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Apresentagéo

O RENAPTE - | Simpdsio Nordestino de Recursos Naturais e Potencialidades
Terapéuticas teve como objetivo principal a aproximacéo 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 Simpdsio apresentou-se
como uma excelente oportunidade de interacdo entre professores, pesquisadores, profissionais
e estudantes das mais diversas areas das ciéncias biologicas 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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Efeito vasorrelaxante do fitoestrégeno Diosgenina em artéria aorta de ratas ovariectomizadas
- OVX.

Vasorelaxant effect of Diosgenin phytoestrogen in artery aorta of ovariectomized rats — OVX.
Iris Jordania Luz Moural®,lImara Cecilia Pinheiro da Silva Moraes'®,
Aldeidia Pereira de Oliveiral?ilmara.cecilia@hotmail.com
INUcleo de Pesquisas em Plantas Medicinais - NPPM/CCS/UFPI; 2Universidade Federal do Piaui,
alniciagdo Cientifica.’Pés-Graduagéo

Introducéo

A Diosgenina € um dos principais constituintes bioativos de plantas, sendo encontrada nas
sementes de feno-grego (Trigonella foenum graecum), e nas raizes de inhame (Dioscorea villosa).
Possui atividade antibacteriana (WANG, Y.J. et al,, 2011) e antinflamatéria (PATEL, K. et al. 2012).
Segundo Dias (2006) a Diosgenina induz efeito vasorrelaxante dependente e independente de endotélio
em anéis mesentéricos de ratos normotensos. O estudo busca investigar o efeito vasorrelaxante induzido
por Diosgenina em artéria aorta de ratas OVX, com regressdo maxima de estrégeno, induzida por

ovariectomia, que mimetiza a p6s-menopausa.

Metodologia

Foram utilizadas ratas Wistar (220-250g, 12 semanas, CEEA/UFPI n° 069/2014). Apo6s
eutanasia com tiopental sodico (100 mg/kg, i.p. — Resolugdo n° 1000, de 2012 — CFMV), a artéria aorta
foi retirada, limpa e seccionada em anéis mantidos em solucéo Krebs (37°C, 1,50 g/f e aerados com 95%
Oz e 5% CO3). As tensbdes isométricas foram obtidas por transdutores de forca acoplados ao sistema de
aquisicdo de dados (AECAD 1604, AVS Projetos, SP). A integridade do endotélio foi verificada através
do relaxamento a acetilcolina (10 M) em anéis pré-contraidos por fenilefrina (10-¢ M). Considerou-se
com endotélio anéis com relaxamento superior a 70% e sem endotélio relaxamento inferior a 10%
(FURCHGOTT e ZAWADZKI, 1980). Em seguida, os anéis foram pré-contraidos com fenilefrina (1 uM)
ou KCI 80 mM, e na fase tbnica da contracao foram administradas de maneira cumulativa concentracdes
crescentes de Diosgenina (10® — 3x10“ M). Os resultados foram expressos como média + E.P.M.
Utilizou-se o teste t de Student ndo-pareado para analise de significancia. Foram considerados

significantes os valores de P<0,05. Prism5.0.
Resultados

A Diosgenina exibiu efeito vasorrelaxante em preparagfes de anéis de artéria aorta de ratas
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normais utilizadas como controle sobre a contracéo ténica induzida por fenilefrina (1 pM), na presenca
(pD2 = 4,13 £ 0,16; Emax. = 55.34 » £ BPY) £ na auséncia (pDO0,33; Emax. = 51,35 + 8,13) do
endotélio vascular (Grafico 01). A adicdo cumulativa de Diosgenina em anéis de artéria aorta de ratas

OVX sem endotélio pré-contraidos com KCI 80 mM, ndao promoveu efeito vasorrelaxante significativo
(Gréfico 02).

Grafico 01: Curvas concentragdes-resposta do efeito vasorrelaxante da Diosgenina sobre anéis de aorta

pré-contraidos por Fen (1 uM) na presenca (m) € na auséncia (o) do endotélio. Os resultados foram

expressos como Média = E.P.M., e os valores de pDz foram obtidos por regresséo néo linear (n=5).
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Gréfico 02: Efeito vasorrelaxante da Diosgenina em anéis de aorta de ratas OVX sem o endotélio
vascular despolarizada com KCI 80 mM (m) comparadas com o efeito vasorrelaxante obtido apés pré-

contracao por Fen (1 pM) (o). Os resultados foram expressos como Média + E.P.M., e os valores de pD2
foram obtidos por regressado néo linear (n=5).
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Discusséo
Neste estudo avaliou-se o efeito vasorrelaxante do fitoestrégeno Diosgenina sobre o musculo
liso vascular. Os resultados mostram que diosgenina apresenta efeito vasorrelaxante de maneira

dependente de concentracao e independente de endotélio vascular em anéis de aorta de rato (Figura 1).

A contratilidade da célula muscular lisa é governada por um rigido controle da concentracdo de
[Ca?*]i, uma vez que canais de célcio sensiveis a voltagem - Cav sdo ativados e inativados por
mudancas no potencial transmembranar (BERNARD, 2008), em estado ativo esses canais medeiam o
influxo de Ca?*, que regulam processos intracelulares (ASSIS et al, 2012). Para investigar a participacao
destes canais, utilizou-se o KCI 80 mM, uma solugdo que promove contracdo muscular ao despolarizar a
membrana plasmatica, ativando os Cav e gerando influxo de Ca?* (BASTOS et al,2010). Nestas
condicdes observou-se que, em anéis pré-contraidos com KCI 80 mM, a Diosgenina ndo promoveu efeito
vasorrelaxamento significativo (Figura 2). Esse resultado mostra que provavelmente o mecanismo de

relaxamento induzido por Diosgenina ndo envolve a inibi¢cdo do influxo de célcio.

Concluséao
A Diosgenina exerce sobre anéis de artéria aorta de ratas efeito vasorrelaxante dependente de
concentracdo e independente de endotélio funcional. E n&o apresenta efeito vasorrelaxante

significativo em preparacdes pré-contraidos por despolarizagdo com KCI 80 mM.

Palavras-chave: Diosgenina, OVX, vasorrelaxamento.
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Efeito vasorrelaxante do 6leo essencial de Lippia origanoides H.B.K. em ratos.

Vasorelaxant effect of the essential oil of Lippia origanoides H.B.K. in rats.

Vinicius Miranda de Carvalhol?", Gabriela Dantas Carvalho®, Lorranya Eveli Pereira Feitosal?,
Antonia Maria das Gracas Lopes Cit62, Aldeidia Pereira de Oliveiral?
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Introducéo

Lippia origanoides H.B.K. (Verbenaceae), conhecida como “Salva-de-Marajo”, é utilizada na
medicina popular como antimicrobiano (PASCUAL et al., 2001). Estudos com o extrato etandlico de
Lippia origanoides (EtOH-Lo) em anéis de artéria mesentérica apresentaram potente efeito
vasorrelaxante. O estudo busca caracterizar o efeito vasorelaxante do éleo essencial (OE-LO) obtido

das partes aéreas L. origanoides em ratos normotensos.

Metodologia

Utilizou-se ratos Wistar (250- 300g- 12 semanas/ CEEA/UFPI N° 008/2012). Apds eutanasia
tiopental sddico (100 mg/kg, i.p. - Resolugcao N° 1000, de 2012 — CFMV). A artéria mesentérica foi
removida, limpa e seccionada em anéis (2-3 mm) mantidos em solugdo Tyrode (37°C, 0,75 g/f e
aerados com 95% O2 e 5% CO2). As tensdes isométricas foram obtidas por transdutores de forca
acoplados ao sistema de aquisicdo de dados (AECAD 1604, AQCAD 2.0.5., AVS Projetos, S&o Paulo-
SP/Brasil). A integridade do endotélio foi verificada através do relaxamento a acetilcolina (10 M) em
anéis pré-contraidos por fenilefrina (10 M). Considerou-se com endotélio anéis com relaxamento
superior a 70% e sem endotélio relaxamento inferior a 10% (SILVA-FILHO et al., 2011). Apés analise,
0s anéis foram pré-contraidos com fenilefrina (10 pM) ou KCI 80 mM, respectivamente, seguido da
administragdo cumulativa de concentragfes crescentes (0,1 - 750 pg/ml) do OELO na fase tbnica da
contracao. Os resultados foram expressos como média + e.p.m. Utilizou-se o Teste-T de Student ndo

pareado para analise de significancia. Consideraram-se significantes valores de P<0,05. Prism 5.0.

Resultados

O OE-LO (0,1 - 750 pg/ml) induziu um modesto efeito vasorrelaxante em preparacdes com e
sem o0 endotélio vascular sobre a contracao ténica induzida por fenilefrina (10 uM), apresentando os
seguintes valores de pD2z na presenga (E*: 3.71 £ 0.06, Emax: 32,33 = 3,09) e auséncia (E—: 4.85 = 0.40,
Emax: 27,86 + 2,09) p>0.05 vs E- (FIGURA 1). A adicdo cumulativa de OE-LO em anéis sem endotélio
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pré-contraidos com KCI 80 mM, ndo promoveu efeito vasorrelaxante, mas sim efeito constrictor (Emax:
18,17 £ 10,11) (FIGURA?2).

FIGURA 1: Curva concentracdo-resposta do efeito vasorelaxante do OE-LO (0,1 - 750 pg/ml) em anéis
de artéria mesentérica superior isolada de ratos com (m) (pD2: 3,71 £ 0,06, Emax: 32,33 £ 3,09) ou sem
(#)endotélio (pD2: 4,85 + 0,40, Emax: 27,86 £ 2,09), pré-contraidos com fenilefrina (10 uM).(A); Valores
do efeito vasorrelaxante maximo do OE-LO (0,1 - 750 pg/ml) em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de ratos com (m) ou sem () endotélio e pré-contraidos com fenilefrina (10 pM). (B) Os valores

foram expressos como Média + e.p.m. p>0,05 nao significativo, teste t-Student, n=5-7.
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Figura 02 — Efeito do OE-LO sobre contra¢bes induzidas por agente despolarizante (KCl 80 mM) em
anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos livres endotélio vascular (¢) e com controle
obtido com preparag8es pré-contraidas com fenilefrina (10 puM) (m).(A) Valores do efeito vasorrelaxante
maximo do OE-LO (0,1 - 750 ug/ml) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos sem o
endotélio vascular despolarizada com kCl 80 mM (m) (pD2: 5,02 + 0,51, Emax: 27,86 * 2,09) comparado
com o efeito vasorrelaxante obtido apds pré-contragdo com fenilefrina (10 uM) ().(B) Os valores foram
expressos como Média = e.p.m. p>0,05, néo significativo, teste t-Student, n=5-7.
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Discusséao

Lippia origanoides possui alto teor de 6leo essencial, rico em monoterpenos atuantes sobre o
sistema cardiovascular através da modulacéo dos canais idnicos (SANTOS et al, 2011).

O OE-LO promoveu efeito vasorrelaxante dependente e independente do endotélio vascular,
apresentando neste ultimo, menor poténcia (FIGURA 01).

A contratilidade da célula muscular lisa é controlada pela concentragdo de calcio intracelular
através dos seus respectivos canais presentes no musculo liso. Em preparagfes sem o endotélio
vascular, a solucao foi substituida por KCl 80 mM, uma solucdo despolarizante que promove abertura
de canais de calcio (Cav) sensiveis a voltagem (BASTOS et al, 2010), seguida da adi¢do do OE-LO,
onde ndo apresentou efeito vasorrelaxante significativo (FIGURA 02). O que difere das respostas
obtidas com a adicdo do EtOH-Lo em anéis despolarizados com KCI 80 mM, muito provavelmente em

funcdo da diferente constituicdo quimica entre as substancias.

Conclusao

O OE-LO promove discreto efeito vasorrelaxante em anéis pré-contraidos com fenilefrina de
maneira dependente e independente do endotélio vascular, e ndo apresenta efeito vasorrelaxante, mas

vasoconstrictor em preparacdes pré-contraidos por despolarizacdo com KCI 80 mM.

Palavras-chave: Lippia origanoides, 6leo essencial, vasorrelaxamento.

Suporte financeiro: UFPI/FAPEPI/CAPES/CNPq
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Introducéo

O prurido é caracterizado por uma sensacao cutanea desagradavel que, como a dor, atua como
um alarme de defesa do organismo; porém, quando se torna exacerbado, interfere na qualidade de vida
do individuo (YOSIPOVITCH, 2003).Assim, a reducdo do prurido constitui uma estratégia eficaz para
prevenir o agravamento das lesdes da pele e melhorar a qualidade de vida dos pacientes que sofrem de
dermatites (CAROLINE, 1999). As folhas de Lecythis pisonis Camb. (Lecythidaceae) conhecida
popularmente como “Sapucaia” ou “Cumbuca de Macaco” sao utilizadas na medicina tradicional na
forma de banho para o tratamento da coceira (prurido) no corpo (FRANCO, 2006). Em um contexto
geral, a utilizacdo de extratos de plantas para propdsitos medicinais tem suscitado maior interesse nos
Ultimos anos, apresentando os extratos secos uma maior visibilidade em decorréncia de possuirem
maior estabilidade quimica, fisico-quimica e microbiolégica e ainda uma maior concentragdo de
compostos ativos (OLIVEIRA, 2010). Com base no exposto, o presente trabalho objetiva o estudo
antipruriginoso com Lecythis pisonis avaliando-se a atividade antipruriginosa do extrato seco por

aspersao a partir de extratos fluidos das folhas de Lecythis pisonis em modelos animais.

Metodologia

O extrato seco por aspersdo das folhas de Lecythis pisonis foi fornecido pela professora Dra.
Maria das Gracas Freire de Medeiros (Coordenacdo do curso de Farmacia / UFPI). Utilizaram-se
camundongos Swiss (25-30 g), provenientes do biotério do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais
(NPPM) da Universidade Federal do Piaui (UFPI). Parecer CEEA/UFPI,N°104/14).

A toxicidade oral aguda foi realizada em camundongos em grupos de 6 animais sendo 3 machos
e 3 fémeas, mantidos em jejum de sélidos por 18 h, sendo tratados por via oral e via intraperitoneal com
0 extrato seco por aspersdo obtido das folhas de Lecythis pisonis (ESALP) em uma Unica dose de 2
g/kg. Sendo avaliados por 4 horas ap6s a administracdo do extrato e durante 14 dias os parametros
comportamentais (MALONE; ROBICHAUD, 1962; SOUZA BRITO, 1994)

Para a analise do efeito do extrato seco por aspersédo das folhas de Lecythis pisonis (ESALP) no

prurido induzido pelo Composto 48/80 os camundongos Swiss machos foram divididos em grupos de 6
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animais e mantidos em jejum de solidos por 18 h. Os animais foram tratados, via oral, com veiculo
(salina 0,9%, 10 mL/kg), ESALP (50, 100, 200 mg/kg) e ciproheptadina (10 mg/kg). Uma hora apos o
tratamento os animais receberam uma injecdo subcutanea do Composto 48/80 (100 pg/100 uL) na

regido dorsal da cabeca, sendo o prurido quantificado conforme descrito por KURAISHI (1995).

Resultados

TABELA 1 - Avaliacao da dose letal média (DL50) do extrato seco por asperséo das folhas de
Lecythis pisonis por via oral e intraperitoneal em camundongos Swiss machos e fémeas (25-30g).

PERIODO DE OBSERVAGAO
VIA DOSE N°

ANIMAIS 24 h 48 h 72 h
N D M N D M N D M
%) () %) ) % %) (% (%) (%)

V.0 2000 06 100 0 0 100 0 0 100 0 0
mg/kg

I.P 2000 07 0 0 100 0 0 0 0 0 0
mg/kg

Teresina 2015.

Legenda: N: Normal; D: Deprimido; M: Morto; V.O: Via oral; I.P: Via intraperitoneal

FIGURA 1 - Efeito do ESALP (folhas) sobre o prurido induzido pelo Composto 48/80 (100 uL, s.c.)
em camundongos. Os animais foram tratados com veiculo (salina v.o0), ESALP (50, 100, 200 mg/kg
v.0) e Ciproheptadina (Cipro 10 mg/kg v.0) 60 minutos antes do experimento. Os valores sao

expressos em médiat EPM. **p<0,01; ***p<0, 001 vs Veiculo (ANOVA, teste de Tukey).
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Discusséo

De acordo com os resultados, a administragdo oral do ESALP até a dose de 2 g/kg por via oral,
ndo produziu mortes, dessa forma ndo foi possivel o calculo da dose letal 50 (DLso), tampouco
alteracdes comportamentais. Entretanto a administracéo por via intraperitoneal do ESALP, na dose de
2g/kg, provocou algumas alteracdes comportamentais e a morte de todos os animais. A auséncia da

toxicidade por via oral serviu para estabelecer a via e as doses utilizadas neste estudo.
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O pré-tratamento do ESALP nas doses de 100 e 200 mg/kg, reduziu de forma significativa
(p<0,05) o prurido induzido pela administracdo do Composto 48/80 (23,00 + 2,95e 21,70 + 3,30 s/20
min) quando comparado ao grupo controle veiculo (45,00+ 4,70 s/20 min). A dose de 50 mg/kg (35,25
+ 8,63 s/20 min) ndo apresentou reducdo significativa do prurido em relagdo aos animais
tratados com veiculo. A administracdo da ciproeptadina (10 mg/kg), farmaco padrdo, reduziu
significativamente (p<0,05) a resposta pruriceptiva induzida pelo Composto 48/80 (6,60 £ 2,90 s/20

min).

Concluséo

Em concluséo, os resultados obtidos demonstram que o extrato seco por aspersdo das folhas
de Lecythis pisonis possui baixa toxicidade aguda por via oral e possui a acdo antipruriginosa no
modelo estudado. Assim os achados farmacoldgicos sdo promissores no tocante ao desenvolvimento
de um fitoterapico como alternativa terapéutica para o prurido. Contudo sdo necessarios estudos para
determinar os mecanismos de acdo bem como o metabdlito ativo envolvido no efeito antipruriginoso do

extrato seco por asperséo das folhas de Lecythis pisonis.

Palavras - chaves: Lecythis pisonis Camb, Atividade anti-pruriginosa, Composto 48/80, Extrato seco,
Tecnologia de fitoterapico
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Introducéo

A indastria de alimentos funcionais tem experimentado rapido crescimento e
desenvolvimento no mercado. Fundamental para o avanco dos alimentos funcionais tem sido a
evolucao de interesse cientifico e do consumidor na capacidade de nutricdo para prevenir a doenca
crdnica e otimizar a saude, que vai além do foco tradicional na prevenc¢édo de doencas por deficiéncia
de nutrientes. Os alimentos funcionais exemplificar essa evolu¢do em alimentos e sadde, como tém
demonstrado ter beneficios fisiologicos e / ou reduzir o risco de doenga cronica além das funcdes
nutricionais basicas. No entanto, o sucesso no mercado a longo prazo de alimentos funcionais é
dependente da aceitacdo do consumidor, e atitudes e percepgdes relativa a estes produtos (VELLA,
2014).

Elevadas concentracdes de EPA e DHA pode ser encontrado em 6leos de peixe e de peixe
de agua fria. DHA é o principal PUFA presentes nas frac¢des de fosfolipidos do cérebro e EPA é um
agente anti-inflamatério potente e pode deslocar o acido araquidonico em membranas celulares do
sistema imunoldgico para afetar a sinalizacao de células T e o antigéno apresentacdo. Uma série de
estudos epidemiolégicos tem observado uma associagéo consistente de uma diminuicdo do risco de
AD ao maior consumo de peixe (SHINTO, 2014).

Neste estudo, foi investigado a capacidade antioxidante em duas marcas de capsulas de
Omega trés, através do método de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila ), que tornou-se uma

ferramenta vantajosa para controle da qualidade dos alimentos industrializados.

Metodologia

A pesquisa teve como base inicial um levantamento bibliografico acerca da tematica
estudada seguida dos estudos laboratoriais realizados em sequéncia.

As amostras foram transferidas a um béquer 100 ml adicionando em sequencia 40 ml de
alcool etilico a 50%, hogeneizado e deixadas em repouso por 60 minutos em temperatura ambiente.

A partir do residuo da primeira extragéo, adicionou-se 40 ml de acetona a 70%, homogeneizado e
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deixado em repouso durante 60 minutos em temperatura ambiente. Em seguida transferiu-se o
sobrenadante para um baldo volumétrico contendo o primeiro sobrenadante e completado para
100mL com agua destilada.

A partir do extrato obtido no item anterior, foi realizado estudos sobre 3 (trés) concentracdes,
sendo elas 0,1ml do extrato com 2,4ml (12 concentracdo) do radical DPPH, 0,2ml do extrato com
2,3ml (22 concentragéo) do radical DPPH e 0,3ml do extrato com 2,2ml (32 concentragéo) do radical
DPPH, e em sequéncia foram homogeneizadas. Utilizou-se 0,1 da solucdo controle e 2,4 ml de
radical DPPH e homogeneizado em seguida. Alcool etilico foi utilizado como branco para calibrar o

espectrofotdmetro e as leituras foram observadas a 515nm até a estabilidade da absorbéncia.

Resultados

- = = 0,0008x - 0,0009
Curva de calibragao Fe = 0.9760

0,05
0,04
0,03
0,02 ——Linear (Sériel)

0,01

Absorbancia

[i] 10 20 30 40 50 60 70

-0,01 -
Concentragdao de DPPH

Fig 1. Curva padréo utilizada no experimento

Os valores obtidos para as caracteristicas quimicas das diferentes capsulas analisadas,

foram processados e devidamente expressos na tabela 01.

Tabela 01 - Capacidade antioxidante das
capsulas de dmega trés em diversas

concentracdes.
Amostra Capacidade antioxidante (%)
H Cl1 c2 C3
42,85 35,71 40,00
M 46,57 46,90 14,82

Na tabela 01, observa-se que o percentual da atividade antioxidante das marcas de cépsulas de
Omega trés analisadas, foram semelhantes, confirmando a presenca de componentes com
capacidade antioxidante nesses produtos.

Discusséao

A quantidade e o tipo de gordura alimentar exercem influéncia direta sobre fatores de risco
cardiovascular, tais como a concentragdo de lipideos e de lipoproteinas plasmaticas. Os &cidos
graxos estdo envolvidos na adipogenese e, nas dietas ricas em PUFA, podem modular a expressao
de proteinas no tecido adiposo, podendo atuar como reguladores transcricionais de alguns genes

relacionados ao metabolismo de lipideos. A melhor evidéncia para explicar o
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decréscimo da concentracdo de triacilglicerol é a reducéo da lipogénese hepatica ocasionada pela

inibicdo de duas enzimas envolvidas na sintese desse lipidio pelo figado (SIMAO,2010).

