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RESUMO

A Quassia amara L. (Simaroubaceae) € arvore de pequeno porte, de ampla distribuicdo
amazOnica, conhecida como pau-amargo; o cha das folhas e cascas € utilizado na medicina
popular para distdrbios gastricos e na malaria. Da planta foram isolados alcalGides
indolicos e B-carbolinicos, esterdides e quassindides (quassina e neoquassina) avaliados
em modelos do parasitismo animal com resultados promissores, mas ainda iniciais.
Estudos farmacoldgicos anteriores realizados com extratos apolares sem padronizacao,
descrevem atividades sedativa, analgesica, anti-inflamatdria, emoliente e anti-Ulcera
géstrica. Em vista da reputacdo da Q. amara na medicina popular e da pouca consisténcia
cientifica dos resultados disponiveis na literatura, este trabalho retomou o estudo das
acOes sistémicas do extrato aquoso padronizado da planta nativa coletada na regido de
Manaus. Da padronizacdo quimica foram obtidos extratos semi-purificados e fracdes de
alto grau de pureza, que serviram também ao estudo do mecanismo das a¢Bes detectadas
experimentalmente. Nesses estudos, o uso popular na malaria nos levou também a
investigar as acdes farmacoldgicas dos extratos purificadas e fragdes nas H*-K*-ATPase e
Ca*2-ATPase de mamiferos, P-ATPases essas que guardam elevada homologia estrutural
com as isoenzimas do Plasmodium sp. essenciais a sua sobrevida. A padronizagdo quimica
do EA da Q. amara foi obtida apds particdo em butanol dando origem a fracdo butanodlica
(FBut) de mesma atividade e 5 vezes mais concentrada. A purificacdo da FBut por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) originou 18 fracdes de elevado grau de
pureza (F1 a F18) que encontram-se em processo de identificacdo. A triagem
farmacoldgica do EA e da FBut mostrou acdo pouco marcada no SNC. O EA mostrou
acdo anti-inflamatdria, aparentemente associada a inibicdo dos mediadores pro-
inflamatdrios histamina e serotonina, mas ndo mostrou efeito analgésico. O EA aumentou
a motilidade gastrintestinal e inibiu as Ulceras gastricas induzidas por estresse e por etanol.
A FBut, em doses 10 vezes menores, inibiu a secrecdo e a acidez gastrica in vivo, a dose
intermediaria inibiu a acidez total estimulada pela histamina, mas ndo alterou quando
induzida por betanecol (agonista muscarinico), indicando provavel acéo seletiva na via da
histamina/AMPc. A FBut e as fracdes isoladas em CLAE F10, F14 e F15 potenciaram a
contracdo do masculo diafragma de rato sob estimulo elétrico direto. A FBut e fracdes
FO5, FO6, FO8, F09, F10, F13, F14, F15 e F16 inibiram a atividade da Ca®*-ATPase de
musculo esquelético; este efeito pode explicar a potenciacdo da contracdo do musculo
diafragma. A FBut e as fragbes F11, F12, F13 e F16 inibiram a atividade da H'-K'-
ATPase da mucosa gastrica in vitro; este efeito pode explicar a atividade antissecretora
acida e a atividade anti-tlcera observadas in vivo, provavelmente relacionadas com o uso
popular mais frequente.

Palavras-Chave: Quassia amara L., P-ATPases, Anti-Ulcera, Secre¢do acida-gastrica
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ABSTRACT

Quassia amara L. (Simaroubaceae) is a small tree, widely distributed in the Amazon, known
as “pau-amargo”. The tea from its leaves and bark are used in popular medicine for gastric
disorders and malaria. B-carboline and indolic alkaloids, steroids and quassinoids (quassin and
neoquassin) were isolated from this plant and evaluated in animal models of malaria with
promising results, but still preliminary. Previous pharmacological studies performed with
non-standardized apolar extracts, reported sedative, analgesic, anti-inflammatory, emollient
and anti-ulcer activities. In view of the reputation of Q. amara in folk medicine and scarce
consistent results in the scientific literature, this work studied the systemic actions of the
standardized extracts from the native plant collected in the region of Manaus. Semi-purified
extracts and high purity fractions were obtained from the chemical standardization and were
used to study the mechanisms of actions detected experimentally. In these studies, the popular
use of Q. amara in malaria led us also to investigate the pharmacological actions of its
extracts and purified fractions in mammalian P-ATPases (H*-K*-ATPase and Ca*>-ATPase)
that have high structural homology with isoenzymes essential to the Plasmodium survival.
The standardized extract was obtained by the partition of Q. amara AE in buthanol
originating the buthanolic fraction (BuF) with the same pharmacological activity and fivefold
more concentrated than AE. The purification of BuF by high performance liquid
chromatography (HPLC) yielded 18 high purity fractions (F1 to F18), still in identification
process. The pharmacological screening of AE and BuF did show remarkable action in the
CNS. AE showed anti-inflammatory effect, apparently associated with the inhibition of pro-
inflammatory mediators histamine and serotonin, but no analgesic action was observed. AE
increased gastrointestinal motility and inhibited the gastric ulcers induced by stress and
ethanol. BuF at tenfold lower doses inhibited the secretion and gastric acidity in vivo and the
intermediate dose inhibited the total acidity stimulated by histamine, but did not when
induced by bethanechol (muscarinic agonist), indicating a possible selective action in the
histamine/cAMP pathway. The BuF and fractions isolated by HPLC F10, F14 and F15
potentiated the direct elicited twitches in the rat diaphragm muscle. In the Ca*-ATPase
isolated from skeletal muscle, the BuF and fractions FO5, FO6, FO8, F09, F10, F13, F14,
F15,F16 inhibited its activity and this effect may explain the potentiation of the diaphragm
contraction. The FBut and fractions F11, F12, F13 and F16 inhibited the H'-K'-ATPase
activity from the gastric mucosa in vitro; this effect may explain the anti-secretory and anti-
ulcer activity observed in vivo, effects related to the mainly popular use of Q. amara.

Keywords: Quassia amara L., P-ATPases, Anti-ulcer, Gastric acid secretion
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gastrico, no pH luminal e na acidez total estimulada pelo secretagogo
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|. INTRODUCAO




O uso de plantas para o tratamento de enfermidades € documentado desde as primeiras
civilizacdes e, por vezes, ainda hoje, € o Unico recurso acessivel a comunidades menos
desenvolvidas. Ao lado desse uso imediato, comunidades desenvolvidas passaram a utiliza-
las como fontes de produtos curativos, mais tarde moléculas inovadoras com potenciais
efeitos terapéuticos que vieram auxiliar na identificacdo de alvos farmacoldgicos
(PHILLIPSON et al., 2001; PUPO et al., 2007).

A WHO definiu planta medicinal como "todo e qualquer vegetal que possui, em um ou
mais oOrgdos, substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam
precursores de farmacos semi-sintéticos” (WHO,1998).

No Brasil, das 60 mil espécies de plantas superiores catalogadas, apenas 8 % foram
estudadas na pesquisa de compostos bioativos e 1.100 espécies foram avaliadas quanto a suas
propriedades medicinais (GUERRA; NODARI, 2001).

As plantas vasculares da Floresta Amazonica sempre foram as mais estudadas, mas
poucas areas foram exploradas botanicamente, o que dificulta o conhecimento das espécies
presentes e suas relacdes filogenéticas (RIBEIRO et al., 1999).

A identificacdo taxonbmica, embora seja essencial, ndo é garantia de obtencdo de
compostos ativos, pois, além das influéncias macro do ecossistema como luz, agua, calor e
fertilidade do solo, microorganismos endofiticos parecem modular a expressao génica dos
metabolitos secundarios na planta hospedeira, principalmente se a sua a¢ao for propiciada por
aqueles fatores fisicos, quimicos e biol6dgicos do ecossistema (STROBEL et al., 2004;
SIMOES et al., 1999).

Uma das principais razdes para o estudo de extratos vegetais € o fato de muitos
medicamentos disponiveis no mercado serem de origem natural, ou terem sido sintetizados a
partir de compostos naturais. Na atualidade, técnicas quimicas modernas tém permitido o

acesso rapido a novas moléculas biologicamente ativas e facilitado seu estudo como



prototipos para a sintese de novos farmacos (TULP et al., 2002; CECHINEL FILHO et al.,
1995).

Diante dessa potencialidade cientifica e dos beneficios sdcio-econémicos advindos
com medicamentos fitoterapicos, esforcos estdo se intensificando no Brasil € no mundo, para
harmonizar sua caracterizacdo cientifica de tal forma a unificar a legislacdo dos Orgaos
governamentais e exigéncias legais para insercao dos fitoterapicos na Saude Publica.

No Brasil essa normatizacdo foi importante para a aproximacdo das empresas aos
centros de pesquisas académicos, possibilitando a realizacdo de parcerias para a execu¢do de
alguns desses estudos (ALVES et al., 2004). Por exemplo, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), por meio da Resolugdo n°® 89/2004 (BRASIL, 2004a), publicou uma
lista de fitoterapicos de registro simplificado e buscou estabelecer a padronizacdo de
marcadores quimicos e o limite diario para seu consumo. O registro de plantas que néo
constam desta lista, exigird avaliacdo prévia segundo as normas da Resolucdo n° 48 de 16 de
marco de 2004, que dispde sobre o registro de medicamentos fitoterapicos (BRASIL, 2004b).
Em resumo, seré necessario apresentar comprovacao da segurancga de uso (toxicologia pré-
clinica e toxicologia clinica) e da eficacia terapéutica (farmacologia pré-clinica e
farmacologia clinica) do pretenso medicamento. Outras regulamentacdes especificas para
medicamentos fitoterapicos deverdo também ser atendidas, entre elas a Resolucdo n° 90/2004
- um guia para a realizacdo de estudos de toxicidade pré-clinica - e a Resolugdo n° 91/04 - um
guia para realizacdo de alteracbes, inclusbes, notificacdes e cancelamentos pos-registro
(BRASIL, 2004c; BRASIL, 2004d). Portanto, novos fitoterapicos e outros medicamentos
originados de planta deverdo ser avaliados com recursos modernos que demonstrem sua

eficacia e a seguranca do uso terapéutico.



No entanto, plantas medicinais ainda sdo utilizadas com base na crenca popular, o que
faz com que poucas delas sejam avaliadas através de estudos pré-clinicos e clinicos para
producdo em escala (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

E o caso especial das populacdes que vivem em areas endémicas de malaria: além de
usarem redes e mosquiteiros impregnados de inseticidas e dos medicamentos disponibilizados
pelos servicos de salde, os caboclos utilizam tambem plantas medicinais para prevenir ou
tratar a doenca; a Chinchona spp. foi o sucesso da medicina popular da América do Sul, como
a Artemisia annua foi na China. Desses exemplos classicos, foram extraidos a quinina e
artemisinina, respectivamente (WHITE et al., 1999), que deram origem a quase todos 0s
analogos hoje utilizados no controle da doenca.

No entanto, com a viabilizacdo da sintese dos primeiros antimalaricos e com a
obtencdo de analogos mais seguros, a demanda terapéutica por produtos naturais foi muito
reduzida. Muitas outras plantas utilizadas para tratar malaria deixaram de ser estudadas.
Recentemente, quase um século depois, a maléria recrudesceu nos trépicos porque 0S
parasitas desenvolveram tolerancia progressiva a maioria daqueles compostos sintéticos. As
dificuldades no desenvolvimento de vacinas eficazes e na sintese de novos antimalaricos
reacenderam o interesse pelas plantas utilizadas nas areas endémicas (WHO, 2008; CRAVO
et al., 2001; ALMEIDA, 2007).

A malaria é uma doenca infecciosa causada por varias espécies de Plasmodium, um
protozoario transmitido ao homem por picada de mosquito do género Anopheles. Nas areas
endémicas do Brasil foram estimados cerca de 1,4 milhdes de infectados em 2006, mais de
350.000 casos na Amazonia Legal entre 2001-2007, com um pico maximo superior a 600.000
em 2005 (WHO, 2008).

Como mencionado, a resisténcia desenvolvida pelos parasitas as drogas antimalaricas

atuais tornou-se a razdo primordial das pesquisas que buscam novos medicamentos para



substitui-los. As causas da resisténcia parasitaria sao mdaltiplas e de dificil controle; por
exemplo, pode ser devida ao uso inadequado da medicacdo, ao nivel de imunidade do
hospedeiro, a farmacogenética e a ma nutricdo (WHO, 2008; CRAVO et al., 2001; PETERS
etal., 1990).

Frente a gravidade da endemia e aos poucos recursos terapéuticos disponiveis, a
pesquisa de novos medicamentos foi acelerada e mesmo a industria farmacéutica
internacional passou a investir fortemente na descoberta de novas moléculas. A
GlaxoSmithKline, por exemplo, avaliou com técnicas high throughput screening em culturas
de Plasmodium falciparum, mais de 2 milhGes de compostos. Cerca de 13 mil deles foram
considerados promissores, porém a avaliacdo da farmacodindmica e da seguranca para 0 uso
clinico ainda néo foi iniciada (GAMO et al., 2010).

Apesar de ser mais lenta e dispendiosa, a investigacdo sistematica de compostos de
origem natural também tem sido estimulada. Por exemplo, a simalicalactona D, presente em
Q. amara L., inibiu o crescimento de P. falciparum in vitro em concentragcdes nanomolares e
foi ativa por via oral (0.7 a 18 mg/kg/dia) contra parasitas de roedores (PHILLIPSON et al.,
1993; KUO et al., 2004; MUHAMMAD et al., 2004). Outros estudos demonstraram que
terpenos e compostos fendlicos comuns a muitas plantas possuem atividade antiparasitaria,
porém, ndo existem outros estudos farmacoldgicos que possibilitem os ensaios éticos na
espécie humana, etapa decisiva que eliminaria relatos controversos de atividade in vitro
frequentemente associados a material vegetal ndo padronizado e testes pouco especificos
(KAYSER et al., 2003; LOPES et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2009).

O genoma do Plasmodium falciparum € um dos mais estudados entre os eucariéticos
tanto pela sua viruléncia como por a sua plasticidade gendmica, que resulta na sua capacidade
de adaptacdo tornando-se resistente a praticamente todos os antimaléricos desenvolvidos

apartir dos anos 40 (SILVA; OLIVEIRA, 2002).



A investigacdo gendmica permitiu a identificacdo de novos alvos moleculares e
estimulou a pesquisa de drogas que possam interfir com a homeostase do parasita (CONWAY
et al., 2007), inibindo, por exemplo, o metabolismo energético e a cadeia respiratoria, ou a
sintese protéica, ou ainda, bloquear alvos membranares e enzimas do vacuolo parasitoforo
(ROSENTHAL et al., 2003).

Estudos recentes mostraram que a Ca*>~ATPase de Plasmodium falciparum envolvida
no transporte de célcio (PfATPase4 e PfATPase6) seria alvo da acdo da artemisinina, a
semelhanca da acdo da tapsigargina, reconhecido inibidor da Ca*’-ATPase do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA) de mamiferos (ECKSTEIN-LUDWIG et al., 2003).

Aparentemente, apesar das PfATPases guardarem baixa homologia & Ca*2-ATPase dos
vertebrados (46-48%), existem regides conservadas e residuos peptidicos semelhantes, que
sdo importantes para a funcionalidade da enzima, ainda que ndo guardem identidade
molecular absoluta (KIMURA et al., 1993).

A Quassia amara, Simaroubaceae, é conhecida popularmente como pau-amargo,
murubd, marupd, quina-de-caiena, quéssia, simaruba e quina (CORREA, 1984; BERG et al.,
1983). Cascas do tronco séo tradicionalmente utilizadas como antimicrobiana, antianémica,
antimalarica e no tratamento de distdrbios gastrintestinais. Suas folhas sdo usadas na forma de
ché e alcoolato como febrifugo, tonico, digestivo, no tratamento dos males do estbmago e da
vesicula (MACEDO et al., 2005).

A planta é rica em diversos compostos como 0s quassindides e os alcaldides beta-
carbolina e cantin-6, com atividade antiplasmédio, fago-repelente e antifertilidade
(AJAIYEOBA et al., 1999).

O ch& da casca de Q. amara é utilizado para o tratamento da dor, talvez um
“narcotico” (DUKE et al.,, 1992). De fato, foi sugerido que a espécie possa conter

componentes analgésicos (TOMA et al., 2002).



Este trabalho tem como interesse primario ndo o estudo da atividade antimalarica, mas
a avaliacdo dos efeitos sistémicos desencadeados pela administracdo oral do extrato utilizado
na medicina popular, assim como, a biodisponibilidade dos principios ativos da planta e a
seguranca farmacologica do seu uso. Além dessa bioprospeccao horizontal, o trabalho foi
orientado para explicar os mecanismos moleculares responsaveis por esses efeitos colaterais
em mamiferos, investindo na possibilidade desses mecanismos serem comuns com a

hipotética atividade antiparasitaria.



[l. OBJETIVOS




2.1 Objetivo geral

e Caracterizar a atividade farmacoldgica do extrato padronizado e fracdes purificadas de

Quassia amara L. (Simaroubaceae) e esclarecer os provaveis mecanismos de acao.

2.2 Objetivos especificos

e Padronizar o extrato aquoso obtido da planta coletada, previamente identificada, no
municipio de Manacapuru, proximo a regido de Manaus (Amazonas).

e Estudar o espectro farmacologico, in vivo e in vitro, do extrato padronizado e fracdes
purificadas.

e Estudar o mecanismo de acdo dos efeitos sistémicos mais notaveis.

e Investigar a acdo das substancias purificadas do extrato ativo nas atividades das P-
ATPases (H*-K*-ATPase e Ca‘'>-ATPase), enzimas essenciais para a sobrevida

celular.
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3.1 Quassia amara L.

A Quassia amara L. (Figura 01) é uma angiosperma pertencente a familia das
Simaroubaceae. Esta familia é composta por 25 géneros e 200 espécies, com centro de

diversidade na regido neotropical (RIBEIRO et al.,1999).

Figura 01 - Quassia amara L. in situ (Comun. Nova Esperan¢a, Manacapuru, AM). Foto: Sandrea Sales.

A quassia € uma arvoreta de 4 - 7 m de altura, com folhas compostas, com cinco
foliolos, imparipinadas, raquis e peciolos alados, foliolos oblanceolados, apice abruptamente
acuminado e base atenuada (MACEDO et al., 2005).

Muitos compostos ja foram isolados das folhas, caule e seiva de Q. amara L. como 0s
alcaloides P-carbolina (1-vinil-4,8-dimetoxi-p-carbolina, 1-metoxicarbonil-p-carbolina e N-
metoxi-1-vinil-p-carbolina), alcaldides inddlicos (3-metilcantin-2,6-diona, 5-hidroxi-3-metil-
4-metoxicantin-2,6-diona, 3-metilcantin-5,6-diona, 2-metoxicantin-6-ona, 3-N-0xido de 5-

hidroxi-4-metoxicantin-6-ona e 5-hidroxi-4-metoxicantin-6-ona), esteroides (p-sitosterol,
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stigmasterol e campesterol) e os quassindides (quassina, neoquassina, simalicalactona D e E,
picrassins B, H, I e J). Este ultimo grupo (Figura 02), geralmente é descrito como 0 grupo
mais caracteristico desta planta (BARBETTI et al., 1987, BARBETTI et al., 1990,

BARBETTI et al., 1993, BARBETTI et al., 1990, NJAR et al., 1993; FURLAN et al., 1994).

o

HO
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Quassin Picrasin | Picrasin J

Figura 02 - Quassinodides isolados do extrato de folhas de Quassia amara L.

