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RESUMO

Picrolemma sprucei (Simaroubaceae) conhecida como caferana, é amplamente
distribuida na Regido Amazonica. o cha das folhas e das raizes é utilizado no tratamento
de gastrite, como febrifugo, anti-helmintico e antimalarico. Considerando as informactes
etnoboténicas existentes, e 0 pequeno numero de atividades comprovadas, este trabalho
propde a realizacdo de estudos farmacoldgicos com um extrato padronizado de folhas de
caferana no comportamento e funcgBes vitais de roedores, como também analisar 0s
mecanismos moleculares responsaveis pelos efeitos observados. Folhas foram coletadas
em Manaus/AM, secas a sombra e trituradas. Infusdo a 2,5% originou o extrato aquoso
(EA) que rendeu 15% e a fracdo butandlica (FBut) foi gerada pela particdo do EA com n-
butanol. A purificagdo da FBut em CLAE originou 4 fragdes com TRs: F1=5,4 al2 min,
F2=12,1 a 19 min, F3=19,1 a 27,7 min; F4= 27,8 a 38 min. A administracdo oral do EA e
da FBut (1,0 g/kg) foi letal. Com o EA (0,1 a 1,0 g/kg, v.0.) 0s animais apresentaram
hipotermia, e as lesbes da mucosa gastrica desencadeadas por estresse a frio em
camundongos foram reduzidas. O EA, a FBut e a fracdo F4 inibiram a secrecdo &acida
gastrica em ratas com ligadura pildrica. No entanto, o EA (1 a 300 pg/mL) ndo inibiu a
atividade da H'-K'-ATPase. Em ratas anestesiadas a FBut (3 mg/kg, e.v.) produziu
efeito duplo na pressao arterial (PA) e na frequéncia cardiaca (FC): a injecdo de 3,0
mg/kg reduziu a PA de 22 mmHg e a FC de 20 bpm com pico méximo ap6s 1,5 min e
reversdo em 5 min; este efeito foi sequido de hipotensdo maior (90 mmHg), mais tardia
(4,5 min) e duradoura, concomitante a diminuicdo da FC. A vagotomia, ou a
administracdo de atropina, bloguearam os efeitos tardios na PA e na FC. As fracdes F1
(0,2 a 5,4 mg/kg, e.v.) e F3 (0,3 a 2,4 mg/kg, e.v.) da FBut produziram hipotenséo (5 a 40
mm Hg) proporcional as doses. A FBut (10 a 100 pg/mL) diminuiu a frequéncia de
batimentos espontaneos do atrio direito isolado de rato, sem alteracdo do inotropismo do
atrio esquerdo. O tdénus induzido pela noradrenalina em anéis de aorta de rato com
endotélio foi relaxado com a adicdo de FBut. Este efeito ndo foi abolido pela destruicao
mecanica do endotélio, indicando um mecanismo de acdo independente da sintese de NO.
O EA e a FBut por via oral foram letais na maior dose, a F4 foi a fragio identificada com
0 poder letal. O efeito toxico foi tardio e provavelmente relacionado a atividade de
compostos originados do metabolismo hepaético.

Palavras-chave: caferana, secrecdo &cida, pressao arterial, toxicidade e antitlcera



ABSTRACT

Picrolemma sprucei (Simaroubaceae) known as caferana, is widely distributed in the
Amazonian Region. The tea of the leaves and the roots is used to treat gastritis, fever, as
anti-helminthic and as anti-malarial. Considering the ethnobotanical information and the
small numbers of works with proven activities, this work proposes a pharmacological
study with a standardized extract obtained from the plant leaves on behavior and vital
functions in rodents, and also to analyze the molecular mechanisms responsible for the
observed effects. The plant leaves were collected in Manaus/AM, dried in the shade and
ground. The aqueous extract (AE) was obtained from the leaves infusion (2.5%), yielding
15%, and the butanolic fraction (BuF) was obtained from the AE partition with butanol.
The BuF purification in HPLC vyielded 4 fractions with RTs: F1=5,4 to12 min, F2 =12,1
to 19 min, F3=19,1 to 27,7 min; F4= 27,8 to 38 min. The oral administration of AE or
BuF (1,0 g/kg) was lethal within 24 h. The treatment with AE (0,1 to 1,0 g/kg, p.o.)
caused hypothermia and reduced the cold stress-induced gastric ulcers in mice. The AE,
BuF and F4 inhibited the gastric acid secretion in rats with pylorus ligation. However, the
AE (1 to 300 pg/mL) did not inhibit the H*-K*-ATPase pump in vitro. In anesthetized
rats, the BuF (3 mg/kg, e.v.) produced a double depression on the arterial blood pressure
(BP) and on the heart rate (HR): the dose of 3.0 mg/kg reduced the BP by 22 mm Hg and
the HR by 20 bpm with the maximal effect after 1,5 min and reversion in 5 minutes; this
effect was followed by late long lasting hypotension (90 mm Hg), concomitant to a HR
decrease. Vagotomy or atropine (0.1 mg/kg e.v.) blocked the later effects on BP and on
HR. The fractions F1 (0.2 to 5.4 mg/kg, e.v.) and F3 (0.3 to 2.4 mg/kg, e.v.) caused
hypotension (5 to 40 mm Hg) related to the doses. The BuF (10 to 100 pg/mL) inhibited
the spontaneous beats of the isolated rat right atrium without altering the BuF inotropic
effect in the isolated left atrium. In aorta rings with intact endothelium, the tonus induced
by noradrenalin was relaxed with BuF incubation. This effect was not abolished by the
endothelium mechanical destruction, indicating a NO sintase independent mechanism of
action. The AE and the BuF oral administration were lethal at the highest dose; the F4
fraction was identified as the lethal fraction of BuF. The toxic effect of AE and BuF was
delayed on time and probably unrelated to the original plant extract, but to compounds
produced during their liver metabolism.

Key-words: caferana, gastric acid secretion, anti-ulcer, arterial blood pressure and toxicity



Figural -
Figura 2 -
Figura 3 -
Figura 4 -

Figura 5 -
Figura 6 -
Figura 7 -
Figura 8 -
Figura 9 -
Figura 10 -
Figura 11 -
Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

Figura 15 -

Figura 16 -

Figura 17 -

Figura 18 -

LISTA DE FIGURAS

Distribuicdo geografica no Brasil............ccccooovvivieiiiiiic e
Fruto de P. SPrUCET......ccviiiiiiiiiicieeee s
Inflorescéncia de P. SPrUCEI.......ccccvevueiiieiieie e
Quassinoides naturais isobruceina B (1) e neosergeolida (2) e
semi-sintéticos conhecidos 1,12-diacetil-isobruceina B (3) e 12-
acetil-neosergeolida (4) obtidos de P. Sprucei.........ccccocevveriennnne.
Fisiologia da SeCreGao QAStriCa........ccecvvevverieeiieiiesiese e
Picrolemma sprucei HOOK..........cccooiiiiiiiiiiiecccc e,
Area de coleta de P. sprucei Hook no municipio de Manaus/AM
(S 03°05°07.47; WO059°57702.27).ccuteueeneieieiesieeieeeeie e
Teste da temperatura corporal, realizado em camundongos adultos

Teste suspensdo pela cauda, realizado em camundongos machos
10 LU 1 0SS S
Teste SON0 DarbItUriCO......ccovveiiiiiieee e
Teste sono induzido por éter etiliCo.........cooovviiiieniennisicieieces
Testes do labirinto em cruz elevado, realizado em camundongos
(NZ6/GIUPO). ..t
Perfis cromatograficos do EA e FBut de P. sprucei em CLAE
utilizando coluna C18, eluida com gradiente de &gua/acetonitrila
de 5 a 50% em 30 min, fluxo de 1,0 mL/min e A 260 nm...............
Perfis cromatograficos das fracbes F1 a F4 obtidas da purificacdo
da FBut de P. sprucei em CLAE utilizando coluna C18 eluida
com gradiente de agua/acetonitrila de 5 a 50% em 30 min, fluxo
de 1,0 mL/min € A 260 NM........ccvvreeiiiiiiee e
Fluxograma de obtencéo e purificacdo do extrato e fragdes de P.
SPrUCEI HOOK.......cviiiiiic e
Efeito do tratamento prévio (1 h) com o EA de P. sprucei (0,1; 0,3
e 1,0 g/kg, v.0.) na temperatura corporal em camundongos. As
colunas e barras representam as médias + erros padrdo (n=5
animais/grupo) da variacdo da temperatura em cada grupo. **
p<0,01 *** p <0,001 (ANOVA de 1 via e teste de Dunnett).........
Efeitos da administracdo oral de agua (controle, C) e do EA de P.
sprucei (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg) no nimero de Ulceras e no indice de
lesdo da mucosa géastrica induzidos pelo estresse por imobilizacdo
a frio (4°C) em camundongos (N=5/ grup0)........c.ccercerervrvrrernnnn.
Lesdes da mucosa gastrica de camundongos submetidos a estresse
por imobilizacdo a 4 °C, ap6s 2 horas dos tratamentos. Indicando
em A: controle lesado; B: mucosa gastrica de animal tratado com
EA 0,1 g/kg; C: mucosa gastrica de animal tratado com EA 0,3
o/kg; D: mucosa géastrica de animal tratado com EA 1,0 g/kg.
Notar as Ulceras (pontos escuros) e o0 edema da mucosa (auséncia
de pregas) EM A BB ..o

36
39
46
47
55
56
56
57

59

72

73

74

77

79



Figura 19 -

Figura 20 -

Figura 21 -

Figura 22 -

Efeitos da administracdo intraduodenal (i.d.) do EA de P. sprucei
(0,3 g/kg), no volume, no pH e na acidez total da secregéo
gastrica de ratas submetidas a ligadura pilorica de 4 horas. Notar
0 estimulo da secrecdo produzido pela histamina e a inibi¢do
produzida pelo tratamento prévio com o EA no grupo controle e
no grupo tratado com histamina (10 mg/kg, s.c). As colunas e
barras verticais representam as médias e erros padrdo das médias
de 5 animais por grupo. (ANOVA seguida por teste de Newman-
Keuls onde # p<0,05; ## p< 0,01 e ### p< 0,001 em relacdo ao
grupo histamina * p<0,05; ** p< 0,01 e *** p<0,001, em relacdo
A0 GrUPO CONIOIE)....cciieiieie e

Efeitos da administragdo intraduodenal (i.d.) do EA de P. sprucei
(0,3 g/kg), no volume, no pH e na acidez total da secrecdo
gastrica de ratas submetidas a ligadura pildrica de 4 horas. Notar
0 estimulo da secrecdo produzido pelo betanecol e a inibicéo
produzida pelo tratamento prévio com o EA no grupo controle e
no grupo tratado com betanecol (20 mg/kg, s.c). As colunas e
barras verticais representam as médias e erros padrdo das medias
de 5 animais por grupo. (ANOVA seguida por teste de Newman-
Keuls onde # p<0,05; ## p< 0,01 e ### p< 0,001 em relagdo ao
grupo betanecol; ** p< 0,01 e *** p<0,001, em relacdo ao grupo
CONEIOIE). ..t

Efeitos da administracdo intraduodenal (i.d.) da FBut de P.
sprucei (0,03 g/kg), no volume, no pH e na acidez total da
secrecdo gastrica de ratas submetidas a ligadura pildrica de 4
horas. Notar o estimulo da secrecdo produzido pela histamina e a
inibicdo produzida pelo tratamento prévio com a FBut no grupo
controle e no grupo tratado com histamina (10 mg/kg, s.c). As
colunas e barras verticais representam as médias e erros padrao
das médias de 5 animais por grupo. (ANOVA seguida por teste de
Newman-Keuls onde ### p<0,001 em relacdo ao grupo
histamina; * p<0,05; ** p<0,01 e *** p<0,001, em relacdo ao
GrUPO CONEIOIE).....cvieieciie ettt

Efeitos da administracdo intraduodenal (i.d.) da FBut de P.
sprucei (0,03 g/kg), no volume, no pH e na acidez total da
secrecdo gastrica de ratas submetidas a ligadura pilorica de 4
horas. Notar o estimulo da secrecdo produzido pelo betanecol e a
inibicdo produzida pelo tratamento prévio com a FBut no grupo
controle e no grupo tratado com betanecol (20 mg/kg, s.c). As
colunas e barras verticais representam as médias e erros padrao
das médias de 5 animais por grupo. (ANOVA seguida por teste de
Newman-Keuls onde * p< 0,05 e ** p<0,01, em relag&o ao grupo
CONEIOIR). ..t

81

82

83



Figura 23 -

Figura 24 -

Figura 25 -

Figura 26 -

Figura 27 -

Figura 28 -

Figura 29 -

Figura 30 -

Figura 31 -

Efeitos da administracdo intraduodenal (i.d.) das fracdes F1 (18
mg/kg), F2 (9 mg/kg), F3 (30 mg/kg) e F4 (6 mg/kg) de P.
sprucei, no volume, no pH e na acidez total da secrecdo gastrica
de ratas submetidas a ligadura pilérica de 4 horas. As colunas e
barras verticais representam as médias e erros padrdo das médias
de 5 animais por grupo. (ANOVA seguida por teste de Newman-
Keuls onde * p<0,05 e ** p<0,01) em relacdo ao grupo
(610] 11 (0] [ TS SPRR
Efeito do EA 1, 3, 10, 30, 100 e 300 pg/mL de P. sprucei na
atividade da H*-K*-ATPase isolada da mucosa gastrica de porco,
incubada por 30 minutos a 37 °C (a esquerda) e efeito do controle
positivo SCH28080 (a direita). Os simbolos e barras representam
as médias + erros padrdo de 3 ensaios em triplicata......................

(A) Registro tipico do efeito da FBut (0,3; 1,0 e 3,0 mg/kg, e.v.)
de P. sprucei e da acetilcolina (0,3 pg/kg, e.v.) na pressao arterial
de ratas adultas normotensas anestesiadas com pentobarbital (60
mg/kg, i.p.) (n=4) e (B) registro concomitante da frequéncia
cardiaca (DPM).....coeiiiee e

(A) Efeito da FBut (0,3; 1,0 e 3,0 mg/kg, e.v.) de P. sprucei e da
acetilcolina (0,3 pg/kg, e.v.) na presséo arterial de ratas adultas
normotensas anestesiadas com pentobarbital (60 mg/kg, i.p.)
(n=4) e (B) relacdo dose-efeito do padrdo positivo ACh (0,1; 0,3 e
1,0 pg/kg, e.v.). Notar que a FBut ndo modificou a resposta a

(A) Registro tipico do efeito da FBut (3,0 mg/kg, e.v.) de P.
sprucei, da acetilcolina (0,3 pg/kg, e.v.) e da atropina (1,0 mg/kg,
e.v.) na pressdo arterial de ratas adultas normotensas anestesiadas
com pentobarbital (60 mg/kg, i.p.) (n=4) e (B) registro
concomitante da frequéncia cardiaca (bpm)........ccccocevrieiiiennnnnen,
Efeito da FBut (3,0 mg/kg, e.v.) de P. sprucei, da acetilcolina (0,3
Mg/kg, e.v.) e da atropina (1,0 mg/ kg, e.v.) na PA de ratas adultas
normotensas anestesiadas com pentobarbital (60 mg/kg, i.p.)
(n=4). As drogas foram injetadas na sequéncia indicada...........

(A) Registro tipico do efeito da FBut (3,0 mg/kg, e.v.) de P.
sprucei na pressao arterial de rata adulta normotensa anestesiada
com pentobarbital (60 mg/kg, i.p.) e vagotomizada; (B) registro
da frequéncia cardiaca (bpm) concomitante. Notar que nao
ocorreu a hipotenséo secundaria, nem paradas cardiacas...............

(A) Efeito da FBut (3,0 mg/kg, e.v.) de P. sprucei e da
noradrenalina (0,1 pg/kg, e.v.) na presséo arterial de ratas adultas
normotensas anestesiadas com pentobarbital (60 mg/kg, i.p.)
(n=4) e (B) relagdo dose-efeito obtida com o padrdo positivo
noradrenalina ( 0,1; 0,3 e 1,0 HO/KQ, €.V.)eccvvveviieviiiiieeiec e,

Efeito das fracOes de P. sprucei na presséo arterial de ratas adultas
normotensas anestesiadas com pentobarbital (60 mg/kg, i.p.). (A)
F1 (0,2; 0,6; 1,8 e 5,4 mg/kg, e.v.), (B) F2 (0,1; 0,3; 0,9 e 2,7
mg/kg, e.v.), (C) F3 (0,27; 0,8 e 2,4 mg/kg, e.v.) e (D) F4 (0,07;
0,2; 0,6 e 1,8 mg/kg, e.v.) A acetilcolina (0,3 pg/kg, e.v.) foi
utilizada como padrdo positivo. As colunas e barras representam
as médias = erros Padrao (N=5).....ccccvvvviirieiiinieierese e

85

86

87

88

89

89

90

91



Figura 32 -

Figura 33 -

Figura 34 -

Figura 35 -

Figura 36 -

Figura 37 -

Figura 38 -

Figura 39 -

(A) Registro tipico do efeito da F1 (1,8 mg/kg, e.v.) de P. sprucei,
da acetilcolina (0,3 pg/kg, e.v.) e da atropina (1,0 mg/kg, e.v.) na
pressdo arterial de ratas adultas normotensas anestesiadas com
pentobarbital (60 mg/kg, i.p.) e (B) registro concomitante da
frequéncia cardiaca (DPM).......ccccvvevviieiiieieee e

(A) Registro tipico do efeito da F3 (2,4 mg/kg, e.v.) de P. sprucei,
da acetilcolina (0,3 pg/kg, e.v.) e da atropina (1,0 mg/kg, e.v.) na
pressdo arterial de ratas adultas normotensas anestesiadas com
pentobarbital (60 mg/kg, i.p.) e (B) registro concomitante da
frequéncia cardiaca (DPM).......ccoveririieiiseee e
Efeito da FBut (10, 30 e 100 pg/mL) de P. sprucei na frequéncia
de batimentos do atrio direito isolado de rato, a 35 °C, bpm =
batimentos por minuto. Dados expressos como médias + desvios

Efeito da FBut (10, 30 e 100 pug/mL) de P. sprucei na forca de
contracdo do atrio esquerdo isolado de rato, a 35 °C. Dados
expressos como medias £ desvio (N=3)......ccccereerirennienieneeeenen,
Relaxamento produzido pela FBut de P. sprucei (10, 30 e 100
ng/mL) no tonus induzido por noradrenalina (107 M) em anéis de
aorta de rato com endotélio. O tempo 0 é o tdnus basal (100%),
imediatamente antes da incubacdo da FBut. Dados expressos
como médias = erros Padrao (N=4).......ccccevverernieeiinenese e

Efeito produzido pela FBut de P. sprucei (10, 30 e 100 pg/mL) no
tonus induzido por noradrenalina (10”7 M) em anéis de aorta de
rato sem endotélio. O tempo 0 é o tdnus basal (100%),
imediatamente antes da incubacdo da FBut. Dados expressos
como médias + erros Padrao (N=4).......ccccceeveiieeireseere e,

Efeito produzido pelas fracdes F1, F2, F3 e F4 de P. sprucei (3, 10
e 30 pg/mL), no ténus induzido por noradrenalina (107 M) em
anéis de aorta de rato com e sem endotélio. As fracbes foram
adicionadas cumulativamente ao banho em intervalos de 10 min
para cada concentracdo, O zero representa o ténus basal (100%),
imediatamente antes da incubacdo das fracGes. Os simbolos e
barras representam as médias + erros padrdo (N=4).........c.ccceeevenne.
Efeito da FBut (10, 30 e¢ 100 pg/mL) de P. sprucei na
concentracdo de calcio citosolico livre em cultura de
cardiomiécitos de ratos neonatos (A), e em celulas de utero
mantidas em cultura (B). As colunas e barras representam as
médias + erros padrdo (n = 3, em triplicata). O KCI 70 mM foi
utilizado para promover a abertura dos canais de calcio e o
verapamil (100 uM) como controle positivo de antagonista dos
canais de CAICIO tIPO L........coveoieiiiiiecicce e

93

94

95

95

96

97

98



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

LISTA DE TABELAS

Comportamento de camundongos tratados com apomorofina e
correspondentes graus de eStereotipia.........ccoevvrereeierenenenenenias

Pardmetros para medir o indice de eS80 gastrica..........c.ccocererveuennen.

Efeitos do EA (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg v.0.) de P. sprucei Hook em
atividades especificas do sistema nervoso central de camundongos..

Efeitos da FBut (0,003; 0,01 e 0,03 g/kg, v.0.) de P. sprucei Hook
nas atividades do sistema nervoso central avaliadas em
CAMUNUONGOS. ..ttt b bbbt

60
61

76



LISTA DE ABREVIATURAS

Kg — Micrograma

pL — Microlitros

UM —  Micromolar

pmol — Micromolar

ACh — Acetilcolina

ANOVA - Analise de variancia
ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
ATP — Adenosina trifosfato

ATR — Atropina

bpm — batimentos por minuto

CBA - Centro de Biotecnologia da Amaz6nia
CLAE - Cromatografia liquida de alta resolucéo
cm — Centimetro

D-MEM — Dulbecco s modified Eagle s medium (meio de Eagle modificado por Dulbecco)
e.v. — Via endovenosa

EA — Extrato aquoso

ECso — Concentracéo efetiva 50%

F1 — Fragdo um

F2 — Fracéo dois

F3 — Fracdo trés

F4 — Fracdo quatro

FBut — Fracao butanolica

FLIPR — fluorescent imaging plate reader

g-— Grama



HBSS — Hank's balanced salt solution (solucdo salina balanceada de Hank)
Hz — Hertz

i.d. — Intraduodenal

i.p. — Intraperitoneal

ICsop — Concentragdo inibitoria 50%
INPA — Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia
kg— Quilograma

L — Litro

M — Mol/litro

mEq — Miliequivalente

mg — Miligrama

mL — Mililitro

mm — Milimetros

mM — Milimolar

ms — Milissegundos

N — Normal

n — NUmero de animais

nm — Nandmetro

NO — Oxido nitrico

NOR — Noradrenalina

°C — Grau celsius

PRZ — Prazosin

SNC — Sistema nervoso central

TR — Tempo de retengéo

TYRODE - Liquido nutritivo de Tyrode



UNIFESP — Universidade Federal de Sdo Paulo
v.0. — Via oral

WHO — World Health Organization



z

Z_

+ —

A —

a_

g_

— Somatéria
Maior igual
mais ou menos
Variagéo

Alfa

Giros por minuto

LISTA DE SIMBOLOS



1.1
1.2

2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.3.1
3.3.2

4.1
4.2
4.3
43.1
4.3.2

5.1
5.2
5.3
5.4
5.5

5.6
5.6.1

5.7
5.7.1
5.7.2
5721
5.7.3
5731
5.7.3.2
5.7.4
5.74.1
5.74.2
5.7.5
5.75.1
5.7.6
5.76.1
5.7.7
5.7.7.1
5.8

5.8.1
5.9

SUMARIO

INTRODUGAO........cooiiieieesieeeseresen
Simaroubaceae..........cccocvvieviiiiiience s
Aespeécie vegetal.........cccooovevviiiiccecie,

OBUIETIVOS ...

Objetivo geral.......ccccoeveevviiiiieceee e,

ODbjJetivos BSPECITICOS.... ..
REVISAO BIBLIOGRAFICA.......c ottt

Picrolemma sprucei Hook...............c.cc.e.ee.

Fisiologia e regulacio da SecreGan GaStriCa.........ccuvrvverreieereesieeie e

Fisiologia cardiovascular................ccccevnee.

Barorreceptores, quimiorreceptores e receptores cardiopulmonares................
Homeostasia do ion calcio no sistema cardiovascular............c..ccocvevveivererinnnns
MATERIAL....coiitiiieieest sttt ettt nne e

Material vegetal...........ccooooveninininiiiins

ANIMAIS. ..
Material qQUIMICO.......coreieirireeeeee,
Drogas, reagentes € SaiS..........ccoveevreerenns
Solugdes utilizadas nos experimentos.........

IMETODOS. ..o oottt e e e e e s e e et e e s e e e et e e et e e s et e s er e e es et e e et eeeree s e

Tratamento do material vegetal...................
Obtencéo do extrato aquoso (EA)...............
Obtencdo da fracdo butandlica (FBut)........

Cromatografia liquida de alta eficiéncia analitica (CLAE analitica)................

Purificacdo da FBut de P. sprucei Hook L. por cromatografia liquida de alta

eficiéncia Preparativa (CLAE-PREP).........

Avaliagdo da atividade farmacolOgiCa..........ccccvrerereinineseree e

Triagem farmacoldgica geral (IRWIN, 1968; MALONE; ROBICHAUD,

Avaliacédo da temperatura corporal..............

Avaliacdo da atividade tipo-antidepressiva.