De acordo com Garofolo (2006), os efeitos da suplementacdo com dmega-3 vém sendo
investigados. Uma reviséo recente apontou que a recomendag¢éo para o uso da suplementacdo com
Omega-3 esta bem estabelecida para determinadas condi¢cdes clinicas, entre elas doenca
cardiovascular, hipertrigliceridemia e artrite reumatdéide. Entretanto, outras condicfes, que podem se
beneficiar da acdo antiinflamatéria do dmega-3, ainda estdo sendo estudadas, apresentando
evidéncias desses beneficios. Alguns estudos mostraram que a suplementacdo com acidos graxos
da familia dmega-3 atenuou a resposta inflamatéria aguda, prevenindo o catabolismo, e melhorou a
utilizacdo dos substratos energéticos, bem como a resposta imune, prolongando a sobrevida de

pacientes com cancer.
Concluséo

As amostras analisadas, obtiveram um percentual elevado quanto a capacidade de
atividade antioxidante, indicando uma agéo favoravel contra radicais livres. Por outro lado, torna-se
necessario a ampliacdo dos estudos a fim de investigar outros pardmetros, para que a populagdo

possa ter ciéncia do produto a ser adquirido.
Palavras — chave : Saude; Antioxidante; d8mega trés; analise.
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Introducéo

O estresse oxidativo é um fendmeno normal no corpo. Sob condi¢des normais, 0s niveis
intracelulares fisiologicamente importantes de espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo mantidas em
niveis baixos por varios sistemas de enzimas que participam na homeostase redox in vivo. Assim, o
stress oxidativo também pode ser visto como um desequilibrio entre os prooxidantes e antioxidantes no
corpo. Para as duas Ultimas décadas, o estresse oxidativo tem sido um dos temas mais discutido entre
0s pesquisadores em todo o mundo (RAHAL, 2014).

Danos dos radicais livres estdo ligados a formacao de muitas doencas degenerativas, incluindo
0 cancro, doenca cardiovascular, cataratas, e envelhecimento. Espécies reativas de oxigénio em
excesso (ROS) pode induzir estresse oxidativo, levando a danos celulares que podem culminar na
morte celular. Portanto, as células tém redes de antioxidantes para reduzir os ROS. Os antioxidantes
podem atenuar os efeitos prejudiciais de ROS in vitro e atrasar muitos acontecimentos que contribuem
para o envelhecimento celular (POLJSAK, 2013).

Visto o abrangente consumo de sucos processados pela populagdo brasileira, o presente
trabalho teve por finalidade avaliar a capacidade antioxidante, o indice de acidez e o pH de sucos

industrializados comercializada na cidade de Teresina-PlI.
Metodologia

Foram utilizados 5 (cinco) marcas de sucos industrializados, adquiridos no comércio local. As
amostras foram devidamente armazenadas e analisadas no laboratério de Quimica Analitica e
Bromatologia do UNINOVAFAPI.

A andlise do pH foi realizada através da medida direta de por¢es de 50ml do suco, em pH
metro marca Quimis, devidamente calibrado em faixa de pH de 4,0; 6,0 e 9,0 o indice de Acidez foi
realizado pelo método titulométrico com NaOH (0,1). A determinacdo da Atividade Antioxidante Total
(AAT) foi realizada a partir do extrato obtido no item anterior, foi realizado estudos sobre 3 (trés)
concentracdes, sendo elas 0,1ml, 0,2ml e 0,3ml do extrato com, respectivamente, 2,4ml, 2,3ml e 2,2ml

de solugdo DPPH (1,1-Diphenyl-2-picryl-hydrazyl). Alcool etilico foi utilizado como branco para calibrar o
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espectrofotdmetro e as leituras foram observadas a 517nm até a estabilidade da absorbancia.

A capacidade de eliminar o radical DPPH (% de atividade antioxidante) foi calculada utilizando-
se a seguinte equacéo: %AA {(Abs.controle - Abs.amostra) x 100}/ Abs.controle. Onde,

Abs.controle é a absorbancia inicial da solucdo etanélica de DPPH e Abs.amostra é a absorbancia da

mistura reacional (DPPH + amostra).

Resultado

A figura 1 refere-se a curva de calibracdo empregada para o experimento de DPPH. Esta curva
também foi avaliada quanto a linearidade. Os resultados foram expressos em percentagem de

inibicdo de oxidacdo, ou seja, a porcentagem de atividade antioxidante (AA) é correspondente a

guantidade de DPPH consumida pelo antioxidante (Tabela 1).

Figura 1 — Curva padréo utilizada no experimento
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Tabela 1 - Dados gerais das amostras
Amostra Capacidade antioxidante (%) indice de Acidez (I1A) pH
A 42,62 £ 0,01 1,81+0,20 3,98
B 44,13 £ 0,11 3,92+ 0,97 3,28
C 51,42 + 0,01 1,62 + 0,00 2,77
D 20,00 + 0,02 0,96 + 0,00 3,12
E 30,00 £ 0,01 2,11 +£0,17 3,92
F 47,14 £ 0,01 1,05+ 0,40 3,87
G 50,00 + 0,02 2,54 + 0,06 3,95
H 68,57 + 0,01 2,45+ 0,32 3,09
I 67,15+ 0,01 5,53 + 0,36 2,93
J 40,00 £ 0,01 5,02 £ 0,36 2,97
Discusséo

Segundo Cardoso et. al. (2013), o abuso no consumo de sucos de frutas industrializados pode

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

110



causar a perda de minerais dentérios, seja por carie ou eroséo dentaria. Segundo ainda Cardoso et. al.
(2013), o potencial erosivo de uma bebida acida depende de seu pH, o indice de Acidez e das
propriedades de quelacdo do acido nela contido, frequéncia e duracdo da ingestdo. Deste modo a
bebida da marca “I” deveria ser evitada por apresentar um maior IA.

Quanto ao pH, observou-se que todos os sucos avaliados apresentaram um carater acido, com
énfase para a marca “C” como tendo o maior carater. Em seu trabalho, Cardoso et. al. (2013) concluiu
que um pH de até 5,5, aproximadamente, ja é suficiente para enfraquecer e desmineralizar a
superficie do esmalte.

Ja o potencial antioxidante, todas as amostras apresentaram um potencial antioxidante pelo

método utilizado, sendo que a amostra “H” apresentou-se com maior potencial.
Concluséo

Em nossos estudos, concluimos que as amostras continham uma atividade antioxidante, desde
leve (20,00%) a acentuada (68,57%), 0 que nos leva a sugerir que a ingesta destes produtos néo
sejam realizadas de maneira indiscriminada. Novos estudos estdo sendo realizados com outros

radicais a fim de promover um comparativo reacional desta atividade.

Palavras-chave: Antioxidantes, Atividade Antioxidante, Sucos Processados.
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Introducéo

Vitex Castus agnus L. (VAC) é conhecida popularmente no Brasil como Alecrim d’angola ou Pau
d’angola, pertence a familia Verbenaceae. Alguns efeitos farmacolégicos vém sendo estudados, dos
quais se destacam os relacionados a clinica ginecolégica, tais como controle dos niveis de
progesterona, da secre¢do de prolactina e alivio dos sintomas da sindrome pré-menstrual e da
mastodinia ciclica (OLIVEIRA, 2005). Existem evidéncias de que VAC possua também fitoestrogénios
baseado na atividade estrogénica que extrato de VAC teve sobre cultura de células da granulosa
humana (JARRY et al., 2006). A utilizacdo de adjuvantes tecnolégicos adequados, juntamente com a
tecnologia de secagem por pulverizagdo constitui um passo importante para a determinagdo da
estabilidade e qualidade de extractos de plantas adequadas. Extratos secos por pulverizacdo de plantas
medicinais sdo de grande interesse para a industria farmacéutica, porque algumas propriedades
tecnolégicas, tais como taxa de fluxo, a solubilidade, compressdo pode ser alterado e,
conseqientemente, a biodisponibilidade pode ser influenciado (OLIVEIRA et al, 2010). Considerando
que a qualidade do extrato vegetal seco é primordial para que a qualidade do produto final seja atestada,
este trabalho objetiva a obtencdo e caracterizacdo das propriedades reoldgicas de extrato seco

padronizado de VAC como contribuicdo para o desenvolvimento de fitoterapicos.

Metodologia

As amostras das folhas de VAC foram coletadas no Horto de Plantas Medicinais da
Universidade Federal do Piaui, o modelo de voucher n° 18.885, foi depositado no Graziela Barroso
Herbario da Universidade Federal do Piaui. Antes da preparacao do extrato liquido, determinou-se a
umidade residual das folhas trituradas e secas, conforme metodologia descrita na Farmacopéia
Brasileira (2010) e a determinacéo do teor extrativo (DEUTSCHES, 1986). Os extratos foram obtidos por
maceracdao, durante 5 dias, ao abrigo da luz, usando as folhas secas e trituradas como material vegetal
e como liquido extrator o etanol a 70°GL, numa proporcdo de 1:10 e em seguida realizada a
determinacéo do teor de residuo seco e depois seco por spray dray tipo Secador de B-290, BUCHI com

adicdo de adjuvante tecnol6gico. O Dioxido de silicio coloidal (Aerosil®200) foi utilizado como adjuvante
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tecnolégico na obtencdo do extrato seco na proporcao de 30% do residuo seco. A determinacao
do tamanho das particulas do p6 seco nebulizado foi determinada por medida do didametro de particulas
500 usando um microscépio 6ptico com uma escala calibrada fase micrémetro (LEITZ BIOMED-Leica)
usando lente de 40x. As caracteristicas reolégicas do p6 foram avaliadas através da determinacdo do
angulo de repouso, densidade aparente e densidade de compactacdo, Fator de Hausner, velocidade de

escoamento e o indice de compressibilidade ou indice de Carr (ANSEL, 2000).

Resultados e Discusséo

Os resultados da determinagdo da umidade residual, teor extrativo e residuo seco sao
apresentados na tabela 1. Os resultados do estudo das propriedades reolégicas do extrato seco estédo

representados na tabela 2.

Tabela 1 — Andlise da qualidade do material vegetal de Vitex agnus castus L. E rendimento do processo
de extracao.

Umidade residual (% m/m) Teor de extrativos (% m/m) Residuo seco % (m/m)
X (DP %) X (DP %) X (DP %)
8, 44 (0,33) 24,04 (0,03) 3,10 (0,07)

X. valor medio; DP: desvio padrao. Fonte: Laboratorio de controle de qualidade e tecnologia
farmacéutica da UFPI.

Tabela 2 — Analise das caracteristicas reologicas dos extratos secos de Vitex agnus castus L. Os
dados referem-se & média de trés determinagdes.

Ensaios Extrato Seco Referéncia
Angulo de repouso (°) 25,3° Até 40°
Velocidade de Escoamento 8,02s Até 10 s
Densidade bruta (g/mL) 0,19 -
Densidade de compactacéo 0,25 -

Fator de Hausner 1,33 Inferior a 1,25
indice de Carr (%) 25% Inferior a 15%
indice de Compactabilidade (mL) 10 Inferior a 20mL
Diametro Médio das Particulas (um) 2,62 um -
Umidade residual do extrato seco 3,05% 6% a 7%

°: graus; s: segundos; mL: mililitros. Fonte. Laboratorio de controle de qualidade e tecnologia
farmacéutica da UFPI

Discusséo

As caracteristicas tecnoldgicas do extrato seco obtido a partir de extrato liquidos de plantas
medicinais sdo de fundamental importancia de maneira a auxiliar na escolha dos excipientes adequados
a formulacdes e em definicdes de técnicas de producdo para obter um produto final com qualidade. A
determinacdo da umidade residual € um processo crucial na obtencao de produtos de qualidade, uma

vez que a umidade acima de 14% nas drogas vegetais favorece o desenvolvimento
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de fungos e bactérias. Neste caso tanto as folhas trituradas quanto o extrato seco apresentaram
indices de umidade residual abaixo dos limites preconizados pela Farmacopéia Brasileira, conforme
dados das tabelas 1 e 2. A granulometria dos pds, assim como o estudo das propriedades reol6gicas
é primordial no desenvolvimento de formas farmacéuticas sélidas uma vez que interfere na escolha
de diferentes excipientes e processos de fabricagdo que podem influenciar na qualidade final do
produto. O extrato seco obtido da VAC foi classificado como um p6 finissimo (2,61um), esta
caracteristica pode ser devido a utilizagdo do diéxido de silicio coloidal como adjuvante de secagem,
e do teor de soélidos em suspensdao no extrato liquido, ocasionando a formacdo de agregados
finissimos. O Fator de Hausner € um indicativo indireto da estabilidade de empacotamento. Quanto
mais préximo de 1, mais estavel é o sistema de empacotamento. Outro parametro importante que se
pode obter apartir das densidades bruta e de compactacéo é o Indice de Carr (IC), que caracteriza o
poé quanto a sua capacidade de fluxo e grau de empacotamento. Valores de IC até 15% indicam pés
com bom fluxo e empacotamento estavel, enquanto que valores superiores a 25% caracterizam
particulas de baixa fluidez (MARSHALL, 2001). Valores inferiores a 20mL determinados no indece de

Compressibilidade sugerem que o p6 apresenta propriedades que favorecem acompressao.

Conclusao

O didmetro médio das particulas foi de 2,61um sendo classificado como um pé finissimo. De
acordo com as propriedades redlogicas o extrato seco de VAC apresenta caracteristicas
farmacotécnicas que necessitem de excipientes que favore¢cam ao fluxo e compressibilidade se os
extratos secos forem usados no desenvolvimento de formas farmacéuticas sélidas, tais como
comprimidos e capsulas.

Palavras-chave: Vitex agnus castus L; extrato seco; spray dray.

Referéncias

ANSEL, H.C.; POPOVICH, N.G. & ALLEN JR., L.V. Farmacotécnica: formas farmacéuticas ev
sistemas de liberacdo de farmacos. 62.ed. Sdo Paulo: Premier, 2000.

DEUTSCHES Arzneibuch. 9. Ausgabe. Stuttgart: Wissens Chafttiche, 1986.

FARMACOPEIA Brasileira, 5 ed. Sdo Paulo: Ateneu, 2010.

JARRY J, SPENGLER B, PORZEL A. Evidence for estrogen receptor [beta]-selective activity of Vitex
agnus-castus and isolated flavones. Planta Medica, v. 69, p. 945-947, 2006.

MARSHALL, K. Compresséao e consolidacdo de sélidos em pé. In: LACHMAN, L.; LIEBERMAN, H. A;
KANING, J. L. Teoria e pratica na industria farmacéutica. Lisboa: Fundagao Calouste Gulbekian, v.
1, p. 113-170. 2001

OLIVEIRA, O. W. PETROVICK, P.R. Secagem por asperséo (spray drying) de extratos vegetais: bases
e aplicacdes. Revista Brasileira de Farmacognosia. V. 20, n.4, 2010.

OLIVEIRA, A. B. LONGHI, J. G. ANDRADE, C. A. MIGUEL, O. G. MIGUEL, M. OLIVEIRA, J.C.M.
Estudo farmacoldgico da Vitex agnus-castus L (ag&o antinociceptiva e toxicidade aguda do
extrato aquoso). Aracaju, 2005. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) 60 f. Nucleo de
P6s-Graduacao e Pesquisa em Medicina, Universidade Federal de Sergipe, 2005.

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

114



| SIMPOSIO NORDESTINO DE RECURSOS
- NATURAIS E POTENCIALIDADES
% TERAPEUTICAS

p De 17 a 19 de junho de 2015 - Auditorio do CTT/UFPI Teresina - Pl

Estudo fitoquimico do extrato etandlico das vagens de Samanea tubulosa (Benth.)
Phytochemical study of the ethanol extract of pods Samanea tubulosa (Benth.)

Paulo Alex Bezerra Sales?®; Marllos Henrique Vieira Nunest*;Emanuela Ribeiro Moura?!; Jamylla Mirck
Guerra de Oliveiraz; Marina Rebeca Soares Carneiro de Sousat; Jamilly Erica Sousa Campelo?;

Amilton Paulo Raposo Costat

1Universidade Federal do Piaui, Teresina, Piaui, Brasil
marllos_ivete@hotmail.com

2 Universidade Federal do Piaui, Bom Jesus, Piaui, Brasil

Introducao

A Samanea tubulosa (Benth.), pertence a familia Leguminosae, tem distribuicdo desde o
Paraguai, Argentina e Bolivia a varios estados brasileiros, é popularmente conhecida como bordao- de-
velho no Brasil, tendo uma ampla utilizacdo na alimentagdo animal e humana, havendo inclusive
producdo de etanol a partir da fermentacdo de seus frutos (LORENZI; SOUZA, 1995; CARVALHO,
2007).Na medicina popular, essa planta é utilizada para o tratamento de infecgBes cutaneas,
inflamagbes gastricas e infestacdes parasitérias ja foi descrita (CRUZ, 2006). Os processos de
prospeccdo fitoquimica séo de extrema importancia, pois permitem identificar quais classes de
metabdlitos secundarios e/ou principios ativos estdo presentes em determinada amostra vegetal e, a
partir dai, orientar a extracdo e/ou fracionamento de extratos para isolamento de compostos de maior
interesse (PAULISTA et al., 2009). Considerando-se a importancia de se obter maiores esclarecimentos
acerca dessa espécie, este estudo foi realizado com o objetivo de analisar a composi¢éo fitoquimica do
extrato etandlico das vagens de Samanea tubulosa.

Metodologia

Uma amostra de Samanea tubulosa (Benth.) foi coletada em novembro de 2013 no Centro de
Ciéncias Agrarias (CCA) (Teresina, Piaui, Brasil), localizadas no Campus da Universidade Federal do
Piaui, e foi identificada no Departamento de Biologia da mesma instituicdo. Uma exsicata (TEPB 27.261)
foi catalogada no herbario Graziella Barroso, Teresina, Piaui, Brasil. O extrato etandlico das vagens foi
preparado a partir de frutos secos em estufa a 45+1 C, que foram triturados em moinho elétrico e
submetidos a maceracdo com etanol a 99,5% durante sete dias a temperatura ambiente com trocas
sucessivas, e ao abrigo de luz. O extrato foi concentrado por evaporacao rotativa a 50°C, e, em seguida,
acondicionados em frascos e guardados em geladeira, para posterior liofilizacdo. Inicialmente uma
solucédo de estoque do extrato da espécie foi preparada, e 1,0 g de cada amostra foi dissolvida em
solugéo etandlica. Os testes fitoquimicos foram realizados de acordo com a metodologia adaptada de
Matos (2009) e Costa (2007), buscando a triagem dos seguintes metabdlitos secundarios: fendis e
taninos; antocianinas, antocianidinas e flavondides; Leucoantocianidinas, flavanonas e catequinas;

flavonadis, flavanonas e flavanondéis, xantonas; esteréides e triterpenos, saponinas; e alcaléides.
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Resultados e discusséo

O extrato etandlico da espécie Samanea tubulosa (EEST) apresentou varias classes de
metabdlitos secundéarios nos testes fitoquimicos realizados (Tabela 1). Varios compostos bioativos
descritos na literatura cientifica como alcaloides, saponinas, flavonéides, taninos, flavonas, flavanonas,
flavonois e catequinas foram encontrados. Dentre esses compostos, constatou-se a forte presenca de

alcaloides, catequinas e taninos, sugerindo que efeitos medicinais podem advir dos mesmos.

Tabela 1- Resultados da abordagem fitoquimica do extrato etanélico da Samanea tubulosa

TESTE EXTRATO
Acidos fixos fortes -
Alcaldides +++
Antocianidinas 0
Antocianinas 0
Catequinas +++
Esterdides ++
Fenodis simples 0
Flavonoides 0
Flavanonas ++
Flavonois S
Flavononas S
Flavononois S
Leucoantocianidinas 0
Saponinas ++
Taninos +++
Triterpenoides 0
Xantonas S

Nota: *PARAMETROS: néo realizado (-), ausente (0), suspeito (S), fraco (+), médio (++), forte (+++).
EEST- Extrato etandlico das vagens de Samanea tubulosa.

A triagem fitoquimica do EEST constatou uma forte presenga de compostos polifendlicos que
possuem efeitos antioxidantes, efeito esse ja observado em diversos estudos sobre sua presenca em
extratos de plantas, entre eles se destacam os taninos e catequinas (VAN ACKER et al.,, 1996).
Alcaléides e saponinas também tiveram suas presencas evidenciadas de forma relevante no EEST, no
qgual agem diretamente sobre a inflamacdo, inibindo a atividade enzimética dascicloxigenases e
lipoxigenases(HAMBURGER, 2002; LEUNG et al., 2005; COSTA et al. 2008).Portanto, as andlises
fitoquimicas do EEST demonstram a presenca de diversos compostos bioativos capazes de
desencadear extensos efeitos bioldgicos, o que demonstra a necessidade de novos estudos para
avaliacdo dos efeitos terapéuticos dessas substéncias no organismo, para que possam ser utilizados de

forma segura em cosmeéticos, alimentos e demais possiveis aplicagées.

Conclusao

A abordagem fitoquimica do extrato etandlico das cascas de Samanea Tubulosa mostrou a
presenca dos seguintes constituintes: alcaldides, saponinas, taninos, flavanonas,flavononois,

flavononas,flavonois e catequinas.

Palavras-chave: Plantas tdxicas; toxicologia; extrato.
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Introducéo

Casearia sylvestris, vulgarmente conhecida como guagatonga tem sido amplamente utilizada na
medicina popular brasileira com propriedades antissépticas, anti-inflamatérias e anti-ulceras. A grande
maioria dos compostos isolados das folhas de C. sylvestris é representada por clerodanos, um novo
grupo de diterpendides com atividade biolégica. H& um aumento constante no niumero de clerodanos
diterpendides gracas a ensaios de fracionamento bioguiado, mostrando que muitos deles, especialmente
0s ricos em oxigénio, possuem propriedades antifingicas, antibacterianas e de repeléncia em insetos
(ORBELIES et al., 2002; HUANG et al., 2004).

Metodologia

Artemia salina: Inicialmente serd realizado um screening toxicolégico com todas as amostras,
fazendo uso da metodologia proposta por MCLAUGHLIN et al. (1991), que utiliza microcrustaceo A. salina
da classe Anostrac como bioindicador de toxicidade. Primeiramente, os ovos de A. salina serdo eclodidos
em &gua de salinidade a 12 ppm e apds 48 h, os metanauplios serdo coletados para 0s bioensaios,
devido sua maior sensibilidade nessa fase de crescimento. Em seguida, serdo preparadas solucfes das
amostras a serem testadas nas concentracdes 1, 5, 10, 25 e 50 ug e adicionadas 10 microcrustaceos em
cada frasco, sendo a contagem das sobreviventes realizada ap6s
24 horas. Apos a analise dos resultados, o procedimento serd repetido em concentragdes intermediarias
na tentativa de encontrar a concentracéo que mata 50% dos microcrustaceos e entdo determinar a ClLso,
por meio da andlise de PROBIT, fazendo uso do programa estatistico SPSS Statistic 20.

