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RESUMO

Na regido Amazonica, a Ampelozizyphus amazonicus Ducke, conhecida como
saracura-mird ou cerveja de indio, é utilizada no tratamento de disturbios gastrintestinais,
como anti-inflamatoria, antidoto para veneno de cobra e na prevengdo da malaria. Estudos
quimicos descrevem o isolamento e identificacdo de saponinas triterpénicas como as
principais substancias. Ndo ha relatos da padronizacdo de extratos de A. amazonicus. A
atividade antiplasmodio dos extratos aquoso e etandlico ndo foi comprovada in vitro em
cultura de P. falciparum e nem in vivo em camundongos e galinhas infectados com P. berghei
e P. gallinaceum, respectivamente. A atividade dos compostos isolados ndo foi testada.
Estudos sistémicos dos extratos correlacionando dose-efeito sdo raros. Considerando essas
informacdes, este trabalho propGe a padronizacdo quimica do extrato a ser estudado e a
avaliacdo da farmacodindmica secundaria, principalmente na atividade cardiovascular.
Exemplares da planta nativa foram colhidos em Manacapuru, AM. A alta concentragdo de
saponinas dificultou a extragdo aquosa do pé do caule, optando-se pela extracdo
hidroalcoolica com etanol a 50%, de melhor rendimento, permitindo a particdo em n-butanol
para a separacdo dos componentes quimicos em cromatografia liquida preparativa. Como
referéncia, foram utilizados os seis componentes majoritarios, identificados pelo tempo de
retencé@o e concentracdo de cada pico. O extrato hidroalcoolico e a fracdo butandlica, testados
com protocolos padronizados para a triagem farmacoldgica, mostraram efeito depressor leve
do SNC comprovado com a potenciacdo do sono barbitirico e etéreo. Os extratos produziram
também efeitos do tipo ansiolitico no labirinto em cruz elevado e efeito depressor no teste de
suspensdo pela cauda. Atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria foram detectadas nos
testes da formalina e do edema de pata induzido por carragenina. A fracdo butandlica (Fbut)
protegeu a mucosa gastrica das lesdes induzidas por estresse a frio ou por etanol, mas nao as
induzidas por indometacina, indicando que a atividade anti-Ulcera ndo esta relacionada a
sintese de prostaglandina. A FBut, inibiu a secrecdo gastrica in vivo e a H'-K*-ATPase in
vitro, sugerindo que esse mecanismo pode ser o responsavel pelo efeito antissecretor acido. A
FBut provocou hipotensdo quando administrada cronicamente por via oral e quando injetada
e.v. em ratos anestesiados. O automatismo atrial ndo foi alterado, mas em miocéardio de ratos
foi observado efeito inotropico negativo. Em aorta de rato, a FBut relaxou o ténus
adrenérgico. Esse efeito foi parcialmente bloqueado pela incubacdo prévia com L-NAME ou
destruicdo mecanica do endotélio. Na musculatura lisa, a CEsp da ACh foi aumentada sem
alteracdo do efeito maximo em jejuno de rato; em ducto deferente de rato contraido a adicéo
de noradrenalina, a FBut teve efeito antagonista do tipo ndo- competitivo. Em ducto deferente
despolarizado, a FBut diminuiu a contracdo induzida pela adicdo de CaCl,, indicando
blogueio do influxo de célcio. A capacidade contrdtil do musculo diafragma de rato
estimulado direta ou indiretamente ndo foi alterada. Em ATPases tipo-P isoladas de
mamiferos, a FBut inibiu a atividade da H*,K*-ATPase da mucosa gastrica de porco, mas nio
a Ca**-ATPase da coxa de coelho. Os resultados indicam que a FBut produz hipotensdo que
parece estar relacionada com o relaxamento do tdnus vascular adrenérgico, possivelmente
decorrente da ativacdo da via do NO na célula endotelial. A acdo da FBut na aorta de rato e na
musculatura lisa, indica que outros mecanismos vasodilatadores podem estar envolvidos,
como o bloqueio canais de calcio na musculatura lisa vascular.

Palavras-chave: Ampelozizyphus amazonicus, pressdao arterial, analgesia, SNC,
gastrintestinal



ABSTRACT

In Amazonian region, Ampelozizyphus amazonicus Ducke, known as ‘“saracura-mira” or
“cerveja de indio”, is used to treat gastrointestinal disorders, as an antidote to snake venoms
and to prevent malaria. Chemical studies report the triterpenic saponins as the main
constituents, however, chemical standardization of the extracts are not described. The anti-
plasmodium effect of the aqueous and ethanolic extracts was not observed neither in vitro in
cultured P. falciparum, nor in vivo in mice infected with P. berghei and chickens infected
with P. gallinaceum. The isolated compounds were not tried in these experiments. Studies on
systemic effects of the extracts and dose-effect correlation are scarce. For these reasons, this
work proposes the chemical standardization of the extract and the evaluation of the secondary
pharmacology, mainly in the cardiovascular system. The plant was collected in Manacapuru
(AM). Due to the high concentration of saponins in stems, the extraction was performed in
ethanol 50 % and latter partitioned with n-butanol for the separation of the chemical
compounds in preparative HPLC. Six majoritary compounds, identified by the peaks retention
time and concentration in sample were used as references. The hydroalcoholic extract and its
butanolic fraction have shown a slight CNS depressant effect demonstrated by the
potentiation of the sleeping time induced by pentobarbital and ethylic ether. The extracts also
produced anxiolytic-like effect in the plus maze test and depression in the tail suspension test
in mice. Antinociceptive and anti-inflammatory effects were detected in paw edema induced
by formalin and carrageenan in rats. FBut protected the gastric mucosa against cold stress or
ethanol- induced gastric damage, but not against indomethacin-induced gastric damage. FBut
inhibited the gastric secretion in vivo in mice and the H*-K*-ATPase in vitro, suggesting an
anti-secretory effect. FBut showed hypotensive effect in rats chronically treated per os and in
anesthetized rats after e.v. injection. The atrial automatism was not altered, but negative
inotropic effect was observed in rat myocardium in vitro. In rat aorta, FBut relaxed the
adrenergic tonus. This effect was partially blocked by L-NAME pre-incubation or mechanical
destruction of the endothelium. In rat isolated jejunum, the ECs, of the ACh was increased,
however, the maximum contraction was not altered. In rat isolated vas deferens adrenergic
contraction, the FBut showed non-competitive antagonistic effect. In depolarized vas
deferens, the FBut decreased the contraction induced by CaCl,, suggesting a calcium influx
blockade. In rat isolated diaphragm, the directly or indirectly contractions induced by
electrical stimulation of the muscle was not altered. In mammalian P-type ATPases, FBut
inhibited the gastric H*,K*-ATPase, but did not inhibit the Ca®*-ATPase in vitro. The results
indicate that hypotension produced by FBut seems to be related to the relaxation of the
adrenergic vascular tonus, possibly due to the activation of the NO synthesis in the
endothelial cells. The FBut effects in rat aorta and smooth muscles indicate that other
vasodilatory mechanism(s) may be involved, probably calcium channel blockade in vascular
smooth muscle.

