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Apresentacéo

O RENAPTE - | Simpdsio Nordestino de Recursos Naturais e Potencialidades
Terapéuticas teve como objetivo principal a aproximac¢ao da academia com a comunidade a fim
de possibilitar aos participantes a oportunidade de atualizar e aprofundar seus conhecimentos
em Produtos Naturais com potencial farmacoldgico e terapéutico. Este Simposio apresentou-se
como uma excelente oportunidade de interacdo entre professores, pesquisadores, profissionais
e estudantes das mais diversas areas das ciéncias bioldgicas e saude além de biotecnologia.
Além de ter favorecido discussbes de alto nivel com pesquisadores renomados das regides
nordeste e sudeste do pais, que acumulam um vasto conhecimento e grande experiéncia com
produtos naturais e biotecnol6gicos. Acreditamos que tenhamos atingido nosso objetivo uma vez
contamos com um grande numero de participantes e uma quantidade expressiva de trabalhos

apresentados.
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Introducéo

Staphylococcus s&8o uma das principais causas de infeccbes em todo o mundo,
frequentemente, estafilococos coagulase-negativa (ECN) sdo comumente isolados de hemoculturas,
representando um terco das bacteremias nosocomiais.

Existe um aumento significativo nas infec¢des por estafilococos resistentes a meticilina e
estas bactérias, recentemente, comecaram a adquirir resisténcia a varios antibiéticos largamente
utilizados. Novas estratégias séo, portanto, necessdrias para lidar com estas infec¢gdes na corrente
sanguinea, mediadas por ECN resistentes & meticilina (MRCoNS — Methicillin-Resistant Coagulase
Negative Staphylococccus).

Neste contexto, um interesse renovado em substéncias naturais tem concentrado atencéo
sobre vegetais ricos em compostos bioativos. Portanto, essa pesquisa objetivou avaliar a atividade
antibacteriana da Fracdo Aquosa do Extrato Etandlico de Terminalia fagifolia Mart. frente a
Staphylococcus coagulase negativa resistentes a meticilina isolados de hemoculturas de pacientes de

Teresina-Pl.
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Metodologia

As amostras suspeitas de Staphylococcus coagulase negativa isoladas no laboratério
Bioanalise, Teresina-Pl, a partir de hemoculturas provindas de hospitais conveniados passaram por
testes manuais e automatizados de identificacdo e antibiograma, confirmando espécie e perfil de
multi-resisténcia, incluindo a oxacilina. Tais esirpes foram reisoladas e utilizadas para testes de
sensibilidade a fracdo aquosa (Fag) do extrato etandlico da casca do caule de T. fagifolia, a partir da
técnica de microdiluicio em caldo, de acordo com CLSI (2012) com concentracbes da fracdo
variando de 400 a 6,25 pg/mL. O mesmo procedimento foi utilizado para a determinagédo da CIM do
antibiético padréo efetivo (Vancomicina) contra as bactérias testadas. As placas foram incubadas em
estufa bacteriolégica a 37°C em condicdes aerdbicas. Apos 24 horas, a CIM foi definida como a
menor concentracdo do agente que restringir o crescimento bacteriano visivel, evidenciado com o uso

de Cloreto de Trifenil Tetrazolio (TTC). Os experimentos foram realizados em triplicata.

Resultado

As sete estirpes isoladas de hemocultura apresentaram resisténcia a Meticilina, com teste
de screen para Cefoxitina positivo e CIM para Oxacilina > 4. Portanto, todas as bactérias utilizadas
nesse estudo foram caracterizadas como resistentes a Meticilina (MRCoNS). A Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) foi considerada a menor concentracdo capaz de inibir completamente o
crescimento bacteriano visivel. Os valores de CIM foram determinados pela leitura visual, apos
revelacdo com TTC, sendo considerados como positivos para a inibicdo do crescimento os pogos
gque permaneceram sem coloragcdo e negativos os que obtiveram colorac&o avermelhada.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 1, foi verificado que a FAq mostrou
atividade inibitéria frente todas as linhagens testadas, com CIMs variando de 12,5 a 25 pg/mL,

evidenciando, assim, o excelente potencial dessa substancia como agente antibacteriano.

Tabela 1: Concentragdo inibitéria minima (CIM) da FAq em pg/mL.

LINHAGENS BACTERIANAS CIM DA FAqQ (ug/mL)
S. epidermidis ATCC 12228 25 pg/mL
S. saprophyticus ATCC 15305 12,5 pg/mL

S. epidermidis ML1 25 pg/mL
S. epidermidis ML2 25 pg/mL
S. haemolyticus ML3 12,5 pg/mL
S. haemolyticus ML4 25 pg/mL

S. caprae ML5 25 pg/mL
S. hominis ML6 12,5 pg/mL
S. saprophyticus ML7 25 pug/mL
Discusséo

O aumento da resisténcia dos micro-organismos tem como uma das causas 0 USO
indiscriminado de antibiéticos pela populagdo, acarretando uma diminuicdo de alternativas

terapéuticas disponiveis. Esse fator somado ao alto custo da producdo de compostos sintéticos

Rev. Inderd. Cién. Satde — ISSN 2358-6966



aumenta a busca por novos antimicrobianos que sejam efetivos contra patdgenos resistentes aos
antibiéticos usados atualmente. Plantas medicinais e seus derivados podem ser uma dessas
alternativas, pois possuem metabdlitos secundérios ativos contra uma vasta gama de micro-
organismos.

Fyhrquist et al. (2002), ao testarem extratos derivados de plantas do género Terminalia,
nativas da Tanzania, comprovaram o efeito antibacteriano das plantas testadas, com as CIMs
variando de 1.500 a 5.300 pg/mL, valores bem maiores do que os encontrados nesse estudo. Uma
pesquisa realizada por Bag et al. (2012) para testar a atividade antibacteriana do extrato etandlico
(rico em compostos fendlicos) e da fragdo aquosa de Terminalia chebula, utilizou linhagens de S.
aureus com perfil de resisténcia diferenciado e encontrou CIM de 975 pg/mL para o extrato etanolico
e de 1.657 pg/mL para a fracdo aquosa, valores superiores aos deste estudo quando comparados
as CIMs da FAq de T. fagifolia frente a linhagens de MRCoNS, que variaram de 12,5 a 25ug/mL.

Estudos descrevem a acdo de moléculas de ocorréncia natural como agentes
antimicrobianos, tais como terpenoides, glicocorticoides, flavonoides e polifenois que sdo moléculas
produzidas naturalmente por plantas e tem a capacidade de inibir muitas espécies bacterianas,
principalmente micro-organismos Gram-positivos. O Extrato Etanélico do qual a FAq foi extraida, é
rico em flavonoides (flavanonas, chalconas e flavanas), 1,3-diarilpropanos, triterpenos pentaciclicos

glicosilados e ndo-glicosilados.

Conclusao

A FAqQ possui atividade antibacteriana frente todas as linhagens de MRCONS isolados de
hemoculturas utilizadas no teste. A atividade demonstrada pela FAq frente aos MRCoNS foi superior
ao efeito demonstrado por derivados de plantas da mesma familia, descritos na literatura.
Provavelmente o efeito se deve aos metabdlitos secundarios presentes na FAq, estudos de

fitoquimica devem ser realizados para comprovacdo dessa hipétese.
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Introducéo

A glutationa (GSH) reduzida é um tripeptideo composto de glutamato, glicina e cisteina,
existente em praticamente todas as células de mamiferos. (MEISTER, 1991). O malonaldeido (MDA)
€ o produto final da peroxidacao lipidica e contribui para reagdo inflamatdéria por ativacao de citocinas
pré-inflamatérias (DAMASCENO et al., 2012), o GSH e o MDA sdo parametros de avaliacdo de
estresse oxidativo em tecidos. Pesquisas realizadas para avaliacdo do uso seguro de plantas
medicinais e fitoterapicos no Brasil ainda séo incipientes. A espécie Sida santaremnensis, pertence a
familia Malvaceae, algumas espécies do género Sida s&o utilizadas na medicina popular no
tratamento da hipertensdo (NOUMI et al.,, 1999) e pesquisas anteriores mostram que o0 extrato
etandlico das partes aéreas S. santaremnensis promove efeito vasorrelaxante dependente de fatores

endoteliais em artéria mesentérica de ratos (ARCANJO et al, 2011).

Objetivo
O referido estudo tem como objetivo avaliar o efeito fracdo hidroalcoolica da Sida
santaremnensis (Ssa-HA) sobre os niveis de glutationa e malonaldeido no tecido cardiaco de

camundongos.

Metodologia

Nos protocolos experimentais foram utilizados camundongos Swiss (25- 30g/ CEEA/UFPI N°
008/2012), divididos em 5 grupos: os animais foram pré-tratados via oral com salina, Ssa-HA 1mg/kg,
Ssa-HA 10 mg/Kg e Ssa-HA 20 mg/kg de forma isolada. Quatro horas apds o tratamento 0s animais

foram eutanasiados e o coracédo foi retirado para dosagem de GSH e MDA. Para a analise de GSH,
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100 uL de homogenato do tecido cardiaco foi precipitado pela adicdo de 200 uL de TCA 5% (acido
tricloroacético) e em seguida agitados. A mistura entédo foi centrifugada a 3000 rpm por 15 minutos a
4°C. Retirou-se 75 pL do sobrenadante e adicionou-se 150 uL de Tris 0,4M EDTA 0,2M pH 8,9 e 40
uL de acido 5,5'-dithiobis-(2- nitrobenzoico) (DTNB). As dosagens foram realizadas em
espectrofotdbmetro de luz visivel a 412 nm (ELLMAN, 1959). Para avaliar os niveis de MDA,
fragmentos do tecido cardiaco pesando entre 50 e 100mg foram homogeneizados com KCI 1,15%
para preparar 10% do homogenato. Em seguida, 250 do homogenato foi pipetado dentro de um
tubo de centrifuga de 10 mL, contendo 1,5ml de H3PO4 (1%) e 0,5 ml de uma solugdo aquosa de
acido tiobarbittrico aquoso (0,6%). Posteriormente, os tubos foram aquecidos, por um periodo de 45
minutos, em um banho de 4gua a 100°C e a mistura reacional foi, entdo, resfriada em um banho de
agua gelada, seguida da adi¢édo de 2ml de n-butanol. Apds a adi¢cdo de n-butanol, as amostras foram
homogeneizadas das em agitador por 1 minuto, e centrifugados a 1200 x g por 10 minutos. A
absorbancia da camada organica foi mensurada em 520 e 535nm, sendo o resultado obtido pela
diferenca de absorbancia nas duas leituras. (ELLMAN, 1959).

Resultados

Observou-se através da analise de GSH que os grupos ndo demonstraram diferencas
significativas comparando o grupo controle (salina) com os demais grupos, ou entre as doses
analisadas: controle (83.7 + 9.572 U/mg de tecido), Ssa-HA 1mg/g (81.40 + 8.174 U/mg de tecido), 10
mg/Kg (54.40 + 16.65 U/mg de tecido) e 20 mg/kg (80.32 + 8.665 U/mg de tecido) (Figura 1 A). N&o
houve diferenca significativa entre os valores médios das concentragdes de MDA no grupo de animais
gue receberam tratamento com salina (478.9 £ 40.03 nmol/g), e as doses de 1 mg/kg (454.1 +
35.58 nmol/g), 10 mg/kg (390.9.1 £ 45.39 nmol/g) e 20 mg/kg (445.2 £ 38.76 nmol/g) (Figura 1 B).

Figura 1 — Efeito da Ssa-HA na dose de 1 mg/kg, 10 mg/kg e 20 mg/Kg apds quatro horas sobre a
atividade da GSH (A) MDA (B) no tecido cardiaco em camundongos. Os dados estdo expressos
como média + E.P.M., *p<0,05, (ANOVA one-way seguida pelo teste de Tukey)n=6.

A B
1001 600-
g
9 80" :-.-_. E; T -
X . o J |
©  60- | 5 40 :
o " . e o .
o ! e -
S 404 e a3 =
2004 =,
= 5 : § =
S E 2
0- T : T 0- l- T
Salina 1 10 20 Salina 1 10 20

St eleo) Ssa-HA (mg/kg)

Discusséao

Em geral, o ambiente redox (oxidacdo-reducao) do interior das células impede os danos causados
pelos radicais livres. Alteracfes no estado redox e deple¢cdo de antioxidantes pela exposicdo a agentes

oxidantes levam ao estresse oxidativo e dano oxidativo (BAYIR, 2005). Sob condicdes de estresse
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oxidativo, espécies reativas de oxigénio sdo reduzidas pelo GSH com formac¢&do concomitante de GSSG
(dissulfido oxidado), que é exportado da célula, implicando que em condicdes severas de estresse
oxidativo ocorre a deplecdo dos niveis de GSH (ISHIKAWA; KOJIMA; ITO, 2008). A quantificacao de MDA
nos sistemas biolégicos € um parametro para avaliar um dano direto ao tecido provocado pelos radicais
livres, indicando que houve peroxidacéo dos lipidios. (DEL RIO et al., 2005). Os resultados dos niveis de
GSH se mostraram preservados uma vez que 0s niveis se aproximaram dos valores basais, e em relagéo
a peroxidacao lipidica, caracteristica de estresse oxidativo, os resultados da andlise das concentracdes do
malonaldeido plasmatico se mostraram baixo, visto que apresentaram valores semelhantes ao grupo
controle.

Conclusao

Os resultados obtidos em conjunto sugerem que o Ssa-HA n&do age causando estresse ou
dano oxidativo nas analises de GSH e MDA, uma vez que, as médias entre 0s grupos se mantiveram
proximas. Com isso, infere-se que Ssa-HA ndo promove a deplecdo de grupos sulfidrilas e néo
aumenta os niveis de MDA.

Palavras-chave: Sida santerimenenses; glutationa; malonaldeido.
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Introducéo

Os Oleos essenciais tém desempenhado um papel importante na pesquisa de produtos
naturais, devido ao nivel elevado de componentes bioativos, os quais incluem os derivados de
terpenos (ALVES, Clayton Queiroz et al., 2007). Estudos recentes do nosso grupo de pesquisa com
produtos naturais tém demonstrado atividade promissora contra a esquistossomose. Sabe-se que em
infeccbes causadas por Schistosoma mansoni, bactérias e fungos pode ocorrer um aumento na
producéo de espécies reativas de oxigénio, o que pode facilitar a progressao da doencga e esta pode
ser prevenida ou reduzida com a utilizacdo de produtos naturais. Este estudo teve como objetivo
avaliar a atividade antioxidante de um monoterpeno NRL, empregando modelos experimentais in vitro
para a eliminacdo do 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido

sulfénico (ABTS +) e potencial redutor.

Metodologia

Para a avaliagdo da capacidade antioxidante contra o radical DPPH, uma mistura reacional
contendo o NRL (0,9-14,4 yg/mL) com 2,7 ml de soluc&o de estoque de DPPH foi agitada e incubada.
A avaliacéo antioxidante foi realizada em triplicata e os valores de absorvancia foram expressos como
percentagem de inibicdo de DPPH. Para a determinacdo da capacidade antioxidante contra o radical
ABTS, uma solucdo de ABTS+ foi diluida em etanol. No escuro, diferentes aliquotas de NRL foram
transferidas (0,9-14,4 pg/mL) para um tubo com 1,960 mL do radical ABTS+. A experiéncia foi
efetuada em triplicata e as leituras de absorvancia foram realizadas no tempo de 6 minutos num
espectrofotdbmetro. Para a determinacdo do potencial redutor do NRL, foi preparada uma mistura
reacional contendo varias concentracdes de NRL (0,9-14,4 ug/mL), 1 mL de 1% de ferricianeto de

potassio e 1 mL de tampéo de fosfato de sédio (0,2 M, pH 6,6). A mistura de reagéo foi incubada com
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a adicdo de 1 ml de acido tricloroacético a 10%, 1 ml de agua destilada e 0,5 mL de 0,1% de cloreto
férrico (FeCl3). A absorvancia da mistura reacional foi medida a 700 nm contra o branco que continha
apenas tampao de fosfato (MACHADO, Keylla C. et al., 2015).

Resultados

Os valores da capacidade antioxidante contra o radical DPPH em concentracdes de 0,9 até
14,4 pug/mL foram 44,47% para 58,47%, respectivamente, e que reduziu significativamente (p <0,05) o
radical DPPH em relacéo ao sistema. O resultado correspondendo a remocao do radical ABTS+ por
NRL para as mesmas concentracdes foram, 28,97% para 54,83%, respectivamente. O resultado
correspondente da capacidade antioxidante de NRL pelo seu potencial redutor em diferentes

concentra¢des ndo demonstraram resultados significativos.

Figura 1 — Efeitos do NRL na inibicdo do radical DPPH. Os valores representam a média + E.P.M.
dos valores de inibi¢cdo in vitro, n = 3, dos experimentos em duplicata. O trolox 140 ug/mL foi usado

como padréo antioxidante. * p<0,001 versus controle (Tween 80 0,05% dissolvido em solugéo salina
0,9%) em relacdo ao sistema (radical DPPH) (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc

teste); @ p<0,001 em relacdo ao sistema (radical DPPH) (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como
post hoc teste).
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Figura 2 — Potencial redutor (Fe3+/Fe2+) do NRL. Os valores representam a média + E.P.M. das

absorbancias em 700 nm, n = 3, dos experimentos em duplicata. O trolox 140 ug/mL foi usado como

padréo antioxidante. 2p<0,001 em relacdo ao controle (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post
hoc teste).
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Figura 3 — Capacidade antioxidante do NRL em diferentes concentra¢des (0,9-14,4ug/mL) na inibicao
do radical ABTSe<+. Os valores representam a média + E.P.M. dos valores de inibi¢ao in vitro, n = 3,

dos experimentos em duplicata. O trolox 140 ug/mL foi usado como padrdao antioxidante. * p<0,05
versus controle (Tween 80 0,05% dissolvido em solucéo salina 0,9%) (ANOVA e t-Student-Neuman-

Keuls como post hoc teste); & p<0,05 em relagdo ao sistema (solucdo de radical ABTS++) (ANOVA e
t- Student-Neuman-Keuls como post hoc teste).
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Discusséo

Antioxidantes sdo compostos que eliminam ou suprimem a formacdo de radicais livres
(NASCIMENTO, Juliana Couto et al., 2011) e, desta forma, o mecanimos de acdo do monoterpeno
NRL desempenham um papel importante na tentativa de minimizar os danos do estresse oxidativo,
visto que apresentou capacidade antioxidante moderada para inibir o radical DPPH e ABTS, ou seja,
maior capacidade de sequestrar os radicais citados em compara¢cdo com o grupo controle e de forma

moderada com o grupo Trolox, farmaco padrao utilizado no mercado.
Concluséo

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que NRL tem uma capacidade antioxidante
moderada, em dois dos métodos utilizados. Estes resultados inovadores sugerem potencial
desenvolvimento de um novo agente farmacéutico com propriedades antioxidantes e anti-helminticas.
No entanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar os possiveis mecanismos que mediam a

atividade antioxidante de NRL.

Palavras-chave: Antioxidante; Monoterpeno; potencialidades terapéuticas.
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Introducéo

A proposta de biotecnologia sustentavel a partir do aproveitamento de residuos agroindustriais
(cascas) de frutas como matéria-prima para a producdo de alimentos passiveis de serem incluidos na
alimenta¢@o humana, por meio da utilizacdo de farinhas, sdo uma alternativa viavel para a industria de
alimentos. Desse modo, essa pesquisa objetiva quantificar compostos bioativos em polpa in natura e
desidratada do buriti (Mauritia Flexuosa L.), como também na casca e endocarpo, que sdo usualmente

descartados, como subsidio para o desenvolvimento de novos produtos para a indistria alimenticia.
Metodologia

Os frutos do buriti (Mauritia Flexuosa L.) foram colhidos em Agua Branca — Pl, em dezembro
de 2014. Foram higienizados para realizar a despolpa e separacdo das partes a serem utilizadas nas
andlises posteriores, e armazenadas em freezer a -12°C até o momento das analises. Para a producao
das farinhas, as partes do fruto foram congeladas em ultrafreezer a -70°C por 4 horas, para prosseguir
com a desidratacdo a frio e obtencdo da farinha em liofilizador. As andlises foram realizadas em 4
amostras: polpa in natura (PN), polpa liofilizada (PL), casca liofilizada (CL) e endocarpo liofilizado (EL).
A CL e EL, ap6s a liofilizagéo, foram processadas em moinho de facas, no Laboratério de Bioquimica
de Alimentos - UFPI.

Foi preparado extratos metandlicos e colocadas em baldo volumétrico de 5mL, na
concentracao de 10 mg/mL e volume final de 5mL. Os compostos fendlicos totais (CFT) do buriti foi
determinado conforme Folin e Ciocalteau. A absorbancia medida em espectrofotdmetro (Micronal AJX—
3000 PC) e os resultados expressos em miligrama de equivalente de acido galico/100g da amostra
(mgEAG/100g E) e curva de calibracdo realizada com &cido galico (y = 0,121x + 0,011; r= 0,9819). O
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teor de flavanéides totais (FLT) foi baseado em Oyedemi et al. (2012). Com resultados expressos em
miligrama de equivalente de quercentina por 100g da amostra (mgEQuerq/100g E) e curva de
calibracdo da quercentina (y = 0,0182x - 0,004; r = 0,9949). O teor de acido ascdrbico foi determinado
pelo Método de Tillmans, segundo IAL (2008) que se baseia na reducdo do 2,6- diclofenol indofenol-
sédio (DCFI) pelo acido ascorbico. O teor de B caroteno foi segundo Nagata e Yamashita (1992). Os
resultados de B caroteno e acido ascoérbico foram expressos em mg/100 g de amostra. Todas as

analises foram realizadas em triplicatas.
Resultados

A CL do fruto apresentou os maiores valores para todos os compostos bioativos, quando
comparada com as demais amostras (Tabela 1). Ao comparar a PN com a amostra liofilizada, foi
verificado que o processo de liofilizagdo concentra esses compostos bioativos, devido o processo de
desidratacao a frio.

Tabela 1 — Valores de média e desvio padrdo dos compostos bioativos na polpa in natura e desidratada, casca e
endocarpo do buriti.

AMOSTRA CFT ACIDO ASCORBICO FLT BETA CAROTENO
mgEAG/100g mg/100g mgEQuerg/100g mg/100g de amostra

PN 143,00 + 41,18 3,46 0,37 3,88+ 0,33 0,452 + 0,040

PL 255,01 + 29,67 4,33+1,35 4,80 + 2,39 0,470 + 0,100

CL 753,97 + 14,12 5,86 + 0,25 5,44 + 0,89 0,887 + 0,015

EL 371,01 * 66,20 2,49 +0,25 2,55+ 0,37 0,107 + 0,018

Fonte: Autoria prépria. Legenda: PN = polpa in natura; PL=polpa liofilizada; CL=casca liofilizada;
EL=endocarpo liofilizado. CFT=compostos fendlicos totais; FLT=flavonéides totais.