Estudos de toxicidade do extrato aquoso realizados em ratos e camundongos néo
demonstraram toxicidade oral em dosagens de até 1g/kg; e em camundongos o0 extrato aquoso
nas doses 0,5 e 1,0 g/Kg, por via oral, aumentou a movimentacao intestinal mensurada com
carvio ativado (GARCIA-GONZALEZ et al.,1997; HOUEL et al., 2009; CACHET et al.,

2009; TOMA et al., 2002a).
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A atividade antiacida e antiulcerogénica da Quassia amara L. foi comprovada em
testes in vivo. Os quassinoides foram citados como 0s responsaveis por estes efeitos, pois a
acao foi observada com extratos apolares. Os autores sugeriram que, provavelmente, 0s
quassindides podem estar influenciando no aumento da sintese de muco, fosfolipideos,
bicarbonato e prostaglandinas ou podem estar inibindo a H*-K*-ATPase gastrica (TOMA et
al., 2002a).

Em estudo feito por Toma e colaboradores (2002b), a fracdo apolar (HEX) de Q.
amara mostrou atividade sedativa e antiedematogénica quando administrada
intraperitonealmente. Os autores postulam que estes efeitos sdo produzidos por quassindides
(visto sua baixa polaridade).

A atividade antiinflamatéria de Q. amara também foi avaliada por Verma e
colaboradores (2009), que observaram a capacidade do extrato metandlico desta planta de
inibir os mediadores pro-inflamatorios NO, COX-2, TNF-a, IL-1p, NF-kB em macréfagos
estimulados por lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS).

Entre os quassindides pentaciclicos, quassiamarim e simalicalactona D séao
importantes alvos sintéticos, devido suas atividades in vivo contra células leucémicas de
linfocito P-388 em camundongos e in vitro contra carcinoma de nasofaringe em humanos
(KUPCHAN et al.,1976; SHING et al, 1996.).

Estudos feitos na india demonstraram que a quassina possui atividade inseticida contra
pulgbes, acaros e lagartas, incluindo mosquitos (STROLL et al., 1986; EVANS; RAJ, 1988).
O mecanismo de acdo inseticida seria via inibi¢cdo da tirosinase, uma enzima diretamente
envolvida na esclerotizacdo da cuticula (EVANS; KALEYSA, 1991).

Diversos quassindides presentes em Q. amara L., como simalicalactona D, sdo
capazes de inibir o crescimento do Plasmodium falciparum em cultura em concentragdes

nanomolares; a simalicalactona D € ativa oralmente, contra parasitas de roedores com doses
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que variam de 0.7 a 18 mg/kg/dia (PHILLIPSON et al.,, 1993; KUO et al.,, 2004;
MUHAMMAD et al., 2004).

O extrato bruto (Clsp = 0.0025 pg/ml) e os quassindides quassina (Clso = 0.06 pg/ml,
0.15 uM) e neoquassina (Clsp = 0.04 pg/ml, 0.1 uM) foram avaliados quanto sua atividade
antimalarica, in vitro, e mostraram eficiente atividade inibitoria contra cepas resistentes
(MRC-pf-303) e cepas sensiveis a cloroquina (MRC-pf-20) de P. falciparum (MISHRA,
2009). Provavelmente, o mecanismo de acdo dos quassindides € a inibi¢do da sintese protéica
dada pelo bloqueio da enzima peptidil-transferase ribossémica, impossibilitando o
enlongamento da cadeia de polipeptideo, resultando, conseqiientemente, na morte do parasita

(WRIGHT et al., 2005; CACHET et al., 2009).

3.2 ATPases — Tipos e funcdes

As ATPases sdo enzimas encontradas nos animais, plantas e bactérias e sdo
classificadas em diferentes tipos como P, F, V e ABC (Figura 03). Possuem trés
caracteristicas em comum: sdo encontradas nas membranas bioldgicas, hidrolizam ATP e
transportam ativamente substancias através de membranas biologicas a custa de ATP
hidrolizado (PEDERSEN; CARAFOLI, 1987; PEDERSEN et al., 2002; PEDERSEN et al.,

2005).
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Figura 03 — Resumo dos diferentes tipos de ATPases de transporte (Modificado de Pedersen et al., 2007).

As ATPases do tipo P (Na'-K*- ATPase, Ca*>-ATPase e H'-K*-ATPase), um
polipeptideo de aproximadamente 100 kDa, sdo responsaveis pelo bombeamento de cations
através de membranas celulares e essa translocacdo € realizada pela fosforilacdo de um
residuo de aspartato (MOLLER et al., 1996). Estdo envolvidas em diferentes funcgdes
fisiolégicas como absorcdo, secrecdo, sinalizacdo, transmissdo de impulso nervoso,
acoplamento excitagdo-contragdo, crescimento e diferenciagéo celular (SCARBOROUGH et
al., 1999).

Na maioria das células aerdbicas as ATPases do tipo F funcionam ndo como uma
ATPase, mas como ATP sintase (F1Fo-ATPase sintase), produzindo ATP a partir de ADP e
Pi na presenca de Mg*? em resposta a um gradiente elotroquimico de prétons gerado na cadeia

de transporte de elétrons. Sdo compostas por um complexo de subunidades hidrofdbicas
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imersas na membrana, Fo, e um complexo F1 catalitico ligado a Fo que contém o canal de
prétons (PEDERSEN et al., 2005; STOCK et al., 2000; BOYER et al., 1997; WEBER,;
SENIOR, 1997).

As ATPases do tipo V sdo encontradas principalmente em vacuolos de células
eucaridticas e em membranas de células especializadas tanto de eucariotos como de
procariotos e sdo compostas de varias subunidades com similaridades de seqiiéncias com as
subunidades das F-ATPases. Outra homologia esta relacionada a capacidade de sintetizar
ATP. Estdo envolvidas em varios processos vitais intra e intercelular, incluindo trafego de
proteinas, transporte ativo de metabdlitos e liberacdo de neurotransmissor (WILKENS et al.,
2005; DRORY; NELSON, 2006).

O tipo ABC (ou transportadores ABC) é considerado a maior familia de
transportadores e sdo encontrados em todas as células eucaridticas. Cada proteina
transportadora apresenta 2 (dois) dominios citosélicos de ligacdo a ATP e transportam
pequenas moléculas organicas para fora da célula (unidirecional em eucariotos) ou do citosol

para o interior de organelas (PEDERSEN et al., 2007).

3.2.1 P-ATPases no Plasméddio

O parasita da malaria ndo estd livre dentro do eritrécito, mas envolto por uma
membrana proveniente do eritrocito, chamada membrana do vacuolo parasitéforo (MVP). A
MVP é invertida durante a invasdo e, com isso, muitas das P-ATPases (Na'-K*- ATPase,
Ca*%-ATPase e H*-K*-ATPase) de membrana passam a bombear fons do citoplasma para
dentro deste involucro, assegurando que o parasita esteja constantemente exposto a alta
concentragOes de ions, utilizando-os como sinalizadores, promovendo a sua sobrevida dentro

de uma outra célula (GARCIA, 2004).
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A bomba de sodio (Na'-K*-ATPase) é responsavel pela manutencio do gradiente de
concentracio de Na* e K da célula; porém, quando a célula esta infectada pelas formas
maduras do parasita, ocorre um desequilibrio no gradiente idnico que apresenta niveis altos de
Na* e diminuicdo dos niveis de K*. Isso ocorre principalmente em casos de malaria severa,
em idosos e em pacientes que apresentam alto grau de febre e vomito, estado nutricional,

entre outros (EBELE et al., 2010).

A Ca?*-ATPase é uma proteina que utiliza energia proveniente do ATP para retirar
calcio de dentro das células, evitando, assim, que o acimulo desse ion leve a morte celular por
apoptose. Com a inversdo da membrana, a Ca*>-ATPase do MVP passou a bombear o célcio
do citoplasma para dentro desse pequeno espaco em volta do parasita. Através desse artificio,
0 parasita encontrou uma forma de ativar os mecanismos celulares necessarios para
sobreviver dentro da célula (GAZARINI, 2003). Estudos usando técnicas moleculares
classicas de bibliotecas gendmicas, confirmaram a existéncia, no genoma de P. falciparum, de

uma ATPase dependente de Ca*? (KRISHNA et al., 2002).

Evidéncias recentes indicam que o parasita induz a incorporagdo de uma H*-ATPase
funcional também na membrana do eritrécito hospedeiro, com a fungdo de manter a diferenca
do pH intracelular entre hospedeiro e parasita e, assim, assegurar a obtencdo dos metabdlitos e

ions necessarios (MARCHESINI et al, 2005).
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Figura 05 - Ca**-ATPase do parasita da malaria. O Plasmodium infecta os eritrécitos que possui uma Ca®'-
ATPase, utilizada para retirar calcio de dentro das células (Modificado de Gazzarini, 2003).

Alguns inibidores de P-ATPases ja foram estabelecidos na préatica clinica: o0s
digitalicos, que inibem seletivamente a Na'-K* ATPase; a tapsigargina que inibe a Ca*-
ATPase da SERCA e o0 omeprazol que inibe a H*-K* ATPases no estdmago. Porém, ha a
necessidade de encontrar novas substancias que venham interfir nas vias metabdlicas do

parasita, pois sdo estas que mantém a sua capacidade invasiva e sobrevida.

Tomando como base todas essas informacdes e evidéncias, a presente pesquisa tem
como objetivo estudar as acdes farmacoldgicas do extrato aquoso padronizado da Quassia
amara L, das fracbes intermediarias e de seus compostos isolados, em mamiferos. As acoes
exuberantes na secrecdo gastrica e na musculatura esquelética foram correlacionadas com a
inibicdo da H*, K" -ATPase (bomba de prétons) extraida de mucosa gastrica de porcos, e da

Ca®*-ATPase (bomba de calcio) extraida do musculo da coxa de coelho.
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V. METODOLOGIA
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4.1 Material

4.1.1 Material Botanico

A Quassia amara L. foi coletada na comunidade Nova Esperanca (Coordenadas: W:
060°33°03.3”;S: 03°18°19.6”), no km 60 do municipio de Manacapuru, Amazonas, Brasil

(Figura 06), com a orientacéo e ajuda do proprietario da gleba.

»
S

- “%lrandubaf’”

= ¥

Figura 06 — Local da coleta do material vegetal (O baldo vermelho indica a Comunidade Nova Esperanga,
Manacapuru, Amazonas). Fonte: http://maps.google.com.br>. (Acesso em 20/02/2009).

Cerca de 600 gramas do material fresco coletado foram secos em local arejado, a
temperatura ambiente. Ap6s secagem, o material foi reduzido a 260 g de folhas secas que
foram moidas em tela de 1 mm e armazenados ao abrigo da luz em sacos plasticos a vacuo e
ao abrigo da luz e identificados com o codinome e data da coleta.

Para a confeccdo da exsicata, foram coletadas plantas que continham estruturas

reprodutivas (flores e frutos), para facilitar a identificacdo. O material coletado foi prensado
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em jornal e seco em estufa a 40° C. A exsicata seca foi depositada no Herbario do Instituto
Nacional de Pesquisa do Amazonas, INPA, sob o numero 22481 e identificada por José

Ferreira Ramos.

4.1.2 Andlise Fitoguimica
4.1.2.1 Obtencéo do extrato aquoso (EA) e fracdo butandlica (FBut) de Quassia

amara L.

A extracdo e o processo de purificacdo do extrato aquoso foram orientados pela Profa.
Dra. Mirtes M. Tanae da Disciplina de Farmacologia Celular da UNIFESP, SP.

O extrato aquoso (EA) de Quassia amara a 2,5% foi obtido por infusdo das folhas
secas em agua destilada. O tempo de infusdo a 50° C foi de 30 minutos, com agitacdo a cada
10 minutos. Em seguida, o material foi filtrado, concentrado até 20% do volume inicial em
rotavapor e liofilizado. O rendimento do extrato aquoso (EA) liofilizado foi de 20%.

O EA liofilizado (5 g) foi dissolvido em 200 mL de &gua destilada e extraido em funil
de separacdo com 200 mL de butanol, por 3 vezes, dando origem a fracdo butanodlica (FBut) e

fracdo aquosa (FA), com 40 % (1,4 g) e 60 % (3,0 g) de rendimento, respectivamente.

4.1.2.2 Purificacdo da Fracdo Butanolica (FBut) de Quassia amara por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Preparativa (CLAE-Prep)

A FBut foi purificada pela Dra. Mirtes Midori Tanae no Setor de Farmacologia do
Centro de Biotecnologia da Amazénia (CBA) utilizando um sistema de cromatografia liquida

de alta eficiéncia preparativa (Shimadzu — Japdo) composto por coluna Shimpack Prep-ODS
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(25 x 2 cm), empacotada com particulas esféricas de 5 um, 2 bombas injetoras (LC-8A),
controlador (SCL-8A), integrador CR4A, coletor de fracdes (FCV-100B) e detector
espectrofotométrico UV-Vis (SPD-6A), operando a 210 nm.

A FBut foi dissolvida em &gua de alto grau de pureza (Nanopure Deionization
System) e injetada no cromatografo em aliquotas de 1,0 mL. A purificacdo foi realizada em 2
etapas: na primeira, a fase movel consistiu em gradiente linear de agua/acetonitrila de 10 a
60% em 30 min em fluxo constante de 10 mL/min, coletando-se 6 fracbes compostas. Na
segunda, a fase mével utilizada para eluir as 6 fracdes compostas consistiu em gradiente de
agua/acetonitrila 10 a 30% em 30 min, 30 a 50% de 30 a 45 min e 50 a 65% de 45 a 55 min,
em fluxo constante de 7 mL/min, coletando-se 18 fracbes (Figura 07). Essas fracdes foram
encaminhadas a Central Analitica do Centro de Biotecnologia da Amazonia (CBA) e a
Central Analitica da Universidade de Sdo Paulo (USP) para anéalises de 13C RMN e 1H RMN

visando a identificacdo quimica.
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Figura 07 - Fluxograma de extracdo e fracionamento da fracdo butandlica de Quassia amara por CLAE-prep,
utilizando coluna de fase reversa C18, eluida com gradiente de dgua/acetonitrila 10 a 30% em 30 min, 30 a 50%
de 30 a 45 min, 50 a 65% de 45 a 55 min, fluxo de 7 mL/min e comprimento de onda de 210 nm.

4.1.2.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Analitica (CLAE- analitica) e

padronizacéo do extrato ativo

A fracdo butandlica de Q. amara e as fracdes purificadas foram analisadas em um
sistema de cromatografia liquida analitica (Shimadzu — Japdo) composto por duas bombas
analiticas LC-20AT, modulo de comunicacdo CBM-20A e detector UV-VIS SPD-10A,
operando a 210 nm. O sistema estava acoplado a um computador, sendo operado por software
Shimadzu LC solution, verséo 1.21, SP1.

A fase mdvel consistiu de gradiente linear de agua/acetonitrila 15 a 60% em 30 min,

em coluna analitica C18 (Phenomenex — USA), empacotada com particulas esféricas de 5 pm
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e fluxo constante de 1,0 mL/min. A amostra foi dissolvida em agua/acetonitrila 10%, filtrada
em filtro de 0,22 um (Millipore — USA) e injetada no cromatdgrafo em aliquota de 20 pL

(Figuras 08 e 09).

mV
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Figura 08 - Perfil cromatogréfico da fracdo butandlica (FBut) de Q. amara em CLAE analitico, utilizando coluna
C18, em gradiente de agua/acetonitrila de 10 a 30 % em 30 min, 30 a 50 % de 30 a 45 min e 50 a 65 % de 45 a
55 min, em fluxo de 1,0 mL/min e detector espectrofotométrico UV-Vis operando a 210 nm. TR= tempo de
retencéo
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Figura 09 - Perfis cromatograficos das fracBes isoladas a partir da fracdo butandlica de Q. amara em CLAE
analitico, utilizando coluna C18, em gradiente de agua/acetonitrila de 10 a 30 % em 30 min, 30 a 50 % de 30 a
45 min e 50 a 65 % de 45 a 55 min, em fluxo de 1,0 mL/min e detector espectrofotométrico UV-Vis operando a
210 nm.TR=tempo de retencédo




25

Denota-se no espectro em CLAE 6 picos majoritarios com Tempos de Retencéo (TR)
de 6,3; 11,9; 19,0; 20,8; 21,7; 22,7 min e com areas de 5,3; 8,2; 4,8; 7,5, 13,8 e 18,2%, do
total do cromatograma, respectivamente. As experiéncias descritas nesta dissertacdo
correspondem as atividades do extrato de Quassia amara com essa composic¢éo (Figura 08).

A recromatografia em CLAE analitica das fracGes de Q. amara obtidas em CLAE
preparativa mostrou um bom perfil cromatografico da maioria das fragbes. As mais puras

foram enviadas para identificacdo quimica.

4.1.3 Teste Preliminar da Atividade Antimalarica da FBut de Q. amara

A caracterizacdo da FBut padronizada quimicamente como descrito acima foi
completada com o teste preliminar da atividade antiparasitaria contra Plasmodium chabaudi.
Esses testes foram realizados no Setor de Produtos Naturais do Departamento de
Farmacologia da UNIFESP, em Sdo Paulo, pela Profa. Dra. Maria Teresa R. de Lima-
Landman e pela bidloga Marcela B. Nering para subsidiar os resultados obtidos nos testes
farmacodindmicos desta dissertacao.

Os resultados in vitro mostraram que a FBut (3 -100 pug/mL) incubada na cultura de
Plasmodium chabaudi néo alterou o nimero de hemacias parasitadas. O tratamento in vivo de
camundongos com a FBut (100 mg/kg/dia) administrada por via oral durante 4 dias, ndo foi
eficaz. Ao contrario, foi detectado um aumento da parasitemia durante o tratamento. Como
controle do teste, o tratamento com cloroquina (10 mg/kg/dia, por 4 dias) durante 0 mesmo
periodo interrompeu a progressdao da infeccdo em camundongos infectados. Esses dados
indicaram que a FBut da Q. amara néo parece ter atividade tdxica contra P. chabaudi (Figura

10).
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Figura 10 — Teste da atividade antimalarica da fragio butandlica (FBut) de Q.amara. A- Teste in vitro em
cultura de sangue parasitado com Plasmodium chabaudi- As colunas mostram a porcentagem de células
infectadas apos incubagcdo com FBut (3 - 100 pg/mL) por 24 h (37 °C, 5% CO,) determinada em citbmetro de
fluxo (FACSCalibur — Becton-Dickinson) utilizando acridina orange como corante. B- Teste in vivo -
Porcentagem de células infectadas apds inoculacéo intraperitoneal de Plasmodium chabaudi em camundongos
Balb/C tratados com FBut (100 mg/kg/dia, p.o., 4 dias). A parasitemia foi determinada por microscopia em
laminas coradas com Leishman. O dissulfato de cloroquina (10 mg/kg/dia, v.o., 4 dias) foi utilizado como
controle positivo.

4.1.4 Animais

Ratos Wistar (Rattus norvegicus) e camundongos Swiss albinos (Mus musculus)
adultos (3 meses) criados no Biotério do Centro de Biotecnologia da Amazénia (CBA) foram
utilizados nas experiéncias. Os animais foram mantidos em salas com temperatura de 22 + 1°
C e ciclo de luz de 12/12 h, recebendo agua e racdo ad libitum até o momento da
experimentacdo. Além destes animais, foram utilizados coelhos albinos adultos e porcos
jovens adquiridos de fornecedores na cidade de Manaus.

