centrifugacdo a 10.000 x G a 4°C por 20 minutos. O
sobrenadante é filtrado em papel filtro qualitativo, e armazenado a -18°C.
Fracionamento com sulfato de amoénio:

Para concentracdo das proteinas, todas as farinhas foram extraidas com as
solucdes de extracdo T2 na proporcdo 1:10 massa:volume, com 2 horas de contato,
e centrifugacdo a 10.000 x G a 4°C por 20 minutos. O sobrenadante é filtrado em
papel filtro qualitativo e precipitado com (NH4), SO, a fracdo 0-60 de acordo com
SCOPES, 1995. A solucdo saturada é novamente centrifugada a 10.000 x G a 4°C
por 20 minutos, o sobrenadante equivale a fracdo 60-90 e o residuo é redissolvido
no menor volume possivel do tampdo de extracdo, e em seguida dialisado
exaustivamente em agua destilada, com troca a cada 30 minutos.

Dosagem de proteinas:

As proteinas soluveis de cada extrato-bruto e fracbes 0-60 sdo dosadas
seguindo o método de BRADFORD, 1976 para quantificacdo de proteinas, tomando
como base uma curva-padrao de BSA (albumina sérica bovina).

Atividade Hemaglutinante:

O teste foi realizado segundo a metodologia de CORREIA; COELHO, 1995.
Utilizando-s tubos de ensaio, cada contendo 200 pL de sangue, 100 uL de tampéao
T2, para evitar hemdlise, e 100 pL dos extratos diluidos em série. Foram utilizadas
heméacias de coelho e carneiro normais com a aprovacdo do comité de ética
protocolo 124/15. A avaliacao € realizada apos 30 minutos, através da observacao
da ocorréncia da reacdo de hemaglutinacdo (HA) como mostra a Figura 1. A
presenca de HA é considerada como resultado positivo e auséncia de HA como
resultado negativo.

Atividade antimicrobiana:

Foi realizado um teste de difusdo em discos em placas de Petri, seguindo a
Farmacopeia Brasileira, 2011. Os discos foram preparados em papel filtro de alta
retencdo, foram esterelizados e armazenados. As placas de Petri foram vertidas com
aproximadamente 20 mL de agar Mueller-Hinton e os in6culos padronizados até a
escala 0,5 de McFarland. Foram semeados Escherichia coli (ATCC25922),
Staphylococcus aureus (ATCC25923) e Candida albicans (NEWP31), os discos
foram embebidos nos extratos e colocados nas placas, que em seguida foram
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incubadas a 37 + 1°C por 24 horas. Os controles positivos foram os antibidticos
ampicilina, pipericilina/tazobactam e nistatina e os controles negativos foram o0s
tampdes de extracdo Tl e T2.

Resultados e Discusséo

O teste de atividade hemaglutinante dos extratos-brutos totais resultou em
apenas o extrato T3 de BRS Pajel com resultado positivo. Apds o fracionamento
com sulfato de aménio, as fragbes 0-60 de BRS Marataod, BRS Pajel e BRS
Gurguéia demonstraram resultados positivos. A atividade hemaglutianante é a
principal caracteristica da presenca de uma proteina lectina em um extrato vegetal,
pois sua capacidade de formar ligacdes reversiveis e especificas com carboidratos
facilitam a aglutinacdo das hemacias (GULEWICZ et al., 2014).

Figura 1 — avaliacdo da atividade hemaglutinante

Pamn - ~ N positivo
0 ‘ \ @ o ! .?hemaglutinagéo
A" J - ) presente

Fonte: UFRGS

negativo g
hemaglutinacdo
ausente %

A dosagem de proteinas dos extratos-brutos mostrou que as solucdes T2
(TrisHCI 0,12 M, pH 7,6 com NaCl 0,15 M) e T4 (Glicina 0,1 M, pH 9,0 com NaCl 0,15
M) sdo as mais eficientes por solubilizar a maior quantidade de proteinas. O
fracionamento tem como objetivo precipitar uma fracdo protéica, concentrando parte
das protéinas de um dado extrato, nesse trabalho a solucdo T2 foi utilizada na
preparacao das fracdes por conter pH neutro e por isso néo afetar o resultados dos
testes de atividade biolégica. A precipitacdo da fracdo 0-60 nesse trabalho se
mostrou eficaz para os cultivares BRS Gurguéia, BRS Marataoa e BRS PajeU, pois a
concentracdo de proteinas dos extratos fracionados €, em média, maior do que a
dos seus respectivos extratos-brutos totais, além de apresentar atividade
hemagllutinante com hemacias de coelho e de carneiro, como observado na Tabela
1.

O teste de atividade antimicrobiana mostrou que o extrato-total bruto de BRS
Gurguéia e a fracdo 0-60 de BRS Marataod possuem atividade inibitéria contra as
cepas de E. coli e C. albicans testadas, apresentando em média disco inibitorio de
10,5 mm em ambos 0s microorganismos, no entanto nenhum outro cultivar
apresentou atividade inibitoria contra os microorganismos testados, e nem mesmo
os dois cultivares citados acima apresentaram atividade contra S. aureus. A acéo
antimicrobiana esté intimamente ligada a interacao lectina-glicano. Bactérias Gram-
positivas, como S. aureus sd0 mais vulneraveis a compostos sintéticos e antibiéticos
naturais devido a constituicdo e organizacdo da parede celular. A auséncia de
atividade inibitéria em S. aureus nesse experimento foi inesperada, mas hipotetiza-
se que a ligacdo lectina-glicano ndo teve carater disruptivo, ou seja, a ligagdo da
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lectina ndo favoreceu a destruicdo do envélucro celular; ou que a concentracdo da
lectina presente nos extratos ndo era suficiente para causar atividade inibitéria
visivel (GAIDAMASHVILI; VAN STADEN, 2002).

Tabela 1 — Concentracdo de proteinas dos extratos-brutos totais e fracdes 0-60 de feijao caupi

Extratos-brutos Totais

Fracdo 0-60
Cultivar T1 T2 T3 T4
ci ci ci ci ci
BRS Cauamé 60,32 80,70 41,30 103,15 -
BRS Guariba 51,43 95,28 8,08 99,09 -
BRS Gurguéia 40,32 60,93 2521 77,84 86,15

BRS Itaim 64,61 73,63 654 73,63 -
BRS Marataoa 47,53 135,68 10,85 135,08 121,60
BRS Pajel 50,43 74,60 6,98 81,43 68,97
BRS Paraguagu 67,33 123,48 11,15 115,15 -
BRS Potengi 75,60 88,95 28,60 151,20 -
BRS Tumucumaque 86,28 64,43 49,35 90,68 -
BRS Xiquexique 61,03 104,85 10,38 125,20 -

- concentracdo dos extratos em mg de proteina/ g de farinha.
T2 — Glicina 0,1 M, pH 2,6 com NaCl 0,15 M

T3 —Glicina 0,1 M, pH 9,0 com NaCl 0,15 M

T1 - NaCl 0,15 M;

T2 —TrisHCI 0,1 M, pH 7,6 com NaCl 0,15 M
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Fonte: autores.

Como o mecanismo de acao dessas proteinas permanece incognito, 0 meio
direto de interagcdo das lectinas com o envllucro externo de bactérias Gram-
negativas, como E. coli, ndo é conhecido, mas hipotetiza-se que a capacidade
dessas proteinas de precipitar gliconjugados e polissacarideos rompa a parede
celular dessas bactérias, fungos e leveduras de envélucro externo similar, como C.
albicans, agindo como o principal mecanismo de acdo antimicrobiana (HASAN;
OZEKI; KABIR, 2014).

Concluséao

No presente estudo foi obtido sucesso com os cultivares BRS Maratao3,
BRS Pajed e BRS Gurguéia, que mostraram atividade hemaglutinante positiva
contra hemacias normais de carneiro e coelho; e atividade antimicrobiana contra E.
coli e C. albicans. As proximas etapas da pesquisa tem o objetivo de isolar a lectina
e em seguida caracteriza-la.

Palavras-chave: Antimicrobianos. Hemaglutininas. Vigna.
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Introducéo

A geracao e o aprimoramento de novos farmacos estdo intimamente ligados a
plantas medicinais. Estima-se que pelo menos 25% de todos os medicamentos
modernos sao derivados direta ou indiretamente de plantas medicinais, neste
contexto, varios fatores estimulam a busca de novos medicamentos originados de
produtos naturais para o combate de doencas com tratamentos ainda limitados
como as doencas inflamatérias e o cancer, além de buscar vias terapéuticas mais
acessiveis economicamente (MARQUES et al., 2017).

Por conta do potencial terapéutico, as plantas sdo utilizadas tradicionalmente
pela medicina popular e vem despertando o interesse de pesquisadores e industrias
farmacéuticas que tem objetivos de desenvolverem novas terapias medicamentosas
provenientes de plantas medicinais (MUGGE et al., 2016).

A Bergenina (BG) é uma molécula derivada do acido gélico, proveniente das
raizes de Peltophorum dubium (Spreng) Taub. Popularmente conhecido como
canafistula, angico amarelo ou faveiro. E uma planta nativa da zona de mata
atlantica do nordeste. As raizes, cascas do caule e folhas sdo usadas na medicina
popular com anticoncepcional e anti-inflamatério. A bergenina € o constituinte
majoritario do extrato etandlico das raizes de P. dubium (OLIVEIRA et al., 2015).
Diante disso, o objetivo do trabalho foi avaliar a possivel capacidade antioxidante in
vitro da BG contra radicais nao biolégicos além de verificar os possiveis efeitos anti-
inflamatorios da molécula em macréfagos peritoneais de camundongos ativados por
lipopolissacarideos (LPS).

Material e métodos

A atividade antioxidante in vitro foi determinada utilizando ensaios de
eliminacdo de radicais DPPH e ABTS em concentracfes de BG de 0,1 a 3 mM. Foi
determinada a concentracédo efetiva (CEso) da BG necessaria para inibir 50% dos
radicais DPPH e ABTS. Para comparacdo, o mesmo procedimento experimental foi
utilizado com um controle negativo (salina) e um controle positivo (Trolox, nas
mesmas concentragdes). No estudo da resposta inflamatéria, os macroéfagos
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peritoneais murinos foram isolados e tratados em presenca ou auséncia de
lipopolissacarideos (LPS) (5 pyg mL™Y) durante 18 h. A viabilidade celular foi
determinada utilizando o ensaio de sulfonamida B. A sobrevivéncia celular foi
medida como a porcentagem de absorbancia comparada com o obtido em células
do grupo controle (ndo tratadas) e a producao de nitrito (NO) foi medida utilizando a
reacdo de Griess. Os mediadores pro-inflamatoérios foram medidos por Western Blot.
Nos tratamentos com BG, foram utilizadas as concentracbes de 6,25 e 12,5 yM.
Todos os experimentos envolvendo animais foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da UFPI com o nimero de protocolo 220/16.

Resultados e Discussao

O resultado correspondente a capacidade antioxidante da bergenina contra o
radical DPPH" nas concentracdes de 0,1-3,0 mM foram de 25,83 + 0,21, 45,56 +
1,32, 51,55 + 1,22, 71,14 + 0,75 e 79,24 + 0,35%, respectivamente, na qual reduziu
(p<0,05) o radical DPPH’ em relacdo ao Sistema (Fig. 1A). Nas mesmas condi¢cdes
e concentracdes experimentais, o Trolox reduziu (p<0,05) a concentracéo do radical
DPPH' apresentando capacidade antioxidante de 19,11 + 0,18, 37,17 + 0,40, 46,94 +
1,72, 59,46 + 0,67 e 74,36 + 0,51%, respectivamente. De acordo com os resultados
da capacidade antioxidante na inibicdo do radical DPPH’, o valor da (CEsp ) foi de
0,59 £ 0,09 mM para a bergenina e de 0,76 + 0,11 mM para o Trolox. De forma
semelhante, os resultados da capacidade antioxidante da bergenina contra o radical
ABTS™ nas concentra¢des de 0,1- 3,0 mM foram de 27,54 + 0,19; 53,04 + 0,80;
71,59 £ 0,72; 84,48 £ 0,76 e 91,08 £ 0,08%, respectivamente, na qual reduziu
(p<0,05) o radical ABTS™ quando comparado ao Sistema (Fig. 1B). O Trolox reduziu
(p<0,05) a concentracdo do radical ABTS™ em 21,49 + 0,12, 33,06 + 0,05, 64,27 +
0,54, 82,80 + 0,68 e 89,87 + 0,17%, respectivamente, o valor da (CEso) foi de 0,36 +
0,05 mM para a bergenina e de 0,57 £ 0,04 mM para o Trolox.
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Figura 1. Capacidade antioxidante da bergenina em diferentes concentra¢gfes (0,1-3,0 mM) pela
inibicdo do radical DPPH’ (A) e ABTS++ (B). Os valores representam a média + E.P.M. dos valores de
inibicdo in vitro, n = 3, dos experimentos em duplicata. p<0,05 versus controle (PBS, pH 7.4); °
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p<0,05 em relagédo ao sistema (100% de radical DPPH" (A) ou ABTS++ (B). bp<0,05 em relagédo ao
Trolox (0,1-3,0 mM) (ANOVA e Student-Neuman-Keuls como post hoc teste).

Ja nos ensaios in vitro com macréfagos peritoneais para avaliar a mediacdo da
resposta inflamatéria induzida por LPS, a bergenina nas concentracbes de 6,25 e
12,5 uM néo afetou a viabilidade celular, sendo considerado aceitavel o valor acima
de 80% de células viaveis (Fig. 2).

-e- DMSO
= GB

Viabilidade celular %

T T

200 100 50 250 125 6,25 3,15 1,5
Tratamentos (pM)

Figura 2: Porcentagem da viabilidade celular das células tratadas com bergenina em comparacao as
células tratadas com DMSO (veiculo). (ANOVA e Student Neuman-Keuls).

Nas mesmas concentracdes, a BG reduziu os niveis da producao de nitrito (Fig. 3A)
e a expressao da proteina pré-inflamatoéria iINOS (Fig. 3B).
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Figura 3: Reducdo da porcentagem de producdo de nitrito nos macréfagos peritoneais estimulados
por LPS e tratados com bergenina (6,25 e 12,5 M) (A). Expressdo da proteina pré-inflamatoria
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iINOS. A proteina B-actina serviu como controle de normalizagdo de carga. Os dados mostrados sao
as médias + E.P. M. (n = 3). *p <0,05 VS. grupo DMSO-LPS. (ANOVA e Student Neuman-Keuls).

Os mediadores da inflamacdo podem ser expressos pela ativacdo de
diferentes vias como a Jak-STAT e NFkB, na avaliacdo dessa via, a BG foi capaz de

reduzir a fosforilagdo da proteina STAT3 (Fig. 4), diminuindo assim resposta
inflamatéria em macréfagos estimulados por LPS.
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Figura 4. Expresséo da fosforilacdo da proteina STAT3. A proteina B-actina serviu como controle de
normalizacdo de carga. Os dados mostrados sdo as médias = E.P. M. (n = 3). *p <0,05 VS. grupo
DMSO-LPS. (ANOVA e Student Neuman-Keuls).

Conclusao

Este estudo estabelece que a bergenina isolada de P. dubium possui atividades
antioxidantes e anti-inflamatérias in vitro em macréfagos murinos estimulados por
LPS. Nos tratamentos com bergenina foram observados a reducdo dos radicais
oxidantes e também a reducdo do mediadores pro-inflamatérios NO, iINOS além de
diminuir a expressdo da via de sinalizacdo da inflamacdo Jak-STAT. Assim, a
bergenina pode ser um alvo promissor para o desenvolvimento de novas terapias
anti-inflamatérias com produtos naturais.

Palavras-chave: Bergenina. Antioxidante. Anti-inflamatorio.
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Introducéo

Psidium guineense Swartz (Myrtaceae) € um arbusto conhecido popularmente
como “Aracd” e estd amplamente distribuido pelo Brasil. Suas cascas e raizes sao
utilizadas tradicionalmente para o tratamento de disturbios gastrointestinais como
célicas, diarreia e gastrite (GONZALEZ et al., 2005). O objetivo deste estudo foi
investigar o efeito antiulcerogénico do extrato aquoso das folhas de P. guineense
(EAPg) em camundongos.

Metodologia

O extrato foi preparado a partir do pé das folhas por extracdo aquosa a 60°C por 72
horas e posteriormente liofilizado. Nos experimentos foram utilizados camundongos
Swiss (Mus musculus), adultos, de ambos os sexos (n=6 / grupo experimental, 22 a
35 g). Os protocolos experimentais foram desenvolvidos de acordo com o Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal e foram aprovados pelo Comité de Etica em
Uso de Animais da Universidade Federal do Maranhdo, (CEUA) sob o nuamero
16/2015. Para a determinacéo da toxicidade aguda o EAPg foi administrado por via
oral (v.0.) em dose Unica de 5 g/kg (ANVISA, 2013), e foram observados por 14 dias.
A atividade antiulcerogénica do EAPg (125, 250 e 500 mg/kg, v.0.) foi avaliada
utilizando modelos de Ulcera gastrica induzida por etanol 75% (10 mL/kg, v.0.) ou
indometacina (30 mg/kg, s.c.), carbenoxolona (CBX, 100 mg/kg, grupo padrdo) e
agua (grupo controle, 10 mL/kg). Os animais foram eutanasiados em uma camara de
CO, gasoso apos a inducéo das lesdes. Os estdbmagos foram removidos, abertos ao
longo da grande curvatura e fotografados para determinacdo da area da lesao
gastrica. A area de lesdo gastrica foi medida por planimetria (mm?2) em relacdo a
area total do corpo gastrico usando o Software ImageJ® e expressa como
porcentagem de &rea ulcerada. Foram também determinados a atividade
antissecretoria basal, pelo método da ligadura do piloro, e a quantidade de muco
gastrico do EAPg (250 mg/kg, v.0.) reduzido pelo etanol. Os resultados foram
expressos como média * erro padrdo das médias (e.p.m.). A analise dos dados foi
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realizada utilizando-se a andlise de variancia (One-way ANOVA), seguido do teste
de Newman-Keuls, empregando-se o software GraphPad Prism 5.0®. As diferengas
foram consideradas significativas quando p < 0,05.