Screening hipocratico: Camundongos Swiss machos (25-30 g; 2 meses de idade) foram
tratados com solu¢Bes nas concentragbes de 12,5; 25; 50 e 100 mg/kg por via intraperitoneal e nas
concentracdes de 50, 100, 200 e 400 mg/kg por via oral; o controle negativo foi feito com solucéo de
dimetil sulféxido a 5% tanto para a via intraperitoneal quanto para a via oral. Os animais foram

observados seguindo o screening hipocratico nos intervalos de 30 minutos, 1, 2, 3 e 4 horas apds
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administracdo da solucdo. Os camundongos foram observados uma vez ao dia no dia seguinte ao
tratamento, e ap6s isso em dias alternados durante 15 dias. Os resultados foram anotados e organizados
em tabelas.

Resultados
Tabelal. Efeitosde dose Unica defragcdo etandlica das folhas de Casearia sylvestris

administrada por via intraperitoneal em camundongos machos.

EFEITOS
Dose Morte/Tot Laténcia de ) o
N . Sintomas de Toxicidade
(mg/kg) al Mortalidade (h)
Controle Respiracdo aumentada, auséncia de reflexo
02 0/3 -
negativo corneal, piloeregéo, tremores.
Piloerecao, respiracdo aumentada, ataxia,
12,5 03 0/3 - . -
contorcao, straub, tremores, irritabilidade.
Respiragdo aumentada, piloerecéo, tremores,
25 03 0/3 - )
ataxia, contorgéo.
Ataxia, frénito vocal, respiracdo aumentada,
50 03 0/3 S ; -
piloerecéo, diarreia, contor¢éo.
Respiragdo alterada, tremores, piloerecéo,
100 03 1/3 24

diarreia, straub, ataxia, anestesia.

Fonte: Laboratdrio de Cancerologia Experimental (LabCancer®).

Tabela 2. Efeitosde dose Unica de fracdo etandlica das folhas de Casearia sylvestris

administrada por via oral por gavagem em camundongos machos.

EFEITOS
Dose Laténcia de ; .
N  Morte/Total ; Sintomas de Toxicidade
(mg/kg) Mortalidade (h)
Controle i . . L
. 03 0/3 - Piloerecédo, contorcao, respiracéo aumentada.
negativo
50 03 0/3 - Piloerecéo, lacrimagéo, contorgéo.
Respiragdo aumentada, straub, tremores,
100 03 0/3 - _ )
piloerecao, frénito vocal.
Frénito vocal, tremores, straub, piloerecao,
200 03 0/3 = i
ataxia, contorcéo.
Frénito vocal, piloerecdo, hiperatividade,
400 03 0/3 -

respiragdo aumentada, ataxia, straub, diarreia.

Fonte: Laboratério de Cancerologia Experimental (LabCancer®).
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Discusséo

As TABELAS 1 e 2 mostram os sintomas de toxicidade observados durante os 15 dias de
tratamento nos animais que receberam a substancia por via oral ou por via intraperitoneal. A fracédo
etandlica de C. sylvestris administrada por via oral apresentou menos sintomas tdxicos nos
camundongos observados, mesmo a concentracdo administrada aos animais sendo maior que a
administrada por via intraperitoneal. Apesar de todos esses sintomas causados, a substancia matou
apenas um camundongo, como mostra a TABELA 1.

O aumento da concentracdo da fragdo resultou em diminuicdo do nimero de microcrustaceos
vivos. Por meio da andlise de PROBIT, obteve-se a CLso equivalente a 47,38. Meyer et al. (1982)
estabeleceram uma rela¢do entre o grau de toxicidade e a dose letal média, CLso, apresentada por
extratos de plantas sobre larvas de A. salina, desde entédo, considera-se que quando séo verificados
valores acima 1.000 pg mL-1, estes, sdo considerados atoxicos. Portanto, a fragcdo casearina pode ser
considerada toxica.

Concluséao

A fracdo etandlica de C. sylvestris administrada por via oral apresentou menos efeitos toxicos
nos camundongos observados, mesmo a concentracdo administrada aos animais sendo maior que a
administrada por via intraperitoneal. Mostrando que a substancia quando aplicada por gavagem causa
menos efeitos adversos ao animal. Ja o teste frente a A. salina mostra que a substania apresenta

toxicidade.

Palavras-chaves: Casearia Sylvestris; Toxicidade; Artemia salina.

Referéncias

McLAUGHLIN, J.L.; CHANG, C-J.; SMITH, D.L. In: Studies in Natural Products, v.9, Ed. Atta-ur-
Rahman, Elsevier Science Publishers B.V., Amsterdam, p.383-409, 1991.

MEYER, B.N. et al. Brine shrimp: a convenient general bioassay for active plants constituents. Planta
Medica, v.45, p.31-4, 1982.

ORBELIES et al., 2002; In: Determinacao do potencial antitumoral de diterpenos isolados das folhas
de Casearia sylvestris Swarts. Ceara: 2006. Disponivel em:

< http://www.repositorio.ufc.br/ri/bitstream/riufc/2616/1/2007_dis_pmpferreira.pdf>; visitado em
10/01/2015.

HUANG et al., 2004; In: Determinacéo do potencial antitumoral de diterpenos isolados das folhas de
Casearia sylvestris Swarts. Ceara: 2006. Disponivel em:

< http://lwww.repositorio.ufc.br/ri/bitstream/riufc/2616/1/2007_dis_pmpferreira.pdf>; visitado em
10/01/2015.

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

120


http://www.repositorio.ufc.br/ri/bitstream/riufc/2616/1/2007_dis_pmpferreira.pdf
http://www.repositorio.ufc.br/ri/bitstream/riufc/2616/1/2007_dis_pmpferreira.pdf

| SIMPOSIO NORDESTINO DERECURSOS
- NATURAIS E POTENCIALIDADES
% TERAPEUTICAS

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

Avaliacdo da atividade androgénica e antiandrogénica de ratos tratados com extrato etandlico
de Simarouba versicolor

Evaluation of Androgenic and antiandrogenic activity in rats treated with ethanol extract of
Simarouba versicolor

Ana Paula Gomes Pereira Cunha?; Maria Zenaide de Lima Chagas Moreno Fernandes?; Rozeverter
Moreno Fernandes?; Ana Liz Bezerra Barradas Mineiro?; Ykro Talvanis Duarte Cavalcante?; Marllos
Henrique Vieira Nunes!; Emanuela Ribeiro Moura?;

1.Graduandos de Med. Veterinaria/Centro de Ciéncias Agrarias/Universidade Federal do Piaui

2. Depto.Bioguimica e Farmacologia/Centro de Ciéncias da Saude/ Universidade Federal do Piaui
3. Depto. Morfofisiologia Veterinaria, Centro de Ciéncias Agrarias/Universidade Federaldo Piaui

4. Depto. Clinica e Cirurgia Veterinaria/ Centro de Ciéncias Agrarias/Universidade Federal do Piaui
5. Mestrado em Ciéncia Animal/ Centro de Ciéncias Agréarias/Universidade Federal do Piaui
zenaidemoreno@gmail.com

Introducéo

Apesar da crescente importancia dos medicamentos fitoterdpicos, relativamente poucos
estudos foram realizados a fim de comprovar sua eficicia e seguranca, sendo que muitas plantas
ainda séo utilizadas com base somente no seu uso popular (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006). Entre
elas destaca-se a Simarouba versicolor, também conhecida como pau-paraiba, pertencente a familia
Simaroubaceae, a qual compreende 28 géneros com 25 espécies. Plantas do género Simarouba,
especialmente da espécie S. versicolor, possuem ampla atividade biolégica comprovada. Entretanto,
os estudos de sua influéncia sobre a reproducdo dos mamiferos sdo escassos na literatura cientifica
atual, o que mostra a importancia do presente projeto que visa avaliar a atividade androgénica e
antiandrogénica de ratos tratados com extrato etanélico de S.versicolors (EESv).

Metodologia

Para a avaliacdo da atividade androgénica e antiandrogénica, foram utilizados 64 ratos,
divididos em oito grupos com dez animais mantidos em caixas de polipropileno contendo 4 e 5 animais
em cada caixa, respectivamente, por grupo experimental (Quadro 1). A metodologia adotada foi a de
Hershberger et al. (1953) preliminarmente os animais foram anestesiados com associa¢do de cetamina
(90 mg/kg, i.p.) e xilazina (2 mg/kg, i.p.) e em seguida submetidos a orquiectomia, sendo
posteriormente deixados em repouso por 30 dias para completa recuperacéo do processo cirlrgico.

Apo6s 07 dias de tratamento experimental, os animais foram eutanasiados com sobredose de
tiopental sédico (100 mg/kg, i.p.). Em seguida, o sangue foi coletado para dosagem hormonal e a
prostata e vesiculas seminais por serem andrégeno-dependentes foram removidas, pesadas
seccionadas e colocadas em frascos com solugdo para posterior estudo histopatolégico. Para as doses
do extrato em que a média de peso das glandulas foi superior & média do grupo controle, considera-se

gue houve atividade androgénica, quando inferior ao grupo testosterona, considera-se que houve
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atividade antiandrogénica.

Para avaliagcdo microscépica os érgaos foram re-seccionados e submetidos ao processamento
histopatoldgico: desidratacdo em xilol, impregnacdo e inclusdo em parafina. Em micr6tomo, os
fragmentos tissulares foram seccionados em espessura de 3um e submetidos a coloragdo com
hematoxilina-eosina e examinados microscopicamente para a verificagdo de possiveis alteraces
histopatoldgicas (BECAK; PAULETTE, 1976; TOLOSA et al., 2003).

Quadro 1: Distribuicdo de grupos experimentais para a avaliacdo da atividade androgénica e

antiandrogénica.

. Vias de
N Grupos Posologias administraco
og Controle (-) (H20d + 0.m.) 10 mL/kg - H20d + 1 mL/kg - 0.m. V.0. +i.m.
08 EESv1+o.m. 10 mg/kg + 1 mL/kg — 0.m. V.0. +i.m.
08 EESv2+o.m. 20 mg/kg + 1 mL/kg — 0.m. vV.0. +i.m.
08 EESv3+o.m. 40 mg/kg + 1 mL/kg — o.m. V.0. +i.m.
08 Controle (+) (H20d +T) 10 mL/kg - H20d + 5000 pg/kg V.0. +i.m.
08 EESv1+T 10 mg/kg + 5000 pg/kg v.0. +i.m.
08 EESv2+T 20 mg/kg + 5000 pg/kg v.0. +i.m.
08 EESv3+T 40 mg/kg + 5000 pg/kg v.0. +i.m.

Propionato de Testosterona (T); dgua destilada (H20d)-veiculo de diluicdo do EEtOH-CI;
Oleo de milho (0.m.)-veiculo de diluicdo do Propionato de Testosterona; niumero de animais
(n); via oral (v.0.); via intramuscular (i.m.).

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.). As analises
estatisticas foram realizadas com o programa estatistico, SPSS através da analise de varidncia
ANOVA One-way, seguida do teste de Tukey e teste de Boferroni, com nivel de significancia p<0,05.

Resultados e Discussao

Observou-se que os resultados neste experimento no grupo tratado apenas com o extrato da
S. versicolor na dose de 40mg/kg diferiu estatisticamente (P<0,05) do grupo controle negativo,
demonstrando que houve um aumento da massa relativa da vesicula seminal esquerda indicando uma
possivel atividade androgénica para esta concentracdo. Ou seja, na auséncia da testosterona o extrato
foi capaz de induzir um aumento da vesicula seminal. No entanto, quando associa a testosterona ao
EESv observou-se que o grupo tratado com o extrato na dose de 40mg/kg diferiu estatisticamente
(P<0,05) do grupo controle tratado apenas com testosterona (Tabela 1), demonstrando que houve uma
reducdo no aumento da massa da préstata indicando uma atividade anti-androgénica para esta
concentracdo, provavelmente isto tenha ocorrido devido a um antagonismo competitivo.

O estudo histopatolégico da prostata revelou que o EESv na dose de 40mg/kg demonstrou a
presenca de infiltrado inflamatério em 100% dos animais avaliados, sendo que um dos animais
apresentou prostatite. Este fato também pode ter contribuido para diminuicdo da massa da prostata
levando a um processo de atrofia do tecido prostatico. Esse resultado pode ser interessante do ponto
de vista terapéutico, o extrato podera ser usado no tratamento da hiperplasia prostatica. Neste estudo
verificamos principalmente a presenca da chamada Hiperplasia Reativa, onde a morfologia € normal e
ocorre apenas o aumento das dobras epiteliais e diminuicdo da secrecéo intra-alveolar. Por outro lado,

em animais tratados apenas com o0 extrato nas doses de 40; 20 e 10 mg/Kg, respectivamente,
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observa-se que o tecido ndo apresentou hipertrofia mas, uma atrofia proliferativa inflamatéria,
principalmente naqueles que receberam maior dose (Figura 1).

Tabela 01 Resultado da atividade androgénica e anti-androgénica através da avaliacdo da massa dos
orgéaos reprodutivos dos ratos do grupo controle negativo (agua destilada) e grupos tratados apenas

com EE-Sv (10, 20e 40mg/kg).

. Vesiculas Vesiculas
Tratamentos Massa corporal (g) Prostata Seminal (D) Seminal (E)
DMSO+H,0 294,77+£32,09 0,1319+0,062 0,0452+ 0,017 0,4596+0,015

EE-Sv 40 mg/kg
EE-Sv 20 mg/kg

EE-Sv 10 mg/kg

Testosterona
EE-Sv 40 mg/kg+
Testosterona
EE-Sv 20 mg/kg+
Testosterona
EE-Sv 10 mg/kg+
Testosterona

299,06 *+ 18,59
303,07 + 33,79
308,90 + 28,90
326,50+23,63

329,52 + 38,36
333,59 + 23,40

332,86 + 29,85

0,13394+0,040
0,1612+0,037

0,1097+0,035
0,2963+0,052

0,2754+0,059**
0,3640+0,035

0,3054+0,061

0,0779+0,017**
0,0718+ 0,03
0,0694+0,019
0,4371+ 0,074

0,3881+0,069
0,4409+ 0,113

0,4269+0,100

0,0740+0,014**
0,0819+ 0,042

0,0604+0,022
0,4177+0,127

0,4320+0,079
0,4601+ 0,107

0,3706+0,102

Valores expressos média + E.P.M. n= (8 animais/grupo). ANOVA ” two-way “seguida de pds teste
Bonferroni

Figura 1. Préstata. A) Normal; B) Atrofia inflamatdria proliferativa; C) Hiperplasia prostatica reativa.
Concluséo
No estudo da atividade androgénica, o EESv foi capaz de induzir o aumento das vesiculas

seminais, porém nao produziu o mesmo efeito na prostata. Quanto a atividade anti-androgénica a

maior dose foi capaz de impedir 0 aumento da prostata induzida pela testosterona.

Palavras-chave: Simarouba versicolor; Atividade (anti) androgénica;extrato etandlico.
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INTRODUCAO

O uso das plantas no tratamento e na cura de enfermidades é tdo antigo quanto a espécie
humana (MACIEL et al., 2002). Na caatinga nordestina as plantas medicinais s&o amplamente utilizadas
na medicina popular pelas comunidades locais. Estas comunidade possuem uma vasta farmacopéia
natural em boa parte proveniente dos recursos vegetais encontrados nos ambientes naturais ocupados
por estas populagdes, ou cultivados em ambientes antropicamente alterados (GOMES et al, 2008).

Espécies do género Croton L.sdo frequentemente utilizadas na medicina popular (na forma de
infusdes, chas e emplastos) para aliviar a dor, para tratamento de canceres, no alivio da constipagao
intestinal, no tratamento de diarreias e outras desordens digestivas, no controle da diabetes, na cura de
feridas, no tratamento da inflamacéo e da hipertenséo (SALATINO; SALATINO; NEGRI, 2007). O estudo
fitoquimico dos marmeleiros aponta um 6leo essencial de composi¢cdo complexa como responsavel pelo
aroma das folhas e cascas o qual contém pineno, cénfora, guaiazuleno, além de vérios outros
monoterpenos e sesquiterpenos (LORENZI; ABREU-MATOS, 2002).

O objetivo da pesquisa foi avaliar a atividade antioxidante e a toxicidade do Oleo essencial de

Croton sincorensis Mart. ex Muell. Arg. em diferentes horarios de coleta.

Metodologia

O estudo foi realizado no Laboratério de Ecologia - UECE. As coletas ocorreram na comunidade
de Cocal, na cidade de Vicosa do Ceara, a 348,8 km de Fortaleza, uma regido serrana com 638 m de
altitude, solo do tipo Podzoélico Vermelho Amarelo Equivalente Eutréfico, temperatura média de 23,5 °C
e precipitagdo pluviométrica anual de 1350. Foram coletadas de folhas verdes as 6 h, 12 h e 16 h, e

levadas para extracdo em destilador por arraste a vapor de agua.

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

124


mailto:giuliane@gmail.com

Atividade antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada pelo método de varredura do radical livre
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), descrito por Yepez et al. (2002). Em um tubo de ensaio, colocou-se
3,9 mL da solucao metandlica 6,5 x 10-5 M do radical livre DPPH. Em seguida foi adicionado ao tubo 0,1
mL da solugcdo metandlica da fragdo de acetato, testadas nas concentra¢des de 10.000, 5.000, 1.000,
500, 100, 50, 10 e 5 ppm, realizadas em triplicata. Apés 60 minutos, mediu-se entédo a absorbancia num
espectrofotdmetro Spekol no comprimento de onda de 515 nm.

O indice Varredor da amostra em percentual (IV%) foi calculado pela formula: V% = (ADPPH —
AAMOSTRA/ADPPH) x 100, onde A é a absorbéancia ao final dos 60 minutos. Os valores encontrados
foram aplicados no Programa estatistico Excel para o calculo da concentracdo que inibe 50% dos
radicais livres da solucdo. Na equacédo da reta: y = ax + b, y representa 50% do sequestro do radical
livre DPPH e x é a concentracdo da amostra que sequestra 50%, ou seja a concentracdo eficiente

(CEso0) das amostras analisadas. Comparadas ao padrao timol de CEso 0,02171 mg/ml.

Toxicidade

A toxicidade foi avaliada frente a Artemia sp., utilizando a metodologia proposta por Mc Laughlin
(1991). Os ovos de Artemia eclodiram em 4gua de salinidade a 12 ppm e apos 48 horas, as larvas foram
coletadas para os bioensaios. As diluicdes das amostras e do teste em branco séo realizadas em agua
do mar e 0,5 mL de dimetil sulféxido concentrado. Foram preparadas soluges em triplicata das
amostras a serem testadas nas concentra¢cdes 1000, 100, 10 e 1 ppm, e adicionadas 10 Artemia em
cada frasco, sendo a contagem das sobreviventes realizada apdés 24 horas. Apés a andlise dos
resultados foi calculado o CLso, que é a dose letal para 50% dos individuos de uma populagdo. As

amostras sdo consideradas ativas quando apresentarem valores de CLso < 1000 pg/mL.

Resultados e Discussao

Os resultados da atividade antioxidante e da toxicidade do 6leo essencial de C. sincorensis em
diferentes horarios de coleta estdo mostrados na Tabela 1. Avaliando os resultados obtidos podemos
observar que os horarios apresentam CEso aproximados e todos possuem atividade antirradical livre.
Alguns estudos tém mostrado que a ingestdo de antioxidantes reduz os riscos do aparecimento da
doenca de Alzheimer (DA) (ENGELHART et al., 2002).

Tabela 1 - Atividade antioxidante (CEso) e toxicidade (CLso) do 6leo essencial de de Croton
sincorensis Mart. ex Muell. Arg. em diferentes horarios.

Horérios CEso DPPH (mg mL-1) CLso (ug mL-1)
6h 1,73+0,14 298,32
12 h 1,14 + 0,09 52,09
16 h 1,36 £ 0,06 48,56
Timol 0,02171 -

CEso: concentracdo de amostra capaz de sequestrar 50% dos radicais DPPH. CLso: dose letal para 50%
dos individuos de uma populacgéo.

Fonte. Proprio autor.
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Segundo Siqueira et al. (1998) um extrato para ser considerado toxico deve apresentar uma
reposta de Clso para Artemia salina menor que 1000 pg/mL. Os horérios de 12 e 16 h apresentaram
valores de CLso muito inferiores, demonstrando um alto potencial toxico frente Artemia. O horario de 6 h

também apresentou atividade toxicolégica, porém com valores superior aos de 12 e 16 h.

Conclusao

O oleo essencial de C. sincorensis possui atividade antioxidante em todos os horarios

estudados. A toxicidade foi observada em todos os horarios, sendo o de 12 e 16 h os mais toxicos.

Palavras chaves: Marmeleiro branco; Planta medicinal; DPPH; Artemia.
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Introducéo

Espécies vegetais aromaticas tém sido utilizadas como uma fonte complementar para o
tratamento farmacolégico de diversas doencas (HAYTOWITZ; BHAGWAT; HOLDEN, 2013). Os 6leos
essenciais presentes nessas plantas sdo constituidos por varios metabdlitos secundarios, dentre eles
destacam- se os monoterpenos. O alfa-Felandreno (a-Fel) € um monoterpeno presente na constituicao
guimica de 6leos essenciais de diversas plantas aromaticas com propriedades farmacoldgicas como
antioxidante: Zingiber officinale Roscoe (CUMAN et al., 2006); analgésicas: Rosmarinus officinalis L.
(NAPOLI; CURCURUTO; RUBERTO, 2010) e anti-inflamatérias: Matricaria chamomilla L. (TOLOUEE
et al., 2010). Em estudos anteriores, o a-Fel demonstrou atividades anti-inflamatoria, antinociceptiva e
antioxidante, sendo importante verificar a sua toxicidade (LIMA et al., 2012; SIQUEIRA, 2012). O

objetivo deste trabalho foi investigar a toxicidade oral do a-Fel em ratas.
Metodologia

Foram utilizados ratas Wistar (170-230 g) tratadas com a-Fel (12,5, 25, 50 e 100 mg/kg) ou
veiculo (salina 0,9% em Tween 80 a 2%) (n=8), por 11 dias. As ratas foram pesadas antes e a cada
dois dias de tratamento e foi calculada a percentagem de ganho/perda de peso em relacdo ao peso
basal. Ao final do tratamento as ratas foram submetidas a eutanasia com alta dose de tiopental sodico
(i.p.), foi realizada a abertura da cavidade abdominal e colheita de sangue da veia cava inferior para a
determinacgédo dos niveis séricos de aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),
uréia e creatinina. Os érgaos (coracdo, pulmao, rins, figado e bago) foram removidos e pesados
imediatamente (Comité de Etica Animal / UFPI, N°. 82/2014). A andlise estatistica foi feita utilizando o

método de ANOVA duas vias, seguida pelo teste de Bonferroni.
Resultados

Em relacdo aos niveis séricos de marcadores de lesdo hepatica (AST e ALT) os resultados
indicam que as ratas que receberam a-Fel (12,5 25, 50 e 100 mg/kg/dia v.0.) uma vez ao dia durante

11 dias, ndo apresentaram alteragc6es nos niveis desses marcadores quando comparados com 0 grupo
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veiculo e o grupo sham (p>0,05). O tratamento subcrénico também n&o provocou alteragbes na

dosagem de uréia e creatinina quando comparados ao grupo tratado com veiculo e sham (p>0,05).