Discusséo

Os principais compostos bioativos presentes nos alimentos com acdo funcional ja
comprovada na literatura sdo os carotendides, vitamina E e C, metabdlitos fendlicos e &cidos graxos
poliinsaturados, o buriti tem sido considerado um alimento funcional apresentando, assim, potencial
para ser utilizado na prevencdo de doencas advindas do estresse oxidativo. Koolen et al. (2013)
apontou a M. flexuosa L. como uma rica fonte de compostos fenélicos no teste por UPLC-ESI-MS/MS
do extrato aquoso do fruto no qual a mesma apresentou quantidade de 378,07 + 3,12 mg GAEq / 100
g. Foi observado que o contetido de fendis nas amostras liofilizadas foram bem préximos do
encontrado por UPLC-ESI-MS/MS (tabela 1).

A amostra que apresentou maior teor de flavandides e p-carotenos foi a CL. Segundo Koolen
et al. (2013) os CFT tém a habilidade em sequestrar radicais livres, os quais sao prejudiciais a salde
humana. Alguns estudos in vitro demonstram que a atividade antioxidante dos flavonéides é maior
que a das vitaminas E e C. Candido (2015) encontrou na polpa de buriti do cerrado valores de
compostos fendlicos e carotendides (435,08 mg GAEq / 100 g e 52,86mg/100g de amostra),

respectivamente. Dados esses que sdo superiores ao apresentado nessa pesquisa, porém, muitos
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sdo os fatores que podem influenciar na diferenca de valores, dentre eles, tipo de extrato, tempo de
colheita e tipos de solo.

Estudos demonstraram que os teores de acido ascOrbico na polpa de buriti apresentam-se
préximos aos da laranja e menores que 0s encontrados na couve, entretanto, nossos resultados
foram inferiores ao desses frutos. A vitamina C é um potente agente redutor capaz de reduzir a
maioria das ROS/RNS fisiologicamente relevantes, podendo atuar também como sinergista na

regeneracao de antioxidantes primarios.
Concluséo

Os compostos bioativos presentes no fruto do buriti, principalmente na casca, mostram a
importancia de sua utilizagdo como alimento funcional, considerando que além de serem corantes
naturais, possuem também atividades biolégicas, e podem ser potencialmente empregados na
indUstria farmacéutica, alimenticia e de cosméticos, além disso, o processo de liofilizacdo concentra
esses compostos e aumenta o tempo de prateleira do produto, ao reduzir a atividade de agua,

minimizando as degradac¢fes quimicas, bioquimicas e microbioldgicas.
Palavras-chave: Mauritia flexuosa L. Alimentos funcionais. Compostos Bioativos.
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Introducéo

Com o avancgar da ciéncia, as plantas medicinais tornaram-se importantes fontes de novas
substancias com as mais variadas a¢fes farmacolégicas (RASKIN et al., 2002; CARLINI, 2003). Elas
contém diversos compostos biologicamente ativos que pertencem a diferentes classes quimicas de
produtos naturais, tais como terpenos (DA SILVA et al., 2008; SOUSA, 2011). Como exemplo tem-se o
2-feniletanol (2-FE), encontrado em 6leos essenciais de uma variedade de espécies vegetais como
Rosa galica L., Hyacintus orientalis, Pinus halepensis, Dianthus caryophyllus, Citrus aurantium var.
sinensis e muito utilizado como aroma nas indistrias de alimentos, cosméticos e perfumes (HUANG et
al., 2001). Possui grande interesse biol6gico devido a sua propriedade antimicrobiana contra bactérias
gram-negativas e gram-positivas (LILLY; BREWER, 1953). Partindo do principio de que a estrutura do
2-FE se assemelha a principios ativos de 6leos essenciais que possuem atividade antinociceptiva,
justifica-se sua avaliacdo em modelos de doraguda.

Metodologia

No teste da formalina, os camundongos foram divididos em grupos (n = 6 a 8) e tratados com 2-
FE (6,25; 12,50; 25 e 50 mg/kg, v.0.), morfina (agonista opidide, 5 mg/kg, s.c.) ou veiculo (v.0.). Ap6s
30 ou 60 min receberam injecdo subplantar de formalina 2 % (20 uL/pata) na pata traseira direita. O
tempo de lambedura da pata (“licking-time”) foi registrado em segundos, de 0-5 min (12 fase) e 15-30
min (22 fase) apdés a administracdo de formalina (HUNSKAAR; HOLE, 1987). No Teste da capsaicina,
os camundongos foram divididos em grupos (n = 6 a 8) e tratados com o 2-FE (6,25; 12,50; 25 e 50
mg/kg, v.0.), morfina (5 mg/kg, s.c.) e veiculo, nos tempos de 1 h, 20 e 30 minutos respectivamente
antes da injecdo da capsaicina, sendo quantificado o tempo durante 5 min que estes lamberam ou
morderam a pata estimulada, com comparacédo posterior entre os grupos (SAKURADA et al., 1992;
SAKURADA et al., 1996; SANTOS; CALIXTO, 1997). Os experimentos foram aprovados pelo Comité
de Etica Animal/UFPI (N°. 82/2014). A andlise estatistica foi feita utilizando o método de ANOVA uma
via, seguida pelo teste de Tukey.
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Resultados

Figura 1: Efeito

formalina 2% em

do 2-FE sobre a primeira e segunda fase do teste de nocicep¢édo induzida por

camundongos Swiss machos (n=6-8). Os animais foram tratados com 2-feniletanol

(6,25mg/kg, 12,5mg/kg, 25mg/kg, 50mg/kg.), morfina (5 mg/kg, s.c.) ou veiculo (Salina -v.0.) 60 e 30

minutos antes do estimulo ( **p<0,01 e ***p<0,001 comparado com o grupo salina; ANOVA uma via ,

teste de Tukey)
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Figura 2: Efeito do 2-FE no teste de nocicepcédo induzida por capsaicina 20pl, i.pl.) em camundongos

Swiss machos (n=6-8; 25-30g). Os animais foram tratados com 2-feniletanol (6,25mg/kg, 12,5mg/kg,

25mg/kg, 50mg/kg.), morfina (5 mg/kg, s.c.) ou veiculo (Salina -v.0.) 60 e 30 minutos antes do estimulo

(**p<0,01 e ***p<0,001 comparado com o grupo salina; ANOVA uma via, teste de Tukey)
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Discusséo

Na primeira fase da formalina (Figura 1) as varias doses de 2-FE néo tiveram efeito
antinociceptivo, ou seja, ndo ocorreu ativacdo das fibras aferentes primérias pela liberacdo de
neuropeptidios como substancia P. Em contrapartida na segunda fase as doses de 12,5, 25 e 50 mg/kg
apresentaram efeito antinociceptivo sugerindo que o seu efeito se da pela modulacdo da liberacao de
mediadores quimicos do processo inflamatorio, como as prostaglandinas, histamina, bradicinina,
serotonina e aminodacidos excitatorios (LAPA et al., 2003). No modelo de nocicep¢éo induzida pela
injecdo intraplantar de capsaicina (Figura 2), foi observado que apenas as doses de 25 e 50 mg/kg
apresentaram efeito antinociceptivo significativo. A capsaicina causa dor  neurogénica envolvendo a
ativagdo, via receptor vanildide (TRPV 1), de fibras aferentes nociceptivas tipo C (CATERINA et
al.,1997), sugerindo que a antinocicep¢ao vista com doses mais altas do 2-FE possa envolver uma
atuacdo direta dessa substancia no receptor vanildide TRPV1, o que ndo foi observado no teste da

formalina.

Concluséo
Esse estudo preliminar mostrou que o 2-Feniletanol nas doses testadas apresenta efeito
antinociceptivo na segunda fase do teste da formalina e no teste de capsaicina em camundongos, 0

que sugere um papel protetor frente ao processo inflamatério.

Palavras-chave: Terpeno, 2-Feniletanol, antinocicepgao.
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Ocorréncia de plantas sucessoras em agrossistema irrigado com agua produzida.
Occurrence of succeeded plants in irrigated agrosystem with produced water.
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Introducéo

A producdo agricola em regies semiaridas com ma distribuicdo e baixa disponibilidade de
agua potavel constitui um desafio, e as alternativas passam pelo uso de aguas residuarias. A
utilizagcdo da dgua produzida, a qual € obtida na industria de exploracdo do petréleo e gas (IGUNNU &
CHEN, 2012). Essa agua contém misturas complexas de compostos organicos e inorganicos, além de
residuos de aditivos quimicos utilizados no processo de producéo de 6leo (FIGUEREDO et al, 2014),
sendo necessario o tratamento da agua para o reuso e a disposi¢cdo no ambiente.

Com efeito, tem-se uma mudanca na biota do solo irrigado e a consequente alteragdo de
espécies vegetais. Dentre estas se tem as herbaceas como sensiveis ao distdrbio ambiental (ZICKEL
et al, 2008). Elas podem ser indicadoras da qualidade do meio (HART & CHEN, 2008), sendo
sensiveis aos distarbios naturais ou antrépicos a que sao submetidas (MULLER & WAECHTER,
2001).

Este trabalho teve por objetivo acessar a ocorréncia de familias e espécies de plantas

sucessoras ao cultivo de girassol oleifero irrigado com agua produzida.

Metodologia

O estudo foi realizado numa area da fazenda Belém, no municipio de Aracati, Ceard,
previamente cultivado com o girassol cv. BRS 321 irrigado com trés aguas: agua produzida e filtrada
(APF); dgua produzida e tratada por osmose reversa (APO); mais o controle com agua de subsolo
captada do aquifero Agu (ACA). Eram trés parcelas de 200 m? para cada tratamento. Apos trés ciclos
sucessivos de producdo da oleaginosa (2012 a 2013), aos cinco meses da ultima colheita de grédos
(junho de 2014) selecionara-se subéareas de 2 m2 em cada uma das nova parcelas. Na época (final do
periodo chuvoso) tinha-se boa cobertura verde em todas as parcelas, permitindo a quantificacdo e a
identificacdo das plantas. Para a identificacdo das espécies foram montadas exsicatas que se
encontram no Herbério Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceard, em Fortaleza, Ceara. Além
dessa identificacdo foi calculada a diversidade de Shannon (MAGURRAN, 1988).

Resultados
Em areas amostrais de parcelas irrigadas se identificou o total de 2.390 plantas, representando

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

23


mailto:denisandradej@hotmail.com

10 familias e 18 espécies (Tabela 2). A maioria dos individuos pertence a espécie Dactyloctenium
aegyptium (70,86%), sendo esta seguida de Eragrostis tenella (11,54%), Mollugo ivecticilata (3,35%),
Croton glandulosus (2,55%) Waltheria Americana (2,0%), Croton hirtus (1,13%).

Em parcelas cultivadas que receberam APF constataram-se poucas espécies (6) em relagao
aos tratamentos como APO (12) e ACA (14).

O tratamento com maior nimero de espécie foi ACA, 10 familias, 14 espécies e 869 individuos,
apresentando uma maior diversidade, seguidas de APO, 6 familias e 12 espécies (Tabela 2).

Foi constatado maiores frequéncias de individuos das familias Poaceae (63,07),
Euphorbiaceae (16,14), Malvaceae (7,01) e Moluginaceae (5,39) na parcela irrigada com APO.
Espécies da familia Aizoaceae e Amaranthaceae foram encontradas exclusivamente no tratamento
ACA.

Tabela 2: Numero de individuos e frequéncia de espécies de plantas sucessoras ao cultivo de
girassol irrigado com agua produzida filtrada (APF) e tratada por osmose reversa (APO) e agua do
subsolo captada do aquifero Agu (ACA na fazenda Belém.

APF APO ACA

Espécie

Individuos F (%) Individuos F (%) Individuos F (%)
Dactyloctenium aegyptium 1130 98,26 212 57,14 495 56,96
Cronton hirtus L. 0 0,00 61 16,44 0 0,00
Eragrostis tenella 2 0,17 16 4,31 258 29,69
Mollugo ivecticilata L 12 1,04 20 5,39 48 5,52
Waltheria Americana 4 0,35 25 6,74 19 2,19
Borreria scabiosoides Cham. & Schitdl 0 0,00 4 1,08 6 0,69
Croton glandulosus L. 1 0,09 10 2,70 16 1,84
Merremia aegyptia 0 0,00 7 1,89 3 0,35
Froelichia humboldtiana (Schult.) Seub. 0 0,00 0 0,00 1 0,12
Pavonia cancellata 0 0,00 0 0,00 7 0,81
Boerhavia diffusa 1 0,09 0 0,00 4 0,46
Mimosa candolle 0 0,00 1 0,27 1 0,12
Tephrosia purpurea (L.) Pers. subesp. Purpurea 0 0,00 0 0,00 1 0,12
Panicum sp. 0 0,00 6 1,62 0 0,00
Diodella apiculata (Willd ex. Roem. & Schuldt.) Delprete 0 0,00 8 2,16 0 0,00
Jatropha ribifolia (Pohl) Baill. 0 0,00 0 0,00 1 0,12
Trianthema portulacastrum L 0 0,00 0 0,00 9 1,04
Herissanthia tiubae (R.Schum.) Brizicky 0 0,00 1 0,27 0 0,00

Total 1150 371 869

*Frequéncia (F) = 100 (N° de individuos da espécie /Total de individuos da parcela).

Para o indice de Shannon, foi verificado maior diversidade em APO (1,49 nats.ind.-1), seguida
de ACA (1,19 nats.ind.-1) e APF com baixo valor (0,11 nats.ind.-1).

Foi constatado maiores frequéncias de individuos das familias Euphorbiaceae, Malvaceae e
Moluginaceae (Tabela 1) na parcela irrigada com APO. Espécies da familia Aizoaceae e
Amaranthaceae foram encontradas exclusivamente no tratamento ACA.

Para o indice de Shannon, foi verificado maior diversidade em APO (1,49 nats.ind.-1), seguida
de ACA (1,19 nats.ind.-1) e APF com baixo valor (0,11 nats.ind.-1).
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Discusséo

Nota-se alta participacdo das espécies pertencentes a familia Poaceae a qual apresenta alto
potencial de producdo de sementes e a consequente disseminacdo em ambientes diversos (HOLM et
al. 1991) e das familias Euphorbiaceae, Malvaceae e Moluginaceae que sdo apontadas como de
elevada riqueza de espécies no componente herbaceo da caatinga (FEITOZA ET AL.2008).

Dada a pequena diversidade estrutural na parcela em que recebeu previamente APF, o indice
de Shannon (H") sugere que alteracdes antrépicas no ambiente podem interferir na ocorréncia das
espécies podendo fazer referéncia sobre a baixa diversidade floristica, pois quanto maior for o valor de
H’, maior sera a diversidade floristica da comunidade (MAGURRAN, 1988).

Os fatores que determinam a distribuicdo de uma espécie podem ser variados. A propria
ecologia das espécies pode ser um fator, outras de ordem biol6gica, como sua reproducgdo e também
fatores fisico-quimicos (KREBS, 1985). Nao obstante acredita-se que efeito negativo da irrigacéo feita
pela 4gua APF sobre a diversidade, devido as condi¢gbes estressantes, em cuja composicao havia altos
terores de sais de so6dio no solo (6,3 mmol/cm3) pode ser indicativo de algum desequilibrio na
assembleia sucessora desse local.

Concluséo
A 4gua produzida obtida por simples filtragdo aplicada na cultura de girassol propicia a

consequente reducdo da diversidade de plantas em sucesséo, alterando sua distribuicdo.

Palavras-chave: Escassez hidrica; agua residual; diversidade; sucessao.
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INTRODUCAO

O 5-fluorouracil (5-FU) desenvolvido na década de 1950 atua inibindo a biossintese de DNA e
RNA e ainda hoje é um agente quimioterapico chave no tratamento do céncer. No entanto, a
mucosite intestinal é um efeito muitas vezes dose-limitante da terapia com 5-FU e um dos grandes
responsaveis pela baixa adesdo a essa forma de tratamento. Produtos naturais tém se mostrado
importantes na producdo de novos farmacos, seja de forma isolada ou para a obtengdo de
substancias bioativas, dentre essas, estdo os polissacarideos sulfatados (PLS) extraidos de algas
marinhas. A espécie de alga marinha Gracilaria birdiae, pertencente ao filo Rodofita, ocorre nos
bancos naturais da costa nordeste, em especial no Ceara, Rio Grande do Norte e Paraiba e é
utiizada como fonte alimentar tanto para humanos quanto para animais, ja possuindo efeitos
farmacolégicos demonstrados experimentalmente (SILVA et al., 2012).

METODOS

A Inducdo experimental de mucosite e o tratamento com o polissacarideo foi realizada
utilizando-se de camundongos machos pesando entre 25 e 30g, que foram divididos em trés grupos.
Estando os animais em jejum por 10h, um grupo foi tratado (v.0) com uma dose de 90mg/kg do PLS
da G. birdiae em 250ul de solucdo de NaCl e outro grupo foi tratado (v.0) somente com solucdo de
NaCl. Vinte e quatro horas depois, estando hovamente os animais em um jejum de 10hr, o grupo que
ainda ndo havia sido tratado e o grupo tratado 24h antes com o PLS receberam uma dose de 150
mg/kg de 5-fluorouracil (i.p) . Posterior a isso, 0 grupo experimental recebeu durante 3 dias a dose de
PLS citada e o grupo veiculo, solugdo de NaCl, ambos pela via oral. Apés o 3° dia, animais dos trés
grupos foram eutanasiados seguindo o protocolo de ética em pesquisa e pedacos de intestino (Jejuno
e ileo) foram coletados e preparados para andlise. A dosagem da enzima mieloperoxidase (MPO) e
da concentracdo de malonildialdeido (MDA) nas amostras foram realizadas da forma classica descrita
na literatura (KAMINKER; SCHULTZ, 1962; UCHIYAMA; MIHARA,1978).
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RESULTADOS

A Figura 1 mostra a reducéo da presenca da enzima MPO no intestino (jejuno + ileo) de animais
gue tiveram induzida a mucosite com 5-FU e que foram tratados com o PLS da alga G. birdiae, em
relacdo ao grupo com mucosite por 5-FU que ndo recebeu o PLS. No grupo tratado apenas com 5-FU a
concentracao de MPO no intestino (jejuno + ileo) foi de 22,316 + 9,278 unidades de MPO/mg de tecido,
enquanto que no grupo tratado com 5-FU e com PLS, a concentracéo foi de 0,192 + 0,384 unidades de
MPO/MG de tecido.

Figura 1. Efeitos da extracdo de um PLS extraido da alga Gracilaria birdiae na
atividade da enzima MPO no tecido intestinal (jejuno + ileo) de camundongos.
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As figuras 2 e 3 mostram os efeitos do PLS extraido da alga G. birdiae sobre o estresse
oxidativo em regides do intestino de animais com mucosite induzida por 5-FU, mensurado com base
na concentracdo de um metabdlito da peroxidacao lipidica na amostra de tecido intestinal, 0 MDA.
Nos animais tratados com o PLS, a concentracdo de MDA no jejuno (Figura 2) foi de 166,59 + 66,56
nmol/g de tecido, enquanto que nos animais que receberam apenas o 5-FU a concentracdo foi de
504,79 + 194,08 nmol/g de tecido. No ileo (Figura 3), a concentracdo de MDA no tecido dos animais
com mucosite por 5-FU e que nao receberam o PLS foi de 654,94 + 196,09 nmol/g de tecido, ja nos

animais tratados com o PLS, a concentracdo de MDA foi de apenas 174,77 + 10,32 nmol/g de

tecido.
Figura 2. Efeitos do PLS na concentracdo de Figura 3. Efeitos do PLS na concentragdo de
MDA em amostras de jejuno. MDA em amostras de ileo.
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DISCUSSAO

Através de nosso estudo podemos inferir que o PLS extraido da alga G. birdiae é capaz de
reduzir parametros inflamatérios na mucosite intestinal induzida via 5-FU, por diminuir a acao
migratoria de neutréfilos para o tecido lesado e por diminuir as concentracdes locais de MDA. A
enzima MPO é encontrada especialmente em neutréfilos e tem sido amplamente utilizada em estudos
de mucosite intestinal, estando relatada na literatura a associacdo entre a infiltracdo neutrofilica e a
mucosite induzida por 5-FU (SOARES et al, 2013). O MDA fruto da peroxidacdo lipidica ¢ um
metabdlito encontrado em tecidos alvos de inflamacéo devido ao aumento do estresse oxidativo local,
sendo a acdo antioxidante, um componente essencial ao combate de varias condi¢cdes patolégicas
(CUZZOCREAS et al., 2009). Nossos achados corroboram com outros existentes na literatura, onde o
mesmo PLS teve acdo anti-inflamatdria e antioxidante, diminuindo os niveis da enzima MPO e a
concentracdo do metabdlito MDA na colite induzida por TNBS (BRITO et al.,, 2014) e nos danos
gastrointestinais induzidos por Naproxeno (SILVA et al.,2012), ambos em ratos Winstar.

CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, observamos que o PLS extraido da alga G. birdiae tem
efeito protetor do trato gastrointestinal na mucosite induzida por 5-FU, reduzindo dois eventos
classicos do processo inflamatério que sdo o estresse oxidativo e a infiltracdo leucocitaria no local da
les&o, criando possibilidades futuras para que esse e outros extratos de algas marinhas, com efeitos
ja bem demonstrados na literatura, possam ser utilizados em ensaios pré-clinicos almejando o

desenvolvimento de novos farmacos.
Palavras-chave: Farmacologia; quimioterapia; complicacdes; efeitos de drogas.
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Introducéo

A Leishmaniose é uma doenca infecciosa, amplamente distribuida em todo o mundo, que
afeta 0 homem e os animais. As leishmanioses sdo causadas por protozoarios parasitas transmitidas
pela picada de flebotomineos fémeas infectadas (Phlebotomus, Psychodopygus, Lutzomyia). Os
medicamentos utilizados para tratamento da leishmaniose sdo caros e toxicos e 0s animais acometidos
desta doenca em geral sdo eutanasiados e ndo tratados. Muitas plantas tem mostrado atividade
antileishmanial, constituindo assim alternativas de tratamento (CHAN-BACAB & PENA-RODRIGUEZ,
2001). Neste contexto, a quercetina, um flavonol presente em muitas plantas da Caatinga, demostrou
forte atividade leishmanicida (TASDEMIR et al, 2006; SEN et al, 2008), e neste estudo serviu como
composto de partida para a producdo de complexos com metais no intuito de aumentar a sua atividade
leishmanial.

A utilizacdo de compostos de coordenagdo da quercetina para uso no tratamento da
Leishmaniose mostra-se portanto atraente, uma vez que, a utilizagdo de compostos de antiménio
pentavalentes tém sido os pilares da terapia leishmanicida desde a década de 1940 (HERWALDT,
1999). A busca de novos farmacos e tratamentos vem despertando interesse de muitos pesquisadores,
principalmente na utilizagéo de centros metalicos como compostos de coordenagdo com o objetivo de
minimizar os efeitos colaterais existentes nos farmacos ja conhecidos, além da busca de compostos

mais estaveis e eficazes.