Resultados e Discusséao

Nenhum sinal de toxicidade ou morte foi registrado apds a administracédo
aguda de 5,0 g/kg do EAPg. A administracdo do EAPg 125, 250 ou 500 mg/kg
reduziu as lesbes gastricas induzida por etanol em 45 (5,71 + 0,99 mm?), 88 (1,14 *
0,46 mm?) e 93% (0,72+ 0,38 mm?), respectivamente (Controle: 10,33 + 1,26 mm?).
Além disso, nas mesmas doses, 0 EAPg reduziu em 53 (13,55 + 1,89 mm?), 79 (5,50
+ 1,86 mm?) e 94% (1,42 + 0,82 mm?) a llcera gastrica induzida pela indometacina
(Controle: 25,60 + 3,06 mm?). O EAPg (250 mg/kg) aumentou o pH em 54,8% (4,77
+ 0,28. Controle: 3,08 £ 0,19 unidades) e reduziu a acidez total em 68,4% (0,18 +
0,54. Controle: 0,57 = 0,82 mequiv[H+]/mL/4h), mas n&o alterou o volume da
secrec¢ao gastrica. A administracao prévia do EAPg (250 mg/kg) aumentou 0s niveis
de muco em 89,5 % (Controle: 8,28 + 0,77 ug de Alcian blue/g de tecido).

Figura 1. Psidium guineense Swartz (A), destaque para seus frutos (B) e flores (C). (Fonte: Google
imagens).
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Figura 2. Efeito do extrato aquoso de Psidium guineense (EAPg) sobre o muco aderido a mucosa
gastrica de camundongos, reduzido pelo tratamento com etanol. Os grupos foram tratados com agua
(10 mL/kg), carbenoxolona (100 mg/kg) e EAPg (250 mg/kg). Os resultados sdo apresentados como
média + erro padrdo das médias (n=6). ANOVA, seguida pelo teste de Newman-Keuls.
Estatisticamente diferente do grupo controle (*p < 0,05; **p<0,01).

Concluséo

Os resultados obtidos mostram que o0 EAPg apresenta atividade
antiulcerogénica que pode estar relacionada a acdo antissecretoria e ao aumento do
muco gastrico. Além disso, o EAPg nao apresenta toxicidade aguda em dose 10
vezes maior que a dose efetiva como gastroprotetora, observada neste estudo.

Palavras-chave: Ulcera gastrica. Toxicidade. Psidium guineense.
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Introducéo

A Platonia insignis MART.(Clusiaceae), conhecida popularmente como Bacuri, €
uma planta nativa da regido amazobnica, encontrada principalmente no estado do
Para. Ocorre espontaneamente em todos os estados da Regido Norte do Brasil, no
Mato Grosso, Maranhéo e Piaui. Diversos estudos comprovam que o bacuri € rico
em compostos quimicos e apresenta bom potencial farmacologico, além de
apresentar extenso uso na medicina popular como agente anti-inflamatério e
analgeésico.

A constriccao experimental do nervo ciatico de ratos € um método para inducao
de neuropatia cronica e simula os efeitos de uma leséao parcial do nervo, que € o tipo
de lesdo neural mais comum na pratica clinica, resultando em maior sensibilidade a
dor (SWAMYDAS, et al., 2004).

E de grande relevancia a pesquisa de novos farmacos para o tratamento da dor
neuropatica e, diante do potencial farmacoldégico apresentado pela P. insignis, o
presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do extrato etandlico e fracao
acetato de etila, obtidos das cascas dos frutos de Platonia insignis MART. em
modelo experimental de dor neuropatica por compressao do nervo ciatico.

Metodologia

Material vegetal: os frutos do Bacuri (Platonia insignis Mart) foram colhidos no
municipio de Coelho Neto, Estado do Maranhdo, sendo as exsicatas da espécie
depositadas e avaliadas no Herbario Graziela Barroso da UFPI. As cascas dos frutos
foram moidas, liofilizadas e submetidas a extracédo sucessiva (4 vezes) com etanol
absoluto a frio. Apés liofilizacdo, o extrato etandlico (E.EtOH) foi submetido a
particdo com solventes organicos para obtencédo das fracdes e prosseguimento de

estudo fitoquimico.
Animais: Foram utilizados 7 grupos de 6 a 10 ratos Wistar machos (Rattus norvegicus, 240-

290 g) que foram mantidos a temperatura de 22 + 1°C e ciclo claro escuro de 12 h com agua
e racdo ad libitum.

Rev. Interd. Cién. Saude — ISSN 2358-6966

22



mailto:luanxavier1010@hotmail.com

I SIMPOSIO NORDESTINO DE RECURSOS NATURAIS
E POTENCIALIDADES TERAPEUTICAS - Il RENAPTE

Tema : Biomas Nordestinos e suas Potenclalidades Terapéuticas

Os protocolos empregados foram aprovados pela Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Piaui (parecer 008/12).

Procedimento experimental: o protocolo cirdrgico para constriccdo parcial do nervo ciatico foi
realizado sob anestesia (cloridrato de cetamina 25mg/Kg, i.p. e cloridrato de xilazina
10mg/Kg, i.p.), sendo 5 grupos de ratos operados, 1 grupo Sham (falso-operados) e o
Controle (normal). No procedimento, um fio de seda foi amarrado ao nervo, de forma a
comprimir 1/3 do seu diametro original. Terminado o procedimento, a pele foi suturada e o
animal tratado com solucdo topica de clorexidina (a 2%). No 4° 6° e 8° dias apds o
procedimento cirtrgico realizou-se o teste de von Frey (CHAPAN et al., 1994) No oitavo dia,
os ratos operados foram separados em 5 grupos para tratamento Unico: E.EtOH 200 mg/kg
e 400 mg/kg. p.o receberam extrato etanodlico das cascas do fruto, o grupo F.AcOEt 200
mg/kg, p.o, recebeu a fracdo acetato de etila, o grupo controle positivo recebeu Morfina 5
mg/kg i.p. Aos grupos Veiculo (operado), Sham e Controle foram administrados apenas
solugdo de NaCl 0,9%. ApGs tratamento, os ratos foram submetidos a estimulos mecanicos
com filamentos de von Frey (0,016 g a 15 g), na regido plantar da pata operada (pata
direita), nos tempos de 0, 60, 120 e 180 minutos. Ao término dos protocolos, os ratos foram
novamente anestesiados com cetamina/xilasina e eutanasiados com tiopental sédico (100
mg/Kg, i.p). Os dados foram expressos como média + E.P.M (ANOVA one way/Tukey,
significancia p<0,05).

Resultados e Discusséao

De acordo com a Figura 1, ap0s o processo cirargico para inducdo de
constriccdo parcial do nervo ciatico, os animais apresentaram reducdo do limiar de
dor por estimulo mecanico ou alodinia tatil.

Figura 1. Inducdo de neuropatia periférica avaliada pelo limiar nociceptivo mecénico de ratos
submetidos a compresséao parcial do nervo ciético nos tempos zero, 4° e 8° dia apds o procedimento
cirlrgico. Os dados representam média + EPM, n=8-10, *p<0,05 vs Controle, “p<0,05 vs Operado,
ANOVA-One way/Tukey.

- Controle
10+ == Sham
=% Operado

Limiar nociceptivo mecanico (g)

0 1 2 3 45 6 7 8
Tempo (dias)
Fonte: dados do Laboratério 13 do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais-CCS-UFPI.
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No oitavo dia, pode-se observar que o0s animais operados demonstraram
marcante reducéo do LNM quando comparados com os grupos Controle e Sham.
Conforme dados da literatura, a constriccdo do nervo ciatico, mesmo sendo
experimentalmente induzida de forma parcial, promove um processo inflamatério, no
qual ha liberacdo de diversas citocinas e outros mediadores que estdo relacionados
a processos como a sensibilizacdo de nociceptores, reducdo do limiar das fibras, ou
ainda acao direta sobre a hiperalgesia acarretando a instalacdo do quadro de
alodinia tatil observada. (KRAYCHETE, 2008).

Figura 2. Limiar nociceptivo mecanico (g) de ratos Sham e operados apds tratamento com extrato
etandlico (EEtOH 200 ou 400 mg/kg, p.o), fracdo acetato de etila (F.AcOEt 200 mg/kg, p.o) de
Platonia insignis ou morfina 5 mg/kg i.p, no 8° dia da inducdo de neuropatia por constriccdo do nervo
ciatico (CCI). Os dados representam média + EPM, n=6-8, *p<0,05 vs Sham, *p<0,05 vs Veiculo,
ANOVA-One way/Tukey.

- Shfim E.EtOH 200
154 - Velcglo -~ E.EtOH 400 i
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[
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0 60 120 180
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Fonte: dados do Laboratério 13 do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais-CCS-UFPI.

Conforme a Figura 2, pode-se observar que no oitavo dia, os ratos operados
apresentaram limiar de nocicepcdo ao estimulo mecanico (LNM), abaixo do grupo
Sham. Os tratamentos com extratos e fracdes obtidas das cascas dos frutos de P.
insignis resultou na reducédo da alodinia mecéanica de forma significativa apos 180
minutos de administracdo destes em todos os grupos. No tempo de 120 minutos,
somente os grupos E.EtOH 400 e F.AcOEt 200 apresentaram aumento significativo
de LNM. Os animais neuropéaticos tratados com morfina apresentaram reducdo do
LNM significativa no tempo de 120 minutos. Os efeitos podem estar correlacionados
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com os principios ativos ja identificados nesta espécie, incluindo compostos
antioxidantes.

Baseando-se no limiar nociceptivo mecanico observado nos tempos de 90 e
120 minutos de ratos neuropaticos tratados e na literatura, podemos inferir que
provavelmente o aumento do limiar nociceptivo determinado previamente e de forma
aguda com E.EtOH 400 mg/kg e F. AcOEt 50 mg/kg podem esta relacionados com
reducdo do estresse oxidativo. Por outro lado, a atividade analgésica detectada
justifica os varios usos do Bacuri na medicina popular, tais como, agente anti-
inflamatorio e analgésico, tratamento de queimaduras e acne (SANTOS et al., 2009),
reducdo de diarréias (AGRA et al., 2010). O latex amarelo da arvore, € empregado
para tratar eczemas, virus (herpes) e outros problemas de pele (SHANLEY;
MEDINA, 2005)

Concluséo

Os dados obtidos sugerem que o extrato etandlico e a fracdo acetato de etila
obtidos das cascas dos frutos de P. insignis Mart apresentaram atividade
antinociceptiva no modelo de neuropatia induzida pela constriccdo do nervo ciatico.

Palavras-chave: Nervo ciatico. Neuropatia.
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Introducéo

Na procura por novas abordagens terapéuticas para o tratamento da
neuropatia diabética, uma alternativa racional € buscar novos principios ativos entre
0s componentes quimicos da biodiversidade. A quercetina, que € um flavonoide
natural muito encontrado em plantas e frutos, tem apresentado atividade
antioxidante (MAHESH, MENON, 2004), neuroprotetora (HALEAGRAHARA, 2011),
e anti-inflamatoria (KLEEMANN, et al., 2011), mas o possivel potencial terapéutico
ainda nao foi completamente esclarecido em estudos pré-clinicos e toxicologicos.

Metodologia

Material Quimico: foi utilizado Quercetina, 3,3,4,5,7-pentahidroxiflavona,
(C15H1007.2H20), solubilizada no veiculo (dimetilsulfoxido (DMSO) 1% em &gua
destilada.

Animais: 6 grupos de 8 ratos Wistar machos (180-240g) que foram mantidos a
temperatura de 22 £ 1°C e ciclo claro escuro de 12 h com agua e racéo ad libitum.
Os protocolos empregados foram aprovados pela Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Piaui (parecer 008/12).

Procedimento experimental: Apds jejum de 12h, 5 grupos de 4-8 ratos foram
submetidos a inducdo de diabetes mellitus (DM) com sintomatologia tipo I, por
injecdo de estreptozotocina (STZ, 40mg/Kg de peso, iv.) diluida em tampé&o citrato
0,01M, pH 4,5. A glicemia foi avaliada 48h apos a injecdo de STZ nos animais em
estado de jejum de 12h. Foram considerados diabéticos os animais com glicemia de
jejum igual ou superior a 250 mg/dL. Os animais diabéticos foram tratados com
guercetina 5, 10 ou 15 mg/kg, i.p. por 4 semanas. O controle positivo foi o grupo
diabético tratado com insulina 2,5 U/rato, 2x ao dia. A alodinia tétil foi avaliada
semanalmente durante 4 semanas pelos filamentos de von Frey na superficie
plantar da pata traseira dos animais (CHAPLAN et al., 1994). Ao final do periodo
experimental, os ratos foram anestesiados com cloridrato de xilazina (2,0 mg/kg de
peso corporal) e cloridrato de cetamina (15 mg/Kg de peso corporal) para retirada de
sangue na veia cava para dosagem de glicemia, hemoglobina glicada e frutosamina.
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Ainda anestesiados, os animais foram eutanasiados com tiopental soédico (100
mg/Kg, i.p). Os dados representam a média + EPM, Teste t de Student e ANOVA-
One-way/Tukey, significancia: p< 0,05.

Resultados e Discusséo

De acordo com as Tabelas 1 e 2, os ratos com diabetes induzido por STZ 40 mg/Kg
apresentaram um quadro tipico de Diabetes mellitus (DM) tipo | que se caracterizou
por um quadro hiperglicémico e sem ganho significativo de peso corpéreo (APFEL,
2006).

Tabela 1- Massa corporal (g) de ratos controles e diabéticos (STZ) antes e apds o tratamento com
guercetina 5, 10 ou 15 mg/kg ou insulina diaria 5 U/rato, durante 4 semanas ap6s a indugcédo do DM.
Os dados expressam média e erro padrdo, n= 4-8, °p<0,05 vs Controle, bp<0,05 vs STZ-Veiculo, (ANOVA-One
Way/Tukey) e *p <0,05 vs tempo inicial (Teste t de Student pareado).

MASSA MASSA
GRUPO INICIAL (g) FINAL ()
Controle 264,0+4,3 313,0+9,3
STZ-Veiculo 2534+ 75 253,1 + 13,6°
STZ-Quercetina 5 259,8 +9,9 303,8+3,9
STZ-Quercetina 10 2525+ 13,5 286,0+ 21,2
STZ-Quercetina 15 249,3+ 15,1 269,3+5,7
STZ-Insulina 2490 + 6,2 282,3 + 10,1*

Fonte: dados do Laboratério 13 do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais-CCS-UFPI.

Tabela 2- Glicemia de ratos controles e diabéticos (STZ) antes e apés o tratamento com quercetina 5,
10 ou 15 mg/kg ou insulina diaria 5 U/rato, durante 4 semanas apo6s a indu¢do do DM. Os dados
expressam média e erro padrdo, n= 4-8, °p<0,05 vs Controle, I°p<0,05 vs STZ-Veiculo, (ANOVA-One Way/Tukey)
e *p <0,05 vs tempo inicial (Teste t de Student pareado).

GRUPO INICIAL FINAL
Controle 82,3+ 14,3 80,5+ 10,3
STZ-Veiculo 354,7 + 67,6 421,8 + 33,82
STZ-Quercetina 5 363,4 + 114,6 249,0 + 88,3
STZ-Quercetina 10 395,7 £ 88,9 222,3+75,9
STZ-Quercetina 15 319,6 + 57,8 74,6 + 26,1*°
STZ-Insulina 497,0 + 39,1 313,8 + 66,7*

Fonte: dados do Laboratério 13 do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais-CCS-UFPI.

O tratamento por 4 semanas com a quercetina, doses de 5, 10 e 15 mg/kg,
melhorou o ganho de peso de ratos diabéticos, sendo que no grupo STZ-Quercetina
15 mg/kg houve reducdo da glicemia quando comparada com o tempo inicial do
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mesmo grupo, como também com o grupo Veiculo (Tabela 2). A porcentagem de
hemoglobina glicada também foi menor neste grupo (Tabela 3).

A Tabela 4 mostra os resultados do limiar nociceptivo mecéanico comparativo
entre os distintos grupos experimentais. Observa-se que o grupo STZ-Veiculo
apresentou uma reducdo estatisticamente significativa do limiar de dor quando
comparado ao grupo Controle (ndo-diabético). Quanto aos animais tratados com
guercetina, o grupo que recebeu 5 mg/kg apresentou uma elevacgao significativa do
limiar de dor quando comparado ao grupo STZ-Veiculo. O tratamento crbénico de
ratos diabéticos com quercetina nas doses de 5, 10 e 15 mg/kg revelou diferencas
na atividade da quercetina de acordo com a dose. Entretanto, os dados obtidos na
Tabela 4, séo sugestivos de melhores efeitos na dose menor, ou seja, 5 mg/kg. O
grupo tratado com insulina apresentou-se com limiar a dor elevado em relagcdo ao
grupo STZ-Veiculo.

Tabela 3- Hemoglobina glicada e frutosamina sérica de ratos controles e diabéticos (STZ) antes e
apo6s o tratamento com quercetina 5, 10 ou 15 mg/kg ou insulina diaria 5 U/rato, durante 4 semanas
apos a inducdo do DM. Os dados expressam média e erro padrdo, n=4-8, ®p<0,05 vs Controle,
bp<0,05 vs STZ-Veiculo, (ANOVA-One Way/Tukey).

Hemoglobina Glicada Frutosamina
GRUPO (% da HB total) (umol/L)

Controle 2,25+0,14 142,4 +11,5
STZ-Veiculo 4,34 +0,48° 315,0 + 43°
STZ-Quercetina 5 5,35+ 1,01% 235,1 + 1155
STZ-Quercetina 10 4,19 +0,57° 216,4 +53,5
STZ-Quercetina 15 2,68+0,14° .
STZ-Insulina 2,97 £ 0,16 101,7 + 4,0°

Fonte: dados do Laboratério 13 do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais-CCS-UFPI.

Tabela 4- Limiar nociceptivo mecanico (LNM, g)) de ratos controles e diabéticos (STZ) antes e
apos o tratamento com quercetina 5, 10 ou 15 mg/kg ou insulina diaria 5 U/rato, durante 4
semanas apos a inducdo do DM. Os dados expressam média e erro padrdo, n=4-8, “p<0,05 vs
controle, bp<0,05 vs STZ-Veiculo, (ANOVA-One Way/Tukey)

TEMPO 12 oa 3a

(SEMANAS)  ° 4
Controle 8,7 8,4 10,6 8,7 9,7
+0,7 1,2 +1,3 +0,4 +1,0
STZ-Veiculo 10,6 + 0,5+ 13+ 1,7+ 0,6 +
1,2 0,1% 0,4% 0,9% 0,1%
STZ-Quercetina 8,0+ 26+ 4,0 + 50+ 45 +
1,2 1,22 1,42 1,0 1,3
STZ-Quercetina1l0 9,8+ 5,5 55+ 6,0 + 7,0+
1,9 +1,0° 1,0 1,2 1,7
STZ-Quercetinal5 8,0+ 2,6 £ 4,0 £ 50= 4,5 +
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1,2 1,22 1,42 1,0 1,3
STZ-Insulina 9,7 + 6,0 + 6,6 + 7,3+ 7,3+
2.7 1,0° 1,1° 1,6° 1,4°

Fonte: dados do Laboratério 13 do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais-CCS-UFPI.