Tabela 1: Efeito do tratamento subcronico com a-Fel sobre o peso fresco de érgédos de ratas Wistar,
tratadas por 11 dias com a-Fel (12,5, 25, 50 e 100 mg/kg, v.0.) ou veiculo. No 11° dia os animais
foram sacrificados e retirados o coragédo, pulmdes, figado, rins e Bago para pesagem. Os valores sao
expressos em g/100 g de animal. Os dados representam a média + EPM. comparado com grupo
controle (p> 0,05, ANOVA duas vias, teste de Bonferroni).

Tempo Doses em (mglkg, v.0.
(dlias) Veiculo g-Fel 12,5 g-Fel 26 gFel 50 g-Fel 100 Diclofenacos  Sham

Coragdo 073 +001 07002 068003 065002 064 +003 07+002 065+003
Pulmoes 136 +007 124043 1201 126005 14019 127 £006 133 +005
Figado 60104 708:022 5903 631019 6,05 +042 69028 65038

Rins 148 £006 141003 136 +007 129010 131007 15005 135+006

Bago 08012 092+009 075+004 078+009 06005 086 +010 08 +006

Fonte. Nucleo de Pesquisa em Plantas Medicinais

Tabela 2: Efeito do tratamento crénico com a-Fel sobre o peso corporal de ratas Wistar, tratadas por
11 dias com a-Fel (12,5, 25, 50 e 100 mg/kg, v.0.) ou veiculo. Os animais foram pesados antes da
inducdo e a cada dois dias do tratamento. Os valores sdo expressos em g. Os dados representam a
média + EPM. comparado com grupo controle (p> 0,05, ANOVA duas vias, teste de Bonferroni).

Tempo Doses em _(mglkg, v.0.)
!gjg;] Veiculo g—FeI 12,5 ;_;-Fel 25 ;_;-Fel 50 ;_;-Fel 100 Diclofenace 5 Sham
D1 675191 65132 76 +£103 14122 0+15 583 £24  B1 07

D3 3252208 35 +155 58 08 52 +36 32 +132 133 +36 28 £10
D5 0£23 05119 24 +14 -1 £38 26 +116 6516 1308
D7 013 £275 225 +125 16 +04 34 33 16 +16 22200 21+08
D9 339 620 +170 08 193 16 £39 02+306 08333 5319

D10 45 £331 9 +0,81 16 223 18 £43 2+29 063 +28 55 +18

Fonte. Nucleo de Pesquisa em Plantas Medicinais

Discussao

A avaliacao da toxicidade foi realizada através da avaliagdo de enzimas hepéticas AST e ALT
gue sdo marcadores de hepatotoxicidade (CARVALHO et al.,, 2013; SHANG et al., 2014), uréia e
creatinina como indicativos de toxicidade renal (SINDHU; NISHANTHI; SHARMILA, 2015), mudancgas

no ganho de peso corporal e peso ponderado de 6rgdos (coragdo, rins, figado, pulmdo e baco)
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(ALSARRA et al.,, 2010). Nao ocorreu morte de nenhum animal nem foram observados sinais
comportamentais de toxicidade (por exemplo, convulsdes, apatia, dificuldades locomotoras) que
justificassem a eutanasia dos mesmo. Nenhum dos tratamentos produziu qualquer alteracdo nos
indicadores de toxicidade renal e hepatica, também ndo houve mudanca na percentagem de peso dos

orgaos em relacédo ao peso corporal dos animais (p>0,05).
Concluséo

O a-Fel nas doses empregadas por 11 dias via oral em ratas ndo provocou alteracdes
significativas nos niveis de ALT, AST, uréia e creatinina, no peso fresco de 6rgdos (coragéo, pulméo,

figado, rins e baco) e no peso corporal, sugerindo baixa toxicidade nessas condi¢cdes experimentais.

Palavras-chave: a-Felandreno. Monoterpeno. Toxicidade oral.
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Introducéo

Os ébleos essenciais séo oriundos de varios tipos de plantas arométicas e, em todo o mundo,
sdo utilizados, como produto farmacéutico, por sistemas tradicionais de medicina para uma variedade
de problemas de salde. S&o atribuidos a eles atividades antibacteriana, antifungica, anticancerigena,
antimutagénica, antidiabética, antiviral, anti-inflamatéria, e anti-protozoaria (RAUT, KARUPPAYIL,
2014). O monoterpeno terpinoleno (TPL) € um dos metabdlitos secundarios dos 6leos essenciais
presente em vérias espécies vegetais (BAKKALI et al, 2008), como Rosmarinus officinalis L. (CLEFF,
et al, 2012), Protium heptaphyllum M. (MARQUES, et al, 2010) e Tagetes patula L. (RESTELLO,
MENEGATT, MOSSI, 2009). Além da provavel participagdo desse monoterpeno em atividades
farmacoldgicas dos O6leos essenciais citadas anteriormente, também foi verificado atividade
antinociceptiva nos modelos de dor aguda (MOURA, 2012), ficando relevante estudar sua toxicidade.

O objetivo desta pesquisa foi identificar a toxicidade subcrénica do TPL em ratas.
Metodologia

O terpinoleno foi fornecido pelo Prof. Dr. Damido Pergentino de Sousa, membro do Laboratério
de Quimica de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos /UFPB. Foram utilizadas ratas Wistar (170-230
g/ n= 6-8) (Comité de Etica Animal / UFPI, N°. 82/2014), tratadas com TPL (3,125; 6,25; 12,5 e 25
mg/kg, v.0.) (MOURA, 2012) ou veiculo (salina 0,9% em Tween 80 a 2%, v.0.), por 10 dias
consecutivos. Os animais foram pesados antes e a cada dois dias de tratamento e foi calculada a
média de ganho/perda de peso em relacdo ao peso basal. No décimo dia de tratamento as ratas foram
eutanasiadas com alta dose de tiopental sédico (i.p.), foi realizada a abertura da cavidade abdominal e
coletado sangue da veia cava inferior para a determinacdo dos niveis séricos de alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), uréia e creatinina. Os 6rgdos (coracao,
pulma&o, rins, figado e baco) foram removidos e pesados imediatamente. A estatistica do trabalho foi

feita a partir da analise de variancia duas vias, ANOVA, seguida pelo teste de Bonferroni.

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

130


mailto:elza.mayara@hotmail.com

Resultados

TABELA 1. Ganho ou perda de peso de ratas que receberam tratamento crénico. Verificacdo

realizada a cada dois dias, do primeiro ao nono dia (D1-D9). Os valores representam a média *

E.P.M., com n = 6 a 9 ratas Wistar por grupo (*p<0,05, comparado ao veiculo, ANOVA duas vias,

seguida do Teste de Bonferroni).

GRUPOS (doses

em mg/Kg, v.0.) D1 D3 D5 D7 D9
Salina -7,89+1,80 -4,56 + 2,08 -2,33+2,78 -3,00 £ 2,70 0,11 + 3,87
TPL 3,125 -8,83 + 2,27 -5,33+1,76 -2,33+2,54 0,67 £ 2,33 4,33 + 2,58
TPL 6,25 -9,38 +£1,88 -3,75+2,14 1,50 + 2,45 1,75+ 1,51 8,00 + 2,10
TPL 12,5 -7,33+1,88 -5,89+1,12 -1,11 £1,96 -0,89 £ 2,20 3,11+1,92
TPL 25 -11,29+235 -786+1,71 -3,71+£2,40 -3,00 + 2,06 0,29 £ 3,87

Fonte. Nucleo de Pesquisa em Plantas Medicinais — NPPM/UFPI, 2014.

TABELA 2. Peso dos 6rgdos das ratas apés deis dias de tratamento farmacolégico. Os valores

representam a média + E.P.M., com n = 6 a 9 ratas Wistar por grupo (*p<0,05, comparado ao

veiculo, ANOVA duas vias, seguida do Teste de Bonferroni).

GRUPOS (doses

em mg/Kg, v.0.) Coracéo Pulmdes Figado Rins Baco
Salina 0,73 +0,02 1,39 +£0,08 6,69 + 0,44 1,49 £ 0,09 0,68 + 0,06
TPL 3,125 0,68 £ 0,02 1,37+ 0,10 7,38+0,22 1,47 £ 0,03 0,97 + 0,08
TPL 6,25 0,71+ 0,02 1,21 +0,08 6,91 +0,13 1,47 £ 0,03 1,01 £0,09
TPL 12,5 0,70 £ 0,02 1,33+0,06 7,02 + 0,40 1,43 +0,05 0,70+ 0,12
TPL 25 0,74 + 0,03 1,32+ 0,04 6,70 + 0,35 1,47 £ 0,04 0,79 + 0,05

Fonte. Nucleo de Pesquisa em Plantas Medicinais — NPPM/UFPI, 2014.

TABELA 3. Dosagens bioquimicas das ratas apés dez dias de tratamento farmacolégico crénico. Os

valores representam a média + E.P.M., com n = 6 a 9 ratas Wistar por grupo (*p<0,05, comparado

ao veiculo, ANOVA duas vias, seguida do Teste de Bonferroni).

GRUPOS (doses em mg/Kg, v.0.) ALT AST Uréia Creatinina
Salina 55,50+9,67 112,83+13,30 37,00+3,08 0,37 +0,02

TPL 3,125 55,33+5,58 94,33+8,85 30,17+4,13 0,45+0,06

TPL 6,25 57,14+6,37 104,29+9,45 38,29+359 0,33+0,02

TPL 12,5 58,17 +£10,07 105,67 +12,65 47,67 +3,11 0,37 +0,01

TPL 25 57,00 +£8,20 102,38+10,55 29,38+4,81 0,33%0,02

Legenda: ALT (aspartato aminotransferase), AST (alanina aminotransferase).
Fonte. Nucleo de Pesquisa em Plantas Medicinais — NPPM/UFPI, 2014,
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Discusséo

Com o tratamento subcrénico do TPL em varias doses, nao foi observado alteracdo no peso
das ratas e nem no peso de seus 6sgaos: coracdo, pulmao, figado, rins e baco; quando comparado ao
grupo controle. Em relagdo aos parametros bioquimicos, foi estudado a atividade sérica de ALT e AST,
como marcadores de fungdo hepatica, e de uréria e creatinina, como marcadores da funcéo renal
(ZHAO et al, 2011) . No presente estudo ndo foi verificado alteragdes significativas nestes quatro
indicadores usados para avaliagdo de toxicidade. A auséncia de toxicidade do TPL esta corroborando
com outros estudos, pois segundo Raut e Karuppayil (2014), 0Os éleos essenciais apresentam menor
toxicidade e genotoxicidade, capacidade de agir sobre varios alvos celulares e baixo custo de
producdo. Além disso, Siddhartha e Mahua, (2013), acrescentam que os Oleos vegetais mostram um

papel protetor contra o estresse oxidativo renal.
Conclusao

O monoterpeno TPL ndo apresentou toxicidade apds tratamento oral subcrdnico por dez dias,
pois ndo se identificou alterac@o nos parametros hepaticos e renais, também nao foi observado ganho

ou perda de peso dos animais e nem alteragédo do peso médio de seus 6rgaos.

Palavras-chave: Monoterpeno. Terpinoleno. Toxicidade.
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Introducéo

O uso de plantas medicinais desde os tempos remotos até os dias atuais vem crescendo
consideravelmente. Tais medicamentos naturais sdo usados para prevencdo como tratamento de
variadas enfermidades, promovendo por muitas vezes efeitos eficazes (MENGUE et al., 2001). A
arvore de copaiba pertence a familia Leguminosae, subfamilia Caesalpinoideae e ao género Copaifera,
sendo comumente encontrada na América Latina e Africa Ocidental (YAMAGUCHI, 2012). Da arvore
da copaiba é extraido um 6éleo-resina, de cor que varia de amarelo ouro a marrom, dependendo da
espécie (PIERI, et. al., 2009). Através da andlise cromatografica do éleo de copaiba foi verificado que
ele é composto por sesquiterpenos e diterpenos (MONTES, et. al., 2009). O principal sesquiterpeno é
o0 beta-cariofileno. Esse é responsavel pelo aroma e também pela atividade anti-inflamatéria (SILVA, et.
al., 2012), testadas tanto in vitro quanto in vivo (ZIECH, et. al., 2013) assim como a¢des antibacteriana,
antifiingica e antiedémica, e o beta-bisaboleno, analgésico (YAMAGUCHI, 2012). Tendo em vista o
acentuado uso de 6leo da copaiba para diversos fins e ainda sendo um pouco desconhecido seus

efeitos, foram feitos testes para avaliar a possivel toxicidade e danos oxidativos do 6leo de copaiba.
Metodologia

Com o objetivo de identificarmos a presenca de substancias toxicas e genotdéxicas em
determinada substancia, foi escolhido o teste de muta¢do cromossdmica com Allium cepa. Utilizou-se 3
amostras do 6leo puro de copaiba, permanecendo os bulbos da cebola expostos por 48 horas em
camara escura. Foram usados dois controles: Positivo (solugdo de sulfato de cobre a 0,0006 mg/mL) e
negativo (agua desclorificada). A fim de se obter a diferenciacdo, seja qualitativa ou quantitativa, da
capacidade antioxidante e oxidativa, utilizou-se a espécie Saccharomyces cerevisiae para testar o 6leo

puro nas diluicdes de 25, 50 e 100 com DMSO. Em placas com agarose foram expostas as diluicdes
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do 6leo da copaiba as leveduras proficientes (SODWT) para danos oxidativos, e (SOD1, SOD2 e
CAT1) mutadas em defesa antioxidante. Como controle positivo o peroxido de hidrogénio. Apés 72
horas na estufa para o desenvolvimento das leveduras, foram observados crescimento, como
também inibicdo, fazendo assim logo em seguida as medicdes das leveduras para a realizacdo dos
resultados a partir do GraphPad Prism® 5.00.

Resultados

A exposicdo do A. cepa ao 6leo da copaiba da espécie C. langsdorffii, por 48 horas em camara
escura, observou-se que em meristemas de raizes de A. cepa a copaiba pura apresentou toxidade
pela inibicdo do crescimento de suas raizes. Desta forma, o dleo da copaiba, caracteriza uma
substancia nociva para um organismo vivo ou para uma parte especifica desse organismo. Em teste de
leveduras da espécie S. cerevisiae colocado em exposi¢cdo com Oleo da copaiba puro e diluido em
H202 (Tabela 1), a SODWT, SOD1 e SOD2 apresentaram danos oxidativos, porém nao ocorreu o
mesmo na SOD2 e CAT1, onde a copaiba inibiu os danos do peréxido de hidrogénio, ou seja, tem

atividade antioxidante, com significancia para p<0,0001 em relacdo ao peroxido.

Tabela 1 — Estatistica teste leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae com 6leo da copaiba,
apontando significancia para SODWT, SOD1 e SOD2, apresentando danos oxidati-vos e significancia

P<0,0001 em relacdo ao peroxido de hidrogénio para SOD2 e CAT1, apon-tando efeito antioxidante.

PRODUTO SODWT SOD1 SOD2 SOD1/SOD2 CAT CAT/SOD1
Copaiba 25% 0,72 £00,9 0,57 +£0,12 0,58 £00,1 0,55+0,5 0,87+0,18 0,62 00,9
Copaiba 50% 0,67 +00,5 0,67 + 00,4 0,81+0,19 0,62+0,9 0,72 +0,26 0,37+ 00,9
Copaiba 100% 0,82 +£00,9 0,90+0,14 1,07+0,24 0,72 +0,42 0,82 +00,9 0,65+0,12
Copaiba 25% + H202 | 0,67 + 00,5 0,72 +0,20*** | 0,87 0,21 0,55 £ 0,12%** 0,60 +00,8** | 1,0 +00,8***
Copaiba 50% + H202 | 1,50 + 0,21** | 0,76 £ 0,15** | 1,0 £ 0,41*** 1,0+ 0,18** 1,02 £0,12** | 0,40 £ 0,21***

Copaiba 100% + | 2,12+0,15** | 1,05+ 0,10** | 1,06 £ 00,1*** | 0,65 * 0,12*** 0,82 +00,9** | 0,52 + 0,22***

H202

SALINA 0,17 + 0,09 0,77 +00,9 0,66 +0,15 0,77 +00,9 0,77 +00,9 0,62 +00,9

H202 8,25 £ 0,95%* | 13+ 2,1*** 12,75 + 13221 1321 14+21
0,35+

DMSO 0,30 £ 00,8 0,70 +0,14 0,81 +0,15 0,70+0,14 0,7+0,14 0,72+0,12

VITAMINA C 0,42 +00,9 0,42 +00,9 0,52 +0,14 0,47 00,4 0,42 + 00,9 0,42 +00,9

Fonte. Pesquisa direta

Discusséo

Segundo Cavalcanti et al., (2006) alguns estudos anteriores com 0 6leo da copaiba em
padrdes reprodutivos de camundongos e no desenvolvimento embrio-fetal mostra que o ganho de peso
materno e o peso relativo dos 6rgdos nao sofrem alteracBes causadas pelo tratamento com 6leo de
copaiba, portando, fica claro que este fitoterapico ndo apresenta toxicidade para as fémeas tratadas,
pois a alteragdo desses parametros € um indicador de toxicidade materna. Na avaliagcdo do efeito do
oleoresina de copaiba (Copaifera sp.) na proliferagéo celular in vitro demonstraram uma clara influéncia
positiva do oleoresina de copaiba sobre a proliferacdo celular, principalmente quando utilizou-se as

diluicdes 10-5 e 10-4. Outros efeitos do 6leo de copaiba relevantes na evolucéo das feridas vém sendo
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amplamente estudados, como sua atividade anti-inflamatéria, acdo contra varios microrganismos,
destacando-se o Staphylococcus aureus, e atividade antioxidante. Por si s6, estes efeitos justificam a
ampla utilizacédo desde produto na medicina tradicional de comunidades do Norte e Nordeste do pais e
sua difuséo por outras regides (NOGUEIRA E.O. et al., 2012).

Concluséo

O Oleo de copaiba da espécie C. Langsdorffii mediante os testes realizados, apresentou
toxicidade em A. cepa, mas na maioria das leveduras testadas induziu oxidagdo, mas também teve
atividade antioxidante. Desse modo, os dados apontam necessidade de diferenciar os sistemas testes,
bem como a dose resposta para o0 uso correto e seguro da copaiba, evidenciando a importancia de

orientacdes de especialistas para uso do fitoterdpico, em beneficio da salde publica.

Palavras-chave: Fabaceae; Fitoterapia; Toxicidade.
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Introducéo

Ervas e temperos naturais contendo inimeros fitoquimicos tém sido utilizados desde os tempos
ancestrais para dar sabor aos alimentos. Atualmente, muitas destas plantas sdo de interesse na industria
alimenticia por prolongar a estabilidade dos alimentos e também sdo utilizadas em preparacdes
farmacéuticas para o tratamento de diversas doencas (ZEGURA et al., 2011).

A espécie Rosmarinus officinalis L. comumente conhecida como alecrim, é bastante apreciada pelas
suas propriedades terapéuticas, destacando-se a sua atividade antioxidante. Também tem sido relatada a
sua acdo como analgésico, diurético, antiepilético (NOGUEIRA DE MELO et al., 2011). Apesar dos
inimeros beneficios terapéuticos atribuidos aos seus constituintes analisados isoladamente, séo pouco
conhecidos os efeitos genotoxicos do 6leo essencial total desta espécie.

Esse trabalho teve como objetivo avaliar o potencial citogenotéxico do 6leo essencial de
Rosmarinus officinalis L. através do bioensaio Allium cepa.

Metodologia

Para a realizacdo deste trabalho foi utilizado a metodologia de Allium cepa proposta por Guerra e
Souzas (2002) com algumas modificagdes. As concentragfes do 6leo essencial de R. officinalis analisadas
foram de 750, 243, 81 e 27 pg/ml. Todos os ensaios foram realizados ao menos em triplicata e comparados
ao controle negativo. Para a andlise estatistica foi utilizado o teste T Student e andlise de variancia

(ANOVA) com valores de p inferiores a 0,05.
Resultados

A Tabela 1 mostra um aumento significativo do nimero de células em intérfase para todas as
concentracdes e consequente diminuicdo no nimero células em divisdo em relacdo ao controle negativo,

ndo estabelecendo uma curva dose resposta.
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Os resultados positivos para os parametros de genotoxicidade sdo demonstrados pelo aumento
significativo no nimero de aberrag6es cromossdmicas, em relagdo ao controle negativo, porém com a

maior concentracgao (750 pg/ml) apresentando menor nimero de aberracoes.

Tabela 1. Efeitos citogenéticos da infuséo do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis L. em células

de Allium cepa.

Concentracfes Total de i Aberracdes

] Células em .
ug/mi células Interfase L IM Cromossdmica MN

) diviséo
analisadas S

Controle 5.000 2.280 2.720 0,5440 1 0
750 5.000 4.746** 254** 0,0508* 136** 0
243 5.000 4.613* 387** 0,0774* 233** 0
81 5.000 4.610** 390** 0,0780* 155** 0
27 5.000 4.593** 407** 0,0814* 151** 0

*p<0,05 para as concentracdes de 750ug/ml, 243 pg/ml, 81 pg/ml e 27 yg/ml em relacdo ao controle
negativo. IM — indice mitético; AC — Aberracdes cromossémicas; MN — Micronticleo.

N&o foi observado efeito mutagénico para o 6leo essencial desta espécie, a0 menos no ensaio
e concentragdes utilizadas, uma vez que nao foi detectado o aparecimento de micronucleos.

A drastica diminuigdo no indice mitético em todas as concentragBes utilizadas e em
comparacao com o controle negativo, reflete a citotoxidade do 6leo essencial de R.officinalis.