Os ensaios foram realizados de acordo com as normas e protocolo experimental

aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNIFESP (CEP / UNIFESP -0760/07).
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4.1.5 Drogas, Reagentes e Solventes

O material seguinte foi adquirido comercialmente dos fornecedores indicados:
cloroférmio (Synth), acetilcolina (Sigma), &cido acético glacial (Nuclear), acido ascérbico
(Vetec), acido sulfarico (Synth), &cido tricloroacético - TCA (Nuclear), albumina de soro
bovino, alcool etilico (Synth), anti-histaminico ciproeptadina (Cobavital® Solvey Farma),
ATP (Sigma), atropina (Sigma), betanecol (sigma), bicarbonato de sédio (Cromato), butanol
(Synth), carragenina (Sigma), carvéo ativado, cloreto de célcio desidratado (Nuclear), cloreto
de magnésio (Vetec), cloreto de potassio (Vetec), cloreto de sdédio (Digilab), dextrana
(Sigma), D-glicose anidra (Cromato), diazepam (Rambaxy), d-tubocurarina (Sigma), EDTA
(Nuclear), EGTA (Sigma), éter etilico (Nuclear), extran, fenolftaleina (sigma), ficol (Sigma),
formol (Bioquimica), fosfato monobésico de potassio (Ecibra), heparina (Hipolabor),
histamina (Sigma), ion6foro calcimicina A23187 (Sigma), liquido de Tirk, I-name (Sigma),
manitol (Sigma), molibdato de aménia (Carlo Erba), monofosfato de sédio (Merck), MOPS
(Sigma), noradrenalina (Sigma), oubaina (Sigma), pentobarbital (Sigma), pipes (Sigma),
Sacarose (Qeel), Schering 28080 (Schering Plough), tapsigargina (Sigma), tris-maleato

(Sigma), trizma-HCI (Sigma), uretana (Sigma)

4.1.6 Composicéo das Solugdes Utilizadas

4.1.6.1 Solugdes Utilizadas em Estudos in vitro

e Liquido Nutritivo Tyrode (mM) — NaCl 135; KCI 5,0; MgCl, 1,0 ; NaHCO;3 15,0 ;

NaH,PO, 1,0 ; CaCl, 2,0 ; glicose 11,0.
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4.1.6.2 Solucdes Utilizadas em Estudos in vivo

e Salina (NaCl 0,9% )

e Liquido para pletismdmetro: NaCl 0,1% + 8 gotas de Extran 10%

4.1.6.3 SolugBes Utilizadas na Determinagéo da Atividade da Ca™*-ATPase

e Solugéo I: MOPS 10 mM, sacarose 10%, EDTA 0,1 mM, pH 7,0 (1 L)

e Solucdo II: MOPS 10 mM, KCI 0,6 M, pH 7,0 (0,5 L)

e Solugéo I1I: MOPS 10 mM, sacarose 30%, pH 7,0 (0,5 L)

e Tampéo para medidas da atividade da Ca®*-ATPase: Tris-maleato 50 mM, pH 7.4;
MgCl, 8 mM; KCI 120 mM; EGTA 1 mM; iondforo calcimicina (A23187) 10 uM
(solucdo estoque 0,2 mM em etanol); CaCl, 1,008 mM (Ca?* livre = 17,5 pM). A
mesma solucdo tampéo é utilizada para determinar a atividade da Mg?*-ATPase, mas
excluindo o CaCls.

e Solucdo acida de molibdato de aménio: 4,58 g de molibdato de aménio + 23,8 mL de
H,SO4) em 1 L de agua destilada. O reagente de molibdato de ambnio é preparado

com 15 mL da solucéo &cida e 0,36 g de &cido ascérbico (Hossein et al, 1993).

4.1.6.4 Solugdes Utilizadas na Determinacdo da Atividade da H™-K"-ATPase
e Tampéo para lavagem: manitol 120 mM, PIPES/Trizma 5 mM, Sacarose 40 mM, pH
6,7, EDTA 1 mM.
e Tampéao de homogeneizagéo: PIPES/Trizma 4 mM, sacarose 30 mM, pH 7,4.

e Tampdo para medida da atividade da H*-K*-ATPase: Tris-HCI 50 mM; MgCl, 2,5

mM:; KCIl 20 mM e ATP 1 mM.
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e Gradiente de Ficol (Ficol 400, v/v): Ficol 4% e 12% em Tampé&o PIPES/Trizma 4 mM
contendo sacarose 30 mM.

e Solucdo &cida de molibdato de aménio: 4,58 g de molibdato de amdnio + 23,8 mL de
H.SO,) em 1 L de agua destilada. O reagente de molibdato de amdnio é preparado

com 15 mL da solucéo &cida e 0,36 g de acido ascérbico (Hossein et al, 1993).

4.2 Métodos

4.2.1 Métodos para Deteccdo de Acdo no Sistema Nervoso Central

Todos os experimentos foram realizados sempre no mesmo periodo do dia para
minimizar alteracdes do ciclo circadiano/ultradiano. No dia de cada experimento os animais
foram habituados as condi¢es experimentais.

Os testes foram realizados segundo descricdo do livro “Métodos de avaliagdo da
atividade farmacologica de plantas medicinais” (LAPA et al., 2003), com algumas adaptacGes

realcadas quando necessario.

4.2.1.1 Atividade Geral — Teste de Irwin

Teste realizado para determinacdo de doses efetivas, vias de administracdo,
comparacdo da biodisponibilidade, tempo de observagéo relativo e principais efeitos a serem
comprovados em outros testes. Camundongos foram divididos em: grupo controle (agua, 5
mL/kg, v.0.) ou grupos tratados com EA (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) ou FBut (0,1; 0,3 e 1,0
o/kg, v.o., n=3/grupo). Os animais foram colocados em caixas-moradia e seus

comportamentos analisados nos tempos de 30 min, 1, 2, 3, 4, 5 e 24 hs ap0s o tratamento. Os
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parametros observados foram: contor¢cdes abdominais, pélos arrepiados, ptose palpebral,
locomocdo, ténus muscular, tremores, paralisia do trem posterior, salivacao,
cromodocriorréia, secrecdo bronquica, convulsdes, morte entre outros que compdem a tabela

de requisitos da atividade proposta por Irwin (1961).

4.2.1.2 Campo Aberto (“Open Field”)

O campo-aberto consiste numa caixa quadrada de acrilico transparente (30 x 30 x 20
cm) empregada para avaliar a atividade exploratoria dos animais. Uma hora apds o tratamento
do grupo controle (agua, 5 mL/kg, v.0.) ou FBut (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0., n=8/grupo), 0s
camundongos foram colocados no centro do open field e avaliados durante 5 min. Os
pardmetros de avaliacdo foram: o nimero de estiramentos, de levantares e de cruzamentos, 0
tempo despendido no centro e na periferia, o tempo de auto-limpeza e, também, foi registrado

0 namero de bolos fecais eliminados (ARCHER et al., 1973).

4.2.1.3 Sono Barbiturico

Camundongos foram divididos em grupos: controle (dgua 5 mL/kg, v.0.), tratados com
extrato aquoso (EA 0,05; 0,3 e 1g/kg, v.0.) ou com a fracdo butandlica (FBut 0,1; 0,3 e 1 g/kg,
v.0., n=8/grupo). Apos 1 h dos tratamentos, foi administrado pentobarbital sddico (50 mg/kg,
i.p.) e mediram-se imediatamente os tempos para a perda do reflexo postural dos animais
(tempo de laténcia para 0 sono) e o tempo para a recuperacao do reflexo postural (tempo de
duracdo do sonoi), durante 3 h consecutivas. O grupo controle positivo foi tratado, 30 min

antes, com diazepam (DZP 1,5 mg/kg, i.p.) (CARLINI et al., 1986).
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4.2.1.4 Sono induzido por éter

Camundongos foram divididos em grupo controle (dgua, 5 mL/kg, v.0.) ou tratado
com extrato aquoso (EA 0,1; 0,3 e 1g/kg, v.o., n=8/grupo). Passado uma hora dos diferentes
tratamentos, os animais foram colocados em uma camara (30 cm x 20 cm de didmetro)
saturada com 5 mL de éter etilico, medindo-se o tempo de laténcia e duracdo do sono
induzido pelo éter etilico (VIEIRA et al., 2001). Apos a perda do reflexo postural, esperou-se
60 s para retirar 0s animais da cadmara de saturacdo, colocando-os em decubito dorsal para

medicdo do tempo de duracdo da hipnose.

4.2.1.5 Teste da Suspensao pela Cauda

Camundongos foram divididos em grupo controle (agua 5 mL/kg, v.0.) ou grupo
tratado com a fracdo butandlica (FBut 0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0., n=8/grupo). Uma hora apds os
diferentes tratamentos, os animais foram suspensos e tiveram a cauda fixada em anteparo
elevado a 50 cm de altura e medidos os tempos de laténcia para o animal ficar imével e a
duracdo da imobilidade de cada animal durante 5 minutos, quando os animais eram liberados

(STERU et al., 1985).

4.2.1.6 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O labirinto em cruz elevado (LCE) consiste de dois bracos abertos opostos (30 x 5 x

25 cm) e dois fechados (30 x 5 x 25 cm), também opostos, em forma de cruz grega. Os bracos
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abertos e fechados estdo conectados por uma plataforma central (5 x 5 cm). A plataforma e as
paredes laterais dos bragos fechados sdo confeccionadas em acrilico ou madeira. O aparelho
fica posicionado a 45 cm do chao.

Camundongos foram divididos em grupo controle (agua, 5 mL/kg, v.0.) e grupos
tratados com FBut (0,1; 0,3 e 1g/kg, v.o., n=8/grupo). Uma hora apds os diferentes
tratamentos, os animais foram colocados no centro do aparelho com a cabeca voltada para um
dos bracos fechados por 5 min de observacdo (PELLOW et al., 1985).

Os comportamentos avaliados no LCE foram: freqiiéncias de entradas e tempo
despendido nos bragos abertos e fechados. Foram também avaliados o nimero de imersées de
cabega e estiramento como medida do comportamento de “avaliagdo de risco” (RODGERS &

COLE, 1993) e 0 numero de bolos fecais (ARCHER et al., 1973).

4.2.2 Métodos para Avaliacdo da Atividade Antiinflamatoria e/ou
Antinociceptiva

4.2.2.1 Teste da Formalina 1,5%

Camundongos foram divididos em grupo controle (4gua, 5 mL/kg, v.0.) ou tratados
com EA (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0., n=6/grupo). Apds 50 minutos do tratamento, os animais
foram colocados em caixas de acrilico espelhadas para ambientacdo antes do inicio do
experimento. Imediatamente apos a inje¢do de formalina 1,5% (30 pL/pata, i.pl.), 60 minutos
apos os tratamentos, 0s animais foram colocados novamente nas caixas espelhadas e iniciou-
se a contagem do tempo de lambedura da pata injetada de cada animal. Os espelhos facilitam
a observacdo. Esse teste tem como caracteristico, uma resposta bifasica: a primeira etapa (fase
da nocicepcao) comeca imediatamente apds a injecdo de formalina e perdura por 5 minutos.

Esta fase é seguida por um periodo de quiescéncia (poucas lambeduras) de cerca de 5-10
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minutos apds o qual se desenvolve a segunda etapa (fase inflamatdria) que é medida dos 15

minutos aos 30 min apos a injecdo (HUNSKAAR et al., 1985).

4.2.2.2 Teste de “Tail-Flick” (Retirada da Cauda)

Esse teste consiste na imersdo do terco inferior da cauda dos camundongos em agua
aquecida a 50° C, medindo-se o tempo para a retirada da cauda da agua quente. Os
camundongos foram divididos em grupo controle (agua, 5 mL/kg, v.0.) ou tratados com EA
(0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0., n=6/grupo) e, 30 min apds a leitura da reacdo basal, 0s animais
receberam os diferentes tratamentos por via oral. As medicdes foram feitas durante 30, 60, 90
e 120 minutos apds os tratamentos. O maximo de exposi¢cdo a dgua quente foi estipulado em

15 segundos.

4.2.2.3 Contorcdo Abdominal

Camundongos foram divididos em grupo controle (4gua, 5 mL/kg, v.0.) ou tratados
com EA (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0., n=6/grupo). Uma hora apds os tratamentos, o acido acético
1% (0,1 mL/10 g) foi injetado intraperitonialmente, iniciando-se imediatamente a contagem
do numero de contor¢des a cada 5 minutos durante 30 minutos. Para representacdo e analise,

as contorcdes nesse periodo foram acumuladas.
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4.2.2.4 Edema de pata induzido por carragenina 1,0%

Ratos foram divididos em grupo controle (agua, 5 mL/kg, v.0.) ou tratados com EA
(0,01; 0,03 e 0,1 g/kg, v.0., n=6/grupo). Uma hora apo6s os diferentes tratamentos, a pata
direita foi injetada com carragenina 1,0% (300 plL/pata, i.pl.) e a pata esquerda com salina
0,9% (300 pL/pata, i.pl.). Antes e ap0s os tratamentos, o volume das patas direita e esquerda
dos animais foi medido, em triplicata, com o auxilio de um Pletismémetro digital® (Ugo
Basile Instruments, modelo 7500). O volume das patas foi medido aos 30, 60, 90, 120, 180 e
240 min da carragenina e o valor do edema foi obtido pela subtracdo do volume da pata

injetada com salina do volume da pata injetada com a carragenina.

4.2.2.5 Migracdo Celular

Ratos foram divididos em grupo controle (agua, 5 mL/kg, v.0.) ou tratados com EA
(0,01; 0,03 e 0,1 g/kg, v.0., n=6/grupo) e, uma hora apds os diferentes tratamentos, foi
injetada carragenina 1,0% (i.p). Apdés 6 hs da injecdo de carragenina, 0s animais foram
mortos por deslocamento cervical sob anestesia etérea. O peritbnio dos animais foi lavado
com 5 mL de PBS-hep seguida de massagem abdominal delicada durante 1 minuto. Apos a
laparotomia, o liquido peritonial foi coletado e o volume medido.Uma amostra do liquido
coletado foi diluido em liquido de Tiirk (1:20) agitada durante 1 minuto para a contagem

dos leucdcitos em camara de Neubauer.
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4.2.2.6 Edema de pata induzido por dextrana 0,1%

Ratos foram divididos em grupo controle (4gua, 5 mL/kg, v.0.), tratados com anti-
histaminico (Ciproeptadina, 10 mg/kg, v.0) ou com EA (0,01; 0,03 e 0,1 g/kg, v.o.,
n=6/grupo). Uma hora ap0s os diferentes tratamentos, a dextrana 0,1% (300 uL/pata) foi
injetada na regido plantar da pata direita e salina 0,9% (300 pL/pata) na pata esquerda. O
volume basal das patas direita e esquerda de todos os animais foi medido em triplicata antes e
apos a injecdo, com o auxilio de um Pletismémetro digital (Ugo Basile Instruments®, modelo
7500). O volume das patas foi medido aos 30, 60 e 120 min da injecdo, considerando-se 0

volume da pata injetada com salina menos o volume da pata injetada com dextrana.

4.2.3 Métodos para Deteccédo dos Efeitos no Sistema Gastrointestinal

4.2.3.1. Transito Intestinal

Os camundongos foram divididos em grupo controle (agua, 5 mL/Kkg, v.0.) ou tratados
com EA (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0., n=6/grupo) e mantidos em jejum de 16 horas. Decorridos
60 minutos dos tratamentos foi administrado uma suspensdo de carvdo ativado (10%, 0,1
mL/10g, v.0) em todos os animais. Apds 30 minutos, os animais foram mortos sob anestesia
etérea e o intestino delgado totalmente removido. A distancia percorrida pelo carvao no grupo
controle e nos grupos tratados com EA foi medida relativamente ao comprimento total do

intestino delgado.
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4.2.3.2Atividade Anti-Ulcera

4.2.3.2.1 Lesdo gastrica induzida por estresse

Camundongos foram divididos em grupo controle (a4gua, 5 mL/kg, v.0.) ou
tratados com EA (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0., n=6/grupo) e mantidos em jejum de 16 h. Uma
hora apds os tratamentos, os animais foram imobilizados em contensores individuais, e
colocados em camara fria a 4° C por 2 hs. Apds este periodo, os animais foram mortos sob
anestesia etérea, 0s estdbmagos retirados, lavados externamente e abertos ao longo da pequena
curvatura. O contetdo gastrico foi desprezado e a mucosa foi cuidadosamente lavada com
salina 0,9% para a determinacdo do numero de Ulceras e indice de lesdes gastricas segundo a

pontuacdo das lesbes gastricas da tabela 1.

4.2.3.2.2 Lesdo gastrica induzida por etanol 75%

Os camundongos foram divididos em grupo controle (agua, 5 mL/kg, v.0.) ou EA (0,1;
0,3 e 1,0 g/kg, v.0., n=6/grupo) e, apos 16 h em jejum, receberam os diferentes tratamentos.
Decorridos 60 min, foi administrado etanol 75% (1 mL/100 g, v.0.). Ap6s 1 h da
administracdo do etanol, os animais foram sacrificados sob anestesia etérea. O estdmago foi
removido, lavado externamente, colocado em placa de Petri sobre gelo e aberto ao longo da
pequena curvatura. O contetdo gastrico foi desprezado e a mucosa foi cuidadosamente lavada
com salina 0,9% para a determinagdo do namero de Ulceras e indice de lesbes gastricas

segundo a pontuacgéo das lesdes gastricas da tabela 1.



Tabela 1 - Pontuacdo atribuida as leses gastricas produzidas no estbmago de roedores por
estresse a frio, etanol 75% ou indometacina.
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a) coloracdo da mucosa

SNOMMAL o 0 ponto

= NIPEIEMICA ..o s 1 ponto

e (L1 oTo = To - TSR 1 ponto
b) perda de pregas da MUCOSA ..........covrerieiiiienieiereeee e 1 ponto
c) Petéquias

S LBV s 1 ponto

e 101010 (=T - Vo [o TSSOSO 2 pontos

S ANEENISO L 3 pontos
d) Edema

S LBV s 1 ponto

e 101010 (=T - Vo [o TSROSO SPRTRPS 2 pontos

S ANEENISO L 3 pontos
e) Hemorragia

S LBV s 1 ponto

e 1101 (=T Vo - USSR 2 pontos

S ANEENSA . 3 pontos
) Perda de muco

S LBV s 1 ponto

e L1101 (=T Vo - OSSPSR 2 pontos

S ANEENSA . e 3 pontos
0) Lesdes necro-hemorragicas (Ulceras)

SALE L MM e 1 ponto

=S L MM e 1,5 pontos X mm

= PEITUFAAAS ..o 5 pontos x mm

As avaliagBes foram realizadas por 1 técnicos treinado e sem conhecimento dos

tratamentos (LAPA et al., 2003).
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4.2.3.3 Avaliacio do efeito na Secre¢do Acida Gastrica

4.2.3.3.1 Método da Ligadura pildrica

Ratos foram divididos em grupo controle (salina 0,9%) ou tratados com a fragédo
butandlica (FBut 0,01; 0,03 e 0,1 g/kg, i.d., n=6/grupo). Apo6s 16 hs em jejum, 0s animais
foram anestesiados com éter, fixados em decubito dorsal a uma placa de cortica e submetidos
a cirurgia de ligadura pilorica. Apos a oclusdo do piloro, os diferentes tratamentos foram
injetados na luz duodenal. Apos 4 h da cirurgia, os animais foram mortos sob anestesia etérea.
Para evitar perda do contetdo gastrico, o es6fago foi pincado antes de remover o0s estdmagos
Estes foram lavados externamente com agua destilada, secos com papel de filtro e mantidos
sobre placa de gelo. Os estdbmagos foram seccionados ao longo da pequena curvatura e a
mucosa foi lavada com 2 mL de &gua, recolhendo o suco géastrico e o lavado em tubos de
ensaio imersos em gelo. Apo6s centrifugacdo dos tubos (1500 rpm, 30 min), o sobrenadante foi
colhido para determinacdo do volume, pH e da acidez total. O volume foi medido e
completado para 10 mL com &gua destilada. A determinacéo da acidez total foi feita através
de titulagdo com NaOH 0,1 N, utilizando fenolftaleina 2% como indicador acido-base.