Key words: Ampelozizyphus amazonicus, arterial pressure, analgesia, CNS, gastrintestinal
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As plantas medicinais constituem importante fonte para obtencdo de moléculas a
serem exploradas por sua potencialidade terapéutica. De fato, estima-se que 20% da
biodiversidade mundial esta concentrada na Amazonia (BRASIL, 2003; MITTERMEIER et
al., 1998) e, com boa margem de acerto, a probabilidade de encontro de moléculas bioativas é
muito maior que em &reas indspitas, ou ja degradadas, e por isso menos biodiversas.
Portanto, a riqueza da Amazoénia esta onde estiverem as aguas, a flora, e a fauna; Manaus, no
centro da floresta e ao lado dos rios que trazem a ela os ribeirinhos, € um local estratégico
para estudo do potencial farmacol6gico dos recursos naturais.

Do manancial vegetal, as plantas vasculares que se destacam na floresta sempre foram
as mais estudadas; entretanto, como poucas areas geograficas foram exploradas
botanicamente, o conhecimento das espécies presentes e suas relacdes filogenéticas é
pequeno. Nesse sentido, a coleta aleatdria e esparsa das espécies nativas mais exuberantes,
pouco tem ajudado na avaliagédo das influéncias do ecossistema sobre as plantas (RIBEIRO et
al., 1999). Além disso, inimeros microrganismos convivem no mesmo ecossistema
amazbnico. O papel e a influéncia dessa biota microbiana na estruturacdo biologica
ambiental, na densidade, no crescimento e na adaptacdo regional das espécies sdo quase
desconhecidos. Por exemplo, o progresso rapido da biotecnologia tem mostrado que a
infeccdo vegetal por microrganismos endofiticos - virus, fungos e bactérias - pode modular a
expressdo génica dos metabolitos secundarios das plantas superiores (RYAN et al., 2008;
STROBEL et al., 2004), controlando dessa forma, a concentracdo desses compostos na seiva
e nos Orgaos vegetais. A utilidade desses compostos para a planta € pouco conhecida; alguns
postulam atividade defensiva e sintese em condicdes de estresse (BENNETT,
WALLSGROVE, 1994; CROTEU et al., 2000); o que se conhece, é que compostos do
metabolismo secundario de muitas espécies sdo capazes de atrair, repelir, inibir o crescimento,

ou alterar a homeostasia de animais e plantas do mesmo convivio geografico.
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Por estas razdes, do ponto de vista farmacoldgico, é dificil expressar valores
quantitativos da biodiversidade amazonica que ndo sejam valores subjetivos influenciados
pelos sucessos histéricos (LEE, 2002a) e pela necessidade futura de medicamentos
inovadores, cuja descoberta tem sido decrescente ha quase duas deécadas (BOOTH;
ZEMMEL, 2004; DREWS, 2000).

Na Amaz6nia, 0 ecossistema da floresta tropical, ao mesmo tempo em que da
subsisténcia e protecdo ao homem, abriga também vetores de doencas humanas cuja
propagacdo torna-se inevitavel. No dia a dia, as comunidades recorrem a praticas diversas
para prevenir e tratar essas enfermidades endémicas; o uso de plantas medicinais é muito
comum e a fonte dessa informag&o é considerada por alguns uma grande riqueza indigena,
que seguramente 0 € pelo uso humano prolongado (FABRICANT; FARNSWORTH, 2001;
RODRIGUES, 2006; SANTOS et al.,, 2005). No entanto, fora da concepgdo socio-
antropologica da comunidade de origem, a descricdo e 0 uso empirico dessas praticas
tradicionais, podem ter significados e efeitos diferentes (ELIZABETSKY, 2002; ETKIN,
1988). A etnofarmacologia é a area cientifica que estuda essas préaticas populares, seus usos e
beneficios, sua importancia na vida e desenvolvimento de comunidades tradicionais, as
substancias utilizadas e a potencialidade de seu uso terapéutico em enfermidades fora da
comunidade de origem. Esse estudo farmacoldgico conta com concepcdo, protocolos e
técnicas modernas ja incorporadas & maioria das Normas Eticas dos 6rgdos internacionais de
vigilancia e controle da saide (ANVISA, FDA e ICH).

Este trabalho estudou a farmacologia pré-clinica de Ampelozizyphus amazonicus,
planta amazénica utilizada para prevenir malaria. A malaria é doenca humana, talvez a
endemia mundial mais preocupante do momento pela incidéncia elevada (WHO, 2009), pelo
insucesso momentaneo para obtencdo de vacina eficaz (WINZELER, 2008), e pelo

desenvolvimento crescente da resisténcia do plasmédio a maioria dos medicamentos
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conhecidos (WHO, 2008). E preocupante pensar que a falta de medicamentos eficazes podera
ocorrer futuramente (WONGSRICHANALAI et al., 2002). Portanto, é prioritério investir na
obtencdo de novos produtos com essa atividade, produtos que sejam eficazes, baratos e
acessiveis as populac@es de baixa renda.

Os estudos nesta area sdo numerosos e abrangentes, incluindo pesquisas de novas
drogas, vacinas, além do desenvolvimento de novas técnicas diagndsticas e aprimoramento
dos estudos in vitro (MURRAY et al., 2003; SATTABONGKOT et al., 2006).

O genoma dos parasitas (plasmodios) é dos mais estudados entre os eucariotes (ver
revisio CONWAY, 2007) e muitos alvos moleculares que se prestam a acdo de novos
compostos foram identificados; da mesma forma, marcadores das causas da resisténcia do
protozoéario as drogas antimalaricas foram validados (NTOUMI et al., 2007; TALISUNA et
al., 2004).

Nesse sentido, varios estudos foram direcionados para a obtencdo de anadlogos
sintéticos dos antimaldricos atuais, ou de compostos com estrutura orientada pela
estereoquimica dos alvos moleculares do parasita. Recentemente, foi divulgado o estudo de
mais de 2 milhdes de compostos avaliados quanto a eficacia em culturas de P. falciparum (in
vitro). Desses, aproximadamente 13 mil mostraram-se promissores (GAMO et al., 2010;
GUIGUEMDE et al., 2010). Até o momento, no entanto, a avaliacdo da eficacia in vivo e das
propriedades farmacodinamicas desses compostos, principalmente a biodisponibilidade, os
efeitos sistémicos colaterais e a seguranca farmacologica, ndo foram mostrados.

Mesmo em ndmero muito menor, compostos de origem natural obtidos de estudos
fitogquimicos aleatorios, ou de extratos de plantas de uso popular comunitario, tém sido
sistematicamente estudados. Antimalaricos de origem natural obtidos da Cinchona spp e

Artemisia annua originalmente nativas na Amazo6nia e China, respectivamente, sdao exemplos
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importantes, embora antigos, do sucesso do estudo de plantas para uso nessa enfermidade
(BRAZ FILHO, 2010; LEE, 2002a,b).