Os resultados para o grupo tratado com insulina eram previstos, uma vez que
a administracdo de insulina exdgena impediu que se instalasse a neuropatia
decorrente do quadro de diabetes descompensado. Nos grupos tratados com
guercetina, os dados séo indicativos de efeitos protetores da quercetina contra o
desenvolvimento da neuropatia diabética dolorosa em ratos, que podem estar
correlacionados com atividade antioxidante e/ou inibicdo da formacéo de produtos
finais de glicacao avancada.

Concluséo

Os dados obtidos sugerem que a quercetina apresentou atividades
antinociceptivas e/ou protetora contra a alodinia tatil em ratos submetidos a modelo
de dor neuropatia induzida pelo diabetes mellitus experimental.
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Introducéo

O diabetes mellitus (DM) inclui um grupo de disturbios metabdlicos
caracterizados por hiperglicemia resultante de defeitos na secrecao de insulina e/ou
em sua acado metabdlica. A incidéncia de DM elevou-se nos ultimos anos com
estimativas alarmantes para as proximas décadas. As complica¢cdes crénicas do DM
sdo as principais responsaveis pela morbidade e mortalidade dos pacientes
diabéticos (MILECH, et al., 2016).

Novas estratégias estdo sendo adotadas para a investigacdo de plantas
medicinais no tratamento de DM e das complicacbes desta, levando-se em
consideracdo que a hiperglicemia promove alteracbes no endotélio vascular e os
efeitos crénicos do DM (AHMED, 2005 ).

As Plantas do género Bauhinia sdo conhecidas como pata de vaca ou unha
de boi. Sdo de uso popular no tratamento de infec¢des, processos dolorosos e de
diabetes, tendo sido estudadas quanto a sua possivel acdo hipoglicemiante,
antifangica, antibacteriana, analgésica e antiinflamatoria.

A Bauhinia pulchella BENTH, sinonimia de B. goyazensis, € popularmente
denominada de mirord, mororé-de-boi, mororo-da-chapada, embira-de-bode e pata-
de-vaca. Em levantamento botanico, foi encontrada no cerrado piauiense
(CARDOSO; QUEIROZ, 2009) e em outros estados do Nordeste, no Norte e Centro-
Oeste do Brasil (VAZ; TOZZI, 2003). O perfil fitoquimico de extratos das folhas de B.
pulchella revelou a presenca de fendis totais e flavonoides, bem como acdes
antioxidante e inibidora da acetilcolinesterase in vitro (CARVALHO; SANTOS;
CHAVES, 2014).

Considerando os potenciais quimico e farmacoldgico de outras plantas do
género Bauhinia, o conteudo de fendis totais e de flavondides dos extratos das
folnas de B. pulchella, o presente trabalho visou avaliar o potencial do extrato
etandlico de B. pulchella (EEBp) no controle da glicemia, na atividade oxidante e na
protecdo contra a neuropatia em camundongos diabéticos.

Metodologia
Material vegetal: as folhas de Bauhinia pulchella BENTH. provenientes de Jatoba
do Piaui-PI foram secas e moidas para prepraracdo de extratos hexanico (EHBp),
etandlico (EEBp) e aquoso (EABp).
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Animais e toxicidade aguda: camundongos Swiss (6 machos e 36 fémeas; 24- 35
g) e provenientes do Biotério do NPPM-CCS-UFPI, foram mantidos a temperatura de
24 + 1°C e ciclo claro escuro de 12 h, com agua e racdo ad libitum. A DL50 foi
estudada por meio de doses graduais de EEBp e EABp (1 e 2 g/Kg, p.0.) a 6
camundongos (machos ou fémeas), e 6 animais controles (MILLER; TAINTER,
1944). Foram avaliados parametros comportamentais dos animais. Os protocolos
empregados foram aprovados pela Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal do Piaui (parecer 082/14).

Atividade antioxidante e neuroprotetora: apos jejum de 12 h, cinco grupos de 6
camundongos (fémeas), foram submetidos a inducéo de diabetes mellitus (DM) com
estreptotozotocina (STZ, 200 mg/Kg de peso, i.p). Apds 48 h da inducéo, animais
com glicemia 2250 mg/dL foram tratados com extrato etandlico de B. pulchella
(EEBp 200 mg/kg e 400 mg/kg, p.o) por 7 dias. Grupos controles receberam veiculo
(Tween 80- NaCl 0,9%) ou glibenclamida (0,65 mg/Kg, p.o). A alodinia tatil foi
avaliada no nono dia apés a inducéo de diabetes através dos filamentos de von Frey
na superficie plantar da pata traseira dos animais (CHAPLAN et al., 1994). Ao final
do periodo experimental, os animais jejuados foram anestesiados com cloridrato de
xilazina (2,0 mg/kg) e cloridrato de cetamina (15 mg/Kg) para retirada de sangue
venoso e do tecido hepatico. Ainda anestesiados, os animais foram eutanasiados
com tiopental sodico (100 mg/Kg, i.p). A glicemia foi avaliada pelo método da glicose
oxidase. As avaliacbes da catalase e GSH foram feitas em tecido hepéatico, segundo
(FRANZONI, et AL., 2004; CHING; BEUTLER, 1975), respectivamente. Os dados
representam a média £ EPM, n=5 - 6, ANOVA/Bonferroni, *p< 0,05 vs D-Veiculo.

Resultados e Discusséao

Na tentativa de determinacdo da DL50, um teste padrdo de toxicidade foi
realizado. O extrato etandlico de B. pulchella nas doses de 1 e 2g/Kg ndo promoveu
mortes de camundongos e nem alterou parametros de comportamento dos animais.

De acordo com a Tabela 1, os camundongos com diabetes induzido por STZ
apresentaram um quadro tipico de diabetes mellitus (DM) tipo I. A destruicdo das
células beta do pancreas pela mimetizou o estado diabético dependente de insulina,
gue se caracterizou por um quadro hiperglicémico e sem ganho significativo de
massa corporea.

Considerando o controle glicémico, pode-se observar que o grupo tratado
com o hipoglicemiante oral apresentou menor glicemia do que o grupo D-Veiculo e
do que aqueles tratados com B.pulchella. Porém nao atingiu valores normais. O
extrato etandlico ndo reduziu a hiperglicemia, embora haja relatos de acéo
hipoglicemiante de outras espécies do género Bauhinia.

O diabetes induzido por STZ em roedores promove um quadro de neuropatia
com menor limiar de dor por estimulo mecanico (CHEN; PAN, 1998). A Tabela 1
mostra que todos os grupos diabéticos apresentam uma reducédo drastica do limiar
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de dor quando comparados ao grupo Controle (ndo-diabético). Os tratamentos com
B. pulchella ndo elevaram o limiar de dor quando comparado ao grupo D-Veiculo.
Desta forma, o extrato ndo melhorou a alodinia tatil caracteristica de animais
diabéticos neuropéticos.

Tabela 1- Massa corpoérea, glicemia e Limiar nociceptivo mecanico (LNM) de camundongos controles
e diabéticos tratados com EEBp 200 ou 400 mg/kg ou glibenclamida 0,65 mg/Kg, por 7 dias. Os
dados representam a média + EPM, n= 5-6, ANOVA/Bonferroni, *p< 0,05 vs D-Veiculo.

GRUPO MASSA MASSA GLICEMIA LNM
INICIAL (g) FINAL (g) (mg/dL) (9)
Controle 29,0+ 1,0 31,2+ 0,4 170 + 14,* 6,40 + 0,40*
D-Veiculo 293+1,1 27.3+1,1 639 + 144 0,63 +0,08
D- EEBp 200 275+1,1 255+ 1,3 726 + 150 0,53 +0,10
D- EEBp 400 240+1,9 25,4 +1,4 685 + 151 0,79+ 0,26
D-Glibenclamida 29,8+ 1,7 255+1,1 461 + 74 0,43 + 0,07

Fonte: dados do Laboratério 13 do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais-CCS-UFPI.

Apesar de apresentar menor glicemia do que os demais grupos diabéticos, o
grupo tratado com glibenclamida apresentou-se com limiar de dor elevado em
relacdo ao grupo Controle. Pois, o controle da glicemia ndo foi suficiente para
impedir a instalacdo do quadro de sintomatologia neuropatica.

Tabela 2- Catalase hepatica (U/L/mg de tecido) e GSH (ABS/100 mg de tecido) de camundongos
controles e diabéticos tratados com EEBp 200 ou 400 mg/kg ou glibenclamida 0,65 mg/Kg, por 7 dias.
Os dados representam a média + EPM, n= 5-6, ANOVA/Bonferroni, *p< 0,05 vs D-Veiculo.

GRUPO CATALASE GSH
Controle 3814 +102* 0,095 #* 0,020*
D-Veiculo 3347 £ 216 0,048 + 0,004
D- EEBp 200 4310 + 774* 0,183 +0,034*
D- EEBp 400 3249 + 668 0,074 + 0,05*
D-Glibenclamida 3352 + 467 0,086 + 0,012*

Fonte: dados do Laboratério 13 do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais-CCS-UFPI.

A neuropatia periférica diabética (NPD) € uma das mais comuns
complicacdes do DM. O estudo dos antioxidantes pra NPD em animais e humanos
suporta a hipotese de que a hiperglicemia aumenta as espécies reativas de oxigénio
gue sobrecarregam 0S mecanismos antioxidantes das células e levam ao
desenvolvimento de estresse oxidativo/nitroativo e condicfes pro-inflamatérios nos
tecidos. Na tabela 2, pode-se observar que a inducéo de diabetes reduziu o GSH e a
atividade da catalase hepaticos. O tratamento com EEBp 200 mg/kg ou 400 mg/kg
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ou com glibenclamida elevou os niveis de GSH. Na dose de 200 mg/kg, houve
elevacao da atividade da catalase, sugerindo efeitos antioxidantes de B.pulchella.

Concluséo

Os dados obtidos sdo sugestivos de acbes antioxidantes de B. pulchella.
Neste estudo, ndo foram detectadas atividades hipoglicemiantes, analgésicas e
protetoras contra a neuropatia dolorosa do diabetes.
Palavras-chave: Bauhinia. Neuropatia diabética. Antioxidante.
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Introducéo

As complicacbes cronicas do DM sdo as principais responsaveis pela
morbidade e mortalidade dos pacientes diabéticos e estdo correlacionadas com
estresse oxidativo e aumento da producédo de sorbitol, proteinas glicadas e produtos
finais de glicacao avancada (AHMED, 2005).

A glicose se liga ao grupamento amino de proteinas por um processo nao-
enzimatico denominado de glicagdo (CUSSIMANO, et al, 2003). O processo é
espontaneo e ocorre em maior quantidade em resposta ao contato direto das
hemaceas ou da hemoglobina com altas concentragbes de D-glicose. A
hiperglicemia induz glicacdo de proteinas e maior conversao de glicose em sorbitol
catalisada pela aldose redutase. Neste contexto, a pesquisa de inibidores da
glicacdo de proteinas correlacionada com as complicacdes cronicas do diabetes, tais
como, a neuropatia dolorosa, retinopatia e angiopatia, dentre outras, tem contribuido
para melhor compreensdo destas alteracbes e levam a busca de terapéutica
preventiva dos efeitos cronicos do diabetes (AHMED, 2005; ASGARY et al., 2009).

A literatura aponta que substancias enddgenas e produtos naturais, como
flavondides, atuam como inibidores de glicacdo protéica. As plantas do género
Bauhinia sdo conhecidas como pata de vaca ou unha de boi e apresentam
indicacdes de uso popular como hipoglicemiante, dentre varias outras.

A Bauhinia pulchella BENTH, sinonimia de B. goyazensis, € popularmente
denominada de mirord, mororé-de-boi, morordo-da-chapada, embira-de-bode e pata-
de-vaca. Em levantamento botanico, foi encontrada no cerrado piauiense
(CARDOSO; QUEIROZ, 2009). O perfil fitoquimico do extrato aquoso revelou a
presenca dos flavondides quercetina-3-O-a-L-ramnosideo, canferol-3-O-a-L-
ramnosideo e miricetina-3-O-a-L-ramnosideo (CARVALHO; SANTOS; CHAVES,
2014).

Considerando os contetudos de fenois totais e de flavondides dos extratos
das folhas de B. pulchella, o presente trabalho teve como objetivo estudar os efeitos
do extrato etandlico de B. pulchella (EEBp) em modelo de glicacdo in vitro da
hemoglobina comparando-os com a quercetina (comercial) e também com o
carnaubadiol, triterpeno extraido da cera da carnauba (Copernica prunifera) que em
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experimentos preliminares apresentou efeito antiglicante da hemoglobina (SALES, et
al.,2009).

Metodologia

Material vegetal: as folhas de Bauhinia pulchella BENTH. (Fabaceae-
Caesalpinioideae) foram coletadas no municipio de Jatob& do Piaui-Pl. Depois foram
secas, moidas e submetidas a extracdo por maceragdo com hexano, etanol e 4gua,
sucessivamente. Cada extracdo ocorreu por 72h a temperatura ambiente. ApoOs
destilacdo do solvente, sob pressao reduzida, seguida de liofilizacdo foram obtidos
os extratos hexanico (EHBp), etandlico (EEBp) e aquoso (EABp) (CARVALHO;
SANTOS; CHAVES, 2014). O Carnaubadiol foi isolado da cera da Carnauba
(Copernica prunifera, Arecaceae) (SILVA; CHAVES; ALMEIDA, 2012).

Animais: seis ratas Wistar ndo diabéticas 200-250 g em jejum de 12 h, provenientes
do Biotério do NPPM/UFPI, foram mantidas a temperatura de 24 + 1°C e ciclo claro
escuro de 12 h, com agua e racao ad libitum. Sob anestesia com cloridrato de
xilazina (2,0 mg/Kg, i.p) e cloridrato de cetamina (15 mg/Kg, i.p), foi coletado sangue
na veia cava e colocado em tubos contendo EDTA. Apds a coleta, a eutanasia foi
induzida com tiopental sédico (100 mg/kg, i.p). Os protocolos empregados foram
aprovados pela Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade
Federal do Piaui (Parecer 008/12).

Glicacao in vitro da hemoglobina (Hb): as amostras foram centrifugadas a 3000
rpm por 5 minutos para remoc¢ao do sobrenadante. As hemaceas foram filtradas num
tecido de cotton, e lavadas com NaCl 0,15M na proporcao de 1:10 por 03 vezes,
centrifugando-as a 3000 rpm por 5 minutos cada lavagem. A suspensédo de células
foi transferida para um tubo plastico graduado e acrescentado tampéao fosfato 0,01 M,
pH=7,4 contendo gentamicina 20 mg/dL e CCL4 na seguinte proporcdo: Suspensao
de células: 1volume; Tampdao: 2 volumes, CCl4: 0,5 volume. O tubo foi centrifugado
a 3000 rpm, 5 minutos ; O sobrenadante foi recolhido, contendo a Hb total. A
dosagem da hemoglobina total (HbT) foi feita pelo método LABTEST. Para
incubacéo, triplicatas da solucdo de hemoglobina (5 g/dL), foram distribuidas em
tubos contendo tampéao fosfato, pH=7,4, contendo glicose 50 mM, 25 ou 50 ug/mL
de Quercetina, extrato etandlico (EEBp) de B. pulchella ou Carnaubadiol. Os tubos
foram incubados por 48h, protegidos da luz e a temperatura ambiente (LINO et al.,
2007). As amostras foram submetidas a cromatografia de troca ibnica para a
determinacdo da hemoglobina glicada pelo método DOLES que utiliza uma solucao
padrdo de Hb glicada 6,2%. Os dados representam a média e desvio padrdo que
foram avaliados por teste t de Student ndo-pareado, p<0,05.

Resultados e Discusséo

Os dados da Figura 1 mostram acao inibitéria sobre a glicacdo protéica
guando a hemoglobina foi incubada com Glicose 50 mM na auséncia e na presenca
de 25 ou 50 pg/mL de Quercetina (controle positivo). Nos tubos incubados com o
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EEBp) ou com Carnaubadiol, ambos na concentracdo de 50ug/mL, foram
observados percentuais mais baixos de glicagdo quando comparados aos controles
incubados somente com Glicose 50 mM (controle negativo). Enquanto que o EEBp e
Carnabaudiol na concentracdo de 25 ug/mL  néo apresentaram diferenca
significativa em relacéo aos tubos contendo apenas Glicose.

Figura 1. Glicacdo in vitro da hemoglobina de ratas nédo diabéticas, na presenca de D-glicose 50 mM,
25 ou 50 pg/mL de extrato etandlico de B. pulchella (EEBp) ou Carnaubadiol (C. prunifera) ou
Quercetina. Os dados representam a média e o desvio padrdo, n=3-6 incubacdes, *p<0,001,
**p<0,0001, vs Tubo controle, teste t de Student ndo-pareado.
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Fonte: dados do Laboratério 13 do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais-CCS-UFPI.

A Quercetina e o Carnaubadiol na concentracdo de 50 ug/mL, apresentaram
percentuais de inibicdo da glicacdo protéica de 47,5% e 34,3%, respectivamente. Os
dados referentes a Quercetina estdo de acordo com a literatura que mostra que este
flavondide apresenta atividade antioxidante e inibidora da glicacdo da hemoglobina
in vitro (ASGARY, et al., 1999).

Em animais e pacientes diabéticos, as proteinas glicadas passam por
rearranjo de Amadori, sendo fragmentadas para geracdo dos produtos finais de
glicacdo avancada (AGEs), tais como, pentosidina, carboximetil-lisina-CML,
carboximetilvalina-CMV e muitos outros. Desta forma, os AGEs juntamente com 0s
produtos de oxidacdo da glicose (sorbitol, metilglioxal e glioxal), sdo lesivos as
células e ao endotélio vascular, contribuindo juntamente com outros fatores para os
efeitos cronicos do diabetes (retinopatia, angiopatia, nefropatia e neuropatia
periférica dolorosa (AHMED, 2005).
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O EEBp de B. pulchella inibiu em 18,7% a glicacdo in vitro da hemoglobina,
sendo esses dados importantes pela promissora atividade protetora contra efeitos
cronicos do DM ja observados preliminarmente

A busca de inibidores de glicacdo protéica de origem natural é relevante, pois
h& raros prototipos terapéuticos para o controle da formacdo de produtos finais de
glicagéo avancada (AGEs), sendo o controle da glicemia, a melhor forma de evitar o
desenvolvimento das complicacdes cronicas do diabetes.