Teste de SUSPENSAO PEIA CAUA..........eceereeeerie et

Avaliacdo da atividade hipnosedativa.........

Sono induzido por barbitdrico (CARLINI et al, 1986)..........cccccvvvririnennnnnn.

Sono induzido por éter etilico.....................

Avaliacio da coordenagdo MOTOIA. ........ccueririrerieieieieie e

Teste do “Tota-rod”.......oevveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens
Teste do arame — “wiring test”....................

Teste de atividade exploratoria....................
Teste do campo aberto — “open-field”.........

Avaliacdo da acdo do tipo ansiolitica..........

Labirinto em cruz elevado..........ccccceeeeunnnnn.

Avaliacdo de estereotipias.........c.ccevvreenenn

Teste de subida na grade — “Climbing behavior”............c.cccoeeeevvevriecieeeennennn.

Avaliacdo da atividade anti-Ulcera do extrato aquoso e da fragdo butandlica

de P. sprucei HOOK...........cccovevveiieiiccieannne

Lesdo gastrica induzida por estresse e imobilizagdo a frio (4 °C)....................

Avaliacdo da atividade anti-secretora &cida

21
26
27
30
31
31
32
33
36
39
40
42
45
46
48
48
48
49
51
52
52
52
52

53
54

54
54
54
55
55
56
56
57
57
57
58
58
58
59
59
60
60

60
60
62



5.0.1
5.10

5.10.1
5.10.2
5.10.3
5.11

5111
5.11.2
5.11.3

5.12
5.13
5.14
5.15
6.1
6.2
6.3
6.4
6.5
6.5.1
6.5.2
6.5.3
6.5.4
6.5.5
6.5.6
6.5.7

6.5.8
6.5.8.1

6.5.8.2
6.5.8.3
6.5.8.4

6.5.8.5

Ligadura PilOrica in SItU..........cecveiieiieieeie s
Avaliacdo da acdo da fracdo butandlica (FBut) de P. sprucei Hook na
atividade da H K -ATPASE.........cccvvieeeeerieeeeeee e esse s
Isolamento de microssomas gastricos e da H'K*-ATPase gastrica..................
Determinacdo do teor de Proteina..........cccveeveevieieeiiese e
Medida da atividade da H'K*-ATPase gastriCa............ccecvureverrererrrcrerisrerenane,
Atividade CardioVaSCUIAL..........ccooiiiiiiiiiiree s
Avaliacdo da acdo da FBut e suas fragcOes na pressdo arterial de ratas
ANESTESTAUAS. 1. vevvevveee ettt bbb
Avaliacao da acdo da FBut em atrios isolados de rato..........ccccceevevvivivevennnne.
Avaliacdo da acdo da FBut e fracGes semipurificadas de P. sprucei em
anéis de aorta torécica de rato, com ou sem endotélio, pré-contraidos com
NOFAATENANING. ... .o
Cultura de masculo cardiaco de rat0..........ccccveveieriiiiieseeeeeee e
Cultura de ULEro de Fata.........coververveiiirieiiesieeieeeie et
Medida do célcio citosolico livre por fluorimetria em células de Utero e
cardiomiocitos de rato mantidos em CUtUFa..........c.cocvviriiriininieieree e
ANALISES ESTALISTICAS. ... vevveeeieiiecie et
RESULTADOS. ...ttt bbbttt
Obtencdo do extrato aquOSO (EA).......coiiiiiiiiiiieieree e
Obtencéo da fracdo butandlica (FBUL)...........ccocveiiiiie i
Padronizacdo do extrato aquoso (EA) e fracdo butandlica (FBut) de P.
sprucei por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)..........cccccceueneee.
Purificacdo da FBut de P. sprucei Hook L. por cromatografia liquida de alta
eficiéncia preparativa (CLAE-PREP)........cc.cocoiiiiie i
Resultados farmacolOgiCoS...........ccviiieiriieere e
Triagem farmacol0gica geral...........coooveiriiiieice e
Atividades no sistema Nervoso CENtral...........ccooeveiiriniieiieieie e
Efeito do EA de P. sprucei Hook nas lesdes gastricas induzidas por estresse a
fri0 (4 O°C, POr 2 NOTAS)......cvieieieiieicieccte et
Secrecdo gastrica apds ligadura pilérica in situ: acdo da histamina, do
betanecol € do EA € P. SPIUCEI.......cceiviiireiisieee s
Efeitos da FBut de P. sprucei nos parametros da secrecdo acida gastrica
estimulada por histamina ou por betanecol............ccoccooveiiiiiini
Efeitos das fracdes semipurificadas de P. sprucei nos parametros da secre¢do
ACTA QASTIICA. ...ttt st
Efeito do EA de P. sprucei na atividade da H*-K*-ATPase isolada da mucosa
QASLIICA U POICO. ...ttt ettt bbbt
Acdo cardiovascular das fragoes da P. SPruCel.........cccvveeveriieiieiiie e
Efeito da FBut (10, 30 e 100 pg/mL) na pressdo arterial de ratas
ANESTESTAUAS. ... evee ettt ettt
Efeito das fracGes semipurificadas de P. sprucei (F1, F2, F3 e F4) na pressédo
arterial de ratas aNeStESIATAS. ........ueveiieiieie e s
Efeito da FBut (10 30 e 100 pg/mL) de P. sprucei na frequéncia de
batimentos do atrio direito isolado de rato..........cccceovvvviinieieienese e
Efeito da FBut (10, 30 e 100 pg/mL) de P. sprucei na forga de contracdo do
atrio esquerdo isolado de rato sob estimulacdo elétrica............c.ccccevvrvveinnennne.
Efeito da FBut de P. sprucei em anéis de aorta toracica de rato com endotélio
integro, pré-contraidos com noradrenalina (107 M).........coccvvvvrereeneseserenenenn.

62
62
62
63
64
64
64
65

66
66
67
68
69
70
71
71
71
72
75
75
76
78
79
82
85

86
86

86

91

94

95

96



6.5.8.6

6.5.8.7

6.5.8.8

oo

Efeito da FBut de P. sprucei em anéis de aorta toracica de rato sem endotélio,
pré-contraidos com noradrenaling (107 M).........o.ouveuieevseneeeeeeseseeeeeeone. 96
Efeitos das fracdes semipurificadas de P. sprucei em anéis de aorta toracica
de rato com ou sem endotélio, pré-contraidos com noradrenalina (107 M)..... 97
Efeito da FBut de P. sprucei na concentracdo de célcio citosolico livre em
células de Utero e cardiomidcitos de rato mantidos em cultura primaria.......... 98
DISCUSSAD. ...ttt 100
CONCLUSOES. .....oouiitieiieieiie sttt 113
RESUMO E CONCLUSOES.......oieieeevceeeeteee e 115

REFERENCIAS . ... oot es e e e e e s et es e e e, 118



INTRODUCAO



22

As plantas medicinais tém sido uma rica fonte para a obtencdo de moléculas para
serem exploradas terapeuticamente (FOGLIO et al, 2006). Segundo a Organizacdo Mundial
de Salde, 70-95% da populacdo de paises em desenvolvimento utiliza-se de praticas
tradicionais na atengdo primaria a saude (WHO, 2011). No Brasil, ndo se sabe com exatidao o
numero de pessoas que utilizam as plantas, mas, seguramente, essa tendéncia mundial
também é seguida, desde o consumo da planta fresca e preparacGes extemporaneas, até o
fitoterapico. Balunas e Kinghorn (2005) defendem que aproximadamente 48% dos
medicamentos empregados na terapéutica advém, direta ou indiretamente, de produtos

naturais, especialmente de plantas medicinais.

Plantas medicinais podem ser capazes de prevenir, aliviar ou curar enfermidades e por
isso, possuem tradicdo de uso em uma populacdo ou comunidade. A ANVISA (2010) define
planta medicinal como “espécie vegetal, cultivada ou ndo, utilizada com propositos
terapéuticos”. Varanda (2006) afirma que as plantas medicinais sdo importantes fontes de
produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem em modelo para a
sintese de um grande nimero de farmacos. O medicamento fitoterapico é obtido empregando-
se exclusivamente derivado de droga vegetal como constituintes ativos, caracterizado pelo
conhecimento da eficacia e dos riscos de uso, assim como pela constancia de sua qualidade
(ANVISA, 2011; ver também NETTO et al, 2006).

Segundo Franca et al (2008), estudos sobre a medicina popular vém merecendo
atencdo cada vez maior devido ao contingente de informacfes e esclarecimentos que vem
sendo oferecido a Ciéncia. Esse fendmeno tem propiciado o uso de chas, decoctos, tisanas e
tinturas fazendo com que, na maioria dos paises ocidentais, os medicamentos de origem
vegetal sejam retomados de maneira sistematica e crescente na profilaxia e tratamento das
doencas, ao lado da terapéutica convencional. A flora brasileira, especialmente a Floresta

Amazonica € uma grande fonte inexplorada de moléculas com potencial farmacologico
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(ANDRADE-NETO et al, 2007). No campo da descoberta de novos farmacos seria de se
esperar que o Brasil fosse um pais privilegiado, considerando sua extensa e diversificada
flora, detendo aproximadamente um terco da flora mundial (YUNES; PEDROSA; FILHO,
2001).

O uso de produtos medicinais a base de plantas é pratica comum na medicina
tradicional, desde os tempos mais remotos. Polezzi et al (2004) relatam que o conhecimento
sobre a utilizacdo de plantas medicinais para fins terapéuticos vem sendo passado de geracao
a geracdo ao longo dos séculos. Cerca de 80% da populacdo mundial ja teve alguma
experiéncia de utilizacdo com fins preventivos ou curativos (OLIVEIRA; ARAUJO, 2007).

O mercado de fitoterapicos decaiu muito com o desenvolvimento dos medicamentos
sintéticos apos a segunda guerra mundial, porém, vem apresentando um crescimento marcante
nas Ultimas décadas, pois, estd sendo utilizado como tratamento alternativo aos medicamentos
sintéticos da medicina convencional. Uma grande parcela da populacdo ndo tem acesso aos
medicamentos sintéticos seja devido ao alto custo dos medicamentos industrializados, ou pela
dificuldade de acesso ao sistema publico de saude. Assim, as plantas medicinais continuam
ocupando lugar de destaque social no arsenal terapéutico de muitos grupos étnicos
(MACEDO; OSHIIWA; GUARIDO, 2007). O retorno financeiro para 0s povos que auxiliam
as industrias farmacéuticas nas descobertas de novos medicamentos a partir de suas plantas
medicinais € estimado em menos de 0,0001% dos lucros do setor. Estes valores alcancam a
ordem de centenas de bilhdes de dolares por ano (AZEVEDO, 2003).

E oportuno acentuar, que 0 uso do conhecimento tradicional atua como um “filtro”
através do qual ocorre a inovacdo, seja na localizagdo de novas plantas, seja na sugestdo de
sua atividade farmacologica dos recursos da biodiversidade (REZENDE; RIBEIRO, 2005).
Na inddstria farmacéutica, por sua organizacao e poderio econémico, estdo concentrados 0s

conhecimentos tradicionais e 0s recursos da biodiversidade com maior potencial inovador
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atraindo um grande numero de interessados na sua realizacdo. Calcula-se que
aproximadamente 25% de todos os farmacos receitados provem de fontes boténicas e que
cerca de 70% das drogas derivadas de plantas foram desenvolvidas com base no
conhecimento tradicional associado a biodiversidade, utilizando plantas dos paises em
desenvolvimento (PEREIRA; LIMA, 2008; QUEZADA et al, 2005; WHO, 2011).

Apesar da recente globaliza¢do da industria quimica e a utilizacdo de medicamentos
sintéticos, o retorno econdémico obtido com produtos derivados de plantas medicinais no ano
de 2008 foi estimado em 83 bilhdes de dolares por ano, com taxa de crescimento exponencial
(WHO, 2011). No Brasil, o valor estimado gasto em fitoterapicos € da ordem de 300 milhdes
de dolares, relativamente pequeno, representando cerca de 4% do total do mercado
farmacéutico, da ordem de 7,4 bilhdes de délares (MARQUES, 1999). Vale salientar que este
valor refere-se apenas aos fitoterapicos industrializados, ndo correspondendo ao mercado total
de produtos obtidos de plantas medicinais. Existe no mercado ainda os fitoterapicos
manipulados, os produtos cadastrados na ANVISA como alimentos ou cosméticos, além dos
produtos artesanais e a planta medicinal in natura, utilizados amplamente na medicina
popular.

Para Sim@es e Shenkel (2002), o valor do mercado brasileiro de fitoterapicos é
pequeno se comparado aos valores publicados para a Europa e Estados Unidos, o equivalente
a 8,5 e 6,3 bilhdes de dolares, no ano de 2000, respectivamente. O Brasil é o pais com a maior
biodiversidade do mundo, contando com um ndmero estimado de mais de 20% do numero
total de espécies vegetais do planeta (CARVALHO et al, 2007, SANT’ANA; SAAD, 2002).
Esta rica biodiversidade € acompanhada por uma longa aceitacéo de uso de plantas medicinais
e conhecimento tradicional associado (RODRIGUES, 2006). O pais exporta cerca de 7
milhGes de dodlares em extratos vegetais de alcaguz, aloés, bardana, catuaba, ipeca e quina. O

autor enfatiza também que por outro lado o Brasil importa uma quantidade consideravel de
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horménios esteroides, produtos cosméticos de fonte natural, verdadeiro contra-senso para uma
nacao que possui uma das maiores populacdes vegetais do planeta (PINTO et al, 2002).

Siani e Gilbert (2011) defendem que um problema grave na comercializacdo de
fitoterapicos no Brasil, ou a sua exportacdo € a falta do status de medicamento ético que Ihe
garanta eficacia, seguranca e qualidade. Rosa e colaboradores (2011) acrescentam a
necessidade de uma maior divulgacdo dos estudos acerca das comprovacdes cientificas. No
Brasil, a regulamentacdo dos medicamentos fitoterapicos industrializados é realizada pela
ANVISA, orgdo federal do Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria, responsavel pelo
registro de medicamentos e outros produtos destinados a satde. A RDC n° 14, de 31 de marco
de 2010 dispGe sobre o registro de medicamentos fitoterapicos (ANVISA, 2011).

Dados cientificos mostraram que existe uma maior probabilidade de encontrar um
farmaco com grande valor terapéutico nos paises em desenvolvimento pelo estudo de
fitoterapicos e plantas medicinais do que obtencdo sintética, verificada nas nagdes que
dispdem de tecnologia em quimica fina farmacéutica (LAPA, 1995; ver também SIXEL,;
PECINALLI, 2005). Como o numero de plantas medicinais estudadas sob a Otica da
farmacologia e toxicologia, com o intuito de comprovar o seu uso popular e seguranca, ainda
¢ bastante pequeno em nosso pais, é de suma importancia a realizagcdo de estudos voltados
para busca e comprovacéo dos efeitos terapéuticos das plantas medicinais.

Nesse contexto, nosso trabalho realizou estudos farmacoldgicos com extratos
padronizados da Picrolemma sprucei Hook, uma Simaroubaceae comum na regido de
Manaus. A P. sprucei é uma planta nativa da Regido Amazonica e no Brasil é conhecida na
medicina popular como caferana (NUNOMURA, 2006). Alguns estudos quimicos ja
revelaram a presenca de quassinoides com atividades antileucémica, antimalérica, citotoxica e
anti-helmintica nas folhas, caule e raizes dessa planta (BARROS; POHLIT; CHAVES, 2004).

Os estudos farmacologicos da planta sdo poucos e de dificil reproducdo, porque 0s extratos
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ndo foram padronizados. No presente trabalho, o extrato aquoso obtido das folhas e sua fracéo
butandlica semipurificada foram padronizados em cromatografia liquida e as acOes
farmacologicas foram estudadas in vivo no comportamento e nas fungdes vitais de roedores. A
seguir, 0s possiveis mecanismos responsaveis pelos principais efeitos gastrintestinais e
cardiovasculares foram estudados utilizando técnicas moleculares envolvendo enzimas e

preparacdes isoladas.

1.1 Simaroubaceae

De acordo com Ribeiro et al (1999) a familia tem cerca de 25 géneros e 200 espécies
com centro de diversidade na regido neotropical. No campo, costuma ser confundida com
Meliaceae, Sapindaceae, Anacardiaceae e outras familias da Ordem Sapindales. Os géneros
nativos de Simaroubaceae sdo: Castela, Picrasma, Picrolemma, Quassia, Simaba e
Simarouba (SOUZA, 2008).

Sdo arbustos ou arvores, suas folhas sdo alternas ou muito raramente opostas,
compostas pinadas ou raramente simples, sem estipulas, margem inteira ou serreada.
Inflorescéncia geralmente cimosa, suas flores pouco vistosas, unicelulares ou raramente
bissexuadas, actinomorfas, diclamideas ou dificilmente monoclamideas. Fruto geralmente
apocarpico, drupaceo ou samaroide (SOUZA, 2008). Segundo Ribeiro et al (1999) os frutos
sdo subcarnosos, de cores vivas quando maduros, alaranjados, rubros e enegrecidos. O
interesse econdmico da familia concentra-se no uso medicinal das espécies com compostos
amargos e no uso da madeira, destacando-se, neste caso, 0 marapa (Simarouba amara).

Plantas da familia Simaroubaceae séo utilizadas na medicina tradicional no tratamento
da maléria, cancer, disenteria, como anti-inflamatorias, antileucémicas, fagoinibidora em

insetos, antiviral e outras doencas prevalentes ao redor do mundo (ENGLER; PRANTL, 1872
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apud ARRAIGA et al, 2002; MILLIKEN, 1997; MUHAMMAD et al, 2004; OKANO et al,
1990 apud OKUNADE et al, 2003).

Simaroubaceae € constituida por inUmeras espéecies pantropicais, e tem sido fonte de
muitas substancias amargas conhecidas como quassinoides (CONNOLLY; OVERTON;
POLONSKY, 1970 apud VIEIRA et al, 2000; MILLIKEN, 1997; SHING; JIANG, 2000).
Estas substancias sdo consideradas marcadores taxonémicos desta familia (SARAIVA, 2003).

De fato, os quassinoides constituem uma classe de substancias encontradas quase que
exclusivamente em plantas da familia Simaroubaceae; quimicamente, sdo considerados
triterpenos biodegradados com alto padrdo de oxigenacdo, sendo-lhe conferidas muitas
atividades bioldgicas que explicam o seu uso como: anticancer, antimalarica, fitotoxica,
fagoinibidora em insetos, inseticida, amebicida, nematicida, antiviral, antidlcera,
antituberculose, afrodisiaco, antifertilidade masculina, antioxidante, anti-inflamatoria, entre
outras (DEWICK, 2002; POLONSKY; FORTSCHR, 1985 apud ALMEIDA et al, 2007
SILVA et al, 2007a).

Devido ao grande espectro de acdo, o interesse cientifico tem sido despertado pela
possibilidade de utilizacdo em diversas atividades agricolas, pecuarias e, especialmente,
médicas. As moléculas bioativas estdo predominantemente presentes nos géneros Brucea,
Ailanthus, Castela, Simaba, Simarouba, Quassia, Pricrasma e Picrolemma da familia

Simaroubaceae (para revisao ver ALMEIDA et al, 2007).

1.2 A espécie vegetal

A P. sprucei Hook é uma planta nativa da Regido Amazénica e sua sinonimia é P,
pseudocoffea Ducke. E conhecida popularmente no Brasil como caferana (NUNOMURA,
2006; POHLIT et al, 2009a; POHLIT et al, 2009b; RIBEIRO et al, 1999) devido a sua

semelhanga com a Coffea ardbica L. das Rubiaceae. No Peru, é conhecida popularmente
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como Sacha-café (DUKE; VASQUEZ, 1994) e na Guiana Francesa como café lane
(GRENAND; MORETTI; JACQUEMIN, 1987; VIGNERON et al, 2005).
A distribuicdo geografica brasileira de P. sprucei € no norte do pais, nos Estados do

Amapa, Para, Amazonas e Rondoénia (PIRANI; THOMAS, 2012) (Figura 1).

Figura 1 - Distribuicdo geogréfica no Brasil.
FONTE: Retirado de http://floradobrasil.jbrj.gov.br/2012/FB001307
Acesso em 15 novembro 2012.

P. sprucei é um arbusto que atinge até 2,5 m de altura, com foliolos cartaceos
simétricos, verde-escuros e brilhantes (para revisdo ver, AMORIM; POHLIT, 2006; RIBEIRO
et al, 1999; SARAIVA et al, 2003). Apresenta flores de pétalas alaranjadas e estames
amarelos (Figura 3). Os frutos sdo apocarpicos e, quando maduros, sdo de cor alaranjada
(Figura 2). Os caules sdo ocos e frequentemente habitados por formigas, destacando-se por ser
a parte mais utilizada na medicina popular da Amazonia brasileira (RIBEIRO et al, 1999). A

raiz central é espessa e penetrante (AMORIM; POHLIT, 2006).


http://floradobrasil.jbrj.gov.br/2012/FB001307

Figura 2 - Fruto de P. sprucei
FONTE - Retirado de http://fm2.fieldmuseum.org/plantguides/view.asp?chkbox=9402.
Acesso em 12 novembro de 2012.

Figura 3 - Inflorescéncia de P. sprucei.
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http://fm2.fieldmuseum.org/plantguides/view.asp?chkbox=9402

2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

Realizar a triagem farmacoldgica de um extrato aquoso padronizado das folhas da

Picrolemma sprucei Hook nativa em Manaus e estudar os mecanismos das principais acoes.

2.2 Objetivos especificos

- padronizar o extrato aquoso em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

- realizar a triagem farmacoldgica preliminar do extrato padronizado

- identificar os efeitos no SNC

- identificar as agdes no sistema gastrintestinal e 0s mecanismos de a¢ao

- identificar as a¢Ges no sistema cardiovascular e 0s mecanismos da acao pressoérica- purificar
0 extrato aquoso padronizado e identificar as frag0es ativas resultantes

- purificar a(s) fracdo(des) ativas, estudar as acodes das fragdes purificadas e identificar as

responsaveis pelos principais efeitos observados na triagem farmacol6gica
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3.1 Picrolemma sprucei Hook

P. sprucei Hook, sinonimia P. pseudocoffea Ducke é planta nativa da Regido
Amazonica e conhecida popularmente como caferana (POHLIT et al, 2009a).

A planta ¢ utilizada contra vermes no Peru (DUKE; VASQUEZ, 1994), na Guiana
Francesa (GRENAND; MORETTI; JACQUEMIN, 1987) e no Brasil (LE COINTE, 1947).
Remédios sdo preparados por maceracdo do tronco ou da casca com rum ou por infusdo da
planta inteira (NUNOMURA et al, 2006)

No Brasil e no Peru, o cha das folhas e das raizes é usado no tratamento de gastrite,
febres e helmintiase (DUKE; VASQUEZ, 1994; LE COINTE, 1947). Infusdes do caule, da
raiz ou de toda a planta sdo utilizadas no tratamento da maléria na regido amazOnica
(MILLIKEN, 1997 apud POHLIT et al, 2009a). No oeste da Amaz6nia brasileira, os caules
secos sdo comercializados em mercados locais por curandeiros tradicionais, ou raizeiros, e
normalmente sdo utilizados como infusos para a ingestdo oral; em doses elevadas, a infuséo
da P. sprucei é utilizada como abortiva (AMORIM; POHLIT, 2006; POHLIT et al, 2009b).

O wuso popular da caferana é bastante difundido no Estado do Amazonas,
especialmente na regido de Manaus, onde é comum encontrar o caule sendo comercializado
como antimalérico e febrifugo no Mercado Municipal Adolpho Lisboa (FERREIRA, 2000
apud SARAIVA et al, 2003). O caule é a parte da planta mais utilizada na medicina popular
(AMORIM; POHLIT, 2006). Estudos quimicos isolaram a isobruceina B e a neosergeolida,
entre outros quassinoides (MORETTI et al, 1982; VIEIRA et al, 2000; ZUKERMAN-
SCHPECTOR; CASTELLANO, 1994). Posteriormente, a presen¢a dessas substancias no
caule e na raiz da planta foi confirmada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (SILVA et
al, 2007b). Silva et al (2009b) descreveram um novo método para obtencéo de isobruceina B

e neosergeolida por cristalizacdo fracionada.
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Nunomura et al (2006) demonstraram atividade anti-helmintica in vitro da
isobruceina B e do neosergeolideo isolados da fracdo cloroférmica de P. sprucei contra
Haemonchus contortus, um nematoide que parasita o sistema gastrintestinal de carneiros e
outros animais. Outros estudos in vitro relatam atividades antitumoral, antimalérica, anti-
helmintica, citotdxica, inseticida e anti-leishmania da neosergeolida e da isobruceina B
(ALMEIDA et al, 2007; SILVA et al, 2009b).