De modo geral, a atividade antimaldrica dos compostos utilizados na terapéutica
humana tem sido relacionada a mecanismos envolvendo canais idnicos, enzimas, receptores,
sistemas transportadores e também mecanismos de sinalizacéo intracelular (GAZARINI et al.,
2007; MARCHESINI et al., 2005). De fato, novos compostos que interferem com a
homeostasia idnica de sbédio e potéssio, com a sinalizacdo de céalcio, com proteinas
transportadoras, ou com o controle do volume celular, podem comprometer a viabilidade do
parasita e ser de grande valor terapéutico em espécies resistentes as drogas conhecidas
(GARCIA, 1999). Portanto, é importante avaliar novas drogas quanto a acdo nestes
mecanismos idnicos que controlam a homeostasia do protozoério, lembrando, no entanto, que
proteinas homologas a essas - enzimas, receptores e canais ibnicos - tém as mesmas funcoes
na manutencdo da homeostasia de células humanas.

Nesse particular, estudos evidenciaram que ATPases de Plasmodium falciparum
relacionadas com o transporte de célcio no parasita humano (PfATPase4 e PfATPase6),
guardam grande homologia com a Ca’*-ATPase do reticulo sarcoplasmatico de mamiferos
(DYER et al., 1996; KIMURA et al., 1993). Isto indica que varios mecanismos envolvidos na
regulacdo do Ca** intracelular no Plasmodium spp podem se assemelhar a mecanismos
celulares de mamiferos, e que os alvos protéicos homdlogos (correlatos funcionais) séo
potenciais alvos de uma droga antiparasitaria, ainda que ndo guardem identidade molecular
absoluta (KIMURA et al., 1993). A acdo da artemisinina, por exemplo, foi relacionada ao
blogueio da mobilizacdo de calcio na célula do parasita, uma acdo semelhante a tapsigargina,
que no mamifero bloqueia a Ca*-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (ECKSTEIN-

LUDWIG et al., 2003).
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A especificidade de novos antimalaricos com acdo mediada por estes mecanismos é,
portanto, muito importante para definir a janela terapéutica dos novos medicamentos.

Estudos fitoquimicos mostraram, por exemplo, que varios terpenos (diterpenos,
sesquiterpenos, limondides) e compostos fendlicos como as lignanas, chalconas e auronas,
flavonoides, naftoquinonas e quinonas tém acdo antiparasitaria, a maioria in vitro (KAYSER
et al., 2003; LOPES et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2009).

No Brasil, o estudo sistematico exaustivo de dezenas de plantas brasileiras com
informacdo de uso na maléria, febre e inflamac&o foi realizado pelos grupos de Krettli et al.
(2001) e Brandao et al. (1992a, 1997), utilizando técnicas in vitro e in vivo classicas, que
permitiram a identificacdo de plantas e extratos promissores.

A literatura cientifica, no entanto, ndo contempla nenhum estudo com planta brasileira
que tenha sido avaliada na espécie humana segundo protocolos éticos que considerem a
padronizacdo do extrato, a farmacodinamica primaria, a farmacodinamica secundaria (efeitos
colaterais), a seguranca farmacologica e a toxicologia pre-clinica em mamiferos. Por alguma
razdo indefinida, os estudos foram interrompidos sem que as causas fossem publicadas.
Consequentemente, pouco se sabe dos estudos de eficacia e seguranca das plantas medicinais
brasileiras utilizadas na medicina popular para tratar malaria. O mesmo se diga de todas as
muitas plantas medicinais brasileiras, com outras atividades, que ndo tiveram continuidade
além dos estudos farmacoldgicos pré-clinicos.

Embora a legislacdo brasileira seja menos exigente para fitoterapicos (BRASIL,
2004a, 2004b), métodos padronizados para os estudos de toxicidade pré-clinica foram
contemplados na legislacdo especifica que determina a utilizacdo de amostras padronizadas do
medicamento fitoterapico, ou do derivado vegetal a partir do qual sera produzido o novo

medicamento (BRASIL, 2004c).
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Portanto, a legislacdo ja considera que a atividade do fitoterapico ndo é garantida
apenas pela identificacdo taxondmica do vegetal, embora esta seja essencial para sua selecéo
(LAPA et al., 2004); como realgado acima, a expressdo génica de uma espécie pode ser
influenciada tanto por fatores fisicos do ecossistema, quanto por microrganismos endofiticos
capazes de direcionar a expressdo de metabolitos secundarios, os quais, em ultima andlise, séo
0s compostos que mostram atividade farmacoldgica quando em contato com células animais.
Além disso, mesmo com origem controlada e identificacdo apropriada, 0os métodos de
extracdo da droga vegetal podem selecionar alguns compostos em detrimento de outros,
tornando necessaria a padronizagdo quimica dos extratos ativos em funcdo de marcadores
quimicos responsaveis pela atividade. Finalmente, s6 o conhecimento da concentracdo
relativa dos marcadores quimicos permitird estabelecer a correlagcdo entre causa (compostos
ativos) e efeitos produzidos nos modelos experimentais.

Por tudo isso, a padronizacdo quimica do fitoterdpico € essencial ao estudo
farmacoldgico.

Véarios métodos sdo utilizados para a padronizacdo quimica de extratos vegetais:
particdo em solventes de polaridade diferente, separacdo e purificacdo cromatografica em
diferentes suportes, identificacdo quimica instrumental com técnicas variadas (ressonancia
magnética nuclear, espectrometria de massa e outras) (HANDA et al., 2008). Recentemente,
Tanae et al. (2007) descreveram um método rapido e eficiente para padronizacdo de extratos
polares por CLAE. A conveniéncia desse método, em se tratando de extratos aquosos
usualmente utilizados na medicina popular, seria a preservacdo da mistura de compostos
extraidos por infusdo, polares e menos polares, o que facilita o estudo da atividade

farmacoldgica e a purificacdo bio-orientada dos compostos ativos.
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2.1. Ampelozizyphus amazonicus Ducke

Ampelozizyphus amazonicus Ducke, conhecida como saracura-mird ou cerveja de
indio, & uma espécie endémica na América do Sul com ampla distribuicdo na Amazodnia
brasileira, venezuelana, colombiana, peruana e também no Equador (LIMA, 2006).

No Brasil, € encontrada em florestas de terra firme nos Estados do Amazonas, Para e
Roraima, onde as cascas da raiz e do caule sdo utilizadas para o tratamento de febre, na
prevencdo da malaria e como antidoto para o veneno de cobra (LIMA, 2006; ROSAS et al.,
2007).

A. amazonicus é uma liana lenhosa, com caule torcido, folhas com 3 a 5 nervuras de
primeira ordem. Ocorre em areas de baixio com adjacéncia declivosa, solos argilosos na parte
superior e areno-argilosos na mais baixa, com poucas arvores emergentes (RIBEIRO et al.,
1999). A planta apdia-se nos galhos de plantas-suportes e a diferenciacdo entre essa espécie e
outras trepadeiras semelhantes é possivel devido a cor avermelhada de seu caule e pelo odor
caracteristico de salicilato de metila (NETTO, 2005).