Metodologia

As sinteses dos complexos foram realizadas seguindo alguns procedimentos da literatura
com algumas modificacdes (ALCANTARA et al, 2011; DEMICHELI et al, 2003). Em um bal&o de fundo
redondo dissolveu-se em uma proporgdo de 1:2 dos sais dos metais desejados, FeSOs e
Zn(CHsCOOQO)2, e do ligante quercetina (QC) em 10 mL de metanol sob agitacdo por 20 minutos, ap6s
foi adicionado 3 gotas de trietilamina, a reacéo se processou por 2 horas em temperatura ambiente e
sob agitacdo. Ao final da reacdo ocorreu a formacdo dos sais complexos [Fe(QC)2](SOa4)2 e
[Zn(QC)2](CHsCOO0)2. O precipitado foi coletado e estocado em dessecador. A caracterizacao foi feita

por espectroscopia eletrénica na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis) e espectroscopia na regido do
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infravermelho (IV).

O espectro eletrbnico na regido do UV-Vis foi obtido dissolvendo-se os sais em solvente
dimetilsulféxido (DMSO), em concentracdes aproximadas de 1 x 10-3 mol/L em uma faixa de 200 a 800
nm de comprimento de onda. O espectro na regido do IV foi obtido em KBr em uma faixa de 400 a

4000 cm-tem numero de onda.

Resultados

Durante os 20 minutos de sintese do composto [Fe(QC)2](SOa4)2, a mistura reacional
apresentou uma coloracdo amarela, apés a adicdo da trietilamina o composto passou para uma
coloragdo marrom. Na reagdo do composto [Zn(QC)2](CHsCOO). até os 20 minutos de reacgdo a
mistura tinha uma cor amarela, apés a adicdo da trietilamina, a mistura passou entdo para a cor
alaranjada. Observa-se que praticamente a coordenacdo da QC aos centros metélicos se deu apés a

desprotonacgéo dos H ligados aos &tomos de oxigénios dos fendis ha molécula, Figura 1.

Figura 1- Estrutura da molécula Quercetina (QC).

Apb6s o isolamento do p6 marrom e alaranjado relacionados aos complexos inorganicos
[Fe(QC)2](S04)2 e [Zn(QC)2](CH3COO0)2, respectivamente, submeteu-se as andlises de espectroscopia
na regido do UV-Vis no solvente DMSO. A Tabela 1 ilustra as bandas relacionadas ao ligante QC e aos

complexos em estudo.

Tabela 1 — Dados de Espectroscopia ha Regido do UV-Vis do ligante QC e dos complexos
[Fe(QC)2](SOa)z2 e [Zn(QC)2](CH3COO0)2 no solvente DMSO.

Composto Bandas (nm)
Quercetina (QC) 378 e 300 nm
[Fe(QC)2](SO4)2 447,378 e 291 nm
[Zn(QC)2](CH3CO0)

441, 380 e 262 nm

2

Fonte. Dados do autor.
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Tabela 2 — Dados de Espectroscopia de Infravermelho do ligante QC e dos complexos
[Fe(QC)2](S0O4)2 e [Zn(QC)2](CH3COO)2 em partilhas de KBr.

Composto Bandas (cm1)
Quercetina (QC) 1647, 1450 e 1300 cm™!
[Fe(QC)2](SO4)2 1647, 1420 e 1330 cm™!
[Zn(QC)2](CH3COO0)

1656, 1618 e 1453 cm™*
2

Discusséao

De acordo com dados de Espectroscopia na Regido do UV-Vis observa-se duas bandas, 378
e 300 nm no ligante quercetina, essas bandas séo atribuidas as intera¢des do tipo T-m* contidas na
molécula. Quando ha formacao do complexo [Fe(QC)2](SOa)2 estas bandas aparecem em 378 e 291
nm e uma nova banda surge em 447 nm que esta relacionado a interagcdo do metal com o ligante.
No espectro do complexo [Zn(QC)2](CH3COO)2 sdo observadas as bandas do ligante em 380 e 262
nm e uma nova surge em 441 nm, esta Ultima atribuida a interagdo do Zn com os ligante coordenado.
Uma andlise comparativa dos espectros de infravermelho de quercetina e dos complexos e estudo
indica a presenca das principais bandas com algumas alteracdes provenientes do processo de
complexacdo. Para o complexo [Fe(QC)2](SO4)2 Uma dessas alteragBes é verificado na regido na
banda atribuida a vibragdo angular no plano da ligagdo C-O no anel aromético que aparece na regido
de 1330 -1250 cm-!, o que sugere que a complexacdo aconteceu no anel B do ligante quercetina,
com as hidroxilas dos carbonos 3’ e 4. Para o complexo [Zn(QC)2](CHsCOO)z houve mudanca na
regido 1656 cm- correspondente ao estiramento do grupo carbonila C=0, o que sugere que a
formacdo do complexo ocorreu no anel C com a carbonila e a hidroxila ligada ao carbono 3, como

indica os dados da tabela 2.

Conclusao

A sintese de complexos a partir de produtos naturais mostra-se promissora, uma vez que, na
literatura ja existe alguns compostos de quercetina com atividades biolégicas bem como atividades
antioxidantes. A segunda parte deste trabalho constitui os testes de atividade anti- Leishimaniais que
serdo realizados na Faculdade de Medicina da USP, para comprovar se houve alteracédo na atividade

da quercetina.

Palavras-chave: Produtos naturais, complexos inorgénicos e quercetina.
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INTRODUCAO

Cenostigma macrophyllum Tul. var. acuminata Teles Freire € conhecida popularmente como
caneleiro, canela-de-velho, maraximbé ou fava-do-campo. A casca, as flores e folhas dessa espécie
sdo usadas popularmente no tratamento de doengas estomacais e intestinais (SOUSA et al., 2007).
Estudos realizados por nosso grupo de pesquisa demonstrou efeito gastroprotetor da fracdo
hidroalcodlica do extrato etandlico das folhas de Cenostigma macrophyllum Tul. var. acuminata Teles
Freire (Cm-FHA) em modelos de Ulcera géastrica induzida por etanol, etanol/HCI, isquemia/reperfuséo
e estresse por retencdo e frio (VIANA, et al. 2013).

Com base nessas evidéncias e no uso popular dessa planta, o presente trabalho tem como
objetivo avaliar a atividade antiulcerogénica do cha das folhas de Cenostigma macrophyllum Tul. var.

acuminata Teles Freire (Cm-Cha) sobre modelo de Ulcera induzida por acido acético.

METODOLOGIA

Foram utilizados Camundongos Swiss fémeas com seis semanas de idade, pesando 25-32 g,
provenientes do biotério setorial do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais da Universidade
Federal do Piaui. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno, a temperatura controlada de
24 + 1°C e ciclo claro/escuro de 12 horas, com acesso livre a agua e racdo. Apos os procedimentos
experimentais, os animais foram eutanasiados com sobredose de tiopental sddico (100 mg/kg, i.p.).
Os ensaios experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal do Piaui sob protocolo de nimero 23/08. O Cm-cha foi preparado através da
infusdo de suas folhas em agua quente retratando a forma como a populagéo utiliza.

Apés jejum de sdlidos de 18 horas, camundongos Swiss foram divididos em grupos (n=7
animais/grupo) e tratados por via oral com veiculo (salina 1 mL/100g), Cm-Chéa ( 100 mg/kg, v.0.) ou
N-acetilcisteina (NAC, 100 mg/kg, v. 0.). Apds 1 h do tratamento as lesbes gastricas foram induzidas
pela administracdo oral de 0,2 mL/animal de etanol absoluto (MIZUI; SHIMONO; DOTEUCHI, 1987).
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Decorridos 30 min ap6s a administracdo do etanol absoluto os animais foram eutanasiados,
seus estdmagos foram retirados e abertos ao longo das curvaturas maiores, lavados e as areas totais
das lesbes foram mensuradas usando um programa de planimetria computadorizada (Image J), os
resultados foram expressos em area de leséo.

Os valores obtidos nos ensaios experimentais foram expressos como média + E.P.M. Todos
os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) de um via seguido do teste de Tukey.
Valores de p menor que 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. O programa utilizado
na andlise estatistica foi o Software GraphPad Prism® 5.03.

RESULTADOS

O tratamento dos animais com a Cm-Cha (100 mg/kg, v.0.) ou NAC (100 mg/kg, v.0.)
promoveu reducgdo estatisticamente significativa da area das lesdes géastricas (40,7+ 3,7** e 11,1 +
3,7*** mm?2, respectivamente) induzida pelo etanol absoluto quando comparados com o grupo
controle (80,9 9,1 mm?), (Fig 1 e 2).

Fig.1. Efeito da Cm-Cha (100 mg/kg) e de NAC (100 mg/kg) em lesbes gastricas induzidas por etanol
absoluto, em camundongos Swiss.
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Os dados sd@o expressos como média + E.P.M., e representam a area das lesdes. **p<0,01,
***n<0,001 comparados com o veiculo. (ANOVA “one way”, seguido do pos-teste de Tukey).

DISCUSSAO

O etanol € comumente muito utilizado em modelos experimentais para avaliar a atividade
antiulcerogénica em camundongo. A constricdo de vénulas da submucosa com subsequente éxtase
do fluxo sanguineo na circulagdo da mucosa, bem como o vazamento do plasma a partir do leito
vascular tem promovido esse modelo de lesdo largamente espalhada na mucosa gastrica
(KONTUREK et al.,1988). A formacao de lesdes na mucosa gastrica por agentes necrotizantes como

o0 etanol tem sido causada ainda por promover deplecdo de mecanismos gastricos de defesa como
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producdo de muco e secre¢do de bicarbonato. O Cm-Cha na dose de 100 mg/kg apresentou efeito
gastroprotetor como foi evidenciado pela marcada inibicdo na formacao de lesbes gastricas induzidas

por etanol.

CONCLUSAO

O presente estudo promove suporte cientifico para o uso medicinal das folhas de Cenostigma
macrophyllum Tul. var. acuminata Teles Freire, utilizadas na medicina popular para tratar problemas
gastrointestinais. Investigagfes futuras sdo necessérias para verificar a participagdo dos mecanismos

de acéo envolvidos nesse efeito.

Palavras chave: Ulcera, cicatrizag&o, cha.
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Introducéo

Lecythis pisonis Camb. (LP), pertence a familia Lecythidaceae, popularmente conhecida como
Sapucaia ou Cumbuca de Macaco e bastante difundida no Brasil (BRAGA, 1953; MARTINS et al.,
2002). A LP. é uma espécie com extensa capacidade de aproveitamento, desde o ornamental ao
medicinal. Apresenta compostos secundarios que possuem potencial para aplicacdo terapéutica,
podendo contribuir para o desenvolvimento de novos bioprodutos (SILVA, et al., 2007). Vitex Castus
agnus L. (VAC) é conhecida popularmente no Brasil como Alecrim d’angola ou Pau d’angola,
pertence a familia Verbenaceae. Alguns efeitos farmacol6gicos vém sendo estudados, dos quais se
destacam os relacionados a clinica ginecolégica, tais como controle dos niveis de progesterona, da
secrecdo de prolactina e alivio dos sintomas da sindrome pré-menstrual e da mastodinia ciclica
(OLIVEIRA, 2005). O interesse pela descoberta de extratos vegetais com diferentes atividades
biolégicas tem aumentado muito nos ultimos anos. Da mesma forma espécies que apresentam
atividade antimicrobiana também sdo de extrema importancia, devido ao fato de muitos micro-
organismos apresentarem resisténcia, ndo somente aos antibidticos ja pré-estabelecidos, como
também aos de Ultima geragéo, causando problemas de sadude publica mundial (SILVA et al., 2010).
Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana das espécies LP e VAC

pelo método de difusédo em agar (método de pocos).
Metodologia

Os extratos secos padronizados de LP e VAC foram testados frente a Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), utilizando o método da difusdo em agar (técnica do po¢o) segundo metodologia
descrita na Farmacopéia Brasileira (2010). Os extratos secos foram resuspendidos e testados os
volumes de 20 a 50 pL. As analises pelo método de difusdo em agar foram feitos pogos nas placas
contendo agar Mueller Hinton de 12 mm de didmetro. Com um swab estéril, o inoculo bacteriano com
turvacé@o 0,5 da escala de MacFarland foi distribuido uniformemente sobre a superficie do 4gar, em
seguida dispensou-se em cada poco 20, 30, 40 e 50 yL de cada concentracdo dos diferentes
extratos. As placas foram incubadas em estufa a 35 + 1°C por 24 horas. Os testes foram realizados

em triplicata e em dias diferentes. O halo de inibicdo foi medido utilizando paquimetro digital.
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Como controle negativo foi utilizado imipenem de 10 pg e como controle positivo utilizou o antibiético
tetraciclina de 30 pg, baseado nas sugestdes da Clinical and Laboratory Standar Institute - CSLI
(2013).

Resultados

Na avaliagdo da provavel atividade antimicrobiana dos extratos secos padronizados de
Lecythis pisonis Camb. e Vitex Castus agnus L., foram realizados os testes na técnica de pogos,
como mostra os resultados da tabela 1. Os halos foram interpretados nas categorias sensivel,
intermediario ou resistente de acordo com a Clinical and Laboratory Standar Institute (CLSI, 2013). A

figura 1 mostra as placas com os halos de inibi¢cdo da LP e VAC.

Tabela 1 — Medidas dos halos inibitérios dos extratos secos de Lecythis pisonis Camb. e Vitex
Castus agnus L.

Lecythis pisonis Camb Vitex Castus agnus L
Volume do Extrato Medida do halo Medida do halo Controle Positivo
20 pL 25mm 12mm 45mm
30 pL 26mm 11.9mm 45mm
40 pL 33mm 11.9mm 45mm
50 pL 33mm 15mm 45mm

Fonte. Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Curso de Farmacia.

Figura 1 — Fotografias as placas dos extratos secos de Lecythis pisonis Camb. e Vitex Castus agnus
L.

Fonte. Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Curso de Farmacia.

Discusséao

Na avaliacdo da provavel atividade antimicrobiana do extrato da LP apresentou-se sensivel a
Staphylococus aureus quando comparado aos antibidticos azitromicina 15 pg, claritromicina 15 ug,
eritromicina 15 pg, clindamicina 2 pug e tetraciclina 30 pg, de acordo com a CLSI, 2013. Considerando a
riqueza de constituintes presentes na espécie LP, a atividade antimicrobiana positiva pode ser devido a
presenca de compostos como esteréides e triterpendides, flavonoides, taninos, saponinas e alcaldides
relatados nesta planta (OLIVEIRA et al., 2010). A VAC apresentou atividade somente quando aplicado
50 uL quando comparado aos antibiéticos azitromicina 15 pg, claritromicina 15 ug, eritromicina 15 g,
clindamicina 2 pg e tetraciclina 30 pg, de acordo com a CLSI, 2013. No caso da VAC a atividade

antimicrobiana € relatada pela literatura para o 6leo essencial presente nas folhas e frutos desta
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espécie (SENATORE at al.,1996) e neste estudo foi avaliado a possivel atividade do extrato seco
obtido a partir das folhas. Para ambas as espécies estudadas novas analises devem ser realizadas a
fim de se determinar a concentracdo inibitéria minima necessaria para inibir o crescimento do
microrganismo-teste. O conhecimento da atividade antimicrobiana é importante para determinar o perfil

biologico da espécie e orientar futuros estudos que visam a obtengdo de um novo bioproduto.
Concluséo

A espécie Lecythis pisonis Camb. apresentou resultados promissores no estudo da atividade
antimicrobiana. Este estudo reafirma a importancia de dados etnofarmacolégicos na selecéo de plantas

para triagem de bioatividade.

Palavras-chave: Lecythis pisonis Camb., Vitex Castus agnus L., atividade antimicrobiana.
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INTRODUCAO

As espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNs) sdo essenciais para a vida,
uma vez que eles estdo envolvidos na respiracdo mitocondrial e na regulagéo, sinalizacdo, proliferacéo
e diferenciacdo celular (AL-GUBORY et al.,, 2010). No entanto, a producdo ndo balanceada e
prolongada de EROs e ERNs em processos fisiolégicos de um dado organismo pode induzir o
aparecimento de estresse oxidativo, resultando em danos para biomoléculas de DNA, proteinas e
oxidacao lipidica da membrana celular (OLIVEIRA et al., 2014).

Os neoflavonoides e seus derivados séo representados, principalmente, por um esqueleto de
estruturas quimicas de 4-arilicumarina e neoflavene. Os neoflavonoides tem propriedades
farmacologicas tais como antiviral (BEDOYA et al.,, 2005), anti-inflamatério (WU et al.,2011),
antimalérico (ARGOTTE-RAMOS et al., 2006) e antibacteriano (CANNING et al., 2013).

Assim, o desenvolvimento de novos estudos com neoflavonoides e/ou seus derivados é
promissora, especialmente em relacdo a sua capacidade antioxidante. Muitas das atividades biolégicas
de alistados neoflavonoides pode estar associada com efeitos antioxidantes. Deste modo, o
presente trabalho visa fornecer informacfes sobre o potencial antioxidante do composto 7-acetoxi-4-

aril-3,4-dihidrocoumarinasintético.
METODOS
Determinacéo da capacidade antioxidante celular

Para a avaliacdo da capacidade antioxidante celular contra dano oxidativo induzido por
peréxido de hidrogénio, foram utilizadas cepas de S. cerevisiae proficientes (Sodwt) e deficiente
(Sod1A, Sod2A, Sod1ASod2A, CatlA, Sod1ACatlA) no sistema de defesa antioxidante. A metodologia

utilizada foi o disco central, conforme descrito por Oliveira et al. (2014).
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Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (E.P.M.). A analise
estatistica foi realizada utilizando ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls como teste post hoc. Os
resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p <0,05. Todas as analises

estatisticas foram realizadas utilizando o GraphPad Prism 6.02 (San Diego, CA, EUA).
RESULTADOS
Capacidade antioxidante celular

Devido ao potencial antioxidante de 7-acetoxi-4-aril-3,4-dihidrocumarina em pré-tratamento e o
co-tratamento , pode ser observada uma tendéncia para a diminuicdo da inibicdo de crescimento e
consequente aumento da sobrevivéncia das cepas de S. cerevisiae (Sodwt, SodlA, Sod2A,
So0d1ASod2A, CatlA e Sod1ACatl1A) nas concentracdes 12,5; 25; 50; 75 e 100 ug/ml, estes resultados
sdo estatisticamente significativos (p <0,05) em relacdo aos resultados do perdxido de hidrogénio
agente estressor. A concentracdo de 100 ug/ml de 7-acetoxi-4-aril-3,4-dihidrocoumarina apresentou
maior capacidade protetora quando o dano oxidativo é induzido pelo perdxido de hidrogénio.

A Cepa selvagem de S. cerevisiae (Sodwt) tem as duas isoformas de superdxido dismutase
(Sod1A citosoélica e Sod2A mitocondrial) e apresentou um nivel mais elevado de sobrevivéncia no pré e
co-tratamento, enquanto que as cepas de S. cerevisiae deficientes em agentes antioxidante eram mais
sensivel ao peréxido de hidrogénio, sugerindo a importancia da enzima superéxido-dismutase em
protecdo celular contra o stress oxidativo induzido.

No pés-tratamento as cepas de S. cerevisiae foram primeiro expostas ao dano oxidativo
causado por peréxido de hidrogénio, e depois de trés horas, foi adicionada as concentracdes de 12,5,
25, 50, 75 e 100 ug/ml do composto 7-acetoxi-4-aril-3,4-dihidrocoumarina para verificar o
comportamento das estirpes de S. cerevisiae. As cepas SodlA, Sod2A, Sodl1ASod2A, CatlA e
Sod1ACatlA quando pos-tratadas com 7-acetoxi-4-aril-3,4-dihidrocumarina nas concentragfes 12,5,
25, 50, 75 e 100 ug/ml apresentaram um aumento na taxa de sobrevivéncia, com uma diminui¢do da
inibicdo do crescimento estatisticamente significativa (p <0,05) em relagédo aos resultados de perdxido

de hidrogénio.
DISCUSSAO

S. cerevisiae com defeitos no sistema de defesa antioxidante foi o método de escolha para a
avaliacdo da capacidade antioxidante celular (ROEHRS et al., 2010), sendo que estas células geram
EROs através dos mesmos mecanismos que as células de mamifero e expressam quase as mesmas
defesas antioxidantes (HATEM et al., 2014). Assim, a capacidade antioxidante celular de 7- acetoxi-4-
aril-3,4-dihidrocoumarina foi avaliada contra o dano oxidativo induzido em cepas de S. cerevisiae e
como esperado, o composto de teste pode atuar na prevencao e reparagdo de células contra o dano
oxidativo induzida por peréxido de hidrogénio. A capacidade antioxidante do composto testado por
depuradores de radicais pode ser uma das principais mecanismo envolvido na neutralizagdo do stress

oxidativo induzido em S. cerevisiae.
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CONCLUSAO

No presente estudo foi relatada que este composto exibiu uma capacidade notavel de protecao
de cepas de S. cerevisiae contra o dano oxidativo induzido pelo peroxido de hidrogénio. Assim, os
resultados obtidos neste estudo sugerem que a 7-acetoxi-4-aril-3,4-dihidrocoumarina pode potenciar o
desenvolvimento de um novo produto farmacéutico, com potencial antioxidante para possivel uso na

prevencdo ou reducéo de doencas relacionadas com o estresse oxidativo.
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Introducéo

A diarreia é definida como um aumento do nimero de evacuacdes, com presenca de fezes de
consisténcia umido-fluida, podendo ser causada por diferentes fatores. Vem sendo estimado que
cerca de 2,2 milhdes de pessoas morrem todo ano devido a esta doenca. Tendo isso em mente, a
Organizagdo Mundial da Sadude passou a incentivar estudos sobre diarreia, que incluem pesquisas
sobre medicina popular a base de plantas (KUNAL et al, 2012). Varias plantas usadas no nordeste do
Brasil tém sido estudadas devido as suas propriedades medicinais, dentre elas a Anacardium
occidentale L., popularmente conhecida como cajueiro. Extratos de suas folhas, casca, raizes, liquido
da castanha e do exsudado (goma) tem ampla aplicagdo na medicina popular, inclusive para
tratamento de diarreia (AGRA et al, 2007). A goma do cajueiro (GC) é um heteropolissacarideo
complexo extraido do exsudato de Anacardium occidentale e vem sendo relatadas algumas
propriedades farmacolégicas deste material. Contudo, ndo ha estudos na literatura sobre o efeito da
GC na diarreia que justifiguem o uso popular do exsudato para o tratamento de tal patologia.
Portanto, o objetivo central do presente estudo foi avaliar as propriedades antidiarreicas da GC em

modelos de diarreia aguda, inflamatéria e secretora em roedores.
Metodologia

Inicialmente, a avaliacdo da atividade antidiarreica da GC foi estudada utilizando o modelo de
diarreia aguda induzida por 6leo de ricino em ratos. Os efeitos do tratamento com a GC sobre o
transito gastrointestinal e na acumulagdo de fluido intestinal (enteropooling) induzido por 6leo de
ricino e Prostaglandina E> (PGE2) também foram examinados em roedores. O efeito do pré-
tratamento com a GC na diarreia secretora também foi investigado usando o modelo de secre¢éo de
fluido em algas intestinais fechadas tratadas com toxina da célera (TxC) em camundongos. Amostras
de fluido intestinal das algcas foram também coletados para dosagem ions cloreto. A GC foi ainda

avaliada para sua capacidade em estimular a reabsorcdo de fluidos nas alcas intestinais fechadas e
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de interagir com receptores GML1 utilizando a técnica de ELISA.
Resultados

A GC (30, 60 e 90 mg/kg, v.0.) produziu um significativo efeito antidiarreico no modelo
induzido por éleo de ricino, inibindo a quantidade total de fezes e de fezes diarreicas (Tabela 1) e
a severidade da diarreia (escores de diarreia). A GC (60 mg/kg, v.0.) de modo significativo
diminuiu o volume de fluido intestinal (enteropooling) induzido por 6leo de ricino e PGE-:, além de
inibir o transito gastrointestinal por interagir com receptores opibides, assim como a loperamida
(droga de referéncia, 5 mg/kg, v.0.). No modelo de diarreia secretora induzida por TxC a GC (60
mg/kg, v.0.) inibiu significativamente a secrecdo de fluido intestinal (Figura 1A) e as perdas
subsequentes de ions cloreto sem estimular a absor¢éo, sendo seu efeito, portanto, através da

interacdo com receptores GM1 (Figura 1B).