Também foram detectados varios tipos de lesdes cromossdmicas (Figural), sendo as mais
frequentes os atrasos cromossdmicos, fragmentos cromossémicos, cromossomos soltos e pontes

cromossomicas.

Figura 1. Principais Aberragbes Cromosssdmicas encontradas apos tratamento com a R. officinalis
em todas as concentracGes utilizadas com teste Allium cepa. A). Fragmento Cromossémico. B).

Ponte Cromossomica.

*

e

Discusséo
Diante da expressiva reducao do IM nas células meristematicas tratadas com o 6leo essencial

de R. Officinalis em relagc&o ao controle negativo, sugere-se que haja uma interferéncia no
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funcionamento do ciclo celular, com detencéo destas células em intérfase e bloqueio da mitose. Esse
mecanismo também é relatado por Gomurgen (2005) e Sudhakar, Gowda e Venu (2001).

Ja a deteccdo de varios tipos de lesGes cromossOmicas como atrasos cromossdmicos,
fragmentos de cromossomos, cromossomos soltos e pontes cromossdmicas apés o tratamento do 6leo
essencial de R. officinalis, pelas células meristematicas de Allium cepa pode demonstrar uma
ineficiéncia dos mecanismos de reparo de DNA das células tratadas, especialmente para a
concentracao de 234 ug/ml,

Com relacdo as aberragdes cromossdmicas encontradas apés o tratamento das células
meristematicas de A. cepa com a concentracdo de 750 pg/ml do dleo essencial de R. officinales
estarem diminuidas em relacdo as demais concentracdes (Tabela 1), sugere-se que nesta
concentracdo a presenca elevada de compostos fendlicos no 6leo essencial de R. officinalis possa
induzir a acdo antioxidante da espécie com o possivel “sequestro de radicais livres” formados na
célula. Esta acao reparadora contra espécies reativas de oxigénio (EROs) é bem descrita por Barreiros
e David (2006).

Conclusao

Tomados em conjunto, os resultados obtidos para a analise do 6leo essencial de Rosmarinus
officinalis L. sobre o sistema de Allium cepa, apontam um forte potencial citotéxico e genotoxico, porém

ndo mutagénico do composto, pelo menos no ensaio e concentragdes aqui utilizados.

Palavras-chave: Rosmarinus officinalis L., Genotoxicidade, Aberracdes Cromossémicas.
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Introducéo

Artemia salina € um crustdceo da ordem Anostraca (sem carapaga) que vive em salinas e
lagos de agua salgada de todo o mundo. O método de andlise com Artemia salina é proposto como um
simples bioensaio para pesquisa preliminar de atividade de produtos naturais. Por esse método, é
possivel determinar a Concentragdo letal média (CLso) de moléculas ou componentes biologicamente
ativos, fragdes ou extratos de produtos naturais frente a este microcrustaceo, em um meio salino. Esse
simples organismo pode ser usado como um monitor conveniente para a citotoxicidade de produtos,
além de ser um método rdpido, seguro e acessivel. Uma vez que 0 ensaio permite a avaliacdo da
toxicidade geral, é considerado um importante bioensaio da toxicologia dos produtos naturais com
potencial atividade bioldgica (ARAUJO et al, 2010).

O seguinte trabalho teve como objetivo avaliar a citotoxicidade preliminar e determinar a
Concentracgéo letal média (CLso) do hemiterpeno 3MB frente ao microcrustaceo Artemia salina.

Metodologia

A avaliagdo da toxicidade frente a A. salina foi realizada segundo metodologia descrita por
McLaughlin (1998). Inicialmente, foram preparados dois litros de solugdo de sal marinho em agua
mineral ndo clorada (30 g/L) para incubacdo dos ovos de A. salina (10 mg). O pH foi ajustado entre 8,0
e 9,0, por meio de solugdo 0,1 mol/L de NaOH. Estes foram expostos a luz artificial (lampada
incandescente de 60 watts) a 25 °C, com aeracao constante, durante 24 horas para que houvesse a
eclosdo das larvas (nauplios). Para efetuar o ensaio, foram colocados, em triplicata, dez exemplares de
nauplios em tubos de ensaio contendo 5 mL de solugéo salina e aliquotas do hemiterpeno 3MB, nas
seguintes concentracdes: 0,1 mM, 0,54 mM, 1,1 mM, 2,2 mM e 5,4mM.

Grupos-controle também foram preparados, sem a presenca do hemiterpeno (controle
negativo) e com o dicromato de potassio (controle positivo). Apés o periodo de 24 horas, foi realizada a
contagem do numero de nauplios sobreviventes dos grupos-controle e dos grupos expostos ao
hemiterpeno 3MB. Os dados de toxicidade foram analisados a fim de determinar os valores de CLso €

as médias de sobrevivéncia para cada concentragcdo, por analise de Probit através do software
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GraphPad Prism,®, verséo 5.0, com 95 % de intervalo de confianca.
Resultados

Os resultados obtidos com o teste de citotoxicidade preliminar frente a Artemia salina das
concentra¢des do hemiterpeno 3MB estdo descritos na tabela 1 (quantidades de larvas expostas x
mortas). No gréafico 1, as médias de sobrevivéncia/viabilidade das larvas para as concentracdes 0,1
mM, 0,54 mM e 1,1 mM, 2,2 mM e 54 mM, foram de 100%, 100%, 100%, 98,89% e 92,22%,
respectivamente. A CLso do hemiterpeno 3MB foi de 8254 pug/mL (tabela 2).

Tabela 1. Contagem de Artemias salinas mortas ap6s 24 h de exposi¢cdo ao hemiterpeno 3MB

Concentracao das Quantidade de A. salinas Quantidade de A. salinas
solugdes (mM) expostas mortas
0,1 30 0
0,54 30 0
11 30 0
2,2 30 1
54 30 2
CN 30 0
CP 30 30

% Vivos (Média)

105+ .
- % Vivos

100

©
2

Viabilidade das Larvas (%)
©
o
[

o]
4]

2 4 6

o

Concentragoes (mM)

Legenda: CN — Controle Negativo; CP — Controle Positivo. Fonte: Pesquisa Direta, 2015.
Grafico 1. Viabilidade dos nauplios de Artemia salina nas concentrages do hemiterpeno 3MB.

Os valores representam a média dos valores de sobrevivéncia/ viabilidade das larvas, in vivo, n = 5,
experimentos realizados em triplicata. GraphPad Prism, 2015. Fonte: Pesquisa Direta, 2015.

Tabela 2. Valor da CLso do hemiterpeno 3MB, com o intervalo de confianga de 95%

Intervalo de Confianca de 95%

Amostra CLso (ug/mL)

Hemiterpeno 3MB 8254

GraphPad Prism, 2015. Fonte: Pesquisa Direta, 2015.
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Discusséao

O bioensaio de toxicidade com A. salina € em geral simples, rapido, sensivel e de baixo custo,
e consiste na estimativa da concentracdo de uma substancia através da medida de uma resposta
biolégica, na qual existe apenas um parametro envolvido: vida ou morte. O ensaio de letalidade permite
a avaliacdo da toxicidade aguda e como bioensaio preliminar no estudo de compostos com potencial
atividade biologica, é atualmente aceito pela comunidade cientifica.

Na tabela 1, observa-se o baixo numero de mortes dentro de todas as concentragfes testadas
do hemiterpeno. Mesmo aquelas mais elevadas (2,2 e 5,4 mM), a média de letalidade foi pequena
dentro do universo amostral; a média de sobrevivéncia variou de 92% a 100% (Grafico 1), um
indicativo de baixa toxicidade. Nao houve morte de nenhuma A. salina no controle negativo, o que
mostra que o solvente utilizado é inofensivo a este microcrustaceo; no controle positivo houve 100% de
letalidade com o uso do dicromato de potassio (K2Cr207).

A ClLso é definida como a concentracdo de um agente que em um meio, causa a mortalidade
em cinquenta por cento (50%) da populacdo exposta, durante um determinado periodo de tempo.
Quanto maior o valor de uma CLso, menos téxica é a substancia frente a um organismo-teste; segundo
os valores da CLso resultante dos trabalhos de Alves e colaboradores (2000) e Araljo e colaboradores
(2010), séo consideradas téxicas substancias que apresentam valores de CLsp abaixo de 1000 pg/mL
utilizando o organismo teste A. salina. Como ja mostrado, a CLso do hemiterpeno 3MB resultou em um

valor de 8254 pg/mL, 8x maior que o valor de seguranca relatado (tabela 2).

Conclusao

ApOs a anadlise dos resultados da CLso, concluiu-se que o hemiterpeno 3MB em estudo néo
apresenta efeitos toxicos frente as A. salinas, segundo critérios relatados na literatura. O seguinte
hemiterpeno em estudo ainda precisa ser analisado por meio de outros testes de avaliacdo
toxicoldgica para a confirmacéo dos resultados obtidos.
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Introducéo

As plantas medicinais sdo importantes por fornecerem matéria-prima para a sintese de drogas,
além de serem utilizadas como agentes terapéuticos (ZHAN; ZHOU, 2003). Entre essas diversas espécies
vegetais estdo a Schinus terebinthifolius Raddi, popularmente conhecida como aroeira-vermelha, pimenta
rosa ou aroeira-do-sertdo. Esta espécie tem bastante destaque no uso popular para diversos fins
medicinais: azia, gastrite, uretrite, tosse, diarreia, dor-de-dente e reumatismo (BALBACH, 1969). Este

trabalho teve como objetivo analisar padrdes de ratas tratadas com 6leo essencial de aroeira-vermelha.

Metodolodia

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade
Federal do Piaui sob o protocolo n°® 029/11. Utilizou-se 32 animais em cada protocolo, sendo que cada
protocolo os animais foram divididos em 4 grupos (n=8), sendo um controle (polissorbato 80) e trés
tratados com OE-St nas doses de (25mg/kg (T1); 50mg/kg (T2) e 100mg/kg (T3) do 8° ao 18° dia de
gestacdo, administrado por via oral, utilizando-se uma sonda gastrica, do 8° ao 18° dia de prenhez. Todos
os animais ao final do protocolo foram eutanasiados com sobredose de anestésico tiopental sodico
(100mg/kg, i.p) associado, na mesma seringa, a lidocaina na concentragcdo de 10 mg/mL, no mesmo
volume utilizado para o Tiopental, ao final eram avaliados pesos dos 6rgdos como: figado, rins, adrenais,
baco, Gtero, ovarios, peso placenta e peso fetal e contagem na lupa de sitios de implantacao e corpo lutéo.
Os resultados foram comparados com grupo controle e foi utilizado o Software Graph Pad Prism 5.0 para
a andlise estatistica, sendo os resultados considerados significativos quando apresentassem valores de p
<0,05.

Resultados

O ¢6leo nao alterou significativamente os indices reprodutivos como: nimero de sitios de
implantacdo, nimero de corpos llteos, indice placentério, taxa de reabsorcdo, nimero de fetos vivos, taxa

perdas pos-implante e taxa de viabilidade fetal da progenitora (Tabela 01).
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Tabela 01. indices reprodutivos das progenitoras tratadas por via oral com OE-St (25,50 e 100mg/kg), no

periodo de organogénese (8° ao 19° dia de prenhez).

Variaveis CONTROLE OE-st OE-St OE-St 100mg/kg
25mg/kg 50mg/kg

Ndmero de 10,14 +0,55 9,62 +£0,42 11,12+0,61 11,12+0,51
implantagdes
N° Corpo liteo 11,14 +0,40 10,62+0,59 13,5+1,27 13,62+0,84
indice placentario 42,29 +9,48 28,6246,29 26,32+4,16 33,87+6,84
Taxa reabsor¢éo 4,86 £3,59 7,19+4,98 11,36+11,36  8,00+4,02
Numero de fetos vivos 9,57 + 0,43 8,87 +0,67 11,00+0,65 9,75+0,88
Perdas pés-implantes  4,85+3,59 14,69+5,82 6,7515,46 14,25+6,39
Taxa viabilidade fetal 95,13+ 3,59 91,56+4,88 97,81+1,56 85,7516,4

Valores expressos como média + E.P.M. (n= 8 animais/grupo). “ANOVA” two-way” seguida de
pés-teste de Bonferroni.

A massa absoluta e relativa dos 6rgdos (rins, baco, adrenais, ovarios) das progenitoras
tratadas com o 6leo essencial de Schinus terebinthifolius no periodo de organogénese da espécie
(periodo poés-implantacdo) ndo diferiram do grupo controle (Tabela 02). No entanto, a massa absoluta
do figado nas trés doses administradas aumentou significativamente em relagcao ao controle (p<0,05) o
mesmo aconteceu com a massa absoluta do Utero que aumentou na dose de 50mg/kg (Tabela 02).

Tabela 02 . Massa absoluta e relativa dos 6rgdos de progenitoras expostas ao tratamento com

Oleo essencial de Schinus terebinthifolius no periodo de organogénese (8° ao 19° dia de
prenhez).

Variaveis Controle OE-St OE-St OE-St 100mg/kg
25 mg/kg 50mg/kg
Massa absoluta
Baco 0,86 +£0,04 0,93 0,07 0,84 0,08 0,87 £ 0,07
Adrenais 0,08 + 0,02 0,09 + 0,01 0,07 + 0,02 0,07 £ 0,01
Rins 0,76 + 0,04 0,86 + 0,04 0,8 £0,04 0,85 + 0,04
Ovarios 0,14 + 0,04 0,09 + 0,01 0,07 £ 0,02 0,17 + 0,07
Figado 9,13 £ 0,59 10,29 + 0,2* 10,51+0,54* 11,17 £0,51***
Utero 3,58 +0,18 3,88 0,14 4,46 +0,45* 3,84+ 0,18
Massa relativa (mg/100g)
Baco 0,36+0,02 0,37+0,03 0,33+0,043 0,34+0,036
Adrenais 0,031+0,006 0,036+0,006 0,029+0,009 0,030+0,007
Rins 0,32+0,01 0,34+0,016 0,31+0,024 0,33+0,020
Ovdérios 0,056+0,016 0,036+0,006 0,03+0,009 0,067+0,028
Figado 3,784£0,13 4,1+0,07 4,08+0,22 4,39+0,24***
Utero 0,73+0,17 0,93+0,13 0,7+0,2 0,76%0,15

Valores expressos como média + E.P.M. (n= 8 animais/grupo). “ANOVA” two-way” seguida de
pés-teste de Bonferroni com significancia estatistica de*p<0,05 e ***p<0,001 comparado com o

controle.
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Discusséo

Neste experimento, as massas absolutas e relativas do 6rgdo reprodutivo (ovarios), e de outros
orgdos nao reprodutivos (rins, baco e adrenal) das progenitoras expostas ao OE-St, no periodo
compreendido entre o oitavo e o décimo oitavo dia de prenhez, ndo diferiram do grupo controle. No
entanto, a massa absoluta do figado, apresentou-se aumentada em relacédo ao controle, nas trés doses
testadas (p<0,001), e também na massa relativa do figado apresentou-se aumentada na maior dose
(p<0,001). Estes resultados foram semelhantes aos obtidos por Moura et al. (1991), o qual constatou
um aumento significativo do peso do figado quando administrou Serrasalmus natteri durante a
gestacdo. A massa absoluta do Utero na dose de 50mg/kg observou-se um aumento o que infere uma
acao estrogénica do oleo. A avaliacdo das massas absolutas dos 6rgdos nao reprodutivos é
importante, pois o figado e os rins séo responsaveis pelo metabolismo e eliminacao de xenobiéticos e,
em casos de intoxicacdo, podem ter a massa aumentada (MELLO, 2007).Ndo foram observados
alteragdes nos indices do desempenho reprodutivo nos ensaios em que fémeas prenhes que foram
tratadas com 6leo essencial dos frutos de aroeira-vermelha. Estes resultados foram semelhantes aos
obtidos por Castro et al (2006) que utilizou Ginkgon biloba em ratas gestantes e ndo observou

alteracdes quanto aos indices reprodutivos.

Conclusao

Com base nos resultados expostos, concluiu-se que o 6leo essencial de aroeira-vermelha, nas

doses administradas, foi capaz de interferir na reproducéo desses animais.
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Introducéo

A espécie Senna spectabilis € uma leguminosa bastante utilizada como forrageira para animais
domésticos sendo ofertada especialmente na época de estiagem e também é utilizada popularmente
devido ao sabor adocicado de seus frutos. Essa planta atinge até 9 metros de altura, possui compostas
pinadas e flores amarelas em inflorescéncias terminais. Floresce durante os meses de dezembro a
abril, possui fruto tipo legume cilindrico indeiscente os quais amadurecem nos meses de agosto até
setembro. Também é conhecida como Cassia do Nordeste, Acéassia, Tula-de-Besouro, Canafistula-de-
Besouro e Pau-de-Ovelha. Ocorre na regido nordeste do Brasil, no bioma Caatinga (PEREIRA et al.,
2013). Estudos fitoquimicos da S. spectabilis comprovam a presenga de no minimo quatro substancias
biotivas diferentes. Estdo presentes alcaloides, alcaloides piperidinicos, triterpenos pentaciclicos e
misturas de fitoesteroides (BOLZANI, et al., 2004). Devido a presenca de substancias bioativas que
podem causar toxicidade e a falta de estudos toxicol6gicos na area da reproducao, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a atividade androgénica e antiandrogénica das favas de S. espectabilis em ratos
Wistar.

Metodologia

Para a preparacdo do extrato etandlico das favas de Senna espectabilis (EEFSs), as favas
foram coletadas em Teresina- Pl, secas em estufa, trituradas em moinho elétrico, submetidas a
maceracdo com etanol para a obtencdo do extrato etandlico, que foi concentrado no evaporador
rotativo e depois liofilizado. Para a avaliacdo da toxicidade sistémica e atividade androgénica e
antiandrogénica foram utilizados 64 ratos machos pesando entre 180 — 250 g divididos em oito grupos
(n=8). Os animais foram submetidos a um procedimento cirlrgico de castracdo e foi dado um periodo
de 20 dias para recuperacao. Os grupos 1, 2 e 3 (atividade androgénica) receberam EEVSs em trés
doses diferentes (250, 500 e 1000 mg/kg de peso corporal). Os grupos 4, 5 e 6 (atividade

antiandrogénica) receberam, respectivamente, as mesmas doses de extrato (via oral) acrescidas de
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testosterona via subcutanea na dose de 250 ug/100g de peso corporal diluida em 6leo de milho. Foram
feitos dois grupos controles (grupos 7 e 8), um deles recebeu o veiculo do extrato por via oral e o outro
recebeu, além do veiculo do extrato, testosterona via subcutanea (250 ug/100g) diluida em 6leo de
milho. O EEVSs foi administrado via oral com o auxilio de uma sonda oro-gastrica por 32 dias. Ao
término desse prazo os animais foram anestesiados e eutanasiados conforme o protocolo acima
descrito. Foram retirados vesiculas seminais e préstata. Os 6rgaos foram pesados para avaliacdo de
atividade androgénica e antiandrogenica. Os dados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA),
seguida do teste Bonferroni, para comparacdo de médias, adotando-se um nivel de significancia de 5%

(p < 0,05) no qual foi utilizado o programa Graphpad Prism® vers&do6.0.
Resultados e discusséo

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos e 0s seus respectivos
controles (Tabela 1). Pode-se observar o perfeito funcionamento do horménio utilizado como controle
(Testosterona), que aumentou o peso das vesiculas seminais, prostata e glandulas adrenais. O EEFSs,
nas doses testadas, ndo apresentou atividade androgénica em ratos castrados, pois ndo produziu
alteracdes sobre o tamanho da vesicula seminal nem na prostata dos animais em relagdo ao controle

negativo. Também nao foi observado efeito antiandrogénico do EEFSs nessas mesmas doses.

Tabela 1- Avaliacdo da atividade androgénica e antiandrogénica através dos pesos dos 06rgdos
(9/100gPC) dos animais tratados com Extrato etandlico das favas de Senna spectabilis (EEVSSs)

Doses EEVSs Cotagio Figade Fins Adrenais Prostata Wesiculz
geminzl
0(Controle) 033320000 273320423 0.718=0,013 0,019=0,001 2 0,038=0.006 2 0.,068=0,007 2
250mgkz 03670000 297620000 073620024 0,017=0,001 2 0,030=0.009 2 0,083=0,010 2
300mg ke 03760023  2480=0534  1,051=0200 0,020=0,001 2 0,046=0.006 2 0,072=0.00602
1000mgkz  0304=0,011  3.619=0,086  0,549=D.096 0,019=0,002 2 0,027=0.005 2 00590003 a
(H+Test 03410011 2,620,122 0,752=0.031 0,010=0,002b 0.294=0,021b 0,633=0,073b

250mgke + 2.60=0,179 0,707=0.046 0.013=0,001b 0,338=0,024b 1,0100 242
Test 0,009=0,012

500mg kg + 2,880,133 0,730=0,021 0,012+0,001b 0.277+0,022b 0,710=0,003b
Test 0,340=0,020

1000mg kg + 2,620,046 0,6930,016 0,014=0,002b 0,280=0,035b 0,682=0,050b
Test 0,340=0,185

Médias com letras iguais na mesma coluna nédo diferem entre si no teste de Bonferronni a 5% de probabilidade

Devido a escassez de estudos e a falta de elucidacédo de possiveis efeitos secundarios desta

planta, este estudo é importante pois avalia o potencial téxico e farmacolégico das favas da S.
spectabilis no qual é amplamente consumida por animais domésticos na época da estiagem. Mesmo

com a auséncia de efeito androgénico e antiandrogénico, outros estudos s&@o requeridos para

considerar este material vegetal como uma fonte segura de alimentacéo para osrebanhos.
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Conclusao

O extrato etandlico das favas de Senna spectabilis ndo apresentou atividade androgénica
nem antiandrogénica em ratos castrados, pois ndo alterou o peso da vesicula seminal nem da
prostata. Porém, mais estudos sdo necessarios para que as favas sejam consideradas de baixa

toxicidade no sistema reprodutor de ratos.

Palavras-chave: Reproducéo, vesicula seminal, prostata.
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Introducéo

Dentre as plantas medicinais de uso popular, tém-se a Myracrodruon urundeuva Allem.,
conhecida popularmente como Aroeira-do-sertdo ou Urundelva. Devido as excelentes propriedades
fisicas, quimicas e biolégicas, M. urundeuva é muito explorada, tornando-se escassa, e esta na lista
oficial das espécies brasileiras ameagadas de extingdo, na categoria vulneravel (IBAMA, 1992).
Ensaios de toxicidade com Artemia salina séo utilizados em estudos fotoquimicos de extrato de plantas
(SIRQUEIRA et al.,1998), para estabelecer a toxicidade de novos produtos naturais ou para detectar
compostos hioativos em extratos vegetais (OLIVEIRA et al.,2010), além de ser bem correlacionado
com atividade antitumoral (citotoxicidade) (ARCANJO et al, 2012). A Artemia salina é um
microcrustaceo de agua salgada capaz de viver em ambientes extremamente secos, pertence ao
Reino animalia e ao filo Arthropoda e segundo Igarashi e Ramos Filho (2000) os ovos de Artemia sdo
convenientes para 0 uso devido ao facil acesso e eclosédo. Devido a ampla utilizacdo da M. Urundeuva
de forma empirica, e tendo em vista o numero reduzido de estudos referentes & sua toxicidade, o
presente trabalho tem por objetivo a pesquisa de efeitos toxicos do extrato etandlico das folhas de
Myracrodruon urundeuva Allem. (EEMu) frente a Artemiasalina.