A partir do extrato das folhas de P. pseudocoffea foi isolado o quassinoide 15-
desacetilsergeolida (POLONSKY; BHATNAGAR; MORETTI, 1984). Esta substancia foi
ativa contra células de leucemia murina P-388 e parece ser menos tdxica que a sergeolida.

P. pseudocoffea foi citada por Vigneron et al (2005) como uma planta utilizada na
prevencdo e no tratamento da malaria. Estudos de Bertani et al (2005) demonstraram que 0
extrato aquoso de P. sprucei tem atividade in vitro em eritrocitos infectados com Plasmodium
falciparum (Clsp = 1,43 pg/mL) e in vivo na dose de 95 mg/kg inibiu 78% do crescimento de
Plasmodium yoelii em camundongos infectados. Em outro estudo, a sergeolida isolada de P.
pseudocoffea mostrou que a Clsg variou entre 0,002 e 0,006 pg/mL in vitro e 0,21 mg/kg/dia
in vivo; a DLsp foi de 1,8 mg/kg em camundongos (FANDEUR; MORETTI; POLONSKY,
1985).

Apesar da forte reputacdo como antimalérica, a toxicidade da planta é reconhecida e
sua administracdo ndo indicada para criancas (BOTSARIS et al, 2007; MORETT], 1986 apud
BERTANI et al, 2005).

Alguns autores relatam que a planta deveria ser usada na malaria, somente em
associacdo com a Geissospermum spp. e Quassia amara (ANDRADE-NETO et al, 2007;
VIGNERON et al, 2005), sendo a dose indicada 3 copos de 50 mL por dia. No entanto, a
atividade preventiva de malaria ndo foi confirmada e o extrato das folhas de P. pseudocoffea

ndo mostrou atividade no estagio intra-hepatico do Plasmodium (BERTANI et al, 2005).
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Barros e colaboradores (2004) enfatizam que apesar do potencial farmacoldgico,
estudos agrondmicos sistematicos ndo foram realizados com esta espécie, sendo necessario
um aprofundamento nesta area.

Estudos contra células tumorais humanas in vitro, mostraram que a neosergeolida e a
isobruceina B exibiram citotoxidade com Clso entre 5-27 pg/L. Em cepas multi-resistentes a
drogas K1 de P. falciparum a Clso foi de 1-4 pg/L. Em células leucémicas (HL-60) a 1,12-
diacetil-isobruceina B foi citotoxica com Clso de 1,8 pg/L. Os quassinoides neosergeolida e
isobruceina B (CLso = 3,2-4,4 mg/L) demonstraram maior letalidade que o derivado 12 acetil-
neosergeolida (CLso = 75,0 mg/L) contra as larvas de A. aegypti, enquanto 1,12-diacetil-
isobruceina B foi inativa (SILVA et al, 2009a) (Figura 4).

Os quassinoides sergeolida, isobruceina B e 15-desacetilsergeolida apresentaram
potente atividade antifagica e inibicdo do crescimento do verme Heliothis virescens f. (lagarta
do broto do tabaco ou lagarta-da-macd), e da praga do milho Agrotis ipsilon Hfn. (lagarta-
rosca negra) (LIDERT et al, 1987). Polonsky et al (1989) relataram que a isobruceina B
manifestou forte atividade antifadgica frente ao pulgdo Myzus persicaes s.s. (Sulzer)
(Hemiptera, Aphididae).

Daido et al (1995) demonstraram que a isobruceina B apresentou atividade antifagica
e inseticida frente a larvas da traca-das-cruciferas (Plutella xylostella L.). Extratos
metanolicos de casca e raizes, bem como o extrato aquoso de raizes de P. sprucei, provocaram
mortalidades de 57%, 74% e 44%, respectivamente, frente a larvas de A. aegypti (POHLIT et
al, 2004).

Nenhum desses trabalhos postula um mecanismo para a agéo toxica.

Silva et al (2007a) sugerem a neosergeolida e a 12-acetil-neosergeolida como

substancias promissoras para a realizacao de testes pré-clinicos de novos antimalaricos.
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Figura 4 - Quassinoides naturais isobruceina B (1) e neosergeolida (2) e semi-sintéticos conhecidos 1,12-diacetil-
isobruceina B (3) e 12-acetil-neosergeolida (4) obtidos de P. sprucei.
Fonte: (SILVA, 2009a)

Barros et al em estudos ainda ndo publicados utilizou o marcador molecular AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphisms) para determinar a diversidade genética de trés
populacBes de P. sprucei do municipio de Manaus, tendo sido identificada a diversidade
dentro e entre as populac@es, 0s resultados mostraram que a variabilidade genética da espécie
é bastante alta, fato que vem reforcar a necessidade imperiosa de padronizagdo quimica para
estudos da atividade dos extratos.

Barros e Costa (2012) empregando a técnica de germinacdo demonstraram que as
sementes de caferana germinaram melhor em substratos com maior quantidade de particulas

retentoras de umidade como huamus e argila.

3.2 Fisiologia e regulacéo da secrecéo gastrica
Digestdo e a absor¢do de nutrientes sdo as fungdes do sistema gastrintestinal
(CONSTANZO, 2004). O estdmago exibe trés divisdes anatdmicas: fundo, corpo e piloro

(SILVERTHORN, 2010). E considerada secrecdo, a adi¢éo de liquidos, enzimas e muco a luz
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do sistema gastrintestinal. Tais secrecGes sdo: secrecdo salivar, secrecdo gastrica, secrecoes
pancreaticas e bile. O suco gastrico é secretado pelas células da mucosa gastrica, e €
constituido por &cido cloridrico (HCI), pepsinogénio, fator intrinseco e muco. Ulceras
gastricas sdo provenientes de desequilibrios entre fatores agressores, HCI e pepsina, e
mecanismos gastroprotetores, muco, bicarbonato e prostaglandinas (FERNANDES et al,
2012; MUTRA et al, 1996 apud HARIPRASATH; JEGADEESH; RAAMAN, 2012).

Mecanismos nervosos, hormonais e paracrinos regulam as secrecGes gastricas,
exocrina e enddcrina (YAO; FORTE, 2003). Esses mecanismos sdao modulados por fatores
centrais, periféricos e intracelulares. A modulacdo central é cumprida pelo tronco cerebral
através de arcos reflexos vagais provenientes do complexo dorsal vagal. Fibras emergentes
deste complexo realizam sinapses com 0s neurbnios entéricos que influenciam a secrecéo
acida direta e indiretamente por meio de outros neurénios e células enddcrinas. A visdo, o0
cheiro, o pensamento do alimento e a presenca deste na boca ou no estbmago sdo capazes de
ativar essas vias, estimulando a secrecdo acida gastrica mediada por atuacdo direta da
acetilcolina nas células parietais e da atuacdo indireta nas células paréacrinas (OLBE;
CARLSSON; LINDBERG, 2003; SOUCCAR, 2003b).

A histamina, a acetilcolina e a gastrina sdo os secretagogos enddgenos para 0 &cido nas
células parietais (LULLMANN; MOHR, 2004). Suas acbes sdo mediadas por receptores
histaminérgicos do tipo H,, receptores muscarinicos do subtipo M3 e receptores gastrinergicos
do tipo da colecistoquinina 2 (CCKj), respectivamente (WOLFE; SOLL, 1988). S&o
encontrados também, receptores para prostaglandinas do tipo E (PGE), que ao serem
ativados, inibem a secrecdo acida gastrica (MCQUAID, 2005). A somatostatina inibe a
secrecdo acida basal quando ativa receptores sst, nas células paracrinas impedindo a liberagédo
de histamina. A somatostatina estimula a secrecdo acida quando ativa receptores sstz presentes

no tronco cerebral.
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Células parietais secretam HCI e fator intrinseco; as celulas principais secretam
pepsinogénio, as células G secretam gastrina na circulacdo sanguinea e as células mucosas do
colo secretam muco, bicarbonato e pepsinogeénio.

Uma camada protetora inerte formada por bicarbonato e muco reveste a mucosa das
acdes do suco gastrico mantendo o pH 6-7 na superficie. As prostaglandinas E; e I, estimulam
essas secrecoes.

Quando estimulada por gastrina ou acetilcolina, a secrecdo acida é mediada por
ativacdo da fosfolipase C, proporcionando a hidrolise de fosfolipides presentes na membrana
plasmatica, gerando trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol. O trifosfato de inositol libera
calcio do reticulo endoplasmatico, que ira se acoplar a calmodulina, proporcionando
alteracdes conformacionais na proteina quinase, que fosforila proteinas envolvidas na ativacdo
da H'-K*-ATPase. Outra via de estimulacio da secrecdo acida se da pela interacdo da
histamina com os receptores H, das células parietais, gerando AMPc, que ativa a proteina
quinase A, que por sua vez, fosforila proteinas citoplasmaticas provocando alteracGes
conformacionais e ativagdo da H*-K*-ATPase (Figura 5).

Nas células parietais, a membrana luminal contém H*-K*-ATPase e canais de Cl', e a
membrana basolateral, Na'-K*-ATPase e trocadores de CI'-HCO3; (MEJIA; KRAFT, 2009;
SACHS, 1995) A H'-K"-ATPase realiza a troca do K* luminal pelo H* intracelular. Quando a
célula parietal encontra-se inativa, a H'-K'-ATPase localiza-se em vesiculas tubulares
subapicais separadas dos canaliculos e, uma vez ativadas, fundem-se com os canaliculos

secretores apicais (FORTE; ZHU, 2010; MEJIA; KRAFT, 2009).
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Figura 5 — Fisiologia da secrecdo gastrica. Esquema original modificado
Fonte — (OLBE; CARLSSON; LINDBERG, 2003)

3.3 Fisiologia cardiovascular

O sistema cardiovascular é formado pelo coragdo, vasos sanguineos, células, plasma
sanguineo e por quatro valvulas que garantem o fluxo sanguineo unidirecional. O coracgdo
trabalha como uma bomba que, ao se contrair, € capaz de gerar uma pressdo arterial que

impulsiona o sangue atravées dos vasos sanguineos (CONSTANZO, 2004; ROGER, 1999).
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A pressdo arterial média € o produto entre o débito cardiaco e a resisténcia periférica
(ROGER, 1999). O diametro dos vasos venosos regula a oferta de sangue ao coragdo e o
didametro dos vasos arteriais determina a resisténcia periférica (LULLMANN; MOHR, 2004).
Portanto, mudancas na resisténcia periférica alteram a pressdo arterial e o retorno venoso.A
resisténcia vascular periférica € modulada fisiologicamente pelo ténus do musculo liso
vascular. Arteriolas e veias, principalmente, tém inervacdo simpatica dos neurdnios
emergentes do centro vasomotor bulbar, tonicamente ativo e responsavel pela manutencao
permanente do ténus simpatico. Por sua vez, o tdnus do sistema simpatico € modulado por

mecanismos reflexos envolvendo barorreceptores (TAVARES; PLAVNIK, 1998).

3.3.1 Barorreceptores, quimiorreceptores e receptores cardiopulmonares

O organismo conta com mecanismos para manter a pressao arterial estavel com o
minimo de variacdo que garanta a perfusdo tecidual adequada (SILVA; GARRIDO;
ASSUNCAO, 2001). Esta regulacio é exercida pelo reflexo barorreceptor e, em segunda
instancia, a longo prazo, pela ativacdo do sistema renina-angiotensina.

O reflexo barorreceptor tem resposta rapida, € mediado por sensores neurais e sua acao
controla as eferéncias nervosas dos sistemas simpatico e parassimpatico. Os sensores
pressoricos sdo fibras sensitivas encontradas predominantemente nas paredes dos seios
carotideos e do arco aortico. Com a distensdo da parede vascular, potenciais de a¢do séo
gerados nessas terminagfes que transmitem informacfes da pressdo sanguinea aos centros
vasomotores localizados no tronco cerebral. Na sistole cardiaca, que eleva a pressdo arterial a
seus valores maximos, a frequéncia dos potenciais de acdo gerados nos barorreceptores é
elevada, diminuindo durante a didstole. O mesmo ocorre na hipertensdo e na hipotenséo,
respectivamente. Nesses casos, as informag0es processadas no tronco cerebral desencadeiam

respostas coordenadas dos neurdnios eferentes simpaticos e parassimpaticos que produzem



41

alteracdes cardiovasculares para restabelecer os niveis basais da pressao arterial (VALENTI,
et al, 2007).

Fisiologicamente, é conhecido que a informacédo do valor pressérico captada no seio
carotideo € transportada ao tronco cerebral pelo nervo do seio carotideo (ramo do nervo
glossofaringeo) e por fibras aferentes vagais originadas no arco aortico. A integracdo dessas
informacGes ocorre no nucleo do trato solitario localizado no tronco cerebral que,
imediatamente, projeta informac@es inibidoras para o centro vasomotor bulbar e informacdes
ativadoras para o ndcleo motor do vago localizado na ponte cerebral (CAMPAGNOLE-
SANTOS; KAIBARA, 2001; ZAGO; ZANESCO, 2006). O centro vasomotor bulbar € a via
comum da emergéncia simpatica e sua ativacdo produz vasoconstricdo nas arteriolas e nas
vénulas, aumenta a frequéncia cardiaca (cronotropismo +), a velocidade de condugéo no nodo
atrioventricular (dromotropismo +) e aumenta a contratilidade do miocéardio (inotropismo +).
O nucleo motor do vago é o centro cardioinibidor cuja ativacdo diminui a frequéncia cardiaca
(CONSTANZO, 2004; SILVERTHORN, 2010). A inervacdo parassimpatica nao existe nos
ventriculos cardiacos e nos vasos sanguineos.

Desse modo, 0s barorreceptores sdo os principais responsaveis pela regulacdo rapida
da presséo arterial (SANTOS, 2007).

Reflexos cardiopulmonares, ou reflexo Bezold-Jarisch, também participam do controle
da pressdo arterial de forma semelhante aos barorreceptores promovendo hipotensdo e
bradicardia (VERBERNE; GUYENET, 1992). Os receptores sdo encontrados em sua maioria,
dentro do sistema de baixa pressdo cuja estimulacdo se da principalmente por elevacdo do
volume sanguineo (GRASSI; MANCIA 1994 apud. CAMPAGNOLE-SANTOS; KAIBARA,
2001).

Quimiorreceptores sdo sensores de pH, O, e CO; centrais e periféricos importantes no

controle da presséo arterial: os sensores periféricos estdo localizados nos corpos carotideos e
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nos corpos aorticos e os centrais na medula espinhal (GUIMARAES et al, 2011). Quando a
pressdo parcial de O, (pO2) diminui e aumenta a pressao parcial de didxido de carbono
(pCO2), ocorre bradicardia transitoria por estimulo da atividade vagal, seguida de taquicardia
e hipertensdo persistente por acdo simpatica. Quimiorreceptores realizam ajustes na ventilacao
e na pressdo arterial a fim de garantir uma pressdo de perfusdo tecidual adequada

(CAMPAGNOLE-SANTOS; KAIBARA, 2001).

3.3.2 Homeostasia do ion calcio no sistema cardiovascular

A parede das arteriolas € composta de musculo liso, sendo este o local de maior
resisténcia ao fluxo sanguineo. O grau de dilatacdo ou constri¢do arteriolar é controlado pela
inervacao simpatica do musculo liso vascular e por metabdlitos vasoativos nos tecidos.

A contracdo vascular é também controlada por horménios circulantes e mediadores
locais liberados pelas terminacGes nervosas simpaticas e células endoteliais (ROSA, 2008). O
endotélio desempenha uma fun¢édo importante na modulacéo do ténus vascular e na atividade
contratil da musculatura lisa (RIGATTO, 2002). Células endoteliais sintetizam substancias
vasoativas relaxantes como: o0xido nitrico, prostaciclina e fator hiperpolarizante do endotélio,
e substancias contrateis como endotelina e tromboxano (GIRARDI; GIRARDI, PETERS,
2006; ZAGO; ZANESCO, 2006).

O oxido nitrico é sintetizado no endotélio a partir da acdo da enzima NO sintase
(NOS) sob a L-arginina (DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003; MONCADA, 1997). A
ativacdo da NOS ocorre por estimulos quimicos por meio de interagdes agonista-receptor de
acetilcolina, ATP e bradicinina, elevando a concentragcdo de calcio intracelular, ou por
estimulos fisicos gerados pela for¢a de cisalhamento do sangue no endotélio (ZAGO;
ZANESCO, 2006). Depois de formado, o NO difunde-se para o0 musculo liso vascular, ativa a

guanilato ciclase soltvel levando & formagdo de GMPc, que diminui a concentracdo
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intracelular de calcio promovendo o relaxamento vascular e hipotensdo (SZABO, 1995). As
prostaglandinas PGIl, agem sobre os receptores de prostanoides, que ativam a adenilato
ciclase, resultando na formacdo de AMPc que provoca a vasodilatagdo (FELIZZOLA et al,
1996; GIRARDI; GIRARDI, PETERS, 2006).

O célcio é fundamental aos mecanismos de excitacdo e contracdo da musculatura do
miocardio e dos vasos (OIGMAN; FRITSCH, 1998). Portanto, diversos aspectos ligados ao
ritmo cardiaco estdo relacionados as correntes de calcio que controlam a frequéncia e o ritmo
cardiaco.

O potencial de acdo gerado no nodo sinoatrial propaga-se para 0s atrios, por meio das
fibras internodais, e simultaneamente, em sentido ao nodo atrioventicular, propagando pelo
feixe de His, as fibras de Purkinje e ao miocardio ventricular (ROGERS, 1999).

Depois que o potencial de acdo € originado abrem-se os canais de célcio voltagem-
dependentes, associados aos receptores de diidropiridina presentes na membrana da célula do
miocardio, ocorrendo o influxo de célcio. A concentracdo de célcio intracelular eleva-se,
levando a liberacdo de mais célcio pelos receptores de rianodina localizados no reticulo
sarcoplasmatico (RS), processo conhecido como liberacdo de calcio induzida por célcio -
CICR, calcium induced calcium release (BERRIDGE, 1997). A saida de calcio do RS para o
citoplasma provoca o acoplamento eletromecéanico da contracdo cardiaca. A concentracdo de
calcio citosolico é controlada também pelo transporte ativo do ion de volta para os
reservatorios (recaptagdo) via Ca**-ATPase do reticulo sarcoplasmético (SERCA); e para o
meio extracelular por uma Ca?*-ATPase localizada na membrana plasméatica (PAMCA) e por
um permutador de 3Na*/Ca** que é induzido pelo gradiente eletroquimico de Na* entre os

dois lados da membrana celular (MACE et al, 2003).
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A despolarizacdo da membrana plasmatica, ativa canais de célcio voltagem-
dependentes do tipo L e do tipo T e a desativacdo se da pelo processo de repolarizagdo ou
hiperpolarizacdo por abertura de canais de potassio, provocando o efluxo deste ion.

Os niveis intracelulares de célcio elevam-se também pela interacdo de agonistas com
receptores acoplados a proteina G presentes na membrana plasmatica da musculatura lisa
vascular, ativando fosfolipases que liberam o inositol 1,4,5 trisfosfato (IP3) e o diacilglicerol
(DAG). O IP3 libera célcio do reticulo sarcoplasmatico e o DAG ativa a proteina quinase C
(PKC), aumentando a condutancia dos canais de calcio transmembranares. No citoplasma, o
calcio liga-se a calmodulina gerando mudancas conformacionais, permitindo sua interacdo
com a quinase de cadeia leve de miosina (MLCK), deslocando a sequéncia inibitéria da
MLCK que fosforila a miosina, formando o complexo actomiosina, resultante da ligacdo da
miosina com a actina, permitindo o deslizamento de um filamento sobre o outro. No estado de
repouso, os sitios de ligacdo da actina com a miosina estdo ocupados pelo complexo
tropomiosina-caldesmon, sendo necessaria uma alteracdo conformacional na proteina
caldesmon induzida pelo complexo Ca?*-calmodulina, permitindo a ligacdo da actina com a
miosina. O ATP liberado pela miosina ATPase ap6s sua interacdo com a actina fornece a
energia necessaria para o processo. As contra¢fes do musculo liso vascular sdo do tipo ténico,
por manterem o tonus constante e serem mais lentas (PAIVA; FARIAS, 2005). O relaxamento
ocorre por meio da reversao dos processos mencionados anteriormente, por recaptacdo do
calcio pelo reticulo sarcoplasmatico, e por extrusdo do calcio pelas ATPases presentes na
membrana plasmatica.

Quando a concentracdo do ion calcio se eleva no endotélio ocorre relaxamento na
musculatura lisa adjacente. Este efeito vasodilator acontece devido ao acoplamento entre o

endotélio e o musculo liso vascular via gap junctions (GRGIC et al, 2009).



4 MATERIAL



46

4.1 Material vegetal

Folhas de P. sprucei Hook (Figura 6) foram coletadas no municipio de Manaus (AM)
sob as coordenadas: 03° 05° 07. 4" S e 059° 57° 02. 2" W.Gr., em altitude de 111,5 pés ou
cerca de 34 m acima do nivel do mar, em maio de 2010 (Figura 7). Uma exsicata foi

depositada no herbario do INPA sob o registro nimero 240640.
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Figura 6 - Picrolemma sprucei Hook
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Figura 7 - Area de coleta de P. sprucei Hook no municipio de Manaus/AM (S 03°05°07.4”; W059°57°02.2”).
FONTE: Google Earth 6.0.3.2197
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4.2 Animais

Nas experiéncias farmacologicas foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus
albinus) entre 200-250 g e camundongos Swiss albinos (Mus musculus) adultos, entre 30-50
g, machos e fémeas oriundos do Biotério do Centro de Biotecnologia da Amazénia — CBA.
Os animais permaneceram em sala com temperatura de 23 °C, recebendo agua e racdo ad
libitum, exceto na hora dos experimentos. Porcos jovens pesando cerca de 20 kg provenientes
de fornecedores locais foram utilizados nos experimentos moleculares.

Todos os protocolos experimentais foram realizados segundo o0s Principios
Internacionais para a Pesquisa e 0 Manuseio de Animais (GILES, 1987). O projeto de estudo
de P. sprucei Hook foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da UNIFESP

(CEP/EPM 0760/07).

4.3 Material quimico

4.3.1 Drogas, reagentes e sais

Acetilcolina (Sigma-Brasil), acetonitrila grau HPLC (Merck), &cido acético glacial P.A
(Nuclear-Brasil), acido cloridrico, &cido ascérbico, &cido etileno diamino-tetra acético
(EDTA), acido sulfurico, é&cido tricloroacético, adenosina-5-trisfosfato sodica (ATP),
albumina de soro bovino, atropina (Sigma), bicarbonato de sodio, calcium-4 assay Kit
(Molecular Devices), colagenase tipo 1A, cloreto de célcio, cloreto de magnésio, cloreto de
potassio, cloreto de sodio P.A (Merck-Brasil), coomassie brilliant blue G-250, estreptomicina,
etanol P.A (Merck-Brasil), éter etilico P.A (Nuclear-Brasil), fenolftaleina, Ficol 400, heparina,
HEPES (acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etetanossulfonico), hidroxido de aménio,
loading buffer (Fura-4), molibdato de amonio, n-butanol (Synth-Brasil), penicilina,

pentobarbital (Sigma), piperazine-1,4-bis (acido 2-ethanesulfonico), prazosin, probenecida,
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reagente de Bradford, sacarose, soro de cavalo, soro fetal bovino, tripsina, trizma base e

verapamil.

4. 3. 2 Solugdes utilizadas nos experimentos

D-MEM (mg/L): Gibco Life Technologies: CaCl, 200; Fe (NOs); 0,1; KCI 400; MgSOQO,
7H,0 200; NaCl 6400; NaH,PO,4 125; NaHCO3 3700; L-arginina HCI 84; L-cistina 62570; L-
glutamina 548; glicina 30; L-histamina HCI H,0 42; L-isoleucina 105; L-lisina HCI 146; L-
metionina 30; L-fenilefrina 66; L-serina 42; L-treonina 95; L-triptofano 16; L-tirosina 104,2;
L-valina 94; pantotenato de calcio 4; acido folico 4; inositol 7200; nicotimamida 4; piridoxal
HCI 4; riboflavina 0,4; tiamina HCI 4; glicose 1000; piruvato de sddio 110; vermelho de fenol

15. Foram adicionados gentemicina 40; cloreto de colina 4; D-glucose 3500.

Liquido Nutritivo Tyrode: NaCl 135,0 mM; KCI 5,0 mM; MgCl,.6H,0O 1,0 mM; NaHCO;
15,0 mM; NaH,P0O4.H,0 1,0 mM; CaCl,.2H,0 2,0 mM; glicose 11,0 mM.

Solucéo Krebs-Bicarbonato: NaCl 119,0 mM; KClI 4,6 mM; MgCl,.6H,0 1,2 mM; NaHCO3;
15,0 mM; NaH,PO,. H,0 1,2 mM; CaCl,.2 H,0 1,5 mM; glicose 11,0 mM; acido ascorbico
0,28 mM.