Tabela 1 - Efeito da GC na diarreia aguda induzida por 6leo de ricino em ratos.

Tratamento Dose No. total de fezes Inibicdo da No. total de fezes Inibicdo da
(9) defecacdo (%) diarreicas (g) diarreia (%)
Controle 2.5 (ml/kg) 46,35+0,05 0,0 44,92+0,01 0,0
GC 30 (mg/kg) 34,60+0,07* 25,35 34,13+0,02* 24,02
60 (mg/kg) 23,57+0,01* 49,15 21,47+0,01* 52,20
90 (mg/kg) 26,48+0,01* 45,84 24,62+0,01* 45,52
Loperamida 5 (mg/kg) 1,98+0,02** 95,73 1,79+0,02** 96,01

Fonte. ARAUJO, T.S.L., 2015. Programa de Pds-graduagéo em Biotecnologia.

Figura 1 — Efeito da GC na diarreia secretora induzida pela toxina da célera em camundongos.

Liga¢ao da Toxina
da Colera (%)

. Salina : anﬁa A _v:Gé‘(‘so-mglkg)
PBS . Toxinada Colera 1uglaica

Legenda. A: Fotografia representando o efeito da GC nas al¢as intestinais tratadas com a TxC.
B: Efeito da GC na ligacao TxC-receptor GM1. A TxC (100 ng) foi incubada sozinha (coluna a)
ou com a GC (1 a 500 pg/ml; colunas c a h, respectivamente), e a quantidade de TxC foi
estimada por ELISA. Pocos revestidos com GM1 foram pré-incubados com a GC (100 upg/ml),
lavados, e em seguida foi adicionada a TxC (coluna b). Valores obtidos para 100 ng de TxC
foram tomados como 100% de ligacao. *P <0,001 vs. coluna a. ANOVA, seguido de teste de
Newman—Keuls.

Discusséo

O ¢leo de ricino é conhecido por ser um efetivo agente laxativo. Estudos comprovam que
este agente estimula a secrecdo de mediadores que atuam estimulando uma resposta osmatica
no intestino, aumentando a atividade peristaltica e, portanto, conduzindo a alteragbes na
permeabilidade da mucosa intestinal (MASCOLO et al, 1994). Uma vez que a GC foi capaz de

inibir a diarreia induzida por 6leo de ricino, pode-se supor que esta poderia inibir a biossintese de
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tais mediadores e/ou interferir com a atividade peristaltica no intestino, o que poderia alterar
diretamente a permeabilidade das células da mucosa. Para examinar o envolvimento de
receptores opidides no efeito da GC na reducdo da motilidade gastrointestinal, foi usado o
antagonista opiéide naloxona. Nossos resultados mostraram que a administracdo da naloxona
bloqueou os efeitos do tratamento com a GC, sugerindo que este pode ser via receptores
opidides, assim como a loperamida. Vem sendo demonstrado também que as prostaglandinas
de tipo E (PGEz) séo 6timos agentes diarreiogénicos em animais experimentais e em humanos.
O mecanismo tem sido associado a inducédo de mediadores inflamatérios que desempenham
efeitos na motilidade gastrointestinal e no transporte de agua e eletrélitos no limen do intestino
(BEUBLER; JUAN, 1979). No presente estudo, a GC foi capaz de inibir a diarreia induzida por
PGEz, porém, uma vez que ndo existem relatos na literatura sobre o papel de CG na reducgéo da
inflamag¢é@o mediada por PGE2, s8o necessarios mais estudos para investigar tal efeito. Vibrio
cholerae é um importante agente patogénico responsavel por uma diarreia secretora grave,
cllera, que leva a uma intensa desidratacdo e perda de eletrdlitos, e isto se da devido a agdo de
uma potente enterotoxina secretada pelo patégeno. O receptor bioldgico natural da TxC foi
identificado como um glicoesfingolipidio-gangliosideo - GM1, ubiquamente expresso nos
enterdcitos e essencial para a acao fisiopatoldégica da TxC (SAHA et al, 2013). Em nossos
estudos a GC mostrou-se capaz de reduzir a perda de agua e cloretos para o limen intestinal no
modelo utilizado através da interacdo com o receptor GM1, o que possivelmente preveniu a
ligagdo com a TxC, contribuindo para a prevencdo de grande parte da manifestagédo
fisiopatoldgica desta doenga.

Conclusao

Este estudo mostrou que a GC obteve efeito antidiarreico em todos os modelos estudados, o
que poderia validar o uso folclérico do exsudato do cajueiro no tratamento da diarreia. A GC
provavelmente produz atividade antidiarreica pela sua capacidade de inibir a motilidade
gastrointestinal e, consequentemente, inibir o acimulo de fluido, e de reduzir a secre¢do de agua e
cloretos no limen intestinal nos modelos estudados. Este estudo € pioneiro na investigagdo de
polissacarideos de plantas para o tratamento de diarreia, porém, mais estudos sdo necessérios para
avaliar outros pardmetros na atividade antidiarreica da GC.

Palavras-chave: Anacardiaceae, diarreia, célera, 6leo de ricino.
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Introducéo

A espécie Luehea divaricata Mart. et Zucc. pertence a familia Tiliaceae, ordem Malvales. E
uma arvore de grande porte, popularmente conhecida como acoita-cavalo, acoita-cavalo-middo,
ibatingui, ivatingui, pau-de-canga e caiboti. No Brasil, a agoita-cavalo é encontrada principalmente
nos estados da Bahia, Piaui, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Minas Gerais, Goias, Mato Grosso do Sul e
Rio Grande do Sul. Na medicina popular as cascas de L. divaricata sdo usadas como antidiarreico,
adstringente, antipirético, antitumoral e antianémico. A infusdo das flores é indicada no tratamento da
bronquite e a raiz é depurativa e anti-inflamatoria. As folhas s&@o utilizadas contra a disenteria,
leucorréia, reumatismo, blenorragia, tumores, e também como anti-inflamatério, calmante e
antiespasmadico (ALICE et al., 1995; TANAKA et al., 2005; MULLER, 2006).

Considerando-se a importancia de se obter maiores esclarecimentos acerca desta espécie,
este estudo foi realizado com o objetivo de analisar a composi¢éo fitoquimica do extrato etandlico das
folhas e cascas de Luehea divaricata (EtOH-Ld).

Métodos

As folhas de L. divaricata foram coletadas no Povoado Alegria, na zona rural de Teresina, e
as cascas do caule dessa planta foram coletadas no povoado Bebedouro, no municipio de Nazaria. O
material vegetal foi identificado e uma exsicata depositada no Herbario Graziela Barroso com o
numero TEPB 30.119. As folhas e cascas coletadas foram desidratadas em estufa (+ 45 °C) por uma
semana e depois moidas em moinho de facas, obtendo-se um pé que foi submetido a extracéo por
maceracdo com etanol (99,5%) por cinco vezes consecutivas, sendo posteriormente filtrada e a
solucao obtida concentrada em evaporador rotatério a 40 °C e submetido a liofilizacdo, acondicionado

em frascos de vidro &mbar e conservado em geladeira.
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Os testes qualitativos para deteccdo dos constituintes do metabolismo secundario foram
realizados por meio de rea¢des gerais, segundo metodologia adaptada (MATOS, 2009; COSTA et al.,
2011). Utilizou-se 500 mg do extrato liofilizado das folhas e das cascas, dissolvido em 50 mL da
mistura EEtOH/H20 (8:2) para a realizacdo dos testes fitoquimicos e identificacdo dos seguintes
constituintes: fendis, taninos, antocianinas, antocianidinas, flavonoides, leoucoantocianidinas,
catequinas, flavonas, flavonéis, flavononas, flavononois, xantonas, diidroflavondis, estéroides,
triterpenos, saponinas e alcaloides, os quais foram realizados de acordo com a metodologia descrita
por Matos (2009).

Resultados
O extrato etandlico das folhas e cascas do caule de Luehea divaricata apresentaram

resultado positivo para diversas classes de metabdlitos secundarios, conforme mostrado na Tabela 1.
TABELA 1. Composic¢éo fitoquimica do extrato etandlico das folhas de L.divaricata

Classe de composto EEtOH das folhas de L. divaricata EEtOH das folhas de L. divaricata
Fendis simples ND ++
Taninos ND +++
Antocianinas 0 ++
Antocianidinas 0 ++
Leucoantocianidinas ++ ++
Catequinas ND S
Flavonas ++ 0
Flavonéis ++ 0
Flavanonas ++ 0
Flavanonois ++ 0
Xantonas ++ 0
Chalconas e auronas 0 +++
Diidroflavonoéis ND ++
Esteroides +++ 0
Triterpenos +++ ++
pentaciclicos

Heterosideos +++ ++
saponinicos

Alcaloides ++ +

+++: Forte; ++: Médio; +: Fraco; 0 : Ausente; ND: Nao determinado; S: suspeito

Os metabdlitos secundarios predominantes no EEtOH das folhas de L. divaricata foram de
dificil interpretacao, devido ao ensaio ser colorimétrico e esse extrato ser bastante escuro, o que pode
mascarar as cores. Para os testes que foram de dificil interpretacéo, utilizou-se a abreviagao ND (ndo

determinado, por ser de dificil visualizagao).

DISCUSSAO

Os compostos fenodlicos possuem atividades farmacoldgicas, como atividade antitumoral,
antiviral, antioxidante, anti-inflamatério, protetor cardiaco, analgésica, antialérgico, antidiabético,
cicatrizante, antimicrobiano, antiulcerogénico, anti-hepatotéxico, anti-hipertensivo, hipolipidémico,
dentre outros (SILVA et al., 2010; SIMOES et al., 2010). Os compostos terpénicos possuem

atividades farmacolégicas semelhantes, como: antitumoral, sedativa, analgésica, anti-inflamatoria,
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cardioprotetora, bloqueadora de canais de célcio, antioxidante, hipolipidémica, antimicrobiana,
antiulcerogénica, antinociceptiva e hepatoprotetora (MELO, 2009).

Os triterpendides pentaciclicos sdo terpenos considerados precursores de esterbides e
vitaminas, e possuem diversas atividades biolégicas, tais como, anticancerigena, anti-inflamatéria,
antimicrobiana, antiplasmaédica, antiulcerogénica, antiviral (anti-HIV), hepatoprotetora, cardioprotetora
e analgésica (SHA et al., 2008). Esterbides vegetais sdo metabdlitos secundarios grande interesse
para as inddstrias farmacéuticas, pois representam moléculas de partida para a obtencao
semisintética de farmacos esteroidais, como: anticoncepcionais, anti-inflamatérios esteroidais e
anabolizantes. Também podem apresentar acdo farmacoldgica anti-inflamatéria e analgésica
(AHERNE et al., 2008; DESAI et al., 2009). As saponinas sao glicosideos que possuem atividade anti-
inflamatéria, hemolitica, antimicrobiana, antiviral, larvicida, hipocolesterolemiante, expectorante,
moluscicida e cicatrizante (SIMOES et al., 2010; LOPES et al., 2011).

CONCLUSOES

O EEtOH das folhas de L. divaricata possui esteroides, triterpenos pentaciclicos livres e
heterosideos saponinicos, alcaloides e compostos de natureza terpénica e fenélico. O EEtOH das
cascas do caule de L. divaricata apresenta taninos, antocianidinas, antocianinas, fendis,

leoucoantocianidinas, saponinas, triterpenos e alcaloides.
Palavras-chave: andlise fitoquimica, metabdlitos secundarios, acoita-cavalo
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INTRODUCAO

Embora existam varios estudos a respeito do uso, eficacia e toxicidade de plantas medicinais, a
literatura cientifica ainda € pobre no sentido de se conhecer o que pensam as populacbes a esse
respeito, o nivel de conhecimento que possuem, a crenga e os tratamentos feitos com os remédios
caseiros. Em se tratando da escola fundamental, o papel que ela representa na formacao do individuo
e a sua potencialidade de estimular a criagdo de conceitos, assim como sua atitude questionadora e
critica em relacdo a realidade, a investigacdo sobre tais praticas populares em seu meio é de grande
importancia. (SANTOS;DIAS e MARTINS, 1995).

O presente trabalho foi realizado nas turmas de nono ano A e B e o oitavo ano A e B, do turno
da manha, na Unidade Escolar Professora Aurea Freire, escola estadual localizada no bairro Saci,
Teresina-Pl.

O objetivo foi realizar o levantamento para identificar a abrangéncia do conhecimento que os
alunos do ensino fundamental publico possuem sobre o tema de plantas medicinais, de que forma
estas informagBes foram conseguidas e se estdo corretas. De forma mais especifica, objetivou-se
investigar se o convivio familiar dos alunos gera tal conhecimento, se existe o entendimento sobre
integracdo das plantas medicinais a cultura popular, e se ha consciéncia, ainda que informal, sobre a

quantidade de substancias encontrada em uma planta medicinal.

METODOLOGIA

Para o levantamento do conhecimento dos alunos sobre as plantas medicinais, foi utilizado um
guestionario composto por nove questdes, de elaboracdo prépria pelo avaliador. Foi cedida pela
direcé@o da escola, no dia 13 de maio de 2015, a autorizacéo para a aplicagdo do questionario, posse e
0 uso de informacdes, somente para os fins previstos na pesquisa.

Os dados foram colhidos individualmente nos dia 13 e 18 de maio de 2015, com um total de 92
alunos participantes da pesquisa. Foram formados nove grupos heterogéneos, de G1 a G8 contendo

dez questionarios e o grupo G9 contendo doze.
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Figura 1 — Questionario aplicado aos alunos de 8° e 9° ano.

QUESTIONARIO- CONHECIMENTC SOBRE PLANTAS MEDICINAIS

BRANOACY: CANO() TNUMERO..___. IDADE____ SEXOML) B 5- VOCE POSSUI ALGUMA DOENGA QUE NECESSITE DE TRATAMENTO

BAIRROICIDADE: EA GUE MORA: CONSTANTE COM MEDICAMENTO? SIM{_) NAO( )

1- COM QUEMMORA: PAIS( ) AVOS () QUAL A DOENCA E QUAL O MEDICAMENTO UTILIZADO?

OUTROS ( ) QUEM?

= 6- EM SUA OPINIAO, AS PLANTAS MEDICINAIS SAD IMPORTANTES DENTRO DA
2- AS PESSOAS COM QUEM VOCE MORA JA FALARAM ALGUMA VEZ SOBRE

CULTURA POPULAR? SIM{_) NAO({ )
PLANTAS MEDICINAIS? SIM( ) NAO({ )
3- \sﬁ;:E JA Fi_\z 1?59 DE ALGUMA PLANTA MEDICINAL? 7- MARQUE O NOME DA PLANTA ABAIXO QUE VOCE NAO CONSIDERA COMO UMA
M{ ) o( )

PLANTA MEDICINAL

M, Q ) ORMA? (C COM CT.) "
SE SIM, QUAL (I1S) E PREPARADA DE QUE FORMA? (CHA, MPRESSA, ECT.) ERVA-CIDREIRA { ) CLUSIA ( ) BOLDO( ) LARANJEIRA ( )

8- POR QUE A POPULACAO FAZ USO DE PLANTAS MEDICINAIS, JAQUE EXISTEM
VARIOS MEDICAMENTOS PARA O TRATAMENTO DE DOENCAS?

PARA TRATAR QUE DOENCA(S):

9- EM SUA OPINIAC, AS SUBSTANCIAS PRESENTES EM UMA PLANTA MEDICINAL

4- CASO POSITIVO, ONDE FOI ADQUIRIDA A PLANTA MEDICINAL USADA NO SAO
o:

TRATAMENTO DA QUESTAO ANTERIOR?

POUCAS () MUITAS ( )

Fonte: Autor.

RESULTADOS

Pela analise dos questionarios respondidos, a idade dos alunos se encontra entre 12 e 18 anos,
com média de 14,1 anos. 53 alunos s@o do sexo feminino e 39 do sexo masculino. Os principais
locais de residéncia sdo os bairros Santa Luzia, Saci e Parque S&o Joao, além de outros bairros da
zona Sul de Teresina, proximos a Unidade Escolar Professora AureaFreire.

Os demais resultados sédo apresentados no quadro a seguir:

Quadro 1 - Resultados obtidos com a analise dos questionéarios. Legenda: Q1- Com quem mora; Q2-
Se as pessoas com quem mora ja falaram sobre plantas medicinais; Q3- Se j& fez uso de alguma
planta medicinal; Q5- Se possui alguma doenc¢a que necessite de medicacao constante; Q6- Se as
plantas medicinais sdo importantes na cultura popular; Q7- Identificar qual planta de uma sequéncia
dada ndo é medicinal; Q9- Quantidade de substancias presentes em uma planta medicinal.

G1-G9: Grupos de respostas.

G1 G2 | G3 | G4 | G5 | G6 | G7 | G8 | G9 |[|TOTAL| %
Q1 | PAIS 10 9 8 7 10 10 10 11 83 [90,2
AVOS 2 0 4 3 1 0 1 16 17,4
OUTROS 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1,1
Q2 | SIM 7 8 6 10 9 9 8 6 10 73 1793
NAO 3 2 4 0 1 1 2 4 2 19 20,6
Q3 | SIM 9 7 8 10 8 10 9 8 9 78 | 84,8
NAO 1 3 2 0 2 0 1 2 3 14 15,2
Q5 | SIM 0 0 0 0 1 1 1 7 7,6
NAO 10 10 10 9 10 7 9 9 11 85 [924
Q6 | SIM 10 10 10 10 10 10 10 10 12 92 100
NAO 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Q7 | ACERTOU | 6 4 6 4 6 5 7 52 |56,5
ERROU 4 6 4 6 4 5 3 40 |435
Q8 | POUCAS 1 0 2 1 1 0 1 6 6,5
MUITAS 9 10 8 10 9 9 10 9 12 86 |935

Fonte: Autor.

Rev. inderd. Cién. Satde — ISSN 2358-6966



DISCUSSAO

79,3% dos alunos afirmaram que ja ouviram dos seus responsaveis algo relativos ao uso de
plantas medicinais, sendo que 90,2% moram com os pais e alguns destes com pais e avos. 84,8%
afirmaram ja terem usado algum tipo de planta, a maioria na forma de chd, para o tratamento de
infeccdo intestinal ou cefaleia, obtendo-a no quintal de casa e de vizinhos. Apenas 7,6% afirmaram
possuir alguma doenca crbnica que necessite de tratamento constante, mas apenas 4 alunos
souberam informa-las e apenas 2 o nome do medicamento utilizado. Todos afirmaram que as plantas
medicinais sdo importantes dentro da cultura popular. 56,5% acertaram em dizer que a Clusia (Clusia
fluminensis) ndo é uma planta medicinal, pois na verdade é ornamental. Para os alunos, a populacao
continua fazendo uso de plantas medicinais por diversos motivos, como cultura, facil acesso, custo
menor e alguns ainda afirmaram que se deve a serem mais naturais e de melhor efeito que
medicamentos. O que faz o homem utilizar as plantas como alternativa terapéutica é a perpetuagéo
de informag@es valiosas, muitas vezes préprias de sua cultura, que fazem crer que cada sociedade,
ou comunidade possui seu proprio sistema de classificagdo, crengas e métodos populares capazes
de promover a cura dos seus préprios males. (MOREIRA;COSTA;COSTA e ROCHA, 2002).

93,5% afirmaram serem muitas as substancias presentes, 0 que aponta certa nogao sobre a
constituicdo quimica das plantas usadas para fins medicinais, ainda que nédo seja fruto de estudos e

conhecimento sistematico destes alunos.
CONCLUSAO

A pesquisa permitiu observar em que nivel esta o conhecimento sobre plantas medicinais de
alunos do ensino fundamental de uma escola publica de Teresina, sendo importante como ferramenta
de avaliagdo dessas informagBes enquanto parte integrante da cultura brasileira e como estéo sendo
repassadas para as novas geracdes. Contudo, novas pesquisas em outras escolas da capital sdo
necessarias, tanto na rede publica como privada, com o fim de ser montado um panorama de como

essa forma de cultura esta sendo repassada entre as geracdes piauienses.

Palavras-chave: Etnofarmacologia, questiondrio, salde escolar, plantas medicinais.
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Introducéo

Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez. (Bromeliaceae), é popularmente conhecida como
"carod", sendo distribuida na regido de caatinga do sertdo nordestino. Estudos realizados com a
espécie revelaram em triagem fitoquimica preliminar a presenca de uma variedade de
metabolitos secundarios como: saponinas, taninos, flavonoides, esterodides e triterpendides. O
extrato bruto etanodlico obtido a partir de partes aéreas de N. variegata, designado Nv-EtOH,
apresenta propriedades antioxidantes, baixa toxicidade, bem como atividade antinociceptiva e
gastroprotetora. Com base nessa premissa o objetivo do presente estudo foi determinar a
atividade gastroprotetora da fragdo acetato de etila obtida do extrato etandlico bruto das partes
aéreas de Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez (Nv-AcOEt), usando o modelo de lesdes
gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos, assim como avaliar a participacao da

enzima NO-sintetase na gastroprotecdo de Nv-AcOEt.
Métodos

LesOes gastricas agudas foram induzidas em camundongos Swiss (n= 8/grupo) machos
e fémeas pela administracdo intragastrica de uma solucéo de etanol absoluto (ROBERT et al.,
1979) em um volume de 0,2 mL por animal. Nv-AcOEt (50 - 400 mg/kg), veiculo (NaCl 0,9%) ou
carbenoxolona (100 mg/kg), foram administrados por via oral 1 h antes da aplicacdo do agente
ulcerogénico. Apos 30 minutos da administragdo de etanol absoluto, os animais foram
eutanasiados e seus estdmagos foram removidos e analisados por planimetria (mm2)

(Bhargava; Gupta; Tangri, 1973). Para a avaliacdo da enzima NO sintetase, os animais foram
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divididos em grupos, os quais receberam pré-tratamento com veiculo (NaCl 0,9%, 10 mL/kg, i.p)
ou L-NG-nitro arginina (L-NOARG), um inibidor da atividade da NO-sintetase (70 mg/kg, i.p.).
Apés 30 minutos os animais foram tratados oralmente com veiculo, Nv-AcOEt (100 mg/kg) ou
intraperitonealmente com L-arginina (600 mg/kg). Ap6s 1 h do tratamento com veiculo ou fracdo
e 30 min depois da administracdo da L-arginina, os animais foram submetidos ao protocolo de
lesdo gastrica induzida por etanol absoluto (GURBUZ et al.,, 1999). Todos os protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da
Universidade Federal do Piaui (CEEA / UFPI 008/12). O nivel de significancia foi avaliado por
valores de p <0,05.