Metodologia

Para o experimento foram utilizados ovos de A. salina adquiridos em loja especializada em
produtos para aquario no municipio de Teresina, Piaui, Brasil. Para obtencéo das condi¢bes desejadas
a ecloséo dos ovos de A. salina, a agua do mar artificial foi preparada com seguintes reagentes: agua
destilada, Cloreto de Sédio (35 g/L) e Bicarbonato de Sédio (6,5 g/L). Em um béquer foi preparada uma
solugéo salina (dgua do mar artificial) contendo 35 g de cloreto de sddio, 6,5 g bicarbonato de sédio e
1000 mL de agua destilada. Apos ser homogeneizada com um bastdo de vidro, a solugdo foi
transferida para uma artemeira e aerada durante 30 minutos. Foram incubados 100 mg de cistos de
Artemia salina por 48 horas. Durante esse periodo a artemeira foi mantida em uma caixa térmica

(isopor) com iluminacdo de 9 W. A cultura foi mantida sob aeracéo e agitacdo constantes, em uma
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temperatura entre 26 a 30 °C. O bioensaio de toxicidade frente a Artemia salina foi realizado segundo a
metodologia proposta por Meyer et al. (1982) com algumas adaptacdes. Com o auxilio de uma pipeta
de Pasteur foram transferidas 10 larvas para cada tubo de ensaio e o volume foi entdo completado
para 9 mL da solucdo salina previamente preparada (agua do mar artificial). Foi adicionado, entdo, 1
mL do extrato etandlico das folhas de Myracrodruon urundeuva (EEMu) em diferentes concentracdes
(0.1, 1.0, 10.0, 100.0 e 1000 ug/mL). O teste foi realizado em triplicata para cada concentracdo do
EEMu. Para o controle negativo foi adicionado apenas 10 larvas em 10 mL de solucdo salina
(totalizando 18 tubos). Os nauplios de A. salina foram incubados por 24 horas sob iluminagéo artificial
(9 W). Decorrido este periodo de contato os sobreviventes foram contados com o auxilio de uma lupa.
Foram consideradas larvas mortas todas que ndo apresentavam qualquer movimento ativo em cerca
de vinte segundos de observacdo. Os dados foram tabulados e a Concentragao Letal Média (CL50) do

EEMu foi determinada utilizando o programa GraphPad Prism versao 5.0.
Resultados e discusséo

O extrato das folhas de M. urundeuva foi toxico nas concentragdes de 100 e 1000 pg/mL (ppm)
foram capazes de causar a morte de mais de 70% de larvas de A. salina durante as 24 horas de
exposicdo. Um resultado semelhante foi observado por Amaral e Silva (2008) ao estudar o extrato de
Anadenanthera falcata que demonstrou toxicidade alta nas maiores concentra¢des (1000, 500 e 250

pg/mL).

Tabela 1- Mortalidade média de Artemia salina de acordo com as concentracdes do extrato etandlico
de M. urundeuva (EEMu)
Concentracao do EEMu

Média (%) de nauplios mortos Desvio Padréo ()
(Hg/mL)
0 (controle) 10.00 +10.00
0,1 26.67 +15.28
1,0 3.33 +5.77
10,0 20.00 +20.00
100,0 70.002 + 30.00
1000,0 76.672 +5.77

adiferenca estatistica significativa em relagéo aos demais grupos. (ANOV A, Tukey. p< 0,05)

Com os dados de mortalidade obtidos, determinou-se a CLso (concentracdo letal média), isto é,
a concentracao que causa mortalidade em 50% dos organismos durante o periodo observado. A CLso
do EEMu foi de 20,38 pg/mL. De acordo com Nguta et al., (2011), tanto extratos organicos, quanto
extratos aquosos com valores de CLso menores que 100 ug/ml apresentam alta toxicidade. Sendo
assim, o extrato etandlico das folhas de Myracrodruon urundeuva mostrou, no presente ensaio, alta

toxicidade.

Concluséo
O extrato etandlico das folhas de M. urundeuva é téxico para larvas de Artemia salina nas

concentracdes de 100 e 1000 pg/mL.
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Introducéo

O uso de plantas com propriedades terapéuticas pela humanidade para a cura de seus males,
data da mais remota antiguidade e mesmo nos dias atuais, apesar do avango da ciéncia, praticas
naturalistas recrutam adeptos em todo o mundo (GRAHAN et al., 2000). Ainda se persiste a crenca de
gue plantas medicinais e fitoterapicos sé trazem beneficios a saude, o que estimula o consumo
exagerado e irresponsavel de produtos naturais pela populacdo. Uma das preocupacgfes atuais da
toxicologia genética € a exposi¢do as substancias potencialmente toxicas que oferecem riscos a célula

e ao material genético.

A espécie Operculina alata (Ham) Urban comumente conhecida como Jalapa-do-Brasil, é
encontrada no Nordeste Brasileiro e é utilizada como laxante (MATOS, 1998). Também é matéria
prima para a producdo do fitoterdpico “Aguardente alema”, produzido na industria farmacéutica
(Laboratério Sobral) do municipio de Floriano (PI). O objetivo deste trabalho foi analisar o potencial
citogenotdxico do Extrato hidroalcodlico da Operculina alata (Ham) Urban, identificando e
caracterizando também seus constituintes quimicos para uma possivel correlagdo com om seus efeitos

genotoxicos.

Metodologia

Foram empregados o Bioensaio de Toxicidade em larvas de Artemia salina de acordo com
Meyer et al., (1982) e o teste de genotoxicidade em Allium cepa de acordo com Guerra e Souzas,
(2002). Também foram realizados testes de caracterizagdo fitoquimica quantitativa e qualitativa de
acordo com a literatura. As concentracdes definidas para analise foram de 100%, 50%, 25%, 12,5%,
6,25%, 3,125%, do Extrato Hidroalcodlico bruto da Operculina alata comercialmente adquirido.
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Resultados

Os resultados demonstraram uma elevada toxicidade do extrato Hidroalcodlico da espécie O.
alata detectada em Artemia salina e uma forte citotoxidade, detectada no teste de Allium cepa, nas
concentragdes aqui utilizadas (Tabela 1). A drastica citotoxidade observada em A. cepa, impediu
inclusive, o crescimento radicular do sistema teste e desse modo, impossibilitou a andlise genotdxica

do extrato aqui proposto.

Tabela 1. Teste de toxicidade em Artemia salina do Extrato Hidroalcodlico de Operculina alata.

Concentrac8es da amostra % de sobreviventes
100% 0
50% 0
25% 0
12,50% 0
6,25% 0
3,13% 10

Os testes de identificacdo de metabdlitos secundéarios do EHA de Operculina alata, mostraram
uma positividade para os triterpenos, esteréis, taninos, flavondides, alcal6ides e saponinas e uma
negatividade para quinonas (Figura 1). Ja para a andlise qualitativa por dosagem espectofotométrica

obteve-se: 5,6 ugEAG/mL de fendis totais e 25,8 ugeER/mL de flavondides totais.
Discusséo

A forte citotoxidade encontrada para a espécie Operculina alata também foi corroborada por
Coelho et al., (2011) sobre o sistema Artemia salina, porém em diferentes concentra¢des, sugerindo
ainda que esta espécie tenha potencial de atividade antitumoral, uma vez que causa morte celular.
Alcarde e Basso (1997), também detectaram auséncia do crescimento do sistema radicular dos bulbos
de Allium cepa com O. alata em concentracdes distintas.

Foi observado por Frachinetto et al., (2007), que a espécie Achyrocline satureidoides (Lam)
rica em taninos e flavondides, ao ser estudada através do sistema teste Allium cepa indica a presenca
de atividade antiproliferativa nesse extrato. Teixeira et al (2003), ressalta que os taninos, por atuarem
na precipitacdo de proteinas e na inibicdo enzimética das células, podem ser 0s maiores responsaveis
pela inibicao da diviséo celular em células meristematicas da A. cepa.

Segundo Ya-Quin et al., (2001), a citotoxidade das espécies Baccharis trimera (Less) e
Baccharis articulata (Lam) se deve ao seu alto teor de flavondides. Portanto, uma das possiveis

explicacbes para a citotoxidade verificada para a espécie O. alata neste trabalho, pode ser atribuida ao
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alto contetido de taninos e flavondides presentes no extrato Hidroalcodlico desta espécie.

Conclusao

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que o Extrato Hidroalcodlico da Operculina alata
(Ham) Urban é toxico em todas as concentragfes testadas, frente ao microcrustaceo Artemia salina,
mostrando uma sobrevivéncia de apenas 10% das larvas na menor concentracdo. Tal citotoxidade é
confirmada no teste Allium cepa, onde ndo foi observado crescimento radicular em nenhuma
concentracao do extrato. Ressaltamos a necessidade de mais investigacdes cientificas sobre a espécie

em questao para a confirmacao do efeito toxico aqui observado.

Palavras-chave: Plantas medicinais; Analise citogenética; Toxicidade.
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Introducéo

Myracrodruon urundeuva € uma espécie arbérea pertencente a familia Anacardiaceae,
conhecida popularmente como aroeira, que ocorre naturalmente no Brasil, na Bolivia, no Paraguai e na
Argentina (SANTIN; LEITAO FILHO, 1991). Sua entrecasca possui propriedades anti-inflamatorias,
adstringentes, antialérgicas e cicatrizantes (VIANA et al.,, 1995). Devido & ampla utilizacdo da
Myracrodruon Urundeuva de forma empirica, e tendo em vista 0o nimero reduzido de estudos
referentes a sua toxicidade reprodutiva, este trabalho tem por objetivo a pesquisa de efeitos toxicos
com doses repetidas do extrato etandlico de Myracrodruon urundeuva Allem.(EEMu).

Metodologia

Este protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo com
Animais da Universidade Federal do Piaui (CEEA/UFPI) com nimero de protocolo 035/14. As folhas de
Myracrodruon urundeuva foram obtidas em novembro de 2011 no Centro de Ciéncias Agrarias - UFPI
no municipio de Teresina, Piaui. A exsicata foi identificada no Herbéario Graziela Barroso/UFPI, na qual
se encontra depositada sob o nUmero TEPB-29.026. Para o processamento do EEMu, as folhas foram
secas em estufa, trituradas em moinho elétrico, submetidas a maceracdo com etanol para a obtencéo
do extrato etandlico, que foi concentrado no evaporador rotativo e depois liofilizado. No protocolo de
toxicidade subaguda foram utilizadas 35 ratas Wistar, divididas em 5 grupos (n=7), tratadas com
diferentes doses do EEMU (125, 250, 500 e 1000 mg/kg) e agua destilada (controle) por um periodo de
28 dias. Nesse periodo foram realizadas mensuragcdes do consumo de agua e racdo e avaliacdo
comportamental. Apds o tratamento, as ratas foram anestesiadas e, em seguida, eutanasiadas para
coleta e avaliacdo dos 6rgaos internos (coracdo, pulmao, rins, adrenais, baco, figado, Utero, ovérios e
mama). Os valores obtidos foram expressos como média + EPM e, os dados submetidos & andlise de
variancia ANOVA (One Way) seguido do poés-teste de Tukey adotando o nivel de significancia
estatistica p< 0,05. Os gréficos foram confeccionados utilizando o programa Graphpad Prism® verséo
5.0.
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Resultados

Durante o periodo de tratamento, os animais ndo manifestaram alterac6es comportamentais
visiveis e 0 ganho de peso ao longo do periodo ndo diferiu entre os grupos (Figura 1). Ndo houve
diferenca estatistica significativa entre os grupos avaliados quanto ao consumo de agua e racdo. Na
analise macroscoépica os 6rgaos (coragdo, pulmao, rins, adrenais, baco, figado, Utero, ovarios e mama)
ndo apresentaram alterac6es patologicas aparentes. A massa relativa néo diferiu entre os grupos, com
excegdo das adrenais dos animais tratados com EEMU na dose de 125 mg/kg que apresentaram um

aumento significativo em em relag@o ao grupo controle (Tabela 1).

Tabela 1 - Massa relativa (mg/100g de peso corporal) dos 6rgdos de ratas Wistar tratadas por via
oral, com extrato etandlico das folhas de M. urundeuva (EEMU) nas doses 125, 250, 500 e 1000
mg/kg durante 28 dias

] Tratamentos
Orgéo

Veiculo EEMU 125 EEMU 250 EEMU 500 EEMU 1000
Coracéo 0,34+0,010 0,36+0,017 0,37+0,008 0,38+0,017 0,34+0,017
Pulméo 0,92+0,114 0,86+0,070 0,86+0,028 0,94+0,117 0,82+0,025
Adreinais 0,024+0,001 0,034+0,002* 0,028+0,001 0,028+0,002 0,028+0,002
Rins 0,69+0,030 0,75+0,046 0,73+0,009 0,76+0,03 0,69+0,029
Baco 0,28+0,020 0,27+0,009 0,25+0,019 0,28+0,019 0,28+0,021
Figado 2,59+0,179 2,51+0,061 2,81+0,132 2,73+0,110 2,42+0,090
Utero 0,29+0,042 0,37+0,037 0,34+0,050 0,44+0,050 0,32+0,033
Ovarios 0,05+0,004 0,05+0,002 0,04+0,003 0,04+0,002 0,05+0,004
Mama 0,023+0,004 0,017+0,002 0,014+0,003 0,013+0,002 0,016+0,003

Nota: Os valores representam a média = E.P.M. do nimero de animais usados no experimento.
*p<0,05, quando comparado ao grupo Veiculo (ANOVA One-way seguido de Teste de Tukey).

Figura 1 — Ganho de peso de ratas Wistar tratadas por via oral, com extrato etandlico das folhas de
M. urundeuva (EEMU) nas doses 125, 250, 500 e 1000 mg/kg durante 28 dias. Os valores
representam a média + E.P.M. Nao houve diferenca estatistica significativa no ganho de peso entre
0s grupos (ANOVA One-way seguido de Teste de Tukey).

i -o- CONTROLE
5 -= EEMU 125 mg/kg
8T -+ EEMU 250 mg/kg
S §_ -+ EEMU 500 mg/kg
g8 —- EEMU 1000 mg/kg
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©
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A toxicidade sistémica se manifesta pela reducéo do desenvolvimento ponderal, reducdo nos
consumos de agua e racdo, alteracbes de comportamento, apatia € ma condicdo da pelagem,
alteracdes hematoldgicas e bioquimicas sangiiineas (CUNHA et al.,, 2009). O extrato etandlico de
Myracrodruon urundeuva Allem. (EEMU), nas doses estudadas, ndo alterou nenhum desses
parametros, denotando auséncia de toxicidade sistémica, quando administrado por via oral pelo
periodo de 28 dias.

Conclusao

Os resultados apresentados ndo apontam alteragcbes toéxicas significativas de ratas Wistar
tratadas, por via oral, com o extrato etandlico das folhas de Myracrodruon urundeuva, nas doses

avaliadas, por um periodo de 28 dias.

Palavras-chave: Aroeira; toxicidade; fitoterapico.
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Introducéo

A leishmaniose é uma miscelanea de doencas parasitarias causadas por protozodrios do
género Leishmania. No Brasil a Leishmaniose é uma doenca de carater endémico, concentrando 97%
dos casos relatados no continente americano, apresentando maior incidéncia a forma Tegumentar
Americana (LTA), os casos ocorrem em todo pais, com excec¢do da regido Sul (BRASIL, 2010). Em
funcao disso, a observacéo das propriedades terapéuticas de produtos naturais tem levado a pesquisa
0s principios ativos de varias espécies vegetais, que possam atuar sobre essa patologia (CHATELAIN;
IOSET, 2011). A aroeira-do-sertdo € popularmente utilizada em diversas sintomatologias. Sua
entrecasca e sua casca possuem propriedades anti-inflamatérias, adstringentes, antialérgicas e
cicatrizantes (FURTADO 2012). Assim observando a potencialidade da planta este trabalho tem como
objetivo avaliar o efeito do extrato etanélico da Myracrodruon urundeuva ALLEMAO sobre Leishmania

amazonensis.
Metodologia

Formas promastigotas de L. amazonensis foram cultivadas em placas de 96 pocos em meio
Schneider's suplementado com 10 % de soro fetal bovino, 10.000 U de penicilina e 10 mg de
estreptomicina juntamente com o extrato etandlico em concentra¢des variando de 800 ug/ml até 6,25
pg mL?, diluindo-se seriadamente (1:2); posteriormente foram adicionadas 1x108 promastigotas em
cada poco. O controle positivo e cada concentracéo testada foram feitas em triplicata. A placa foi
incubada em estufa de demanda biolégica de oxigénio a 26 °C e os parasitas foram observados e
contados em Camara de Neubauer, com o auxilio de microscopio Optico por 24, 48 e 72 horas para a
avaliacdo do crescimento e viabilidade do parasito. Para a avaliacdo da atividade hemolitica foram
utilizados eritrécitos de carneiro, coletado com anticoagulante (EDTA). Apds a coleta, os eritrocitos
foram diluidos em 80 pL de PBS, ajustando a concentracdo do sangue para 5 % de hemacias. Em
seguida foram adicionadas as diluicdes do OeMu a serem analisadas (6, 25, 12,5, 25, 50, 100, 200,
400, 800 pg mL1) diluidas em volume de 20 L de PBS. Logo apés, foram incubados durante 1 h a 37
°C e a reacdo foi interrompida pela adicdo de 200 yuL de PBS. Em seguida, as suspensdes foram

centrifugadas a 1000 G, por 10 min a temperatura ambiente. O sobrenadante foi submetido a
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espectrofotometria a um comprimento de onda de 550 nm para quantificar a atividade hemolitica.

Todos os experimentos desenvolvidos neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentag&do com Animais da UFPI (CEEA/UFPI N° 008/2012).

Resultados

O efeito do extrato etandlico de Myracrodruon urundeuva sobre formas promastigotas de
Leishmania amazonensis e sobre eritrécitos humanos estéo representados nos graficos 1 e 2,

respectivamente.

Grafico 1. Efeito do Extrato etandlico de Myracrodruon urundeuva sobre formas promastigotas de

Leishmania amazonensis
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O gréfico representa a média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes,
considerando o controle como 100% de viabilidade. Foi realizado one-way ANOVA para comparar a

inibicdo observada na presenca das diferentes concentra¢g@es, sendo* p<0,0001.

Grafico 2: Efeito do Extrato etandlico de Myracrodruon urundeuva sobre eritrocitos humanos

Os valores representam a media + erro padrdao da média de experimentos realizados em duplicata,
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Discusséao

Durante o experimento foram observadas, alterac6es morfoldgicas das formas promastigotas
de leishmania com formato arredondas ou disformes e restos celulares foram observados em
microscépio 6ptico em contrastes com as formas fusiformes encontradas no controle. Os danos
morfolégicos foram observados nas culturas incubadas em concentracdes variando de 800 a 200 ug
mL* do Extrato etanélico. A morfologia presente nestas células suplementa os varios mecanismos de
acao possiveis. Acredita-se que o Extrato seja de facil penetragdo através da membrana. Ocorre entéo,
um rapido colapso da homeostase interna sendo acompanhada de lise da membrana citoplasmética e
das membranas internas com libertacdo de restos celulares para o espacgo extracelular, promovendo
um processo inflamatério (MONTEIRO et al.,, 2003). Os resultados obtidos ao avaliar o potencial
hemolitico do OeMu mostram que esse Oleo apresenta baixa toxicidade, uma vez que apresentou
apenas 20 % de hemodlise na concentragdo mais elevada (800 ug mL?). Experimentos realizados em
eritrocitos possibilitam a avaliagdo a possibilidade da substancia em causar lesées na membrana
plasmética da célula, por ruptura desta ou pela formacéo de poros, resultando em danos ou alteragfes
de permeabilidade (ORSINE et al., 2012).

Conclusao

O EtOHMu apresentou atividade antileishmania e baixa citotoxicidade a eritrécitos.

Palavras-chave: Leishmanioses; plantas medicinais; aroeira.
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Introducéo

Antimicrobianos tém sido utilizados para tratamento de doencgas causadas por bactérias e
fungos e, assim, tém contribuido significativamente para a reducdo da taxa de mortalidade em
humanos e em outros animais. A resisténcia de microrganismos as drogas comerciais
frequentemente usadas, tais como penicilina, oxacilina e meticilina, estimula a avaliacdo de plantas
medicinais como fontes de compostos que possam inibir o crescimento e a sobrevivéncia de
microrganismos (GOMES et al., 2013).

Lectinas sdo proteinas que reconhecem carboidratos podendo aglutinar diferentes tipos
celulares através de interacdes com glicoconjugados presentes em superficies celulares. As
lectinas estdo presentes em todos os reinos da natureza, desde bactérias até organismos
superiores (CORREIA et al., 2008). Essas proteinas medeiam diversos efeitos bioldgicos (tais como
acdo contra fungos e bactérias), alguns dos quais servindo como base para a aplicacdo dessas
biomoléculas na formulacao de novas drogas antimicrobianas (SITOHY et al., 2007).

Lectinas de plantas com atividades antibacteriana e antifingica contra microrganismos que
causam doencas humanas, tém sido isoladas de sementes (CHARUNGCHITRAK et al., 2011). A
lectina, isolada de sementes de Lonchocarpus sericeus (LsL), liga-se especificamente a residuos de
N-acetil-glicosamina e demonstrou inibicdo em eventos celulares e vasculares em dois modelos

experimentais de inflamacgéo (ALENCAR et al., 1999).

Metodologia
Isolamento da lectina

Lectina de sementes de L. sericeus foi purificada por uma combinacdo de cromatografias de

afinidade (coluna de quitina) e de troca ibnica (coluna Mono-Q), rendendo uma lectina pura
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analisada por SDS-PAGE, MALDI-TOF e sequéncia parcial do N-terminal (SERVULO K.B.L.M.,
2004).