Solucéo Salina Tamponada: (PBS, pH 7,4): NaCl 150,0 mM; KH,PO,4 3,0 mM; NaH,PO,
0,64 mM.

Solucéo de HBSS (mM): KCI 5,4; KH,PO, 0,4; NaCl 136,9; Na,HPO, 0,34; D-glucose (1
mg/mL); NaHCO3 4,2 mM

Solucéo Tampéo PIPES/Trisma: 4 mM, pH 7,4 contendo sacarose 300 mM

Reagente de Bradford: Coomassie Brilliant Blue 0,01 %; etanol 4,7 % e acido fosforico 8,5
%.

Reagente de Molibdato de Aménio: 4,58 g de molibdato de aménio e 23,8 mL de &cido

sulfurico para 1 L de 4gua destilada; 15 mL dessa solucéo para 0,36 g de acido ascorbico.
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Tampéo para Dosagem de Proteina: Tris/fHCI 100 mM, pH 7,4; trizma base 12,1 g; HCI 6 N

13,8 mL; EDTA 200 mM, pH 8,0.



5 METODOS
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5.1 Tratamento do material vegetal

O material vegetal coletado foi selecionado manualmente e seco a temperatura
ambiente ao abrigo da luz por um periodo de 42 dias. Apo6s secagem, o material foi triturado

em liquidificador e armazenado em sacos plasticos lacrados, protegidos de luz e umidade.

5.2 Obtencao do extrato aquoso (EA)

O extrato aquoso (EA) foi preparado por infusdo a 2,5% a 72 °C. O infuso obtido foi
filtrado em papel filtro, concentrado em rotaevaporador a 50 °C (Yamato modelo RE 47) e

liofilizado (Modulayod-Thermo Electron Corp.). O rendimento do EA foi de 15%.

5.3 Obtencéo da fracéo butanolica (FBut)

O extrato aquoso (10 g do po liofilizado) foi dissolvido em 500 mL de agua destilada e
particionado com por¢des de 300 mL de n-butanol em funil de separacdo, originando a fracéo
butandlica. Ap6s concentracdo a vacuo e liofilizagdo, o rendimento da FBut foi de 10%.

O extrato aquoso e fracdo butandlica de P. sprucei foram acondicionados em frascos

fechados e mantidos em dessecador ao abrigo de luz.

5.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia analitica (CLAE analitica)

A padronizacéo e purificacdo do extrato e fracdo de P. sprucei Hook em CLAE foram
realizadas pela Dra. Mirtes Midori Tanae da Escola Paulista de Medicina, UNIFESP.
O EA e FBut de P. sprucei (1 mg/mL) foram padronizados em um sistema de

cromatografia liquida analitica (Shimadzu — Japao) composto por duas bombas injetoras LC—
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20AT, mddulo de comunicacdo CBM-20A e detector UV-VIS SPD-10A, operando a 260 nm.
O sistema estava acoplado a um computador, sendo operado por software Shimadzu LC
solution, versdo 1.21, SP1.

A fase mdvel consistiu de gradiente linear de &gua/acetonitrila de 5 a 50% em 30
minutos, em coluna analitica C18 (25 x 0,46 cm), empacotada com particulas esféricas de 5
um e fluxo constante de 1,0 mL/minuto. As amostras foram dissolvidas em agua/acetonitrila
5%, filtradas em filtro de 0,22 um (Millipore — USA) e injetadas no cromatografo em

aliquotas de 20 pL.

5.5 Purificacdo da FBut de P. sprucei Hook L. por cromatografia liquida de

alta eficiéncia preparativa (CLAE-PREP)

A FBut foi purificada em um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
preparativa (Shimadzu — Jap@o) composto por 2 bombas injetoras LC-8A, controlador SCL-
8A, integrador CR4A, coletor de fragcdes FCV-100B e detector espectrofotométrico UV-Vis
SPD-6A, operando a 260 nm.

A fase mdvel consistiu em gradiente linear de agua/acetonitrila de 10 a 60% por 40
minutos, em coluna Shimpack Prep-ODS (25 x 2 cm), empacotada com particulas esféricas de
5 um, em fluxo constante de 8§ mL/minuto.

A FBut foi dissolvida em agua de alto grau de pureza (Nanopure Deionization System)

e injetada no cromatdgrafo em aliquotas de 1 mL, coletando-se as fracoes.
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5.6 Avaliacdo da atividade farmacoldgica

5.6.1 Triagem farmacoldgica geral (IRWIN, 1968; MALONE; ROBICHAUD,

1962)

O teste foi realizado para determinacdo de doses efetivas, vias de administracéo,
tempo de observacdo relativo e principais efeitos a serem comprovados com outros testes.
Grupos de camundongos (n=3) foram tratados com o extrato aquoso, com a fracdo butandlica
e com a fracdo aquosa (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) ou (0,1 e 0,3 g/kg, i.p.), e observados em
caixa de observacdo ap6s 30 minutos, uma, duas, trés e 24 horas. Nesses intervalos foram
avaliados: contor¢cdes abdominais, pélos arrepiados, ptose palpebral, locomocédo, ténus
muscular, tremores, paralisia do trem posterior, salivacdo, secrecdo brénquica, convulsdo e
morte. Posteriormente, para observar o poder letal do extrato e das fracGes purificadas, ratos
foram tratados com 1,0 g/kg de extrato aquoso, fracdo butandlica ou fracdo aquosa, e
camundongos foram tratados intraperitonealmente com as fracdes semipurificadas F1 (0,064

g/kg), F2 (0,028 g/kg), F3 (0,082 g/kg) e F4 (0,019 g/kg) (n=2).

5.7 Atividades no sistema nervoso central

5.7.1 Avaliacéo da temperatura corporal

O estudo da temperatura retal avalia o efeito de uma substancia natural ou sintética
sobre a temperatura corporal, que pode ser indicativo de alteragdes em mecanismos de
homeostasia controlados no sistema nervoso central.

Os testes foram realizados em camundongos machos adultos (n=6/grupo), tratados

com EA (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) ou FBut (0,03 g/kg, v.0.) de P. sprucei; o grupo controle
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recebeu o veiculo (agua, 10 mL/kg v.0.). A temperatura retal dos animais foi medida com

termdmetro digital, antes e apos 1 hora dos tratamentos (Figura 8).

Figura 8 - Teste da temperatura corporal, realizado em camundongos adultos machos

5.7.2 Avaliacdo da atividade tipo-antidepressiva

5.7.2.1 Teste da suspenséo pela cauda

O teste da suspensdo pela cauda avalia os efeitos dos anti-depressivos em geral, que
aumentam a laténcia para a imobilidade e reduzem o tempo de imobilidade apresentado pelos
animais. Os testes foram realizados em camundongos adultos machos (n=6/grupo). Os
animais foram tratados com EA (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) de P. sprucei; o grupo controle
recebeu agua (10 mL/kg , v.0.). Os animais foram suspensos pela cauda, por um periodo de 6
minutos, registrando-se o0 tempo de imobilidade para cada animal e a laténcia para o

aparecimento da mesma (Figura 9).
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Figura 9 - Teste suspensdo pela cauda, realizado em camundongos machos adultos

5.7.3 Avaliacdo da atividade hipnosedativa

5.7.3.1 Sono induzido por barbitdrico (CARLINI et al, 1986)

Grupos de camundongos machos foram tratados com veiculo (agua, 10 mL/kg, v.0.),
EA (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0., n=5/grupo) ou com a FBut (0,003; 0,01 e 0,03 g/kg, v.o0.,
n=6/grupo). Sessenta minutos apds os tratamentos foi injetado pentobarbital sédico (50
mg/kg, i.p.) e mediu-se o tempo de inducdo do sono, a laténcia e a duracdo do sono, até no

méaximo 3 horas apos a injecao de barbiturico (Figura 10).

Figura 10 - Teste sono barbitdrico
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5.7.3.2 Sono induzido por éter etilico

Camundongos machos (n=6/grupo) foram tratados com veiculo (4gua, 10 mL/kg,
v.0.), EA(0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) ou com a FBut (0,003; 0,01 e 0,03 g/kg, v.0.), 1 h antes do
experimento. Apds os tratamentos, os animais foram colocados em uma camara de vidro
transparente fechada (30 cm x 20 cm de didmetro) saturada com éter etilico 10 minutos antes.

Foram registradas a laténcia e a duragdo da hipnose induzida pelo éter etilico (Figura 11).

Figura 11 - Teste sono induzido por éter etilico

5.7.4 Avaliacgdo da coordenagdo motora

5.7.4.1 Teste do “rota-rod”

O aparelho utilizado neste teste é constituido de uma barra giratéria de 2,5 cm de
diametro subdividida em seis compartimentos, colocada a 25 cm de altura e girando a 12 rpm.
Os animais foram selecionados 24 h antes do teste, em sessfes de 2 minutos de duracgéo,
sendo escolhidos aqueles que permaneceram na barra giratéria por este periodo. No dia do
teste, os animais selecionados foram tratados com veiculo (4gua, 10 mL/kg, v.0.), EA (0,1; 0,3
e 1,0 g/kg, v.o., n=4/grupo) ou com a FBut (0,003; 0,01 e 0,03 g/kg, v.0., n=3/grupo). As
leituras foram realizadas aos 30 minutos, 1, 2, 4, 8 e 24 horas apés o0s tratamentos. Os animais

foram colocados para andar na barra durante o intervalo de um minuto. A laténcia para a
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primeira queda e o tempo total de permanéncia na barra (com trés reconducdes no maximo)

foram registrados e analisados.

5.7.4.2 Teste do arame - “wiring test”

Camundongos foram selecionados antes do teste para verificar a capacidade normal de
preensdo. Nesse teste, os animais foram suspensos pela cauda e suas patas dianteiras foram
colocadas num arame com 1 cm de diametro e 15 cm de comprimento a 20 cm de altura.
Quando os animais agarraram 0 arame com as patas dianteiras, eles foram tracionados
horizontalmente e soltos, o tempo que os animais levaram para agarrar 0 arame com as patas
traseiras foi registrado (BOISSIER et al, 1961). Os camundongos que ndo agarraram o arame
em duas tentativas, com cinco minutos de intervalo, foram descartados do teste. Os animais
selecionados foram tratados com veiculo (dgua, 10 mL/kg, v.0.), EA (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.,
n=4/grupo) ou com a FBut (0,003; 0,01 e 0,03 g/kg, v.0., n=3/grupo). Apo6s 30 minutos, 1, 2,
4, 8 e 24 horas, os camundongos foram novamente avaliados quanto a capacidade de

preensao.

5.7.5 Teste de atividade exploratéria

5.7.5.1 Teste do campo aberto - “open-field”

O campo aberto consiste de uma placa de acrilico (30 x 30 x 15 cm) com marcagfes
para avaliar a atividade exploratoria dos animais. Camundongos foram tratados com veiculo
(dgua, 10 mL/kg, v.0.), EA (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0., n=4/grupo) ou com a FBut (0,003; 0,01 e

0,03 g/kg, v.o0., n=3/grupo). Apds 30 minutos, 1, 2, 4, 8 e 24 horas dos tratamentos foram
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avaliados o numero de cruzamentos, o numero de levantares e o tempo de imobilidade dos

animais durante cinco minutos (ARCHER, 1973; SIEGEL, 1946).

5.7.6 Avaliacgéo da acéo do tipo ansiolitica

5.7.6.1 Labirinto em cruz elevado

O teste do labirinto em cruz elevado consiste de um aparato formado por 2 bragos de
acrilico transparente com assoalho preto, abertos (30 x 5 x 25 cm) e 2 bragos fechados de
mesma medida, opostos em forma de cruz grega. Os bragos sdo conectados por uma placa
central (5 x 5 cm) e todo o sistema mantido a 45 cm do chéo.

Os testes foram realizados em camundongos adultos machos (n=6/grupo), tratados
com EA (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) de P. sprucei; o grupo controle recebeu agua (10 mL/Kkg,
v.0.). Apés os tratamentos, os animais foram colocados na plataforma central com a cabega
voltada para um dos bracos fechados e o comportamento observado durante cinco minutos
medindo-se a frequéncia de entradas e o tempo de permanéncia nos bracos abertos e nos
fechados. Foram avaliados também comportamentos etolégicos como o nimero de imersdes
de cabegca e numero de levantares com as patas anteriores, que avaliam a atividade

exploratoria, e 0 comportamento de estiramento que avalia a ansiedade (Figura 12).

Figura 12 - Testes do labirinto em cruz elevado, realizado em camundongos (n=6/grupo).
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5.7.7 Avaliacdo de estereotipias

5.7.7.1 Teste de subida na grade - “Climbing behavior”

Camundongos machos foram tratados com veiculo (agua 10 mL/kg, v.0.) ou EA (0,1;
0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) uma hora antes do experimento (n=6/grupo). Transcorridos 30 minutos do
tratamento, os animais foram injetados com cloridrato de apomorfina (10 mg/kg, i.p.) e
colocados em gaiolas de arame. O comportamento dos animais de subir as grandes foi
observado por 30 minutos, a intervalos de cinco minutos, atribuindo um grau de estereotipia

como indicado na tabela 1.

Tabela 1- Comportamento de camundongos tratados com apomorofina e correspondentes graus de estereotipia

COMPORTAMENTO APRESENTADO GRAU DE ESTEREOQOTIPIA
4 Patas no piso da gaiola 0
2 Patas na grade da gaiola 1
4 Patas intermitentes nas grades 2
4 Patas constantes nas grades 3

5.8 Avaliacdo da atividade anti-uUlcera do extrato aquoso e da fracdo

butanolica de P. sprucei Hook

5.8.1 Lesdo gastrica induzida por estresse e imobilizacdo a frio (4 °C)

O experimento foi realizado segundo método descrito por Senay e Levine (1967).
Camundongos adultos machos mantidos em jejum por 16 horas e com acesso livre a agua
foram tratados com o veiculo (agua, 10 mL/kg v.0.) ou com o EA de P. sprucei (0,1; 0,3e 1,0

o/kg, v.0.) (n=5/ grupo). Apos uma hora, os animais foram imobilizados em contensores
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apropriados e mantidos em camara fria (4 °C) por duas horas. Ao final desse periodo, 0s

animais foram sacrificados por anestesia etérea profunda, seus estdbmagos foram removidos e

seccionados ao longo da curvatura maior para possibilitar a exposicdo da mucosa e

quantificacdo das lesdes sob microscopio Optico. O indice de lesdo gastrica foi quantificado

cumulativamente de acordo com os paramétros abaixo (GAMBERINI et al, 1991; TAKAGI et

al, 1989) (Tabela 2).

Tabela 2 - Pardmetros para medir o indice de lesdo géstrica

PARAMETROS PONTUACAO
Edema leve 1
Edema moderado 2
Edema intenso 3
Petéquias leves 1
Petéquias moderadas 2
Petéquias intensas 3
Muco leve 1
Muco moderado 2
Muco intenso 3
Hemorragia leve 1
Hemorragia moderada 2
Hemorragia intensa 3
Ulceras menores que 1mm? 1

Ulceras maiores que 1mm?

Tamanho em cm x 1,5 + )’ demais pontos

Hiperemia 1
Auséncia de hiperemia 0
Presenca de pregas 0
Auséncia de pregas 1




62

5.9 Avaliacdo da atividade anti-secretora acida

5.9.1 Ligadura pilorica in situ

Ratas foram mantidas em jejum por 16 horas com acesso livre a gua (n=5/grupo). Os
animais foram anestesiados com éter etilico, a cavidade abdominal foi exposta e o piloro foi
ligado com linha de sutura. Apos a ligadura, o veiculo salina 0,9%, o EA (0,3 g/kg), a FBut
(0,03 g/kg) e as fracBes F1 (18 mg/kg), F2 (9,0 mg/kg ), F3 (30 mg/kg) e F4 (6,0 mg/kQg)
foram injetados na luz duodenal (i.d.). Apds uma hora da cirurgia, alguns grupos foram
tratados com histamina (10 mg/kg, s.c.) ou betanecol (20 mg/kg, s.c.). Transcorridas 4 horas
da cirurgia, os animais foram mortos por anestesia etérea profunda, seus estdmagos foram
removidos e os conteldos gastricos foram coletados para medidas do volume, do pH e da
acidez total. O volume de secrecdo gastrica e o pH foram determinados por medida direta. A
acidez total foi determinada por titulacdo com NaOH 0,1 N utilizando fenolftaleina 2% como
indicador de neutralizacdo. O nimero de equivalentes de NaOH necessarios para titular o

acido foi considerado da acidez total (mEq[H*]/L/4h).

5.10 Avaliacdo da acdo do extrato aquoso (EA) de P. sprucei Hook na

atividade da H*-K*-ATPase

5.10.1 Isolamento de microssomas gastricos e da H*-K*-ATPase gastrica

O isolamento dos microssomas gastricos e da H*-K*- ATPase foi realizado no Setor de
Produtos Naturais do Departamento de Farmacologia da UNIFESP, em S&o Paulo, pela Dra.

Caden Souccar como segue:
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As membranas contendo H*-K*-ATPase foram obtidas da fracdo microssomal extraida
da mucosa gastrica de suino pelo método descrito por Rabon et al (1988). O animal foi obtido
de fornecedor credenciado e morto de acordo com as normas. O estbmago foi removido,
seccionado ao longo da curvatura menor, lavado com PBS e transferido para um béquer
contendo tampdo de homogeneizacao. O fundo do estdmago foi isolado e estendido em placa
de vidro sobre gelo, 0 muco foi removido e as glandulas géstricas foram isoladas. O material
foi homogeneizado em homogeneizador de vidro contendo tampédo de homogeneizagdo (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 tampéo de homogeneizacao (18 mL), aplicado em gradiente
de Ficol (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 homogeneizacéo (6
mL) contendo sacarose 30% e homogeneizada em homogeneizador de vidro. Os microssomas
gastricos foram conservados em freezer a -80 °C até a realizacdo dos ensaios de atividade

enzimatica.

5.10.2 Determinacéo do teor de proteina

A concentracdo de proteina das amostras membranares foi determinada pelo método
de Bradford (1976). O método baseia-se na mudanca de coloragéo 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 determinacGes foram feitas em triplicata e as leituras
das absorbéncias realizadas em espectrofotdmetro UV-1650 PC (Shimadzu-Jap&o) 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).
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5.10.3 Medida da atividade da H*-K"-ATPase gastrica

Para as medidas da atividade da H*-K*-ATPase gastrica, amostras microssomais (0,9 -
1 ng) foram incubadas em tampdo Tris-HCI 50 mM, contendo ouabaina 1 mM (para eliminar
a Na'-ATPase presente no homogenato) em volume final de 100 pL. Foram utilizadas
microplacas transparentes de 96 pocgos. O EA foi testado em triplicata nas concentragdes de 1
a 300 pg/mL. A reacdo foi iniciada adicionando-se 20 pL de ATP 5 mM e incubando-se as
amostras a 37 °C por 30 minutos. A reacdo foi interrompida com 25 pL de TCA 50% a 4 °C.
Adicionou-se as amostras 200 pL de solucdo acida de molibdato de aménio (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 o controle positivo foram feitas determinacGes da atividade em amostras
contendo o antagonista especifico experimental da H*-K*-ATPase, Schering 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.

5.11 Atividade cardiovascular

5.11.1 Avaliacdo da acdo da FBut e suas fragdes na pressao arterial de ratas

anestesiadas

Ratas normotensas foram anestesiadas com pentobarbital (60 mg/kg, i.p.). Em seguida,
os animais foram fixados em decubito dorsal em placa de cortica, a veia iliaca foi canulada
para a administracdo de drogas e das fragdes em doses estabelecidas. A artéria carotida foi
utilizada para registrar a pressdo arterial. As varia¢fes pressoricas foram registradas por um
transdutor de pressdo conectado ao aparelho PowerLab (ADintruments) que transmite o0s

dados registrados para um computador utilizando software Chart 7.



65

Apenas a FBut e fragdes semipurificadas foram injetadas por via parenteral. Doses da
FBut (0,3; 1,0 e 3,0 mg/kg) e das fragdes semipurificadas F1 (0,2; 0,6; 1,8 e 5,4 mg/kg ), F2
0,1; 0,3; 0,9 e 2,7 mg/kg), F3 (0,27; 0,8 e 2,4 mg/kg) e F4 (0,07; 0,2; 0,6 e 1,8 mg/kg),
calculadas proporcionalmente aos rendimentos na purificacdo, foram convenientemente
dissolvidas em salina a 0,9% e injetadas e.v. Como a FBut produziu respostas hipotensoras,
alguns animais foram tratados com atropina (1,0 mg/kg, e.v.) 3-5 minutos antes de uma nova
dose de FBut e das fracdes F1 (1,8 mg/kg) e F3 (2,4 mg/kg). Alguns animais receberam o
antagonista al- adrenérgico prazosin (1,0 mg/kg, e.v.), e em todos os animais, a atividade
vascular foi testada com as drogas padrdes, acetilcolina e noradrenalina, injetadas antes e apds
a FBut e as fracdes semipurificadas. A pressao arterial de ratas também foi avaliada apos a

seccao cirurgica dos nervos vagos, préximo da carétida, na presenca da FBut.

5.11.2 Avaliagéo da acdo da FBut em atrios isolados de rato

Ratos foram anestesiados superficialmente com éter etilico e mortos por deslocamento
cervical. Em seguida, por toracostomia, os atrios foram isolados. As preparacfes foram
montadas em cuba de vidro de 5 mL contendo liquido nutritivo de Tyrode a 35 °C aerado com
carbogénio (O, 95% e CO,5%). Os érgaos foram amarrados a um transdutor de forga sob
tensdo inicial de 1 g. A contracdo muscular foi estimulada com pulsos transmurais de 2 ms, 1
Hz e voltagem supraméaxima. Ap6s 30 minutos de estabilizagéo, a FBut (10 a 100 pg/mL) foi

incubada por 30 minutos. Somente uma concentracdo foi testada por preparacéo.
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5.11.3 Avaliagdo da acdo da FBut e fragOes semipurificadas de P. sprucei em
anéis de aorta toracica de rato, com ou sem endotélio, pré-contraidos com

noradrenalina

Para a avaliagdo da FBut na musculatura lisa vascular, ratos adultos foram
anestesiados superficialmente com éter etilico e mortos por deslocamento cervical. A aorta
torécica foi removida e transferida para uma placa de Petri contendo solucdo nutritiva de
Krebs-bicarbonato a 35 °C para disseccao.

Anéis de aorta tordcica com aproximadamente 2 mm de comprimento foram
posicionados sob tensdo de 2 g em cuba de vidro para 6rgédo isolado com capacidade de 5 mL,
contendo solugéo nutritiva de Krebs-bicarbonato a 35 °C aerada com carbogénio (O, 95%
CO, 5%) e pH 7,4. Ap6s 30 minutos de estabilizacdo, o 6érgdo foi pré-contraido com
noradrenalina 107 M, e em seguida, a presenca do endotélio foi testada com a inducéo do
relaxamento pela incubacéo de acetilcolina 10° M. O efeito de concentracdes individuais da
FBut (10, 30 e 100 pg/mL) e das fracdes F1, F2, F3 e F4 (3; 10 e 30 pg/mL), incubadas
cumulativamente em intervalos de 10 min, foi avaliado em preparacGes com e sem endotélio,
previamente contraidas com noradrenalina 107 M. A destruicdo do endotélio foi realizada
mecanicamente pela introducdo e cuidadosa manipulacdo de uma haste metélica
intraluminalmente.

Os efeitos foram medidos em grama de tensdo e expressos em percentagem da

contracdo maxima produzida pela incubagdo de noradrenalina 107 M.

5.12 Cultura de musculo cardiaco de rato

Ratos recém-nascidos com um dia de vida, machos ou fémeas foram mortos por

inalacdo de gas carbonico; a cavidade toracica foi aberta e o coracdo retirado. Apos dissec¢édo
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em solucdo de HBSS, o musculo cardiaco ventricular foi picado com tesoura fina durante 20
minutos e incubado por uma hora em solugdo com colagenase, CaCl, e albumina bovina a
37°C e 5% CO,. Ap0s o periodo de incubacéo, as células foram homogeneizadas com pipeta
Pasteur de ponta fina, centrifugadas (2500 rpm, 5 minutos, 23°C) e o sobrenadante
desprezado. A colagenase foi lavada das células por ressuspensao e centrifugacao sucessivas
em HBSS, nas mesmas condic¢des anteriores. Foram adicionados as células 10 mL de meio de
cultivo D-MEM, acrescido de 10% de soro de cavalo, 10% de soro fetal bovino e 1% de
antibidtico (penicilina 10.000 Ul + estreptomicina 10 mg). Em seguida, a suspensédo celular
foi filtrada em malha de nylon de 10 uM. As células do filtrado foram contadas em camara de
Neubauer e plaqueadas na densidade de 0,4 x 10° células em placas de 35 mm cobertas com
colageno. No terceiro dia pos-plaqueamento, o meio de cultivo foi trocado para D-MEM
acrescido de 10% de soro de cavalo, 2% de soro fetal bovino e 1% de antibiotico. As culturas
foram mantidas em incubadora a 37°C, 5% CO,, trocando-se 0 meio de cultura em dias
alternados até a confluéncia das células (quinto dia de cultura) e utilizadas apds 6 a 7 dias de

cultivo.