Resultados e Discusséo

Nv-AcOEt e carbenoxolona demonstraram atividade gastroprotetora frente aos danos
gastricos provocados pela administragdo oral de etanol absoluto nos camundongos do grupo
controle (tratados com veiculo). Nv-AcOEt reduziu significativamente a area lesionada nas doses
de 100 (3,56 % 0,93%), 200 (2,22 + 0,62%) e 400 mg/kg (1,02 = 0,24% ) e carbenoxolona
(100 mg/kg) diminuiu a &rea de lesdo para 1,76 + 0,42% quando comparado ao veiculo
(9,13+£1,08%). Na tentativa de elucidar os possiveis mecanismos envolvidos na gastroprotecao
de Nv-AcOEt (100 mg/kg), os animais foram submetidos a inducéo de lesdo géastrica por etanol
apos pré-tratamento com L-NG-nitro-arginina, Nv-AcOEt (100mg/kg) e a L-arginina (L-ARG, 600
mg/kg). Nv-AcOEt e a L-arginina reduziram significativamente as lesfes gastricas produzidas
pela administracdo de etanol absoluto (1,88 + 0,25%; 3,67 = 0,52%, respectivamente) quando
comparadas ao grupo controle (15,4 + 1,12%). O pré-tratamento com L NOARG (70 mg/kg) foi
capaz de reverter parcialmente a gastroprotecdo promovida por Nv- AcOEt e pela L-ARG para
15,9 + 3,03 e 31,5 + 4,29%, quando comparados com o controle (30,3 + 4,20%). A
administragdo de L-ARG antes do pré-tratamento com L-NOARG seguido do Nv-AcOEt,
provocou uma diminuicdo no percentual de lesbes (10,7 = 1,51%) quando comparados ao

controle, demonstrando a participacdo da NO sintetase no efeito gastroprotetor da fragao.
Concluséo

Os estudos sugerem que Nv-AcOEt foi capaz de diminuir as lesbes gastricas
provocadas por etanol absoluto, nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg, possivelmente relacionado
a fatores citoprotetores e/ou antioxidantes, tendo em vista que esses modelos de inducéo de
lesé@o estédo associados ao processo de peroxidacao lipidica e de estresse oxidativo. Além disso,
0s resultados aqui apresentados sugerem que a protecdo exercida pela fracdo Nv-AcOEt seja

possivelmente mediada pela via da NO sintetase.
Palavras-chaves: Gastroprotecao; Neoglaziovia variegata; NO sintetase
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Introducéo

O bioma Caatinga estda inserido no dominio morfoclimatico do semiarido brasileiro,
apresentando solos rasos e pedregosos com vegetag8es do tipo xerofila e hiperxerdfila adaptada a
escassez hidrica anual (GIULIETTI; CONCEICAO; QUEIROZ, 2006). Amplamente distribuido na flora
do Nordeste brasileiro, principalmente na Caatinga, o género Croton, um dos mais numerosos da
familia Euphorbiaceae, pertence a subfamilia Crotonoideae e tribo Crotoneae. Das 700 espécies
desse género, 350 sdo encontradas no Brasil, muitas das quais, tém suas propriedades quimicas
elou farmacolégicas conhecidas (BERRY et al., 2005). O interesse da industria farmacéutica nas
propriedades dos 0leos essenciais vem crescendo nos ultimos anos, devido suas multiplas func¢des,
em especial, atividades antioxidante, antimicrobiana e antitumoral (BAKALI et al., 2008). Estudos
realizados por Abdelgaleil e colaboradores (2008) comprovaram o efeito de compostos extraidos de
Oleos essenciais de plantas, que atuam como fungicidas naturais, inibindo a atividade flngica,
principalmente de doengas denominadas micoses. Portanto, devido ao aumento da incidéncia de
infecgdes por fungos aliado & resisténcia que estes agentes tém desenvolvido aos antimicoticos, bem
como o elevado custo dos farmacos antifingicos, tem levado a uma busca constante por alternativas
terapéuticas eficazes, dentre elas, a prospeccdo de plantas com potencial fungicida que possam
oferecer mais opc¢des de tratamento (FONTENELLE et al., 2007).

Metodologia

Foram coletadas as folhas das espécies de C. nepetaefolius, C. zenhtneri e de C.
blanchetianus na regiéo serrana de Vigcosa do Ceara, na comunidade de Cocalzinho, situada a 3° 33’
44” de latitude e a 41° 05' 32". As coletas foram realizadas no més de margo de 2014 no horario de 8h
da manhd, tendo sido confeccionadas exsicatas que foram depositadas no Herbario Prisco Bezerra
da Universidade Federal do Ceara, com os respectivos numeros: 46.718, 46.721 e 46.720. Os 06leos

essenciais foram obtidos através do método de hidrodestilagdo em aparelho do tipo Clevenger. A

Rev. Inderd. Cién. Satde — ISSN 2358-6966

55


mailto:oriel.herrera@uece.br

56

identificacdo dos constituintes do 6leo essencial foi realizada por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massa (CG/EM) utilizando-se o aparelho Shimadzu. Para prepara¢cédo do in6culo
para o teste de susceptibilidade antifingica foram utilizadas cepas dermatofiticas cultivadas em agar
Sabouraud durante 15 dias a 35 °C e cepas de levedura durante 35 h a 24 °C. Um fragmento de
Microsporum canis, Trichophyton rubrum e Candida albicans foi transferido para tubos de ensaio
contendo 9 mL de solucdo salina a obter uma turbidez equivalente ao padrdo 5x104 UFC mL* ou 0,5
na escala McFarland para obtencéo das concentracdes finais do inéculo de aproximadamente 2,5-5 x
108 UFC mL! de Candida albicans e 5 x 10* UFC mL! para os dermatdéfitos M. canis e T. rubrum.
Também foi realizado o método de microdiluicdo em caldo, usando-se a concentracao inibitéria
minima (CIM) e concentracdo fungicida minima (CFM) dos extratos frente aos micro-organismos
dermatdfitos e leveduriformes, foram determinadas pelo método de microdiluicdo usando placas de

96 pocos para microdiluicdo de acordo com o CLSI M27A3 (2008).

Resultados

Os compostos majoritarios identificados na folha de Croton nepetaefolius foram eucaliptol
(59,75%), cariofileno (7,10%) e 3,5-dimetoxitolueno (6,10%). Na espécie de Croton zenhtneri foram
estragol (85,26%) e 4-metoxibenzaldeido (8,91%) e no Croton blanchetianus, os constituintes de maior
representatividade foram espatulenol (17,84%), cariofileno 6xido (25,68%), benzenometanol (15,32%)
e eucaliptol (4,04%). O C. nepetaefolius e o C. zenhtneri apresentaram atividade antifingica de maior
representatividade em relagéo as cepas de M. canis, tendo encontrado CIM nos valores de 1250 e 156
pug mLt e CFM nos valores de 5000 e 312 ug mL-1, respectivamente, valores estes que podem ser

observados na Tabela 1.

Tabela 1. Atividade antifingica de trés espécies de Croton frente a cepas de Candida albicans,

Trichophyton rubrum e Microsporum. canis

Cepas C. blanchetianus  C. nepetaefolius C. zetneri Anfotericina B

Cetoconazol

CimMa CFMP CIM CFM CIM CFM CIM CFM CiM CFKFM
C. albicans

¢CEMM 01-3-068 5.000 10.000 5.000 10.000 5.000 10.000 1,0 2,0 - -

CEMM 01-3-069  5.000 10.000 5.000 10.000 5.000 10.000 1,0 2,0 - -

T. rubrum

CEMM 3-1-34 5.000 10.000 5.000 10.000 2500 5.000 - - 05 1.0
CEMM 6216 156 312 1.250 625 156 312 - - 05 1,0
M. canis

dLABMIC 1-1-01  5.000 10.000 1.250 5.000 156 312 - - 0,25 0,5

aCIM: Concentragdo inibitéria minima; PCFM: Concentracédo fungicida minima; CCEMM: Centro

Especializado e Micologia Médica; ‘LABMIC: Laboratério de Microbiologia da UVA
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DISCUSSAO

Estudos realizados por Fontenelle (2007), também demonstraram a eficacia do C. zenhtneri
frente a cepas de M. canis com valores de CIM variando de 620 a 1250 pg.mlte CFM variando de 1250
a 2500 pg mL?. Provavelmente, a atividade antifingica deve-se aos constituintes majoritarios
encontrados nas espécies de C. nepetaefolius e de C. zenhtneri, sendo o eucaliptol e o estragol,
respectivamente. Estudos prévios realizados por Lee et al (2007) e Kishore et al (2007) demonstraram
a atividade antifingica de fendis, como o eugenol, estragol e monoterpenos alcélicos, como o
eucaliptol, ambos presentes nas espécies de Croton que inibiram o crescimento fungico Alguns
constituintes que também estdo presentes nas espécies de Croton, como o eucaliptol e o espatulenol
foram descritos na literatura devido sua agdo antifingica e antibacteriana, inclusive na atuacdo contra
dermatdfitos (FLASH et al.,, 2002). Os 6leos essenciais que possuem espatulenol como um dos
principais constituintes, como é o caso do C. zenhtneri, geralmente apresentam atividade bacteriana e
fungicida (TZAKOU; SKALTSA, 2003).

CONCLUSAO

As espécies do género Croton presentes no Nordeste brasileiro apresentam elevado potencial
econdmico e farmacolégico, sendo as espécies de Croton zenhtneri e Croton nepetaefolius a
apresentaram melhor atividade antifingica frente a cepas dermatofiticas, provavelmente devido aos
constituintes quimicos presentes nos Oleos essenciais dessas espécies que possuem potencial

fungicida.

Palavras-chave: Atividade antifingica. Caatinga. Composi¢éo quimica

REFERENCIAS

ABDELGALEIL, S. A. M. et al. Bioactivity of two major constituents isolated from the essential oil of

Artemia judaica L. Bioresource Technology, v. 99, n. 13, p. 5947-5950, set. 2008.

BAKKALI, F. et al. Biological effects of essential oils: a review. Food Chemical Toxicology, v. 46,
n.2, p. 446 — 475, fev. 2008.

BERRY, P. E. et al. Molecular phylogenetics of the giant genus Croton and tribe Crotoneae
(Euphorbiaceae sensu stricto) using ITS and trnL-trnF sequence data. American Journal of Botany,
v. 92, n.9, p.1520-1534, set. 2005.

FLASH, A. et al. Chemical analysis and antifungical activity of the essential oil of Calea clematidae.

Planta Medicinal, v. 68, n. 9, p. 836-838, set. 2002.

FONTENELLE, R.O.S. et al. Chemical composition, toxicological aspects and antifungal activity of
essential oil from Lippia sidoides Cham. Journal antimicrobial chemotherapy, v. 59, n. 5, p. 934-
940, mai. 2007.

Rev. Inderd. Cién. Satde — ISSN 2358-6966

57



58

GIULIETTI, A.M.; CONCEICAO, A.; QUEIROZ, L.P.; Diversidade e caracterizac&o das

fanerégamas do semi-arido brasileiro, 1° ed, Associacdo Plantas do Nordeste: Recife, 2006.
KISHORE, G.K.; PANDE, S. Evaluation of Essential Oils and Their Components for Broad Spectrum
Antifungal Activity and Control of Late Leaf Spot and Crown Rot Diseases in Peanut. Plant Disease,

v. 91, n. 4, p. 375-379, abr. 2007.

LEE, S.J. et al. Antifungal Effect of Eugenol and Nerolidol against Microsporum gypseum in a Guinea
Pig Model. Biol. Pharm. Bull, v. 30, n. 1, p. 184-188, jan. 2007.

TZAKOU, O.; SKALTSA, H. Composition and bacterial activity of the essential oil of Satureja
parnassica subsp parnassica. Planta medicinal, v. 69, n. 3, p. 282-284, mar. 2003.

Rev. Inderd. Cién. Satde — ISSN 2358-6966



| SIMPOSIO NORDESTINO DE RECURSOS
- NATURAIS E POTENCIALIDADES
5 TERAPEUTICAS

| De 17 a 19 de junho de 2015 - Auditério do CTT/UFPI Teresina - Pl

Anélise fitoquimica da Chenopodium ambrosioides L.
Phytochemicalanalysis of the Chenopodium ambrosioides L.

Yago Vasconcelos da Silval, Morgana Savina de Melo Ramos 1, Roseana Samia Dias de
Sousal, Rosemarie Brandim Marques?.

(1) Académicos de Graduagdo em Farmacia, Faculdade Integral Diferencial- Facid Devry. VI
Periodo.Teresina,Pl.

y.silval7@hotmail.com

(@ Professora do curso de Farméacia da Faculdade Integral Diferencial — Facid DeVry. Doutora em
Biotecnologia em Recursos Naturais (RENORBIO).

Introducéo

O mastruz é uma planta medicinal muito utilizada popularmente, sendo oriunda da América.
Os cientistas conhecem como Chenopodium ambrosioides Lineu,ao qual pertencem a familia
Chenopodiaceae e ao género Chenopodium (SIMOES et al.,2007).

A planta é utilizada como potente vermifugo (BOITEAU, 1986), seu 6leo essencial apresenta
propriedade antifingica, antibacteriana e anti-inflamatéria (CHAUDHARY et al., 1995; MISHRA et al.,
2002; DUBEY, 2002). No controle de pragas, destaca-se por apresentar atividade repelente e atividade
inseticida (SOUSA et al.,1991).

Estudos realizados mostraram que o Chenopodium ambrosioides € constituido de
hidrocarbonetos terpénicos (cimeno, limoneno, terpineno, etc.) e de ascaridol (JARDIM, 2008). Além da
existéncia de outros metabdlicos secundarios comoalcaloides, saponinas, cumarinas, taninos,
flavonéides, antraquinonas.

Neste contexto, procurou-se identificar e confirmarpormétodo analiticos quantitativosa

presenca de certas classes dos metabolitos secundarios.

Metodologia

As partes aéreas da planta Chenopodium ambrosioides L. (mastruz), foram coletadas na horta
florestal da Universidade Federal do Piaui, localizada no bairro Ininga na cidade de Teresina, Piaui,
Brasil. Em um terreno, cuja latitude — 50892123 e longitude — 428016275, as 15h:45min, com
temperatura a 36°C.

O trabalho ndo envolveu seres humanos ou animais, ndo sendo necessaria a aprovacdo de
Comité de Etica em Pesquisa. Foram realizados testes qualitativos, conforme descrito a seguir:

— Teste para identificacdo de Saponinas: Foi dissolvido 1mL do extrato em 5mL de agua destilada
em um tubo de ensaio e foi agitado por cerca de 5 minutos, para observar o aparecimento de
espuma.

— Teste para identificacdo de Flavonoides: Foi preparado a amostra 1 que foi dada 2g do mastruz
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em 40 mL de uma solugédo hidroalcodlica a 80%, fervido e reduzindo o volume do extrato para 10
mL.Foi feito da seguinte maneira, em alguns mLdo extrato hidroalcodlico, acrescentou-se 1 mL de
uma solucéo de NaOH.
1.Reacdo de Shinoda: Adicionou-se a cada tubo 2 a 3 fragmentos (2 cm) de magnésio
metalico em fita e 1 mL de HCI concentrado. Deixou em repouso e observe.
2.Reacaocom cloreto férrico:juntar gotas de solucao de cloreto férrico a 4,5% a 3 mL da

solucdo hidroalcéolica. Aparecimento de cor que varia entre tons de verde, amarelo, castanho e

violeta, de acordo com o tipo de composto de flavonais.

— Teste para identificacdo deTaninos: Foi preparado um decocto (2min) com 3g da planta com 50
mL de agua destilada. Filtrou-se e deixou esfriar. Completou o filtrado para 50 mL com
agua.Dividiu-se a solugdo em 5 tubos de ensaio para reacao de identificacdo dos taninos:

1. Reacéo com gelatina: Adicionou-se 3 gotas de solucéo de solucéo de gelatina a 2%.

2. Reacado com cloreto férrico: Foram adicionadas 3 gotas de uma solu¢do de cloreto
férrico a 3%.

3. Reacdo com NaOH: Adicionou-se 1 mL de uma solu¢do de NaOH 2N.

4. Reacdo com sal de alcaloide (Atroveran®): Foram adicionadas 5 gotas de solugdo de

sal de alcaloide.
5. Reacdo com acetato de chumbo: Adicionou-se 1 mL de uma solu¢do de acetato de

chumbo a 10%.

— Teste para identificacdo de Antraquinonas: Preparou-se a amostra 1, onde foi fervido 2g do
mastruz em 15 mL de H2S042M durante 2 minutos. Filtrado e com volume final de 2,5 mL.
Adicionou-se 10 mL de éter etilico, foi agitado e separado as camadas etéreas para o tubo de
ensaio.Logo apas, foi adicionado 2 mL de solucdo NaOH 2N agitou-se.

Resultados e discusséao

— Saponinas: Avaliacao positiva devido a presenca de espuma, este método é simples e pratica.

— Flavonoides: Negativo para o cloreto férrico e a reacdo de Shinoda ndo comprovou a presenca de
flavonoides. Os dados obtidos por estes métodos geraram um falso negativo ja que ndo foram
compativeis com os estudos, podendo ter acontecido desde erro no preparo e execucao da
amostra e experimento, até as alteracdes na producédo dos metabdlitos por ter sido cultivada em
outro lugar, temperatura e umidade diferentes, altitude, dentre outros.

— Taninos: Na identificacdo de taninos ndo houve turvacdo para comprovar o aparecimento destes.
Elaborado de acordo com o (BIAVATTI, 2005), com apenas a adicdo da solucdo de gelatina
obteve-se um falso negativo sendo assim o método citado no livro nédo foi totalmente eficaz. A
reacdo com acetato de chumbo mostrou-se mais &agil e eficiente, uma vez positivo como
esperado nos estudos.

— Antraquinonas: Realizou-se os procedimentos semelhantes ao da Sociedade Brasileira de
Farmacognosia, as etapas foram reduzidas e houve alteracdes nos reagentes para facilitar o
método, porém ndo ocorreu alteracdo nos resultados ao considerar também a auséncia das

antraquinonas.
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Conclusao

Concluiu-se que alguns métodos utilizados para identificacdo dessas classes ndo séo
totalmente eficientes e outros podem ser reduzidos ou alterados sem alterar nos resultados. A
experiéncia mostrou também que os testes falsos negativos requerem mais estudos, visto que

manuseou 0 mesmo extrato para todos eles.

Palavras-chave: Metabdlitos secundarios, mastruz, fotoquimica.

Referéncias

BIAVATTI, M.\W.; LEITE, S.N. Praticas de Farmacognosia. Itajai: Universidade do Vale do lItajai,
2005.

BOITEAU, P. Médecine Traditionnelle et Pharmacopée: Précis de Matiere Médical e Malgache.
Agence de CoopérationCulturelleetTechnique: Paris, 1986.

JARDIM, C. M. ET AL. (2008). Composition and antifungal activity of the essential oil of the
Brazilian ChenopodiumambrosioidesL. JournalofChemicalEcology, 34, pp.1213-1218.

MISHRA, A.; DUBEY, N. K.; SINGH, S.; CHATURVEDI, C. M. Biological activities of
essential oil of Chenopodiumambrosioidesagainst storage pests and its effect on puberty
attainment in Japanese quail. Nat. Acad.Sci. Letters, v.25, n.5/6, p.174-177, 2002.

ROBBERS, J. E.; SPEEDIE, M.K.; TYLER V.E. Farmacognosia e farmacobiotecnologia.
Sao Paulo: Editorial Premier, 1997.

SIMOES, C.M.O.; SCHENKEL, E.P.; GOSMANN, G.; MELLO, J.C.P.; MENTZ, L.A;
PETROVICK,P.R. Farmacognosia, da planta ao medicamento. Porto Alegre: editora UFRGS,
2007. 1104p.

SOUSA, M. P. ET AL. (1991). Constituintes quimicos ativos de plantas medicinais brasileiras.
Edic6es UFC, 416p.

SOCIEDADE BRASILEIRA DE FARMACOGNOSIA. Disponivel
em:<http://www.sbfgnosia.org.br/Ensino/index.html> Acesso em:20 maio. 2015.

Rev. Inderd. Cién. Satde — ISSN 2358-6966


http://www.sbfgnosia.org.br/Ensino/index.html%3e%20acesso

| SIMPOSIO NORDESTINO DE RECURSOS
- NATURAIS E POTENCIALIDADES
5 TERAPEUTICAS

| De 17 a 19 de junho de 2015 - Auditério do CTT/UFPI Teresina - Pl

Triagem fitoquimica de folhas frescas e secas de Syzygium jambolanum

Phytochemical screening of fresh and dried leaves the Syzygium jambolanum
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Introducéo

Syzygium jambolanum DC, espécie pertencente a familia Myrtaceae, conhecida popularmente,
no Piaui, como azeitona roxa ou no sul do pais como jamboldo, se propaga em vérias regides tropicais
do mundo (ALBERTON et al., 2001). E uma arvore de frutificagdo abundante, onde seus frutos, folhas
e sementes sdo tradicionalmente consumidos para finalidades medicinais, tais como acéo
antibacteriana, antidensentérica, anti-inflamatdria, antidiabética e para tratamento de afec¢bes das vias
respiratorias (ALMEIDA, 1993; PANIZZA, 1997). Devido ao intenso uso na medicina popular, objetivou-
se constatar a presenca de metabdlitos secundarios (taninos, saponinas, antraquinonas e flavonoides)
através da infus@o das folhas frescas e secas da referidaplanta.

Metodologia

As folhas frescas foram adquiridas na Universidade Federal do Piaui, enquanto as secas, em
comeércio especializado de Teresina. Realizou-se teste para identificacdo de taninos a partir do extrato
aquoso da planta obtido através da infusdo de 3g do material em 50 mL de agua destilada seguido de
filtracdo e resfriamento. O contetdo foi distribuido em dois tubos de ensaio, onde no primeiro
adicionaram-se trés gotas de solucdo de gelatina a 2%, e no segundo, trés gotas de solucao de cloreto
férrico 3%. Para a identificagdo de saponinas, obteve-se extrato aquoso pela infusdo de 1 g da planta
em 10 mL de agua destilada (Teste da Espuma). Desta infuséo, retirou-se 1 mL e adicionou-se 5 mL
de agua destilada agitando vigorosamente por dois minutos. Fez-se teste de identificagdo para
antraquinonas, onde 2 g da droga vegetal foi fervida em 15 mL de H2SO4 2M durante 2 minutos, em
seguida, filtrou-se para um tubo de ensaio resultando em 2,5 mL; adicionou- se, entdo, 10 mL de éter
etilico, e agitou-se separando as camadas etéreas no tubo de ensaio. Ao final, foi adicionado 2 mL de
solucdo de NaOH 2N sob agitacdo. E, finalmente, o teste para identificacdo de flavonoides através da

obtencao do extrato com 2 g da planta em 40 mL de solucdo hidroalcodlica a 80% pela fervura até a
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reducdo do extrato para 10 mL. Em seguida, o conteddo obtido foi distribuido em dois tubos de ensaio
para as seguintes reacdes: Reacdo 1 - acrescentou-se ao extrato 1 mL de uma solu¢cdo de NaOH 2N;
Reacéo 2 - adicionaram-se gotas de solucao de cloreto férrico a 4,5% no outro tubo.