Estudos indicam que essa espécie pode apresentar inflorescéncia bianual, propagar-se
por sementes e sua dispersdo pode ocorrer por gravidade e/ou pela agua e animais (RIBEIRO
etal., 1999; VIANA, 2005).

Segundo Viana (2005), a possibilidade de regeneracdo apds o corte do caule proximo
do solo em plantas adultas, permitiria sua propagacdo por estaquia.

Embora seja muito conhecida e utilizada por moradores do interior do Estado do
Amazonas, constatou-se que, entre estes, ha desconhecimento da época de floracdo e

caracteristicas da flor, fruto e semente (HIDALGO, 2003).
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Figura 1 — Caracteristicas de Ampelozizyphus amazonicus Ducke. A - caule torcido, presenca de arvores
suportes e B - Curso d’agua no local de ocorréncia. Fotos tiradas pela autora, outubro/2007

Figura 2 — Aspectos de Ampelozizyphus amazonicus Ducke. A - crescimento sobre planta suporte e B - cor
avermelhada da entrecasca da espécie. Fotos tiradas pela autora, outubro/2007
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Triterpenos pentaciclicos do grupo lupano, como lupeol, betulina, &cido betulinico e
4cidos carboxilicos foram isolados de extratos cloroférmicos de A. amazonicus (BRANDAO
et al., 1992b).

O lupeol também isolado de Holarrhena floribunda mostrou atividade antiplasmédio
em linhagens de Plasmodium falciparum (FOTIE et al., 2006; KHALID et al., 1986); a
lupenona e &cido betulinico também isolados de Acosmium dasycarpum mostraram atividades
depressora e analgésica em camundongos (ROCHA et al., 1981).

Dos extratos da casca de A. amazonicus foram isolados os compostos apresentados na
figura 03 e também os fitoesteroides: stigmasterol, sitosterol e campesterol (ROSAS et al.,
2007).

Os triterpenos: acido betulinico, betulina, acido ursélico e lupano, ja foram isolados
também das raizes de A. amazonicus (BRANDAO et al., 1993). Os demais compostos 3p-
hydroxylup-20(29)-ene-27,28-didico e acido 2a,3Bdihydroxylup-20(29)-ene-27,28-didico
foram identificados pela primeira vez por Rosas et al. em 2007.

Estudos farmacoldgicos com A. amazonicus (origem indefinida) em camundongos e
galinhas infectadas com P. berghei ou P. gallinaceum mostraram que 0s extratos aquoso e
etanolico da raiz, respectivamente, ndo apresentaram atividade sobre parasitas no estagio
eritrocitico; os animais tratados com os extratos apresentaram alta parasitemia, anemia severa
e maior mortalidade em relacdo aos animais controles, efeito atribuido as saponinas
(KRETTLI et al., 2001). No entanto, o extrato etandlico fresco de uma nova coleta (origem
ndo mencionada) foi ativo contra esporozoitas de P. gallinaceum no estagio exoeritrocitico
primario, reduzindo em 67% a parasitemia em galinhas inoculadas (FERRARI, 1997).

Outros componentes presentes na planta, como as saponinas, afetaram a diurese em
ratos (MEYER et al., 2002). Diniz (2006) demonstrou que as saponinas extraidas de A.

amazonicus Ducke possuem efeito antidiurético, sem afetar significativamente o ritmo de
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filtracdo glomerular. Este efeito envolveria a diminuicdo da concentragdo urinéria de
urodilatina e aumento da atividade da Na*-ATPase.

Dentro da familia Rhamnaceae, outras espécies demonstraram atividade anti-
inflamatoria, citotoxica, genotdxica, neurotoxica, antipirética e hepatoprotetora, relacionadas
ao extrato e compostos puros (LIN et al., 1996). Recentemente, uma nova espécie, A.
guaquirensis, foi identificada na Venezuela (MEIER; BERRY, 2008), mas dela pouco se

conhece.
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Figura 3 — Triterpenos pentaciclicos isolados de Ampelozyziphus amazonicus Ducke (ROSAS et al., 2007)
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2.2. Regulacado da pressao arterial

Os extratos da A. amazonicus produziram hipotensdo arterial muito evidente (vide
resultados).

Sabe-se que a perfusdo sanguinea dos 6rgaos de vertebrados € garantida pela pressao
arterial (PA) que move o sangue ao longo dos vasos, garantindo o bom funcionamento celular
e a remocao dos produtos resultantes do metabolismo corporal. A manutencdo dos niveis
pressdricos € de vital importancia e depende de variacfes do débito cardiaco, da resisténcia
periférica, ou de ambos, sendo controlada pela acdo integrada de diferentes mecanismos
neurais, hormonais, renais e locais (AIRES, 1999; BEUTEL et al., 2006; IRIGOYEN et al.,
2001).

A pressao arterial € o produto do débito cardiaco (DC) e da resisténcia periférica (RP)
ao fluxo do sangue. O deébito cardiaco, por sua vez, é determinado pela freqiiéncia de
batimentos cardiacos (FC) e pela eficiéncia com que o bombeamento cardiaco ejeta o0 sangue
acumulado no ventriculo durante a diastole (volume sistolico) (GUYTON; HALL, 2006;

LOLIO, 1990).

PA=DC x RP
PA = FC x volume sistolico x RP

Alteracdes no débito cardiaco (volume sanguineo, contratilidade do miocardio ou
frequéncia cardiaca) ou na resisténcia periférica (tdnus vascular) modificam a PA.

O controle da PA, momento a momento, é alcancado por reflexos arteriais e ndo
arteriais que detectam e corrigem mudancas na PA basal (barorreceptores), no volume
sanguineo, ou na composicdo quimica (reflexo cardiopulmonar) e alteracdes especificas na
pressdo parcial do oxigénio, dioxido de carbono e no pH do sangue (reflexo quimiorreceptor)

(VASQUEZ et al., 1997).
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Entre os mecanismos de controle da PA em curto prazo, o controle reflexo mediado
pelos pressorreceptores arteriais € considerado 0 mecanismo mais importante. Os
pressoreceptores sdo0 mecanorreceptores constituidos por terminagdes nervosas livres situadas
na adventicia de grandes vasos (aorta e carétida); sdo estimulados por deformacbes das
paredes desses vasos (IRIGOYEN et al.,, 2001). A elevacdo da PA distende e ativa
pressorreceptores que geram potenciais de acdo. Estes sinais elétricos sdo conduzidos via
nervo glossofaringeo (fibras car6tidas) e vago (fibras aorticas) ao nucleo do trato solitario
(NTS) no sistema nervoso central (SNC). Neurdnios secundarios do NTS projetam para o
nucleo dorsal motor do vago (NDMV) e no nicleo ambiguo (NA), excitam neurdnios pré-
ganglionares do parassimpatico e estes se projetam (eferentes vagais) aos ganglios intramurais
do coracdo, aumentando a atividade vagal e diminuindo a FC. Outros neurdnios do NTS
projetam para e excitam o bulbo ventrolateral rostral (BVLR), diminuindo o ténus simpatico,
reduzindo a contratilidade e a frequéncia cardiacas, diminuindo a resisténcia vascular
periférica e, consequentemente, levando a diminuicdo da PA (BEUTEL et al., 2006;
GIULIANO et al., 1989).