A secrecdo gastrica foi estimulada com a administracdo subcutanea de betanecol (20
mg/kg), um agonista de receptores muscarinicos ou histamina (40 mg/kg), um agonista dos

receptores histaminérgicos.
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4.2.4 Determinacdo da atividade da H*-K*-ATPase da Mucosa Gastrica de Porco

As membranas contendo H*- K* - ATPase foram obtidas da fragdo microssomal
extraida da mucosa gastrica de suino pelo método descrito por Rabon e col. (1988). O animal
foi adquirido de fornecedor credenciado e sacrificado de acordo com as normas. O estdmago
foi removido, seccionado ao longo da curvatura menor, lavado com PBS gelado e transferido
para um béquer contendo tampdo de homogeneizacdo. O fundo do estdmago foi dissecado e
estendido em placa de vidro sobre gelo, 0 muco foi removido e as glandulas gastricas foram
isoladas. O material foi homogeneizado em homogeneizador de vidro contendo tampéao de
homogeneizacdo (20 — 30 mL) a 3000 rpm. O homogenato foi centrifugado a 13000 g por 15
minutos, o pellet foi desprezado e o sobrenadante centrifugado a 100.000 g por 60 minutos. O
pellet (fracdo microssomal) foi ressuspenso em tampéao de homogeneizacdo (18 mL), aplicado
em gradiente de Ficol e sacarose (4% e 12%) e centrifugado a 24.000 rpm por 60 minutos. A
fracdo contendo a H*-K*-ATPase foi coletada na interface do Ficol 12%, ressuspensa em
tampdo de homogeneizacdo (6 mL) contendo sacarose 30% e homogeneizada em
homogeneizador de vidro. Os microssomas gastricos foram conservados em freezer -80 °C até

a realizacdo dos ensaios e o teor de proteinas foi determinado pelo método de Bradford.
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4.2.4.1 Caracterizagdo da H-K"-ATPase

Para as medidas da atividade da H*-K*-ATPase gastrica, amostras microssomais (0,9-
1 pg)foram incubadas em tampéo Tris-HCI 50 mM, contendo ouabaina 1 mM (para eliminar a
Na'—ATPase presente no homogenato) em volume final de 100 pL. Foram usadas
microplacas transparentes de 96 pocos. A FBut foi testada em triplicata nas concentracfes de
3 a 100 pg/mL. A reacdo foi iniciada adicionando-se 20 uL de ATP 5 mM e incubando-se a
37°C por 30 minutos. A reacdo foi interrompida com 25 pL de TCA 50% a 4°C. Adicionou-se
as amostras 200 uL de solucdo acida de molibdato (0,36 g de acido ascorbico para 15 mL de
solucdo, segundo HOSSEIN et al., 1993), incubou-se a 37°C por 10 minutos. Para controle
positivo foi utilizado o antagonistaespecifico da bomba H*-K*-ATPase, SCH 28080 (3 a 1000
uM).

A leitura das absorbancias foi feita a 820 nm em leitor de placa (Spectramax M2 -

Molecular Devices) e a atividade enzimatica foi expressa em pumol Pi/ mg proteina / min.

4.2.5 Determinacio da Atividade da Ca™-ATPase (SERCAL1)

A Ca**- ATPase do reticulo sarcoplasmatico de misculo esquelético (SERCA 1) foi
extraida dos musculos da coxa de coelho (1,5-2 kg) pelo método descrito por Kosk-Kosicka
(1999). Todas as etapas foram realizadas a 4°C. O animal foi submetido a eutanasia com altas
doses de pentobarbital sédico de acordo com as normas do comité de ética em pesquisa
institucional. Os musculos das duas coxas foram removidos, transferidos para béquer
contendo EDTA 0,1 mM, dissecados e lavados com agua destilada gelada. Para 170 g de
muasculo foram adicionados 510 mL da solugdo I. Os musculos foram cortados e

homegeneizados em tampdo MOPS (solugéo I), pH 7,0 por 5 min e o homogenato foi
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centrifugado a 15.000 g por 20 min. O sobrenadante foi filtrado em gaze e o filtrado foi
centrifugado a 40.000 g por 90 min. O precipitado foi suspenso em solucdo |,
homogeneizado em homogeneizador de vidro e mantido em camara fria por 40 min. A
suspensdo foi posteriormente centrifugada a 15.000 g por 20 min. O sobrenadante foi entdo
centrifugado a 40.000 g por 90 min. O pellet resultante foi ressuspenso e homogeneizado em
homogeneizador de vidro. O material foi conservado em freezer a -80°C até a realizacdo dos
ensaios de atividade enzimatica. O teor de proteina foi determinado pelo método de Bradford

(1976).

4.2.5.1 Caracterizacdo da Ca**-ATPase (SERCA1)

Para 0s ensaios de medida da atividade da Ca*>-ATPase foram utilizadas microplacas
transparentes de fundo chato de 96 pocos. A velocidade de hidrolise enziméatica do ATP foi
determinada colorimetricamente por quantificacdo de fosfato inorganico (Pi) resultante da
hidrolise do ATP em funcdo do tempo (MURAKAMI et al., 1992). As amostras
membranares contendo 0,6 pg de proteina preparadas em tampao Tris-maleato 50 mM foram
incubadas na auséncia e na presenca de FBut (3 a 100 pg/mL) em volume final de 75 pL por
poco. Iniciou-se a reacdo com a adicdo de 7,5 uL de ATP 30 mM e o tempo de reacdo foi de
10 minutos a 37°C. A reacdo foi interrompida com 25 pL de TCA 50% gelado. Adicionou-se
200 pL de solucdo acida de molibdato (15 mL para 0,36 g de acido ascérbico, segundo
HOSSEIN et al., 1993), incubou-se a 37°C por 10 minutos. A tapsigargina (0,01 a 1 uM) foi
usada como controle positivo

As absorbancias foram lidas em espectrofotbmetro (Spectra Max M2 Molecular

Devices) a 820 nm. A atividade da Ca®*- ATPase foi expressa em pmol Pi/mg protefna/min.
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4.2.6 Determinacgdo do Teor de Proteina

A concentracao de proteinas das amostras membranares foi determinada pelo método
de Bradford (1976). O método baseia-se na mudanca de coloracdo vermelha do corante acido
Coomassie Brilliant Blue G-250, presente no reagente de Bradford, para coloracdo azul apos
sua ligacdo a proteina das amostras. As determinac6es foramfeitas em triplicata e as leituras
das absorbancias foram feitas em espectrofotdmetro UV-1650 PC (Shimadzu) a 595 nm. A
concentracdo de proteina foi determinada por interpolacdo da curva padrdo obtida com

albumina de soro bovino (1 a 8 pug/mL).

4.2.7 Efeito da Fracdo Butandlica (FBut) e Fracdes Purificadas (F5, F6 F8, F9,
F10, F13, F14, F15 e F16) no Musculo Esquelético

4.2.7.1 Musculo Diafragma de Camundongo sob Estimulo Elétrico Direto

Ratos foram anestesiados com éter etilico e sacrificados por deslocamento cervical.
Apos incisdo no gradeado costal o musculo diafragma foi removido e transferido para placa
de Petri para a disseccdo fina e colocacdo das amarras. O diafragma foi posicionado
verticalmente em uma cuba de contracdo com capacidade para 5 mL, contendo liquido
nutritivo Tyrode a 30°C carbogenado (O, 95% e CO, 5%) sob tensdo de 1 g e pH 7,4. As
contracBes isométricas foram obtidas na presenca de d-tubocurarina (10°M) e por estimulo
direto (2 ms; 0,1 Hz e voltagem supramaxima) atraves de eletrodos bipolares imersos na cuba.
O registro das contracdes foi realizado com um transdutor de forca PowerLab (ADIntruments)
conectado a um computador e operado por software Chart Pro 5. Os efeitos produzidos pela

FBut (0,1; 0,3 e 1,0 mg/mL, n=3) ou fracbes purificadas (100 pg/mL), foram observados
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durante 30 min de incubagdo em concentracdes individuais, apds a adi¢do de d-tubocurarina

(10°M).

4.2.8 Analises Estatisticas

Os resultados dos testes in vivo foram expressos como media £ erro padrdo ou no caso
das 1Csg, como média geométrica e limites de confianca. As diferencas entre os grupos foram
avaliadas pelo teste de ANOVA e Dunnet e consideradas significativas para p<0,05. Para
comparacdo multipla dos dados paramétricos foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA)
uma via, seguida do pos Teste de Dunett.

Para analise estatistica foi utilizado software Grahpad Prisma, versdo 5. As Figuras e
Tabelas foram confeccionadas utilizando-se o programa Microsoft Excel 2007. Em todas as
analises estatisticas, considerou-se o nivel critico para rejei¢do da hipotese de nulidade menor
que 0,05 (p < 0,05). Os asteriscos (* p< 0,05, ** p< 0,01 e *** p<0,001 serviram para

caracterizar o grau de significancia estatistica (SNEDECOR, 1963).
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V. RESULTADOS




45

5.1. Efeito do Extrato Aquoso (EA) ou Fracdo Butanolica (FBut) de Q. amara
no Sistema Nervoso Central

5.1.1 Atividade Geral - Teste de Irwin

Esse teste teve a finalidade de avaliar os efeitos do EA e sua FBut (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg,
v.0.) no comportamento animal, comparativamente ao grupo controle (dgua, 5 mL/kg, v.0.).
As doses menores ndo induziram efeitos detectaveis nesta andlise preliminar (n=3/grupo). Os
grupos tratados com o EA ou com a FBut 1,0 g/kg, aumentaram a deambulacéo ap6s 60 min.
do tratamento; este efeito perdurou até os 120 min. quando o comportamento animal ndo se
diferenciou dos animais controles. Ndo foram observados outros sinais de agédo estimulante do
SNC (hiperatividade, irritabilidade ao toque), acdo depressora (hipnose, ptose, sedac¢do) ou

atividade autonémica (piloerecdo, diarréia, salivacdo, miccdo exagerada). Ndo houve morte.

5.1.2 Campo Aberto (Teste do “Open Field”)

O tratamento dos camundongos com a FBut (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.), 1 h antes do
teste, ndo alterou o nimero de cruzamentos durante os 5 min. de observacao, a movimentagao
na periferia e 0 comportamento de auto-limpeza, comparativamente ao grupo controle (5
mL/kg, v.0.) (n=8/grupo). As duas maiores doses diminuiram o nimero de levantares em 47%
e 45%, respectivamente. O indice de emocionalidade, avaliado pelo nimero de bolos fecais,
diminuiu em 64% no grupo tratado com a maior dose, em relagdo ao grupo controle (Figura

11) (Tabela 02).
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Tabela 02 — Efeito do tratamento com a fracdo butandlica (FBut 0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) da
Q. amara no teste do campo aberto em camundongos.

Parametros Controle FBut 0,1 FBut 0,3 FBut 1,0
de avaliagdo (agua, 5mL/kg) (9/kg) (a/kg) (9/kg)
No. de cruzamentos 57,4+4.2 59+ 3,6 475+1,8 48,7+1,1

No. de levantares 36,4+51 34,8+5,7 19,2 +2,1* 20 + 2 5*
Tempo na periferia (s) 120,3+0,05 120,4+0,03 120,4+0,02 120,4+0,01
Tempo no centro () 16,7 £ 3,3 144 +24 76+1,3* 74 +13*
Auto-limpeza (s) 13,1+4,6 10,3+3,3 10,3+2,0 10,8 £0,6
No. de bolos fecais 25+05 24+05 1,1+0,3 0,9+0,3*

Valores apresentados como média + erro padrdo (n=8/grupo) dos pardmetros medidos durante 5 minutos no
campo aberto, 1 hora apés o tratamento.

* p<0,05, diferente do controle
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Figura 11 - Efeito da fracdo butandlica de Q. amara (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) apés 1 h de tratamento no nimero
de levantares no teste do campo aberto, durante 5 minutos de observa¢do em camundongos. O grupo controle foi
tratado com agua (5 mL/kg, v.0.). Cada coluna representa a média + erro padrdo (n=8/grupo). * p<0,05, diferente

do controle.
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5.1.3 Sono Barbiturico

Nos camundongos do grupo controle, apés 1 hora do tratamento com agua (5 mL/kg,
v.0.), a administracdo de pentobarbital sddico (50 mg/kg, i.p.) produziu sono com laténcia
para a perda do reflexo postural de 5,2 £ 0,3 min. e duracgéo de 40,3 £ 4,7 min (n=8/grupo).

O tratamento com o EA (0,05; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) reduziu o tempo de laténcia para o
sono com as duas maiores doses (4,0 £ 0,2 min. e 3,0 £ 0,5 min., respectivamente); a duracdo
do sono foi aumentada apenas com a dose de 1,0 g/kg (95,5 £ 15,7 min.). O controle positivo
diazepam (DZP 1,5 mg/kg, i.p., 30 min. antes) diminuiu o tempo de laténcia para 3,5 £ 0,4

min. e aumentou a duragdo do sono para 134,5 £ 26,3 min. (Figura 12).
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Figura 12 - Efeito do extrato aquoso de Q. amara (EA 0,05; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) apds 1 h de tratamento na
laténcia do sono (A) e na duragdo do sono (B) induzido por pentobarbital sédico (50 mg/kg, i.p.), em
camundongos. O grupo controle foi tratado com agua (5 mL/kg, v.0.) e o controle positivo com diazepam (DZP
1,5 mg/kg, i.p.). Cada coluna representa a média + erro padrdo (n=8/grupo). * p<0,05, ** p<0,01, diferente do
controle.

Nos camundongos do grupo controle, apds 1 hora do tratamento com agua (5 mL/kg,

v.0.), a administracdo de pentobarbital sédico (50 mg/kg, i.p.) produziu sono com laténcia
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para a perda do reflexo postural de 5,0 £ 0,3 min. e duracdo do sono de 44,4 £ 4,2 min
(n=8/grupo).

O tratamento com a FBut 1,0 g/kg (v.0.), 1 h antes da administracdo de pentobarbital
sodico (50 mg/kg, i.p.), ndo alterou a laténcia do sono. As doses de 0,1 e 0,3 g/kg (v.0.),
reduziram a laténcia para a perda do reflexo postural em 28 % e 26 % (3,6 £ 0,2 min. e 3,7
0,3 min., respectivamente), em relagcdo ao grupo controle. As doses testadas da FBut (0,1; 0,3
e 1,0 g/kg, v.0.) aumentaram a duracdo do sono induzido em 76 %, 76 % e 90,7 % (78,2
6,6; 78,2 £ 5,7 e 84,7 £ 6 min.), respectivamente, em relacdo ao grupo controle. Efeito
semelhante ocorreu no grupo tratado 30 min. antes com o controle positivo diazepam (DZP
1,5 mg/kg, i.p.) que diminuiu o tempo de laténcia em 26 % (4,0 = 0,3 min.) e aumentou a

duracdo do sono para 127,5 % (101,0 £ 15,5 min.) (Figura 13).
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Figura 13 - Efeito da fragdo butanolica de Q. amara (FBut 0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) ap6s 1 h de tratamento na
laténcia do sono (A) e na duragdo do sono (B) induzido por pentobarbital sédico (50 mg/kg, i.p.), em
camundongos. O grupo controle foi tratado com agua (5 mL/kg, v.0.) e o controle positivo com diazepam (DZP
1,5 mg/kg, i.p.). Cada coluna representa a média + erro padrdo (n=8/grupo). * p<0,05, ** p<0,01, diferente do
controle.
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5.1.4 Sono Induzido por Eter Etilico

Nos camundongos do grupo controle tratados com agua (5 mL/kg, v.0.), o éter etilico
(5 mL) induziu sono com laténcia para a perda do reflexo postural de 24,0 £ 1,4 s e duracédo
do sono de 75,7 £ 8,0 s (n=8/grupo).

O tratamento com EA (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) ndo alterou o tempo de laténcia para o
sono induzido pela exposicéo ao éter, assim como a duracdo do sono nao foi diferenciada dos
controles. No grupo tratado 30 min antes com o controle positivo diazepam (DZP 1,5 mg/kg,

i.p.), apenas a duracdo do sono foi aumentada para 132,8 + 10,7 s (Figura 14).
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Figura 14 - Efeito do extrato aquoso de Q. amara (EA 0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.), apés 1 h de tratamento, na
laténcia do sono (A) e na duracdo do sono (B) induzido por éter etilico, em camundongos. O grupo controle foi
tratado com &gua (5 mL/kg, v.0.) e o controle positivo com diazepam (DZP 1,5 mg/kg, i.p.). Cada coluna
representa a média + erro padrao (n=8/grupo). ** p<0,01, diferente do controle.
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5.1.5 Suspenséo pela Cauda

Apbs 1 hora dos tratamentos, os camundongos foram suspensos pela cauda e avaliados
durante 5 min quanto ao tempo de laténcia para imobilidade e a duracdo da imobilidade. O
tempo de laténcia do grupo controle (dgua, 5 mL/kg, v.0.) foi de 74,9 + 10,2 s e a duracdo da
imobilidade foi de 34,3 £ 5,1 s (n=8/grupo).

Dos grupos tratados com a FBut (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.), as maiores doses reduziram
0 tempo de laténcia para a primeira imobilidade em 37,6 % e 50 % (46,7 £ 6,6 se 37,3+ 3,5
S, respectivamente), assim como, aumentaram o tempo de imobilidade em 135 % e 200 %

(80,6 £ 14,5s e 103,1 + 10,8 s, respectivamente), em relacdo ao grupo controle (Figura 15).
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Figura 15 — Efeito da FBut de Q. amara (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) ap6s 1 h de tratamento no tempo de laténcia
para a imobilidade (A) e na duracdo do tempo para imobilidade (B) avaliados durante 5 minutos no teste da
suspensdo pela cauda de camundongos. Grupo controle foi tratado com agua (5 mL/kg, v.0.). Cada coluna
representa a média + erro padrdo (n=8/grupo). * p<0,05, ** p<0,01, diferente do controle.
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5.1.6 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Os camundongos do grupo controle, apés 1 hora do tratamento com agua (5 mL/kg,
v.0.), permaneceram 0,6 + 0,6 s nos bragos abertos do LCE durante os 5 minutos de avaliacdo
(Figura 16). Nos grupos tratados com a FBut (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.), apenas a dose
intermedidria aumentou o tempo de permanéncia dos camundongos para 13,6 £ 3,4 s nos

bracos abertos (n=8/grupo). Os demais parametros analisados ndo foram alterados, como

mostra a Tabela 03.

N
o
]

_|

% Tempo no Brago aberto (s)
B
o

0= m l
& NS % o®
[éX Q- QF M
S S S
<° <€ <

Figura 16 — Efeito da FBut de Q. amara (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) ap6s 1 h de tratamento no tempo de
permanéncia nos bracos abertos do LCE, durante 5 minutos, em camundongos. O grupo controle foi tratado com
agua (5 mL/kg, v.0.). Cada coluna representa a média * erro padrdo (n=8/grupo). * p<0,05, diferente do
controle.

Tabela 03 — Efeito do tratamento com a fracdo butandlica (FBut 0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.), em
camundongos, no labirinto em cruz elevado (LCE).

Controle FBut 0,1 FBut 0,3 FBut 1,0

Parametros de avaliacao (agua, 5mL/kg) (9/kg) (9/kg) (9/kg)
No. Entrada brago aberto 1,0+1,0 26+1,1 1,9+0,7 14+04
Tempo brago aberto (s) 0,6+0,6 78+3,6 13,6+3,4* 1,3+0,6
No. imersdo de cabeca 17+42 26,6+ 4,9 256+£2,0 18+2,6
No. de estiramento 25+45 26,1 +2,0 23,620 24+12
No. de bolos fecais 22+10 0,7+0,2 2+05 15+05

Valores apresentados como média + erro padrdo (n=8/grupo) dos parametros avaliados durante 5 minutos no
LCE 1 hora ap6s o tratamento com FBut (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.).* p<0,05, diferente do controle
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5.2 Avaliacdo da Atividade Antiinflamatoria e/ou Antinociceptiva do Extrato
Aquoso (EA) de Q. amara L.