Resultados

No teste para identificacdo de taninos em folha fresca e seca verificou-se rea¢do positiva com
presenca de turvacdo nas duas amostras da reacdo com gelatina. Na reacdo com cloreto férrico
obteve-se resultado positivo para taninos pirrogalicos (taninos hidrolisaveis ou galicos), com formacao
de precipitado abundante de tonalidade azul escuro nas duas amostras.Quanto aos testes para
identificacdo de antraquinonas, observou-se formag&o de um anel de coloracdo avermelhada indicando
antraquinonas livres no extrato da folha fresca, enquanto que o extrato da folha seca ndo houve
formacao de anel avermelhado.Para a identificagdo de saponinas, o extrato da folha fresca apresentou
espuma persistente e abundante, o que néo foi visualizado no extrato da folha seca comercializada. Os
resultados para identificacdo de flavonoides foram negativos para Reacdo 1 nas duas opcles de
amostra, ou seja, ndo apresentou coloragdo amarelada caracteristica da presenca de compostos
flavbnicos. Na reacdo 2, ndo se observaram resultados comprovatdrios para a presenca de flavonoides

nas duas amostras em estudo.

Discussao

Diante dos resultados obtidos, observou-se que ndo foram todos os testes que demonstraram
resultados positivos para a presenca dos metabdlitos secundérios investigados. Possivelmente, os
processos de secagem, estocagem ou fatores ambientais possam ter interferido na concentracdo dos

mesmos.

Conclusdes

O estudo revelou a presenca de taninos, antraquinonas e saponinas na planta fresca e de
taninos na planta seca comercializada, verificando-se uma composi¢cdo mais rica em metabdlitos
secundarios na planta fresca. Tais resultados sugerem que fatores ambientais, como local de cultivo,
época do ano em que foi coletada, variacbes de temperatura, preparo, estocagem, dentre outros,

possam ter ocasionado perda de compostos quimicos.

Palavras chaves: Syzygium jambolanum; Taninos; Saponinas; Antraquinonas; Flavonoides.
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Introducéo

A Pentoxifilina (PTX) é uma metilxantina utilizada na clinica principalmente no tratamento de
doencas venosas oclusivas, que consegue reduzir a viscosidade do sangue, na atuacdo como
antiagregante plaquetario, resultando em uma melhor perfusdo sanguinea. Além disso, atua como
inibidor da atividade pro-inflamatoria. Este estudo teve como objetivo realizar ensaio de atividade

antioxidante da pentoxifilina e investigar a sua capacidade de neutralizacao de radicais livres.
Metodologia

O estudo foi do tipo quantitativo, descritivo e experimental e a metodologia utilizada foi a de
sequestro de radicais livres pelo método do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), por ser um teste que
apresentar resultados confiaveis em um periodo curto de tempo. Dessa forma preparou-se algumas
solucbes de pentoxifilina nas cinco concentragbes a seguir: 3200 ug/ml, 1600ug/ml, 800ug/ml,
400ug/ml, 200ug/ml. Para o controle positivo utilizou-se o a-Tocoferol (vitamina E) nas concentracfes
de 50ug/ml e 5ug/ml. J& para o controle negativo, utilizou-se a adicdo de agua destilada ao DPPH. Os
testes foram realizados em triplicata e em dois momentos diferentes. A absorbancia foi verificada em
intervalos de 15, 30 e 60 minutos. Ao final dos testes, os resultados foram submetidos a analise
estatistica do software Graphpad Prism®versao 5.0 para Windows e a Analise de Variancia (ANOVA) e

teste de Student Newman Keuls.

Resultados
Os resultados encontrados apontaram que a pentoxifilina ndo foi capaz de neutralizar os
radicais livres pelo método direto de sequestro de radicais, mas também permitiu o entendimento de

gue sua atividade antioxidante pode estar ligada a um mecanismo de diminuicdo do estresse oxidativo

de modo indireto por atuar nos processos de imunomodulacao.
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Tabela 1: Valores de absorbancia obtidos nas analises em triplicata nos primeiros 15 minutos.

DPPH TOCO TOCO PTX 2 PTX 4 PTX 8 PTX 16 PTX 32
5(*7\'7\') 50(**7\')

2916 2585 111 2867 2877 2905 2886 2895
2886 2558 110 2895 2886 2886 2886 2833
2886 2553 110 2859 2915 2877 2915 2858

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil; TOCO: a-Tocoferol; PTX: Pentoxifilina.

Tabela 2 : Valores de absorbancia obtidos nas analises em triplicata apés 30 minutos.

DPPH TOCO TOCO PTX 2 PTX 4 PTX 8 PTX 16 PTX 32
5(***) 50(***)

2886 2595 109 2877 2850 2896 2886 2896
2877 2553 111 2833 2868 2868 2868 2825
2915 2545 111 2841 2915 2868 2905 2850

Tabela 5: Valores de absorbancia obtidos nas analises em triplicata apds 60 minutos.

DPPH TOCO TOCO PTX 2 PTX 4 PTX 8 PTX 16 PTX 32
5(***) 50(***)

2868 2545 112 2808 2833 2841 2850 2841
2886 2585 112 2841 2877 2877 2886 2824
2850 2528 112 2816 2859 2850 2858 2816

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil; TOCO: a-Tocoferol; PTX: Pentoxifilina.

Grafico 01: Analise da atividade antioxidante da Pentoxifilina no segundo dia apés 60 minutos.
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Discusséo

Esta hip6tese é levantada com a premissa de que se a pentoxifilina atua como inibidor da
atividade pro-inflamatoria, ela pode atuar inibindo a produgdo de radicais livres gerados durante o
processo inflamatério. A capacidade da pentoxifilina em inibir o TNF-q, pela via imunolégica, fortalece a
premissa de que esta substancia possa ter um potencial antioxidante, mas carece de estudos mais

aprofundados que confirmem a hipotese.
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Conclusao

Nesse contexto, se faz necessario um estudo mais aprofundado que permita confirmar o efeito

antioxidante deste farmaco de forma indireta, através da dosagem de outros parametros fisioldgicos.

Palavras-chave: Pentoxifilina; Antioxidante; DPPH
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Introducéo

Sabe-se que os varios tipos de canceres sdo um problema de salde de grande importancia. A
guimioterapia tem sido direcionada na identificacdo de componentes que matam seletivamente células
cancerigenas ou as conduzem a senescéncia. O sucesso tem sido limitado em grande parte devido a
multiplicidade de proteinas que podem funcionalmente substituir aquelas marcadas por quimioterapias
especificas e pelas mutacBes subclonais e ao acaso em um tumor que prové uma reserva de
emergéncia para a resisténcia a qualquer terapia aplicada (LOEB, 2010).

Um dos farmacos utilizados no tratamento de cancer é o 5-fluorouracil (5-FU), um analogo do
uracil, que, assim como as pro-drogas, € amplamente usado como agente antineoplasico para o
tratamento de canceres gastrointestinais, de mama, ginecoldgicos, bem como tumores de cabeca e
pescoc¢o (GREM, 1997).

Os objetivos deste trabalho s&o descrever a histologia testicular de camundongos alterados para
a proteina do retinoblastoma (pRB) e p53 e tratados com 5-FU, analisar suas linhagens celulares
esperméticas e gerar contribuicdo para os estudos que visem minimizar os efeitos da inflamacdo em

pessoas submetidas a quimioterapia por este farmaco.
Metodologia

Inicialmente a pesquisa foi realizada na Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), com os
dezoito camundongos distribuidos em trés grupos: seis Wildtype, seis Mi/Mi (Knock-in para pRB); e seis
p53 (Knock-out para p53). Os mesmos foram pesados, sendo administrado o 5-Fluouracil (Fauldfluor
2,59 -LIBBS Farmacéutica) a metade dos individuos, na concentracdo de 50mg/ml, cuja dose final foi de
450mg/kg de peso animal, em dose Unica por via intraperitoneal. Os animais foram avaliados durante

trés dias até a constatacao da mucosite por observacao de perda de peso e diarreia aquosa. Logo apos,
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foram eutanasiados conforme protocolo aprovado pelo comité de ética e experimentacdo animal do

CCS/UFRJ (DAHEICB 042) e dissecados com o0 auxilio de tesoura cirlirgica e pin¢ca, com coleta dos

testiculos, fixados em formaldeido tamponado a 10% por 48 horas e posteriormente mantidos em alcool

70% até serem transportados para o Laboratério de Histotécnica do Departamento de Morfologia da

UFPI, onde os 6rgdos foram fragmentados por uma incisdo transversal, submetidos a inclusdo em

parafina e rotina histoldgica convencional para coloracdo HE (hematoxilina e eosina). As laminas, apés

montagem em enterlan,

foram observadas em microscopio Optico (Olympus BX 51TF) e

fotomicrografadas digitalmente.

Resultados

Os resultados estdo na imagem e tabela a seguir, com as alteragdes encontradas nos tecidos.

Figura 1 — Fotomicrografias dos testiculos dos modelos murinos. A: Wildtype controle; B: Mi/Mi controle;
C: p53 controle; D: Wildtype experimental; E: Mi/Mi experimental; F: p53 experimental. L: Lamen do
tibulo seminifero; EG: Epitélio germinativo; Cl: Células intersticiais. Barra: 50 pm. Colora¢do HE.

Aumento total de 1000X.

Tabela 1- Altera¢cBes observadas na histologia testicular

Grupo

Alteragdes observadas quando comparadas com individuo padrao

Wildtype controle
Wildtype experimental

Mi/Mi controle

Mi/Mi experimental

p53 controle

p53 experimental

Individuos sem alteracdes.

Reducé@o da espessura do epitélio germinativo, aumento do Idmen,
reducdo da quantidade de espermatozoides presentes no tabulo e uma
aparente perda espacial da hierarquia das células.

Aumento do limen dos tibulos seminiferos e reducao da proliferacao
celular do epitélio germinativo.

Lumen dos tubulos com didmetro maior que o normal, alteracdo no
namero relativo e agrupamento de células intersticiais ou de Leydig em
relagdo ao observado no epitélio germinativo.

Reducéo do limen tubular, presenca de espermatozoides condensados
nos tibulos seminiferos, e aumento dos corpos residuais.

Menor condensagédo de espermatozoides no limen, mas permanecendo a

reducao de espessura do epitélio germinativo observada no p53 controle.

Fonte. Laboratorio de Histotécnica, Departamento de Morfologia, UFPI.
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Discusséao

O grupo Wildtype ndo possui alteracdo genética para as proteinas reguladoras. A parede dos
tibulos seminiferos é formada por varias camadas de células (epitélio germinativo ou epitélio
seminifero), envolvido por uma lamina basal e por uma bainha de tecido conjuntivo formada por
fibroblastos e internamente formada por células mioides achatadas e contrateis, que tém
caracteristicas de células musculares lisas. As células intersticiais ou de Leydig ocupam a maior parte
do espaco entre os tubulos seminiferos (JUNQUEIRA, 2013).

O resultado do grupo Mi/Mi se deve a auséncia da pRB, que tem funcao de inibir a progresséo
do ciclo celular pela interacdo com fatores de transcricdo tais como E2F. Quando a pRB torna-se
fosforilada, o fator E2F é liberado estimulando a proliferacdo (HARBOUR, 2000).

Ja em p53 se deve a p53 inibir o ciclo celular, e sua alteracdo causar proliferagédo celular
excessiva, 0 que explica a grande quantidade de espermatozoides no limen desse grupo (HAUPT,
2003).

Quanto ao uso do 5-FU, pesquisa anterior aponta um significante decréscimo na contagem
espermética apds injecéo de 30mg/kg de 5-FU, sendo a maior queda na contagem espermatica notada

nas amostras coletadas 35 dias apoés a inje¢édo (D'SOUZA, 2003).
Concluséao

A analise das laminas histolégicas e da literatura consultada aponta a ocorréncia de altera¢des
na espermatogénese em modelos murinos, pelas modificagdes identificadas nos epitélios germinativos,
tanto causadas por auséncia de proteinas importantes para a regulacdo da proliferacdo celular e

apoptose, quanto pelo uso do antineoplasico 5-FU, sido cumpridos os objetivos da pesquisa.
Palavras-chave: Antitumoral; espermatogénese; ciclo celular; Mus musculus.
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Introducéo

Leishmaniose compreende um complexo de doencas parasitarias causadas por mais de 20
espécies de protozoarios do género Leishmania, Familia Trypanosomatidae, que afetam
aproximadamente 12 milhdes pessoas em 88 paises em todo o mundo (FEASEY et al., 2010; SHUKLA
et al, 2011; WHO, 2014). As manifesta¢fes clinicas sdo diversas e pode variar a partir de lesdes
cutaneas ulcerativas a forma visceral, que é a forma mais grave de leishmaniose e esta associada com
infeccdo generalizada e alta mortalidade (DAVID E CRAFT, 2009; ABEBE et al, 2012). A
guimioterapia atualmente disponivel para o tratamento da leishmaniose esta longe de ser satisfatoria.
O tratamento de primeira escolha foi introduzido em 1945 e ainda é baseado em antimoniais
pentavalentes (SbVY), antimoniato de meglumina (Glucantime®) e estibogluconato de sodio
(Pentostam®). Os medicamentos de segunda linha anfotericina B, pentamidina e paromomicina sao
utilizados em casos de resisténcia aos antimoniais. No entanto, essas drogas tém importante
limitagGes, incluindo efeitos toxicos colaterais, alto custo, e a necessidade de tratamento prolongado
(CROFT E COOMBS, 2003). Dado estas limitagcbes, existe uma necessidade urgente para a
descoberta de novas terapias contra a leishmaniose. As plantas e 0s extratos vegetais foram e
continuam sendo de grande relevancia na area farmacéutica, tendo em vista a utilizacdo das
substancias ativas isoladas como protétipos para a obtencéo de farmacos, de adjuvantes, ou ainda, de
medicamentos elaborados exclusivamente a base de extratos vegetais. A espécie Mimosa
caesalpiniifolia pertence a familia Leguminosae subfamilia Mimosoideae (ou familia Mimosaceae), uma
planta arborea que ocorre naturalmente na caatinga e no cerrado nordestino brasileiro, sendo
conhecida popularmente por sansdo-do-campo, unha-de-gato ou sabia (LORENZI, 1992). O uso

medicinal dessa espécie consiste na utilizacdo da casca da planta para o estancamento de
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sangramentos e lavagem de feridas para a prevencédo de inflamacdo, além da ingestao da infusdo da
casca no tratamento de bronquites (CARVALHO, 2007), sendo necessario pesquisar acdes

farmacoldgicas sobre outras areas da farmacologia, como por exemplo acéo antileishmania.

Metodologia

Promastigotas de Leishmania amazonensis, em fase logaritmica de crescimento, foram
cultivadas em placas de cultivo celular de 96 pogos contendo meio Schneider’s suplementado, em que
seis concentracGes seriadas do extrato etandlico (EtOH), fracdo diclorometano (F. DCM) e &cido
betulinico (100 — 3,125 pg mL?) foram adicionadas em triplicata, juntamente com o controle e

incubadas por 48h a 37 °C e 5% de CO:z. Restando 6h para o final da incubagé&o, 20 - L da s olucio de
a zul de alamar 1 x 103 mol L-* foram adicionados e as placas voltaram a ser incubadas. A leitura das

placas foi feita em leitor proprio operando em 550 nm e os resultados expressos em termos de inibicao
do crescimento (%).

Resultados

Figura 1 — Efeito do (A) EtOH, (B) F. DCM e (C) acido betulinico sobre promastigotas de Leishmania

amazonensis.
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Efeito do (A) EtOH, (B) F. DCM e (C) &cido betulinico sobre formas promastigotas de Leishmania
amazonenses. Os graficos representam a média + erro padrdo da média de trés experimentos
independentes, considerando o controle como 100% de inibicdo do crescimento. Foi realizado one-
way ANOVA para comparar a inibicdo observada na presenca de diferentes concentra¢gdes, sendo
*4 < 0,0001.

Tabela 1 - Valores de Clsgdas substancias em estudo ap6s 48h de incubagéao.

Amostra Clso ( )g mL
EtOH 4,63
F. DCM 0,38
Acido Betulinico 29,63

Valores em média + erro padrao, ***p < 0,0001.

Reyv. inderd. Cién. Saude — ISSN 2358-6966

71



Discusséo

Comparando os perfis de inibicdo do crescimento para extrato etandlico (EtOH), fracdo
diclorometano (F. DCM) e acido betulinico, apés 48h, verificou-se que tanto o EtOH e a F. DCM
promoveram 100% de inibicdo na concentragdo de 100 pg mL-1, enquanto o acido betulinico mostrou-
se menos eficaz comparado com o EtOH e a F. DCM, havendo inibicdo cerca de 70% na maior
concentracdo testada (de 100 pg mL™1). O efeito exacerbado da inibicdo do crescimento tanto do
extrato quanto da fracdo testada pode ser explicado pela acdo de um conjunto de metabolito
secundario que possa estad compondo estas solugdes, ja que o acido betulinico € uma molécula
isolada. Entretanto, a frac&o diclorometano apresentou uma melhor acdo leishmanicida que o extrato
etandlico e o acido betulinico, com ICs*® de 0,38 pg mL?, 4,63 pg mL! e 29,63 pg mL?,

respectivamente.
Concluséao

O extrato etandlico e fragdo diclorometano mostraram-se promissoras no combate as formas
promastigotas de Leishmania amazonensis. Vale ressaltar que a acdo do &cido betulinico, o
componente principal da fracdo diclorometano, teve um comportamento positivo consideravel sobre

as promastigotas em questao.
Palavras-chave: Antileishmania; Mimosa caesalpiniifolia; Leishmania amazonensis.
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Introducéo

Os medicamentos provenientes de plantas constituem uma via potencialmente importante que
conduz a novos agentes terapéuticos para doencas inflamatdrias agudas e crénicas. Sendo comumente
encontrados em plantas medicinais arométicas os 6leos essenciais, possuem uma variedade de compostos
bioativos como os terpendides. O (-)-mirtenol € um monoterpeno presente nos Oleos essenciais de
numerosas plantas medicinais; sendo utilizado tradicionalmente na medicina popular para aliviar sintomas
de ansiedade, dores gastrintestinais, inflamacao e infeccéo

Sabendo-se que 6leos essenciais contendo o mirtenol ja apresentam intensa atividade
farmacoldgica, o presente trabalho busca investigar o efeito do mirtenol em diferentes modelos de
inflamacg&o crénica com o objetivo de avaliar o potencial anti-inflamatério deste monoterpeno e possiveis

mecanismos de a¢do envolvidos nessa resposta.

Metodologia

A avaliacdo da atividade anti-inflamatoria cronica do mirtenol foi realizada através do modelo de
monoartrite crdnica induzida por ACF, seguida da avaliagdo do potencial antioxidante. Sendo utilizado ratas
Wistar com peso de 150-210 g que receberam injecdo s.c. na base da cauda com 50 pL de adjuvante
completo de Freund (SIGMA) contendo 0,5 mg/mL de Mycobacterium tuberculosis. Apos 21 dias, as ratas
foram divididas em 6 grupos (n = 6 a 9) e tratadas, via oral, com veiculo (salina 0,9%, 0,1 mL/10 g), mirtenol
(12.5, 25 e 50 mg/kg, v.0.), indometacina (10 mg/kg) ou solucdo de dexametasona (0,4 mg/kg) em salina e
imediatamente receberam uma injecdo booster semelhante & primeira dose na articulagdo tibio-tarsica
direita (GOMES, 2008). Para a avaliagdo do mirtenol sobre a incapacitagdo articular induzida por ACF em
ratas foi utilizado o modelo descrito por TONUSSI e FERREIRA (1992). Nos quais foram colocadas
sapatilhas metalicas em ambas as patas posteriores, sendo que, apenas a sapatilha que esteve na pata
posterior direita foi conectada a porta de entrada de dados do computador. Os animais foram submetidos a
marcha forcada, no cilindro em rotacdo, por um periodo de 60 segundos; os dados foram apresentados
como a média entre os valores do TEP de pelo menos cinco animais, obtidos a cada hora apos a injecdo do

ACF. Para determinacdo da atividade da enzima superéxido dismutase foi utilizado o método descrito por
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DAS, SAMANTA E CHAYNE (2000) no qual 100 pL da amostra de sangue da veia cava caudal foi
adicionada a 1110 pL de tampé&o fosfato (50 mM, pH 7,4), 75 pL de L-metionina (20 mM), 40 pL de Triton X-
100 (1% v/v), 75 uL de cloreto de hidroxilamina (10 mM) e 100 pL de EDTA (50 uM) seguido de incubacéo

em banho-maria a 37°C por 5 minutos. Em seguida foram adicionados 80 pyL de riboflavina (50 uM) e as

amostras foram expostas a luz durante 10 minutos. Ao fim, 100 uL do ensaio foi adicionado a pocos

acrescidos de 100 pL do reagente de Griess e apds 10 minutos em temperatura ambiente a densidade

oOptica (absorbancia) foi medida por espectrofotometria em leitor de placas (BioTek EL800), utilizando um
filtro de 550 nm (GREEN et al, 1982). A curva de calibracéo foi feita tendo por padrédo o NaNO: (nitrito de
sodio) nas concentragdo de 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,5625, 0,78125 e 0 /Mol diluidos em agua

destilada.