A modulacdo da frequéncia dos batimentos cardiacos em mamiferos é funcdo dos
marca-passos atriais localizados no atrio direito. In situ, sua inervacdo extrinseca influencia
positivamente (sistema simpatico) ou negativamente (sistema parassimpatico) a frequéncia de
disparo do marca-passo. In vitro, no entanto, a frequéncia é modulada pela acdo direta das
drogas na excitabilidade nodal. Ativacdo ou inibicdo simpatica pode ser comprovada com
incubagdo de agonistas ou antagonistas dos receptores Pi-adrenérgicos, mas, o bloqueio [3-
adrenérgico in vitro ndo é detectado na frequéncia atrial espontanea. Mais comumente, a
bradicardia induzida in vitro no atrio isolado deve ser explicada por ativacdo de receptores
colinérgicos M, que pode ser identificada com aplicacdo de antagonistas colinérgicos

muscarinicos especificos.
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A ejecdo de sangue durante a sistole cardiaca depende da forca de contracdo do
miocardio ventricular. A avaliacdo de drogas no inotropismo cardiaco in vitro utiliza
preparacdo de &trio, ou de miocardio ventricular. A conveniéncia desta é a auséncia de
automatismo que pode influenciar negativamente a capacidade contratil. O masculo papilar
do ventriculo esquerdo do rato é uma estrutura delgada que permite a nutricdo do miocéardio
por difusdo; esta preparacdo ndo apresenta automatismo, e sua contracdo deve ser controlada
com um marca-passo artificial.

Na maioria das vezes, 0 aumento do inotropismo em ratos esta relacionado a atividade
simpatomimeética, o que pode ser comprovado com a incubacgédo de bloqueadores de receptores
B;-adrenergicos. A depressdo do inotropismo, no entanto, ndo esta relacionada a atividade
colinérgica, mas a depressdo da excitabilidade cardiaca. O registro eletronico da primeira
derivada de contracdo (dP/dt) fornece indicacdo quanto a velocidade de contracdo e
relaxamento do miocardio; a primeira esta relacionada diretamente com a ativacdo do sistema
contratil (potencial de acéo, influxo de calcio, liberacdo de calcio do reticulo sarcoplasmatico,
interacdo do célcio com troponina C, ativacdo do deslizamento das miofibrilas). O dP/dt de
relaxamento indica a velocidade de repolarizacdo e a ativacio da Ca”*- ATPase que promove
a recaptacdo do calcio citoplasmatico livre pelo reticulo endo/sarcoplasmatico, finalizando a
contracao.

2.2.1. Regulacéo endotelial do ténus vascular

O papel do endotélio vascular na modulacdo do estado contratil do musculo liso foi
demonstrado por Furchgott e Zawadzki (1980): os autores observaram que anéis de aorta de
coelho pré-contraidos com noradrenalina relaxavam a concentracdes crescentes de ACh
somente quando o endotélio apresentava-se integro. Ao contrario, quando as células
endoteliais estavam lesadas, a resposta a ACh era nula, ou ocorria vasoconstricdo. A partir

dessas observacOes, 0s autores postularam a existéncia de uma substéncia liberada pelas
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células endoteliais que foi denominada de “fator relaxante dependente de endotélio”
(“endothelium derived relaxing factor” - EDRF). Palmer et al. (1987) identificaram esse fator
como sendo o 6xido nitrico (NO), um gas com alta capacidade de difusdo. Subsequentemente,
foi demonstrado que outros agentes além da ACh, exerciam efeitos diferentes quando na
presenca ou na auséncia do endotélio (FURCHGOTT, 1983). Esses agentes foram
denominados agonistas endoteliais e incluem, entre outros, a serotonina, a bradicinina, a
substéancia P, a histamina e a noradrenalina (Figura 4).

Embora esses agonistas desencadeiem a liberagdo de fatores relaxantes endoteliais,
sabe-se que a acdo regulatoria do endotélio no musculo liso é exercida através da sintese e
liberacdo de uma variedade de substancias, algumas produzindo relaxamento do masculo liso
para provocar vasodilatacdo, outras produzindo contracdo com aumento da resisténcia
vascular. As substancias produzidas pelo endotéelio possuem grande diversidade, variando de
pequenas moléculas, como o NO e radicais livres de oxigénio, a prostandides e moléculas de
adesdo, peptideos e proteinas como a endotelina e fatores de crescimento. Os fatores
derivados de endotélio tém efeitos contrastantes na atividade contratil do musculo liso
vascular e também interagem com outros mediadores em diferentes niveis da cadeia contratil,
produzindo uma regulacdo endotelial muito complexa do tonus vascular (VANE et al., 1990).
O balanco entre a acdo dos vasodilatadores e dos vasoconstritores determina o estado contratil
das células do musculo liso. A regulacdo do ténus vascular ¢ também significativamente
modificada por outros processos independentes de endotélio. Estes incluem: reatividade do
musculo liso vascular a agonistas (que agem em receptores na superficie da membrana
celular, ou em segundos mensageiros intracelulares), atividade simpatica ou ativacdo do
sistema nervoso central e a acdo de hormoénios como a angiotensina Il e o peptideo

natriurético atrial (PANZA, 2000).
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A principal substancia liberada pelo endotélio para regular o ténus vascular € o NO
formado a partir do aminoéacido L-arginina pela acdo da enzima sintase do 6xido nitrico
(NOS) (PALMER et al., 1987, PALMER et al., 1988). Trés isoformas dessa enzima s&o
descritas:

- Tipo I (NOS 1 ou nNOS), primeiramente identificada em neurdnios centrais e
periféricos, embora também seja encontrada fora do sistema nervoso. E expressa
constitutivamente e sua ativacido depende da elevacdo de concentragdes intracelulares de Ca®*
ligado a calmodulina (CaM) (LINCOLN et al., 1997).

- Tipo 1l (NOS Il ou iNOS), indutivel e age independentemente das concentragdes
intracelulares de Ca®* (STUEHR et al., 1991). Requer calmodulina para sua ativacdo, mas é
ativada mesmo na presenca de baixas concentracdes de Ca®*. E encontrada nas células de
musculo liso vascular, macréfagos e, em menor extensdo, nas plaquetas. Usualmente, requer
citocinas ou lipopolissacarideos para sua ativacdo (LINCOLN et al., 1997).