5.2.1 Teste da Formalina 1,5 %

A injecédo de formalina 1,5% (300 pL/pata, i.pl.) na pata posterior direita dos ratos do
grupo controle, tratados previamente com agua (5 mL/kg, v.0.), promoveu uma resposta
bifasica caracteristica. Na primeira fase (0-5 min) o tempo de lambedura de pata foi de 80,7 +
5 s e na segunda fase (15-30 min) foi de 150,9 + 12,4 s (n=5/grupo).

O tratamento oral de ratos com o EA 0,1; 0,3 e 1,0 g/kg diminuiu o tempo de
lambedura da pata na primeira fase para 47,4 + 2,0; 52,5 + 2,3 e 40,0 + 6,7 s, respectivamente,
assim como diminuiu na segunda fase do teste para 67,4 + 4; 815 + 7,5 e 54,8 + 9,5 s,

respectivamente, porém ndo houve relacdo dose-efeito nos intervalo de doses (Figura 17).
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Figura 17 - Efeito do EA de Q. Amara (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) apds 1 h de tratamento sobre o tempo de reagdo
da lambida de pata induzido por formalina 1,5%, em ratos. O grafico a esquerda mostra o tempo da lambedura
de pata da primeira fase e o grafico a direita mostra o tempo de lambedura da segunda fase. O grupo controle foi
tratado com &gua (5 mL/kg, v.0.). Cada coluna representa a média + erro padrdo (n=5/grupo). ** p<0,01, ***
p<0,001.
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5.2.2 Teste do “Tail-Flick”

O tempo de resposta dos ratos a imersdo da cauda em agua a 50° C antes dos
tratamentos foi de 7,0 £ 0,1 s (n=24). O tratamento com agua (5 mL/kg, v.0.) ndo alterou a
resposta durante os 120 min de experiéncia. Da mesma forma, a resposta dos animais tratados
1 hora antes com o EA (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.), ndo foi alterada em relagdo ao grupo

controle (Figura 19) (Tabela 05).
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Figura 19- Efeito do EA de Q. Amara (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) ap6s 1 h de tratamento na resposta a imersdo da
cauda de ratos em agua aquecida & 50°C no teste do “Tail Flick”. O grupo controle foi tratado com &gua (5
mL/kg, v.0.). Os simbolos e barras verticais representam as médias * erros padrdo (n=6/grupo).

Tabela 05 — Efeito do tratamento com o extrato aquoso (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) na resposta a
imersdo da cauda de ratos em &gua a 50° C (teste do “Tail-Flick™).

Controle EA 0,1 EA 0,3 EA 1,0
Tempo (min) | (agua, 5 mL/kg) (9/kQg) (9/kQg) (o/kg)
0
6,7+0,6 70+0,6 72+0,6 7,0+0,6
30
6,5+0,9 56+04 56+1,1 50+0,5
60
6,6 +0,4 56+04 58+0,7 5004
90
6,5+0,7 6,4+0,5 6,4+0,7 53+0,2
120 6,7+07 57402 6,6+0,8 6,0 + 0,4

Valores apresentados como médias * erros padrdo, 1 hora ap6s o tratamento com EA (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.)

nos tempos 30, 60, 90 e 120 min (n=6/grupo).




54

5.2.3Contorgdo Abdominal

A injecdo de acido acético 1% (5 mL/kg, i.p.) nos camundongos do grupo controle
tratados 1 h antes com agua (5 mL/kg, v.0.), produziu contor¢fes abdominais crescentes com
um méaximo de 67,2 £ 7,1 aos 30 min. de avaliacdo (n=5/grupo).

O EA (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg) administrado 1 h antes da injecdo do acido acético diminuiu
significativamente o numero de contor¢fes abdominais a partir dos 20 min. da injecdo. Aos
30 min. as contor¢des foram 43 % e 38,7 % menores nos grupos tratados com EA 0,1 e 0,3

o/kg, respectivamente, quando comparados ao grupo controle (Figura 18) (Tabela 04).
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Figura 18 — Efeito do EA de Q. Amara (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0) apds 1 hora de tratamento no nimero de
contorcdes abdominais induzidas pela administragdo de &cido acético a 1 % (5 mL/kg, i.p.), em camundongos. O
nimero de contorgdes foi acumulado a cada 5 min. O grupo controle foi tratado com agua (5 mL/kg, v.0). Os
simbolos e barras verticais representam as médias + erros padrdo (n=5/grupo). * p<0,05, ** p<0,01,
***p<0,001, diferente do controle
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Tabela 04 — Efeito do tratamento com o extrato aquoso (EA 0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) no
namero de contor¢Bes induzidas pela administracdo de &cido acético a 1 % (i.p.), em

camundongos.

Controle EAO,1 EA 0,3 EA 1,0
Tempo (min) | (agua, 5 mL/kg) (a/kg) (o/kg) (a/kg)

5 3.8+0,6 28+1,0 1,0+0,6 2,0+0,9
10 13,2+ 3,6 9,6 +2,0 8,0+15 11,2 3,0
15 32,8 +45 18,5+ 35 198+1,3 24,0 + 43
20 474+53 26,5+55% | 206+ 24 36,6 + 5,2
25 58,8+ 6,1 335+ 6,3%** | 358+ 36% 472+7,0
30 67,2471 38,3+ 6,6%* | 412+38%* | 562+75

Valores apresentados como média + erro padrdo do nimero de contorgdes produzidas pelo acido acético 1 % 1
hora apds o tratamento com EA (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0., n=5/grupo).
* p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001, diferente do controle

5.2.4 Edema de Pata Induzido por Carragenina 1,0 %

O edema de pata foi induzido pela injecdo de carragenina 1,0 % (300 pL/pata) na
regido intraplantar da pata direita de ratos. A pata esquerda, usada como controle, foi injetada
com salina 0,9 % (300 plL/pata, i.pl.). O edema foi medido utilizando pletismémetro e 0s
resultados foram expressos pela diferenca entre os volumes deslocados pela pata direita e pela
pata esquerda (A mL). Os resultados foram mostrados detalhadamente na tabela 06.

A carragenina produziu no grupo controle (5 mL/kg, v.0.) um aumento progressivo do
volume da pata a partir dos 30 minutos, com o pico maximo do edema apds 180 minutos
(1,08 + 0,05 mL) (n=6/grupo).

O tratamento com o EA (0,01 g/kg, v.0.) inibiu 0 edema em 81% ap6s 30 minutos. Na
leitura de 60 min todas as doses (0,01; 0,03 e 0,1 g/kg, v.0.) diminuiram significativamente o
volume do edema em 61 %, 50 % e 45,6 %, respectivamente. Aos 120 min, as doses 0,01 e

0,1 g/kg inibiram o volume em 31,7 % e 30,1 %, respectivamente. Aos 180 min, apenas a
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maior dose do EA (0,1 g/kg) diminuiu em 30 % o volume do edema, quando comparado ao

grupo controle (Figura 20).
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Figura 20 — Efeito do EA de Q. amara (0,01; 0,03 e 0,1 g/kg, v.0.) apés 1 h de tratamento na variagdo do volume
do edema de pata (A mL) induzido por carragenina 1,0 % (i.pl.) em ratos. O grupo controle foi tratado com &gua
(5 mL/kg, v.0.). Os simbolos e barras verticais representam as médias + erros padrdo (n=6/grupo). * p<0,05,

**p<0,01, *** p<0,001, diferente do controle

Tabela 06 — Efeito do tratamento com extrato aquoso de Q. amara (EA 0,01; 0,03 e 0,1 g/kg,
v.0.) no volume do edema de pata induzido por carragenina 1,0 % (i.pl.) em ratos.

Controle EA 0,01 (g/kg) | EA0,03 (g/kg) | EA 0,1 (g/kg)
Tempo (min) (agua, 5 mL/kg)
0 0,02 +0,01 002+001 | 003+001 | 002001
%0 0,26 + 0,06 005+001* | 01+0,02 0,08 + 0,05
%0 0,46 + 0,07 0,2+0,03%%* | 02+005% | 025+01*
120 0,64 + 0,01 043+005% | 054003 | 044+007%*
180 1,1+0,05 0,89+ 0,1 0,94+0,04 | 0,76+0,05%**
240 0,1 +0,03 0,86 + 0,04 0,82 + 0,03 0,77 + 0,04

Valores apresentados como médias + erros padrdo (n=6/grupo) da variacdo do volume das patas (A mL)
promovido pela administragdo intraplantar de carragenina 1 %, 1 hora apds o tratamento com EA (0,01; 0,03 e
0,1 g/kg, v.0.) nos tempos 30, 60, 120, 180 e 240 min de leitura.
* p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001, diferente do controle
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5.2.5 Migracao Celular

A carragenina 1,0 % foi injetada na cavidade intraperitoneal de ratos 1 hora apds o
tratamento oral com agua (5 mL/kg) ou EA (0,01; 0,03 e 0,1 g/kg). No grupo controle, o
numero de leucdcitos totais no exsudato da pleurisia foi de 88,5 + 40,4 (n=6/grupo). Nas
doses estudadas, 0 EA ndo inibiu a migracdo de leucdcitos em resposta ao agente inflamatorio

(82,1+£12,2;87,4 +6,7 e 80,6 £ 10,0, respectivamente) (Figura 21).
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Figura 21 — Efeito do EA de Q. amara (0,01; 0,03 e 0,1 g/kg, v.0.) ap6s 1 h de tratamento no teste da migragdo
celular induzida por carragenina 1,0 % (i.p.) em ratos. O grupo controle foi tratado com agua (5 mL/kg, v.0.).
Cada coluna representa a média + erro padrdo (n=6/grupo).

5.2.6 Edema de Pata Induzido por Dextrana 0,1 %

A dextrana 0,1 % produziu no grupo controle (agua, 5 mL/kg, v.0.) um aumento
progressivo do volume basal do edema da pata a partir da primeira medida, aos 30 minutos,
de 0,06 + 0,01 mL para 0,7 £ 0,07 mL. Ap6s 60 minutos o volume da pata aumentou para 0,8
+ 0,07 mL, enquanto que na leitura de 120 minutos o volume diminuiu para 0,7 + 0,07 mL

(n=6/grupo), caracterizando o fim do processo inflamatorio (Figura 22).
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Todas as doses testadas do EA (0,01; 0,03 e 0,1 g/kg, v.0.) inibiram o volume do
edema de pata no primeiro tempo de leitura, 30 minutos, em 39 %; 47,5 % e 30 %,
respectivamente, assim como a ciproeptadina (82,5 %), antagonista de histamina, quando
comparado ao grupo controle. Os valores resultantes desta avaliacdo estdo descritos na tabela

abaixo (Tabela 07).
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Figura 22 — Efeito do EA de Q. amara (0,01; 0,03 e 0,1 g/kg, v.0.) ap6s 1 h de tratamento na variacdo do volume
do edema de pata (A mL) induzido por dextrana 0,1 % (i.pl.) em ratos. O grupo controle foi tratado com agua (5
mL/kg, v.0.) e o controle positivo com ciproeptadina (10 mg/kg, s.c.). Os simbolos e barras verticais representam
as médias * erros padrdo (n=6/grupo). * p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001, diferente do controle.

Tabela 07 — Efeito do tratamento com o EA de Q. amara (0,01; 0,03 e 0,1 g/kg, v.0.) no
volume de pata induzido por dextrana 0,1% (i.pl.) em ratos.

Tempo Controle EA 0,01 EA 0,03 EAO0,1 ciproeptadina
(min) (Agua,5 mL/kg) (9/kg) (9/kg) (g/kg) (10 mg/kg)
0 0,06 £ 0,01 01+0,1 0,06 + 0,06 0,12 £ 0,03 0,03 +0,02
30 0,7 £ 0,07 0,5+ 0,5** 0,4 £0,4*** 0,6 + 0,03* 0,1 £0,04***
o0 0,8 + 0,07 0,6 +£0,6* 0,7+£0,7 0,7+0,1 0,2 £0,03***
120 0,7 £ 0,07 0,6+0,6 0,7+£0,7 0,6 + 0,06 0,1 £0,06***

Valores apresentados como médias + erros padrdo (n=6/grupo) da variacdo do volume das patas (A mL)
promovido pela administragdo intraplantar de dextrana 0,1 % 1 hora apds o tratamento com EA (0,01; 0,03 e 0,1
a/kg, v.0.) nos tempos 30, 60, 120, 180 e 240 min de leitura.

* p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001, diferente do controle
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5.3 Efeito do Extrato Aquoso (EA) ou da Fracdo Butandlica (FBut) de Q. amara
L. no Sistema Gastrointestinal

5.3.1. Transito Intestinal

A distancia percorrida pelo carvao ativado (10 %, 0,1 mL/10 g, v.0.) no grupo controle
(5 mL/Kkg, v.0.) foi de 38,4 + 3,6 % (n=6/grupo) do comprimento total do intestino delgado.
Os grupos de camundongos tratados 1 hora antes com EA 0,1; 0,3 e 1,0 g/kg (v.0.) tiveram a
distancia percorrida aumentada em 55,0 £ 24 %; 520 = 26 % e 67,5 + 4,0 %,

respectivamente, quando comparados ao grupo controle (Figura 23).
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Figura 23 — Efeito do EA de Q. amara (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) ap6s 1 h de tratamento no transito intestinal
avaliado pela distancia percorrida (%) pelo carvdo ativado (10 %, 0,1 mL/10g, v.0.) em relagdo ao comprimento
total do intestino de camundongos. O grupo controle foi tratado com agua (5 mL/kg, v.0.). As colunas e barras
correspondem as médias + erro padrdo (n=6/grupo). * p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001, diferente do controle
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5.3.2 Atividade Anti-ulcera do Extrato Aquoso (EA) de Q. amara L.

5.3.2.1 Lesdo Gastrica Induzida por Estresse

Nos camundongos do grupo controle tratados com &gua (5 mL/kg, v.0.) e submetidos
ao estresse por imobilizacdo (4°C/2 h), o niumero médio de Ulceras foi de 8,0 £ 1,5 e o indice
das demais lesdes foi de 18,0 £ 2,6 (n=6/grupo). O EA (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) ap6s 1 h de
tratamento protegeu a mucosa gastrica dos animais contra a formacdo de Ulceras gastricas,
proporcionalmente as doses testadas (3,7 = 1,5; 0,8 + 0,8 e 0,2 + 0,2, respectivamente). As
maiores doses promoveram a diminui¢do do indice de lesGes gastricas para9,4 + 1,2 e 8,8 +

0,5 (Figura 24).
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Figura 24 - Efeito do EA (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) de Q. amara ap6s 1 h de tratamento no ndmero de Ulceras (A)
e no indice de lesdo (B) induzidos pelo estresse por imobilizacdo a 4°.C durante 2 horas em camundongos. O
grupo controle foi tratado com agua (5 mL/kg, v.0.). Cada coluna representa a média + erro padrao (n=6/grupo).
* p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001, diferente do controle
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5.3.2.2 Lesdo Gastrica Induzida por Etanol 75%

A administracdo oral de etanol 75% (1 mL/100 g) em camundongos tratados
previamente com agua (5 mL/Kkg, v.0.), produziu lesGes ha mucosa gastrica com um nimero
médio de Glceras de 11,0 + 1,7 e indices das demais lesbes de 18,0 + 2,2 (n=6/grupo). O
tratamento com o EA (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) 1 h antes da administracdo do etanol, diminuiu
a formacao de Ulceras gastricas para 1,3 £ 1,0 e diminuiu o indice de lesbes gastricas para 5,8

+ 1,0 com a maior dose testada (Figura 25).
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Figura 25 - Efeito do EA (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) de Q. amara apés 1 h de tratamento no ndmero de Ulceras (A)
e indice de lesdo (B) induzidos por etanol 75% (1 mL/100 g, v.0.), em camundongos. O grupo controle foi
tratado com agua (5 ml/kg, v.0.). Cada coluna representa a média + erro padrdo (n=6/grupo). * p<0,05, diferente
do controle
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5.3.3 Avaliacdo da Atividade da Fracdo Butandlica (FBut) de Q. amara na
Secrecdo Acida Gastrica

5.3.3.1 Método da Ligadura Pilérica

Nos ratos do grupo controle tratados com salina 0,9% (5 mL/kg, i.d.), o volume da
secrecdo gastrica acumulada apds 4 horas de oclusdo do piloro foi de 8,2 £ 1,6 mL, com pH
igual a 2,0 £ 0,2 e acidez total de 9,1 + 2,0 mEq[H+]/mL/4h (n=6/grupo).

A FBut 0,03 e 0,1 g/kg (i.d.) ap6s 1 h de tratamento diminuiu o volume de suco
gastrico para 3,2+ 1 mL e 1,3 £ 0,1 mL e aumentou o pH luminal para 3,4 +0,5e 5,3 £ 0,3,
respectivamente. As doses de 0,01; 0,03 e 0,1 g/kg, diminuiram a acidez total
proporcionalmente as doses testadas em 59,3 %, 79 % e 95,6 % (3,7 +1,7;1,9+0,7e 0,4 £

0,02 mEq[H+]/mL/4h), respectivamente (Figura 26).
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Figura 26 - Efeito da FBut (0,01; 0,03 e 0,1 g/kg) de Q. amara injetada na luz duodenal no volume do suco
gastrico (A), no pH luminal (B) e na acidez total (C) da secrecdo gastrica, em ratos submetidos a ligadura
pilérica de 4 h. O grupo controle foi tratado com salina 0,9% (5 mL/kg, i.d.). Cada coluna representa a média +
erro padrdo (n=6/grupo). * p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001, diferente do controle

Nos grupos de camundongos tratados previamente com o secretagogo histamina (40
mg/kg, s.c.), o volume da secrecdo gastrica acumulada apds 4 horas de oclusdo do piloro foi
de 10,3 £ 0,7 mL, com pH igual a 1,1 + 0,1 e acidez total de 7,8 £ 1,4 mEq[H+]/mL/4h
(n=6/grupo).

A dose média da FBut (0,03 g/kg, i.d.), administrada 1 hora antes da histamina,
diminuiu o volume de &cido secretado para 6,0 £ 0,7 mL, o pH aumentou para 2,2 + 0,6 € a
acidez total diminuiu para 5,7 £ 1,6 mEq[H+]/mL/4h, em relacdo ao grupo controle histamina

(Figura 27).
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Figura 27 - Efeito da FBut (0,03 g/kg, i.d.) de Q. amara no volume do suco gastrico (A), no pH luminal (B) e na
acidez total (C) estimulada pela administracdo subcutanea do secretagogo histamina (40 mg/kg) em ratos
submetidos a ligadura pil6rica de 4 h. O grupo controle foi tratado com salina 0,9 % (5 mL/kg, i.d.) e controle
positivo foi tratado com histamina (40 mg/kg, s.c.). Cada coluna representa a média + erro padrdo (n=6/grupo).
*p<0,05, **p<0,01, quando comparado ao grupo controle e ## p< 0,01 e ###p< 0,001, quando comparado ao
controle histamina.