Concluséo

Os dados sugerem que o flavondide Quercetina, o triterpeno Carnabaudiol
obtido de C. prunifera e o EEBp de B. pulchella. apresentam atividade inibidora da
glicagéo in vitro da hemoglobina.

Palavras-chave: Hemoglobina, Bauhinia. Glicosilagao.
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Introducéo

A dor representa um sistema de alerta para o organismo e seu mecanismo
fisiopatoldgico envolve componentes bioldgicos dentre os quais, estdo a ativacéo da
enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) e do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA).

A COX- 2 e o receptor NMDA modulam as vias nociceptivas periféricas e
centrais. Estruturalmente a COX-2 é formada por Argl20, Tyr355, e Glu524 na
superficie da enzima (MAGALHAES et al., 2012). O receptor NMDA é um
heterotetramero composto por duas subunidades GIuN1 e GIuN2 e sua ativacao
requer a ligacao da glicina e do glutamato respectivamente (TAJIMA et al., 2016).

No Brasil a espécie vegetal B. verticillata é conhecida como vassourinha
(JUNIOR, LEMOS, CONSERVA, 2012) e apresenta atividade analgésica e anti-
inflamatéria (ABUDULLAHI-GERO et al., 2014a). Novas abordagens tecnoldgicas
como docagem e dinamica molecular tém sido utilizadas para avaliar as
propriedades farmacolégicas de derivados de plantas medicinais

Levando-se em consideracdo os fatores que colaboram para os mecanismos
da dor, além do uso de plantas medicinais como alternativa terapéutica, este
trabalho objetivou avaliar a atividade antinociceptiva da fracdo acetato de etila de B.
verticillata a partir das interacfes moleculares de compostos presentes na FAc com
a enzima COX-2 e o receptor NMDA.

Metodologia

Foram utilizadas partes aéreas de B. verticillata, coletadas na cidade de Séo
José de Ribamar-MA e catalogadas no Herbéario do Maranhdo (MAR) sob o N° 5151.
As partes aéreas de B. verticillata foram colocadas em estufa, trituradas em moinho
obtendo-se um péd. Este foi macerado com etanol 95% e particionado com acetato
de etila. Os compostos foram identificados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de ultravioleta-visivel (CLAE-UV-Vis).

Para docagem molecular utilizou-se o pacote AutoDock 4.2 (MORRIS et al.,
2009). Os centros das malhas de afinidade foram definidos nos residuos: Arg120
para COX-2; Tyr513 para NMDA GluNla; Arg487 para NMDA GIuN2B. As
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simulagbes por dindmica molecular dos complexos selecionados na docagem
molecular foram realizadas com o software GROMACS 4.6.7. O composto com
melhor resultado foi testado in vivo.

Foram utilizados ratos Rattus norvegicus e camundongos Mus musculus
adultos e os protocolos experimentais foram aprovados pela Comiss&o de Etica no
Uso de Animais da UFMA parecer n°17, protocolo n° 23115.013545/2015-89.

O grupo controle (CTL) foi tratado com NaCl 0.9% (0,1ml/Kg v.0), o INDO foi
tratado com indometacina (10 mg/Kg v.0), o MEM foi tratado com memantina (10
mg/Kg v.0) e o grupo AU foi tratado com acido ursolico 10mg/kg (v.0).

Apés 60 minutos de tratamento o edema de pata foi induzido pela
administracao subplantar de 50 pL de carragenina 1% na pata direta do animal. O
volume da pata do animal foi mensurado pelo pletismémetro digital com 1, 2, 3,4 e 5
horas apos a inducao (Winter et al.,, 1962). No teste do edema de pata apds 60
minutos de tratamento foi aplicado na cauda o estimulo térmico e registrado o tempo
de laténcia de retirada da cauda (D’AMOUR; SMITH, 1941).

Resultados e discussdes

Foram identificados na FAc os &acidos galico, ursolico, caféico e
elagico.Dentre os compostos identificados na FAc, o acido ursélico foi o composto
gue apresentou melhores parametros de afinidade com a COX-2 (-9.86) e
subunidades GluNla (-7.02) e GIuN2B (-5.69) do receptor NMDA segundo a
docagem molecular.

Energias de ligacdo negativas representam interacbfes favoraveis do
complexo ligante-receptor. Estruturalmente, o local ativo da COX-2 consiste em um
canal lipofilico cuja entrada € formada pela Arg120, Tyr355 e Glu524 (Rowlinson et
al., 2003) e sua ativacdo causa a metabolizacdo do acido araquidénico (AA) a partir
da interacdo com Arg120, Tyr355, Tyr385 e Ser530 da COX, levando a producao de
prostaglandinas. As interacfes do acido ursolico com aminoacidos adjacentes ao
local ativo e ao local de metabolizacdo do AA como Tryl1l5, Serl119, Tyrl22,
Leul23, Aspl25, Pro528 podem ainda, intensificar o potencial de inibicdo da COX-2
pelo acido ursolico. Apds 10 ns de simulacdes de dinamica molecular obtivemos alta
frequéncia de interacdo do acido ursolico com |le497, Ala502, Phe507, Ser508,
Lys509 e Pro510 localizados proximos aos locais descritos pelos trabalhos
anteriores, confirmando com isso o potencial do acido ursoélico em inibir a ligacdo da
glicina ao GIuN1.

O tratamento com &cido ursdlico 10 mg/Kg reduziu significativamente o
edema induzido pela carragenina durante as 5 horas analisadas. Essas reducdes
foram de 57-84% quando comparadas ao grupo controle (Figura 1). Além disso, o
acido ursélico aumentou significativamente o tempo de laténcia dos animais do 30-
120 minutos em 28-42% quando comparado ao grupo controle. Esse efeito nao foi
observado aos 180 minutos (Figura 2). O efeito antiedematogénico do AU pode ser
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atribuido a inibicdo da enzima COX-2 e consequente reducdo da sintese de
PGE,, assim como ocorrido no tratamento oral com a indometacina. Com isso, a
analgesia produzida pelo tratamento com a memantina e AU deve-se ao bloqueio do
receptor NMDA.

Figura 1. Edema de pata induzido pela administracdo subplantar de carragenina 1% em
camundongos tratados via oral com NaCl 0.9%, indometacina 10 mg/kg, memmanatina 10 mg/Kg,
EHBv 500 mg/Kg AC (10 mg/kg). a: INDO vs CTL; b: MEM vs

CTL; f: AU vs CTL. n =6, p< 0,05 (ANOVA; Newman Keuls). Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 2. Tail flick teste em ratos tratados via oral com NaCl 0.9%, indometacina 10 mg/kg,
memantina 10 mg/Kg e AU 10mg/Kg. b: MEM vs CTL, f: Auvs CTRL n= 6, p< 0,05 (ANOVA; Newman
Keuls). Fonte: Arquivo pessoal.
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Concluséao

Nao ha estudos na literatura que descrevam in vivo e in silico a relacao
do potencial antinociceptivo de compostos presentes nas partes areas de B.
verticillata. Diante dos resultados apresentados, sugerimos que o efeito
antinociceptivo pode ser atribuido predominantemente a acao periférica com
participacdo de componentes anti-inflamatérios. Os resultados in silico
permitiram selecionar e sugerir que o acido ursélico, presente na fracao de B.
verticillata, realizou interacdes estaveis com a COX-2 e com as subunidades
GluN1 e GIuN2B do receptor NMDA configurando-se como uma molécula
promissora para o desenvolvimento de inibidores da COX-2 e antagonistas dos
receptores NMDA.

Palavras-chaves: Acido ursélico, Receptor NMDA, COX-2.
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Introducéao

O processo inflamatdrio € uma resposta fisioldgica a uma lesao tecidual de
origem fisica, quimica e/ou biolégica com a finalidade de erradicar o agente
agressor.Este quando ndo controlado, pode gerar uma ameaca a saude. Os farmacos
mais usados para cessar ou diminuiresse processo sdo os anti-inflamatérios ndo
esterdides (AINEs), ao qual inibem a cicloxigenase-1 e/ou2(NAGARAPU et al., 2011).
Outra classe de farmacos muito utilizados sao os glicocorticoides (GC). Que por sua
vez sao imunossupressores e anti-inflamatorios(BARNES; ADCOCK, 2009). De modo
geral, a utilizacdo prolongada destes farmacos pode produzir muitos efeitos adversos
indesejaveis significativos, principalmente para o trato gastrintestinal (AINES)e
perturbacdes humorais (GC) (ROTH, 2012).

Dentre as alternativas terapéuticas, as plantas medicinais e 0s seus
metabolitos secundarios representam uma fonte rica em diversos compostos
fitoquimicos que podem ser promissores em diversas atividades bioldgicas, neste
contexto, a utilizacdo de metabdlitos secundarios € uma estratégia com muitas
possibilidades na busca de potencialidades terapéuticas(ANGULO et al., 2009).

O p-cumarato de etila € um fenilpropanoide, derivado do acido p-cumarico
gue nao teve, até o0 momento, suas propriedades anti-inflamatérias avaliadas (CUNHA
et al., 2016). Entretanto, por sua semelhanca estrutural com outras substancias com
atividades ja comprovadas, o objetivo deste trabalho foi investigar tais efeitos anti-
inflamatérios em modelo de edema de pata.

Metodologia

Os protocolos experimentais foram conduzidos em conformidade ao Paragrafo
1° do Art. 14 da Resolucdo N° 1000, de 11 de maio de 2012 do CFMV, e segundo as
normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal. Os
procedimentos envolvendo animais estavam sob a responsabilidade técnica da médica
veterinaria, Dra. Adeline de Andrade Carvalho CRMV-PlI N° 866-VP. O presente
trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica da UFPI, Brasil (protocolo n°
138/16).

Foram utilizados Mus musculus Swiss machos e fémeas de peso entre 25 a
359, ao qual a avaliacdo da atividade antiedematogénica do p-cumarato de etila (p-
CE) foi realizada através dos testes de edema de pata.Os camundongos(n=7) foram
pré-tratados via oral com veiculo (salina 0,9% 1% de Tween 80), p-CE (50, 100, 150 e
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200 mg/kg)ou indometacina (10 mg/kg, v.0.). Apés 1h, o edema de pata foi induzido
nos animais através da inje¢do intraplantar de carragenina 1% (50 pL)na pata direita.
Os volumes das patas foram registrados através de pletismdmetro (Insight®)em
diferentes tempos (1, 2, 3 e 4h),sendo expressa a diferenca, em mililitros (mL), entre o
volume final e inicial da pata (WINTER et al., 1962).

Para avaliar a participacao de diferentes agentes inflamatérios os animais
foram pré-tratados via oral comveiculo (salina 0,9% 1% de Tween 80), p-CE
(150mg/kg) ou indometacina (10 mg/kg, v.0.). Apos 1h, o edema de pata foi induzido
nos animais através da injecdo intraplantar de histamina (100 pg/pata), serotonina
(100 pg/pata) ou composto 48/80 (12 pg/pata), no volume de 50 pL, na pata direita. Os
volumes das patas também foram registrados através com o pletismémetro
(Insight®)em diferentes tempos (30, 60, 90 e 120min), sendo expressa a diferenca em
mililitros (mL) entre o volume final e inicial da pata (WINTER et al., 1962).Para
comparacdo entre as médias, foram utilizada a andlise de variancia (ANOVA) e a
significancia entre os grupos estabelecida pelos testes de Student Newman-Keuls.
Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Resultados e Discussao

O modelo de edema na pata induzido pela carragenina é amplamente
utilizado para avaliar novos farmacos com atividade anti-inflamatéria (MA et al., 2013).
Ele é marcado por uma resposta bifasica, caracterizada inicialmente por uma fase
celular com liberacdo de mediadores inflamatérios e participacdo da histamina,
serotonina e leucdcitos nas primeiras horas (WANG et al., 2016; WINTER, 1962); e
uma fase vascular com aumento da permeabilidade do endotélio e acumulo de
liguidos e proteinas plasmaticas, com pico de edema na terceira hora apos
administracdo do agente na pata do animal (BARTH et al., 2016).Devido a inibicdo do
edema observada em todas as horas com as doses de 150 e 200 mg/kg, utilizou-se a
menor dose nos protocolos experimentais posteriores.

Figura 1 — Efeito do pré-tratamento oral com p-cumarato de etila sobre o edema induzido por
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Legenda: Edema na pata induzido por carragenina (1%; 0,05 ml, i.pl.) em animais pré-tratados
com veiculo, p-cumarato de etila (50, 100, 150 e 200 mg/kg) e indometacina (10 mg/kg), v.o.,
de acordo com o tempo (eixo x) e diferenca do volume final menos o basal (eixo y). Cada linha
representa as meédias + E.P.M. *p<0,05, *p<0,01 e ***p<0,001 vs grupo veiculo (ANOVA
oneway seguida de pés-teste de Newman-Keuls).

Fonte: autoria propria.
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A partir da Figura 1, observa-se que as doses de 50 e 100 mg/kg do p-CE
produziram uma diminuicdo estatisticamente significativa do volume do das patas na
22 hora de avaliacdo (para ambas), e 32 hora (100 mg/kg), em comparacdo ao grupo
pré-tratado apenas o veiculo. As doses de 150 e 200 mg/kg diminuiram os edemas em
todas as horas de observagdo, apresentando resultados similares aos animais
tratados com indometacina 10 mg/kg.

Estudos realizados com um fenilpropanoide denominado éster fenetil do acido
cafeico (PARK et al., 2004), demonstraram resultados semelhantes a acdo anti-
inflamatoria do p-cumarato de etila nos modelos de edema induzido por carragenina.
Para confirmacao dessa acao inibitéria da inflamacéo, posteriormente foi investigada a
atuacdo do p-CE diante de diversos agentes edematogénicos envolvidos no
desenvolvimento da resposta inflamatéria, como o composto 48/80, a histamina,
serotonina em camundongos.

Figura 2 — Efeito do pré-tratamento oral com p-cumarato de etila sobre o edema induzido pelo
composto 48/80.
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Legenda: Grupos pré-tratados com veiculo, p-cumarato de etila (150 mg/kg) e indometacina
(10 mg/kg) 1 hora antes da inducdo de edema pelo composto 48/80 (12 pg/pata; 50 pL, i.pl.).
Cada linha representa as médias + E.P.M. da diferenca entre os volumes finais e basais (eixo
Y), de acordo com o tempo (eixo X). *p<0,05 e **p<0,01 vs grupo veiculo (ANOVA oneway
seguida de pds-teste de Newman-Keuls).

Fonte: autoria prépria.

O Composto 48/80 € um polimero amplamente utilizado para estimulagdo néo
dependente de IgE de mastdcitos, que ativa e degranula estas células (GILFILLAN;
BEAVEN, 2011). J4 a histamina e serotonina induzem a forma¢do de edema por
atuarem em seus receptores acoplados a proteina G nas células endoteliais. Suas
acOes apresentam-se como de curta duragéo, através do aumento da permeabilidade
vascular e pela inducéo da liberagdo da prostaciclina (PGI2) e do NO, resultando no
acumulo de liquidos e proteinas plasméticas no tecido lesionado. Nos mamiferos, a
histamina pode ainda ser vastamente encontrada em neurénios, mastocitos e basofilos
(SILVA et al., 2014).
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Como pode ser observado na Figura 2, a administragédo do p-CE (150 mg/kg)
uma hora apés a injecdo do composto 48/80, resultou em reducdo significativa do
volume da pata dos animais nos tempos de 30 e 60 min, em comparacdo ao grupo
veiculo, e similar ao grupo pré-tratado com indometacina.

Figura 3 — Efeito do pré-tratamento oral com p-cumarato de etila sobre os edemas induzidos
por histamina (HIST) e serotonina (5-HT).
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Legenda: Grupos pré-tratados com veiculo, p-cumarato de etila (150 mg/kg) e indometacina
(10 mg/kg) 1 hora antes da inducdo de edema por (A) serotonina (1%; 50 pL, i.pl.), (B)
histamina (1%; 50 pL, i.pl.). Cada linha representa as médias =+ E.P.M. da diferenca entre os
volumes finais e basais (eixo Y), de acordo com o tempo (eixo X). *p<0,05, **p<0,01,
***n<(0,001 e ****p<0,0001 vs grupo veiculo (ANOVA oneway seguida de péds-teste de
Newman-Keuls).

Fonte: autoria prépria.

Como se pode observar na figura 3, a administracdo de serotonina (5-HT)
(3A) ou histamina (HIST) (3B) induziu edema na pata dos camundongos, com pico em
30 min, caracteristico da acao rapida destas aminas vasoativas. Sobretudo, quando
administrado o p-CE, houve reducéo significativa do edema, nos tempos 30, 60 e 90
min para serotonina, e 30 e 60 min para a histamina, em comparagdo ao grupo
veiculo, e similar & acado da indometacina.

Concluséao

Em suma, os resultados indicaram que p-CE possui efeito
antiedematogénico por inibir os edemas induzidos pelo composto 48/80,
histamina e, principalmente, serotonina nas patas de camundongos. Tais
atividades ressaltam evidéncias de uma possivel modulacdo do p-CE sobre
estes mediadores inflamatérios, mostrando potencial anti-inflamatério deste
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fenilpropanoide. Este foi o primeiro trabalho desenvolvido por nosso grupo na
investigacdo das propriedades anti-inflamatérias do p-cumarato de etila.

Palavras-chave: Fenilpropanéides, p-cumarato de etila, atividade
antiedematogénica.
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Introducéo

Persea americana Mill. é amplamente utilizada no tratamento de
diversas patologias e possui acao anti-inflamatéria e analgésica cientificamente
comprovada. Pertence a familia Lauraceae e tem seu fruto conhecido como
abacate (TESKE; TRENTINI,1996). Estudos demostraram que as folhas
exibem propriedades anti-inflamatérias (ADEYEMI et al., 2002), antioxidantes,
anticonvulsivante  (OJEWOLE; AMABEOKU, 2006), hipoglicemiante
(EZEJIOFOR et al, 2013), antifungicas, antianémica, antidiarreica e antiviral,
guando estdo presentes em extratos hidroalcodlicos, aquosos ou Ssao
preparadas por infusdo (chas) (ALONSO, 2004; LORENZI; MATOS, 2008).