5.13 Cultura de Utero de rata

Ratas adultas foram superficialmente anestesiadas com éter e exsanguinadas por
incisdo da carotida; a cavidade abdominal foi aberta, o Gtero retirado e transferido para placa
contendo HBSS para disseccéo fina. Os 6rgdos foram cortados em pedacos menores, o tecido
adiposo foi desprezado e as camadas serosa e circular foram descamadas com bisturi. Os
uteros foram lavados com HBSS (4x) e adicionada tripsina (15 minutos, 37°C, com agitacdo a
cada 5 minutos). Ap6s novas lavagens com HBSS (4x), os érgdos foram delicadamente
picados durante 30 minutos, foi adicionada colagenase seguida por incubacdo a 37°C por 1,5

h com agitacdo a cada 5 minutos. O homogenato foi centrifugado (2500 rpm, 10 minutos), o
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sobrenadante desprezado e o precipitado ressuspenso em 10 mL de D-MEM; o processo de
lavagem foi repetido por 4 vezes. O pellet obtido foi suspenso em D-MEM acrescido de 10%
de soro fetal de cavalo e 1% de antibiotico (penicilina 10.000 Ul + estreptomicina 10 mg).
Apbs contagem em placa de Neubauer, as células foram plaqueadas na densidade de 5 x 10° a
10° células/placa. As culturas foram mantidas em incubadora a 37°C, 5% CO,, trocando-se 0

meio de cultura em dias alternados e utilizadas ap06s 15 dias de cultivo.

5.14 Medida do célcio citosolico livre por fluorimetria em células de Utero e

cardiomiocitos de rato mantidos em cultura

Para os ensaios de influxo de calcio foram utilizadas microplacas de 96 pocos, FLIPR®
Calcium-4 assay kit (Molecular Devices) e KCI 70 mM para abertura dos canais de célcio.
Cardiomidcitos ou células de utero em cultura foram plaqueadas nas microplacas 24 horas
antes do experimento na densidade de 40.000 e 20.000 ceélulas/poco, respectivamente, e
incubadas a 37 °C. Decorridas 24 horas, 0 meio de cultura foi aspirado e foram adicionados
100 pL da mistura: loading buffer (Fura-4) + probenecida + HBSS. Apds 50 minutos de
incubacdo a 37°C, foram adicionados 10 uL da FBut (10, 30 e 100 pug/mL) ou do controle
positivo verapamil (100 uM), em triplicata. As placas foram incubadas por mais 10 minutos e
em seguida, lidas em leitor de placas FlexStation® (Molecular Devices) com Aex 494 nm € Aem
525 nm. Os resultados foram expressos pelas diferencas entre as fluorescéncias méxima e
minima (A RFU) obtidas durante 3 minutos de leitura/poco, a partir da pipetagem de KCI 70

mM.
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5.15 Analises estatisticas

Os resultados foram apresentados como médias + erros padrdo das médias, com
excecdo dos valores de ICsp que foram expressos como medias geométricas e limites de
confianca (LC) superior e inferior.

Nos testes para comparacdo dos efeitos dos compostos isolados foi utilizada a analise
de variancia ANOVA (uma via) seguido do poés teste de Dunnett, Bonferroni, Newman-Kells
ou teste t de Student. As diferencas entre os grupos foram consideradas significativas quando

p<0, 05 utilizando-se o Programa GraphPad Prism® versdo 5.0.



6 RESULTADOS
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6.1 Obtencéo do extrato aquoso (EA)

O extrato aquoso obtido por infusdo em éagua destilada a 72 °C na concentragdo de

2,5%, apresentou pH de 5,6 e rendimento de 15% ap6s o processo de liofilizacao.

6.2 Obtencéo da fracdo butanolica (FBut)

O extrato aquoso passou pelo processo de particdo com n-butanol originando as
fracdes, aquosa (FA) e butandlica (FBut), que foram concentradas em rotaevaporador e

liofilizadas, obtendo-se 10% de rendimento na FBut relativo ao EA.

6.3 Padronizacdo do extrato aquoso (EA) e da fracdo butandlica (FBut) de
P. sprucei por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

O EA apresentou 6 picos principais com tempos de retencdo em 2,7; 2,9; 5,1; 6,9; 7,7
e 17,2 minutos, representando 2,6; 1,4; 3,9; 3,8; 2,5 e 32,5% do total do cromatograma,
respectivamente. A FBut apresentou 9 picos principais com tempos de retencdo de 2,9; 3,7;
5,2; 7,0; 7,7; 11,8; 15,7; 17,3 e 25,2 minutos, representando 1,5; 1,2; 3,0; 6,1; 1,6; 1,1; 9,0;

26,2 e 2,3 % do total do cromatograma, respectivamente (Figura 13).
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Figura 13 - Perfis cromatogréaficos do EA e FBut de P. sprucei em CLAE utilizando coluna C18, eluida com
gradiente de dgua/acetonitrila de 5 a 50% em 30 min, fluxo de 1,0 mL/min e A 260 nm.

6.4 Purificacdo da FBut de P. sprucei Hook L. por cromatografia liquida de

alta eficiéncia preparativa (CLAE-PREP)

A FBut foi dissolvida em agua de alto grau de pureza (Nanopure Deionization System)
e injetada no cromatdgrafo em aliquotas de 1 mL (100 mg/mL), coletando-se 4 fragdes, cada
uma delas composta por um conjunto de picos com tempos de retencdo caracteristicos: F1: 5.4
a 12 min; F2: 12.1 a 19 min; F3: 19.1 a 27.7 min e F4: 27.7 a 38 min e rendimento ponderal
de F1 21,5%; F2 9,6%; F3 27,5% e F4 6,6% (Figura 14 e 15). Os picos com TR < 5 minutos

nao foram considerados.
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Figura 14 - Perfis cromatograficos das fraces F1 a F4 obtidas da purificacdo da FBut de P. sprucei em CLAE

utilizando coluna C18 eluida com gradiente de agua/acetonitrila de 5 a 50% em 30 min, fluxo de 1,0 mL/min e A
260 nm.
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Figura 15 - Fluxograma de obtencéo e purificacdo do extrato e frac6es de P. sprucei Hook
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6.5 Resultados farmacoldgicos

6.5.1 Triagem farmacoldgica geral

No teste geral de atividades, o EA de P. sprucei foi administrado nas doses de 0,1; 0,3
e 1,0 g/kg, v.o. (n =3/grupo). Os camundongos tratados com a dose de 0,3 g/kg apresentaram
sinais de irritabilidade ap6s uma hora do tratamento e tremores, piloerecdo e ptose apos 2
horas do tratamento. Nenhum animal morreu em 24 h. No grupo que recebeu a maior dose
(1,0 g/kg, v.0.) foram observadas piloerecdo, menor movimentacdo apds 1 e 2 horas do
tratamento e, na leitura de 24 horas, as extremidades apresentaram-se cianéticas e 0s trés

animais deste grupo foram a o6bito.

A FBut 0,1 e 0,3 g/kg por via oral ndo foi letal, mas os animais apresentaram cauda
ciandtica, contorcles e tremores de pequena intensidade. Nos camundongos tratados com
FBut 1,0 g/kg por via oral foram observadas piloerecdo, sedacdo, ptose, diminuicdo da

movimentacao, respiracdo forcada, cianose e 6bito.

Em ratos, o EA e a FBut (1,0 g/kg, v.0.) foram letais em menos de 24 horas. Nos
camundongos tratados com EA, FA ou FBut (0,1 e 0,3 g/kg, i.p.) todos apresentaram
contorcBes abdominais nas primeiras leituras, e apenas o grupo que recebeu 0,3 g/kg de FBut
apresentou ptose. O EA e a FBut (0,1 e 0,3 g/kg, i.p.) foram letais depois de 24 horas e 0s
animais que receberam as fragcdes F3 e F4 apresentaram contor¢des abdominais, tremores e
dificuldade de locomogdo nas primeiras horas, e extremidades ciandéticas, quietacdo,
piloerecdo e ptose na leitura de 24 horas. No entanto, os animais ndo perderam o reflexo de

endireitamento e todos os tratados com F4 morreram apds 24 horas.
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Nos varios testes realizados para avaliar as atividades centrais do EA (0,1; 0,3 e 1,0

o/kg, v.0.) de P. sprucei, a diminuicdo da temperatura corporal foi o Unico resultado

estatisticamente significativo (Tabela 3).

Tabela 3- Efeitos do EA (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg v.0.) de P. sprucei Hook em atividades especificas do sistema

nervoso central de camundongos.

ATIVIDADES CENTRAIS

Efeitos

Avaliacdo da Temperatura Corporal

Hipotermia nas 3 doses testadas

Avaliacdo da atividade Antidepressiva: Teste da suspensdo pela

Aumentou a laténcia, mas ndo diminuiu

cauda significativamente o tempo de
imobilidade
Avaliacdo da atividade hipnosedativa: Sono induzido por barbitdrico | Sem efeito

Avaliacdo da atividade hipnosedativa: Sono induzido por éter etilico

Aumentou a laténcia na dose de 0,3

o/kg, mas nao diminuiu

significativamente a duracdo do sono

Avaliacdo da coordenacdo motora: Teste do Rota-rod Sem efeito
Avaliacdo da coordenacdo motora: Teste do Arame Sem efeito
Avaliacdo da atividade exploratdria: Teste do campo-aberto Sem efeito
Avaliacdo da agdo do tipo ansiolitica: Labirinto em cruz elevado Sem efeito
Avaliacdo de estereotipias: Teste de subida na grade Sem efeito
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Na avaliacdo da temperatura corporal foi observada uma diminuicao significativa em
todos os grupos tratados com EA, comparativamente ao grupo controle (Controle = 38,4 +
0,1;EA0,1 g/kg=236,4+0,2; EA0,39/kg=36,3+0,2; EA1,009/kg=35,4%0, 3 °C) (Figura

16). Entretanto, esta diminuicdo de temperatura ndo foi observada no tratamento com FBut

0,03 g/kg.
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Figura 16 - Efeito do tratamento prévio (1 h) com o EA de P. sprucei (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) na temperatura
corporal em camundongos. As colunas e barras representam as médias + erros padrdo (n=5 animais/grupo) da
variacdo da temperatura em cada grupo. ** p<0,01 *** p < 0,001 (ANOVA de 1 via e teste de Dunnett).

Nos testes para a avaliacdo das atividades centrais da FBut (0,003; 0,01 e 0,03 g/kg,
v.0.) de P. sprucei Hook, as doses testadas ndo produziram efeitos significativamente

diferentes nos animais tratados comparativamente ao grupo controle (Tabela 4).
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Tabela 4- Efeitos da FBut (0,003; 0,01 e 0,03 g/kg, v.0.) de P. sprucei Hook nas atividades do sistema nervoso
central avaliadas em camundongos.

ATIVIDADES NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL Efeitos

Avaliagdo da atividade hipnosedativa: Sono induzido por barbitirico | Reduziu a laténcia nas 3 doses, mas
ndo aumentou significativamente a

duracédo do sono

Avaliacdo da atividade hipnosedativa: Sono induzido por éter etilico | Reduziu a laténcia nas 3 doses, mas
ndo alterou significativamente a

duracéo do sono

Avaliacdo da coordenacdo motora: Teste do Rota-rod Sem efeito
Avaliacdo da coordenacdo motora: Teste do Arame Sem efeito
Avaliacdo da atividade exploratdria: Teste do campo-aberto Sem efeito

6.5.3 Efeito do EA de P. sprucei Hook nas lesdes géastricas induzidas por estresse

a frio (4 °C, por 2 horas)

Em camundongos controles submetidos ao estresse por imobilizagdo a frio, 4 °C por 2
horas, o nimero de Ulceras foi 14 + 2 e o indice de lesdo da mucosa gastrica foi 29 + 2 (n=5).
O tratamento prévio com 0,1; 0,3 e 1,0 g/kg do EA de P. sprucei por via oral, diminuiu o
namero de Ulceras de 36%, 85% e 98% do controle, respectivamente, enquanto que o indice
de leséo da mucosa foi reduzido 18%, 57% e 64% do controle, respectivamente (Figura 17 e

18).
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Figura 17 - Efeitos da administracdo oral de &gua (controle, C) e do EA de P. sprucei (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg) no
ntmero de Ulceras e no indice de lesdo da mucosa géstrica induzidos pelo estresse por imobilizaggo a frio (4°C)
em camundongos (n=5/ grupo).

Figura 18 - Lesdes da mucosa gastrica de camundongos submetidos a estresse por imobilizagdo a 4 °C, apds 2
horas dos tratamentos. Indicando em A: controle lesado; B: mucosa gastrica de animal tratado com EA 0,1 g/kg;
C: mucosa géstrica de animal tratado com EA 0,3 g/kg; D: mucosa géastrica de animal tratado com EA 1,0 g/kg.
Notar as Ulceras (pontos escuros) e 0 edema da mucosa (auséncia de pregas) em A e B.

6.5.4 Secrecdo géastrica apés ligadura pildrica in situ: acdo da histamina, do

betanecol e do EA de P. sprucei

Ap6s 4 horas de ligadura pilérica, o volume da secrecdo gastrica coletada de ratas
controles foi de 25 + 0,7 mL com pH = 25 + 0,5 e acidez titulavel de 7,3 + 1,3

mEqQ[H*]/L/4h) (n = 5).

O tratamento prévio dos animais com 0,3 g/kg de P. sprucei, injetado na luz duodenal

(i.d.) 30 minutos antes, reduziu o volume da secrecéo e a acidez gastrica de 95% e 90,5% dos
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valores controles, respectivamente (n = 5). O pH da secrecdo foi proporcionalmente

aumentado (Figura 19).

Nas ratas tratadas com histamina (10 mg/kg, s.c.) o volume da secrecdo gastrica
aumentou para 11,8 + 0,7 mL, com pH de 1,0 + 0,0 e acidez total de 6,4 + 1,2 mEq[H"]/L/4h.
Nas ratas pré-tratadas com EA (0,3 g/kg, i.d.), a secrecdo induzida pela histamina (10 mg/kg,
s.c.) foi diminuida de 95,4% no volume e de 86,4 % na acidez total (n = 5); nesses animais, 0

pH aumentou de 3 unidades (pH = 4).

Os efeitos produzidos pela histamina na secrecdo gastrica foram significativamente
diferentes dos controles, e todos os efeitos produzidos pelo EA na secrecdo gastrica foram
estatisticamente diferentes dos valores obtidos no grupo controle e nas ratas tratadas com

histamina (Figura 19).
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Figura 19 - Efeitos da administracdo intraduodenal (i.d.) do EA de P. sprucei (0,3 g/kg), no volume, no pH e na
acidez total da secrecdo gastrica de ratas submetidas a ligadura pildrica de 4 horas. Notar o estimulo da secre¢do
produzido pela histamina e a inibicdo produzida pelo tratamento prévio com o EA no grupo controle e no grupo
tratado com histamina (10 mg/kg, s.c). As colunas e barras verticais representam as médias e erros padrdo das
médias de 5 animais por grupo. (ANOVA seguida por teste de Newman-Keuls onde # p<0,05; ## p< 0,01 e ###
p< 0,001 em relacéo ao grupo histamina; * p< 0,05; ** p< 0,01 e *** p< 0,001, em relacdo ao grupo controle).

Nas ratas tratadas com betanecol (20 mg/kg, s.c.), o volume da secrecdo gastrica foi
7,7+ 0,9 mL, com pH de 1,0 + 0,0 e acidez total de 7,3 + 0,9 mEq[H"]/L/4h). Nos animais
tratados com EA (0,3 g/kg, i.d.) + betanecol 20 mg/kg (s.c.) uma hora apés a cirurgia, houve

diminuicdo de 72,5% no volume e 65% na acidez total (n = 5/grupo).
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O pH da secrecdo dos animais tratados com betanecol foi uma unidade maior ap6s o

tratamento prévio com o EA (Figura 20).
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Figura 20 - Efeitos da administracdo intraduodenal (i.d.) do EA de P. sprucei (0,3 g/kg), no volume, no pH e na
acidez total da secrecdo gastrica de ratas submetidas a ligadura pilérica de 4 horas. Notar o estimulo da secre¢do
produzido pelo betanecol e a inibicdo produzida pelo tratamento prévio com o EA no grupo controle e no grupo
tratado com betanecol (20 mg/kg, s.c). As colunas e barras verticais representam as médias e erros padrao das
médias de 5 animais por grupo. (ANOVA seguida por teste de Newman-Keuls onde # p<0,05; ## p< 0,01 e ###
p< 0,001 em relacéo ao grupo betanecol; ** p< 0,01 e *** p< 0,001, em relacdo ao grupo controle).

6.5.5 Efeitos da FBut de P. sprucei nos parametros da secrecdo acida gastrica

estimulada por histamina ou por betanecol

Decorridas 4 horas da ligadura pilérica, o volume da secrecdo gastrica coletada de

ratas controles foi de 2,5 £ 0,3 mL, com pH = 2,0 £ 0,5 e acidez titulavel de 1,5 + 0,1
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mEq[H"]/L/4h. O tratamento dos animais com FBut 0,03 g/kg, i.d., reduziu o volume da
secrecdo e a acidez gastrica de 62% e 65% dos valores controles, respectivamente (n =
5/grupo). O pH da secre¢do aumentou de 2 unidades.

Nos animais tratados com histamina (10 mg/kg, s.c.) o volume da secre¢do gastrica
aumentou para 8,7 + 0,5 mL, com pH de 2,0 + 0,3 e acidez total de 2,1 + 0,1 mEq[H"]/L/4h.
No grupo tratado previamente com FBut (0,03 g/kg, i.d.) a secre¢do estimulada pela histamina
(10 mg/kg, s.c.), foi diminuida de 89% no volume e 58% na acidez total (n = 5/grupo); nesses

animais, o pH da secrecdo aumentou de 2 unidades (Figura 21).
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Figura 21 - Efeitos da administragdo intraduodenal (i.d.) da FBut de P. sprucei (0,03 g/kg), no volume, no pH e
na acidez total da secre¢do gastrica de ratas submetidas a ligadura pil6rica de 4 horas. Notar o estimulo da
secrecdo produzido pela histamina e a inibigdo produzida pelo tratamento prévio com a FBut no grupo controle e
no grupo tratado com histamina (10 mg/kg, s.c). As colunas e barras verticais representam as médias e erros
padrdo das médias de 5 animais por grupo. (ANOVA seguida por teste de Newman-Keuls onde ### p<0,001 em
relacdo ao grupo histamina; * p< 0,05; ** p< 0,01 e *** p< 0,001, em relacdo ao grupo controle).
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Nas ratas tratadas com betanecol (20 mg/kg, s.c.) o volume da secrecdo gastrica
aumentou para 5,3 + 0,2 mL, com pH de 1,0 + 0.0 e acidez total 6,4 + 1,1 mEq[H"]/L/4h. O
tratamento prévio dos animais com FBut de 0,03 g/kg, i.d., reduziu o volume da secrecdo e a
acidez gastrica de 62% e 38% dos valores controles, respectivamente.

Nos animais tratados com FBut 0,03 g/kg, i.d. com secrecdo estimulada pelo betanecol
20 mg/kg, s.c., o volume foi reduzido em 15% e a acidez total em 25% (n = 5/grupo). No

grupo tratado apenas com a FBut o pH foi aumentado de 2 unidades (Figura 22).
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Figura 22 - Efeitos da administragdo intraduodenal (i.d.) da FBut de P. sprucei (0,03 g/kg), no volume, no pH e
na acidez total da secrecdo gastrica de ratas submetidas a ligadura pilérica de 4 horas. Notar o estimulo da
secrecdo produzido pelo betanecol e a inibi¢do produzida pelo tratamento prévio com a FBut no grupo controle e
no grupo tratado com betanecol (20 mg/kg, s.c). As colunas e barras verticais representam as médias e erros
padréo das médias de 5 animais por grupo. (ANOVA seguida por teste de Newman-Keuls onde * p< 0,05 e ** p<

0,01, em relacdo ao grupo controle).
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6.5.6 Efeitos das fracbes semipurificadas de P. sprucei nos parametros da

secrecdo acida gastrica

Nos animais tratados com a fracdo F4 (6 mg/kg) o volume da secrecdo gastrica foi
reduzida para 2,8 + 0,2 mL, com pH = 3,3 + 0,9 e acidez total 1,2 + 0,3 mEq[H"]/L/4h,
correspondendo a 67,7% e 82,9%, respectivamente (n = 5). Além disso, o pH aumentou 2

unidades (Figura 23).
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Figura 23 - Efeitos da administracéo intraduodenal (i.d.) das fracdes F1 (18 mg/kg), F2 (9 mg/kg), F3 (30 mg/kg)
e F4 (6 mg/kg) de P. sprucei, no volume, no pH e na acidez total da secrecdo géastrica de ratas submetidas a
ligadura pildrica de 4 horas. As colunas e barras verticais representam as médias e erros padrdo das médias de 5
animais por grupo. (ANOVA seguida por teste de Newman-Keuls onde * p< 0,05, em relagdo ao grupo controle).
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6.5.7 Efeito do EA de P. sprucei na atividade da H'-K'-ATPase isolada da

mucosa gastrica de porco

Em condicBes basais, a atividade da H*-K'-ATPase isolada da mucosa gastrica de
porcos foi considerada 100% e a inibicdo produzida pelo controle positivo (SCH28080) foi
calculada em relacdo ao valor basal. A incubacdo de SCH28080 (3 a 1000 uM) por 30
minutos a 37 °C inibiu a atividade enzimatica de até 70% com ICsode 467 M. Na presenca
de EA (1, 3, 10, 30, 100 e 300 pug/mL) a atividade da H*- K*-ATPase ndo foi alterada (Figura

24).
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Figura 24 - Efeito do EA 1, 3, 10, 30, 100 e 300 pg/mL de P. sprucei na atividade da H*-K*-ATPase isolada da
mucosa géstrica de porco, incubada por 30 minutos a 37 °C (& esquerda) e efeito do controle positivo SCH28080
(a direita). Os simbolos e barras representam as médias * erros padréo de 3 ensaios em triplicata.

6.5.8 Acdo cardiovascular das fracdes da P. sprucei

6.5.8.1 Efeito da FBut (10, 30 e 100 pg/mL) na pressdo arterial de ratas

anestesiadas

Ratas adultas normotensas anestesiadas com pentobarbital sodico (60 mg/kg, i.p.)

apresentaram pressdo arterial média de 112,5 mm Hg ap6s 30 minutos da anestesia (n=4).
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A administracdo da FBut (0,3; 1,0 e 3,0 mg/kg, e.v.) produziu hipotensdo rapida e
passageira acompanhada de bradicardia; com a maior dose (3,0 mg/kg) houve queda inicial de
22 mm Hg e bradicardia de 20 bpm, com pico maximo em 80 segundos e reversao aos valores
basais em 5 minutos. O efeito hipotensor inicial foi seguido de hipotensdo maior (90 mm Hg)
e mais duradoura (4 minutos e 35 segundos) concomitante com a diminuicdo da frequéncia
cardiaca de 58 bpm. Nesta segunda fase, sinais de diminuicdo acentuada dos batimentos

cardiacos foram frequentes durante a hipotensao (Figuras 25 e 26).
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Figura 25- (A) Registro tipico do efeito da FBut (0,3; 1,0 e 3,0 mg/kg, e.v.) de P. sprucei e da acetilcolina (0,3
pa/kg, e.v.) na pressdo arterial de ratas adultas normotensas anestesiadas com pentobarbital (60 mg/kg, i.p.)
(n=4) e (B) registro concomitante da frequéncia cardiaca (bpm).

A quantificagdo da hipotensdo e da bradicardia iniciais estd mostrada na Figura 26.
Apos a administracdo da FBut (3,0 mg/kg, e.v.) o efeito da acetilcolina (0,3 pg/kg, e.v.) ndo

foi alterado.
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Figura 26 - (A) Efeito da FBut (0,3; 1,0 e 3,0 mg/kg, e.v.) de P. sprucei e da acetilcolina (0,3 pg/kg, e.v.) na
pressdo arterial de ratas adultas normotensas anestesiadas com pentobarbital (60 mg/kg, i.p.) (n=4) e (B) relacéo
dose-efeito do padrdo positivo ACh (0,1; 0,3 e 1,0 pg/kg, e.v.). Notar que a FBut ndo modificou a resposta a
ACh.