- Tipo 111 (NOS Il ou eNOS), primeiramente purificada e clonada a partir de células
do endotélio vascular (LAMAS et al., 1992; POLLOCK et al.,, 1991), mas tambem
encontrada em cardiomiocitos (BALLINGAND et al., 1993) e plaquetas (MEHTA et al.,
1995). Como a NOS I, é expressa constitutivamente e sua ativacdo € pela fosforilagdo de
varios residuos de serina através de proteinas quinases (BUTT et al., 2000; DIMMELER et
al., 1999).

As NOS | e Il constitutivas produzem pequenas quantidades de NO por curtos
periodos de tempo. Em células endoteliais, por exemplo, estimulos como o atrito do sangue
(pressdo de cisalnamento), ou a ativacdo de receptores de membrana por agonistas como a
ACh, aumentam a concentragdo de Ca®* intracelular por aumento na producdo de IP; e
liberacdo de Ca®* do reticulo sarcoplasmatico (BOULANGER; VANHOUTTE, 1997). Apds

interacdo com a calmodulina (CaM), o complexo Ca®*/CaM ativa a NOS | ou NOS Il que
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catalisam a oxidag&o do nitrogénio do grupamento guanidino da L-arginina, formando NO e
L-citrulina em duas etapas, com a formacdo do intermediario N®- hidroxi-L-arginina
(KERWIN et al., 1995; MARLETTA, 1988, 1993). O NO produzido, por sua vez, difunde-se
facilmente para o masculo liso subjacente e liga-se ao grupo heme prostético da guanilato
ciclase soltvel (GCs), que converte o trifosfato de guanosina (GTP) em monofosfato ciclico
de 3°,5° guanosina (GMPc), principal segundo mensageiro intracelular para o NO (Figura 4).
Este, por ativacdo de uma proteina quinase dependente de GMPc (PKG), diminui a
concentracdo intracelular de Ca®* pela fosforilacdo e ativagdo da Ca**-ATPase do reticulo
endo/sarcoplasmatico. A ativacdo dessa bomba e consequiente diminuicdo da concentragédo de
Ca’" intracelular desfosforila a quinase da miosina de cadeia leve, relaxando a musculatura
lisa vascular (McDONALD; MURAD, 1996; ZHANG et al., 2005). Através desse
mecanismo, o NO regula o ténus, relaxando o musculo liso vascular.

Assim, o sistema endotélio/NO constitui um mecanismo vasodilatador capaz de

modular continuamente a resisténcia vascular periférica e a pressao arterial sistémica.
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Figura 4 — Ativacdo de receptores endoteliais estimula a sintase do éxido nitrico (NOS) que produz o6xido
npitrico (NO) e a ciclooxigenase (COX), que produz prostaciclina (PGl,) a partir do acido araquidénico e pode
levar a liberacdo do fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF). O NO provoca o relaxamento por
ativar a formacao de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) a partir de trifosfato de guanosina (GTP) ativada
pela guanilato ciclase solivel (GCs). A prostaciclina (PGIl,) provoca relaxamento atraves da ativacdo da
adenilato ciclase (AC), levando a formacdo de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc). O EDHF provoca
hiperpolarizacdo pela abertura de canais de K* e relaxamento vascular. A ativacdo dos canais de K* de baixa
condutancia (SK3) e de condutancia intermediaria (1K), localizados na célula endotelial leva & vasodilatagao.
Esses canais regulam o potencial de membrana das células endoteliais e sdo ativados por um aumento na
concentragdo de Ca* intracelular ([Ca®'];). A hiperpolarizacio da membrana da célula endotelial forca a entrada
de calcio, possivelmente através do canal “transient receptor potencial” (TRP). Um aumento na [Ca®]; eleva a
producdo de NO e de metabdlitos do acido araquid6nico que hiperpolarizam o masculo liso vascular adjacente e,
por diminui¢do da entrada de célcio através de canais de calcio dependentes de voltagem, (VDCCs) leva ao
relaxamento vascular. Os mediadores neurohumorais que causam a liberacdo de fatores relaxantes derivados de
endotélio através da ativacdo de receptores endoteliais especificos incluem a acetilcolina (ACh), a serotonina (5-
HT), a vasopressina (VP), a trombina (T), a bradicinina (Bk), o difosfato de adenosina (ADP) e a endotelina
(ET) (Adaptado de Vanhoutte, 2001)
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No endotélio, a hiperpolarizagdo da membrana ndo reduz o influxo de ions célcio; ao
contrério, a hiperpolarizacdo promove o influxo de ions calcio através de canais TRP
(“Transient Receptor Potential” - TRPC1, TRPC3, TRPC4, TRPC6) cuja permeabilidade ao
Ca’* aumenta com o aumento do gradiente elétrico (AHMMED:; MALIK, 2005;
WATANABE et al., 2003).

A resisténcia periférica e a pressdo arterial sdo determinadas pelo estado contratil das
células do musculo liso vascular. Os vasoconstritores agem por aumento da [Ca"];, enquanto
a maioria dos vasodilatadores tem efeito oposto.

No musculo liso, a [Ca**]; ¢ mantida principalmente pelo influxo de fons por canais de
calcio tipo L (“voltage dependent calcium channel” — VDCC), ativados pela polaridade da
membrana celular. O ajuste fino do potencial de membrana é realizado pelos canais ibnicos de
K*, CI" e outros canais de cations que indiretamente modulam o influxo de calcio pelos
VDCC. No masculo liso, a [Ca®*]i depende, também, da ativacdo dos canais de rianodina
(RyR) e dos canais de trifosfato de inositol (IP3), presentes na membrana do reticulo
endo/sarcoplasmatico. Por outro lado, ondas de calcio responsaveis pela contracdo do
musculo liso podem ativar canais de potéssio dependentes de Ca?* de alta condutancia (BK),
promovendo a hiperpolarizacao celular e, paradoxalmente, inativando os VDCC e inibindo a
contracdo do masculo liso vascular (YOUNG et al., 2001) (Figura 5).

A descoberta da liberacdo transitoria e espacialmente localizada de calcio em musculos
esquelético (TSUGORKA et al., 1995), cardiaco (CHENG et al., 1993) e liso (NELSON et
al., 1995) modificou a visdo geral de que a elevacdo homogénea do célcio por toda a célula
era necessaria para uma sinalizacéo efetiva do célcio. No midcito vascular, por exemplo, trés

formas diferentes de sinalizacdo do calcio foram identificadas:
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1. A concentracéo citoplasmética global de célcio livre ([Ca*']; global): representa a
média das concentracGes de calcio por todo o citoplasma; dela depende a ativagdo da quinase
de cadeia leve de miosina e a contratilidade do musculo liso (HAI; MURPHY, 1989).

2. Ondas de propagacao de calcio (“calcium waves”) liberado pela ativacao via IP3R ou
RyR: alcalinizacdo extracelular, exposicdo a cafeina (HEPPNER et al., 2002), ou exposicao a
vasoconstritores endégenos, como a noradrenalina, liberam em ondas o célcio armazenado no
reticulo endoplasmatico (BOITTIN et al., 1999; JACOBSON et al., 2003; NISHIMURA et
al., 1989).