A inflamacdo € um processo fisiolégico que ocorre em decorréncia da
ativacdo de alguns mecanismos que provocam alteraces nos componentes
humorais e celulares apos injuria tecidual (CRUVINEL et al, 2010). Durante o
avanco da inflamacéo, a producdo dos mediadores também podem sensibilizar
terminacdes nervosas livres, ativando os mecanismos nociceptivos e causando
a dor. Uma leséo tissular promove a liberacdo de mediadores quimicos como
as citocinas, histaminas, serotonina, eicosanoides e radicais livres. Estes
mediadores, além de participarem da resposta inflamatdria também, promovem
e facilitam a transmissdo dolorosa levando a hiperalgesia e liberacdo de
neurotransmissores excitatérios como o0 aspartato, glutamato e substancia P
(MURI et al, 2009).

Os anti-inflamatérios estéo entre os agentes terapéuticos mais utilizados
no mundo, mas trazem consigo limitacgdes com relacdo a sua poténcia e
eficacia em diversas patologias de causas inflamatérias, assim como também
efeitos adversos (alteracbes gastrointestinais, cardiovasculares) (GOLAN,
2009).

Considerando o envolvimento de mediadores quimicos no processo de
inflamacéo e diante das evidéncias cientificas sobre a existéncia da atividade
anti-inflamatéria, busca-se investigar os possiveis mediadores envolvidos na
acao anti-inflamatoria do Extrato Hidroalcodlico de Persea americana (EHPa).

Metodologia
Edema de pata induzido por agentes flogisticos

Para a realizacdo deste experimento os animais foram divididos
randomicamente em grupos (n= 6) tratados com veiculo, com EHPa (50, 250 e
500mg/Kg, v.0.) ou indometacina (10 mg/Kg, v.0.). Ap6s uma hora da
administracao das drogas, os animais receberam injecdo de 20 pL de solugéo
de carragenina (1%) na regido subplantar da pata traseira direita. O edema da
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pata foi mensurado por meio de um pletismémetro, sendo expresso como a
diferenca do volume da pata direita imediatamente apds a injecdo do agente
flogistico e o volume mensurado nos tempos 1, 2, 3, 4 horas para a
carragenina (CAMPOS; CALIXTO, 1995; KATZ et al., 1984; LO et al., 1982).
Certificamos que a proposta intitulada "Mecanismo de acdo da atividade
antinociceptiva e antiinflamatéria da Persea americana", registrada com o n°
23115.001913/2016-27, sob a responsabilidade de Maria do Socorro de Souza
Cartagenes que envolve a producdo, manutencdo ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins
de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com 0s preceitos da
Lei no 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto no 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi considerado Aprovada pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais (CEUA- UFMA) da Universidade Federal do
Maranhdo em reuniéo de 07/06/2016.

Resultados e Discusséo
A analise fitoquimica do extrato evidenciou a presenca de fendis,
flavonoides e alcaloides (Tabela 1).

Tabela 1 - Grupos de metabdlitos secundarios presentes no Extrato Hidroalcodlico de Persea
americana (EHPa).

METABOLITOS RESULTADOS
Taninos +
Fenodis +++
Flavonoides ++
Alcaloides ++
Saponinas

Legenda: Nao detectado: 0; Tragos: - ; Fraco: + ; Moderado: ++ ; Forte: +++ .
Fonte: Elaborada pelo autor.

Os flavonoides pertencem a uma ampla classe de substancias quimicas
de origem natural, cuja sintese ndo ocorre em seres humanos (Peterson et
al.,1998). Inumeras atividades biolégicas estdo associadas aos flavonoides,
como funcgdes antioxidante, anti-inflamatoria e anticancerigena (KSOURI et al.,
2013). Aos alcaloides, sao atribuidas propriedades farmacoldgicas variadas,
sendo usados como analgésicos, antioxidantes, vasorrelaxantes e antitumorais,
0 que causou um aumento no interesse por potenciais fontes desses
compostos (CUI et. al., 2006). Os fendis possuem a capacidade de capturar e
neutralizar as espécies reativas de oxigénio (ERO) apresentando assim a
capacidade anti-inflamatéria por modular importantes vias de sinalizacéo
celular (KOBUCHI; VIRGILI; PACKER, 1999).

A avaliacdo da atividade anti-inflamatoria do EHPa foi realizada por meio
do teste de edema de pata induzido por carragenina, avaliando-se a variagéo
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de edema 1, 2, 3 e 4 horas ap0s a induc¢do pelo agente flogistico.

A administracao intraplantar de carragenina em camundongos evoca a
hiperalgesia estimulando a producdo e liberacdo de TNF-a, quimiocinas
derivadas de queratinécitos (KC) e IL-1B (Cunha et al.,2005). Diversas outras
substancias e mediadores inflamatorios sédo liberados durante o teste. Primeira
fase comeca com a liberacdo de histamina, serotonina e cininas apés a injecéo
de agente flogistico nas primeiras horas ,enquanto a segunda fase esta
relacionada ao liberacédo de prostaglandinas em 2-3 horas de inicio do teste
(Bhukya et al, 2009).

O EHPa na dose de 500mg/kg diminui o edema causado pela
carragenina a partir da primeira hora do teste quando comparado ao grupo
controle. A dose de EHPa de 250mg/Kg conseguiu gerar o mesmo efeito a
partir da terceira hora ap0s administracéo do agente flogistico (Figura 1).

Figura 1 - Efeito anti-inflamatério do EHPa (50, 250 e 500 mg/Kg), Indometacina (10mg/Kg) e
Salina (NaCl 0,9%) no teste de edema de pata induzido por carragenina em camundongos.
Andlise estatistica realizada no Graphpad Prisma 6, usando teste one-way ANOVA seguido
pelo Teste de Tukey. *p<0,05 e **p<0,01 comparando EHPa 500 X grupo controle. #p<0,05
comparando EHPa 250 X grupo controle.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O EHPa possui diversos compostos metabolitos secundarios com acgéo
anti-inflamatéria. Varios estudos com espécies vegetais ricas em compostos
fendlicos evidenciam acédo anti-inflamatdria, como o Zingiber officinale (CHOI et
al, 2013) e Mucuna pruriens (MOTTA et al, 2012). Leandro (2015), em sua
pesquisa sobre a atividade de Satureja hortensis L., rica em fendis e
flavonoides, evidenciou acdo anti-inflamatéria da espécie sugerindo ligagédo a
esses metabolitos secundarios. Os flavonoides, devido ao amplo arsenal de
estudos envolvendo esses compostos, possui uma gama de espécies ricas
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nesse metabolito com a¢éo anti-inflamatoria cientificamente comprovada, como
Alafia barteri (SOFIDIYAA, 2014). Duguetia furfuracea (SOUZA, 2013),
Chondrodendron platyphyllum (LEITE, 2012) sdo algumas dentre as varias
espécies que possuem alcaloides e a¢do anti-inflamatéria comprovada.

Concluséo

Com base nos resultados, sugere-se que o EHPa foi capaz de diminuir a
liberacdo de mediadores inflamatdrios e consequentemente diminuir o edema
de pata induzido por carragenina. Sugere-se ainda que esta acao se deve aos
compostos secundarios presentes no extrato hidroalcodlico de Persea
americana. Ainda sao necessarios mais estudos para evidenciar os mediadores
inflamatdrios responséaveis por essa acao do EHPa.

Palavras-Chave: Inflamacdo. Edema de pata. Carragenina.
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Introducéo

Plantas medicinais tem sido uma fonte valiosa de agentes terapéuticos,
sendo que muitas das drogas de hoje sé&o produtos de origem vegetal ou seus
derivados (KINGHORN et al, 2011; NEWMAN; CRAGG, 2012). Cerca de 80%
da populacdo do mundo utiliza plantas medicinais para fins de saude (AGISHO
et al, 2014) e pelo menos, 25% das drogas modernas contém um ou mais
principios ativos de origem vegetal (ENYEW et al, 2014).

O género Combretum encontra-se distribuido na Asia, Africa e nas
Américas (EXELL, 1931; STACE, 1980) com cerca de 200 espécies, com
habito arbdreo, arbustivo ou lianas e inflorescéncias em espigas, racemos ou
paniculas (BARROSO, et al. 1984). As espécies de Combretum sao
polinizadas por pequenos insetos, sendo algumas polinizadas por beija-flores
(Gentry 1991), aves e/ou primatas (PRANCE, 1980; JANSON, et al. 1981).
Diferencas adaptativas como forma, tamanho e cor das flores indicam um
grande espectro de bidtipos florais no género.

Metodologia

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus) provenientes do
Biotério Setorial do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais- NPPM/UFPI,
mantidos sob condi¢Bes controladas de temperatura (24 = 1° C) e ciclo claro-
escuro de 12 horas, tendo livre acesso a alimentacédo e agua. Foram utilizados
4 preparacfes por animal (n=5) por protocolo experimental, num sistema de 4
cubas para 6rgao isolado. Os protocolos experimentais foram submetidos a
aprovacdo pelo Comité de Etica em Experimentacdo com Animais da UFPI
(CEEA: Parecer 008/12), como parte de um subprojeto ainda ndo executado.
Todos os procedimentos experimentais estdo em conformidade com a
Legislacéo vigente e com o projeto maior ja aprovado.

Apés a eutandsia dos animais por anestesia (tiopental sédico 75 mg/kg
i.p.), os orgaos foram retirados e livre de tecido conectivo e adiposo,
seccionados em anéis (3-4 mm). As preparacdes foram mantidas em cubas
para orgao isolado, contendo 6 mL de solucdo de Krebs, a 37° C, sob tensao
de 1,0 g, estabilizados por 60 minutos e gaseificada com uma mistura
carbogénica (95% de O, e 5 % de CO,), suspensos por linhas de algodéo
fixadas a um transdutor de forgca acoplado a um sistema de aquisicdo
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(AQCAD/AVS PROJETOS) para o registro das tensdes isométricas. Durante
este tempo as solugdes nutritivas foram trocadas a cada 15 minutos para
prevenir a interferéncia de metabdlitos (ALTURA; ALTURA, 1970).

Foi avaliado o efeito relaxante da fracdo acetato de etila obtido da
espécie de Combretum mellifluum Eichler sobre as contracdes tbnicas
induzidas por carbacol 10 uM, em traquéia na presenca e na auséncia de
epitélio funcional, em preparacdes individuais e, foi avaliado o efeito relaxante
dos produtos investigados.

Os resultados obtidos foram expressos como média + erro padrao da
média (e.p.m.). Os valores serdo considerados significativos para p<0,05. Em
todos estes procedimentos, serdo utilizados o programa estatistico GraphPad
Prism, versao 5.00.

Resultados e Discusséao
Figura 1 — Comparacéo do efeito da Cm-AcOET sobre as contragfes tbnicas induzidas por
carbacol (10 uM) em anéis isolados de traqueia de rato na presenca de epitélio e na auséncia
de vascular funcional, (N=5).

[
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1001
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Fonte: Laboratério de farmacologia funcional/NPPM/UFPI.

O presente trabalho investigou o possivel efeito espasmolitico da fracao
acetato de etila (AcOet-CM) da Combretum mellifluum Eichler, dependente da
sua concentracdo, em anéis de traqueia de rato pré-contraidas por agonistas
utilizados como padrdo. Para atender os objetivos propostos foram realizados
protocolos experimentais in vitro para determinar o perfil farmacoldgico da
espécie C. mellifluum Eichler, testando o acetato de etila sobre a traqueia de
ratos.

As preparacbes de traqueia de ratos foram expostas a varias
concentracfes do AcOet-CM adicionado cumulativamente para se demonstrar
e caracterizar o efeito relaxante desta substancia apds contracdo induzida
pelos agonista carbacol (CCH).

O CCh é um agonista dos receptores muscarinicos e ao ativa-los
desencadeia o aumento de Ca2+ no meio intracelular e, consequentemente, a
contracdo do musculo liso. A acdo do CCh resulta da ligacdo a receptores
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acoplados a proteina G (GPCRs) que ativam a cascata do IP3, estimulando a
liberacdo de Ca2+ dos estoques intracelulares pelo RS e a entrada de Ca2+
pela abertura dos seus canais de membrana (Cav) (TAKEUCHI et al., 2004).

Observa-se que o AcOet-CM até o momento ndo reduz aos valores
basais a contracdo induzida na presenca do CCh, atingindo o valor médio em
percentagem do efeito maximo obtido pela amostra (Emax) de 86.15 % para o
AcOet-CM em traqueia na presenca de epitélio vascular funcional (Figura 1) e
68.63% para AcOet-CM em traqueia na auséncia de epitélio vascular funcional
(Figura 1) quando adicionado concentragbes cumulativas crescentes. Além
disso, percebe-se que ocorreu um desvio a esquerda na curva em presenca de
epitélio vascular funcional em relacéo a curva referente a auséncia de epitélio
vascular funcional, isso significa que pode existir algum constituinte do AcoEt
gue é dependente de epitélio para o efeito de relaxamento da musculatura lisa.
Porém, ainda ndo pode ser afirmado pelo grande erro no desvio padréo de
algumas concentragdes. Varios constituintes provenientes de plantas utilizadas
na medicina popular sdo empregados no tratamento de enfermidades e,
considerando que, a identificacdo de espécies com atividade relaxante de
musculos lisos é estratégica na pesquisa em produtos naturais, ressalta-se a
importancia desse trabalho na identificacdo dos efeitos farmacologicos de
espécies de Combretacea.

Seguem-se 0s experimentos in vitro com realizacdo de protocolos para
verificacdo da atividade espasmolitica da C. mellifluum Eichler na presenca e
na auséncia de epitélio vascular funcional de traqueia isolada de rato, a fim de
corrigir erros de desvio padrdo em determinadas concentragcdes e, também, na
investigacdo de possiveis mecanismos responsaveis pelo relaxamento. Além
disso, a expectativa € que outras espécies da planta de género Combretacea
apresentem uma boa atividade relaxante em musculo liso.

Concluséo

O AcOet-CM, até o momento, ndo promoveu um relaxamento até os
niveis basais em anéis isolados de traqueia de rato, entretanto, mais
experimentos ainda precisam ser realizados. Prossegue-se a pesquisa tanto
com experimentos para corrigir erros de desvio padrdo quanto para
investigacdo dos possiveis mecanismos de relaxamento para o AcOet-CM,
ambos isolados de rato. Além disso, sera investigado o efeito espasmolitico de
outras espécies de Combretacea.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Combretum. Fitoterapia.
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Introducéo

O ténus da musculatura lisa vascular € o principal fator determinante da
resisténcia vascular, cuja regulacdo é dependente de uma complexa interacao
entre estimulos vasodilatadores e vasoconstrictores provenientes da acéo de
horménios, neurotransmissores e fatores derivados do endotélio. Alteracbes
nessa musculatura estdo relacionadas ao desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, como a hipertenséo arterial, infarto do miocardio e acidente
vascular cerebral (PAIVA; FARIAS, 2005).

Os monoterpenos constituem a classe de substancias naturais mais
estudada e a que apresenta maior potencial terapéutico sobre o sistema
cardiovascular (SANTOS et al., 2015). O gama-terpineno € um monoterpeno
encontrado em Oleos essenciais de espécies vegetais utilizadas na medicina
popular como agentes anti-inflamatorios, antioxidantes e antibacterianos
(ABDESLAM et al., 2010; SILVA et al., 2010; RAMOS; BORGES; TEBALDI,
2012). Adicionalmente, estudos demonstraram que 0 y-terpineno inibe a
oxidacdao in vitro de lipoproteinas de baixa densidade e suprime o aumento dos
niveis séricos de colesterol e triglicerideos em ratos (TAKAHASHI et al, 2003),
processos que desempenham um papel central no desenvolvimento de
aterosclerose (DAUGHERTY et al., 1995) que, por sua vez, esta associada ao
desenvolvimento de diversas complicacdes cardiovasculares.

Com base em tais consideracdes, o presente estudo teve como objetivo
investigar o potencial vasorrelaxante do y-terpineno em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de ratos.

Metodologia

Apds eutanasia de ratos Wistar (Rattus norvegicus) (CEEA/PI N°069/14)
com uma dose letal de tiopental sddico (150 mg/kg, i.p.) (Resolucao n° 1000,
de 2012 — CFMV), a artéria mesentérica superior foi removida e imersa em
placa de Petri contendo solucdo de Tyrode a 37 °C, aerada com uma mistura
carbogénica (95% de O, e 5% de CO,). Apds remocédo dos tecidos conectivo e
adiposo, a artéria foi seccionada em anéis (2-4 mm) do primeiro segmento da
artéria. Estes foram inseridos individualmente em algcas de aco inoxidavel e
suspensos por linhas de algodao fixadas a um transdutor de tenséo acoplado a
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um sistema de aquisicdo (AECAD 1604, software AQCAD 2.3.6, AVS Projetos,
SP) para o registro das tensfes isomeétricas.

Anéis com e sem endotélio vascular foram pré-contraidos com fenilefrina
(10 M) e na fase tdnica da contracdo foram adicionadas de forma cumulativa
concentracdes crescentes de y -terpineno (10°-10% M) para obtencéo de uma
curva concentragcdo-resposta. Para investigar a resposta contratil da fenilefrina
na presenca de concentracdes de y-terpineno, os anéis foram pré-incubados
com diferentes concentracdes de y-terpineno (103, 10, 10°e 10° M). Apés 30
minutos, realizou-se uma curva cumulativa com a adicdo de fenilefrina (10 -
10°) para obtencdo de uma curva concentracéo-resposta. Em outro protocolo,
anéis foram pré-incubados com TEA 3 mM durante 30 minutos. Em seguida, foi
induzida uma contracdo com fenilefrina (10 M) e na fase ténica da contracio
adicionou-se y-terpineno de maneira cumulativa (10° - 102 M). Os resultados
obtidos foram expressos como média = E.P.M e utilizou-se o teste t de Student
nao pareado para andlise de significancia (p<0,05). Toda a andlise estatistica
foi realizada utilizando o programa estatistico Graph-Pad Prism 6.0.

Resultados e Discussao

A artéria mesentérica superior, por ser um vaso de pequeno calibre,
participa da regulacdo da resisténcia vascular periférica global e, com isso,
reflete as alteracbes pressoricas sistémicas, podendo servir como modelo para
a investigacdo da atividade biologica de substancias naturais e sintéticas
(WATTERSON et al., 2005).

Os resultados obtidos neste estudo mostraram que a adicdo cumulativa
de y-terpineno (10 - 10 M) induziu um efeito vasorrelaxante dependente de
concentracdo na presenca (pD,=5,58 + 0,02; Emax= 124,44 + 4,88%) e na
auséncia do endotélio vascular (pD,=5,34 + 0,03; Eqna= 128,21 £ 7,23%) em
anéis de artéria mesentérica superior pré-contraidos com fenilefrina (Figura 1).
No entanto, ndo houve diferenca estatistica significativa na resposta induzida
pelo monoterpeno nas preparacdes estudadas, sugerindo que o
vasorrelaxamento promovido pelo y-terpineno ndo envolve fatores relaxantes
derivados do endotélio.