A injecdo de atropina (1,0 mg/kg, e.v.) produziu hipotensdo de pequena intensidade (6
+ 5 mm Hg, n=4), bloqueou a hipotensdo produzida pela acetilcolina, mas néo interferiu com

o efeito inicial da FBut (3,0 mg/kg, e.v.) (Figuras 27 e 28).
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Figura 27 - (A) Registro tipico do efeito da FBut (3,0 mg/kg, e.v.) de P. sprucei, da acetilcolina (0,3 pg/kg, e.v.)
e da atropina (1,0 mg/kg, e.v.) na pressdo arterial de ratas adultas normotensas anestesiadas com pentobarbital
(60 mg/kg, i.p.) (n=4) e (B) registro concomitante da frequéncia cardiaca (bpm).
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Figura 28 - Efeito da FBut (3,0 mg/kg, e.v.) de P. sprucei, da acetilcolina (0,3 pg/kg, e.v.) e da atropina (1,0 mg/
kg, e.v.) na PA de ratas adultas normotensas anestesiadas com pentobarbital (60 mg/kg, i.p.) (n=4). As drogas
foram injetadas na sequéncia indicada.
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O tratamento prévio com atropina (1,0 mg/kg, e.v.) bloqueou a resposta hipotensora e
a bradicardia tardias produzidas pela FBut 3,0 mg/kg, e.v. (Figura 27).
A vagotomia prévia também suprimiu a resposta hipotensora secundaria e a

bradicardia induzidas pela FBut (Figura 29).
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Figura 29 - (A) Registro tipico do efeito da FBut (3,0 mg/kg, e.v.) de P. sprucei na pressao arterial de rata
adulta normotensa anestesiada com pentobarbital (60 mg/kg, i.p.) e vagotomizada; (B) registro da frequéncia
cardiaca (bpm) concomitante. Notar que ndo ocorreu a hipotensdo secundéaria, nem paradas cardiacas.

A administracdo de noradrenalina (0,1 a 1,0 pg/kg, e.v.) produziu efeito hipertensor
reversivel, proporcional a dose, de 10 a 20 mm Hg (Figura 30 B).
A injecdo prévia de FBut (3,0 mg/kg, e.v.) ndo alterou a hipertensdo produzida pela

noradrenalina (0,1 pg/kg, e.v.) em ratas anestesiadas (Figura 30 A).
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Figura 30 - (A) Efeito da FBut (3,0 mg/kg, e.v.) de P. sprucei e da noradrenalina (0,1 pg/kg, e.v.) na pressao
arterial de ratas adultas normotensas anestesiadas com pentobarbital (60 mg/kg, i.p.) (n=4) e (B) relagdo dose-
efeito obtida com o padréo positivo noradrenalina ( 0,1; 0.3 e 1 pg/kg, e.v.).

6.5.8.2 Efeito das fracdes semipurificadas de P. sprucei (F1, F2, F3 e F4) na
pressdo arterial de ratas anestesiadas

As fragOes F1 e F3 produziram hipotensdo de maneira dose-dependente acompanhada
de alteracOes na frequéncia cardiaca. A F1 (1,8 mg/kg, e.v.) diminuiu a pressao arterial em 12
mm Hg apds 12 segundos da injecdo, com bradicardia de 21 bpm. Com a F3 (2,4 mg/kg, e.v.),
o efeito hipotensor de 62 mm Hg atingiu o pico maximo ap6s 108 segundos com bradicardia
de 36 bpm, indicando que, possivelmente, a hipotensdo tardia produzida pela FBut (3,0
mg/kg, e.v) foi originada da acdo dos compostos presentes nas duas fragdes F1 e F3 (Figura

31AeB).
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Figura 31 - Efeito das fragfes de P. sprucei na pressdo arterial de ratas adultas normotensas anestesiadas com
pentobarbital (60 mg/kg, i.p.). (A) F1(0,2; 0,6; 1,8 e 5,4 mg/kg, e.v.), (B) F2 (0,1; 0,3; 0,9 e 2,7 mg/kg, e.v.), (C)
F3 (0,27; 0,8 e 2,4 mg/kg, e.v.) e (D) F4 (0,07; 0,2; 0,6 e 1,8 mg/kg, e.v.) A acetilcolina (0,3 pg/kg, e.v.) foi
utilizada como padréo positivo. As colunas e barras representam as médias + erros padréo (n=5)

O tratamento prévio com atropina ndo bloqueou a resposta hipotensora nem a

bradicardia produzidas por F1 e F3, como anteriormente observado com a FBut 3,0 mg/kg,

e.v. (Figura 32 e 33).
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Figura 32 - (A) Registro tipico do efeito da F1 (1,8 mg/kg, e.v.) de P. sprucei, da acetilcolina (0,3 pg/kg, e.v.) e
da atropina (1,0 mg/kg, e.v.) na pressdo arterial de ratas adultas normotensas anestesiadas com pentobarbital (60
mg/kg, i.p.) e (B) registro concomitante da frequéncia cardiaca (bpm).
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Figura 33 - (A) Registro tipico do efeito da F3 (2,4 mg/kg, e.v.) de P. sprucei, da acetilcolina (0,3 ug/kg, e.v.) e
da atropina (1,0 mg/kg, e.v.) na pressdo arterial de ratas adultas normotensas anestesiadas com pentobarbital (60
mg/kg, i.p.) e (B) registro concomitante da frequéncia cardiaca (bpm).

6.5.8.3 Efeito da FBut (10, 30 e 100 pug/mL) de P. sprucei na frequéncia de
batimentos do atrio direito isolado de rato

Apds 30 minutos de estabilizagdo em Tyrode a 35 °C, o atrio direito de rato apresentou
batimentos espontaneos com frequéncia média de 175 bpm (n=3).

A incubacéo de FBut (10, 30 e 100 pug/mL) a frequéncia de batimentos do atrio direito

isolado n&o foi alterada nos 30 min de incubagéo (Figura 34).
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Figura 34 - Efeito da FBut (10, 30 e 100 pg/mL) de P. sprucei na frequéncia de batimentos do atrio direito
isolado de rato, a 35 °C, bpm = batimentos por minuto. Dados expressos como médias + desvios (n=3).

6.5.8.4 Efeito da FBut (10, 30 e 100 pg/mL) de P. sprucei na forca de contracéo

do atrio esquerdo isolado de rato sob estimulacéo elétrica

A incubacdo de FBut (10, 30 e 100 pg/mL) de P. sprucei ndo alterou a forca de

contracgdo do atrio esquerdo isolado de rato durante os 30 min de incubacéo (Figura 35).

125+
;\3 8- FBut 10 pg/mL
S 100) B~ FBu30ugm
a -©- FBut 100 pg/mL
8 75-
o
‘S 50+
©
S 254
@]
O
o-

0 5 10 15 20 25 30
Tempo (min)

Figura 35 - Efeito da FBut (10, 30 e 100 pg/mL) de P. sprucei na forga de contracdo do atrio esquerdo isolado de
rato, a 35 °C. Dados expressos como médias + desvio (n=3).
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6.5.8.5 Efeito da FBut de P. sprucei em anéis de aorta toracica de rato com

endotélio integro, pré-contraidos com noradrenalina (107 M)

Em anéis de aorta de rato previamente contraidos com noradrenalina (107 M) e
comprovadamente com endotélio funcional (resposta a ACh > 80%), a incubagido da FBut (10,
30 e 100 pg/mL) por 30 minutos relaxou o tbnus proporcionalmente a concentracdo da FBut a

30 % na presenca da maior concentracgdo (Figura 36).
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Figura 36 - Relaxamento produzido pela FBut de P. sprucei (10, 30 e 100 pg/mL) no ténus induzido por
noradrenalina (107 M) em anéis de aorta de rato com endotélio. O tempo 0 é o tdnus basal (100%),
imediatamente antes da incubacdo da FBut. Dados expressos como médias + erros padrdo (n=4).

6.5.8.6 Efeito da FBut de P. sprucei em anéis de aorta tordcica de rato sem
endotélio, pré-contraidos com noradrenalina (107 M)
A incubacdo de FBut (10, 30 e 100 pg/mL) relaxou o tonus da aorta de rato em 25%

apo6s 30 minutos. No entanto, o efeito ndo foi relacionado a concentracdo de FBut ou ao

tempo de incubagéo, sendo maior na presenca da menor concentragdo de FBut (Figura 37).
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Figura 37 - Efeito produzido pela FBut de P. sprucei (10, 30 e 100 pg/mL) no tdnus induzido por noradrenalina
(107 M) em anéis de aorta de rato sem endotélio. O tempo 0 é o tonus basal (100%), imediatamente antes da
incubacdo da FBut. Dados expressos como médias + erros padréo (n=4).

6.5.8.7 Efeitos das fracGes semipurificadas de P. sprucei em anéis de aorta
toracica de rato com ou sem endotélio, pré-contraidos com noradrenalina (10”
M)

As fracbes da FBut ndo relaxaram o tdnus da aorta com ou sem endotélio.

Concentra¢do maiores que 30 pg/mL ndo foram testadas porque o maior rendimento do

processo de purificacdo foi ao redor de 30% (Figura 38).
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Figura 38 - Efeito produzido pelas fracbes F1, F2, F3 e F4 de P. sprucei (3, 10 e 30 pug/mL), no ténus induzido
por noradrenalina (107 M) em anéis de aorta de rato com e sem endotélio. As fragBes foram adicionadas
cumulativamente ao banho em intervalos de 10 min para cada concentracdo, O zero representa o tonus basal
(100%), imediatamente antes da incubagdo das fragdes. Os simbolos e barras representam as médias + erros
padrdo (n=4).

6.5.8.8 Efeito da FBut de P. sprucei na concentracdo de calcio citosolico livre

em células de Utero e cardiomidcitos de rato mantidas em cultura primaria

Em condicBes controle, o Verapamil 100 uM inibiu o influxo e mobilizagdo de ions

calcio estimulados pela adi¢cdo de KCI 70 mM nos cardiomidcitos e nas células uterinas em

cultura, de 50% e 70% respectivamente. Comparativamente, a incubacdo de FBut (10, 30 e



99

100 pg/mL) ndo alterou a concentracdo citosélica de calcio medida apods incubacao de KCI 70

mM (n=3, em triplicata) (Figura 39 Ae B).
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Figura 39 - Efeito da FBut (10, 30 e 100 pg/mL) de P. sprucei na concentracdo de célcio citosélico livre em
cultura de cardiomidcitos de ratos neonatos (A), e em células de Utero mantidas em cultura (B). As colunas e
barras representam as médias * erros padrdo (n = 3, em triplicata). O KCI 70 mM foi utilizado para promover a
abertura dos canais de calcio e o verapamil (100 pM) como controle positivo de antagonista dos canais de célcio

tipo L.



7 DISCUSSAO
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P. sprucei Hook (Simaroubaceae) conhecida popularmente no Brasil como caferana, €
um arbusto muito comum no norte do pais. A planta s&o atribuidas propriedades medicinais e
seu uso popular em malaria € mencionado frequentemente (BARROS; POHLIT; CHAVES,
2004; MILLIKEN, 1997 apud POHLIT et al, 2004; para revisdo ver, AMORIM; POHLIT,
2006; BOTSARIS, 2007). O uso de extratos aquosos predomina, enquanto extratos
hidroalcodlicos sdo utilizados para enxagues, ou banhos corporeos com a mesma finalidade
(VIGNERON et al, 2005). No entanto, os trabalhos cientificos acessiveis nas bases de dados
consultadas (PubMed, Scielo, NCBI) sdo poucos, sdo predominantemente quimicos, e
descrevem 0s quassinoides, substancias caracteristicas da familia, principalmente a
isobruceina B e a neosergeolida, ou os anadlogos semisintéticos (MORETTI et al, 1982;
SARAIVA, 2001; SILVA et al, 2009a; SILVA et al, 2009b; POHLIT et al, 2009a; POHLIT et
al, 2009b VIEIRA et al, 2000). Os que estudam a atividade farmacoldgica de extratos e dos
compostos dela isolados séo relativos a malaria (FANDEUR; MORETTI; POLONSKY, 1985;
BERTANI et al, 2005); a atividade “contra vermes” ¢ problemas gastrintestinais mencionada
em textos de etnobotanica (DUKE; VASQUEZ, 1994) foi avaliada em larvas de helmintos in
vitro (NUNOMURA, 2006); atividade citotoxica foi descrita em células da leucemia murina
P-388 (POLONSKY; BHATNAGAR; MORETTI, 1984); atividade inseticida e fago inibidora
foi descrita para os quassinoides, dos quais a isobruceina B foi a mais ativa (DAIDO et al,
1995); Bertani et al (2005) descreveram atividade antiplasmodio in vitro e in vivo com 0s
extratos de vérias plantas, entre elas a P. sprucei. A planta e alguns constituintes,
principalmente a isobruceina B, tem reputacdo tdxica, atividade mencionada por quase todos
0s autores acima e motivo de preocupacéo etnobotanica com o uso em criangas (BERTANI et
al, 2005), mas nenhum trabalho estuda esta acdo ou tem explicacdo fisiopatoldgica para o
efeito letal. Por exemplo, a atividade antiplasmodio da sergeolida (relatada em ng/mL de

extrato) foi cem vezes maior que a da cloroquina e a toxicidade in vivo apos injecédo
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subcutanea em camundongos foi muito elevada (DL50 = 1,8 mg/kg s.c.) (FANDEUR,;
MORETTI; POLONSKY, 1985), mas este foi o Gnico trabalho encontrado na literatura. No
levantamento bibliografico realizado denota-se uma preocupacdo constante quanto a
toxicidade de P. sprucei e seus constituintes, com alguns trabalhos valorizando a eficacia
antiplasmadio ap6s administracdo oral (BERTANI et al, 2005). Deve ser realcado, porém, que
os extratos de caferana utilizados nesses trabalhos citados acima, ndo foram padronizados
guimicamente, o que torna dificil a comparacdo cientifica das atividades/toxicidade dos
diferentes extratos de caferana utilizados. Essa foi a primeira preocupacao no trabalho atual
com a P. sprucei. A planta foi colhida de um Unico lugar nas proximidades de Manaus,
evitando-se a mistura de coletas distantes de dificil recomposicao. O material foi estabilizado,
armazenado em sacos plasticos fechados e extraido sempre da mesma forma, comparando-se
o0 rendimento da extracdo e os espectros da analise em CLAE para garantir a constancia do
material de estudo. A FBut apresentou a maioria dos picos observados no EA com areas cerca
de 4 vezes maiores relativamente a area total do cromatograma. Os compostos mais polares,
com menores tempos de retencdo, foram encontrados na FA, que ndo apresentou outros picos
de mesma intensidade. A purificacdo inicial da FBut foi realizada em CLAE preparativa que
separou 4 fracOes segundo os tempos de retencdo. Na recromatografia das fracdes ficou
evidente que ainda eram misturas de 2 ou 3 compostos, mas que nao havia imbricacdo dos
cromatogramas, isto e, as fragdes separadas por polaridade ndo apresentaram compostos
comuns. Os tempos de retencéo e a intensidade (&rea) dos picos dos principais compostos de
espectros obtidos em CLAE padronizada (quanto a coluna, aos eluentes, aos comprimentos de
onda de deteccdo UV) servem como marcadores e podem ser utilizados para identificar um
extrato (SHARAPIN, 2000 apud NETTO et al, 2006). Como j& mencionado, os trabalhos
encontrados na literatura foram realizados com extratos da caferana ndo padronizados; a

maioria estudou compostos extraidos com solventes organicos de baixa polaridade, que
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corresponderiam aos compostos encontrados na Ultima fracdo (F4) do estudo atual. No
entanto, novos trabalhos de identificagdo quimica serdo necessarios para essa comprovacao.
Os rendimentos de extracdo das fracbes da FBut variaram: as mais abundantes em
peso foram a F3 (27,5%) e a F1 (21,5%) com atividade cardiovascular. As menos abundantes
foram a F4 (6,6%) que inibiu a secrecdo acida gastrica e a F2 (9,6%) que foi inativa nos testes

realizados, como sera discutido a seguir.

Nos testes gerais de atividade, os resultados obtidos com a administracdo oral de EA
(1,0 g/kg) evidenciaram alteracGes comportamentais de pequena intensidade nas primeiras 8
horas depois do tratamento: diminui¢do da deambulacéo, sinais de irritabilidade e piloerecdo a
maior dose. Todos o0s animais tratados apresentaram hipotermia comparativamente ao grupo
controle, o que nos chamou atencdo para alguns trabalhos da literatura que relatam o uso
popular desta planta como febrifugo (FERREIRA, 2000 apud SARAIVA et al, 2003). No
entanto, a hipotermia ndo foi observada nos animais tratados com FBut 0,03 g/kg, v.o., dose
esta equivalente a dose intermediaria ndo letal de EA administrada, como sera discutido. Da
mesma forma, apenas 0s animais tratados com a maior dose de EA morreram em 24 h; além
da cianose que antecedeu a morte, nenhum outro sinal indicativo da toxicidade foi obtido. A
administracdo oral da FBut (0,1 e 0,3 g/kg) ndo foi letal, mas cianose nas extremidades foi
observada. Como o rendimento da particdo com butanol foi cerca de 10% relativamente ao
EA, a dose de FBut 0,1 g/kg corresponde, em peso, a dose de 1,0 g/kg de EA. Portanto, a
FBut parece ser menos toxica que o EA. No entanto, a dose maior de FBut (1,0 g/kg, v.0.)
também foi letal em 24 h da administracdo. Nesse caso, seria esperado que parte da toxicidade
do EA fosse detectada na fragdo aquosa (FA) resultante da particdo com n-butanol. No
entanto, o teste da FA em roedores, nos mesmos moldes e doses dos testes com EA e FBut,
ndo mostrou atividade letal da fracdo. Frente a esses resultados, ndo foi possivel explicar as

diferencas de atividade entre a EA e a FBut. Talvez seja necessario um maior nimero de
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animais ou diferentes técnicas para avaliar a biodisponibilidade das fragdes. Da mesma forma,
0 estudo do mecanismo da toxicidade ndo foi conclusivo em nosso estudo. A toxicidade dos
extratos da caferana foi novamente considerada durante a avaliacdo da atividade das fracbes
semipurificadas da FBut. Como sera discutido (pagina 112), apenas uma fracdo foi toxica por
via intraperitonial. A literatura cientifica mostra poucos trabalhos nesse sentido: a primeira
descricdo de toxicidade foi de autores franceses trabalhando com a sergeolideo e com a
isobruceina B, quassinoides isolados da P. pseudocoffea (sinonimia de P. sprucei) da Guiana
Francesa (FANDEUR; MORETTI; POLONSKY, 1985; MORETTI et al, 1982). A elevada
toxicidade do sergeolideo em camundongos (DLso=1,8 mg/kg, s.c.) fez os autores
considerarem improvavel o uso da planta como antimalarico, apesar da acdo antiplasmodio
detectada. Bertani et al (2005), referem a informacéo popular quanto a toxicidade dos extratos
da P. pseudocoffea, mas ndo a estudam. Posteriormente, a toxicidade in vitro dos quassinoides
da P. sprucei contra larvas de helmintos foi descrita por Nunomura et al (2006), mas também

sem descri¢do do mecanismo do efeito letal.

O teste geral da atividade farmacoldgica dos extratos da caferana indicou que a
administracdo oral do EA diminuiu a deambulacdo dos camundongos tratados. No entanto,
nenhum sinal de depressdo do sistema nervoso central foi comprovado nos testes
complementares. Por exemplo, nenhuma acdo foi obtida no teste do campo aberto utilizado
para avaliar a deambulacdo e para verificar a tendéncia natural do animal de explorar um
ambiente novo, apesar do medo (MONTGOMERY, 1955). Os testes ndo indicaram acgéo
estimulante, ou depressora central, do EA, ou com a FBut. Da mesma forma o equilibrio no
“rota-rod” e no teste do arame indicaram que 0s extratos nao interferiram com a coordenacgéo
motora dos camundongos. Portanto, os testes indicativos de acdo central dos extratos da

caferana foram negativos.
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Da mesma forma, o teste no labirinto em cruz elevado ndo indicou acéo tipo-
ansiolitica do EA, nem o teste da suspenséo pela cauda indicou a¢édo do tipo antidepressiva do
extrato. No teste da potenciacéo do sono barbitarico, e teste do sono induzido pelo éter etilico,
a diminuicdo da laténcia para inducdo do sono nos animais tratados previamente com 0s
extratos poderia indicar depressdo central produzida pelos tratamentos, mas como este efeito
ndo foi comprovado na duracdo do sono, a reducdo do tempo de inducdo do sono ndo tem
grande valor indicativo de acdo depressora do SNC.

As estereotipias induzidas pela injecdo de apomorfina em camundongos, como o
aumento da movimentacdo e o aparecimento de movimentos anémalos, nao foram bloqueados
pelo tratamento prévio com o EA. Este dado excluiu a possibilidade do extrato bloquear
sistemas dopaminérgicos centrais, uma acdo que, ao interferir com 0s mecanismos de
regulacdo da temperatura corporal, pode produzir hipotermia, como descrito para o
haloperidol (LIN et al, 1979), bloqueador de receptores D2, utilizado como padréo positivo
nas experiéncias de estereotipia (COSTALL; NAYLOR; NOHRIA, 1978).

Portanto, a analise dos efeitos dos extratos de caferana no sistema nervoso central
forneceu poucas evidéncias de acdo farmacoldgica, contrastando com a toxicidade da FBut
em altas doses e com o efeito letal apds 24 h da administracdo do EA.

A atividade do EA de P. sprucei foi muito evidente no modelo de Ulceras géstricas
induzidas por estresse a frio. Nesse modelo, os mecanismos responsaveis pela formacdo de
Ulceras envolvem acgdes no sistema nervoso central, principalmente hipotalamicas, que
caracterizam o estado de estresse. A estimulacdo simpatica, e a vasoconstricdo consequente,
principalmente se ativada a baixa temperatura, reduzem o fluxo sanguineo no estdmago e a
perfusdo extracelular da mucosa, que fica exposta ao &cido extravasado das glandulas
oxinticas. Normalmente o acido extravasado é tamponado pelo bicarbonato do liquido

extracelular (KONTUREK et al, 2008). Com o desequilibrio entre fatores agressivos (acido
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cloridrico) e fatores de protecdo da mucosa (muco, bicarbonato, peristaltismo) ha o
aparecimento das lesbes superficiais identificadas como edema, erosdao da mucosa, rupturas
vasculares, petéquias, e ulceras profundas de tamanhos variaveis (BIONDO et al, 2011). Em
nossas experiéncias, a administracdo do EA da P. sprucei inibiu a formacdo de Ulceras e
diminuiu o indice de lesdo gastrica de maneira dose-dependente, comprovando uma
importante acdo antiulcerogénica da mucosa gastrica. O mecanismo dessa acdo ndo foi
evidente, porque os extratos administrados por gavagem, em contato direto com a mucosa
gastrica, podem ter multiplas acbes inibidoras da acdo lesiva do acido. Por exemplo, a
administracdo do extrato na luz gastrica pode revestir e proteger fisicamente a mucosa contra
a acdo do &cido cloridrico secretado. Da mesma forma, a mucosa pode ser protegida se a
secrecdo de muco for estimulada, ou se o acido da luz gastrica for tamponado pelo extrato; ou
ainda, se a peroxidacdo lipidica da mucosa exposta ao acido for interrompida por uma
atividade antioxidante do extrato. Atividade antioxidante em plantas é muito comum (para
revisdo ver REPETTO; LLESUY, 2002).

A influéncia dos extratos e fragcGes da P. sprucei na atividade secretora acida gastrica
foi avaliada fazendo uso do método da ligadura pilérica in situ. Este método permite estudar a
secrecdo gastrica e os eventos envolvidos na gastroprotecdo, como a secrecdo de acido, de
pepsinogénio, de prostaglandinas e a liberacdo de enzimas plasmaticas utilizadas indicadoras
de lesdo celular (LAPA et al, 2008). Neste método, a administracdo diretamente na luz
duodenal evita 0 contato dos extratos com a mucosa gastrica; o método permite avaliar
também a biodisponibilidade das substancias ativas, pois, para interferir com a secrecdo acida
na célula parietal, elas devem ser previamente absorvidas no intestino.

Fisiologicamente, a secrecdo &cida gastrica pode ser estimulada por agonistas dos
receptores histaminérgicos H,, por agonistas dos receptores colinoceptivos M; ou Mg, por

ativacdo de receptores de colecistoquinina pela gastrina, por ativacdo da cadeia de eventos
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intracelulares mediadas pela adenililciclase. O blogueio da secrecdo pode ocorrer por
mecanismos opostos, bloqueando os receptores dos mediadores fisiologicos, por inibi¢do das
enzimas intracelulares, ou da atividade da H*-K*-ATPase (SOUCCAR, 2003b).