3. Calcio de liberacdo transitoria (“calcium sparks”) resultante da ativacdo de RyRs no
reticulo endo/sarcoplasmatico; um tUnico “spark™ gera aumento localizado (~1% do volume
celular) na [Ca®'];, que pode ser elevado (10 — 100 pM) no local de ocorréncia, sem que o
calcio global seja alterado (~ 2 nM) (JAGGAR et al., 1998). Um “spark” de calcio pode
modular processos que ndo respondem a aumentos globais na [Ca*]; (Figura 5).

O retorno a valores basais de Ca®* depende da Ca*-ATPase do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA), que bombeia o Ca®* para dentro do RS, e da Ca**-ATPase da
membrana plasméatica (PAMCA) que bombeia Ca** para fora da célula.

A SERCA pertence a familia das ATPases tipo-P, que formam um intermediario
fosforilado pela interacdo covalente do fosfato terminal com um residuo aspartil do sitio
catalitico. E uma enzima que utiliza energia derivada da hidrdlise do ATP para transportar
Ca’" para 0 RS contra o gradiente de concentracdo. E regulada pela proteina endégena
fosfolamban (PLB) (MARKS, 2002). A fosforilacdo da PLB pela proteina quinase A (PKA)
dependente de AMPc ou pela proteina quinase dependente de calmodulina (CaMKII), diminui
a inibicio da SERCA, consequentemente, diminui a [Ca’"]; e permite o relaxamento

(BRITTSAN; KRANIAS, 2000).
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Figura 5 — Mecanismos de sinalizacdo do calcio em células endoteliais. Ondas de propagacdo de célcio
(“calcium waves”) resultantes da liberagdo de calcio intracelular mediadas por receptores de IP3 (IPsR) ou de
rianodina (RyR) podem levar & contracdo do musculo liso ou ativar canais de potassio ativados por Ca®* de alta
condutancia (BK), promovendo a hiperpolarizacdo e relaxamento do masculo liso. A liberacdo transitoria de
calcio (“calcium sparks”) resultante da abertura de RyRs promove massiva elevacdo de célcio local, modulando
processos dependentes de célcio que ndo sdo responsivos a aumentos globais na concentracdo de calcio
intracelular ([Ca*"))). (Adaptado de Berridge, 2008)

A complexa integracdo entre estimulos endoteliais e musculares deve ser realgada,
pois, ao contrario do descrito acima para a fibra muscular lisa, uma elevacdo na [Ca®']; da
célula endotelial induz o relaxamento do musculo liso vascular adjacente. Assim, entender o
ajuste da [Ca®]; nas células do endotélio e nas do misculo liso é essencial para explicar a
acdo de novas drogas na regulacdo da resisténcia periférica, na pressdo arterial e na perfusdo

dos drgaos e tecidos (LEDOUX et al., 2006).



IT1. Objetivos \ W/



46

Geral:

o Avaliar a atividade farmacoldgica de Ampelozizyphus amazonicus Ducke

nativa da regido de Manacapuru-AM, em roedores.

Especificos:

o Padronizar o extrato hidroalcoolico (50%) da A. amazonicus utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

o Purificar o extrato hidroalcodlico do caule e isolar os compostos
biologicamente ativos mais abundantes.

o Quantificar as acdes farmacoldgicas gerais da fracdo purificada e estudar os
mecanismos moleculares dos efeitos mais relevantes.

o Avaliar a acdo cardiovascular do extrato padronizado da A. amazonicus em
ratos.

o Avaliar a atividade dos extratos purificados nas atividades da Ca?*-ATPase de

reticulo sarcoplasmatico de coelho e na H*,K*-ATPase da mucosa géastrica de porco.
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4.1. Material de estudo

O caule de Ampelozizyphus amazonicus Ducke foi coletado na Comunidade Nova
Esperanca, Km 60 da rodovia Manoel Urbano (AM-070), Manacapuru (AM) a 03°16°33.2 de
latitude e 060°32°36.5 de longitude, em outubro de 2007. Amostras das folhas e frutos foram
coletadas para a confeccdo da exsicata, depositada no Herbario da Universidade Federal do
Amazonas sob o registro HUAM 8620 (namero coletor: FEITOSA, K. B. & BARROS, F. C.

F./01).
4.1.1. Extracéo e controle dos extratos

O material vegetal coletado foi seco a sombra durante cinco dias, moido a um tamanho
ndo inferior a 1 mm e estocado em sacos plasticos selados e identificados.

4.1.1.1. Obtencéao do extrato aquoso (EA) de A. amazonicus

Foram pesados 25 g do caule triturado da planta e adicionados a 1 L de agua quente
(72 °C) por 30 minutos. A mistura foi agitada por 3 vezes, a cada 10 minutos. O extrato foi
filtrado, concentrado a vacuo e liofilizado. O rendimento foi de 10%.

4.1.1.2. Obtencédo do extrato hidroalcodlico (EHA) de A. amazonicus

Caule triturado da planta (100 g) foi extraido em etanol 50% a frio (800 mL, 3 vezes)
dando origem ao extrato hidroalcodlico (EHA). Apds filtracdo, o EHA foi concentrado em
rotavapor a vacuo, até evaporacdo do etanol. O rendimento foi de 16%.

4.1.1.3. Obtencédo da fracdo butanolica (FBut)

O EHA concentrado foi suspenso em 500 mL de agua e extraido em funil de separacéo
com 300 mL de butanol, por 3 vezes. A particdo do EHA com n-butanol deu origem a duas
fracdes: fracdo butandlica (FBut), com rendimento de 43% em relacdo ao EHA e a fracdo

aquosa (FA), com rendimento de 57% (Figura 7).
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4.1.2.4. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Os extratos aquoso (EA), hidroalcodlico (EHA) e as fragbes butandlica (FBut) e
aquosa (FA), foram aplicados (150 ug de cada) em cromatofolhas de aluminio cobertas por
silica gel 60 Fys4, € eluidos em butanol : acido acético : agua (4:1:2). A cromatoplaca foi
revelada com vapor de iodo.

O EHA e o EA apresentaram o mesmo perfil cromatografico, o mesmo foi
comprovado quando os extratos foram comparados em CLAE. O EHA foi escolhidos para a
continuagdo dos experimentos por apresentar maior rendimento e facilidade para

concentracdo. A FBut apresentou seis bandas com Rfs que variaram de 0,23 a 0,6 (Figura 6).