A fenilefrina promove o aumento do ténus vascular pela estimulacdo de
receptores al-adrenérgicos e pelo aumento do influxo de calcio pelos canais
para calcio operados por receptor (KARAKI; WEISS, 1988). Como pode ser
observado na figura 2, a incubacado de diferentes concentracfes de y-terpineno
nao atenuou de forma significativa as contracdes induzidas pela adicao
cumulativa de fenilefrina, sugerindo que o y-terpineno nado influencia na
resposta contratil desencadeada por agonistas a1-adrenérgicos.

A ativacdo de canais para potassio na membrana do musculo liso
vascular gera o aumento do efluxo de ions potassio causando uma
hiperpolarizacdo da membrana celular, levando ao fechamento dos canais de
calcio dependentes de voltagem, desencadeando vasodilatacdo (SOBEY et al.,
2001). Na presente pesquisa, a incubacdao de TEA 3 mM, um inibidor n&o
seletivo de canais de potassio (McCULLOCH, 1997), promoveu um acentuado
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deslocamento da curva concentracao-resposta para a direita, com atenuacéo
significativa do efeito maximo (endotélio removido: pD2= 5,34+0,03; Ema=
128,21 +7,23%; TEA 3 Mm: pD2=3,75+0,09*; Ena = 110,14*%) (Figura 3),
indicando o envolvimento de canais para potassio no efeito vasorrelaxanete
promovido pelo y-terpineno.

Figura 1. Curvas concentragdo-resposta do efeito vasorrelaxante do y-terpineno em anéis de
artéria mesentérica superior pré-contraidos com fenilefrina na presenca (o) e na auséncia (m)
do endotélio vascular.
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Figura 2. Curvas concentracdo-resposta para fenilefrina na presenca de diferentes
concentracdes de y-terpineno em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos.
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Contudo, é necessério realizar experimentos adicionais para identificar o
subtipo de canal para potassio que participa do mecanismo de acéo subjacente
a resposta vasorrelaxante induzida pelo y-terpineno.
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Figura 03. Curvas concentracdo-resposta do efeito vasorrelaxante do y-terpineno (10'9 -10° M)
em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos sem endotélio pré-contraidos com

fenilefrina (10° M), na auséncia (®) e na presenca TEA 3 mM (9)_
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Conclusao

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que 0 y -terpineno
exerce efeito vasorrelaxante de maneira dependente de concentracdo e
independente do endotélio vascular em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de ratos, envolvendo provavelmente os canais para potassio.

Palavras-chave: y —terpineno, Vasorrelaxamento, Artéria Mesentérica.
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1. Introducéo

A utilizacdo de plantas medicinais como recurso terapéutico alternativo é
amplamente difundida na regido Nordeste (ALVES et al. 2007; FREITAS et al.,
2012). Dentre essas plantas, a Mentha piperita (Lamiaceae) se destaca pelo
uso do seu oOleo essencial, composto majoritariamente pelos monoterpenos
mentona, mentofurano, pulegona, acetato de mentila e mentol (SOUSA et al.
2006). Cientificamente pouco se conhece sobre a atividade farmacologica do
mentofurano, presente em O6leos essenciais de varias plantas utilizadas na
medicina popular no combates de diversas patologias, dentre elas os disturbios
gastrointestinais (SILVA et al. 2006). Assim, tornou-se objetivo deste trabalho,
investigar a atividade do mentofurano na motilidade intestinal fisiolégica e sobre
a hipermotilidade induzida por 6leo de ricino.

2. Metodologia

O projeto do qual faz parte o subprojeto ora apresentado foi aprovado
pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da Universidade Federal do
Piaui (parecer n° 008/12).

Para a investigacao da atividade sobre o transito intestinal no modelo do
carvao ativado, camundongos (20-40 g), mantidos em jejum por 18 horas,
foram tratados por via oral com veiculo (Tween-80 1%, 10 mL/kg), mentofurano
(25, 50 ou 100 mg/kg) ou escopolamina (12 mg/kg). Trinta minutos apdés os
tratamentos, os animais receberam, por via oral, 1 mL/100 g de suspensédo
contendo carvao ativado 2,5% em carboximetilcelulose 3%, e, apdés mais 30
minutos, foram eutanasiados. A seguir, 0 estbmago e o intestino delgado de
cada animal foram retirados para a determinagcdo do transito intestinal avaliado
pela razdo entre a distancia percorrida pelo carvdo, do piloro até a ultima
porcdo do intestino delgado que contivesse pelo menos 1 cm continuo de
carvdo, e o comprimento total do intestino delgado, expressa como
porcentagem.

Para o estudo da hipermotilidade induzida por oleo de ricino,
camundongos (20-40 g), mantidos em jejum por 18 horas, foram distribuidos
aleatoriamente em seis grupos de oito animais. Os animais do primeiro grupo
foram tratados, por via oral com agua e os demais com 6leo de ricino (0,2
mL/animal). Passados 30 minutos, os animais do primeiro grupo (normal) e do
segundo grupo (controle diarreia) receberam veiculo (5 mL/kg, v.0.). Os quatro
outros grupos receberam mentofurano (25, 50 ou 100 mg/kg) ou loperamida na
dose de 6 mg/kg (grupo padrdo). A seguir, os animais foram acompanhados
individualmente por 4 horas, efetuando-se a quantificacdo da excrecao de
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fezes liquidas apdés 30, 60, e 90 min e 2, 3 e 4 horas, a fim de avaliar a
velocidade de inducdo e a severidade da diarreia provocada pelo 6leo de
ricino.

Os dados obtidos foram expressos como média * erro padrdo da media
(EPM). A comparacgdo estatistica entre os grupos foi efetuada utilizando-se
ANOVA seguida do teste de mdultipla comparacdo de Newman Keuls ou de
Tuckey. A significancia foi estabelecida ao nivel de p<0,05.

3. resultados

Transito intestinal: O mentofurano reduziu significativamente o transito intestinal nas
doses de 50 mg/kg (64,46 = 2,64%) e 100 mg/kg (62,36 * 2,36%), bem como a escopolamina
(49,98 + 6,75%), quando comparados ao controle (77,62 + 3,60%). Na dose de 25 mg/kg o
mentofurano ndo alterou o transito intestinal (75,23 + 4,83%) (Figura 1).

100+

.

Deslocamento do Carvao (%)

Controle MF-25 MF-50 MF-100 Escop-12

Figura 1: Efeito do mentofurano (25, 50 e 100 mg/kg) e da escopolamina (12 mg/kg) sobre
o transito intestinal de camundongos conforme o método do carvéao ativado.

Os dados séo apresentados como média (M)  erro padrdo da média (E.P.M.). (*) p<0,05 e
(***) p<0,001 comparados ao grupo controle (ANOVA e teste de Newman Keuls). Escop =
escopolamina; MF = mentofurano.

Diarreia induzida por 6leo de ricino: O 6leo de ricino provocou uma
diarreia com inicio apés meia hora e duracdo de 4 horas. O mentofurano na
dose de 100 mg/kg e a loperamida (12 mg/kg) reduziram significativamente a
eliminacao total de fezes moles ao longo das 4 horas de observacéo (Tabela
2).

Tabela 01 — Efeito do mentofurano (25, 50, e 100 mg/kg) e da loperamida (6 mg/kg) sobre
a eliminacéo de fezes moles 4 h apés inducéo de hipermotilidade intestinal por éleo de
ricino em camundongos.

Eliminacéo de fezes moles Inibicdo da

Tratamento n  Dose (n/4 h; Média + EPM)  diarreia (%)
Normal 8 0,13 +0,13
Controle 8 10 ml/kg 17,31 +1,94 0,0

66

Rev. Interd. Cién. Saude — ISSN 2358-6966



I SIMPOSIO NORDESTINO DE RECURSOS NATURAIS
E POTENCIALIDADES TERAPEUTICAS - Il RENAPTE

Tema : Biomas Nordestinos e suas Potenclalidades Terapéuticas

Mentofurano 8 25 mg/kg 15,00 + 1,04 NS
8 50 mg/kg 12,93 +1,15 NS
8 100 mg/kg 11,36 + 2,07* 34,4
Loperamida 8 6 mg/kg 4,79 £ 0,75%** 72,3

Os dados sado apresentados como média (M) + erro padrdo da média (E.P.M.).NS: Néo
significativo; (*) p<0,05 e (***) p<0,001; comparados a grupo controle (ANOVA e teste de
Newman Keuls). EPM = erro padrdo da média.

Em todos os grupos tratados a diarreia instalou-se meia hora apés a
administracéo do 6leo de ricino. No grupo tratado com loperamida, a diarreia foi
totalmente inibida ap6s uma e meia hora. Nos grupos tratados com
mentofurano, nas doses de 50 e 100 mg/kg, a inibicdo total também ocorreu,
mas apenas apos a terceira hora de observacao (Figura 2).

- Normal
64 ——Veiculo
MF-25
—— MF-50
- MF-100
-~ Lop-6

Fezes Moles (n)

00 05 10 15 20 25 30 35 40 45
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Figura 2: Efeito do mentofurano (25, 50, e 100 mg/kg) e da loperamida (6 mg/kg) sobre a
eliminacédo de fezes moles 30, 60, 90 min e 2, 3 e 4 h ap6s inducdo de hipermotilidade
intestinal por 6leo de ricino em camundongos.

Os dados sao apresentados como média (M) = erro padrdo da média (E.P.M.). (*) p<0,05
comparados ao grupo veiculo (ANOVA e teste de Tuckey). Lop = loperamida;, MF =
mentofurano.

4. Concluséao

Os resultados obtidos indicam que o mentofurano apresenta
potencialidades de uso como ferramenta farmacolégica ou como droga
antidiarreica e na reducdo da motilidade intestinal, desde que estudos
complementares sejam efetuados, como por exemplo, a respeito de sua
toxicidade e atividade sobre outros sistemas do organismo.

Palavras chave: Mentofurano, Produtos Naturais, Motilidade Gastrointestinal.
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Introducéao

O conhecimento sobre atividades medicinais de plantas vem desde o
inicio da humanidade, onde os homens buscam na natureza recurso que
retomem a homeostasia corpdrea e assim recuperacdo da saude humana.
Com o desenvolvimento da industria farmacéutica esses recursos inicialmente
usados na medicina popular passaram a ser usado na medicina moderna que
trata das formas mais sofisticadas de fabricacdo industrial de medicamentos
(LORENZI; MATOS 2008). Cerca de 80% da populacdo do mundo utiliza
plantas medicinais para fins de saude (AGISHO et al, 2014), e pelo menos,
25% das drogas modernas contém um ou mais principios ativos de origem
vegetal (ENYEW et al, 2014).

O género Combretum € maior da familia da Combretaceae. Plantas
deste género sdo empregadas no tratamento de cancer, lepra, dores lombares,
dor de cabeca, resfriados, infertilidade feminina, doencas cardiacas, picadas de
cobras e escorpido, infeccbes, diabetes, malaria, hemorragias, diarreia,
desordens digestivas e como diuréticas (LIMA et al., 2012). As espécies desse
género apresentam inumeros metabdlitos secundarios com atividades
farmacoldgicas conhecidas, como taninos, di e triterpenos e seus derivados
glicosilados, saponinas, flavondéides, cumarinas, estilbenos, derivados do acido
elagico e de fenantreno, alcaléides e bibenzilas. (FARIAS et al, 2015).

A espécie Combretum mellifluum Eichler conhecida popularmente por
mofumbo-da-chapada, distribui-se nas regides Norte (AC, PA, TO), Nordeste
(BA, CE, MA, PI), Centro-Oeste (GO, MS, MT) e Sudeste (MG) (FARIAS et al,
2015). O objetivo do presente trabalho consiste em avaliar o efeito
vasorelaxante do extrato etandlico das folhas de C. mellifluum Eichler em anéis
de aorta isolada de rato.

Metodologia

O extrato etandlico de Combretum mellifluum Eichler (Cm-EtOH) foi
obtido e cedido pelos nossos colaboradores do Laboratério de Produtos
Naturais do Departamento de Quimica/CCN/UFPI, sob a coordenacdo da
Profa. Dra. Mariana Helena Chaves.
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Foram utilizados ratos Wistar machos (Rattus norvegicus) provenientes
do Biotério Setorial do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais-
NPPM/UFPI. Os protocolos experimentais foram submetidos a aprovacao pelo
Comité de Etica em Experimentacdo com Animais da UFPI (CEEA: Parecer
008/12). Todos os procedimentos experimentais estdo em conformidade com a
Legislacao vigente e com o projeto maior ja aprovado.

Os animais foram eutanasiados por anestesia (tiopental sédico 75 mg/kg
i.m.) a aorta foi retirada livre de tecido conectivo e adiposo, seccionada em
anéis de 2-4 mm. Os anéis foram mantidos em cubas para 6rgdo isolado,
contendo 6 mL de solucdo de Krebs Normal, a 37° C, estabilizados por 60
minutos e gaseificada com uma mistura de 95 % de O, e 5 % de CO,. Durante
este tempo as solugdes nutritivas foram trocadas a cada 15 minutos para
prevenir a interferéncia de metabdlitos (ALTURA; ALTURA, 1970). Os anéis
foram pré-contraido com fenilefrina 10 puM na auséncia e na presenca do
endotélio vascular, que foi verificada pelo relaxamento dos anéis, apos adicao
de acetilcolinal0 pM. Foram considerados com endotélio funcional os anéis
com relaxamento superior a 50% da pré-contracdo com fenilefrina. Ja os anéis
com relaxamento inferior a 10%, foram considerados sem endotélio funcional
(FURCHGOTT,; ZAWADZKI, 1980). Anéis com relaxamento entre 10 e 50%
foram utilizados em outros protocolos. Durante a fase tbnica de uma segunda
contracdo induzida por fenilefrina, adicionou-se cumulativamente o Cm-EtOH
(0,1 — 1000 pg/mL), para obtencdo de uma curva concentracdo-resposta e
assim, avaliou-se o efeito vasorelaxante do Cm-EtOH.Os valores foram
expressos como média + E.P.M., sendo considerados p<0,05 para significancia
estatistica. Em todos estes procedimentos foram utilizados o programa
estatistico GraphPad Prism, verséo 6,00.

Resultados e Discussao

O Cm-EtOH induziu efeito vasorelaxante dependente de concentracdo e
independente de endotélio sobre a contracéo tdnica induzida por fenilefrina (10
MM) em anéis de aorta isolados de rato (Figura 01), apresentando CEsy= 242,9
+ 40,78 para os anéis sem endotélio e CEsp= 471,2 + 65,06 para 0s anéis com
endotélio vascular.
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Figura 01 — Efeito do extrato etandlico de Combretum mellifluum Eichler (Cm-EtOH) sobre as
contrag@es tdnicas induzidas por (fenilefrina 10 uM) em anéis de aorta isolada de rato (n=5). Os
simbolos (m) (o) e a barra vertical representam a média + e.p.m.
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Diante dos resultados supracitados o principal achado desse trabalho é
o potencial vasorrelaxante do Cm-EtOH em anéis de aorta com e sem
endotélio, como ocorre em algumas drogas anti-hipertensivas que utilizam a
diminuicdo da resisténcia vascular por meio da dilatacdo direta dos vasos
sanguineos como mecanismo para a diminuicdo da pressao arterial,
principalmente em de vasos de condutancia ou de resisténcia como € 0 caso
da aorta e da artéria mesentérica. (SUN et al, 2011).

Para avaliar o efeito vasorrelaxante induzido pelo Cm-EtOH utilizou-se
um agente contratil, a fenilefrina, um agonista dos receptores a-ladrenérgicos,
gue esta ligado a proteina Gg/11. Ao ser ativado, induz a formacao de inositol-
1,4,5-trifosfato  (IP3) e diacilglicerol (DAG) por meio da hidrolise do
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) da membrana plasmatica. O IP3 liga-se ao
seu receptor no reticulo sarcoplasmatico (RIP3), que induz a libertacdo de
célcio, gerando, assim, um processo de contracdo do musculo liso vascular
(ZHANG et al., 2010). Essa atividade pode se dar agindo diretamente sobre o
endotélio vascular ou no musculo liso.

Devido ao efeito vasorelaxante ser apresentado tanto na presenga como
na auséncia de endotélio em todos os anéis de aorta utilizados nos
experimentos, considera-se a adicdo cumulativa do Cm-EtOH promoveu um
efeito vasorrelaxante em anéis de aorta pré-contraido com fenilefrina de
maneira dependente de concentracdo e independente de endotélio vascular.
Nesse caso considera-se que esse efeito vasorelaxante independente de
endotélio vascular tenha se dado pelo bloqueio do influxo de Ca** através | 71
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de canais para Ca®* transmembrana ou pela inibicdo da liberacdo de Ca*" dos
estoques intracelulares mediado por agonista ou pela abertura de canais para
K" ou pela inibigdo do aparato contratil (CHEN et al., 2009).

Conclusao

Diante disso conclui-se que o Cm-EtOH promoveu um efeito
vasorelaxante em anéis de aorta pré-contraidos por fenilefrina de maneira
dependente de concentracao e independente de endotélio vascular.

Palavras-chave: Combretum. Aorta. Plantas Medicinais.
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Introducéo

Para o tratamento da dor sabe-se que ainda ndo existe no mercado um
farmaco analgésico ideal, ou seja, que ndo promova muitos efeitos colaterais.
Embora sejam altamente eficazes, os analgésicos de agao central, assim como
0s analgeésicos de acao periférica também apresentam efeitos indesejaveis
(RANG et al.,, 2012). Assim, tem-se a necessidade de buscar alternativas
terapéuticas para o tratamento da dor (SILVA, 2013). O terpinoleno (TPO) € um
monoterpeno encontrado em espécies vegetais farmacologicamente ativas,
como a Protium heptaphyllum March, e apresenta semelhanca com
monoterpenos com acao antinociceptiva, como o limoneno (SOUSA, 2012).
Dessa forma, considerando esse potencial antinociceptivo promissor, buscou-
se investigar a acao do terpinoleno em modelos de dor neuropatica.