Atividade antibacteriana

Cepas gram-positivas (Bacillus sp., Enterococcus faecali, Micrococcus luteus, e Serratia
marcescens, Staphylococcus aureus) e gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, e
Salmonella enteritidis) foram fornecidas pelo Departamento de Antibiéticos da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE). Para determinar a atividade antibacteriana, as bactérias foram cultivadas
em caldo nutriente e incubadas enquanto agitadas a 37°C durante 16 horas. Aliquotas (100 pL) de
LsL (1,0 mg/mL) foram diluidas 1 : 2 em caldo nutriente (100 pL) e submetidas a uma série de 10
diluicbes para uma razao final de 1 : 2048. Uma aliquota de 180 pL de cada diluig&do foi distribuida
em um poc¢o de placa de microtitulagdo. Todos 0s pocos foram inoculados com 20 pL de cultura
bacteriana a 37°C por 24 hs. Os ensaios foram realizados em triplicata para cada concentracéo.
Pocos para o controle negativo continham meio caldo nutriente e microrganismos. Apds incubacao,
a densidade optica foi medida a 490 nm utilizando um leitor de microplacas. As concentra¢des

minimas inibitéria (MIC) e bactericida (MBC) foram determinadas.

Atividade antifangica

Candida albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis e Candida tropicalis foram obtidos
do Departamento de Micologia da UFPE. A atividade antifiingica foi avaliada usando a mesma
metodologia para o ensaio antibacteriano, alterando a temperatura de incubacdo (28°C) e

substituindo o meio de cultura. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Resultados

O ensaio antibacteriano com a lectina de sementes revelou um acéo inibitéria sobre o
crescimento de Bacillus sp. (250 pg/mL), E. faecalis (62,5 pg/mL) e E. coli (MIC de 500 pg/mL) e
nenhum efeito em K. pneumoniae, M. luteus, S. enteritidis, S. marcescens, S. aureus. Atividade
bactericida ndo foi detectada, indicando que a LsL tem efeito bacteriostatico. LsL revelou atividades
fungistatica (MIC de 500 pug/mL) e fungicida (MFC > 500 pg/mL) sobre C. albicans, C. krusei e C.

tropicalis.

Discusséo

LsL mostrou atividade bacteriostatica contra bactérias gram-positivas e gram-negativas.
Similarmente, lectinas isoladas do veneno de Bothrops leucurus e do cerne de Myracrodruon
urundeuva também podem ser consideradas agentes bacteriostaticos contra S. aureus, pois 0s
valores de MBC destas lectinas foram maiores que os valores de MIC (SA et al., 2009; NUNES et

al., 2011). LsL néo foi bactericida contra as cepas testadas.
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A LsL mostrou acdo fungistatica e fungicida contra espécies diversas de Candida.
Resultados similares foram encontrados em lectinas de sementes de Archidendron jiringa e de
rizomas de Curcuma longa (PETNUAL et al., 2010; CHARUNGCHITRAK et al., 2011).

Lectinas de plantas séo ativas contra fungos por reconhecer e imobilizar os microrganismos
através da ligacdo com componentes de acglcares, assim comprometendo multiplicagdo e
subsequente crescimento (CORDEIRO et al.,, 2006). A propriedade de LsL de interagir com a

quitina pode estar envolvida em seu mecanismo antifngico.
Conclusdes

LsL mostrou agdo antimicrobiana contra espécies que causam doengas humanas. LsL tem
afinidade por N-acetilglicosamina, um componente de quitina encontrado em paredes celulares
bacterianas e fungicas. As caracteristicas de LsL, incluindo sua habilidade de interagir com o N-
acetilglicosamina e a termoestabilidade, podem indicar futuras pesquisas para sua aplicacdo como

biomaterial com propriedades antimicrobianas para o tratamento de infec¢oes.

Palavras-chaves: bactérias, fungos, lectina, sementes.
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Introducéo

Protozodarios parasitas do Género Leishmania séo responsaveis por um espectro de doencgas
coletivamente conhecidas como leishmanioses, que afeta pele, membranas mucosas e 6rgaos
internos. Mais de 12 milhdes de casos de leishmanioses foram relatados em todo o mundo, com 1 a
2 milhdes de novos casos sendo relatados anualmente (KAUR, et al. 2010). A procura por novas
drogas busca o desenvolvimento de novos farmacos que sejam eficazes, todavia, com a menor
toxicidade possivel. Uma grande variedade de produtos naturais tem demonstrado possuir atividades
antibacteriana, antifiingica, antiviral, inseticida e propriedades antioxidantes. Canela, cravo e alecrim,
por exemplo, plantas que tém mostrado atividade antibacteriana e antifungica, ademais.
(PRABUSEENIVASAN, 2006). O liguido natural da castanha do caju, conhecido como LCC, é
constituido, geralmente, por 70% de acido anacardico, 20% de cardol, 5% de cardanol e 5% de
material polimérico. O acido anacardico esta relacionado com o acido salicilico e apresentou varias
atividades, tais como acdo antibactericida resistente & meticilina contra Staphylococcus aureus
(MUROI E KUBO, 1996), anticancerigeno, anti-inflamatério e radiossensibilizante (SUNG et al.,
2008). Assim, ao idealizar novos farmacos para o tratamento contra as leishmanioses, que tenham
menos efeitos colaterais, 0 presente trabalho objetivou avaliar a acdo da atividade antileishmania e
sua citotoxidade sobre macréfagos murinos do liquido da castanha de caju (Anacardium occidentale
L.).

Metodologia

Os ensaios de avaliacdo da atividade antileishmania do LCC foram realizados com formas
promastigotas de Leishmania amazonensis em fase logaritmica de crescimento, cultivadas em meio
Schneider's suplementado (10% de SFB e antibiéticos). Cerca de 1 x 10 promastigotas foram
distribuidas em placa de 96 pocos onde havia as concentraces seriadas de LCC, variando de 800
pg mL? até 6,25 pg mL?, em triplicatas. Apés 48 h de incubacdo, avaliou-se a viabilidade das
promastigotas empregando o método colorimétrico da resazurina (20pl por pogo a 1x10-*mol L?), 6 h

antes do termino da incubacéo. Realizou-se a leitura em 550 nm em leitor de ELISA. A avaliacdo da
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citotoxicidade foi feita utilizando macréfagos peritoneais murinos. Os macréfagos foram isolados do
periténio de camundongos BALB/c, de ambos os sexos, entre 5 a 6 semanas de vida (20 a 25 g de
peso vivo), provenientes do biotério do Nacleo de Pesquisa em Plantas Medicinais
(NPPM/CCS/UFPI). Uma quantidade de 2 x 105> macrofagos foram cultivados em placas de 96 pocgos
na presenca das concentracdes de LCC ja descritas anteriormente, e incubadas em estufa a 37 °C e
5% de CO:z por um periodo de 48 h. O sobrenadante foi descartado faltando 4 h para o final da
incubacéo, acrescentando-se 90 uL de meio RPMI suplementado com 10 pL de MTT diluido em PBS
(5 mg mL1). No final da incubacéo o contetdo foi desprezado e os cristais de formazam formados no
interior das células foram diluidos com 100 UL de DMSO e em seguida feita a leitura em 550 nm em
leitor de ELISA. Todos os experimentos desenvolvidos neste estudo foram aprovados pelo Comité
de Etica em Experimentacio com Animais da UFPI (CEEA/UFPI N°008/2012).

Resultados

O Efeito do liquido obtido da castanha de caju (Anacardium occidentale 1.) (LCC) sobre formas

promastigotas de Leishmania amazonensis e sobre macréfagos murinos estédo expressos na figura 1.

Figura 1: Efeito do liquido obtido da castanha de caju (Anacardium occidentale I.) (LCC) sobre

formas promastigotas de Leishmania amazonensis e sobre macréfagos
murinos
A
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Efeito do liquido obtido da castanha de caju (LCC) sobre formas promastigotas de Leishmania
amazonensis (A) e sobre macréfagos murinos (B). Os gréaficos representam a média + erro padréo da
média de trés experimentos independentes, considerando o controle como 100% de morte celular e
viabilidade celular, respectivamente. Foi realizado one-way ANOVA para comparar a inibicdo (A) e

viabilidade (B) observada na presenca de diferentes concentra¢des, sendo* p<0,0001.

Discusséo

O LCC foi capaz de inibir cerca de 100% do crescimento das promastigotas na concentracdo de
800 pg mL1, em 48 h de incubacdo, mantendo cerca de 80 % de inviabilidade celular na faixa de

concentracéo de 400 a 25 pg mL-1 (Figura 1A). O valor de ICsoem 48 h foi de 18,821 ug mL™.
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A concentracao citotoxica média (CCso) foi de 31,36 ug mL™2. A partir dos valores de CCso e ICso
podemos calcular o indice de seletividade (quantas vezes a substancia é mais toxica para o parasito
comparado com os macréfagos) que, ao relacionar a CCso com a ICso, obteve-se tal indice no valor de
1,66, o qual é relativamente baixo. Este valor revela certo potencial toxico do LCC para os macréfagos.

Osaorio, et al (2007) afirmam que o indice de seletividade deve ser préximo de 20.

Conclusao

As concentragdes padronizadas do LCC, no presente estudo, indicam uma potente atividade
antileishmania sobre as formas promastigotas das L. amazonensis. Porém observou- se elevado

potencial citotoxico em macréfagos murinos.

Palavras-chave: Leishmaniose; plantas medicinais; toxidade.
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Introducéo

A leishmaniose € uma antropozoonose grave causada por diferentes espécies de protozoarios
constituintes do género Leishmania. A doenca constitui um problema sério nos paises em
desenvolvimento, especificamente em regides tropicais e subtropicais e, devido a diversidade de espécies
causadoras, pode apresentar-se de formas clinicas distintas, dependentes da espécie de Leishmania
envolvida e da relacdo parasita-hospedeiro. A transmiss@o ocorre pela picada de fémeas infectadas de
insetos pertencentes a familia Phlebotominae, via injecdo de promastigotas, formas flageladas do
protozoariol3. Anualmente, registram-se 2 milhdes de novos casos da doenca, sendo 1,5 milhdo de
leishmaniose cutédnea e 500.000 casos de leishmaniose visceral, esta Ultima a forma mais critica. Os
antimoniais pentavalentes consistem nas drogas de primeira escolha para o tratamento das leishmanioses,
contudo os mesmos sdo comprovadamente toxicos aos seres humanos e tém se mostrado ineficazes
devido a proliferagcdo de parasitas resistentes, o que contribui para tornar o tratamento demorado®2. Dali, a
necessidade da medicina tradicional em desenvolver novas alternativas ao tratamento das leishmanioses.
Neste contexto, as nanoparticulas metalicas merecem destaque pela potencial aplicagdo em diagnéstico
médico e terapéutica, bem como pela acdo bactericida comprovada, fatores estes devidos a singularidade
nas suas propriedades fisicas, quimicas e biol6gicas*®. Aliada a isto, a incorporagdo de produtos naturais
no preparo de nanoparticulas tem se mostrado viavel por contribuir para o desenvolvimento de
nanomateriais que sejam menos toxicos, biocompativeis e, portanto, mais interessantes para a area
médica. Desta forma, o presente trabalho objetivou avaliar a atividade antileishmania de nanoparticulas de
prata (Ag®) imobilizadas em &acido tanico (AT), um composto organico polifendlico, derivado de plantas e

com acao antiinflamatoria, antioxidante, antimicrobiana, entre outras®.
Metodologia

Promastigotas de Leishmania amazonensis, em fase logaritmica de crescimento, foram semeadas

em placas de cultivo celular de 96 pogos contendo meio Schneider's suplementado, em que oito
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concentracdes de substancias (167 - 1,30 ug mL1 para AT, 110 - 0,80 ug mL* para AgNPs-AT, 53,5- 0,42
pg mL* para AgNPs e 6,67 — 0,05 pg mL* para o citrato de sédio ) foram adicionadas em triplicata,
juntamente com o controle e incubadas por 48h. Restando 6h para o final da incubagéo, 20 pL da solu¢éo
de azul de alamar 1 x 10 mol L foram adicionados e as placas voltaram a ser incubadas. A leitura das

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

Resultados

A formacdo das nanoparticulas foi confirmada por espectroscopia eletrbnica na regido do
ultravioleta- visivel (UV-Vis), como mostra a Figura 1, sendo as bandas localizadas na regido entre 450 e
500 nm caracteristicas da prata nanoparticulada. Os perfis inibitérios apresentados pelo AT e por AgNPs-
AT podem ser observados na Figura 2 e um comparativo mais preciso destes efeitos pode ser feito com
base nos valores de Clso calculados para os materiais em questdo, bem como para AgNPs isoladas, que
estdo reunidos na Tabela 1.

Figura 1 — Espectros eletrdnicos na regido do UV-Vis para AgNPs e AgNPs-AT
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Figura 2 — Efeitos de (a) AgQNPs-AT e (b) AT sobre promastigotas de Leishmania amazonensis

(a) (b)

20 90
804 30 ... Contraole
704 704
60 60
50 50
404 An -]
30 30
20 20

... Controle

Inibigao do crescimento/ %

Inibigdo do crescimento /%

1 L] I 1 1 ] L] 1 1 ) 1 T L) Ll L) 1
M0 55 2751375 688 344 172 86 167 835 41,75 2088 1044 522 261 130
Concentragéo / (Mg m'1} Concentragdo / (Mg melv_v'1}

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

167



168

Tabela 1 — Valores de Clsp das substancias em estudo apos 48h de incubagédo

Amostra Clso (ug mL™1)

AT 221,81 £97,08
AgNPs-AT 5,85 +1,76
AgNPs 6,96 +3,49

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

Discusséo

Comparando os perfis de inibicdo do crescimento para AT e AgNPs-AT, apés 48h, verificou-se que
AgNPs-AT promoveram 100% de inibicdo na concentragao de 110 ug mL, enquanto AT mostrou-se menos
eficaz ndo havendo inibicdo total em nenhuma das concentragfes testadas. Houve, portanto, um incremento
na atividade antileishmania para AgNPs-AT, associado a alteracfes na morfologia do parasito visiveis em
microscopio optico. AgNPs comportaram-se de modo similar as AgNPs-AT, com os parasitos assumindo

uma aparéncia atipica devido ao rompimento de suas membranas.

Conclusao

Nanoparticulas de prata imobilizadas em acido tanico mostraram-se promissoras no combate as
promastigotas, comportando-se similarmente as AgNPs (isoladas). No entanto, a incorporac¢édo do tanino é
fundamental para aumentar a estabilidade das AgNPs-AT, uma vez que impede sua aglomeracao. Além
disso, AgNPs-AT puderam ser preparadas empregando uma rota rapida e um produto regional (AT), fatores

estes que encaixam a sintese nos principios da Quimica Verde.
Palavras-chave: Leishmaniose; nanoparticulas metalicas; acido tanico; Leishmania amazonensis.
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Introducao

As leishmanioses sdo doencas parasitdrias causadas por protozoarios do género Leishmania. Os
humanos sao infectados pela picada de flebotomineos, inseto vetor, que vivem em areas florestais, cavernas
ou em tocas de roedores. Amplamente distribuida em todo mundo, as leishmanioses afetam o homem e os
animais. Esta patologia ocorre na Asia, Europa, Africa e Américas, sendo que existem relatos sobre a
doencga, no continente americano, desde a época colonial. (RATH 2003; WHO, 2012). Historicamente, a
guimioterapia das leishmanioses tem sido baseada no uso dos antimoniais pentavalentes como farmacos de
primeira escolha, como o estilbogluconato de sédio (Pentostan®) e antimoniato de meglumina (Glucantine®)
(BRENDLE et al., 2002). Poucamente conhecida, a flora do Cerrado é riquissima, sendo que a maioria das
espécies é endémica. Um inventario floristico revelou que das 914 espécies de &rvores e arbustos
registradas em 315 localidades de Cerrado, somente 300 espécies ocorrem em mais do que oito
localidades, e 614 espécies foram encontradas em apenas uma localidade (RATTER et al., 2003). Nesse
contexto, a procura por novos compostos com acao terapéutica, nos direciona em busca de conhecimento
sobre principios ativos de plantas. Este estudo tem como objetivo avaliar a atividade antileishmania de

extratos e fracdes obtidas de plantas de uso popular in vivo.
Metodologia

Foram utilizadas neste trabalho o extrato etandlico e fragao hexanica de Bauhinia pulchella e Senna
acuruensis, também foram usados o extrato etandlico e fragdo hexanica da casca do caule de Platonia
insignis, assim como o extrato etanolico dos galhos de Oxandra sessiliflora e das folhas de Ephedranthus
pisocarpus. Os extratos e fracdes foram preparados no Laboratério de Produtos Naturais, do Centro de
Ciéncias da Natureza, da Universidade Federal do Piaui (LPN/CCN/UFPI). Formas promastigotas de
leishmania em fase logaritmica de crescimento foram distribuidas em placas de cultivo (1 x 108 por pogo).
Os extratos e fragBes foram adicionados aos pocos, em diluicdes seriadas na escala de 1:2, variando de

800 a 6,25 pg mL?1. As placas foram incubadas em estufa B.O.D. a temperatura de 26°C + 1 °C e
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observadas por 24, 48 e 72 horas para o acompanhamento do respectivo crescimento e da viabilidade das
leishmanias. Em placa de 96 pocos foram adicionados cerca de 2 x 10° macréfagos por pogo e, em seguida,
incubada a 37 °C e 5% de CO2 por 4 horas para adesdo. Apds, lavagens para retirada das células que ndo
aderiram, foram adicionados os extratos e fragcdes das plantas em estudo, diluidos 1:2, nas concentracdes
de 800 a 6,25 yg mL, em triplicatas e incubadas por 48 horas. Apos, foi adicionado 10 uL de MTT, diluido
em PBS, a uma concentracdo de 5 uyg mL* e incubado novamente por 4 horas em estufa 37 °C com 5% de
CO2. Por fim, o sobrenadante foi descartado e, entdo, adicionado 100 yL de dimetilsulféxido (DMSO). A
placa foi agitada por cerca de 30 minutos a temperatura ambiente para dissolucdo completa do formazan.
Por ultimo, foi feita a leitura a 550 nm em leitora de placa. (Nogueira et. al. 2007). Todos os experimentos
desenvolvidos neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo com Animais da
UFPI (CEEA/UFPI N°008/2012).

Resultados

Os resultados da avaliagédo da atividade antileishmania e citotoxidade do extrato etandlico e fragao
hexénica da casca do caule de Platonia insignis, assim como o extrato etanolico das folhas de Ephedranthus
pisocarpus estao descritos na tabela 1.

Tabela 1- Atividade antileishmania e efeito citotéxico em macréfagos de mamiferos

Promastigotas Macréfagos
ICs0 (Mg mL™) CCso (ug mL™)
Compostos
48 horas 48 horas
] 66,08
EtOH - Platonia 321,40
insignis
: 27,62
FH - Platonia 34,55
insignis
EtOH - Ephedranthus pisocarpus 230,34 215,99

A deteccao de ICso e CCso foram calculadas pelo modelo de regressao de Probitos com auxilio do

programa SPSS Statistics 20.

O extrato etandlico de Bauhinia pulchella conseguiu inibir cerca de 40% do crescimento na
concentracdo de 800 pg mL? em 48h e de 23% em 72h, ndo apresentando atividade nas demais
concentracdes. Ja a fracdo hexanica ndo apresentou atividade antileishmania e citotoxicidade sobre
macrofagos murinos nas concentracfes testadas. O valor de ICso ficou acima da faixa de concentracdes
testadas. O extrato etandélico dos galhos de Oxandra sessiliflora foi inibitério nas concentragc6es de 800 e 400
Hg mL?, observando-se um aumento gradativo na inibicdo tempo- dependente, que apresenta baixa
citotoxicidade, com valor de CCsp acima dos limites testados. O extrato etandlico de Senna acuruensis que
por sua vez so inibiu o crescimento em 800 yg mLta partir de 48 horas com médias entre 15 a 20% de
inibicdo, apresentando valor de ICso acima das concentragGes testadas. A fracdo hexanica de Senna

acuruensis ndo apresentou citotoxicidade sobre macréfagos murinos.

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

170



Discusséo

As amostras de Platonia insignis apresentaram os melhores resultados sobre a forma promastigota
das leishmanias. O extrato etandlico da casca do caule do bacuri (EtOH-CCB) em 24 horas inibiu o
crescimento do parasita nas concentracées de 800, 400, 200 e 100 ug mL™. Foi também observada uma
atividade tempo-dependente, pois em 48 e em 72 horas, houve atividade leishmanicida na concentracdo de
800 ug mL™1, ao passo que a inibicdo se estendeu até a concentracéo de 50 ug mL1. O valor de ICso em 48
horas foi de 66,08 ug mL1. No entanto, também apresentam citotoxicidade sobre macréfagos e o valor de
CCso fica em 321,40 pg mL?. A fracdo hexanica da casca do caule de P. insignis em 24 horas foi
leishmanicida da concentragéo de 800 a 200 ug mL-e com atividade inibitéria até 25 uyg mL1. Em 48 horas
foi leishmanicida também em 100 ug mL1. A quantidade da substancia necessaria para eliminar 50% dos
parasitas € de 27,62 yg mL™. Entretanto o valor da Concentragdo Inibitéria Média da fragdo hexéanica de
Platonia insignis apresentou-se muito baixa (34,55 pg mL1) revelando alta citotoxicidade. O extrato
etandlico das folhas de Ephedranthus pisocarpus inibiu o crescimento até a concentra¢édo de 100 ug mL?
em 48 horas. O valor de IC50 foi de 230,34 pug mL?, também se mostrou citotéxico sobre macréfagos

murinos e a CCso foi de 215,99 yg mL™L.
Concluséao

Os resultados obtidos indicam uma atividade antileishmania satisfatéria utilizando-se o extrato
etandlico e a fracdo hexanica da casca do caule de Platonia insignis, assim como o extrato etandlico das
folhas de Ephedranthus pisocarpus. Os resultados dos testes de citotoxicidade revelam que para o EtOH-
Platonia insignis pode-se trabalhar com uma margem de seguranca satisfatéria sem afetar os macrofagos.
Ja para a FH- Platonia insignis a faixa de citotoxicidade sobre os macréfagos é préxima a ideal contra os

parasitas. O EtOH- Ephedranthus pisocarpus teve valores de ICso e CCso ha mesma faixa de valores.

Palavras-chave: Leishmanioses; fitoterapicos; plantas medicinais.

Referéncias

BRENDLE, J.J. et al. Antileishmanial Activities of Several Classes of Aromatic Dications. Antimicrob.
Agents chemother, v.46, p. 797-807, 2002.

RATH S.; et al. Antimoniais empregados no tratamento da leishmaniose. Estado da Arte, Quim. Nova, Vol.
26, No. 4, 550-555, 2003

RATTER, J., S. BRIDGEWATER & J.F. RIBEIRO. Analysis of the floristic composition of the Brazilian
Cerrado vegetation. lll: comparison of the woody vegetation of 376 areas. Edinburgh Journal of Botany,
v. 60, p. 57-109 2003

WHO (WORLD HEALTH ORGANIZATION). Leishmaniasis: burden of disease. Disponivel em:

<http://www.who.int/leishmaniasis/burden/en/> Acesso em: 10 jan 2012.