Nos grupos de camundongos tratados previamente com o secretagogo betanecol (20
mg/kg, s.c.), o volume da secrec¢do gastrica acumulada apos 4 horas de oclusédo do piloro foi
de 8,05 £ 0,9 mL, com pH igual a 1,2 + 0,2 e acidez total de 10,5 £ 1,3 mEq[H+]/mL/4h

(n=6/grupo).
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A dose média da FBut (0,03 g/kg, i.d.), administrada 1 hora antes do betanecol, ndo
diminuiu o volume de acido secretado (5,5 = 0,5 mL), ndo alterou o pH (1,2 £ 0,2) e nédo

reduziu a acidez total (7,6 £ 0,6 mEq[H+]/mL/4h), em relacdo ao grupo controle betanecol

(Figura 28).
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Figura 28 - Efeito da FBut (0,03 g/kg, i.d.) de Q. amara no volume do suco gastrico (A), no pH luminal (B) e na
acidez total (C) estimulada pela administracdo subcuténea do secretagogo betanecol (20 mg/kg) em ratos
submetidos a ligadura pilérica de 4 h. O grupo controle foi tratado com salina 0,9 % (5 mL/kg, i.d.) e o controle
positivo foi tratado com betanecol (20 mg/kg, s.c.). Cada coluna representa a média + erro padréo (n=6/grupo).
**p<0,01, ***p<0,001, quando comparado ao grupo controle e ###p< 0,001, quando comparado ao controle
betanecol.
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5.4 Dosagem da Atividade Enzimatica

5.4.1 Atividade da Fbut e fracdes purificadas na Ca™-ATPase (SERCA1)

Ensaios preliminares realizados na presenca de diferentes concentraces da enzima
(0,4;0,8;1,2; 1,6 e 2,4 ug), em diferentes tempos de reacéo (5, 10, 15 e 20 min) e quantidade
fixa de ATP (5 mM) mostraram que a atividade 6tima da Ca”*- ATPase de microssomas
isolados da musculatura esquelética (coxa) de coelhos foi obtida com 0,4 pg da enzima
durante 10 minutos de incubaco, a 37° C. Nessas condicdes, a atividade da Ca**- ATPase foi
de 205,5 pmol Pi/mg proteina/min (controle = 100 %, n = 3 em triplicata).

Para as medidas de inibicdo da atividade da enzima, a tapsigargina (THG 0,01 a 1,0
uM) foi utilizada como controle positivo e inibiu a Ca*>- ATPase proporcionalmente as
concentrag¢fes com Clsg igual a 0,11 uM (LC: 0,06 — 0,2 uM, n=3). A fracao butandlica (FBut
0,1; 0,3; 1,0; 3,0; 10; 30 e 100 pug/mL), ap6s incubacdo de 10 minutos, inibiu a atividade da
Ca*%- ATPase com Cls igual a 6,0 pg/mL (LC: 2.3 a 15 pg/mL, n=3 em triplicata) (Figura

36).
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Figura 36 — Efeito da FBut de Q. amara na atividade da Ca**-ATPase isolada de misculo esquelético de coelho
ap6s 10 minutos de incubacdo a 37°C. A tapsigargina (THG), bloqueador especifico da SERCA foi utilizada
como controle positivo. Os simbolos e barras verticais representam as médias + erros padrdo (n=3 em triplicata).
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As fracOes purificadas da FBut de Q. amara F1, F2, F3, F4, F7, F11 e F12 (1,0; 3,0;

10 e 30 pg/mL), incubadas durante 10 minutos a 37°C, ndo inibiram a atividade da enzima

(Figura 37).
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Figura 37 - Efeito das fragGes F1, F2, F3, F4, F7, F11 e F12 (0,3; 1,0; 3,0 e 10 pg/mL) de Q. amara na atividade
da Ca*2-ATPase de masculo esquelético de coelho apés 10 minutos de incubagéo a 37°C. Os simbolos e barras
verticais representam as médias + erros padrdo (n=3/grupo, em triplicata).
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As fracOes da FBut de Q. amara F05, FO6, FO8, F09, F10, F13, F14, F15 e F16 (1,0;
3,0; 10 e 30 pg/mL) inibiram a atividade da Ca*>-ATPase de musculo esquelético de coelho.
As fracOes F9, F13 e F14 foram as mais ativas com Clsg iguais a 0,8; 0,36 e 1,0 pg/mL,
respectivamente (n=3 em triplicata) (Figura 38). Os valores das Clso e dos limites de

confianca das fragdes que inibiram a enzima estao expressos na tabela 08.
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Figura 38- Efeito das fracdes purificadas da FBut de Q. amara na atividade da Ca**-ATPase de musculo
esquelético de coelho apds 10 minutos de incubagdo a 37°C. Os simbolos e barras verticais representam as
médias + erros padrdo, respectivamente (n=3, em triplicata).
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Tabela 08 — Efeito da FBut (0,1 a 100 pg/mL) de Q. amara e fragdes purificadas (0,3 a 10
Hg/mL) na atividade da Ca*2-ATPase de musculo esquelético de coelho apds 10 minutos de
incubacéo a 37°C.

Clsg Condigéo Clgo
Condicao (limite de confianca) (limite de confianca)

Fbut 6,0 pg/mL F10 1,8 pg/mL
(2,3 - 15 pg/mL) (0,4 - 8,6 ug/mL)

FS 1,8 pg/mL F13 0,36 pg/mL
(0,5-6.3 ug/mL) (0,1-1,1 pg/mL)

F6 5,8 pg/mL F14 1,0 pg/mL
(0,8 - 44 pg/mL) (0,3-2,7 ug/mL)

F8 1,5 pg/mL F15 1,7 pg/mL
(0,4 - 5.9ug/mL) (0,6 - 5,2 pg/mL)

F9 0,8 pg/mL F16 3,3 pg/mL
(0,2 - 3,3 pg/mL) (0,7 - 1,5 pg/mL)

Valores apresentados como Clsg e limite de confiancga, entre parénteses, determinados em ensaios de atividade da
Cat+2-ATPase (n=3, em triplicata).

5.4.2 Atividade da Fbut e frages purificadas na H*-K*-ATPase

Ensaios preliminares realizados na presenca de diferentes quantidades da enzima (2,0;
3,5; 7,0 e 11,0 pg), em diferentes tempos de reacdo (10, 15, 20, 25 e 30 minutos) e quantidade
fixa de ATP (20 mM), mostraram que a atividade 6tima de microssomas isolados da mucosa
gastrica de porco foi obtida com 3,5 pg da enzima durante 30 minutos de incubacéo, a 37° C.
A incubacdo de ouabaina (1 mM) ndo alterou os valores de hidrolise obtidos em condicdes
controle, indicando que a preparacio estava livre de Na'-K'-ATPase. Nessas condicdes, a
atividade da H'-K*-ATPase foi de 104,9 + 1,9 umol Pi/mg proteina/min (controle = 100%,
n=3 em triplicata).

Para as medidas de inibicdo da atividade da enzima, a droga Schering 28080 (SCH 3,
10, 30, 100, 300, 500, 700 e 1000 uM) foi utilizada como controle positivo e inibiu a
atividade da H™-K*-ATPase com Clsg igual a 467 pM (LC: 270 - 800 uM, n=3 em triplicata).

A FBut (1; 3; 10; 30 e 100 pg/mL) apos incubacdo de 30 minutos a 37°C inibiu a enzima de
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forma concentracdo-dependente, com Clso de 82 pg/mL (LC: 50 a 130 pg/mL, n=3, em

triplicata) (Figura 39).
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Figura 39 — Efeito do SCH 28080 (3 a 1000 uM) (A) e FBut (1,0 a 100 pug/mL) de Q. amara (B) na atividade da
H'-K*-ATPase isolada da mucosa géstrica de porco apos incubacéo por 30 minutos a 37°C. Os simbolos e barras
verticais representam as médias +* erros padréo (n=3, em triplicata).

As fracdes purificadas da FBut de Q. amara F1 a F10, F14 e F15 (1,0; 3,0; 10 e 30

pg/mL), incubadas durante 30 minutos a 37°C, ndo inibiram a atividade da enzima (Figura

40).
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Figura 40 - Efeito das fragdes purificadas da FBut de Q. amara FOla F05 (A) e FO6 a F10 (B) na atividade da
H'-K*-ATPase de mucosa gastrica de suino apds 30 minutos de incubaco a 37°C. Os simbolos e barras verticais
representam as médias + erros padrdo, respectivamente (n=3, em triplicata)
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As fracbes da FBut de Q. amara F11, F12, F13 e F16 (1,0; 3,0; 10 e 30 pg/mL)
inibiram a atividade da H*-K*-ATPase da mucosa gastrica de suino. As fragdes F11, F12 e
F13 foram as mais ativas com Clsg iguais a 2,7; 2,5 e 2,5 pg/mL, respectivamente (n=3 em
triplicata) (Figura 41). Os valores das Cls e dos limites de confianca das frac6es que inibiram

a enzima estdo expressos na tabela 09.
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Figura 41 - Efeito das fracBes purificadas da FBut de Q. amara na atividade da H'-K*-ATPase de mucosa
géstrica de suino ap6s 30 minutos de incubacéo a 37°C. Os simbolos e barras verticais representam as médias +
erros padrdo, respectivamente (n=3, em triplicata).

Tabela 09 — Efeito da FBut (0,1 a 100 pug/mL) de Q. amara e fracdes purificadas (0,3 a 10
ug/mL) na atividade da H'-K*-ATPase da mucosa gastrica de suino ap6s 30 minutos de
incubacdo a 37°C.

Clso
Condicao (limite de confianca)
FBut 82 pg/mL
(LC: 50 - 130 pg/mL
F11 2,7 pg/mL
(1,1 - 6,6 pg/mL)
F12 2,5 ng/mL
(0,9-7,1 pg/mL)
F13 2,5 ng/mL
(2,0 - 6,0 pg/mL)
F16 3,3 ng/mL
(1,1-9,9 pg/mL)

Valores apresentados como Clsg e limite de confianca, entre parénteses, determinados em ensaios de atividade da

H'-K*-ATPase (n=3, em triplicata).
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5.5 Efeitos da FBut e Fracbes Purificadas no Mdasculo Diafragma de

Camundongo sob Estimulo Elétrico Direto.

A FBut 0,1; 0,3 e 1,0 mg/mL aumentou a amplitude de contracdo do diafragma
estimulado eletricamente na presenca de d-tubocurarina (10° M) de 5 %, 17 % e 50 %,

respectivamente (n=4) (Figura 34).
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Figura 34 — Efeitos da FBut de Q. amara (0,1; 0,3 e 1,0 mg/mL) na contragdo do musculo do diafragma de
camundongo obtida com estimulacéo elétrica direta da fibra muscular na presenca de d-tubocurarina (10
M) a 30°C. Os simbolos e barras verticais representam as médias + erros padrdo (n = 4) da contracdo em %
da basal antes da adi¢do da FBut no tempo zero.

As atividades das fracdes purificadas da FBut na contragdo muscular foram estudadas
no diafragma de camundongo incubado com d-tubocurarina (10 M) (n=4 para cada frac4o).

As fragbes FO5, FO9, F10 e F13 (1,0; 3,0; 10,0 e 30 ug/mL) ndo alteraram a contragédo
do diafragma das fracdes. As fracbes F06, FO8 e F16 (1,0; 3,0; 10,0 e 30 pug/mL) inibiram a
contragdo muscular, quando incubadas na maior concentracdo (30 pg/mL), em 5,6 %, 5,7 % e

12,7% da contracéo basal, respectivamente.



73

As fracOes, F14 e F15 aumentaram a amplitude da contracdo basal do diafragma; a
potenciacédo foi de 17 % e 10 %, na presenca da maior concentracdo, respectivamente (Figura

35).
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Figura 35 - Efeito das fracfes purificadas de Q. amara na contracdo do musculo diafragma de camundongo
obtidas por estimulagéo elétrica direta da fibra muscular na presenca de d-tubocurarina 10° M. As fracdes foram
estudadas individualmente com concentragcfes acumuladas a cada 10 min. Os simbolos e barras verticais
representam as médias + erro padrdo (n = 4) dos efeitos relativos a amplitude da contragdo basal antes da
incubacéo das fragGes (100%).
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V1. DISCUSSAO
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A Quassia amara L., Simaroubaceae, é utilizada na medicina popular como antimicrobiana,
antimalarica, antiinflamat6ria, no combate a anemia e no tratamento de problemas do trato
gastrointestinal; o uso como repelente e inseticida também é comum (BERG et al., 1983; CORREA,
1984; RIBEIRO et al., 1999; MACEDO et al., 2005).

Nas redes cientificas, como Pubmed e Lilacs, encontramos 26 e 5 publicages,
respectivamente, que tratam da atividade farmacoldgica dos diferentes extratos de Q. amara. Dos
publicados no Pubmed, cerca de 8 (oito) trabalhos relatam a atividade antimaldrica de compostos
isolados desta planta. Os demais tratam de agdes sistémicas como efeitos antiedematogénicos,
antiulcerogénicos, atividade citotoxica, inseticida, entre outros.

Entretanto, a maioria dos estudos foca o isolamento quimico dos quassindides, principalmente
da simalicalactona D, aos quais foi atribuida a atividade antimalaria in vitro e in vivo. O isolamento
destes compostos geralmente foi obtido do infuso de folhas frescas, particionado em CH,CI, ou
metanol e, posteriormente, purificado em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Com esse método foram isolados os alcaldides B-carbolina, alcaldides inddlicos e o0s
quassindides (quassina, neoquassina, simalicalactona D e E, picrassins B, H, | e J)
(BARBETTI et al., 1990). Porém, a maioria dos estudos quimicos e farmacologicos
geralmente realizados apds extracdo com solventes de baixa polaridade, ndo tem sido
acompanhados da padronizacdo quimica e da descri¢do da proporcdo relativa dos compostos
constituintes dos extratos.

Sem o monitoramento da atividade do extrato inicial e das fracdes resultantes da
purificacdo com solventes apolares, é dificil detectar a presenca de principios mais polares,
talvez ativos, ou importantes por sua agdo coadjuvante, que podem condicionar a
reprodutibilidade dos efeitos dos extratos vegetais (DEY; HARBORNE, 1991; DE SMET,
2002).

Do ponto de vista farmacoldgico, a quimica de um extrato permite correlacionar

guantitativamente a causa (quantidade de extrato) e a intensidade do efeito produzido em
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animais. Em outras palavras, a padronizagdo de extratos de plantas € um pré-requisito para a
garantia da qualidade de um fitoterapico, isto €é, para garantir a constancia da atividade
terapéutica e a seguranca farmacoldgica. No planejamento do presente trabalho houve a
preocupacdo de identificar taxonomicamente a planta, marcar o local de coleta, preservar
amostras de folhas frescas para comparacdo molecular futura com outros exemplares,
depositar amostra seca em herbario de referéncia nacional, estabilizar o material vegetal por
secagem natural a sombra, extrair a planta medicinal como indicado na medicina popular,
padronizar o extrato em CLAE, purificar os compostos constituintes, identificar os efeitos
farmacoldgicos principais e 0s compostos responsaveis pelas atividades.

A padronizacdo quimica do extrato aquoso da Q. amara utilizada neste trabalho foi
realizada em CLAE considerando os compostos definidos pelo tempo de retencéo, em colunas
e eluentes padronizados, e com area maior que 1% da area total do cromatograma registrado
em 210 nm. Além disso, por ser planta panamazénica sujeita as variagdes do ecossistema e
das dificuldades de identificacdo taxondmica, uma amostra do material fresco (folhas)
coletado foi preservada para a comparacdo molecular futura com exemplares de Q. amara de
outras regides.

A infusdo a 2,5% de folhas secas moidas de Q. amara em &gua destilada, seguida de
filtracdo, concentracdo e liofilizacdo, teve rendimento de 20% relativamente a quantidade do
p6 da folha extraido. A fracdo butandlica (FBut) teve 40% de rendimento relativamente ao
extrato aquoso (EA). O espectro da FBut em CLAE foi coincidente com o da EA, porém 5
vezes mais concentrado depois de eliminadas as substancias mais polares (com baixo TR).

A FBut purificada em CLAE preparativa levou ao isolamento de 18 fracdes (F1 a
F18). As 6 (seis) substancias majoritarias da FBut tiveram tempos de retencédo de 6,3; 11,9;
19,0; 20,8; 21,7; 22,7 min e éareas sob a curva de 5,3; 8,2; 4,8; 7,5 13,8 e 18,2%,

respectivamente. Essas fracbes foram enviadas para identificagdo quimica instrumental na
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Central Analitica do Centro de Biotecnologia da Amazénia (CBA) e na Universidade de Sao
Paulo (USP).

As fracbes F17 e F18 ndo foram estudadas nesta etapa devido a sua baixa polaridade,
que exigiu a adicdo de tween 80 ou cremophor em concentragdes que afetariam a

experimentacao.

O estudo farmacoldgico pré-clinico de um produto natural tem por objetivo comprovar
(ou ndo) a sua eficacia primaria, avaliar a potencialidade tdxica, o grau de toxicidade e o
perfil dos efeitos colaterais, bem como relacionar esses efeitos as doses e ao(s) mecanismo(s)

de acdo em varias espécies animais (LAPA et al., 1999).

O teste preliminar da atividade antiparasitaria da FBut contra Plasmodium chabaudi,
(eficacia priméaria realizada na UNIFESP pela equipe de professores co-orientadores da
Farmacologia CBA-UFAM), mostrou que a incubacdo in vitro de FBut (3 - 100 pg/mL) ndo
alterou o nimero de hemaécias parasitadas em cultura de Plasmodium chabaudi; o tratamento
prévio por via oral com a FBut (100 mg/kg/dia) tampouco foi eficaz na prevencédo da infeccéo

de camundongos induzida in vivo com injegdo i.p. dos parasitas.

Estes resultados ndo confirmaram os de outros autores que descreveram atividade
antiparasitaria in vivo utilizando P. berghei berghei, em camundongos tratados por via oral
com o extrato metandlico (200 mg/Kg/por dia) de folhas de Q. amara ou os obtidos in vitro,
contra cepas resistentes de P. falciparum, em concentracGes iniciais variando de 1,8 a
500 ug/ml, tanto do extrato aquoso bruto (Clsg = 0.0025 pg/ml) quanto dos quassinoides
quassina (Clsp = 0.06 pg/ml, 0.15 pM) e neoquassina (Clsp = 0.04 pg/ml, 0.1 pM)

(PHILLIPSON et al., 1993; MISHRA et al.,, 2009).
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No entanto, os extratos da Q. amara utilizados no presente trabalho produziram

muitos outros efeitos nas doses e concentracdes utilizadas nos testes antiplasmodios.

Estudos da atividade farmacologica dos extratos de Q. amara no sistema nervoso
central (SNC) néo séo frequentes. Em nossas experiéncias, a triagem farmacologica do EA e
da FBut em camundongos, indicou uma atividade depressora do sistema nervoso central de
baixa intensidade, revelada inicialmente na alteragdo comportamental do animal no campo
aberto, confirmada posteriormente em varios outros testes.

O campo aberto é um teste utilizado para avaliar a atividade exploratéria e o
comportamento de medo frente a um novo ambiente. Neste teste, a tendéncia natural dos
animais é de explorar novos lugares, apesar do conflito provocado pelo medo
(MONTGOMERY et al., 1955).

O tratamento oral de camundongos com o EA ou FBut 1,0 g/kg aumentou a
deambulacdo no campo aberto, poréem a FBut ndo alterou o numero total de cruzamentos
dentro da caixa, 0 que descartou uma acdo na capacidade de locomocdo dos animais. A
diminuicdo do nimero de levantares dos grupos tratados por via oral com FBut 0,3 e 1,0 g/kg,
sugeriu um efeito sedativo, que foi comprovado posteriormente no teste do sono induzido
pelo pentobarbital. E conhecido que os barbitdricos inibem o SNC ao interagir com receptores
GABA,, promovendo aumento do influxo de cloro, hiperpolarizando e estabilizando o
neurdnio (LANCEL et al., 1999). Outros depressores potenciam essa acdo, enquanto
estimulantes do SNC a antagonizam. Portanto, a potenciacdo do efeito barbitdrico pelo
tratamento prévio com o EA e FBut indica uma depressdo central produzida pelo extrato, de
pequena intensidade nas doses utilizadas, mais evidente na inibicdo dos levantares que na
deambulagdo esponténea.