Metodologia

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) albinos, fémeas (25-
30g, n=6-8). Os protocolos foram realizados apos aprovacao pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da UFPI (CEEA/UFPI N° 82/2014). A
neuropatia foi induzida através do procedimento de Compressédo Parcial do
nervo Ciatico (CPC), no qual o nervo foi exposto e circundado por um fio de
sutura de seda (3-0) (MOSCONI; KRUGER, 1996), apo0s a instalacdo da
neuropatia foi feita a avaliacdo nociceptiva mecanica nos animais com oS
filamentos de von Frey (CHAPLAN et al.,, 1994) e o teste de sensibilidade
térmica ao frio (10 °C, teste da acetona) foi utilizado para a avaliacdo da
nocicepcao térmica (FLATTERS; BENNET, 2004). Esses testes nociceptivos
foram feitos antes do procedimento cirdrgico para obtencédo de valores basais e
nos dias pdés-operatérios 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8. Em todos os dias, apés 0s
testes, 0s animais eram tratados com terpinoleno (100 mg/kg, v.0), terpinoleno
(200 mg/kg, v.0.) veiculo (dgua destilada + Tween 80, v.0.) e pregabalina (10
mg/kg, v.0.) ou morfina (5 mg/kg, v.0.) como controle positivo. Desse modo,
fez-se a avaliacdo do efeito subagudo destas substancias.

Resultados e Discusséo

A neuropatia € uma sindrome complexa, com diversos mecanismos
envolvidos. Teorias inflamatérias e imunes estdo entre os principais, mas ha
ainda, o envolvimento do estresse oxidativo e da degeneracdo nervosa. Esses

Rev. Interd. Cién. Satide — ISSN 2358-6966 74




I SIMPOSIO NORDESTINO DE RECURSOS NATURAIS
E POTENCIALIDADES TERAPEUTICAS - Il RENAPTE

Tema : Biomas Nordestinos e suas Potenclalidades Terapéuticas

fatores somados interferem na conducdo normal dos impulsos dolorosos
(KRAYCHETE et al., 2008).

Os dados da figura 1 mostram que as administragcbes agudas de
terpinoleno 100 e 200 mg/kg ndo demonstraram efeito antinociceptivo por nao
alterarem o limiar nociceptivo mecanico (LNM) dos animais. Apenas 0 grupo
morfina aumentou significativamente (p<0.001) esse limiar nos tempos 60 e
120 minutos.

Figura 1. Efeito do terpinoleno sobre o limiar nociceptivo mecénico (LNM), expresso em
gramas, de camundongos Swiss fémeas apés a ligadura do nervo ciatico no tratamento agudo.
Avaliados pelo teste de von Frey. Os grupos (n = 6 a 8) receberam terpinoleno (100 e 200
mg/kg v.0.), veiculo (agua destilada + tween 80, v.0.) ou morfina (5 mg/kg i.p.) (***p<0,001
comparado com grupo veiculo; ANOVA duas vias, Teste de Tukey). Dados expressos em
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No teste da acetona, aos 60 minutos da administracdo de TPO 100
mg/kg v.o, foi observada uma reducéo significativa (p<0,01) no escore (1,50 +
0,34). Ja no tempo de 120 minutos além do grupo terpinoleno 100 mg/kg (1,33
+ 0,21) o grupo terpinoleno 200 mg/kg (1,50 + 0,22) reduziram
significativamente os escores em relacdo ao controle (2,67 + 0,21) como
mostra a figura 2.

Figura 2. Efeito do terpinoleno sobre o escores de sensibilidade térmica de camundongos
Swiss fémeas apos a ligadura do nervo citico no tratamento agudo. Avaliados pelo teste da
acetona. Os grupos de animais (n = 6 a 8) receberam terpinoleno (100 e 200 mg/kg v.0.),
veiculo (dgua destilada + tween 80, v.0.) ou morfina (5 mg/kg i.p.) (**p<0,01, ***p<0,001
comparado com grupo veiculo; ANOVA duas vias, Teste de Tukey). Dados expressos em

média + E.P.M.
S 8-
Q
= 6 + Confrole
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Ap6s a avaliacdo aguda foi realizado o teste subagudo, e os resultados
mostram que o0s animais tratados com terpinoleno (100mg/kg) e com
terpinoleno (200 mg/kg) apresentaram efeitos significativos no aumento do
limiar de retirada da pata no 16° dia, com uma média de 3,0+0,44 (*p<0,05) e
4,66+0,66 (**p<0,01), respectivamente (figura 3).

FIGURA 3. Avaliacé@o do efeito do pés-tratamento com terpinoleno sobre o limiar de retirada de
pata de camundongos Swiss fémeas (25-30g), submetidos ao teste de filamentos de von Frey
na neuropatia periférica induzida por Compressao Parcial de Ciatico. Os grupos (n = 6 a 8)
receberam terpinoleno (100 e 200 mg/kg v.0.), veiculo (v.0.) ou pregabalina (10 mg/kg v.0.).
(*p< 0,05; **p< 0,01 e ***p<0,001 comparado com grupo veiculo; ANOVA duas vias, Teste de
Tukey).

i
(&)
1

Pregabalina 10mg/kg

[y

o
1
*
*
*
*

Terpinoleno 200 mg/kg
Terpinoleno 100 mg/kg

Veiculo

b ¥ton

Sham

Limiar nociceptivo mecéanico (g)

o
L

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tempo (dias)

A figura 4 demonstra que, no teste de sensibilidade térmica ao frio (teste
da acetona), os animais tratados com terpinoleno tanto de 100 como 200 mg/kg
apresentaram significativa (***p<0,001) reducdo do escore, com meédia de
escore de 1,50+0,34 e 1,33%0,21, respectivamente, isso no 16° dia apos a
CPC. Estes resultados estdo em concordancia com relatos na literatura,
gue mostram a efetividade de monoterpenos, tanto de forma especifica
como geral, de bloquear a hipersensibilidade mecéanica e térmica ao frio,
induzida por esse modelo (CAMARGO; VASCONCELOQOS, 2014).

FIGURA 4. Avaliacdo do efeito do pos-tratamento com terpinoleno sobre o escore de resposta
nociceptiva de camundongos Swiss fémeas (25-30g), submetidos ao teste de sensibilidade
térmica ao frio (teste da acetona) na neuropatia periférica induzida por Compressao Parcial de
Ciatico. Os grupos de animais (n = 6 a 8) receberam terpinoleno (100 e 200 mg/kg v.0.), veiculo
(v.0.) ou pregabalina (10 mg/kg v.0.). (*p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 comparado com grupo
veiculo; ANOVA duas vias, Teste de Tukey).
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Diversas pesquisas tém demonstrado o0 potencial analgésico de
monoterpenos, caracterizado os seus mecanismos de agao, e destacado nessa
classe, novas opg¢des para o tratamento da dor. O carvacrol, limoleno, a-
felandreno, terpineol e o0 pineno estdo nesse grupo de monoterpenos que
apresentam atividade antinociceptiva (GUIMARAES; QUINTANS; QUINTANS-
JUNIOR, 2013).

Concluséo

Conforme o presente estudo foi demonstrado que o terpinoleno promove
efeito antinociceptivo no modelo de neuropatia periférica induzida por ligadura
do nervo ciatico, possuindo propriedades potenciais para o tratamento da dor,
por aumentar o limiar nociceptivo mecéanico e térmico de animais neuropaticos.

PALAVRAS-CHAVE: Terpinoleno. Monoterpeno. Neuropatia.
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Introducéo

A dor € uma sensacao desagradavel, presente ao longo de toda a vida,
desde o nascimento até a morte. E associada a diversos processos
inflamatorios, trauma tecidual, e varias doencas. A Associacdo Internacional
para o Estudo da Dor (IASP) define dor como “uma sensacédo desagradavel
com sofrimento emocional associada com lesdo tecidual real ou potencial, ou
delineada em termos de tal lesdo” (IASP, 2015)

Diversas pesquisas tém demonstrado o potencial analgésico de
monoterpenos, caracterizado os seus mecanismos de agao, e destacado nessa
classe, novas opc¢des para o tratamento da dor. Dessa forma, considerando o
potencial promissor dos monoterpenos, buscou-se investigar o potencial
antinociceptivo do 6xido de rosa diante dos modelos de neuropatia dolorosa.

Metodologia

Obtencdo do Oxido de rosa: a substancia Oxido de Rosa foi fornecida
pelo Prof. Dr. Damidao Pergentino de Sousa, membro do Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas/UFPB.

Animais experimentais: foram utilizados camundongos (Mus musculus)
albinos, feméas, da linhagem Swiss (25-309) e ratas (Rattus norvegicus wistar),
(n= 6 a 8) Os animais foram obtidos do Biotério do Nucleo de Pesquisas em
Plantas Medicinais (NPPM) da Universidade Federal do Piaui (UFPI) e os
experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Farmacologia da Dor do
Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais (NPMM/UFPI). Os animais foram
eutanasiados com superdosagem de tiopental sodico (100 mg/kg, i.p.) de
acordo com o estabelecido pela Resolucdo N° 1.000 de 11 de maio de 2012 do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria — CFMV, tendo como responsavel
técnico a Médica Veterinaria, Adeline de Andrade Carvalho, CRMV-PI N° 866.
Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFPI (CEEA/UFPI N° 148/2016).

Toxicidade aguda- Determinacdo da DL50: foram tratados com veiculo
e o0 Oxido de Rosa (2 mg/kg, v.0). A toxicidade foi avaliada por 4 horas e nas
72 horas ap6s a administracdo da substancia-teste, onde foram registrados
alguns parametros, numero de animais mortos em cada grupo e dosagens
bioquimicas dos animais (MILLER; TAINTER, 1944).
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Teste do glutamato: foi utilizado o glutamato (20 yl de uma solugao 10
pmol) por via intraplantar. Os camundongos foram tratados com 6,3,4-
Trimethoxyflavanone, Morfina (5mg/kg, s.c.) ou veiculo. Ap6s 60 min dos
tratamentos os animais receberam injecéo de glutamato (20 pL; 10 pmol/pata)
na regiao dorsal da pata traseira direita. O tempo que o animal lambe ou morde
a pata durante 15 min foi quantificado e comparado entre os grupos (BEIRITH
et al., 2002).

Teste de compressédo de pata (Randall-Sellito): os animais (n=5),
foram submetidos a compressédo mecanica na pata. O limiar de dor foi medido
a partir da aplicacdo de uma forca continua crescente (g) a regido dorsal da
pata do animal capaz de induzir a reacdo de retirada desta (RANDALL;
SELLITO, 1957).

Teste de campo aberto: os animais (n=6) foram tratados com o Oxido
de Rosa (25 e 50 mg/Kg, v.0.), veiculo ou Diazepam. Apos 60 ou 30 minutos,
foram levados ao campo aberto. Ao término desse periodo, foi quantificado o
numero de quadrantes atravessados com as quatro patas pelo animal.

Rota Rod: os animais (n=6 a 8) selecionados 24 horas antes do
procedimento, através de uma triagem em sessdes de 1 min, foram tratados
com Oxido de Rosa (25 e 50 mg/Kg, v.0.) ou Diazepam (4 mg/Kg i.p.) como
controle positivo e registrado o tempo de permanéncia na barra giratoria, no
tempo maximo de um minuto.

Andlise estatistica: os valores foram expressos como meédia + erro
padrao da meédia (E.P.M.), utilizados os testes “t Student” para amostras
pareadas e nao pareadas e andlise de variancia “one-way” (ANOVA) seguida
de Teste de Tukey, p<0,05. Em todos estes procedimentos, foi utilizado o
programa estatistico GraphPad Prism versao 6.0.

Resultados e Discusséao

Na figura 1, pode-se observar que o Oxido de Rosa foi capaz de diminuir
o tempo de lambedura da pata, nas doses de 25mg/Kg e 50 mg/Kg, sendo que
na dose de 50mg/Kg houve uma reducdo de significancia semelhante a
morfina 5mg/Kg, em relacdo ao controle.

Figura 1. Avaliacdo antinociceptiva do Oxido de Rosa determinada por modelo de nocicepcgéo
guimica induzida por glutamato
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O Rosa 25 makg

do e Rosa 50 mgky

W Vofna (Smgkg)
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Fonte: NPPM / UFPI
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A nocicepcado induzida pelo glutamato parece envolver sitios de acdo
periférica, espinhal e supra-espinhal (BEIRITH, SANTOS, CALIXTO, 2002).

O pré-tratamento por via oral com OR, levando a um aumento do limiar
nociceptivo, a partir da terceira hora na dose de 50 mg/Kg perdurando o efeito
até a sexta hora. O grupo tratado com o OR na dose de 25 mg/Kg, aumentou o
limiar de retirada apenas na quarta e quinta hora. A indometacina (10 mg/Kg,
v.0.) inibiu significativamente a hiperalgesia a partir da primeira hora e perdurou

até a sexta hora (Figura 2).

Figura 2. Efeito da administracdo aguda do oxido de rosa sobre o limiar de retirada de pata de
ratas Wistar com hiperalgesia mecéanica induzida pela inje¢ao (i.pl.) de carragenina 1% (50 yL /
pata), submetidas ao teste de compressdo da pata (Randall- Selitto). Os grupos de animais
(n=6-8) receberam OR (25 a 50 mg/Kg, v.0.), veiculo ou indometacina (10mg/Kg, v.0.). Cada
grupo representa a média + E.P.M. (*p<0,1, **p<0,01 e 8**p<0001 comparado com grupo
controle; ANOVA two way, Teste Bonferroni).
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Fonte: NPPM / UFPI
A inflamacdo neurogénica contribui para a hiperalgesia periférica e
central resultante. Neste protocolo, os camundongos pré-tratados com
citronelal, todas as doses, apresentaram aumento no limiar mecanico,
semelhante aos camundongos que receberam indometacina. Este efeito é
provavelmente o resultado da atividade antiinflamatoria da citronelal, que foi
relatada na literatura. O resultado obtido se apresentou semelhante ao do
citronelal (BRITO et al, 2015).
A figura 3A demonstrou que o diazepam reduziu significativamente o
numero de invasdes, enquanto que o Oxido de rosa 50mg/Kg nédo gerou

reducdGes significativas.
Figura 3. Efeito do Oxido de Rosa sobre a atividade locomotora no teste de campo aberto (A) e
no teste do rota-rod (B) em camundongos.
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O epoxido de limoneno por sua vez, ocasionou uma reducdo no
nimero de cruzamentos no teste de campo aberto em funcdo do nivel de
excitabilidade do sistema nervoso central (ALMEIDA et al, 2012).

A figura 3B demonstrou que o Diazepam reduziu de forma
significativa o tempo de permanéncia na barra giratoria, em relagdo ao
grupo controle, enquanto que o grupo tratado com o éxido de rosa 50mg/Kg
ndo mostrou reducdes significativas.

Estudos citronelal, semelhantes ao presente estudo, ndo mostraram
interferéncia na coordenacdo motora dos animais no teste rota-rod e na
atividade locomotora (BRITO et al, 2015).

Concluséo

O presente estudo demonstrou, a partir de testes como inducédo de
nocicepc¢ao quimica por glutamato e compressao de pata (Randall-Selito), que
0 Oxido de rosa possui acéo antinociceptiva. Além disso, foi possivel comprovar
gue a substancia em estudo n&do apresenta efeitos toxicos ou qualquer
alteracao sobre a atividade locomotora dos animais, representando assim uma
alternatia significativa no tratamento da dor.

Palavras-chave: Nocicepc¢ao. Terpeno. Toxicidade.
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Introducéo

Os Oleos essenciais sdo compostos naturais complexos volateis
constituidos de derivados fenilpropandides ou terpendides, caracterizados pela
presenca de odor pronunciado (BAKKALI et al., 2008). Os monoterpenos, que
sdo o0s principais e mais frequentes constituintes dos Oleos essenciais,
representam boas opcdes para diversas terapéuticas, por apresentarem
propriedades antioxidantes (GUIMARAES; QUINTANS; QUINTANS-JUNIOR,
2013). Dessa forma, considerando o potencial promissor dos monoterpenos,
objetivou-se avaliar a capacidade oxidante, antioxidante e de reparo do acetato
de nerila em Saccharomyces cerevisiae frente aos danos do peroxido de
hidrogénio.

Metodologia
Teste com Saccharomyces cerevisiae

O crescimento das células foi procedido em meio liquido completo
(YEL), contendo 1% de extrato de levedura, 2% de bactopeptona e 2% de
glicose. Realizou-se semeaduras em meio solido YEPD, que foi preparado
adicionando-se a composicdo do meio YEL 2% de bacto-agar com diferentes
linhagens da Saccharomyces cerevisiae. Utilizou-se o acetato de nerila em
diferentes concentracdes (3, 6 e 60 mg/mL). As linhagens foram cultivadas
para avaliacdo dos efeitos do monoterpeno frente aos danos induzidos pelo
H,O, em S. cerevisiae. Para a determinacdo da atividade antioxidante 2x107
células/mL provenientes da fase estacionaria de crescimento, foram tratadas
com o0 monoterpeno em presenca do peroxido de hidrogénio.

Resultados e Discusséo

Utilizou-se trés concentracdes do acetato de nerila para a realizacdo do
experimento, as concentracdes escolhidas foram baseadas nas doses de 100 e
200mg/kg, e na dose de avaliacBes toxicologicas de 2g/kg. E os resultados
mostraram que a utilizacdo do acetato de nerila no pré-tratamento de linhagens
reduziu os danos induzidos pelo peroxido de hidrogénio conforme apresentado
na figura 1.
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Figura 1 — Efeito pré-tratamento das diversas cepas Saccharomyces cerevisiae tratados com
acetato de nerila nas concentra¢des de 3 mg/mL, 6 mg/mL e 60 mg/mL.
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Fonte: Laboratério de Farmacologia da Dor do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais

Os resultados do monoterpeno evidenciam o efeito de pré-tratamento
com resultados significativos em todas as cepas mutadas, apresentando
resultados satisfatorios nas trés concentracdes do aceto de nerila.

Os experimentos apresentados na figura 2, tiveram como finalidade
investigar o efeito antioxidante do acetato de nerila frente as diversas linhagens
de S. cerevisiae, que foram cultivadas para a avaliacdo da acédo do
monoterpeno frente aos danos induzidos pelo peroxido de hidrogénio.

Figura 2 — Efeito do co-tratamento das diversas cepas Saccharomyces cerevisiae tratados
com acetato de nerila nas concentra¢gfes de 3 mg/mL, 6 mg/mL e 60 mg/mL.
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Fonte: Laboratorio de Farmacologia da Dor do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais
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De forma semelhante ao resultado anterior o acetato de nerila, nas trés
concentragdes, apresentou um efeito protetor diante do estresse oxidativo, ao
proteger as cepas da formacdo de agentes pro-oxidantes, destacando assim a
atividade antioxidante do monoterpeno.

Muitas doengas cronicas e degenerativas tem 0 estresse oxidativo
relacionado a sua génese, segundo Gardner (1997) o processo de doencas
como cancer, envelhecimento e a oxidacao de biomoléculas estdo associadas
aos radicais livres e espécies reativas de oxigénio.