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

171


http://www.who.int/leishmaniasis/burden/en/

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

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

Caracteristicas quimicas e fisico-quimicas dos frutos do murici-pitanga (Byrsonima gardneriana

A. Juss - Malpighiaceae) em diferentes estadios de maturidade

Chemical and physico-chemical characteristics of the fruits of murici-pitanga (Byrsonima

gardneriana A. Juss - Malpighiaceae) at different stages of maturity

Nigéria Pereira Gongalves?, Leila Lia Teixeira Cunhal, Francisca Jéssica Costa Tavares?, Ayrton Victor
Saraiva Rios3, José Arnaldo Moreira de Sousa?; Eliseu Marlénio Pereira de Lucena?l’, Oriel Herrera

Bonillat

"Mestrado Académico em Recursos Naturais, Centro de Ciéncias e Tecnologia, Universidade
Estadual do Cear4, Fortaleza-CE, Brasil.

eliseu.lucena@uece.br

2Curso de Ciéncias Bioldgicas, Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Estadual do Cear4,
Fortaleza-CE, Brasil

3Curso de Quimica, Centro de Ciéncias e Tecnologia, Universidade Estadual do Ceard, Fortaleza-CE,
Brasil

Introducéo

As frutiferas nativas ocupam um lugar de destaque nos diversos ecossistemas e de um modo
geral, seus frutos sdo comercializados no mercado regional com grande aceitacdo popular. Algumas destas
espécies oferecem frutos abundantes, nutritivos e suculentos, desempenhando um papel importante na
nutricdo do nordestino (AVIDOS e FERREIRA, 2003). O Brasil € um dos principais produtores de frutas do
mundo, embora ainda exista um amplo nimero de espécies frutiferas pouco exploradas, como por
exemplo, a Byrsonima gardneriana A. Juss., conhecida popularmente como murici-pitanga e pertencente a
familia Malpighiaceae (GOTTLIEB et al., 2001). Sabe-se que ao longo do amadurecimento dos frutos,
ocorrem indmeras mudangas fisicas, quimicas, fisico-quimicas e bioquimicas, as quais sdo responsaveis
por determinar seus atributos de qualidade (LUCENA, 2006). Diante disso, objetivou caracterizar os
aspectos quimicos e fisico-quimicos dos frutos do murici- pitanga (Byrsonima gardneriana A. Juss.) em
diferentes estadios de maturidade, visando a definicdo do ponto de colheita ideal e sua recomendacéo para

ser explorado comercialmente pelo setor de alimentagao.
Metodologia

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Ecofisiologia Vegetal (ECOFISIO), da Universidade
Estadual do Ceara (UECE), em Fortaleza-CE, no periodo de janeiro a novembro/2014. Os frutos do murici-

pitanga (Byrsonima gardneriana A. Juss.) foram colhidos manualmente no Jardim Botanico de S&o
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Gongalo, em Sdo Gongalo do Amarante-CE. Posteriormente, foi realizada a caracterizagdo quimica e
fisico-quimica: sdlidos sollveis totais (SST), acidez total titulavel (ATT), pH e relagdo SST/ATT. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, utilizando seis tratamentos (estadios de
maturidade) e quatro repeticdes, constituidas por vinte e cinco frutos cada. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de varidncia observando a significAncia pelo teste F e teste de Tukey, utilizando o

software ESTAT (Sistema para Analises Estatisticas).
Resultados

Os SST apresentaram diferengas significativas entre os seis estadios (E) de maturidade (1, 2, 3, 4,
5 e 6), desde o imaturo (E1) ao senescente (Es), porém o minimo de 5,73°Brix foi obtido no E1 € 0 maximo
de 17,33°Brix no Es (Figura 1). Para ATT foi verificado minimo de 1,78% no E1 e maximo de 3,29% no Es.
O parametro pH apresentou valor minimo de 3,44 no Es e maximo de 3,75 no E:1. Para arelagdo SST/ATT,

os frutos do murici-pitanga apresentaram o valor minimo nos E: e Esz com 3,25 e maximo no Es com 5,27.

Figura 1 — Sdlidos sollveis totais - SST (°Brix), acidez total titulavel - ATT (%), pH e relacdo SST/ATT

dos frutos de murici-pitanga em diferentes estadios de maturidade (E1, Ez2, Es, Ea, Es, Es).
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Discusséao

Batista et al. (2015) estudando algumas frutas tropicais produzidas no Submédio do Vale do Sé&o
Francisco, dentre elas 4 variedades de acerola na maturidade fisiolégica, destacando as seguintes
cultivares para os SST: os frutos da acerola cultivar Sertaneja apresentaram menor teor de SST, com
7,3°Brix e os frutos da acerola cultivar Okinawa apresentaram maior teor de SST, com 8,7°Brix, sendo
assim, os valores relatados foram inferiores aos dos frutos maturos de murici-pitanga observados neste
trabalho (Es-14,2°Brix). Sales e Waughon (2013) analisando frutos in natura do murici (Byrsonima
crassifolia (L.) Rich) obtiveram o valor de 1,68% de ATT, sendo inferior ao obtido no murici-pitanga em
estudo (1,78%). Canuto et al. (2010) estudando o pH das polpas de frutos maturos da Amazénia, dentre

elas as do murici (Byrsonima crassifolia), obtiveram um valor de 3,7, o qual é superior ao obtido no fruto
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maturo do murici-pitanga (Es-3,48) neste estudo. Souza et al. (2014) pesquisando 3 clones de acerola para
arelacdo SST/ATT, obtiveram os seguintes valores minimos e maximos em quatro estadios de maturidade
(1, 11, 1 e IV): cultivar Florida Sweet (Ei-7,80 e Ewv-15,42), cultivar Flor Branca (Ei-4,78 e Ewv-6,99) e cultivar
BRS 366 (E-4,56 e Ew-5,98); portanto, os valores supracitados foram superiores aos obtidos no fruto

murici-pitanga nesta pesquisa para os estadios inicial e final (E1-3,25 e Es-5,27).
Concluséao

Concluiu-se que entre as caracteristicas quimicas e fisico-quimicas estudadas, os SST, foi o
melhor indicativo na determinagdo do ponto de colheita ideal, pois estratificou em seis estadios de
maturidade (Ei:-muito imaturo, Ez-medianamente imaturo, Es-imaturo, Es-maturo, Es-maduro e Es-
senescente). Os frutos do murici-pitanga atingiram a maturidade fisiolégica no Ea, portanto, este é o ponto
de colheita ideal. Tendo em vista as caracteristicas quimicas e fisico-quimicas do murici- pitanga, ele pode

ser recomendado para ser explorado comercialmente pelo setor de alimentacéo.
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Introducéo

As leishmanioses sdo enfermidades causadas por protozoarios do género Leishmania e
encontradas principalmente em regides tropicais e subtropicais do mundo, sendo endémicas em 88 paises
e ameacando 350 milhdes de pessoas. Embora o tratamento com antimoniais pentavalentes, na maioria
das vezes, seja indicado e efetivo, as taxas de cura variam de 60 a 100% (NOGUEIRA e SAMPAIO, 2001,
MAYRINK et al., 2006). A necessidade de identificar novos compostos leishmanicidas mais eficazes e
menos téxicos em relacdo as drogas convencionais tem motivado pesquisas de novos compostos de
origem natural, dentre 0s quais se destaca a quitosana, um polimero derivado do processo de
desacetilacdo da quitina e tido como o segundo polissacarideo mais abundante na natureza, atras apenas
da celulose. Devido as suas caracteristicas atoxicas e de facil formacdo de géis, a quitosana € um
composto de interesse industrial e especialmente de uso farmacéutico (DESBRIERES et al., 2000). A
busca por novos agentes antimicrobianos vem aumentando o nimero de estudos que utilizam materiais
bioativos em escala nanométrica. Nanoparticulas de prata sdo amplamente empregadas por possuirem
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas singulares, dentre estas se destaca a acdo bactericida,
biocompatibilidade elevada e baixa toxicidade em células animais (HAILE et al., 2010). Neste contexto, o
trabalho em questéo objetivou investigar a atividade antileishmania in vitro da Quit e das AgNPs-Quit sobre
formas promastigotas de Leishmania amazonensis, bem como determinar a citotoxicidade in vitro sobre

macréfagos peritoneais murinos.
Metodologia

Os ensaios foram realizados em triplicata, com promastigotas cultivadas a 26°C em meio

Schneider’s suplementado com 10% de soro fetal bovino e antibidticos. Quando em fase logaritmica de
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crescimento, as mesmas foram colocadas em placa de 96 pocos na qual sete concentracdes das solucbes
(125 a 1,95 pg mL? para Quit e 27/125 a 0,42/1,95 pg mL1 para AgNPs-Quit) foram adicionadas e
incubadas por 24 h. Apdés o periodo de incubacédo, foram adicionados 20 uL da solucdo de resazurina
(1x103 Mol L) e incubou-se novamente a placa por 12 h. Ao término deste intervalo, realizou-se a leitura a
550 nm em leitor de placas especifico. Os resultados obtidos foram expressos em termos de inibicao do
crescimento (%). Para os ensaios de citotoxicidade, em placas de 96 pocos, foram adicionados 100 L de
meio RPMI 1640 suplementado e cerca de 2x105 macréfagos/pogo. Tais células foram incubadas a 37°C e
5% de CO2 por 4 h, para adeséo celular. Passado este tempo, foram feitas duas lavagens com o meio para
a retirada das células que ndo aderiram, seguidas da adicdo de 100 pyL de meio juntamente com as
solucdes diluidas nas concentracdes ja citadas. Ao final de 48 h de incubacéo, o conteldo foi desprezado,
adicionando-se 90 uL de meio RPMI suplementado com 10uL de MTT diluido em PBS (5 mg mL™). A placa
foi novamente incubada em estufa a 37°C e 5% de CO:2 por 4 h, sendo o sobrenadante descartado e
adicionando-se 100 pL de DMSO em todos os pogos. Por fim, a placa foi colocada em agitador por 30
minutos, para dissolucdo completa do formazan, sendo a leitura realizada a 550 nm. Todos os
experimentos desenvolvidos neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimenta¢do com
Animais da UFPI (CEEA/UFPI N° 008/2012).

Resultados

Os perfis inibitérios in vitro para Quit e AgQNPs-Quit contra promastigotas de L. amazonensis estédo
reunidos na Figura 1. Os resultados de citotoxicidade da Quit e das AgNPs-Quit sobre macréfagos estao
apresentados na Figura 2 e na Tabela 1 encontram-se os resultados da ICso, CCso € do indice de

Seletividade calculado a partir dos resultados obtidos.

Figura 1 - Efeito de diferentes concentracdes de Quit e AgNPs-Quit sobre promastigotas de L.

amazonensis
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Figura 2 - Efeito da Quit e das AgNPs-Quit sobre a viabilidade de macréfagos peritoneais murinos
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Tabela 1 — Concentragdes citotoxicas médias (CCso) da Quit e das AgNPs-Quit sobre macréfagos
peritoneais murinos em 48 horas de exposi¢céo

Amostra ICs0 (Lg ML) CCso (g mL™2) indice de Seletividade
Quit 2,120 +£0,238 29,299 + 8,156 13,82
. AgNPs 0,422 +0,046 2,042 £ 0,632 4,84
AaNPs-Ouit .
Quit 1,959 +0,211 9,451 + 2,928 4,82

Discusséo

Analisando-se os perfis inibitorios, pode-se verificar que a Quit causou 100% de inibicdo nas
concentracdes de 125, 62,5 e 31,25 ug mL™ sem ter um aumento da inibicdo nas concentracées restantes
guando comparada as AgNPs-Quit, enquanto estas foram mais eficazes e promoveram 100% de inibicdo nas
concentracdes de 27/125, 13,5/62,5 e 6,75/31,25 pug mLt, apresentando maior inibicdo nas demais
concentracdes comparativamente & Quit. Apresentando ICsso de 2,12 ug mL* para Quit e de 0,42/1,96 pg mL-
Ipara AgNPs-Quit. A Quit, por sua vez, diminuiu a viabilidade dos macréfagos de forma significativa nas
concentracdes de 125 a 15,63 pg mL?, tendo uma CCso de 29,3 pug mL? enquanto AgNPs-Quit
apresentaram-se mais citotoxicas demonstrando que em todas as concentracdes avaliadas houve uma

citotoxicidade significativa em relagdo ao controle, gerando um CCso de 2,04/9,45 ug mL1.
Concluséo

Os resultados de atividade antileishmania para Quit e AgNPs-Quit mostraram que ambos o0s
materiais apresentaram acdo leishmanicida com efeito significativo sobre os parasitos em todas as
concentragdes estudadas. Todavia, AgNPs-Quit foram mais citotoxicas quando comparadas ao polimero o

gue reforca a possivel aplicacdo de preparac¢des contendo quitosana na terapéutica das leishmanioses.
Palavras-chave: L. amazonensis, quitosana, nanoparticulas de prata, atividade leishmanicida.
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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 milhGes pessoas em 88 paises em todo o mundo (FEASEY et al., 2010; SHUKLA et al, 2011; WHO,
2014). As manifestag@es clinicas sdo diversas e pode variar a partir de lesdes cuténeas ulcerativas a forma
visceral, que é a forma mais grave de leishmaniose e estd associada com infeccdo generalizada e alta
mortalidade (DAVID E CRAFT, 2009; ABEBE et al., 2012). A quimioterapia 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 (SbV), antimoniato de meglumina (Glucantime®)
e estibogluconato de sddio (Pentostam®). Os medicamentos de segunda linha anfotericina B, pentamidina
e paromomicina séo utilizados em casos de resisténcia aos antimoniais. No entanto, essas drogas tém
importante limitages, incluindo efeitos toxicos colaterais, alto custo, e a necessidade de tratamento
prolongado (CROFT E COOMBS, 2003). Dado estas limitagdes, existe uma necessidade urgente para a
descoberta de novas terapias contra a leishmaniose. As plantas e os extratos vegetais foram e continuam
sendo de grande relevancia na area farmacéutica, tendo em vista a utilizagdo das substancias ativas
isoladas como protétipos para a obtengcdo 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 arbérea 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 utilizacéo
da casca da planta para o estancamento de sangramentos e lavagem de feridas para a prevencdo de
inflamacé&o, além da ingestéo da infusdo da casca no tratamento de bronquites (CARVALHO, 2007), sendo
necessario pesquisar agées farmacoldgicas sobre outras areas da farmacologia, como por exemplo agéo

antileishmania.
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Metodologia

Promastigotas de Leishmania amazonensis, em fase logaritmica de crescimento, foram cultivadas
em placas de cultivo celular de 96 pocos contendo meio Schneider’s suplementado, em que seis
concentracdes seriadas do extrato etandlico (EtOH), fracdo diclorometano (F. DCM) e acido betulinico (100
— 3,125 pg mL?) foram adicionadas em ftriplicata, juntamente com o controle e incubadas por 48h a 26 °C
em estufa de demanda biolégica de oxigénio (B.O.D.). Restando 6h para o final da incubacdo, 20 - L das
olucdo de a zul de a lam ar 1 x 10 mol L! foram adicionados e as placas voltaram a ser incubadas. A leitura
das placas foi feita em leitor préprio operando em 550 nm e os resultados expressos em termos de inibicdo

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) acido 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 concentracdes, sendo

***n < 0,0001.

Tabela 1 — Valores de Clsgdas substancias em estudo ap6s 48h de incubacao.

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

Valores em média * erro padrdo, ***p < 0,0001.
Discusséo

Comparando os perfis de inibicdo do crescimento para extrato etanolico (EtOH), fragdo
diclorometano (F. DCM) e acido betulinico, apés 48h, verificou-se que tanto o EtOH e a F. DCM

promoveram 100% de inibicdo na concentracdo de 100 pug mL1, enquanto o acido betulinico mostrou-se
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menos eficaz comparado com o EtOH e a F. DCM, havendo inibi¢cdo cerca de 70% na maior concentracdo
testada (de 100 ug mL1). O efeito exacerbado da inibicdo do crescimento tanto do extrato quanto da fracédo
testada pode ser explicado pela acdo de um conjunto de metabdlitos secundarios que possa esta
compondo estas solucfes, ja que o acido betulinico € uma molécula isolada. Entretanto, a fracdo
diclorometano apresentou uma melhor acdo leishmanicida que o extrato etandlico e o acido betulinico, com

ICsode 0,38 ug mL%, 4,63 pg mL1e 29,63 pg mL1, respectivamente.
Concluséao

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

guestao.
Palavras-chave: Antileishmania; Mimosa caesalpiniifolia; Leishmania amazonensis.
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Introducéo

As plantas e os extratos vegetais sdo de grande relevancia na area farmacéutica, tendo em vista a
utilizacédo das substancias ativas isoladas como prot6tipos para a obtencao de farmacos, de adjuvantes, ou
ainda, de medicamentos elaborados exclusivamente a base de extratos vegetais. (NGUELEFACK et al,
2009). Na medicina popular o uso das plantas no tratamento das mais diversas patologias é ampla, e inclui
espécies do género Sida, que sdo utilizadas no tratamento da hipertenséo arterial (NOUMI et al, 1999). A
espécie S. santaremnensis, conhecida como “guanxuma” ou “vassoura”, pertence a familia Malvaceae
(PEIXOTO et al, 2007), pesquisas anteriores mostram que 0 extrato etandélico das partes aéreas da S.
santaremnensis promove efeito vasorrelaxante dependente de fatores endoteliais em artéria mesentérica de
ratos (ARCANJO et al, 2011). O fracionamento dos extratos de plantas é um importante passo para a
obtencdo de compostos bioativos isolados, assim o extrato etandlico da espécie S. santaremnensis foi
particionado em solventes de ordem crescente de polaridade, sendo obtidas as seguintes fracdes:

Diclorometanica (Ssan-Dcm), Hidroalcoolica (Ssan-HA) e Acetato de etila (Ssan-EtOH:H20).

Objetivo

Este estudo como objetivo avaliar o efeito das fracbes Ssan-Dcm, Ssan-HA e Ssan-EtOH:H20 sobre
contragdes induzidas por KClI 80 mM em anéis de artérias mesentéricas superiores isoladas de ratos

normotensos.

Metodologia

Utilizou-se ratos Wistar (250 - 300 g - 12 semanas/CEEA/UFPI N° 008/2012). Apos eutandsia, a
artéria mesentérica foi dissecada, limpa de tecido conectivo e adiposo e seccionada em anéis (2 — 4 mm),

estes foram suspensos por linha de algodédo e fixadas em hastes de aco inoxidavel imersos em cubas para
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6rgéos isolados contendo 6 mL de solucdo de Tyrode a 37°C, gaseificada com uma mistura carbogénica
(5% de CO:z e 95% de O32), sob tensédo de 0,75 g/f por 1 hora de estabilizacdo. Os registros de tensdo
isométrica foram obtidos através de um transdutor de for¢a acoplado a um sistema de aquisicdo de dados
(AECAD 2.08 AVS-PROJETOS-SP). A integridade do endotélio foi verificada através da adicdo de
acetilcolina (10 M) em anéis pré-contraidos por fenilefrina (10-° M). Considerou-se com endotélio anéis com
relaxamento superior a 70% e sem endotélio relaxamento inferior a 10% (SILVA-FILHO et al., 2012). Em
seguida os anéis sem endotélio vascular foram pré- contraidos com uma solucdo despolaizante de KCI 80
mM, em seguida foram adicionadas concentra¢gbes cumulativas das fragdes Ssan-Dcm, Ssan-HA ou Ssan-
EtOH:H20 (0,1 a 750 pg/mL) de maneira isolada, na fase tonica das contracdes para obtencdo de uma curva

concentracéo- resposta.
Resultados

Neste estudo observou-se que as fragbes; Ssan-Dcm, Ssan-HA e Ssan-EtOH:H20 induziram um
efeito vasorrelaxante em anéis de artéria mesentérica superior isoladas de ratos nortensos pré- contraidos
com KCI 80 mM na auséncia do endotélio vascular apresentando pD,=214 *+ 0,06, pD,=1,69 +0,10 e
pDz = 1,69 * 0,10, respectivamente (Figura 1). Observou-se também que a fragdo Ssan-Dcm apresentou

maior porcentagem de relaxamento.

Figura 1 — Efeito vasorrelaxante das fracdes A: Fracédo Diclorometano (Ssan-Dcm), B: Hidroalcoolica (Ssan-
HA) e C: Acetato de etila (Ssan-EtOH:H20) de S. santeremnensis em anéis de artéria mesentérica superior
isolados de ratos normotensos e pré-contraidas com KCI 80 mM. Valores expressos como Média + e.p.m,
n=5.
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Discusséao

Os mecanismos responsaveis pela contracdo do musculo liso vascular estdo divididos em duas
classes: acoplamento eletromecéanico (contracdo dependente das mudancas no potencial de membrana
celular) e farmacomecanico (contracdo induzida por agonista de receptores acoplado a proteina-G) (ZHU et
al, 2007; SOMLYO, 1994). O principal estimulo para que ocorra a contracdo do musculo liso € o aumento
das concentrac6es de calcio (Ca?*) citosdlico, o influxo de Ca?* ocorre através de dois tipos de canais para
Ca?* transmembrana: canais de célcio operados por receptor (ROCC’s) e canais de Ca?* operados por
voltagem (Cav) (JONES et al, 2003). Neste estudo observou-se que Ssan-Dcm, Ssan-AcOEt e Ssan-
EtOH:H20 promoveram efeito vasorrelaxante sobre as contracdes induzidas por KCI 80 mM, nesta

concentracdo de potassio externo ocorre uma despolarizacdo da membrana plasmatica e leva ao aumento
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do influxo de Ca?* extracelular através de canais para calcio dependentes de voltagem gerando uma
contracdo. Mostrando assim que existe uma via de sinalizacdo celular associada ao mecanismo
eletromecénico, no efeito vasorrelaxante dessas fracdes, e que dentre todas as fracfes estudadas a Ssa-

DCM promoveu um maior efeito vasorrelaxante.

Conclusao

As fracdes Ssan-Dcm, Ssan-HA e Ssan-EtOH:H20 promovem efeito vasorrelaxante em anéis de
artéria mesentérica pré-contraidos com KCIl 80 mM, sugerindo uma acao das fracdes sobre o influxo de
calcio através da membrana.

Palavras-chave: Sida santerimenenses; artéria mesentérica, vasorrelaxamento
Suporte Financeiro: UFPI/CNPg/CAPES/FAPEPI
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