Contudo, um resultado positivo no teste do sono ndo garante um efeito hipno-sedativo

priméario do extrato, uma vez que a interferéncia com o metabolismo hepatico dos barbitiricos
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pode alterar a cinética dessas drogas e, consequentemente, seus efeitos no SNC. Para verificar
esta possibilidade foi utilizado o modelo da anestesia induzida pelo éter etilico. O éter €
eliminado através do sistema respiratdrio, sem sofrer metabolizacdo; assim, a duracdo do
efeito anestésico pelo éter € dependente apenas do grau de depressdo prévia do SNC.
Depressores do SNC potenciam a agdo do éeter (VIEIRA et al.,2001). Existem limitacdes a
esse teste: por razfes éticas, 0 éter precisa ser de destilacdo recente, sem perdxidos irritantes
do sistema respiratdrio capazes de produzir apnéia e sem misturas, em geral etanol, que
dificultam a sua evaporacdo. Em seguida € necessario padronizar a anestesia controlando a
temperatura da sala e da capela ventilada, a vedacdo da camara de anestesia, a quantidade de
éter, o tempo de evaporacdo (pressdo parcial do éter no ar inspirado) e o tempo de exposicao
do animal aos vapores. Apenas nessas condi¢des os resultados sdo reprodutiveis (LAPA et al.,
2003).

Em nossas experiéncias, 0s resultados mostraram que o tratamento prévio com o EA
nas doses comentadas acima, ndo alterou a duracdo da anestesia etérea, indicando que o
aumento na duracdo do sono induzido pelo pentobarbital esta provavelmente relacionado com
alteracbes do metabolismo hepéatico do barbitdrico. Sabe-se que os barbitdricos sao
metabolizados pela via oxidativa que envolve o citocromo CYPysp, mais especificamente o
CYP2B6, NADPH e O, (NEBERT; GONZALEZ, 1987). A inibicdo dessa via metabolica
pode manter elevada a concentracdo plasmatica do barbitdrico, proporcionando maior tempo
de interacdo com o receptor GABAA (GOLOUBKOVA et al., 1998; CUPP et al., 1999) e a
duracéo do efeito depressor do SNC. Estes resultados, explicam também o efeito de pequena
intensidade do EA nos camundongos no teste do campo aberto, visivel apenas no nimero de
levantares.

As outras a¢Oes do EA e FBut no SNC foram estudadas com testes indicativos da

reacdo animal frente a situacGes andmalas de desafio comportamental. A atividade do tipo



80

antidepressiva da FBut, por exemplo, foi avaliada utilizando o modelo da suspensdo pela
cauda. A depressdo do SNC é quadro patologico humano considerado o grande “mal do
século”, pois tira milhares de individuos do mercado de trabalho (D’SA; DUMAN, 2002). A
depressdo do SNC nao tem correlato funcional em roedores. No entanto, a medida da reacéo
de desespero desses animais frente a agressdes ambientais irremoviveis permite identificar
drogas que na espécie humana tem acdo naquela patologia. No teste de suspensao pela cauda,
apos tentativas infrutiferas de escapar da situacdo de ameaca, 0s animais desenvolvem uma
postura de imobilidade cuja laténcia e duracéo sdo proporcionais ao estado de estresse animal
(STERU et al., 1985; 2005; CRYAN et al., 2005). A imobilidade no teste de desespero
comportamental em roedores indica a readequacdo desfavoravel do animal a resposta de
sobrevida, no caso interrup¢do da luta para se liberar da situacdo agressiva (CRYAN et al.,
2005).

Nos camundongos tratados com FBut da Q. amara a laténcia para a instalacdo e a
duracdo da imobilidade ndo foram significativamente diferente das obtidas nos animais
controles. Portanto, acdo tipo-antidepressiva da FBut ndo foi detectada.

Da mesma forma, acéo tipo-ansiolitica foi avaliada em camundongos com o modelo
do labirinto em cruz elevado (LCE). A ansiedade também é quadro patolégico humano. Em
roedores a “ansiedade” ¢ inferida das respostas comportamentais de defesa frente a estimulos
aversivos (PELLOW; FILE, 1986). O teste do LCE é um dos testes animais mais utilizados
no estudo das bases neurobioldgicas da ansiedade experimental (CAROBREZ; BERTOGLIO,
2005) e é uma ferramenta importante na busca de novas moléculas bioativas com potencial
atividade ansiolitica. No LCE, os bracos protegidos pelas paredes elevadas representam a
situacdo de protecdo a possivel agressdo ambiental. Grossen e colaboradores (1972)
justificaram esse comportamento como uma estratégia da evolucéo para evitar predadores da

espeécie, sobretudo os predadores aéreos. O instinto animal de manter a protecdo nos bracos
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fechados conflita, porém, com o instinto de sobrevida que o faz explorar ativamente o
ambiente novo e marca-lo com seu préprio cheiro. A diminuigédo desse conflito favorecendo a
exploracdo dos bracos abertos indica um efeito do tipo-ansiolitico, enquanto a situacao oposta
favorecendo a permanéncia do animal nos bracos fechados do labirinto indica uma acéo tipo
ansiogeénica.

Alguns sinais etologicos complementares indicativos dessa situacéo de conflito (tempo
de permanéncia e nimero de entradas nos bracos abertos e fechados, imersfes desprotegidas
da cabeca para baixo da plataforma, estiramentos corporais com parte do corpo protegida,
exploracdo da regido distal dos bracos abertos e comportamento de levantar repetidamente o
corpo) quando medidos simultaneamente a movimentacdo do animal no LCE, facilitam a
avaliacdo quantitativa dos efeitos comparativamente ao grupo controle (PELLOW et
al.,1985).

A FBut da Q. amara aumentou o tempo de permanéncia nos bracos abertos (acédo
tipo-ansiolitica) apenas com a dose intermediéria de 0,3 g/kg. A auséncia de efeito no
tratamento com a maior dose ndo tem explicacdo facil: descartadas as possibilidades de
concentracdo do extrato (diluicGes em série a partir da solugdo mais concentrada) e de erros
na administracdo (08 animais por grupo) restaria penser na menor disponibilidade do(s)
composto(s) ativo(s) na luz intestinal, o que n&o foi estudado. No seu conjunto, no entanto, 0s
efeitos da Q. amara no SNC foram de pequena intensidade e ndo ha razdes atuais para

investir-se nesse estudo.

Diferente das acdes no SNC, os efeitos periféricos do EA e da FBut foram mais
evidentes.
A atividade antiinflamatdria e/ou antinociceptiva foi mostrada inicialmente no teste da

formalina. Este teste € utilizado no estudo de drogas que interferem com 0S mecanismos
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fisioldgicos da nocicepcgéo e tem a vantagem de utilizar um agente quimico de acdo constante
e prolongada. A resposta a formalina é, caracteristicamente, bifasica: a primeira fase parece
estar relacionada com a estimulacdo quimica direta das terminacGes sensitivas de fibras
nociceptivas aferentes mielinizadas (fibras sensitivas Ad) e ndo-mielinizadas (fibras sensitivas
C); a resposta da primeira fase é suprimida por drogas analgésicas opidides como a morfina; a
segunda fase € representada pela dor de origem inflamatéria, com participacdo de
prostaglandinas, serotonina, histamina e bradicinina (LAPA et al., 2003).

Diferentes trabalhos mostraram que a lesdo celular, ocorrida no local apos injecdo da
formalina, produz significativo aumento de mediadores como aminoacidos excitatdrios
(glutamato), neuropeptideos (substancia P), PGE2 (produzida por hidrolise do é&cido
aracquidoénico pela acdo da COX-2), oxido nitrico, bem como algumas citocinas (IL-1p,
TNFa e IL-8) e cininas (bradicinina) (SANTOS; CALIXTO, 1997; CORREA et al., 1996;
RIBEIRO et al., 2000; KOSTER et al., 1959, LAPA et al., 2003).

No modelo da formalina a reacdo imediata do animal indicativa da nocicepcdo é a
lambedura do local injetado. Este processo, se ndo controlada a concentracdo da formalina,
pode evoluir para uma sensacao dolorosa indesejavel, em geral manifestada com agitacao e
grunhidos do animal. Dentro dos limites da nocicepc¢éo, a intensidade do processo pode ser
medida pelo nimero de lambidas na pata injetada, o que envolve uma manifestacdo motora.

Em nossos estudos, o tratamento prévio com o EA diminuiu o tempo de lambedura em
ambas as fases do teste da formalina, porém os resultados foram pouco precisos, sem relacdo
dose-efeito. Como, nos testes precedentes com a administracdo do EA por via oral, a
motricidade ndo foi alterada, as lambidas parecem refletir exclusivamente uma resposta
nociceptiva Essas indicagdes de atividade antinociceptiva tipo opioide (12 fase) e tipo
antiinflamatéria (22, Fase) foram avaliadas com outros testes mais seletivos da acdo

antinociceptiva e da acdo antiinflamatoria.
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A dor ¢ definida pela Associacao Internacional para o Estudo da Dor como “uma
experiéncia emocional e sensorial desagradavel associada a lesao tecidual real ou potencial ou
descrita em termos de tal lesdao”. A dor envolve, portanto, um processamento cognitivo €
emocional realizado no Sistema Nervoso Central (LOESER; MELZACK, 1999; JULIUS;
BASBAUM, 2001).

O teste, algesimétrico neurogénico do “tail-flick”, se baseia no reflexo muscular de
retirada da cauda ao estimulo térmico quase lesivo (55°C) das terminacOes sensitivas; a
resposta de retirada independe de mediadores inflamatdrios, mas é modulada centralmente
pelo sistema opidide integrado a respostas supraespinhais (CAMARATA; YAKSH, 1985;
MITCHELL; HELLON, 1977). O tratamento prévio com o EA, nas mesmas doses utilizadas
no teste da formalina, ndo alterou a resposta de retirada da cauda em relagdo ao grupo
controle, descartando a possibilidade do extrato possuir atividade analgésica central tipo
opioide.

O teste de contorcdo abdominal induzida pela injecdo de acido acético no peritdnio foi
usado para avaliar efeitos antinociceptivos periféricos de natureza antiinflamatéria, uma vez
que o &cido acético, na concentracdo usada (1%), aumenta a nocicep¢do em consequéncia de
uma inflamag&o aguda no peritonio (IKEDA et al., 2001). Esta acdo local desencadeia a
liberacdo dos mediadores da inflamagdo (os citados acima) suficientes para provocar
espasmos intestinais, ou resposta motora reflexa de contracdo da parede abdominal
(contor¢do). O nimero de contorgdes mede a intensidade da inflamacéo.

O tratamento oral prévio com o EA reduziu as contor¢cdes abdominais, efeito
provavelmente relacionado a inibicdo da liberacdo dos mediadores pro-inflamatorios
(HUNSKAAR; HOLE, 1987; IKEDA et al., 2001). Este teste, portanto, foi indicativo de uma

acao antiinflamatoria do EA de Q. amara L.
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Toma e colaboradores (2002) estudando um extrato hexanico de Q. amara da Costa
Rica, relataram a reducdo das contor¢des produzidas pelo acido acético e a protecdo no teste
da placa quente. Os autores atribuiram esses efeitos a uma acéo sedativa do extrato, ao invés
de acdo analgésica. Porém, a acdo sedativa foi inferida pelos autores, com base no teste de
potenciacdo do sono induzido por barbiturico. Essa conclusdo contrasta com os aqui descritos,
uma vez que a acdo potenciadora do sono barbitarico, em nossas experiéncias, nao foi
relacionada a inibigdo direta do sistema nervoso central, mas a uma inibicdo do metabolismo

hepético e potenciacdo da acdo do depressor.

A atividade antiinflamatéria do EA da Q. amara foi estudada em ratos com o0s
modelos de edema de pata induzido por carragenina ou dextrana, e de migracdo celular
induzida por carragenina injetada no peritdnio. Nesses estudos os efeitos do EA foram
significativamente diferentes dos controles com doses 10 vezes menores que as utilizadas no
teste geral da formalina e nos testes de analgesia.

A inflamacdo (do latim inflamare e do gredo phlogos, que significa pegar fogo),
representa um processo fisiopatoldgico fundamental para eliminar estimulos lesivos (quimico,
fisico ou bioldgico) ao organismo vivo, e se caracteriza pela presenca de eritema, calor local,
edema e dor no local da lesdo, podendo levar a perda da funcdo do érgdo ou do tecido
injuriado (LAPA et al., 2003).

O modelo mais utilizado no estudo da inflamacdo é o do edema de pata induzido por
carragenina, um polissacarideo de origem vegetal isolado da alga Chondrus crispus. O tempo
de duracdo do edema é de seis horas, com pico de hiperalgesia na terceira hora ap6s aplicacdo
da carragenina na pata. A liberacdo de mediadores inflamatérios durante o edema induzido
pelo irritante pode ser dividida em trés fases: a primeira fase envolve a agdo da histamina e
serotonina (até 90 min.), na segunda fase ha a mediacao de cininas (90 min. a 150 min) e, na

terceira fase, hd a mediacao de prostaglandinas (150 a 360 min.) (DI ROSA et al., 1971).
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Apos a injecdo do irritante ocorre a liberacdo local de histamina e serotonina, que
causam vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular. Este evento inicial é
rapidamente seguido pela liberacdo de bradicinina, um nonapeptideo enddgeno liberado pela
ativacdo do fator XII da via intrinseca da coagulacdo (KUMAR et al., 2005), que tem como
acao principal a inducdo de aumento da permeabilidade vascular, extravasamento plasmatico
e infiltracdo leucocitaria para o intersticio, acompanhado pela retencdo de agua extracelular
(DI ROSA et al., 1971; EMIM, 1996; WILLIANS, 1982).

A acdo edematogénica destes mediadores pode ser potencializada pela acgédo
concomitante de prostaglandinas, como PGE2 e a PGI2, mediadores resultantes do
metabolismo do acido araquidbénico pela acdo da enzima ciclooxigenase (COX). As
prostaglandinas em decorréncia do aumento de AMPc e da conduténcia ao sédio e célcio na
fibra aferente primaria, também potenciam a liberacdo de glutamato e da substancia P na
sinapse medular (SVENSSON; YAKSH, 2002; LAPA et al., 2003; ALVES et al., 1999,
RANG, 2004)

Em nossas experiéncias, o tratamento prévio com o EA inibiu 0 aumento do edema de
pata no inicio do processo inflamatério (30 e 60 min), tempo que coincide com a liberagdo de
histamina e serotonina. A maior dose do EA (0,1 g/kg, v.0.) também inibiu significativamente
0 edema a partir de 1 hora da injecdo da carragenina, coincidentemente com o inicio da acao
de prostaglandinas. Essas acOes foram confirmadas em outros testes que permitem a
separacdo dos efeitos dos mediadores.

O teste da migracdo celular induzido pela injecdo intraperitoneal de carragenina
permite avaliacdo quantitativa da migracéo de leucdcitos para exsudato peritoneal, durante o
processo da inflamacdo aguda. Apds as alteragdes no endotélio vascular, ocorre o
recrutamento dos leucécitos do lumen do vaso sanguineo para o sitio inflamatorio, e este

processo pode ser dividido nas seguintes fases: contato inicial do leucécito com a parede do
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vaso, rolamento ao longo da parede do vaso (diapedese), firme adesdo do leucocito ao
endotélio e transmigracdo. Apos o recrutamento celular, os leucdcitos promovem importante
atividade fagocitica e remocdo de restos celulares e teciduais (ABBAS et al, 2000;
COMPASSO et al., 1975; ALMEIDA et al., 1980).

Os principais mediadores da migracdo leucocitaria sdo: as selectinas, moléculas de
adesdo importantes no rolamento; as integrinas, na adesdo firme; e a superfamilia das
moléculas de imunoglobulinas (Ig), como o PECAM-1 (molécula de adesdo plaqueta-
endotélio celular) essenciais na transmigracdo (KUMAR, et al., 2005).

O tratamento com EA da Q. amara nédo inibiu a migracdo celular para a cavidade
peritoneal indicando que o EA, provavelmente, ndo tem acdo na inflamacdo dependente de
prostaglandinas, principais agentes quimiotaticos do processo inflamatorio. Esta concluséo foi
reforcada com os resultados obtidos no edema de pata induzido pela carragenina visto que o
EA inibiu principalmente a etapa inicial devida a histamina e serotonina. Da mesma forma, a
acdo do EA foi mais evidente no edema induzido por dextrana.

A dextrana é um polissacarideo extracelular ramificado, biossintetizado por
Leuconostoc mesenteroides, constituida por unidades de D-glicose unidas por ligagdes a (1-
6). A dextrana induz uma reacdo edematogénica diferente da carragenina, na qual o
extravasamento e a formagdo do edema ocorre pela liberacdo da histamina e serotonina dos
mastdcitos, com um pico maximo de evolucdo de 2 hs apds a administracdo (SOUZA;
GARCIA, 2004; ANDRADE et al., 2007; VAN WAUVE; GOOSENS, 1989). A histamina ao
ligar-se ao receptor H; promove vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, além de
desempenhar papel central na hipersensibilidade imediata e respostas alérgicas, secrecdo
gastrointestinal e neurotransmissdo (SIMONS et al., 1992; NELSON et al., 2002; RANG et

al., 2004; WHITE et al., 2004).
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O tratamento prévio com o EA reduziu o volume do edema de pata induzido pela
dextrana no inicio do processo inflamatdrio, indicando que a acéo antiinflamatdria, observada

.....

serotonina.

A atividade gastrintestinal foi mensurada utilizando técnicas in vivo e in vitro que
permitiram o estudo da atividade gastroprotetora e antissecretora acida, assim como da
motilidade gastrintestinal sob acéo da Q. amara.

O primeiro teste realizado foi o da velocidade do trénsito intestinal. O tempo de
contato do contetdo luminal com a mucosa determina a intensidade de absorcdo e a
biodisponibilidade de farmacos administrados por via oral (LAPA et al., 2003). Por isso, é
importante avaliar a velocidade de propagacédo do bolo alimentar no trato gastrintestinal.

O tratamento prévio com o EA de Q. amara acelerou a movimentacao intestinal e
aumentou a distancia percorrida pelo carvdo ativado. Por se tratar de uma preparagdo com
controle motor tipicamente colinérgico, o efeito estimulante do EA de Q. amara, estd
provavelmente relacionado a ativacdo direta de receptores muscarinicos vagais (M e
musculares (M;) ou por uma ac¢do anticolinesterasica do extrato de Q. amara como sugerido
para a planta da Costa Rica (BADILLA et al.,1998). Esses mecanismos moleculares nédo
foram estudados até o0 momento com a planta de Manaus. Em testes preliminares realizados
em nosso laboratdrio, a incubacdo da FBut deslocou paralelamente para a direita a curva
concentracdo-resposta de ACh, sem alterar o efeito contratil méaximo, indicando um
antagonismo muscarinico competitivo. Portanto, a acao anticolinesterasica, ou colinomimética
direta em receptores M; e M3, dos extratos padronizados da Q. amara de Manaus, nao foram
aparentes no jejuno isolado de rato. O aumento do peristaltismo obsevado in vivo nos animais

tratados com o EA deve ser explicado por mecanismo diverso, talvez relacionado ao gosto
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intensamente amargo do extrato de Quéassia que, como tantos outros amargos, sao capazes de
estimular os reflexos mioentéricos. Esta acdo, no entanto, ndo foi comprovada.

Badilla e col. (1998) e Toma e col. (2002) utilizando extrato aquoso bruto e extrato
apolare obtido com hexano, respectivamente, demonstraram a atividade antiulcerogénica de
Q. amara da Costa Rica, sugerindo que o mecanismo dessa acdo estaria relacionado a
estimulacdo de prostaglandinas PGE; e a sintese de muco.

Em nossas experiéncias, a atividade antiulcerogénica foi avaliada em camundongos
nos modelos de estresse a frio e inducdo de Ulceras pela ingestdo de etanol 75%. O EA da Q.
amara inibiu a formacéo de ulceras e reduziu o indice de lesdo da mucosa, mostrando uma
importante acdo antiulcerogénica em ambos 0s modelos.