A secrecdo acida estimulada na célula oxintica pela gastrina e pela acetilcolina é
mediada por ativacdo inicial da fosfolipase C, que vai catalisar a hidrdlise de fosfolipides da
membrana liberando o trifosfato de inositol (IP3) e o diacilglicerol (DAG); estes segundos-
mensageiros aumentam a atividade da proteina quinase C (PKC), ativando a bomba de
protons (H'-K*-ATPase). Quando a secre¢io acida gastrica é estimulada por histamina ocorre
ativacdo da adenililciclase, producdo de AMP ciclico, ativacdo da proteina quinase A, (PKA)
fosforilacdo e ativacdo da bomba de protons, que aumenta a secrecdo acida gastrica
(SCHULTZ et al, 2007).

Nas nossas experiéncias, 0s estudos enzimaticos in vitro mostraram que o EA néo
inibiu a atividade da bomba de prétons H*-K*-ATPase isolada da mucosa gastrica de porco.
Como a bomba de prétons é a etapa final comum das duas vias estimuladoras da secrecdo de
acido nas células parientais (AMPc e IP3), outros mecanismos foram estudados para
explicar a agdo inibidora da secrecdo acida pelos extratos da caferana.

O efeito dos extratos da caferana na secrecdo acida foi avaliado com o método da
ligadura pildrica, que permite o acimulo da secre¢do gastrica durante algumas horas. O
método é antigo e, apesar de invasivo, permite boa avaliagdo dos mecanismos responsaveis
pelo aumento ou inibicdo da secrecdo acida (BIONDO et al, 2011; MESIA-VELA et al,
2007). Por exemplo, a ativacdo especifica da via histaminérgica, ou da via colinérgica, com
injecdo dos agonistas H, (histamina) ou M3 (betanecol) permite identificar qual a via
bloqueada por um inibidor da acidez do suco gastrico. Por outro lado, o bloqueio simultaneo
das duas vias, como foi o caso, pode ser indicativo de inibicdo da H'-K'-ATPase

(KONTUREK et al, 2008; MESIA-VELA et al, 2007; SOUCCAR et al, 2008).
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Em nossas experiéncias, a administracdo do EA, ou da FBut na luz duodenal
diminuiu o volume do suco gastrico, aumentou o pH da secrecdo e reduziu a acidez total de
forma bastante significativa nas ratas controle, nos animais com secrecdo estimulada por
histamina, e naqueles com secrecdo estimulada por betanecol. Nesses testes, a FBut mostrou-
se 10 vezes mais ativa que o EA. A probabilidade dos extratos bloquearem simultaneamente
0s receptores histaminérgicos tipo H; e os receptores muscarinicos M3 nas células oxinticas da
mucosa gastrica é pequena. Portanto, o bloqueio simultaneo in vivo das duas vias secretagogas
favoreceu a interpretacdo de uma acgdo inibidora dos extratos exercida na atividade da enzima
H*-K*-ATPase. No entanto, este efeito ndo foi confirmado in vitro na atividade da enzima
isolada da mucosa géstrica de porco. Portanto, os resultados, ndo permitiram identificar o
mecanismo da acdo inibidora dos extratos da caferana na secre¢do acida do estdbmago. No
estagio atual é possivel afirmar, genericamente, que a protecdo da P. sprucei contra ulceras
ocorre por inibicdo da secrecdo gastrica de HCI.

Os resultados obtidos com a administracdo dos extratos na luz duodenal sdo provas
incontestes, porém, de que alguns compostos ativos sdo absorvidos no intestino. Esta
observacdo é importante em vista da quase auséncia de efeitos comportamentais observada
durante os testes da atividade no SNC. Ainda mais, o estudo da atividade das fracOes
purificadas comparativamente a atividade da FBut mostrou que a fracdo mais apolar, F4,
parece ser a responsavel pelo efeito antissecretor acido e antiulcerogénico. Os compostos
constituintes da F4 ndo foram identificados. Sabe-se, porém, que foram eluidos da CLAE com
solventes pouco polares e ha grande possibilidade de serem relacionados com o0s constituintes
ja conhecidos da P. sprucei a sergeolida, a isobruceina B, a neosergeolida e derivados
(POLONSKY; BHATNAGAR; MORETTI, 1984; MORETTI et al, 1982; VIEIRA et al,

2000; ZUKERMAN-SCHPECTOR; CASTELLANO, 1994; SILVA, 2009a).
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A FBut da caferana injetada e.v. em ratas anestesiadas produziu hipotensdo e
bradicardia. A hipotensdo ocorreu em duas fases, uma imediata de pequena intensidade,
rapidamente reversivel, e uma segunda, mais lenta e intensa, diretamente relacionada com
bradicardia. Sinais de parada cardiaca (na realidade, diminui¢cdo mais acentuada e passageira
da frequéncia cardiaca) foram comuns nos registros dos batimentos cardiacos. Estas
bradicardias rapidas, intensas e passageiras permearam toda a segunda fase da hipotenséo,
indicando provavel acdo vagal estimulada pelos extratos. De fato, o tratamento prévio com
atropina e a vagotomia cirargica bilateral bloquearam a bradicardia e a hipotensdo secundarias
produzidas pela injecdo de FBut. Provavelmente trata-se de acdo reflexa mediada por
quimiorreceptores, ja referida para outras substancias, como os alcaloides do veratro e para a
nicotina. Apds a ingestdo do veratro, vémito e dor abdominal, seguida por hipotenséo,
bradicardia, distdrbios da conducdo cardiaca e morte foram associados a uma estimulacao
aumentada do nervo vago via quimiorreceptores (para revisdo ver SCHEP; SCHMIERER,;
FOUNTAIN, 2006). A nicotina atua nos ganglios dos sistemas simpatico e parassimpatico, e
nos quimiorreceptores aorticos e carétideos sendo capaz de aumentar, no primeiro caso, ou
diminuir a frequéncia cardiaca nas duas outras possibilidades (TAYLOR, 1996; ver também
FURTADO, 2002). Efeito semelhante foi descrito para o composto fenélico CAPE (ester fenil
etilico do acido cafeico) extraido do propolis de abelhas (IRAZ et al, 2005).

Os quimiorreceptores sdo células quimio-sensiveis que, fisiologicamente, respondem
a falta de O,, ao excesso de CO, e ao pH sanguineo. Sua presenca varia com a especie
(EASTON E HOWE, 1983 apud PENITENTE, 2006), mas estdo concentrados bilateralmente
nos dois corpos carotideos e em corpos adjacentes a aorta (MOLINA, 2005).

No momento ndo é possivel afiancar a causa da estimulacdo vagal produzida pela
FBut da caferana, mas a estimulacdo de quimiorreceptores parece ser provavel e devera ser

estudada depois de purificadas as fracdes oriundas da FBut. At¢ o momento foi possivel
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identificar que as fracGes F1 e F3 sdo hipotensoras: a F1 relacionada com o efeito hipotensor
inicial rapido e passageiro ndo bloqueado por atropina, e a F3 relacionada com a hipotenséo
tardia, sensivel a atropina e a vagotomia. A auséncia de efeitos depressores do SNC e a
reversibilidade das acdes cardiovasculares ndo permitiram antever o mecanismo da toxicidade
que matou os animais em 24 horas. A toxicidade cardiaca também ndo foi evidente no
miocardio isolado. No atrio direito isolado de rato, por exemplo, a incubacdo de FBut ndo
alterou significativamente a frequéncia de batimentos e, no atrio esquerdo isolado de rato
comandado por um marcapasso elétrico, ndo houve alteracdo na forca de contracdo apos a
incubacdo dos extratos. Os resultados negativos in vitro indicam que a FBut ndo tem acédo
cardiaca direta que possa ser responsavel pela bradicardia, pela diminuicdo do débito cardiaco
e pela consequente queda da pressao arterial. Portanto, a acdo toxica cardiaca direta dos
extratos da caferana parece ser negligivel, mas a acdo indireta vagal parece ser intensa. No
coracdo, € conhecido que a ativacdo colinérgica dos receptores M, atriais reduz a frequéncia e
a forca de contracdo: o efeito inotropico negativo € explicado fisiologicamente pela ativacéo
de proteina G; que inibe a adenilil ciclase, enquanto a bradicardia é explicada pela ativacdo de
canais de potéssio associados ao receptor colinérgico M,, cuja ativacdo hiperpolariza as
células do marcapasso atrial, retarda a ativacdo dos canais de célcio tipo L e diminui o
cronotropismo cardiaco (para revisao ver BRODDE; MICHEL, 1999).

Na auséncia de toxicidade cardiaca, outros efeitos, provavelmente vasculares, parecem
ser importantes na génese da hipotenséo e na toxicidade das fracdes, FBut, F1 e F3.

A acdo vasodilatadora da FBut e das fracdes semipurificadas foi estudada in vitro na
aorta isolada de rato. Nessa preparacdo, o relaxamento do ténus vascular pela incubacdo de
acetilcolina foi utilizado para demonstrar a presenca de endotélio funcional na artéria isolada.
Esse efeito é dependente da sintese e liberacdo de dxido nitrico (NO) pela célula endotelial

(FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; FURCHGOTT, 1984; PALMER; ASHTON;
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MONCADA, 1988; PALMER; FERRIGE; MONCADA, 1987). Resumidamente, a interacdo
da acetilcolina com os receptores muscarinicos M3 do endotélio leva a ativacdo da sintase do
oxido nitrico (NOS) endotelial, que sintetiza NO a partir da L-arginina. Uma vez liberado, 0
NO difunde-se para 0 masculo liso vascular e ativa uma guanilato ciclase soltvel (GCs), que
estimula a producdo de monofosfato ciclico de 3’, 5’-guanosina (GMPc) (FEELISCH;
NOACK, 1987). A seguir, o GMPc ativa proteina quinases intracelulares (PKG) que
consomem o estoque de quinases de cadeia leve de miosina (MCLK) necessario a manutencgédo
do tonus vascular. Em consequéncia, o musculo liso vascular relaxa (CHINKERS;
GARBERS, 1991; LINCOLN; CORNWELL, 1993; LINCOLN; CORNWELL; TAYLOR,
1990).

A FBut relaxou o ténus induzido pela noradrenalina na aorta de rato com endotélio
integro, mas o efeito ndo foi suprimido pela destrui¢cdo mecanica do endotélio, indicando uma
vasodilatacdo produzida pela FBut por mecanismo independente da sintese de NO.

O mecanismo de vasodilatacdo independente de endotélio mais conhecido esta
relacionado ao bloqueio do influxo e da mobilizacdo intracelular de ions célcio nas fibras
musculares lisas (LEDOUX et al, 2006; YOUNG; SCHUMAN; ZHANG, 2001). No entanto,
a concentracdo de célcio livre no citoplasma de células musculares lisas de Utero de rata
incubadas na presenca da FBut de P. sprucei, ndo foi alterada comparativamente aos controles
estimulados com KCIl 70 mM. Estes resultados ndo comprovaram o bloqueio do influxo de
calcio, ou a inibicdo da mobilizacdo de calcio intracelular na presenca dos extratos de P.
sprucei. Portanto, a acdo vasodilatadora produzida pela FBut na aorta in vitro ndo foi evidente
e ndo explicou a toxicidade dos extratos in vivo.

A toxicidade dos extratos de P. sprucei € tardia, dependente da dose e da via utilizada
para administracdo. A administracdo oral da FBut (0,3 g/kg) nao foi letal apos 24 horas, mas

todos os animais apresentaram contor¢des e tremores de pequena intensidade; a dose de 0,1
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o/kg, i.p. da FBut foi letal em 24 horas em todos os animais tratados e a injecdo de 3,0 mg/kg,
e.v. (0,003 g/kg) produziu alteracBGes pressoricas intensas, o que nos levou a relacionar a
toxicidade da FBut a alteracdes hemodindmicas. De fato, os camundongos tratados com as
fracdes F3 e F4 i.p. mostraram sinais de toxicidade crescentes com contor¢cdes abdominais,
tremores e dificuldade de locomocdo nas trés primeiras horas, acompanhadas posteriormente
de extremidades cianoticas, quietacdo, piloerecdo e ptose. No entanto, os animais ndo
perderam o reflexo de endireitamento, indicando que a acdo toxica ndo ocorreu por acao
direta no SNC, ou por paralisia muscular esquelética. Aparentemente, alteracGes
hemodinamicas, talvez choque cardiovascular, sdo responsaveis pela toxicidade dos extratos.
AlteracOes cardiovasculares produzidas pelas fragdes da P. sprucei foram observadas
na pressdo arterial e na frequéncia cardiaca. Como a pressao arterial € o produto entre o débito
cardiaco e a resisténcia periférica oferecida pelos vasos ao fluxo sanguineo, os efeitos
observados podem levar a alteracbes hemodinamicas. As experiéncias in vitro mostraram,
porém, que o miocardio e o tbnus da aorta ndo sdo grandemente alterados pela incubacéo da
FBut e das fracdes semipurificadas por periodos curtos (30 min). Portanto, deve ser pensado
que a toxicidade cardiovascular possa ocorrer por exposicao prolongada as fracbes, ou que 0
efeito toxico ndo tenha sido produzido diretamente pelas fragdes do extrato, mas sim por
compostos produzidos no metabolismo hepatico, capazes de deprimir a contratilidade cardiaca
e a reatividade vascular. Ndo existem evidéncias experimentais que favorecam uma dessas
hipdteses. A inspecdo dos animais na necropsia mostrou, porém, que o figado dos animais
tratados com o EA (1,0 g/kg, v.0.) ou F4 (0,019 g/kg) apresentou coloragdo esbranquicada,
indicativa de diminuicdo acentuada da perfusdo sanguinea (choque cardiovascular). No

entanto, até o fechamento deste trabalho, ndo foram excluidas outras alteracdes metabdlicas.
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Os extratos da P. sprucei foram toxicos por via oral;

O EA e a FBut administrados na luz duodenal inibiram a secre¢do &cida em
camundongos com ligadura pildrica; a inibicdo foi maior na secrecéo estimulada pela

histamina que na estimulada por betanecol;

A atividade da H'-K"-ATPase nio foi inibida na presenca do EA;

O EA teve acdo antiulcerogénica em roedores; a acdo antilcera pode ser explicada

pela inibicdo da secrecdo estimulada pela via histaminérgica;

A Fracdo F4 purificada da FBut inibiu a secrecéo acida;

A hipotenséo e bradicardia iniciais produzidas pela FBut em ratas anestesiadas ndo sao
devidas a bloqueio alfa-adrenérgico, ou a atividade colinomimética direta; a
hipotensdo e bradicardia secundarias sdo explicadas por acdo vagal reflexa,
provavelmente ativada via quimiorreceptores. A hipotensdo inicial foi relacionada a
acdo da fracdo F1 e a hipotenséo prolongada a fracéo F3.

e A FBut relaxou o ténus adrenérgico da aorta de rato (efeito maximo = 20%); o
relaxamento vascular ndo foi explicado por liberacdo de NO endotelial, ou por
inibicdo do influxo de ions célcio. As fracdes purificadas ndo relaxaram o ténus
vascular;

e A acdo toxica dos extratos da P. sprucei ocorreu por exposi¢do prolongada as fragdes

da P. sprucei. Os efeitos obtidos com administracdo aguda foram evidentes e as vezes
intensos, mas ndo foram letais. E possivel que o efeito toxico ndo tenha sido
produzido diretamente pelas fragfes do extrato, mas sim por compostos originados no

metabolismo hepaético.
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A P. sprucei é planta Amazoénica conhecida como caferana. O cha das folhas e das
raizes é utilizado na medicina popular na dor de estdmago, em febres, como vermifugo e para
tratar malédria. O uso popular ndo considera a toxicidade da planta, ocasionalmente
mencionada em estudos com extratos nao padronizados.

Neste trabalho, o extrato aquoso (EA) de caferana coletada e identificada em Manaus
foi padronizado com metodos quimicos e suas atividades in vivo e in vitro foram avaliadas
com metodologia farmacoldgica classica. O EA foi particionado em n-butanol e o0s
mecanismos das acdes estudados com a fracdo butandlica (FBut) semipurificada. Com a
purificacdo secundaria da FBut em 4 fracbes (F1, F2, F3 e F4) identificadas pelo tempo de
retencdo dos picos do cromatograma em CLAE, a atividade correspondente a cada fracao foi
avaliada.

Nos testes in vivo em ratos e camundongos, a administracdo oral do EA e da FBut
produziu alteracGes pouco especificas do comportamento apds 8 horas da administracdo. A
hipotermia produzida pelo EA foi o sinal mais relevante da atividade toxica produzida por
dose elevada do EA, que matou os animais em 24 horas. Nenhum outro efeito especifico de
depressdo ou estimulacdo do sistema nervoso central foi evidente. Comparativamente aos
outros efeitos farmacol6gicos observados, a toxicidade da FBut foi menor que a do EA. Estes
resultados sugeriram que a toxicidade poderia estar relacionada as substancias polares que
estariam concentradas na fase aquosa (FA) resultante da particdo do EA com n-butanol. A FA,
no entanto, ndo foi toxica na mesma dose das demais fracoes.

O EA administrado por via oral em doses subletais, reduziu as Ulceras gastricas
desencadeadas por estresse a frio; o EA e a FBut inibiram a secrecdo &cida gastrica induzidas
pelos secretagogos naturais em ratas, mas a atividade da H*-K*-ATPase ndo foi inibida in
vitro. O efeito gastrico foi mimetizado pela fracdo F4, que contem 0S compostos menos

polares do EA e da FBut.
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Em ratos anestesiados, a injecdo e.v. de FBut provocou hipotensdo inicial rapida e
bradicardia reversiveis, seguidas de hipotensdo secundaria mais intensa e duradoura, também
relacionada a bradicardia. Estes ultimos efeitos foram blogueados pela atropina e pela
vagotomia indicando tratar-se de acdo vagal reflexa, provavelmente mediada por estimulo de
quimiorreceptores. A favor dessa conclusdo, em miocardio de ratos in vitro a FBut ndo inibiu
0 inotropismo, nem reduziu a frequéncia de batimentos espontaneos do atrio direito. O efeito
hipotensor inicial foi mimetizado pelas fracdes F1 e F3, mas apenas a F3 reproduziu a
hipotensao e a bradicardia tardias.

Em anéis de aorta de rato com endotélio integro, a FBut relaxou o ténus induzido pela
noradrenalina apenas em concentracdo elevada. Nenhuma fracdo purificada teve o mesmo
efeito vasodilatador.

Em concluséo, o extrato aquoso da caferana é eficaz, mas é toxico. Em doses subletais,
os efeitos mais evidentes foram no trato gastrintestinal e na pressdo arterial. A inibicdo da
secrecdo acida induzida fisiologicamente pela histamina, ou pela acetilcolina, pode explicar a
protecdo contra dor de estbmago e Ulceras gastricas mencionadas no uso popular; o
hipotensora dos extratos e fracGes ndo foi relacionada a uma acao especifica dependente do
endotélio, ou a inibicdo do influxo de ions célcio. Os extratos produziram bradicardia
persistente in vivo e in vitro aparentemente por estimulo de quimiorreceptores, acao que pode
ser toxica a longo prazo. Os efeitos hemodindmicos obtidos com administracdo aguda foram
evidentes e as vezes intensos, mas ndo foram letais. E possivel que o efeito toxico letal ndo
tenha sido produzido diretamente pelas fragdes do extrato, mas sim por compostos originados
no metabolismo hepatico capazes de deprimir a contratilidade cardiaca e a reatividade

vascular.



REFERENCIAS



119

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA/MINISTERIO DA SAUDE
(ANVISA/MS). Resolugdo RDC n° 14, de 31 de Margo de 2010. Dispde sobre o registro de
medicamentos fitoterapicos. D.O.U. de 5/04/2010. Disponivel em: www.fcfrp.usp.br. Acesso
em: 23 junho 2010.

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA/MINISTERIO DA SAUDE
(ANVISA/MS). Medicamentos fitoterdpicos. Disponivel em:
www.anvisa.gov.br/medicamentos/fitoterapicos/definicao.htm. Acesso em: 29 setembro 2011.

ALMEIDA, M. M. B. et al. Ocorréncia e atividade bioldgica de quassinoides da Gltima
década. Quimica Nova. v. 30, n. 4, p. 935-951, 2007.

AMORIM, R. C. N.; POHLIT, A. M. Picrolemma sprucei Hook f.: Uso Tradicional,
principios ativos e seus derivados semi-sintéticos, exploracdo commercial e econémica.
Revista Fitos. v. 2, n. 1, p. 19-26, jun./set. 2006.

ANDRADE-NETO, V. F. et al. In vitro inhibition of Plasmodium falciparum by substances
isolated from Amazonian antimalarial plants. Mem. Inst. Oswaldo Cruz. v. 102, n. 3, p. 359-
365, jun. 2007.

ARCHER, J. Tests for emotionality in rats and mice. Anim. Behav. v. 21, n. 2, p. 205-235,
1973.

ARRAIGA, A. M. C. et al. Chemical constituentes of Simarouba versicolor. An. Acad. Bras.
Cienc. v. 74, n. 3, p. 415-424, 2002.

AZEVEDO, C. M. A. Bioprospeccdo: Coleta de materiais bioldgicos com a finalidade de
explorar os recursos genéticos. 2. ed. revisada. Caderno n. 17. Sdo Paulo: Conselho Nacional
da Reserva da Biosfera da Mata Atlantica, 2003. 35 p.

BALUNAS, M. J., KINGHORN, A. D. Drug discovery from medicinal plants. Life Sciences.
v. 78, p. 431-41, 2005.

BARROQOS, F. C. COSTA, S. S. Germination of Picrolemma sprucei in a greenhouse
invironment. Journal of Research in Biology. v. 2, n. 3, p. 1-3, 2012.

BARROQOS, Francisco Cleber, et al. Livro da Caferana. Trabalho ndo publicado.


http://www.fcfrp.usp.br/

120

BARROS, F. C.; POHLIT, A. M.; CHAVES, F. C. M. Crescimento de caferana (Picrolemma
sprucei Hook. f.) em funcdo do tamanho da muda. In: SIMPOSIO DE PLANTAS
MEDICINAIS, XV, Manaus, 2004.

BERRIDGE, M. J. Elementary and global aspects of calcium signalling. Journal of
Phy8iology. v.499, n. 2, p. 291-306. 1997.

BERTANI, S., et al. Evaluation of French Guiana traditional antimalarial remedies. Journal of
Ethnopharmacology. v. 98, p. 45-54, 2005.

BIONDO, T. M. A. et al. Antisecretory actions of Baccharis trimera (Less.) DC aqueous
extract and isolated compounds: Analysis of underlying mechanisms. Journal of
Ethnopharmacology. v. 136, p. 368-373, 2011.

BOISSIER, J. R, et al. Tentative de pharmacologie previsionelle dans de domain des
neuroleptique: actions sedative centralle et adrenolytique de la N (dimethoxy-3, 4 phenethyl)
N(chloro-2 phenyl) piperazine. Arch. Int. Pharmacodyn. Ther. v. 133, p. 29-32, 1961.

BOTSARIS, A. S. Plants used traditionally to treat malaria in Brazil: the archives of Flora
Medicinal. Journal of Ethnobiology and Ethnomedicine. v. 18, n. 3, p. 1-8, 2007.

BRADFORD, M. M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem. v. 72, p.
248-54, 1976.

BRODDE, O. E.; MICHEL, M. C. Adrenergic and Muscarinic Receptors in the Human Heart.
Pharmacological Reviews. v. 51, n. 4, p.651-689,1999.

CAMPAGNOLE-SANTOS, M. J.; HAIBARA, A. S. Reflexos cardiovasculares
e hipertenséo arterial. \Ver. Bras. Hipertens., v. 8, n. 1, p. 30-40, jan./mar. 2001.

CARLINI, E.A. et al. Pharmacology of lemongrass (Cymbopogon citratus Stapf). IlI.
Assessment of eventual toxic, hypnotic and anxiolytic effects on humans. J. Ethnopharmacol.
v.17,n. 1, p. 75-83, 1986.

CARVALHO, A. C. B. et al. Aspectos da legislacdo no controle dos medicamentos
fitoterapicos. T&C Amazobnia, ano. 5, n. 11, p. 26-32, jun. 2007.

CHINKERS, M.; GARBERS, D. L. - Signal transduction by guanylyl cyclases. Annual
Review of Biochemistry. v. 60, p. 553-575, 1991.



121

CONSTANZO, L. S. Fisiologia. 2. ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2004. 492 p.

COSTALL, B.; NAYLOR, R. J.; NOHRIA, V. Climbing behaviour induced by apomorphine
in mice: A potential model for the detection of neuroleptic activity. European Journal of
Pharmacology.v. 50, n. 1, p. 39-50, 1978.

DAIDO, M. et al. Antifeedant and insecticidal activity of quassionoids against the
diamondback moth (Plutella xylostella) and structure-activity relationships. Bioscience,
Biotechnology, and Biochemistry, v. 59, n. 6, p. 974-979, 1995.