Resultados

Salina

Mirt 12,5 mo/kg
Mirt 25 mgikg
Mirt 50 mo/kg
Ind 10mg/kg
Dex 0,4 mg/kg
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Figura 1: Efeito do mirtenol (Mirt 12,5, 25 e 50
mg/kg, v.0.), veiculo (NaCl 0,9% + 3% tween
80, v.0.), indometacina (Ind 10 mg/kg, v.0.) e
dexametasona (Dex 0,4 mg/kg) sobre o edema
articular induzido por ACF (50 pyL+ 0,5 mg/mL
de Mycobacterium tuberculosis, i.ar.) em ratas.
Os valores estdo expressos como média +
E.P.M. *p<0,05; **p<0,01 e **p<0,001 vs
controle veiculo (ANOVA oneway e Teste de
Student Newman Keuls).
Figura 2: Efeito do mirtenol (Mirt 12,5, 25 e
50 mg/kg, v.0.), veiculo (NaCl 0,9% + 3%
tween 80, v.0.), indometacina (Ind 10 mg/kg,
v.0.) e dexametasona (Dex 0,4 mg/kg) sobre
a incapacitagdo articular induzida por ACF (50
b+ 0,5 mg/mL de  Mycobacterium
tuberculosis, i.ar.) em ratas. Os valores estdo
expressos como média + E.P.M. *p<0,05;
**p<0,01 e ***p<0,001 vs controle veiculo
(ANOVA oneway e Teste de Student Newman
Keuls).
Figura 3: Potencial antioxidante do mirtenol
(Mirt 12,5, 25 e 50 mg/kg, v.0.), veiculo (NaCl
0,9% + 3% tween 80, v.0.) e dexametasona
(Dex 0,4 mg/kg) na producao de superéxido
desmutase (SOD) em ratas com monoartrite
cronica induzida por ACF (50 pyL+ 0,5 mg/mL
de Mycobacterium tuberculosis, i.ar.). Os
valores estdo expressos como média *
E.P.M. **p<0,01 e **p<0,001 vs controle
veiculo (ANOVA oneway e Teste de Student

Newman Keuls).
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Discusséo

Os dados expressos nesse protocolo evidenciaram uma reducdo do edema na articulacédo
tibio-tarsica dos animais tratados com mirtenol (25 e 50 mg/kg), quando comparado aoc grupo
controle, essa reducdo mostrou-se significativa até o 14° dia de observacdo. Nao obstante, a
incapacidade articular em ratos que € quantificado pelo tempo de elevacdo da pata, o mirtenol (25
mg/kg) mostrou nesse ensaio ter resultado na diminuicdo do tempo de elevacéo da pata dos animais
com artrite. E ainda, o mirtenol (12,5, 25 e 50 mg/kg) demonstrou um significativo aumento na
atividade de SOD; o aumento da sua atividade sugere um efeito antioxidante relacionado a
modulacado da atividade enzimatica (ALMEIDA et al., 2014).

Conclusao

Em conclusdo, o0 monoterpeno mirtenol apresenta-se como promissor, pois o presente estudo
fornece evidéncias para o conhecimento farmacolégico do importante efeito anti inflamatério crénica,
nao obstante da sua importancia no processo de aumento dos niveis de antioxidantes endégenos

enzimaticos, como a SOD.

Palavras - chaves: Anti-inflamatério, Monoterpeno, Mirtenol.
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Introducéo

As doencgas diarreicas tem sua ocorréncia por meio de diferentes processos fisiopatolégicos
em que o individuo tem aumento do nimero de evacuacdes diarias com modificacdo da consisténcia
das fezes, normalmente liquidas (AWE et al.,, 2011). Dentre essas condi¢des, destaca-se 0 quadro
diarreico provocado por bactérias, principalmente o Vibrio Cholerae, um bastonete gram-negativo,
anaeroébio facultativo, mével, possuindo de 1,4 a 2,6 um de comprimento e produtor da toxina
responsdavel pelo surgimento dos sintomas nos pacientes, desde fezes liquidas com aspecto de “4gua
de arroz”, dor abdominal, cdlica e em casos mais graves hipotensido seguido de choque hipovolémico,
a principal causa de 6bito pela célera (SINCLAIR et al., 2008). Com o aumento das pesquisas em torno
dos produtos naturais de origem marinha para tratamento de diversas patologias, os polissacarideos
sulfatados (PLS) extraidos da alga vermelha Gracilaria caudata apresentam grandes potencialidades
terapéuticas, entre elas acdo anti-inflamatdria, antinociceptiva, antioxidante e gastroprotetora
(BARROS et al.,, 2013), mas sdo escassos estudos com polissacarideos sulfatados nas doencas
diarreicas. Com isso, 0 objetivo do presente estudo é avaliar a agao antissecretora do PLS oriundo da

alga G. caudata no modelo de diarreia induzido pela toxina da célera.

Metodologia

Camundongos Swiss (25-30 g) receberam salina por gavagem ou foram pré-tratados com PLS-
90 mg/kg e anestesiados por via intraperitoneal com a combinacéo de cloridrato de xilazina (5 mg/kg) e
cetamina (60 mg/kg). Apdés 1 hora foi feita uma incisdo abdominal para expor o intestino delgado,
utilizando uma alga intestinal fechada com lagos duplos medindo aproximadamente 2-3 cm e as alcas
intestinais receberam PBS (100 pl-grupo controle) ou PBS com toxina da célera (1 pg/alca; grupo
experimental), como descrito por Tradtrantip et al (2014). A secrecao de fluido foi medida indiretamente

pela relacdo peso/comprimento da alca e o conteldo intestinal acumulado em cada alca foi utilizado

Rev. Inderd. Cién. Satde — ISSN 2358-6966

76


mailto:dougcosta27@gmail.com

separadamente para medicdo de ions cloreto (Cl) por meio de espectrofotometria apds 4 horas, poés-
sacrificio. Para avaliar a absorcédo de fluidos, foi realizado o mesmo procedimento cirlrgico descrito
anteriormente, no entanto foi administrado 200 ul de PBS no grupo controle, PBS+ PLS(90 mg/kg) no
grupo teste e PBS+Glicose (10 mM) no grupo controle positivo, sendo que o tempo para sacrificio dos
animais foi de apenas 30 minutos. A porcentagem de absorcéo de fluidos foi calculada a partir da
diferenca entre o peso da alga quando cheia e vazia, medido indiretamente pela relagdo peso /
comprimento da alga. E para determinar a possivel interacdo entre toxina da colera- PLS/ receptor
GM1-PLS, foi realizado um teste de ELISA do tipo sanduiche, assim como descrito por Saha et al.,
(2013).

Resultados

Como observado na figura 1(A-B), o grupo PLS (0,05 + 0,007 g/cm) teve a presenca de fluidos
nas algas intestinais reduzidos, quando comparados com grupo que recebeu PBS + Toxina da célera
(0,13£0,017 g/cm) na concentracdo de 1 pg/alca no periodo de quatro horas, sendo que o grupo

tratado com PLS obteve niveis de fluido préximos ao grupo tratados com PBS (0,07+0,009 g / cm).

FIGURA 1. Efeito do PLS da alga G. caudata sobre a secrecéo de fluidos induzida por toxina da
cOlera em algas intestinais
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Legenda. A: Fotografia representando as alcas intestinais de camundongos tratados com PBS,
PBS+Toxina da célera e PLS+Toxina da Célera. B: Niveis de fluidos nas alcas intestinais dos
animais. C: Niveis de ions cloreto presentes em algas intestinais. D: Percentual de absorcédo de
fluidos nas alcas intestinais. Estatistica: ANOVA, seguido por teste de Newman-Keuls. #P < 0.05 vs.
grupo PBS; *P< 0.05 vs. Grupo PBS+toxina da célera.?P< 0.05 vs. Grupo glicose.

Também se pode observar na figura 1-C, que o PLS foi capaz de reduzir significativamente a
perda de fluidos em 35%, quando comparado com 0 grupo que recebeu a toxina. Em relacdo a
absorcao, foi observado que o PLS tem baixo nivel de absortividade quando comparado ao grupo que
recebeu a glicose, como pode ser visto na figura 1-D. Em relagédo ao teste de Elisa, como pode ser
observado na figura 2, em todas as concentra¢cfes testadas, o polissacarideo reduziu a ligacdo da
toxina com o receptor GM1, inclusive durante a pré-incubacdo, o que mostra a interacdo entre toxina-
PLS e GM1- PLS.
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FIGURA 2: Efeito do PLS sobre a toxina da célera e o receptor GML1.
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Legenda: A toxina da célera (100 ng) foi incubada isolada (coluna a) e houve a pré-incubacéo de 100
mg/ml do PLS e o receptor GM1 sem toxina (coluna b) ou 1, 10, 50, 100, 300, ou 500 mg/ml de PLS
com toxina e receptor GM1 (colunas C e H, respectivamente) e a taxa de ligagdo toxina/receptor foi
estimada por ELISA. Estatistica: ANOVA, seguido por teste de Newman-Keuls *P < 0.001 vs. coluna
a.

Discusséao

O efeito antissecretor observado com a administracdo do PLS da G. caudata no modelo de
diarreia secretora aguda induzida pela toxina da célera pode ser explicado por conta interacdo da
toxina e receptor, visto no teste de Elisa. Outra possibilidade vista € uma possivel interagdo entre a
toxina e o PLS, j& que compostos sulfatados e carboidratos podem interagir com as regibes ARF6 da
subunidade A, responsavel pela sinalizacdo da proteina G do receptor GM1, catalisando toda reacao
de ativagdo do mesmo. Sendo assim, a reducdo de fluidos intestinais, niveis de cloreto e baixa
absortividade podem ser facilmente compreendidas por meio destas interacfes (SINCLAIR et al., 2008;
SAHA et al., 2013)

Concluséao
Diante do exposto, o PLS da alga G. caudata se mostrou efetivo em reduzir os principais
parametros avaliados na diarreia da célera, além de exibir interacdo com a toxina e o receptor GM1,

tornando um possivel candidato para tratamento desta doenca.
Palavras-chave: Alga Marinha; célera; diarreia.
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Introducéo

A Ximenia americana L. € uma Olacaceae, popularmente chamada de “ameixa brava’,
amplamente distribuida no nordeste brasileiro. A casca do caule dessa espécie é utilizada na medicina
popular em todo o estado do Piaui para o tratamento de afec¢Bes gastrointestinais como azia e Ulceras
gastricas e também como cicatrizante (FREIRE et al, 1992). Os extratos aquoso, etandlico e hidroalcodlico
da casca dessa planta, administrado por via oral, apresentam atividade gastroprotetora em testes
efetuados com o0 modelos de ulceras géastricas induzidas por indometacina (NUNES e SOUSA-Jr., 1991) e
por etanol absoluto (VILAR et al.,, 2008). Tanto o extrato etandlico quanto o hidroalcodlico sdo pouco
sollveis em agua, sendo administrados sob a forma de suspensao. Atividades antineoplasica (VOSS et al,
2006), antibacteriana (MAGASSOUBA et al, 2007) e antiviral (ASRES et al, 2001) ja foram identificadas
em extratos dessa planta.

Objetivo: Investigar a presenca de atividade antiulcerogénica nas fragdes sollvel e insolavel em
agua do extrato hidroalcodlico da casca de Ximenia americana, administrado por via oral, sobre Ulceras

gastricas induzidas por etanol em Rattus norvergicus.

Metodologia

O extrato hidroalcodlico (EHAXa) foi preparado no Departamento de Biofisica e Fisiologia por
extracdo da casca pulverizada de Ximenia americana com mistura hidroalcodlica a 50%, por 3 dias,
seguida de filtracdo e eliminacdo do solvente em evaporador rotatério. As fracdes soluvel (FSA) e
insolavel (FIA) em &gua foram preparadas por suspensdo do EHAXa em &gua destilada (100 mg/mL),
seguida de centrifugacdo (3200 rpm, 15 min), separacdo do sobrenadante (FSA) e suspensdo do
precipitado no volume original (FIA). Para os testes farmacoldgicos, foram utilizados ratos machos (250-
350 g) oriundos do biotério do Centro de Ciéncias Agrarias da UFPI. Apés um periodo de jejum de 24
horas com livre acesso a agua, os animais foram tratados via oral com agua destilada (5 mL/kg, controle),
FSA ou FIA (5 mL/kg) ou carbenoxolona (200 mg/kg, padrdo) uma hora antes da inducéo de Ulceras pela
administracdo oral de etanol 99,8% (5 mL/kg). Os animais foram mantidos em suas gaiolas e, meia hora
apos a injecdo da substancia ulcerogénica, foram sacrificados com administracéo de tiopental s6dico 100
mg/kg i.p contendo lidocaina a 10 mg/mL. Apés laparotomia ampla, o estbmago foi removido e, aberto

pela sua curvatura menor, lavado e colocado entre duas placas de vidro para permitir o desenho, em

Rev. inderd. Cién. Satde — ISSN 2358-6966

79


mailto:nayrinhamv@gmail.com

papel de transparéncia, do contorno do corpo e das areas ulceradas de cada estbmago. A magnitude
das ulceracfes foi determinada através da area de lesdes ulcerativas (ALU) de cada estdbmago,
calculada, com o uso do software ImageJ, a partir de desenhos em folha de transparéncia do contorno do
corpo e das areas ulceradas dos estdmagos dissecados, sendo expressa em valor percentual (%). Os
resultados foram apresentados como média e erro padrdo da média para cada grupo. A analise dos
resultados foi realizada através analise de variancia (ANOVA) seguida de pés-teste de Tukey para

comparacao entre os grupos. O nivel de significancia foi estabelecido em p<0,05.

Resultados

A ALU dos animais tratados com FSA (13,68 * 3,54; p<0,05), FIA (1,06 + 0,66; p<0,001) e
carbenoxolona (1,41 + 0,32, p<0,001) foram significativamente menores que a dos animais do grupo
controle (24,65 = 4,17). Entretanto, a atividade gastroprotetora de FIA (95,7%) foi significativamente
(p<0,05) maior que a de FSA (44,5%) e semelhante a da carbenoxolona (94,3%) (Figura 01 e Tabela 01).

TABELA 01: Valores obtidos das areas de lesfes ulcerativas dos corpos gastricos e das respectivas
gastroprotecdes de espécimes Rattus norvergicus apos inducéo de Ulceras por etanol, separados em

grupo controle e grupos experimentais de acordo com o tratamento realizado. Teresina, 2010.

TRATAMENTO N Area de Les#o Ulcerativa (M = EPM)  Gastroprotecao (%)

Agua (5 mL/Kg) 8 24,65 + 4,17 0,0
FSA (5mL/kg) 8 13,68 + 3,542 44,5
FIA(5mL/kg) 8 1,06 + 0,66b¢ 95,7

Carb (200 mg/Kg) 7 1,41 + 0,32bc 94,3

Fonte: Laboratério do Departamento de Biofisica e Fisiologia.

Legenda: FSA: fracdo solavel em &gua e FIA: fragdo insolivel em agua do extrato hidroalcodlico da
casca de Ximenia americana; (Carb): carbenoxolona; (N): nimero de animais por grupo; (M): média;
(EPM): erro padrdo da média; (%): porcentagem; (a): p<0,05 e (b): p<0,001 comparado ao controle
(dgua); (c): p<0,05 comparado a FSA (ANOVA e Teste de Tukey).

FIGURA 01: Area de les&o ulcerativa (Média + EPM) induzidas por etanol em animais tratados com as
fracbes soluvel (FSA) e insoluvel (FIA) em &gua do extrato hidroalcodlico da casca de Ximenia
americana (EHAXa), com agua a 5 mL/Kg (grupo controle) ou com a carbenoxolona a 200 mg/Kg (grupo

padrdo). Teresina, 2010.
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Fonte: Laboratdrio do Departamento de Biofisica e Fisiologia.

Legenda: FSA: fragdo solivel em 4gua e FIA: fra¢&@o insolivel em 4gua do extrato hidroalcodlico da
casca de Ximenia americana; (Carb): carbenoxolona; (n): nimero de animais por grupo; (M): média;
(EPM): erro padrdo da média; (%): porcentagem; (*): p<0,05 e (***); p<0,001 comparado ao controle
(dgua) (ANOVA e Teste de Tukey).
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Concluséao

A andlise dos dados encontrados mostrou que a atividade antiulcerogénica da casca de Ximenia
americana estd associada a presenca de substancias pouco sollveis em agua. Esses resultados sao
surpreendentes, uma vez que, segundo informacfes etnobotanicas coletadas por um dos autores no
municipio de Teresina-Pl, a indicacdo de uso popular dessa planta é sob a forma de infusdo a frio da

casca em agua filtrada, ingerida vérias vezes ao dia.

Palavras-Chave: Plantas medicinais, Ximenia americana, Gastroprotecao

Apoio: UFPI
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Introducéo

As riparinas naturais sdo éteres metilicos isoladas do fruto verde da espécie Aniba riparia
(Nees) Mez, planta tipica da regido amazébnica pertencente a familia Lauraceae. Devido as baixas
concentragcdes das riparinas no meio natural, o desenvolvimento de suas formas sintéticas ou
semissintéticas representa uma alternativa importante para viabilizar o processo de obtencdo de
moléculas ativas de forma sustentavel. Este estudo visa avaliar a atividade antitumoral in vitro dos
derivados semissintéticos das riparinas naturais contra diferentes linhagens de células tumorais ainda

ndo reportadas na literatura.

Metodologia

Utilizando a reacdo de Schotten-Bauman, conforme metodologia de sintese desenvolvida por
Gutierrez (2007), as riparinas semissintéticas foram obtidas partindo-se da mistura em um baldo de
0,41 mL de cloreto de benzoila e 0,89 mL de 2-feniletilamina com ftrietilamina. A mistura reacional sem
solvente foi deixada em agitagdo magnética por 30 minutos a temperatura ambiente seguindo-se com a
purificacdo em cromatografia em coluna das diferentes substéncias. A avaliacdo da atividade
antitumoral das riparinas foi realizada por meio do ensaio MTT (Mosmann, 1983) contra 4 linhagens
celulares de tumores: HCT-116 (cancer de c6lon), OVCAR-8 (ovério) e SF-295 (glioblastoma) obtidos a
partir do Instituto Nacional do Céncer (Bethesda, MD, EUA). Todas as linhagens foram mantidas em
meio RPMI 1640 suplementado com antibiéticos e glutamina a 37°C em CO2z a 5%. O crescimento das

células tumorais foi quantificado em fungdo da capacidade de reduzir o corante amarelo de 3- (4,5-
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dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT) a um formazan purpura em culturas de células em
placas de 96 pocos (contendo 0,7 x 10° células/poco e as riparinas 50 pg/mL) apés 72h de
incubacdo. Em seguida foi realizada a leitura da absorbancia do sobrenadante a 595 nm (DTX 880
Multimode Detector, Beckman Coulter). A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo do ensaio
(0,3 pg/mL, Sigma Aldrich). Os valores de Clso e seus intervalos de confianga de 95% foram obtidos por

meio de regresséo ndo linear utilizando o GraphPad Prism vers&o 6.0 para Windows.

Resultados

A partir dos resultados obtidos foi possivel estabelecer o valor da concentracdo capaz de inibir
em 50% (Clso) a proliferacdo das diferentes linhagens tumorais testadas para todas as riparinas
semissintéticas obtidas (Tabela 1). Fica caracterizado, pautado nos valores das concentracdes
inibitérias, que as riparinas C e E sdo as mais promissoras por garantirem uma significativa reducéo da
proliferacdo das células tumorais com os menores valores de Clso em relagdo as demais riparinas. As
riparinas A e B, em contrapartida, apresentaram em sua maioria concentragdes inibitérias superiores a

50 pg/mL, indicando que estas sédo as moléculas detentoras das menores atividades antitumorais.

Tabela 1 - Valores de Clso das riparinas semissintéticas ap0s 72h de incubacéo contra linhagens de células

tumorais.
Clso (ug/mL)*
Amostra

HCT-116 OVCAR-8 SF-295
Riparina A 21,72 (19,80 — 23,82) > 50 > 50
Riparina B >50 > 50 >50
Riparina C 5,3 (5,01 -5,62) 3,48 (9,48 — 17,58) 4,87 (3,61 — 6,58)
Riparina D 16,58 (13,60 — 20,21) 12,91 (9,48 — 17,58) 14,97 (12,61 - 17,77)
Riparina E 4,07 (3,67 —4,52) 3,85 (2,68 — 5,54) 5,01 (4,02 - 6,23)
Riparina F > 50 > 50 >50

Doxorrubicina

0,12 (0,10 - 0,17)

0,26 (0,17 - 0,31)

0,24 (0,20 — 0,27)

*Intervalo de confianca de 95%.

Discusséo

Visando expandir o conhecimento da atividade antitumoral das riparinas, foi avaliado sua
atividade frente as linhagens HCT-116, OVCAR-8 e SF-295. Foi observado que as riparinas com
atividade antitumoral mais proeminentes sao as riparinas C, D e E. Especificamente, a riparina E foi

mais efetiva contra as células HCT-116 (Clso 4,07 pg/mL), enquanto que a riparina C apresentou maior
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atividade frente as linhagens OVCAR (Clso 3,48 pg/mL) e SF-295 (Clso 4,87 pg/mL). Apesar de nenhum
dos resultados apresentados pelas riparinas superarem os valores obtidos pelo controle positivo
realizado com a doxorrubicina, a pesquisa € valida, pois ratifica a presenca da atividade antitumoral
nas riparinas C, D e E.

Pautado nos resultados preliminares aqui apresentados, pode-se sugerir que a atividade
citotoxica das riparinas semissintéticas estudadas tem relacdo com os substituintes dos seus anéis
aromaticos que promovem a distincdo das moléculas. Isto posto, é perceptivel que a presenca de
hidroxilas e a auséncia de grupamentos metoxi assegura uma melhor atividade antitumoral as riparinas
C, D e E. Da mesma forma, o fato da estrutura fundamental, representada pela riparina A, desprovida
de substituintes, ndo apresentar atividade relevante, endossa a hip6tese de que a insercdo de
hidroxilas nos anéis laterais esteja associada & atividade encontrada (MAGALHAES, 2009). Como este
se trata de um ensaio preliminar, novas pesquisas devem ser encorajadas visando a elucidag&o do real
mecanismo farmacoldgico e grupos farmacoféricos das riparinas, bem como, da obtencdo de uma nova
rota de sintese para uma molécula inédita obtida a partir das riparinas dotada de maior acéo
antitumoral.

Conclusao

Percebe-se que as riparinas C, D e E sdo moléculas anticancerigenas mais promissoras,
merecendo atengéo especial no encaminhamento de ensaios in vivo. Além disso, dado a presenca de
grupamentos hidroxila e auséncia de grupamentos metoxi nos anéis laterais dessas moléculas, os
resultados encorajam também a utilizacéo de técnicas de quimica computacional para aprofundamento

das analises de relacéo estrutura-atividade com as referidas moléculas.

Palavras-chave: riparina; cancer; antitumoral.
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Introducéo
A fonte mais rica de diversidade quimica disponivel com aplicabilidade na industria

farmacéutica sdo os produtos naturais oriundos de plantas, animais e microorganismos (Ogbourne;
Parsons, 2014). Cerca de metade de todos os medicamentos usados pela populag¢éo sdo provenientes
de produtos naturais ou de seus andlogos (Koehn; Carter, 2009). Dentre os grupos de substancias de
origem natural com promissora capacidade farmacolégica, estdo as cumarinas que compreendem um
grupo de compostos com estrutura quimica variada e com a¢dos farmacolégicas bem definidas como
atividade antiasmética, anti-inflamatéria, antifingica, e atividade hepatoprotetora. Diante desse
contexto, & importante avaliar a atividade antioxidante de uma cumarina isolada da Peltophorum
dubium (#GB12) frente aos radicais DPPH e ABTS para auxiliar na pesquisa de desenvolvimento de

um fitoterapico.