As Ulceras pépticas sao atribuidas ao desbalanco entre os fatores agressivos da mucosa
gastrica, tanto enddgenos (HCI e pepsina) como exogenos (etanol, antiinflamatérios, cigarro,
estresse), e mecnismos fisiologicos protetores da mucosa gastrintestinal (secrecdo de muco e
bicarbonato, prostaglandinas, fluxo sanguineo, 6xido nitrico) (GLAVIN; SZABO, 1992;
WALLACE; GRANGER, 1996).

Nas lesdes gastricas induzidas por estresse, 0s danos a mucosa estdo relacionados a
ativacdo das vias auton6micas periféricas com liberacdo de noradrenalina, esteréides e
adrenalina da adrenal e neuropeptideos, resultando em alteracdo do fluxo sanguineo gastrico,
estimulacdo da motilidade e da secrecdo gastrica (TEPPERMAN; JACOBSON, 1994;
TACHE" et al., 2001). Além disso, O estresse induz a peroxidacdo lipidica, e o dano
oxidativo consequentemente, fator comum na patogenia clinica de Ulcera.

A lesdo gastrica produzida pela administracao forcada de etanol é diferente: o aumento
da permeabilidade da mucosa com consequiente agressao fisica causada pelo efeito necrosante
direto do etanol sobre a mesma, caracteriza-se por esfoliacdo, erosdo do epitélio, leséo

vascular da mucosa e necrose celular (SZABO et al., 1985; GOEL et al., 1991; SAIRAM et
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al., 2002). O etanol também induz estresse oxidativo, danos a0 DNA e diminui¢do dos
grupamentos sulfidrilicos nao-protéicos (GSH) das células que é um dos mais importantes
fatores de protecdo da mucosa gastrica (REPETTO; LLESUY, 2002).

Em nossos estudos, a atividade secretora acida-gastrica foi avaliada com o método da
ligadura pildrica, que nos permite estudar o efeito do tratamento prévio com os extratos da Q.
amara na secre¢do gastrica total acumulada durante a experiéncia. Para evitar contato direto
dos extratos com a mucosa secretora do estdbmago, nestes testes a FBut foi injetada na luz do
duodeno no momento da aplicacdo da amarra no piloro. O tempo de 4 horas para a coleta da
secrec¢do gastrica foi escolhido de experiéncias anteriores do grupo.

O tratamento com FBut (0,01; 0,03 e 0,1 g/kg, i.d.) diminuiu o volume da secrecao
gastrica e aumentou o pH com as maiores doses; todas as doses testadas diminuiram,
proporcionalmente, a secre¢do acida.

A secrecdo de &cido gastrico € um processo continuo e complexo controlado por
multiplos mecanismos centrais (neurais) e periféricos (enddcrino e paracrino). As influéncias
nervosas sdo mediadas pela acetilcolina (ACh) liberada das terminagdes parassimpaticas, as
paracrinas pela histamina liberada das células cromafim-similes e as enddcrinas pela gastrina
liberada das células G (de gastrina) normalmente encontradas no antro pilérico; todos esses
secretagogos desempenham papéis importantes na regulacdo da secrecdo 4&cida
(SCHUBERT;SHAMBUREK, 1990; HOOGERWERF; PASRICHA, 2003). A ativacdo da
H*-K*-ATPase gastrica, ou bomba de protons, é o passo final da secrecio acida induzida nas
células parietais pelos secretagogos fisiologicos. A secrecdo de H* ocorre no Iimen dos
canaliculos das células parietais pela agdo da H*-K*-ATPase que acopla a troca do H* com o
K" extracelular. Simultaneamente, para formar o HCI, ions CI” fluem do citosol para o Iimen
do canaliculo via um trocador de anions. A bomba de proton é formada duas subunidades:

uma catalitica (alfa) e uma subunidade-p glicosilada, as quais interagem para dar estabilidade
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conformacional para a enzima (KUTCHAI, 1996; ONO et al., 2000; LACAPERE et al.,
2000).

O blogueio de receptores muscarinicos com pirenzepina (M;) e atropina (M3) inibem a
secrecdo acida bem como a motilidade gastrica, mas o uso clinico destes diminiu com o
surgimento de medicamento antissecretores mais eficazes como 0s antagonistas dos
receptores H, (cimetidina e ranitidina). Outra terapia utilizada é o uso de antagonista de
receptores de colecistocinina como a proglumida, que interagem com a gastrina na celula
parietal inibindo parcialmente a secrecdo acida. Nos anos 90 surgiram o0s mais eficazes
inibidores da secrecdo &cida gastrica, os inibidores da bomba de préton (H*-K'-ATPase)
como o omeprazol, seguido por lansoprazol, rabeprazol e, em 2001, do esomeprazol (SACHS
etal., 1997; FUKUSHIMA et al., 2004; RANG, 2004; JAIN et al.,2007).

Para investigar o mecanismo da acdo antisecretora acida dos extratos da Q. amara,
ratos previamente tratados com FBut foram injetados com histamina (40 mg/kg, s.c.), ou com
betanecol (20 mg/kg, s.c), em doses pre-selecionadas para aumentar de 2 vezes a secrecdo
acida basal.

A FBut inibiu a secrecdo gastrica induzida com histamina, mas ndo alterou
significativamente a secrecdo estimulada pelo agonista muscarinico betanecol. Estes
resultados indicaram uma acdo seletiva da FBut na via histaminérgica de modulacdo da
secrecao acida na mucosa gastrica.

Na mucosa gastrica de mamiferos a resposta a histamina envolve a ativacdo
intracelular da adenililciclase, aumento de AMP ciclico, seguido de ativacdo de proteina
quinase A que desencadeia a translocacio e a inser¢io da H'-K'-ATPase na membrana
plasmatica da celula parietal. A via colinérgica muscarinica e da gastrina, por outro lado,
envolvem a ativacdo da fosfolipase C e producdo de 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) e

diacilglicerol (DAG), que aumenta a concentragédo de célcio citosolico estimulando a proteina
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quinase C,. As duas vias ativam a bomba de protons (URUSHIDANI; FORTE, 1997, YAO;

FORTE, 2003).

O efeito da FBut na atividade da H*-K*-ATPase foi testada na enzima isolada da
mucosa gastrica de porco; o derivado imidazélico Schering 28080 (SCH) foi utilizado como
controle positivo da inibicdo enzimatica. O SCH 28080 liga-se competitivamente ao sitio do
K" na H'-K*-ATPase e foi utilizado em substituicdo ao omeprazol, inibidor mais conhecido
da bomba de proton, por ndo exigir a acidificacdo prévia do meio para sua acdo (LINDBERG
etal., 1986; WALLMARK et al., 1987).

A Fbut de Q. amara inibiu a atividade da H'-K*-ATPase in vitro. Como esta enzima é
a etapa final do processo de secrecdo acida na célula parietal, este Gltimo resultado ndo foi
concordante com 0s anteriores que indicavam uma inibicéo seletiva da via histaminérgica in
vivo. Deve ser considerado, portanto, que a FBut talvez ndo seja suficientemente pura para
estudos in vitro, o que pode aumentar a probabilidade da inibicdo enzimatica ndo especifica
na presenca da FBut.

De fato, a FBut € uma mistura de muitos compostos. A purificacdo da FBut realizada
em CLAE separou 18 fracdes, das quais apenas quatro (F11, F12, F13, F16) inibiram a
atividade da H*-K*-ATPase com Clsy da ordem de 2.5 pg/mL. No entanto, o material
purificado nesta etapa do estudo da Q. amara foi insuficiente para os testes de secrecdo acida
in vivo. Estas fracOes deverdo ser analisadas posteriormente em glandulas oxinticas isoladas
do estdmago de coelho com a técnica de acimulo de aminopirina radiativa.

O estudo da atividade gastrintestinal dos extratos padronizados da Q. amara permitiu
concluir que o extrato aquoso administrado por via oral aumentou a motilidade intestinal, in
vivo. Este efeito parece ser devido a substancias com sabor amargo (quassinoides) contidas no

extrato aquoso ja que no estudo in vitro, com jejuno isolado, observamos uma acéo
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antimuscarinica da FBut (ALMEIDA et al., 2007). O EA inibiu a formacéo de Ulceras e a
acidez gastrica, estimulada com o secretagogo histamina, mas a acidez ndo foi alterada
quando induzida por betanecol (agonista muscarinico), o que nos indicou uma provavel acédo
seletiva na via da histamina/AMPc. No entanto, a fracdo semi-purificada inibiu a atividade
enzimética da H*-K*-ATPase isolada da mucosa gastrica. A purificacio da FBut resultou em
4 compostos ativos na enzima. Como ndo havia material disponivel, ndo foi possivel terminar

a avaliacdo desses compostos na secrecao acida in vivo.

No planejamento inicial deste projeto foi realcado que o critério para a selecdo da Q.
amara de Manaus foi o uso para tratar malaria que dela faz a medicina popular. De fato,
alguns trabalhos descreveram a acdo antiparasitaria in vitro e in vivo de compostos isolados da
espécie (PHILLIPSON et al., 1993; MISHRA et al., 2009), mas no nosso conhecimento, ndo
houve referéncia aos mecanismos dessa agéo.

Uma revisdo cuidadosa da literatura mostrou que a maioria dos antimalaricos
conhecidos tem acéo na excitabilidade celular, interferindo com a condutancia iénica de Na* e
K* na membrana celular, ou com a mobilizacdo de Ca*? de seus depésitos intracelulares. P-
ATPases modulam essa atividade i6nica no parasita, e sdo importantes para a sobrevida no
hospedeiro; por isso, sdo também potenciais alvos moleculares para novos farmacos. Estudos
fisiologicos demostraram, por exemplo, sinalizagdo de Ca*? durante a maturacdo do
plasmédio e a dependéncia de Ca* extracelular na invasdo do eritrécito pelo Plasmodium
falciparum (MCCALLUM-DEIGHTON; HOLDER, 1992; HOTTA et al., 2000; GAZARINI
et al., 2003). Da mesma forma, a H'-K*-ATPase incorporada na membrana do eritrdcito
hospedeiro € importante para manter a acidificagdo do vacuolo parasitéforo utilizada para a
extrusdo de ions, metabolitos e drogas das organelas (KARCZ, 1993; MARCHESINI et al.,

2005). Skinner-Adams e colaboradores mostraram que analogos benzimidazolicos como o
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omeprazol inbiram o crescimento de Plasmodium falciparum com Clsy de 20 a 40 uM. O
Omeprazol inibe a H-K*-ATPase e, na espécie humana, é utilizado para diminuir a acidez
gastrica; em combinacdo com antibioticos é utilizado para tratar ulceras crénicas motivadas
por Helicobacter pylori. E possivel que essas drogas interfiram com o transporte de nutrientes
do parasita pelo mesmo mecanismo, porém essa via continua pouco estudada (KARCZ, 1993;
SKINNER-ADAMS, 1997).

Assim como a H'-K*-ATPase , a Ca*-ATPase, também, esta relacionada com a
sobrevida do parasita da malaria em seu hospedeiro. Estudos fisioldgicos demostraram
envolvimento da sinalizacdo de Ca™ no processo de maturacdo do plasmédio. E de
conhecimento que no Plasmodium falciparum, o Ca*?extracelular é indispensavel no processo
de invasdo do eritrdcito pelo parasita (MCCALLUM-DEIGHTON; HOLDER, 1992; HOTTA
et al., 2000; GAZARINI et al., 2003).

Nos ensaios da atividade da Ca*>-ATPase, a tapsigargina foi utilizada como controle
positivo. Essa droga € derivada da Thapsia garganica e blogueia especificamente a bomba de
Ca*? do RE (VAROTI et al., 2003). A FBut de Q.amara inibiu a atividade da enzima, assim
como as fracdes purificadas em CLAE da FBut (FO5, F06, FO8, F09, F10, F13, F14, F15 e
F16), sendo que as fragdes purificadas F9, F13 e F14 foram mais ativas ao inibir a atividade
da Ca*%-ATPase na ordem de 1,0 pg/mL. No entanto, o extrato padronizado da planta nativa
de Manaus ndo mostrou atividade nos testes preliminares.

Por ser uma das vias metabdlicas de estudo de compostos com atividade antimalarica,
o bloqueio da atividade da Ca*-ATPase implica em importante efeito malaricida produzido
pela fracdo butandlica e fracdes purificadas de Q. amara. Contudo, as fracdes F13 e F16
inibiram tanto a H'-K*-ATPase como a Ca*-ATPase in vitro indicando efeito inespecifico

destas duas fragoes.
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A Ca*>-ATPase, em mamiferos, exerce papel fundamental no processo de relaxamento
muscular. Para que ocorra o relaxamento da fibra muscular é necessario que a concentracao
citoplasmética de calcio retorne ao valor de repouso (<107 M). O célcio é um fon essencial
para a sinalizacdo celular e participa de diferentes processos na célula. Altos niveis deste ion
podem levar a morte celular por apoptose, por isso 0s organismos desenvolveram um controle
rigido a fim de manter o equilibrio celular. O balan¢o entre a entrada de célcio no citosol e sua
retirada para o meio extracelular ou para estoques intracelulares € realizado através da calcio-
ATPase da membrana plasmatica (PMCA - Plasma Membrane Calcium ATPase) e do
reticulo sarcoplasmatico (SERCA - Sarcoplasmic Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase”),
respetivamente, e menos intensamente por mecanismos de troca Na'-Ca*? existente na
membrana citoplasmatica (BERRIDGE et al., 1999; BERS et al., 1990; WOLSKA,
LEWARTOWSKI, 1993).

Em nossas experiéncias, a d-tubocurarina foi incubada antes da FBut e das fracdes
purificadas (F1 a F16) de Q. amara para eliminar as influéncias da estimulacéo simultanea do
nervo frénico na contragdo basal do diafragma. A FBut e trés fragdes purificadas aumentaram
a amplitude de contracdo do diafragma, sendo que as fragdes FO9 e F14 também inibiram a
atividade da Ca™-ATPase, sugerindo interferéncia na homeostasia intracelular do célcio. Ao
bloquear a Ca*%-ATPase do RS ocorre a potenciagdo da contracdo do musculo do diafragma,
pois com o bloqueio da enzima ha uma maior concentracdo de ions calcio livre no meio

intracelular que aumentam a capacidade de contratil do masculo (ALLEN et al., 1998).
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VIl. SUMARIO & CONCLUSAO
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A Quassia amara L. pertence a familia Simaroubaceae e é conhecida popularmente
cOmo pau-amargo, murubd, marupd, quina-de-caiena, quassia, simaruba e quina (CORREA,
1984; BERG et al., 1983). E rica em compostos como quassindides e alcaldides b-carbolina e
cantin-6 aos quais foram atribuidos diferentes efeitos farmacologicos tais como atividade
antimalarica, fago-repelente, antifertilidade, antiedematogénicos, antiulcerogénicos, entre
outros (AJAIYEOBA et al., 1999; MACEDO et al., 2005).

A padronizacdo quimica do extrato de Q. amara teve inicio com a parti¢cdo do extrato
aquoso (EA) em butanol (1:1 v/v) originando a fracdo butandlica (FBut), que foi purificada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A purificacdo em CLAE levou ao
isolamento de 18 fracdes (F1 a F18) que estdo em processo de identificacdo pela Central
analitica do Centro de Biotecnologia da Amazonia (CBA) e da Universidade de Sdo Paulo
(USP).

Com o objetivo de correlacionar a atividade farmacoldgica de Q. amara com seu
indicativo popular de antimalarica foi necessario, primeiramente, o estudo da eficacia in vivo
e da farmacodindmica secundaria dos extratos intermediarios e dos compostos isolados e,
posteriormente, estudar o efeito da FBut e frages purificadas (F1-F16) em P-ATPases (H'-
K*-ATPase e Ca?*-ATPase) de mamiferos, correlatos fisioldgicos do parasita.

As principais ag0es sistémicas estdo resumidas abaixo:

Sistema Nervoso Central:

1. O teste do campo aberto e o teste do sono induzido por barbitdrico sugeriram
um efeito sedativo do EA e da FBut, porém essa hipotese foi descartada com o teste
do sono induzido por éter etilico.

2. A Fbut néo apresentou atividade do tipo-antidepressiva.
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3. Apesar de possivel acdo do tipo-ansiolitica observada no teste do labirinto em
cruz, a triagem farmacologica inicial do EA e da FBut indicou acdo inconsistente no

SNC.

Atividade Antiinflamatoria e/ou Antinociceptiva

1. O EA ndo alterou a resposta de retirada da cauda de ratos no teste do “Tail-
Flick”, o que descartaria a possibilidade do extrato possuir atividade analgésica.

2. O EA reduziu as contor¢des abdominais induzidas pelo &cido acético 1%.
Possivelmente, 0 mecanismo de acdo é via inibicdo da liberacdo dos mediadores pro-
inflamatorios.

3. O EA reduziu o volume do edema de pata induzido por carragenina,
principalmente, no inicio do processo inflamatorio, tempo que coincide com a
liberagdo dos mediadores inflamatdrios histamina e serotonina.

4. O EA né&o inibiu a migracdo celular induzida pela administracdo i.p. de
carragenina, portanto o efeito antiinflamatério ndo é por inibicéo de prostaglandinas.
5. O EA inibiu o0 edema de pata induzido pela dextrana i.p. Provavelmente, o
mecanismo de a¢do esta relacionado com a inibicdo dos mediadores pré-inflamatorios
histamina e serotonina, que promovem vasodilatacdo e aumento da permeabilidade

vascular.

Atividade gastrointestinal
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1. O EA aumentou a distancia percorrida pelo carvao ativado, provavelmente esta
relacionado a substdncias amargas contidas no extrato aquoso, ja que em testes
preliminares com jejuno in vitro observamos a¢éo antimuscarinica.

2. O EA inibiu a formac&o de Ulceras e reduziu o indice de lesdo nos modelos de
Ulceras induzido por estresse a frio ou etanol 75%, demonstrando uma importante acéo
antiulcerogénica e gastoprotetora do extrato.

3. A FBut apresentou atividade antissecretora acida no teste da ligadura pilorica.
Provavelmente, o mecanismo de inibicdo da secrecdo gastrica esta relacionado a via

histaminérgica (H.).

4. A Fbut nédo alterou a secrecdo de acido pela via muscarinica estimulada com
betanecol.

Atividade ATPésica
1. O estudo da inibicdo das P-ATPases foi realizado com os correlatos

fisiologicos do parasita: H'-K*-ATPase (bomba de prdotons) de mucosa gastrica de

porco e Ca?*-ATPase (bomba de calcio) de masculo esquelético de coelho.

2. A FBut de Q. amara inibiu a atividade da H'-K*-ATPase, assim como as
fragcbes purificadas em CLAE F11, F12, F13 F16, o que explicaria a atividade
antissecretora acida obtida com o teste da ligadura pildrica, por ser a via final da

producdo do acido gastrico.

3. A FBut de Q.amara inibiu a atividade da Ca?*-ATPase, assim como as fracdes
purificadas da FBut FO5, FO6, FO8, F09, F10, F13, F14, F15 e F16, sendo que as

fragbes FO9 e F14 foram as mais ativas.
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Atividade sobre 0 muasculo esquelético

1. A FBut aumentou a amplitude de contracdo do diafragma estimulado
eletricamente, na presenca de d-tubocurarina, assim como as fragdes purificadas em
CLAE F10, F14 e F15, o que sugere interferéncia na homeostasia intracelular de

calcio.

4. As fracbes purificadas FO5 e F13 ndo alteraram a resposta contracdo do

musculo esquelético, enquanto que as fracdes F06, FO8, FO9 e F16 o inibiram.

5. A inibicdo da atividade da Ca*>-ATPase tanto pela FBut como pelas fracdes
purificadas pode estar relacionada com a potenciacdo da contracdo do musculo do
diafragma, pois com o bloqueio da enzima ha uma maior concentracao de ions calcio

livre no meio intracelular.
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