DEWICK, P. M. Medicinal natural products: A biosynthetic approach. 2. ed. Chicherster:
Jonh Wiley & Sons, 2002. 507 p.

DUKE, J. A.; VASQUEZ, R. Amazonian Ethnobotanical Dictionary. USA: CRC, 1994. p.
137.

DUSSE, L. M. S.; VIEIRA, L. M.; CARVALHO, M. G. Revisao sobre 6xido nitrico. Jornal
Brasileiro de patologia e medicina laboratorial. v. 39, n. 4, p. 343-350, 2003.

FANDEUR, T.; MORETTI, C.; POLONSKY, J. In vitro and in vivo assessement of the
antimalarial activity of sergeolide. Panta Med. v. 51, n. 1, p. 20-3, 1985.

FEELISCH, M.; NOACK, E. Nitric oxide (NO) formation from nitrovasodilators occurs
independently of hemoglobina or non-heme iron. European Journal of Pharmacology. v. 142,
n. 3, p. 465-469, 1987.

FERNANDES, C. N. et al. Investigation of the mechanisms underlying the gastroprotective
effect of Cymbopogon citratus essential oil. Journal of Young Pharmacists. v. 4, p. 28-32,
2012. Disponivel em: http://www.jyoungpharm.in/article.asp?issn=0975-
1483;year=2012;volume=4;issue=1;spage=28;epage=32;aulast=Fernandes. Acesso em: 10
junho 2012.

FOGLIO, M. A. et al. Plantas medicinais como fonte de recursos terapéuticos: um modelo
multidisciplinar. MultiCiéncia, Sdo Paulo, v. 7, outubro. 2006.

FORTE, J. G.; ZHU, L. Apical recycling of the gastric parietal cell H, K-ATPase. Annu. Rev.
Physiol. v. 72, p. 273-96, 2010.


http://www.jyoungpharm.in/article.asp?issn=0975-1483;year=2012;volume=4;issue=1;spage=28;epage=32;aulast=Fernandes
http://www.jyoungpharm.in/article.asp?issn=0975-1483;year=2012;volume=4;issue=1;spage=28;epage=32;aulast=Fernandes

122

FOSTER, R. Environmental and conservation programs neotropical live plant photos.
Disponivel em: http://fm2.fieldmuseum.org/plantguides/view.asp?chkbox=9402.
Acesso em 12 novembro 2012.

FRANCA, I. S. X. et al. Medicina popular: beneficios e maleficios das plantas medicinais.
Rev. Bras. Enferm, Brasilia, v. 61, n. 2, p. 201-8, mar./abr. 2008.

FURTADO, R. D. Implica¢des anestésicas do tabagismo. Rev. Bras. Anestesiol. v. 52, n. 3, p.
354-367, 2002.

FURCHGOTT, R. F.; ZAWADZKI, J. V. The obligatory role of the endothelium in the
relaxation of arterial smooth muscle by acetylcholine. Nature. v. 288, n. 5789, p. 373-376,
1980.

FURCHGOTT, R. F. The role of endothelium in the responses of vascular smooth muscle to
drugs. Annu Ver. Pharmacology Toxicol. v. 24, p. 175-197, 1984.

GAMBERINI, M. T. Inhibition of gastric secretion by a water extract from Baccharis triptera
Mart. Memorias do Instituto Oswaldo Crus. v. 86, p. 137-139, 1991.

GIRARDI, J. M.; GIRARDI, F. A.; PETERS, V. M. Endotélio vascular e efeitos das Estatinas.
HU Rev., Juiz de Fora, v.32, n.1, p. 21-25, jan./mar. 2006.

GILES, A. R. Guidelines for the use of animals in biomedical research. Thromb. Haemost.
v.58, p.1078-1984, 1987.

GRENAND, P.; MORETTI C.; JACQUEMIN, H. Pharmacopees traditionnelles en Guyane,
Guyane Frangaise. Paris: Edition de L’Orstom, 1987. 570 p.

GRGIC, I. et al. Endothelial Ca2+-activated K+ channels in normal and impaired EDHF-
dilator responses — relevance to cardiovascular pathologies and drug Discovery. British
Journal of Pharmacology, v. 157, p. 509-526, 2009.

GUIMARAES et al. Comportamento dos Quimiorreflexos Central e Periférico na
Insuficiéncia Cardiaca. Arg. Bras. Cardiol., S&o Paulo, v. 96, n. 2, p. 161-167, 2011.


http://fm2.fieldmuseum.org/plantguides/view.asp?chkbox=9402

123

HARIPRASATH, L.; JEGADEESH, R.; RAAMAN, N. Gastroprotective effect of Senecio
candicans DC on experimental ulcer models. Journal of Ethnopharmacology, v. 140, p. 145-
150, 2012.

HOSSEIN, S. S. M.; VICENZI, F. F,; HINDS, T. R. Simultaneous measurement of multiple
membrane ATPases in microtiter plates. J. Pharmacol Toxicol Methods, v. 30, p.103-110,
1993.

IRAZ, M. et al. Role of vagal activity on bradicardic and hypotensive effects of caffeic acid
phenethyl ester (CAPE). Cardiovascular Toxicology. v. 5, n. 4, p. 391-396, 2005.

IRWIN, S. Comparative observation assessment: in a systematic quantitative procedure for
assessing the behavioral and physiologic state of the mouse. Psychopharmacology. v. 13, p.
222-257, 1968.

KONTUREK, et al. Brain-gut and appetite regulating hormones in the control of gastric
secretion and mucosal protection. Journal of physiology and pharmacology. v. 59, p. 7-31,
2008.

LAPA, A. J. et al. Métodos de avaliacdo da atividade farmacoldgica de plantas medicinais.
Campinas: Sociedade Brasileira de plantas medicinais. 2008. 144p.

LAPA, A. J. Importancia da Farmacologia tradicional e novas descobertas no estudo das
plantas medicinais. Revista Arc Cvrandi. v. 28, p. 46-52, nov/dez. 1995.

LE COINTE, P. Arvore e plantas Gteis (Amazonia brasileira 111). Sao Paulo:
Companhia Editora Nacional, 1947. 92 p.

LEDOUX, J. et al. Calcium-activated potassium channels and the regulation of vascular tone.
Physiology, v. 21, p. 69-79, 2006. Disponivel em: physiologyonline.physiology.org . Acesso
em: 9 junho 2012.

LIDERT, et al. Insect antifeedant and growth inhibitory activity of forty-six
quassinoids on two species of agricultural pests. Journal of Natural Products. v. 50,
n. 3, p. 442-448, 1987.

LIN, M. T. et al. Haloperidol produces hypothermic effects in rats. Experientia. v.
35, p. 1469-1470, 1979.



124

LINCOLN, T. M.; CORNWELL, T. L.; TAYLOR, A. E. cGMP-dependent protein kinase
mediates the reduction of Ca** by cAMP in vascular smooth muscle cells. The American
Journal of Physiology. v. 258, p. C399-407, 1990.

LINCOLN, T. M.; CORNWELL, T. L. Intracellular cGMP receptor proteins. FASEB Journal.
V. 7, p. 328-338, 1993.

LULLMANN, L.; MOHR, K. Farmacologia-texto e atlas. 4 ed. Porto alegre: Artemed,
2004.381p.

MACE, L. C. et al. Influence of age and run training on cardiac Na*/Ca®* exchange. J Appl
Physiol.v. 95, p. 1994-2003, 2003.

MACEDO, A. F.; OSHIIWA, M.; GUARIDO, C. F. Ocorréncia do uso de plantas medicinais
por moradores de um bairro do municipio de Marilia-SP. Rev. Ciénc. Farm. Basica Apl., v. 28,
n. 1, p. 123-128, 2007.

MCQUAID, K. R. In: Farmacos utilizados no tratamento das doencas gastrintestinais
Farmacologia bésica e clinica. Rio de Janeiro, 2005. 9 ed. p.867-891.

MALONE, M. H.; ROBICHAUD, R. C. A hippocratic screen for pure or crude drug
materiais. Lloydia, v. 25, n. 4, p. 320-331, 1962.

MARQUES, L. C. O mercado de produtos fitoterapicos. Farmacos e Medicamentos, n.04,
p.43-46. 1999.

MEJIA, A. KRAFT, W. Acid peptic diseases: pharmacological approach to treatment. Exprert.
Rev. Clin. Pharmacol.v. 3, n. 2, p. 1-34, may. 20009.

MESIA-VELA, S. et al. In vivo inhibition of gastric acid secretion by the aqueous extract of
Scoparia dulcis L. in rodents. Journal of Ethnopharmacology. v. 111. p. 403-408, 2007.

MILLIKEN, W. Traditional anti-malarial medicine in Roraima, Brazil. Economic Botany. v.
51, n. 3, p. 212-237, 1997.

MONCADA, S. Nitric oxide the vasculature: Physiology and Pathophysiology. Annals of the
New York Academy of Sciences- Atherosclerosis 1V, v. 811, 1997. P. 60-69. Abstracts.
Disponivel em: http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1749-
6632.1997.tb51989.x/abstract. Acesso em: 10 junho 2012.



http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1749-6632.1997.tb51989.x/abstract
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1749-6632.1997.tb51989.x/abstract

125

MOLINA, M. M. 2005. 135f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas) Estudo do
comportamento do sistema nervoso simpatico e parassimpatico através da anélise da
variabilidade de frequéncia cardiaca em pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca
congestiva classe funcional 11 e 111 associada a disturbios do sono.  Universidade do Vale do
Paraiba, Sdo José dos Campos.

MONTGOMERY, K. C. The relation between fear induced by novel stimulation and
exploratory behavior. J. Comp. Physiol. Phychol. v. 48, n. 4, p. 254-260, 1955.

MORETTI, C. et al. Isolation and struture of sergeolide, a potente citotoxic quassioid from
Picrolemma pseudocoffea. Tetrahedron Letters. v. 23, n. 6, p. 647-650, 1982.

MUHAMMAD, I. et al. A new antimalarial quassi-noid from Simaba orinocensis. Journal of
Natural Products. v. 67, p.772-777, 2004.

NETTO, E.M., et al. Comentério sobre o registro de fitoterapicos. Revista Fitos, v. 1, n. 3, p.
9-17, 2006.

NUNOMURA, R. C. S., et al. In vitro studies of the anthelmintic activity of Picrolemma
sprucei Hook. f. (Simaroubaceae). Acta Amazonica, Manaus, v. 36, n. 3, p. 327-330, 2006.

OIGMAN, W.; FRITSCH, M. T. Antagonistas de canais de calcio. HiperAtivo, v. 5, n. 2, p.
104-109, abr./jun. 1998.

OLBE, L.; CARLSSON, E.; LINDBERG, P. A Proton-pump inhibitor expedition: the case
histories of omeprazole and esomeprazole. Nature reviews. v. 2, p. 132-139, feb. 2003.
OKUNADE, A. L. et al. Antiplasmodial Activity of Extracts and Quassinoids Isolated from
Seedlings of Ailanthus altissima (Simaroubaceae). Phytotherapy Research. v. 17, p. 675—
677, 2003.

OLIVEIRA, C. J.; ARAUJO, T. L. Plantas medicinais: usos crencas de idosos portadores de
hipertensao arterial. Revista eletrdnica de enfermagem. v. 9. n. 1, p. 93-105, 2007. Disponivel
em: http://www.fen.ufg.br/revista/v9/n1/v9n1a07.htm. Acesso em: 10 maio 2011.

PAIVA, T. B.; FARIAS, N. C. Mecanismos da contragdo do musculo liso vascular. Rev.
Bras. Hipertens., v.12, n. 2, p. 89-92, 2005.


http://www.fen.ufg.br/revista/v9/n1/v9n1a07.htm

126

PALMER, R. M. J.,; FERRIGE, A. G; MONCADA, S. Nitric oxide release accounts for the
biological activity of endothelium-derived relaxing factors, Nature, v. 327, p. 524-526, jun.
1987.

PALMER, R. M. J.; ASHTON, D. S.; MONCADA, S. Vascular endothelial cells synthesize
nitric oxide from L-arginine, Nature, v. 333, p. 664-666, jun. 1988.

PENITENTE, A. R. Participacdo dos quimiorreceptores carotideos sobre a regulacdo
cardiovascular em ratos desnutridos. 2006. 77f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Bioldgicas) - Universidade Federal de Ouro Preto, Ouro Preto.

PEREIRA, A. M.; LIMA, D. A. L. L. Acordos de bioprospeccao e conhecimento tradicionais:
as licbes de casos nacionais e internacionais. In: Encontro nacional da Anppas, 4, Brasilia,
2008.

PINTO, A. C. et al. Produtos Naturais: Atualidade, desafios e perspectivas. Quimica Nova. v.
25, p. 45-61, 2002.

PIRANI, J.R., THOMAS, W.W. Simaroubaceae in Lista de Espécies da Flora do Brasil.
Jardim Botanico do Rio de Janeiro. Disponivel em:
http://floradobrasil.jbrj.gov.br/2012/FB001307. Acesso em 15 novembro 2012.

OHLIT, A. M., et al. Analise por LC-ESI-MS/MS de infusdo de Picrolemma sprucei. In:
Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 32, Fortaleza, 2009a.

POHLIT, A. M, et al. LC-ESI-MS Determination of quassinoids isobrucein B and
neosergeolide in Picrolemma spruce stem infusions. J. Braz. Chem. Soc. v. 20, n. 6, p. 1065-
1070, 2009b.

POHLIT, A. M., et al. Screening of plants found in Amazonas State, Brazil for activity against
Aedes aegypti larvae. Resvista Acta Amazonica. v. 34, n. 1, p. 97-105, 2004.

POLEZZI, R. C. S. et al. Intercambio de informacdes entre universidade-escola-comunidade
envolvendo uso, cultivo e identificagdo de plantas medicinais, na vila pernambuco, de
Cassilandia, MS. In: Anais do Congresso brasileiro de extensdo universitaria, 2, Belo
Horizonte, 2004.


http://floradobrasil.jbrj.gov.br/2012/FB001307

127

POLONSKY, J.; BHATNAGAR, S.; MORETTI, C. 15-deacety-sergeolide, a potente
antileukemic quassionoid from Picrolemma sprucei. Journal of natural products. v. 47, n. 6, p.
994-996, 1984.

POLONSKY, J. et al. Activity of quassinoids as antifeedants against aphids. Journal of
Chemical Ecology. v. 15, n. 3, p. 993-999, 1989.

QUEZADA, F. et.al. Biotecnologia para el uso sostenible de la biodiversidad — Capacidades
locales y mercados potenciales. Caracas: Corporacion Andina de Fomento, 2005. 114p.
RABON, E.D.; IM, W. B.; SANCHS, G. Preparation of Gastric H", K" - ATPase. Methods
Enzymol. v. 157. p. 649-654, 1988.

REPETTO, M. G.; LLESUY, S. F. Antioxidant properties of natural compounds used in
popular medicine for gastric ulcers. Brazilian Journal Medical and Biological Research. v. 35.
p. 523-534, 2002.

REZENDE, E.A., RIBEIRO, M.T.F. Conhecimento tradicional, plantas medicinais e
propriedade intelectual: biopirataria? Rev. Bras. Pl. Med. v. 7, n. 3, p. 37-44, 2005.

RIBEIRO, J. E. L., et al. Flora da Reserva Ducke: Guia de Identificacdo das Plantas
Vasculares de uma Floresta de Terra-Firme na Amazodnia Central. Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia — INPA: Manaus, 1999. 799p.

RIGATTO, K. V. Curso temporal da hipertensdo induzida pelo bloqueio da sintese do éxido
nitrico: avaliacbes hemodindmicas e bioquimicas. 2002. 140f. Tese (Doutorado em Ciéncias
Biologicas: Fisiologia) - Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre.

RODRIGUES, A. G. Fitoterapia no Sistema Unico de Sadde. In: Anais da Jornada
Catarinense, V, Joinville, 2006. p. 68-69.

ROGERS, J. Cardiovascular Physiology.
Disponivel em: http://www.nda.ox.ac.uk/wfsa/html/u10/u1002_01.htm. Acesso em: 10 junho
2012.

ROSA, C.; CAMARA, S. G; BERIA, J. U. Representacdes e intencio de uso da fitoterapia na
Atencdo basica a saude. Ciéncia saude coletiva. v. 16, n. 1, p. 311-318, 2011.


http://www.nda.ox.ac.uk/wfsa/html/u10/u1002_01.htm

128

ROSA, K. T. Influéncia dos barorreceptores e da pressao arterial na resposta cardiaca a
hipertensdo renovascular em ratos. 2008. 221f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo.

SACHS, G. et al. The Pharmacology of the gastric acid pump: the H*, K ATPase.Annu. Rev.
Pharmacol. Toxicol. v. 35, p. 277-305, 1995.

SANT’ANA, P.J. P.; SAAD, A. L. O contexto brasileiro para bioprospec¢do: a competéncia
cientifico-tecnologica brasileira. Biotecnologia ciéncia e Desenvolvimento, n. 29, p. 32-37,
nov./dez. 2002.

SANTOS, G. M. Estudo da neurotransmissao do quimiorreflexo e do barorreflexo na area A5
de ratos ndo anestesiados. 2007. 104f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas:
Fisiologia e Farmacologia) - Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.

SARAIVA, R. C. G, Estudo fitoquimico de Picrolemma sprucei Hook (Simaroubaceae) e
dosagem dos principios antimalaricos nos chas do caule e raiz. 2001. 70f. Dissertacao
(Mestrado em Quimica de Produtos Naturais) - Universidade Federal do Amazonas, Manaus.

SARAIVA, R. C. G, et al. Anatomia Foliar e caulinar da Picrolemma sprucei Hook
(SIMAROUBACEAE). Acta Amazonica. v. 33, n. 2, p. 213-219, 2003.

SCHEP, L. J.; SCHMIERER, D. M.; FOUNTAIN, J. S. Veratrum poisoning. Toxicological
Reviews. v. 25, p. 73-78, 2006. Disponivel em: www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1695884.
Acesso em: 16 de setembro de 2011 Abstracts.

SCHULTZ, C. et al. Inhibition of the gastric H'K*-ATPase by plectrinone A, a diterpenoid
isolated from Plectranthus barbatus Andrews. Journal of Ethnopharmacology. v. 111, p. 1-7,
2007.

SENAY, E. C.; LVINE, R. J. Synergism between cold and restraint for rapid production of
stress ulcers in rats. Proc Soc Exp Biol Med. v. 124, n. 4, p. 1221-3, 1967.

SHING, T. K.M.; JIANG, Q. Total synthesis of (+)-quassin. J. Org. Chem. v. 65, p. 7059-
7069, 2000.



129

SIANI, A. C.; GILBERT, B. Fitoterapicos: Estratégias para insercéo da fitoterapia em saide
publica. Revista Riopharma. n. 38, p. 18. set/out, 2000. Disponivel em: http://www.crf-
rj.org.br/crf/revista/38/?n=38. Acesso em: 30 de agosto de 2011.

SIELGEL, P. S. A simple electronic device for the measurement of gross bodily activity of
small animals. J. Psychol., v. 21, p. 227-236, 1946.

SILVA, E.; GARRIDO, A. G.; ASSUNCAO, M. S. C. Avaliacdo da perfuséo tecidual no
choque, Medicina, Ribeirdo Preto, v. 34, p. 27-35, jan./mar.2001.

SILVA, E. C. C. et al. Biological activity of neosergeolide and isobrucein B (and two semi-
synthetic derivatives) isolated from the Amazonian medicinal plant Picrolemma sprucei
(Simaroubaceae) Mem. Inst. Oswaldo Cruz. v. 104, n. 1, 2009a.

SILVA, E. C. C. et al. Gram-scale isolation of isobrucein B and neosergeolide from
Picrolemma sprucei Hook. f. Revista Acta Amazonica. v. 39, n. 1, p. 229-232, 2009b.

SILVA, E. C. C. et al. Derivados semi-sintéticos dos quassinoides nesergeolida e isobruceina
B, isolados de Picrolemma sprucei. In: Reunido anual da sociedade brasileira de quimica. 30,
Aguas de Linddia, 2007b.

SILVA, E. C. C. et al. In vitro inhibition of Plasmodium falciparum by neosergeolide and 12-
acetyl neosergeolide. In: Brazilian conference on natural products, 1, Sdo Pedro, 2007a.

SILVERTHORN, D. U. Fisiologia humana: uma abordagem integrada. 5. ed. Porto Alegre:
Artmed, 2010. 992 p.

SIMOES, C. M. O.; SCHENKEL, E. P. A Pesquisa e a producéo brasileira de medicamentos a
partir de plantas medicinais: A necessaria interacdo da industria com a academia. Rev. Brasil.
Farmacog. v. 12, n.1, p.35-40, 2002.

SIXEL, P. J.; PECINALLI, N. R. Caracteristicas farmacolégicas gerais das plantas
medicinais. Infarma. v. 16, n. 13-14, 2005.

SOUCCAR, C. et al. Inhibition of gastric acid secretion by a standardized aqueous extract of
Cecropia glaziovii Sneth and underlying mechanism. Phytomedicine . v. 15. p. 462-469, 2008.

SOUCCAR, C. In: Inibidores da secrecéo &cida e drogas antitlceras pépticas. Bases
moleculares da biologia, da genética e da farmacologia. Sdo Paulo, 2003b. v. 1, p. 309-314.


http://www.crf-rj.org.br/crf/revista/38/?n=38
http://www.crf-rj.org.br/crf/revista/38/?n=38

130

SOUZA, V. C. Botanica Sistematica: guia ilustrado para identificacdo das familias de
faner6gamas nativas e exoticas no Brasil. 2. ed. Nova Odessa: Instituto Plantarum, 2008. 704

p.

SZABO, C. Alterations in nitric oxide production in various forms of circulatory shock New
Horiz. v. 3, p. 2-32, 1995.

TAKAGI, H., et al. Expression of Lewis a, Lewis b, Lewis X, Lewis y, sialyl Lewis a, and
sialyl Lewis x bloodgroup antigens in human gastric carcinoma and normal gastric tissue.
Cancer Res. v. 49, p. 745-752, 1989.

TAVARES, A.; PLAVNIK, F. L. Inibidores do sistema simpatico. HiperAtivo. v. 5, n. 2, p. 91-
96, abri./jun. 1998.

TAYLOR, P. In: Agentes que atuam na juncdo neuromuscular e nos ganglios autonémicos. As
Bases farmacoldgicas da terapéutica. Rio de Janeiro, 1996. p. 131-145.

VALENT]I, V. E. et al. Regulacdo neural do sistema cardiovascular: centros bulbares. Rev..
Neurocien. v. 15, n. 4, p. 317-320, 2007.

VARANDA, E. A. Atividade mutagénica de plantas medicinais. Rev. Ciénc. Farm. Bésica
Apl, v. 27,n. 1, p. 1-7, 2006.

VERBERNE, A. J.; GUYENET, P. G. Medullary pathway of tht Bezold-Jarisch reflez in the
rat. Am. J. Physiol. v.263, n. 6, p. R1195-202, 1992.

VIEIRA, I.J. C. et al. Complete *H and **C chemical shift assignments of new C22-
quassinoid isolated from Picrolemma sprucei Hook by NMR spectroscopy. Magn. Reson.
Chem. v. 38, p. 805-808, 2000.

VIGNERON, M. et al. Antimalarial remedies in French Guiana: A knowledge atitudes and
practices study. Journal of Ethnopharmacology. v. 98, p. 351-360, 2005.

YAO, X.; FORTE, J.G. Cell biology of acid secretion by the parietal cell. Annu. Rev. Physiol.
V. 65. p.103 - 31, 2003.

YOUNG, R. C.; SCHUMANN, R.; ZHANG, P. - Intracellular calcium gradients in cultured
human uterine smooth muscle: a functionally important subplasmalemmal space. Cell
Calcium, v. 29, n. 3, p. 183-189, 2001.



131

YUNES, R. A; PEDROSA, R. C.; FILHO, V. C. Farmacos e fitoterapicos: a necessidade do
desenvolvimento da industria de fitoterapicos e fitofarmacos no Brasil. Revista Quimica
Nova, Sdo Paulo, v. 24, n.1. jan./fev. 2001.

WOLFE, M. M; SOLL, A. H. The physiology of gastric acid secretion. N. Engl. J. Med. v.
319, n. 26, p. 1707-15, 1988.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. The world medicines situation 2011. Traditional
medicines: global situation, issues and challenges. (WHO/EMP/MIE/2011. 2.3). Geneva,
2011.

ZAGO, A. S.; ZANECO, A. Oxido Nitrico, Doencas Cardiovasculares e Exercicio Fisico. Arq
Bras. Cardiol., Sdo Paulo, v. 87, n. 6, p. €264 - €270, dec. 2006.

ZUKERMAN-SCHPECTOR, J.; CASTELLANO, A new quassinoid isolated from
Picrolemma pseudocoffea. Acta Cryst. p. 794-797, 1994.