Metodologia
Para avaliacdo da capacidade antioxidante contra o radical DPPH" foi utilizada a metodologia

descrita por SILVA e colaboradores (2005), com algumas modificacées. Resumidamente, uma mistura
reacional contendo #GB12 (0,1- 0,3- 0,7- 1.5 e 3,0 mM) e radical DPPH- (100 uM) foi agitada
vigorosamente e incubada a temperatura ambiente na auséncia de luz (escuro) durante 30 minutos. A
avaliacdo antioxidante foi realizada em triplicata e os valores das absorbancias (517 nm) foram
expressos como porcentagem de inibicdo do radical DPPH*. O mesmo procedimento experimental foi
utilizada com o controle positivo Trolox (0,1, 0,3, 0,7, 1,5 e 3,0 mM). Para avaliacdo da capacidade
antioxidante contra o radical ABTS™, foi utilizada a metodologia descrita por RE e colaboradores.
(1999), com modificagbes. Inicialmente formou-se o cation radical ABTSe+ a partir da reagéo de 5 mL
de uma solucdo 7 mM de ABTS* com 88 pL de uma solugédo 2,45 mM de persulfato de potéssio ,
incubada a temperatura ambiente e na auséncia de luz por 16 horas. Transcorrido esse tempo, a
solucao de ABTS foi diluida em etanol até obter uma solucdo com absorbancia de 1,00 (+ 0,05), a
734 nm. foi feita uma mistura reacional contendo #GB12 (0,1, 0,3, 0,7, 1,5 e 3,0 mM) e 1960 pL do
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radical ABTS*. O experimento foi realizado em triplicata e as leituras das absorbancias foram
realizadas no tempo de 6 minutos em um espectrofotdmetro a 734 nm. Os resultados foram expressos
como porcentagem de inibicdo do radical ABTS*. O mesmo procedimento experimental foi utilizado
com o controle positivo Trolox (0,1, 0,3, 0,7, 1,5 € 3,0 mM).

Resultados

A figura 1 mostra a capacidade antioxidante da #GB12 em diferentes concentrag6es (0,1-3,0
mM) obtida pela inibicdo do radical DPPH". A figura 2 mostra a capacidade antioxidante da #GB12 em
diferentes concentracdes (0,1-3,0 mM) pela inibicdo do radical ABTS™*. Todos 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) (ANOVA e Student-Neuman-Keuls como post hoc teste); 2 p<0,05 em
relacéo ao Sistema (100% de radical ABTS*) (ANOVA e Student-Neuman-Keuls como post hoc teste).

bp<0,05 em relagdo ao Trolox (0,1-3,0 mM) (ANOVA e Student-Neuman-Keuls como post hoc teste).

Figura 1 — capacidade antioxidante da #GB12 obtida pela inibi¢cdo do radical DPPH".
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Figura 2 — capacidade antioxidante da #GB12 pela inibicdo do radical ABTS™.
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Discusséo

Os resultados da capacidade antioxidante da #GB12 contra o radical DPPH" nas
concentracdes de 0,1, - 3,0 mM foram de 26,89 + 1,77; 38,15 + 1,05; 48,92 + 0,75; 65,59 + 0,47 e
73,67 = 1,01%, respectivamente, (Fig. 1). Nas mesmas condigbes experimentais, o Trolox nas
concentracdes de iguais a #GB12 reduziu o radical DPPH* em36,30 + 0,30, 46,07 + 0,69, 49,39 + 0,16,
68,63 + 1,80 e 76,25 + 1,59%, respectivamente. De acordo com os resultados da capacidade
antioxidante na inibicdo do radical DPPH", o valor da CEso foi de 0,61 mM para a #GB12 e de 0,40
mM para o Trolox. Embora ECso para #GB12 seja inferior ao obtido no Trolox, ndo ha uma diferenca
significativa entre os resultados antioxidantes a partir da concentracéo de 0,7 mM.

Os resultados da capacidade antioxidante da #GB12 contra o radical ABTS™ nas
concentracdes 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, reduzindo (p<0,05) o radical ABTS™ em relagdo ao Sistema (Fig. 2). O
Trolox inibiu 0 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 0,21 mM para a #GB12 e de 0,35 mM para o Trolox,

néo apresentando diferenca significativa na concentragdo de 3,0 mM.
Concluséo

A capacidade antioxidante observada in vitro em sistemas nao biolégicos foi confirmada na qual

a #GB12 inibiu o radicais DPPH e ABTS nas concentracfes testadas.
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Introducéo

A Pentoxifilina, uma metilxantina, tem comprovado efeito antioxidante e anti-inflamatorio, por
reduzir os niveis de TNF-alfa e interleucina-1-beta, através da inibicdo de sua expressdo génica. Ela
também inibe importantes citocinas inflamatérias que tem sido sugeridas como importantes na
fisiopatologia de diversas doencas, entre elas a depressao maior. Além disso, a pentoxifilina é capaz
de aumentar os niveis de serotonina e dopamina no hipocampo, sendo uma area relevante na

depressdao, o que pode justificar sua possivel acdo antidepressiva.

Metodologia

Trata-se de um estudo quantitativo, descritivo e experimental, onde o efeito antidepressivo da
pentoxifilina foi avaliado através de dois modelos animais comportamentais de depresséo: nado
forcado e suspenséo da cauda. Além disso, foi realizada a avaliagdo da atividade locomotora através
do teste do campo aberto. Os animais foram tratados por via oral com agua, pentoxifilina (nas doses de
50 ou 100mg/kg) ou imipramina (nas doses de 10 ou 30 mg/kg) como controle positivo e 60 minutos

apos a gavagem foram submetidos aos testes comportamentais.

Resultados

No teste do nado forcado a pentoxifilina, apenas na dose de 50mg/kg, reduziu significativamente o
tempo de imobilidade em relagdo ao controle. J& no teste de suspensdo pela cauda, tanto a dose de
50mg/kg como a de 100mg/kg conseguiu reduzir o tempo de imobilidade. No teste do campo aberto ndo

houve nenhuma alteracao significativa da pentoxifilina e da imipramina nos parametros analisados (niUmero

de cruzamentos, rearing, e grooming).
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Figura 1 — Efeito da pentoxifilina nas concentracdes de 50 e 100mg/kg e imipramina (10 ou 30mg/kg)

sobre o tempo de imobilidade, em segundos, no teste do nado forcado em camundongos.

-

n

(=]
]

1004

tempo de imobilidade (s)
(=]
(=)

Figura 2 — Efeito da pentoxifilina nas concentragdes de 50 e 100mg/kg e imipramina (30mg/kg) sobre

o tempo de imobilidade, em segundos, no teste da suspensdo da cauda em camundongos.
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Figura 3 — Efeito da pentoxifilina nas concentra¢des de 50 e 100mg/kg e imipramina (30mg/kg) sobre

a atividade locomotora esponténea, analisada através do namero de cruzamentos, no teste do campo

aberto em camundongos.
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Discusséo

Os resultados desse estudo sobre a avaliagdo antidepressiva da pentoxifilina permitiu verificar
uma diminuicdo do tempo de imobilidade dos animais no nado forcado para a dose de 50mg/kg, e na
suspenséao pela cauda nas duas doses, 50 e 100mg/kg. Assim, permitindo sugerir que a pentoxifilina
exerce efeito antidepressivo, podendo ser explicado pelas a¢cdes dos camundongos que foram
submetidos ao nado forcado e a suspensdo pela cauda sem mostrar alteragcbes na atividade

locomotora dos animais no teste do campo aberto.

Conclusao

Este trabalho permitiu concluir que a pentoxifilina apresentou atividade antidepressiva nos
modelos de comportamento animal avaliados. Entretanto, como se trata de um estudo preliminar,
pesquisas futuras sdo necessarias para avaliar acdo da pentoxifilina na fisiopatologia da depresséo e

identificacao de seus possiveis mecanismos de acao nadepressao.

Palavras-chave: depresséo; pentoxifilina; comportamento

Referéncias

BAH, T.M. et al. Pretreatment with pentoxifylline has antidepressant-like effects in a rat model of ocute
myocardial infarction. Behavioural Pharmacology. v. 22, n. 8, p. 779-84, 2011.

DOWLATI, Y. et al. A meta-analysis of cytokines in major depression. Biological Psychiqtry, v. 67, n.
5, p. 446-57, 2010..

GOICOCHEA, M. et al. Effects of pentoxifylline on inflammatory parameters in chronic kidney disease
patients: a randomized trial. Journal of Nephrology.v. 25, n. 6, p. 969-75, 2012

AL BATRAN, R.; et al. Gastroprotective effects of Corchorus olitorius leaf extract against ethanol-
induced gastric mucosal hemorrhagic lesions in rats. Journal of Gastroenterology and Hepatology,
v. 28, p. 1321-1329, 2013.

HAN, Q.; YU, J. Inflammation: a mechanism of depression? Neuroscience Bulletin, v. 30, n. 3, p.
515-23, 2014.

SIQUEIRA, R. M. P. Avaliac&o do efeito neuroprotetor da pentoxifilina em modelos de

convulsédo induzidos por pilocarpina e pentilenotetrazol em ratos. 2011. 173f. Dissertacédo de
Mestrado — Universidade Federal do Ceard, Fortaleza, 2011.

Rev. inderd. Cién. Satde — ISSN 2358-6966

90



| SIMPOSIO NORDESTINO DE RECURSOS
. A NATURAIS E POTENCIALIDADES
% TERAPEUTICAS

——— De 17 a 19 de junho de 2015 - Auditdrio do CTT/UFPI Teresina - Pl

Avaliacao do potencial antioxidante in vitro de um hemiterpeno candidato a novo farmaco

Evaluation of the antioxidant potential in vitro of a hemiterpene a new drug candidate

Alexandre Xavier de Lira da Silval, Brenda Nayranne Gomes dos Santos?, Rivelilson Mendes de
Freitas!, Maria das Gracas Freire de Medeiros?

1 Programa de Pés Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Piaui, Teresina-
PI, Brasil. alexandrexavier_@hotmail.com
2Curso de Graduagdo em Farmacia, Universidade Federal do Piaui, Teresina-PI, Brasil

Introducéo

Terpenos sao uma classe de compostos quimicos de grande diversidade estrutural, com um
namero de carbonos mudltiplo de 5, classificados como: hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cio),
sesquiterpenos (Cis); diterpenos (C2o), sesterterpenos (Czs), triterpenos (Cao), esterdides (Cisa Czo) €
tetraterpenos carotendides (Cao). Apresentam diversas propriedades biolégicas ja relatadas na
literatura entre elas antioxidantes, ansioliticas, anti-inflamatérias, bactericidas, citotoxicas, etc. Os
processos metabdlicos e fisiolégicos das células costumam apresentar fendmenos da oxidagao; estes
fazem parte do mecanismo de reagbes bioquimicas, produgdo de energia celular, sinalizagdo e no
processo de fagocitose. Se exacerbados podem ocasionar danos as células e resultar na evolucéo ou
agravo de doencas. Devido a participacdo de radicais livres e espécies reativas no processo patolégico
de doengas como o cancer, e outros distlrbios cronicos do organismo como diabetes, envelhecimento
precoce e enfermidades cardiovasculares e neurolégicas, busca-se cada vez mais novas alternativas
terapéuticas para os disturbios degenerativos decorrentes do estresse oxidativo. (ALVES et al, 2010;
KNAK e FIUZA; 2010).

Baseado no que foi exposto, este estudo visa caracterizar a atividade antioxidante in vitro de
um hemiterpeno (3MB), por meio de protocolos experimentais que avaliam sua agéo contra os radicais
hidroxila (*OH) e 2,2,-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH").

Metodologia

Para a avaliacéo antioxidante in vitro foi preparada uma solugéo estoque do hemiterpeno 3MB
(2,2 mM) diluido em DMSO 3% + agua destilada, do radical DPPH" (9,8.106 mM) e do padrdo Acido
ascorbico (2,2 mM). Em seguida por diluicdo do hemiterpeno e da vitamina C foram obtidas as
concentracdes de 0,1 mM, 0,54 mM e 1,1 mM. A inibicdo do radical DPPH" foi feita por reacdo direta
entre radical e compostos-testes. Para avaliagdo do radical hidroxila, empregou-se o método por
reacdo de Fenton, por adicdo de FeSO4 (6 mM), 2-desoxirribose (5 mM), H202 (100 mM) e tampé&o
fosfato a 20 mM (pH 7,4), acido fosférico a 4% (viv) e Acido Tiobarbitarico (1%). A avaliagéo
antioxidante foi realizada em triplicata e os valores das absorbancias foram convertidos em

porcentagem de inibicdo dos radicais (%I). A absorbancia dos radicais testados foi determinada
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espectrofotometricamente em 517 nm para o DPPH"e 532 nm para o radical hidroxila.

Resultados

O Hemiterpeno 3MB na concentracdo de 0,1 mM, 1,54 mM, 1,1 mM e 2,2 mM produziu a

remocdo do radical hidroxila, reduzindo seus niveis em 72,13%, 74,83%,

78,93% e 83,93%

respectivamente. O acido ascérbico nas mesmas concentracdes reduziu os percentuais em 72,33%,

75,40%, 75,80% e 73,10%, respectivamente.

Figura 1. Efeitos do Hemiterpeno 3MB na redugdo do radical hidroxila (*OH)

Os valores representam a média + E.P.M. dos valores de inibi¢&o in vitro, n = 4, experimentos em triplicata. O
acido ascorbico foi usado como padrdo antioxidante. 2p<0,001 versus controle em relacdo ao sistema (meio

reacional) (ANOVA e Neuman-Keuls como post hoc teste).
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respectivamente.

Figura 2. Efeitos do Hemiterpeno 3MB na reduc¢édo do radical DPPH"

Os valores representam a média + E.P.M. dos valores de inibigdo in vitro, n = 4, experimentos em triplicata. O
acido ascorbico foi usado como padrédo antioxidante. 2p<0,001 versus controle em relacdo ao sistema (meio

reacional) (ANOVA e Neuman-Keuls como post hoc teste).
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Discusséo

O *OH é uma espécie extremamente reativa, capaz de causar danos ao DNA, proteinas e
lipidios. (Nunes et al, 2014). Com base nos resultados, pode ser sugerido que o hemiterpeno 3MB,
pode formar um complexo com radicais livres hidroxilas, convertendo-o em espécies menos reativas.
No entanto, também é importante discutir que néo foram observadas alteracdes significativas entre as
diferentes concentragdes utilizadas do 3MB, sugerindo que os metabdlitos do oxigénio podem saturar a
possivel atividade antioxidante quelante deste hemiterpeno. Logo, a exposicdo das elevadas
concentracdes de 3MB pode nédo ser suficientemente capaz de aumentar seu potencial antioxidante,
gue precisa ser mais bem investigado em futuros estudo. O mesmo ocorre quando se compara o
hemiterpeno 3MB com o padrao antioxidante o teste, o &cido ascorbico, cujas variagbes foram
estatisticamente significativas em relacdo ao sistema reacional, mas ndo entre os dos grupos.

O ensaio do DPPH" (2,2,-difenil-1-picril-hidrazil) € utilizado em muitos estudos de avaliagao
antioxidante de substancias puras, misturas ou matrizes complexas baseado na capacidade que essas
substancias possuem em sequestrar o radical, reduzindo-o, promovendo uma reacdo colorimétrica
(Nunes et al, 2014). Os resultados expressos indicam significativa remocé&o do radical DPPH*, embora
0 3MB exiba uma rela¢do néo linear e moderada quando comparado ao radical hidroxila e ao &cido
ascorbico. Sabe-se que essa metodologia tem alguns fatores limitantes como o fato da molécula de
DPPH" poder reagir com outros radicais e a curva de resposta em tempo de atingir o estado

estaciondrio da reacéo nao ser linear, com diferentes relagdes de DPPH*/antioxidante.

Conclusao

Neste estudo foi demonstrado que o hemiterpeno 3MB produziu significativas remocdes dos
radicais hidroxila e DPPH*, exibindo um consideravel potencial antioxidante que pode ser capaz de

inibir os danos celulares causados por estes radicais.
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Introducéo

As doencas diarreicas configuram um dos principais problemas que afetam a qualidade de vida
da populacao, principalmente das criancas, nos paises em desenvolvimento. Dessa forma, persiste
como um problema de saude publica, com desequilibrio de ordem ambiental, nutricional, cultural e
sécio econébmico (PAGE et al, 2011). Atualmente, varios estudos tém sido descritos utilizando extratos
ou compostos purificados derivados de plantas como antidiarreicos. No entanto, produtos naturais,
especialmente oriundos de algas marinhas, sdo fonte de diversos compostos bioativos como 0s
polissacarideos funcionais, que estdo envolvidos em varios processos celulares. Polissacarideos
sulfatados (PLS) extraidos de algas marinhas, como a Hypnea musciformis, apresentam efeitos
moduladores intestinais evidenciando seu potencial protetor do trato gastrintestinal (DAMASCENO et
al, 2013), porém, o estudo desses compostos para o tratamento de doencas diarreicas ainda é
escasso. Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito antidiarreico da fragdo do PLS
extraido da alga marinha H. musciformis em modelo de diarreia osmética induzida por 6leo de ricino e

diarreia inflamatoria induzida por prostaglandina do subtipo E-.
Metodologia

Inicialmente a atividade antidiarreica do PLS foi avaliada a partir do modelo de inducéo de
diarreia com dleo de ricino previamente descrito por Robert e cols. (1976). Ratos Wistar (120 a 160 g)
foram pré-tratados com salina (0,5 ml/200g, v. 0.), ou loperamida (5 mg/kg, v. 0.), ou PLS (10, 30 e 90
mg/kg, v. 0.). Uma hora depois os ratos foram tratados com 6leo de ricino (10 ml/Kg, v. 0.). Apo6s 3
horas foi registrado o nimero total de fezes, o nimero total de fezes diarreicas e a severidade da
diarreia. Em outros grupos de animais, foi realizada a medi¢do do volume do conteldo intestinal
(enteropooling). Para verificar um possivel envolvimento de mecanismo opidide na atividade do PLS

sobre o transito gastrointestinal foi utilizado o método descrito por DiCarlo e cols. (1994). Para o teste
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foi utilizado carvao (suspensao de 10% de carvdo em 5% de goma arabica, v. 0.) como marcador e foi
medida a distancia percorrida pelo carvdo em relagdo ao comprimento total do intestino delgado. O
efeito antidiarreico do PLS ainda foi avaliado pelo modelo de diarreia inflamatéria induzida por PGE:2
(100ug/Kg, v. 0.) (enteropooling), utilizando o método descrito por Mukherjee e cols. (1998).

Resultados

O pré-tratamento com PLS (10, 30 e 90 mg/Kg), apés a administracdo de éleo de ricino (10
ml/Kg), reduziu significativamente o nimero total de fezes (22,250 + 0,008 g/46,68%; 26,930 + 0,007
0/35,46%; e 17,100 £ 0,008 g/59,02%, respectivamente) e o nimero total de fezes diarreicas (18,980 *
0,008 g/50,82%; 20,520 + 0,007 ¢g/46,83%; e 14,220 + 0,008 g/63,16%, respectivamente), quando
comparados ao grupo controle. As trés concentra¢des do PLS (10, 30 e 90 mg/Kg) também produziram
uma significante reducdo da severidade da diarreia. A dose de 90 mg/Kg apresentou efeito
estatisticamente significativo na redugéo do enteropooling com inibicdo de 43,31% quando comparado
ao grupo controle (Tabela 1). O melhor efeito antidiarreico foi demonstrado pela concentracdo de 90
mg/Kg, sendo utilizada para os ensaios posteriores como dose padrdo. No teste de motilidade
gastrointestinal, o PLS (90 mg/Kg) produziu significante inibicdo do transito intestinal (38,08 + 1,75 %)
em relagdo ao grupo controle (86,67 + 7,05 %), diminuindo a distancia percorrida pelo marcador. A
naloxona (2 mg/Kg), um antagonista opibide, reverteu de forma significativa o efeito inibitério da
loperamida (5 mg/kg) sobre o transito gastrointestinal. Contudo, a naloxona ndo foi capaz de
antagonizar, de forma significativa, o efeito exercido pelo PLS (Figura 1). Foi observado ainda que o
tratamento com a fracdo do PLS (90 mg/Kg) inibiu significativamente o enteropooling induzido por
PGE2 (0,90 + 0,23 g / 50,68%), em compara¢do ao grupo controle, mostrando a eficacia do PLS na

diarreia inflamatdria.
Tabela 1 — Efeito do PLS no enteropooling intestinal induzido por 6leo de ricino em ratos.

VOLUME DO CONTEUDO

TRATAMENTO DOSE INTESTINAL (mL) INIBICAO (%)
CONTROLE 0 (SALINA) 2,175 + 0,184 -
PLS 10 mg/Kg 1,725 + 0,085 20,689
PLS 30 mg/Kg 1,650 + 0,184 24,137
PLS 90 mg/Kg 1,233 + 0,145* 43.310
LOPERAMIDA 5 mg/Kg 1,200 + 0,115* 44,827

Fonte. Laboratorio de Fisio-Farmacologia Experimental - LAFFEX

Figura 1 — Efeitos da naloxona sobre a atividade do PLS no transito gastrintestinal induzido por 6leo
de ricino em camundongos.
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Discusséao

Do ponto de vista clinico, a diarreia € uma consequéncia dos distirbios da funcao
gastrointestinal, com aumento da secrecdo e do transito intestinal, causando grande impacto
(Ezekwesili et al, 2004). Dessa forma, o efeito antidiarreico do PLS foi estudado no modelo de diarreia
osmdtica induzida por 6leo de ricino, o qual € um laxante efetivo. A diarreia induzida por ele é atribuida
ao seu principio ativo o acido ricinoléico, o qual € um irritante local que diminui a absorcdo, o aumento
da secrecdo e da motilidade intestinal. Varios mediadores parecem estar envolvidos na inducédo da
diarreia pelo 6leo de ricino, sendo boa ferramenta no estudo dos sintomas associados a diarreia
(Capasso et al, 1986). Contudo, o pré-tratamento dos animais com o PLS promoveu significativa
reducdo dessas caracteristicas. A naloxona, um antagonista opidide, foi utilizada na tentativa de
esclarecer se a atividade antidiarreica estava associada aos receptores opidides presentes no trato
gastrointestinal. No entanto, a naloxona néo reverteu o efeito do PLS, sugerindo que a atividade
antidiarreica ndo depende do mecanismo opidide. Nesse estudo o PLS foi eficaz no controle da diarreia
inflamatéria induzida por PGE2 e sabe-se que as prostaglandinas estdo envolvidas na indugdo da
diarreia pelo 6leo de ricino (Capasso et al, 1986), entdo talvez a atividade antidiarreica do composto
deva-se a inibicdo das acdes de PGE:. Porém néo existem relatos na literatura sobre a acdo do PLS
em modelos de inflama¢é@o mediados por PGE:2 e dessa forma mais estudos devem ser realizados para

confirmar essa acgéo.
Concluséao

Os resultados obtidos no estudo sugerem que o PLS extraido da alga marinha H. musciformis
apresenta atividade antidiarreica em modelos de diarreia osmoética e inflamatéria. Embora seu
mecanismo de acdo ainda ndo seja compreendido, seu efeito independe da participacdo de
mecanismos opiodides. Estudos subsequentes seguem na tentativa de confirmar o efeito antidiarreico
em modelos experimentais correlacionados com diarreia aguda em humanos, bem como o0s principais
mecanismos envolvidos no dano intestinal durante as diarreias. Com isso, a referida pesquisa pode ser

explorada como novo potencial terapéutico para o tratamento da diarreia.
Palavras-chave: Alga marinha; diarreia; 6leo de ricino; prostaglandina E-.
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