Salmon et al. (2010) relata que os mecanismos de acdo dos
antioxidantes ocorrem com a inibicdo das reacfes em cadeias das espécies
reativas. O mesmo autor diz que os antioxidantes impedem os ataques aos
aminoacidos das proteinas, lipideos e DNA mesmo havendo a geracdo de
radicais livres.

Conforme os respectivos resultados a acédo do acetato de nerila com o
efeito antioxidante mais satisfatorio diante das diversas cepas testadas, a que
teve o melhor potencial dessa acéo foi na cepa mutada para Sod 1 e CAT 1.
Pode-se verificar que o respectivo monoterpeno na concentracdo de 3 mg/mL
obteve o mesmo valor do controle negativo.

As linhagens de S. cerevisae no pos-tratamento (figura 3), foram
expostas primeiramente ao dano oxidativo provocada pelo peréxido de
hidrogénio. A acdo do acetato de nerila no poés-tratamento nas cepas de
linhagens da S. cerevisae obteve um efeito mais expressivo na cepa Sodl e
Sod2 apresentando um aumento da sobrevivéncia com a diminuicdo de
inibicdo de crescimento quando poés tratadas na concentracdo de 3 mg/mL

guando comparadas ao controle negativo.
Figura 3 — Efeito do pés-tratamento das diversas cepas de Saccharomyces cerevisiae
tratados com acetato de nerila nas concentra¢des de 3 mg/mL, 6 mg/mL e 60 mg/mL.
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O excesso de espécies reativas de oxigénio (ROS) pode danificar
lipidios, é&cidos graxos, proteinas e DNA, levando a ruptura estrutural e
funcional da membrana celular, inativacdo de enzimas e morte celular. A
atividade antimutagénica de substancias derivadas de plantas pode ser devido
a uma variedade de mecanismos, tais como inibicdo de efeitos genotodxicos,
modulacdo de transducdao de sinal, atividade antioxidante e eliminacdo de
radicais livres (MOSHAHID; FRAGOSO; KHAN., 2012).

Concluséo

Desse modo a investigacdo do acetato de nerila com cepas de
Saccharomyces cerevisiae evidencia sua acao preventiva , antioxidante e de
reparo frente aos danos causados pelo estresse oxidativo, sugerindo assim um
efeito promissor na terapéutica de processos patologicos que tenham o
aumento de radicais livres e danos oxidativos em sua génese.

Palavras-chave: Acetato de nerila. Estresse oxidativo. Monoterpeno.
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Introducéo

A erecdo peniana € um processo neurovascular complexo realizado pelo
musculo liso do corpo cavernoso e o relaxamento deste € essencial para a
manutencado da funcao erétii (ANDERSSON, 2011). Nesse contexto, pode-se
definir disfuncéo erétil como a incapacidade consistente de obter ou manter
erecOes penianas com qualidade suficiente para permitir uma relacdo sexual
satisfatoria (CARSON, LUE, 2005). Atualmente, o tratamento de tal patologia
baseia-se no uso de inibidores da fosfodiesterase , que promovem o aumento
do processo fisiologico da tumescéncia peniana induzindo um efeito de
relaxamento concentracdo-dependente e, assim, predispondo a erecdo do
pénis (KALSI ,KELL, 2004).

Na busca por novos meios para solucionar tal problematica, observa-se
a relevancia das plantas medicinais como fonte de pesquisa. A despeito disso,
dentre os varios produtos naturais obtidos de plantas, destacam-se os 6leos
essenciais que sao metabdlitos secundarios constituidos, em sua maioria, por
terpenos, sendo estes formados pela unido de moléculas de isopreno e
dependendo do numero de moléculas possuem classificacdo e propriedades
funcionais diferentes (BAKKALI et al., 2008). Dentre estes, 0s monoterpenos,
demonstraram efeito espasmolitico significativo no sistema cardiovascular
(PEIXOTO-NEVES et al., 2010; SANTOS, OLIVEIRA, 2016).

Nesse sentido, a investigacdo da acdo de novas substancias sobre a
musculatura lisa reside no fato das substancias com acdo espasmoliticas
possuirem vasta aplicacdo no tratamento de varios processos fisiopatoldgicos.
Além disso, como 0os mecanismos de contracdo e de relaxamento muscular
envolvem mobilizacdo de fons Ca?* e este fon medeia grande parte das acdes
das drogas no organismo, o musculo liso se apresenta como um modelo
apropriado para a investigacao de novos compostos (WEBB, 2003).

Tendo em vista tais consideracdes, o presente estudo teve como objetivo
investigar o potencial espasmolitico do monoterpeno nerol, bem como elucidar o
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mecanismo de acdo envolvido na resposta evidenciada em preparacdes de corpo
cavernoso isolado de rato.

Metodologia

Os corpos cavernosos de ratos Wistar foram montados em cubas de
banho para 6érgaos isolados, contendo solucdo de Krebs Ringer, a 37° C e
aerados com uma mistura carbogénica (95% CO;, e 5% O), suspensos por
linha de algoddo a um transdutor de forga, conectados a um amplificador e este
a um computador. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados
pelo Comité de Etica da Universidade Federal do Piaui (CEEA/UFPI
n°270/2016). Decorridos 60 minutos, com troca a cada 15 minutos da solugéo
nutritiva, era induzida uma contrac&o com fenilefrina (FEN:10°M), e o nerol era
adicionado a cuba de maneira cumulativa (10° a 10° M) em preparacdes
diferentes. Para a verificar a participacdo da enzima o6xido nitrico sintase
(NOS), incubou-se previamente nas preparacdes o N®-nitro-L-arginina metil
éster (L-NAME;10 ™M) por 20 minutos e em seguida era induzida uma
contracao por FEN. De maneira semelhante, em preparacfes diferentes, para a
verificagcdo da participacdo da via da guanilato ciclase soluvel (GCs), foi
adicionado o 1H-[1,2,4]Oxadiazolo-[4,3-a] Quinoxalin -1 -One (ODQ ;10°® M).Os
resultados obtidos neste estudo foram expressos como média * erro padrao da
média (e.p.m) e submetidos ao teste t de Student ndo pareado, para analise de
diferenca entre as médias foram considerados valores significativos p<0,05. A
analise estatistica e plotagem das curvas foram realizadas utilizando o
programa estatistico Graph-Pad Prsim® 6.00.

Resultados e Discusséao

Os resultados do presente estudo demonstraram que o0 monoterpeno
nerol promove relaxamento de maneira dependente de concentracéo (10° -10
M) em corpo cavernoso isolado de rato pré-contraido com FEN, obtendo uma
CEsode 2,7 +1,2 x 10° M (Figura 1).

Figura 1 - Curvas concentracdo-resposta do efeito espasmolitico do nerol em corpo cavernoso
isolado de rato nggauséncia ( ) e na presenca lle L-NAME () (Média + e.p.m., Teste t de
Student, N = 5).

B FEN

‘. as
@ CEN-z.‘l‘.l.2x10'2»M
é :;-'\
;"!\

L-NAME + FEN
B CE,=63&1,7Xx10 M
Epmax™ 64,1 22,0 %

p=0,1263 (FEN vs L-NAME)

50

Relaxamento (%)

100~

r 1 1 1 1 1 1
-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3

log [NEROL] M

Fonte: Autoria propria.
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Figura 2 — Curvas concentragdo-resposta do efeito espasmolitico do nerol em corpo cavernoso
isolado de rato na allléncia ( ) e nalflresenca (  )de ODQ. (Média + e.p.m., Teste t de
Student, N =5.).

0n =g, m FEN
.\H\- CEo=27M1,2x10°M
25- A
\*! W ODQ 4 FEN

CE,q=3,1409x10°Mm
E,..= 69,6 %3,8°%

Relaxamento (%)

p=0,1244 (FEN vs ODQ)

100+
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Fonte: Autoria propria.

Tais resultados direcionaram a pesquisa para a investigacao do possivel
mecanismo de acdo envolvido na resposta obtida, visto que o processo de
relaxamento promovido pelas substancias ocorreu sobre a contracéao induzida
por fenilefrina, um agonista dos receptores alfa-1-adrenérgicos ligado a
protefina Gg/11 que promove o aumento de Ca®" intracelular desencadeando,
assim, o processo contratii da musculatura lisa (VERGARA-GALICIA et al.,
2010).Considerando 0s mecanismos que poderiam estar envolvido nesse
efeito, a participacdo da molécula de 6xido nitrico (NO) é relevante uma vez
gue, segundo Ignarro (1990), ela age como principal mediador responsavel
pela erecdo peniana. Desse modo, investigou-se o envolvimento dessa via
através da inibicdo da enzima NOS (SCHIAVINI; DAMIAO, 2010), observou-se
gue a pré-incubacdo com o L-NAME nao alterou a poténcia relaxante do nerol
guando comparado a sua acao na auséncia desse bloqueador, sugerindo que,
provavelmente, ndo ha participacdo da via do NO no efeito relaxante promovido
(Figura 1), uma vez que a CEsp para as duas curvas nédo diferiram
significativamente (CEso=3,1 + 0,9 x 10° M). Estudo realizado por Santos e
Oliveira (2016) demonstrou o efeito vasorrelaxante induzido por acetato de
nerila, um derivado do nerol, na auséncia de endotélio vascular, indicando uma
possivel participacdo de outras vias no efeito espasmolitico, assim como foi
observado neste estudo.

Observou-se também que a inibicio da GCs promoveu a mesma
resposta obtida com adicdo do L-NAME, com a CEsp (6,9 + 1,7 x 10°® M) sem
diferenca significativa entre as curvas (Figura 2). Contudo, apesar da poténcia
relaxante nado ter sido alterada, € notoéria a diferenca entre o efeito maximo
produzido pelo mesmo nas condicbes em que a NOS e a GCs estavam
bloqueadas (Figura 1 e 2), sugerindo um possivel mecanismo de acdo
inespecifico nas maiores concentracdes utilizadas do nerol.
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Conclusao

O nerol promove relaxamento de corpo cavernoso isolado de rato de
maneira dependente de concentracdo, porém este efeito parece ndo envolver a
participacdo da éxido nitrico sintase nem da guanilil ciclase.

Palavras-chave: Atividade espasmolitica. Musculo liso. Disfuncéo erétil.
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Investigagdo do mecanismo tocolitico do extrato etanolico das cascas do
caule de Platonia insignis Mart. em Utero de rata

José Vitor Menezes Lacerda, Lorranya Eveli Pereira Feitosa Arajo , Teresa
Mariana Abreu dos Santos, Monique Luana Frazdo Ramos, Izabela Borges
Carvalho, Mariana Helena Chaves, Rosimeire Ferreira dos Santos

Departamento de Biofisica e Fisiologia, Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Piaui, Teresina-PI|

Introducéo

A hipercontratibilidade da musculatura uterina esta4 relacionada a
problemas como a dismenorreia e o0 parto prematuro, 0S quais apresentam
como possiveis causas: hormoénios, sejam eles esteroidais ou pituitarios,
obstrucdo cervical e, mais comumente, aumento na quantidade de
prostaglandinas (DAWOOD, 2006). Além disso, sabe-se que, com prevaléncia
de 43% a 93% da populacdo feminina, a dismenorreia constitui a queixa
ginecoldgica mais comum em jovens (RODRIGUES et al., 2011).

Dentre as plantas investigadas na atualidade, a espécie Platonia insignis
Mart., conhecida popularmente como bacurizeiro, apresenta diversas
caracteristicas que levaram ao estudo da composicdo de seus extratos. A
decoccdo das sementes é utilizada na medicina popular para tratamento de
diarreias (AGRA et al.,, 2008). A graxa de bacuri (banha), fabricada pela
populacéo a partir do 6leo extraido das sementes € usada de forma sistematica
principalmente como acdo anti-inflamatéria e para o tratamento de
queimaduras e acnes (SANTOS JUNIOR et al., 2010).

Diante desse contexto, o presente trabalho teve como objetivo investigar
0 mecanismo de acdao tocolitico do extrato etandlico (PI-EtOH) das cascas do
caule de Platonia insignis Mart. em Gtero isolado de rata.

Metodologia

Foram utilizadas ratas Wistar (Rattus norvegicus) provenientes do
Biotério Setorial da Universidade Federal do Piaui ( CEEA :271/16)

Apés eutanasia das ratas por sobredose de anestésico geral (tiopental
sédico, 150 mg/kg, i.p.) o utero foi removido e cortado em 2 cornos, separados
por incisdo e abertos longitudinalmente e em seguida suspensos verticalmente
por linhas de algoddo fixadas a uma transdutor de tensdo acoplado a um
amplificador de sinal para registro das tensdes isométricas, em cubas de 12 ml
contendo solucdo de Locke Ringer a 32°C aerada com uma mistura
carbogénica (95% de O2 e 5% de CO2). A preparacao foi mantida em repouso
por 60 minutos, sob tensdo de 1 grama forca (g/f), com troca da solucéo
nutritiva a cada 15 minutos. Apos este periodo, adicionou-se as cubas 5 mM de
tetraetiimonio (TEA"), o qual nessa concentracdo age como um bloqueador
inespecifico dos canais para potassio; 1 mM de TEA®, um inibidor seletivo dos
canais para potassio de grande condutancia ativados por Ca®" (BKca) ou
glibenclamida (3x10™° M), um bloqueador dos canais para potassio sensiveis ao
ATP (Katp) Ap0s 20 minutos de incubacdo de tais agentes, induziu-se uma
contracdo pela adicdo de ocitocina (1Ul/ mL) e durante a fase tbnica e
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sustentada da contracdo o PI-EtOH foi adicionado de maneira cumulativa (0,1 -
750 pg/ mL).

Os resultados obtidos foram expressos como média = E.PM e
submetidos ao teste t de Student ndo pareado para analise de significancia
(p<0,05). Toda a analise estatistica foi realizada utilizando o programa
estatistico Graph-Pad Prism 6.0.

Resultados e Discusséo

Um dos mecanismos chave para o tratamento de dismenorreias e do
trabalho de parto prematuro € impedir a contracdo excessiva da musculatura
lisa do Utero. Em estudos anteriores, Carvalho (2013) demonstrou que o extrato
etanolico (Pi-EtOH) das cascas do caule de Platonia insignis Mart., apresenta
atividade tocolitica em utero isolado de rata pré-contraido por ocitocina, um
hormonio fisiologicamente presente no organismo, cuja ligacao ao seu receptor
OT, acoplado a proteina Gg1, resulta no aumento da concentracdo citosolica
de Ca?* desencadeando o processo de contracdo muscular (FUKATA; AMANO;
KAIBUCHI, 2001).

Os canais de potassio tem um papel chave na manutencdo do ténus
muscular liso. Para investigar a participacdo destes canais no mecanismo de
acao tocolitico do Pi-EtOH, utilizou-se TEA* 5mM, que nessa concentracio age
como um bloqueador inespecifico dos canais para potassio. Na Figura 1,
observa-se que a a presenca do bloqueador alterou o relaxamento promovido
pelo Pi-EtOH, com reducdo significativa do efeito maximo (auséncia de TEA"
5mM: Emax = 100% e CEso = 53,45 + 13,58; presenca de TEA" 5mM: Empa =
30,9%, sugerindo a participacéo dos canais para K* no efeito tocolitico do Pi-
EtOH.

Figura 1 — Curvas concentracdo-resposta para o efeito tocolitico de Pi-EtOH sobre as
contracdes tonicas induzidas por ocitocina na auséncia (m) e na presenca (o) de TEA" 5mM (A)
ou TEA"1 mM (B) em (tero isolado de rata.
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Fonte: Dados do autor
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Figura 2 — Curvas concentracdo-resposta para o efeito tocolitico de Pi-EtOH sobre as
contragoes tbnicas induzidas por ocitocina na auséncia (m) € na presenga (o) de glibenclamida
em utero isolado de rata.
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Fonte: Dados do autor

Para investigar o envolvimento dos subtipos de canais para potassio no
efeito tocolitico do Pi-EtOH, foram utilizados inibidores seletivos para 0os BKc, €
Kare. Para o primeiro, fez-se uso do blogqueador TEA" na concentragdo de 1
mM (HUANG, 1998, MURRAY et al., 1991). J4 para o segundo, utilizou-se o
bloqueador glibenclamida (HUGHEST; HOLLINGSWORTH, 1997).

Os BKca S@0 os canais para K' que estdo presentes em maior
guantidade no miométrio. Varias substancias que apresentam acao uterotdnica
agem modulando esses canais, possibilitando a sugestdo de que seu principal
papel fisiologico € induzir o relaxamento do miométrio em resposta a
despolarizacdo (BRAINARD et al., 2007). Neste estudo, observou-se que o
bloqueio dos BKc, alterou de forma significativa a acéo tocolitica do Pi-EtOH,
com reducao do efeito maximo e deslocamento da curva de relaxamento para a
direita (auséncia de TEA" 1 mM: Emax = 100% e CEsp = 53,43 + 13,58; presenca
de TEA" 1 mM: Epax = 68,9% e CEsp = 257,4 + 41,41). Com isso, propde-se a
participacédo dos BKc, N0 mecanismo de acgéo tocolitico do Pi-EtOH.

Assumindo grande importancia na regulacdo do potencial de repouso do
miomeétrio durante a gravidez (INAGAKI et al., 1996), os Karp S80 responsaveis
pela manutencéo do potencial de membrana no seu estado basal, mesmo em
baixo estado de abertura (TERAMOTO, 2006). A adicdo de um blogueador
especifico dos Karp promoveu um desvio significativo da curva de relaxamento
para a direita do Pi-EtOH (auséncia de glibenclamida: Enax = 100% e CEsp =
53,43 £ 13,58; presenca de glibenclamida: Enax = 48% e CEsp = ndo calculada)
(Figura 3). Diante de tais resultados, pode-se sugerir que 0s Karp estéo
envolvidos no efeito tocolitico do Pi-EtOH.

Concluséo

Os resultados obtidos neste estudo indicam que o efeito tocolitico
induzido pelo Pi-EtOH das cascas do caule de Platonia insignis Mart. em Utero

Rev. Interd. Cién. Saude — ISSN 2358-6966 94




I SIMPOSIO NORDESTINO DE RECURSOS NATURAIS
E POTENCIALIDADES TERAPEUTICAS - Il RENAPTE

Tema : Biomas Nordestinos e suas Potenclalidades Terapéuticas

isolado de rata envolve a participacdo dos canais para potassio, provavelmente
0s subtipos BKcae Kartp.

Palavras-chave: Atividade espasmolitica. Canais para potassio.Utero.
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