Figura 6 — Cromatografia em camada delgada em folha de aluminio silica gel 60 F,s4, eluida em butanol:acido
acético:dgua (4:1:2), visualizado em lampada UV a 254 nm. 1: Extrato aquoso (EA); 2: Extrato hidroalcodlico
(EHA); 3: Fracdo butandlica (FBut) e 4: Fracdo aquosa (FA) de Ampelozizyphus amazonicus Ducke
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Ampelozizyphus amazonicus Ducke
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Figura 7 - Fluxograma de obtencdo do extrato hidroalcodlico (EHA), fracdo aquosa (FA), fracdo butandlica
(FBut) e fracionamento da FBut de Ampelozizyphus amazonicus Ducke. Os rendimentos do EHA, da FBut e das
fracOes isoladas (F1 a F12) foram calculados em relacdo ao caule moido, ao EHA e & FBut, respectivamente
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4.1.2. Padronizagdo quimica da FBut de A. amazonicus

4.1.2.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia preparativa (CLAE-Prep)

A purificacdo da FBut em CLAE-Prep foi realizada pela Dra. Mirtes Midori Tanae.

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 fracbes (FCV-100B) e detector espectrofotométrico
UV-Vis (SPD-6A), operando a 260 nm.

A fase mével consistiu em gradiente linear de dgua/metanol de 20 a 60% em 30 min,
em coluna Shimpack Prep-ODS (25 x 2 cm), empacotada com particulas esféricas de 5 um,
em fluxo constante de 10 mL/min.

A FBut foi dissolvida em &gua de alto grau de pureza (Nanopure Deionization System)
e injetada no cromatdgrafo em aliquotas de 1 mL, coletando-se 12 fracdes referentes aos picos
majoritarios. A purificacdo da FBut em CLAE-prep resultou em 12 fraces com rendimentos:
F1 4,5%, F2 4,2%, F3 1,7%, F4 2,7%, F5 1,5%, F6 1,6%, F7 3,3%, F8 2,3%, F9 1,4%, F10
1,9%, F11 2,1% e F12 4%.

Considerando a FBut (2 g) como 100%, a soma dos rendimentos das fragdes obtidas
(F1 a F12) foi de 31%. Isso deve-se as perdas na concentracdo e liofilizacdo das fracOes e,
principalmente, porque foram coletados somente os picos majoritarios com participacdo maior
que 1% da area total do cromatograma. Os seis picos com maior area foram utilizados para a
padronizacdo do extrato e a proporcdo relativa foi confirmada até o fim dos trabalhos. As
fracdes foram encaminhadas para analises de *C RMN e 'H RMN para posterior
identificacéo.

4.1.2.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia analitica das fracGes purificadas

A FBut e as fracdes isoladas de A. amazonicus foram analisadas em um sistema de

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

A fase mdvel consistiu de gradiente linear de agua/metanol 20 a 60% em 30 min, em

coluna analitica C18 (Phenomenex — USA), empacotada com particulas esféricas de 5 um ¢
fluxo constante de 1,0 mL/min. A amostra foi dissolvida em agua/metanol 10%, filtrada em
filtro de 0,22 um (Millipore — USA) e injetada no cromatografo em aliquota de 20 pL.
A andlise por CLAE da fracdo butandlica de A. amazonicus na concentracdo de 2 mg/mL
mostrou que a FBut é composta por um minimo de 12 substancias com tempos de retencédo
variando de 3,0 a 25,0 min (Figuras 8 e 9). Os 6 picos majoritarios apresentaram tempos de
retencédo de 6,7; 15,0; 17,6; 19,5; 19,7; e 26,6 min com areas 5,4; 12,1; 9,1; 3,5; 3,5 e 3,3% do
total do cromatograma, respectivamente.
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Figura 8 - Perfil cromatografico da fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus Ducke em CLAE
analitica, utilizando-se coluna C18, gradiente linear de dgua/metanol de 20 a 60% em 30 min, fluxo de 1,0
mL/min e detector UV-Vis operando a 260 nm
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Figura 9 - Perfis cromatograficos das fracfes isoladas da fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus
amazonicus Ducke em CLAE analitica, utilizando-se coluna C18, gradiente linear de agua/metanol de 20 a 60%
em 30 min, fluxo de 1,0 mL/min e detector UV-Vis operando a 260 nm
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4.1.3. Avaliacdo da atividade antiplasmédio da FBut padronizada de A.

amazonicus

Os testes de avaliacdo da atividade antiplasmédio foram realizados pela Dra. Maria
Teresa R. Lima-Landman e pela bidloga Marcela Nering da Universidade Federal de Sao
Paulo (UNIFESP).

A informagéo popular de uso do A. amazonicus na preven¢do ou no tratamento da
malaria (atividade primaria) orientou a selecdo da planta para o presente estudo
farmacol6gico. Como alguns trabalhos anteriores utilizando a mesma informacdo popular e
extratos obtidos em ocasifes diferentes ndo comprovaram o efeito antiplasmédio do A.
amazonicus (KRETTLI et al., 2001), a fracdo FBut padronizada foi testada in vitro em cultura
de Plasmodium chabaudi e in vivo em camundongos Balb/C inoculados com o parasita.

Os resultados (Figura 10) mostraram que a FBut (100 mg/kg) administrada por via
oral durante 4 dias, diminuiu a parasitemia de camundongos em 55%, no entanto in vitro, ndo
inibiu o crescimento do Plasmodium como descrito por Krettli et al. (2001), dados nédo

publicados da Dra M.T.R. Lima-Landman e Marcela Nering.
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Figura 10 — Atividade antiplasmddio da fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus. (A)
Porcentagem de células infectadas por inoculacdo intraperitoneal de Plasmodium chabaudi em camundongos
Balb/C apds tratamento com FBut de A. amazonicus (100 mg/kg/dia, v.o., 4 dias), determinada por microscopia
utilizando corante de Leishman. (B) Porcentagem de células infectadas em cultura de sangue parasitado ap6s
incubacdo com FBut de A. amazonicus (3, 10, 30 e 100 pg/mL) por 24 h (37°C, 5% CO,) em microplaca,
determinada em citdmetro de fluxo (FACSCalibur — Becton-Dickinson) utilizando acridina orange como corante.
As colunas e barras verticais representam as médias + erro padrdo (n = 4). * difere do controle (C) p < 0,05
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4.2. Animais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos e fémeas adultos (250-300
g) e camundongos Swiss adultos (30-45 g), entre 4 - 6 meses de idade, fornecidos pelo
biotério do Centro de Biotecnologia da Amazonia (CBA). Os animais foram alojados em
namero de 6 (seis) por caixa plastica e permaneceram em sala com temperatura 23 + 1 °C,
iluminagdo com ciclo 12 horas, recebendo agua e racdo ad libitum. Coelhos (1,5 a 2 kg) e
porcos (15 a 20 kg) foram adquiridos de fornecedores credenciados. Todos os protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNIFESP/EPM

(CEP/UNIFESP- 0760/07).
4.3. Farmacos, reagentes e solventes

Acido acético glacial P.A (Nuclear - Brasil), acido ascorbico P.A (Vetec - Brasil),
acido cloridrico P.A (Nuclear - Brasil), acido etilenodiamino tetracético (EDTA - Sigma -
EUA), acido etilenoglicol tetracético (EGTA-Sigma - EUA), acido fosférico P.A. (C.P.Q),
acido  4-morfolinopropanosulfonico (MOPS  M1254, Sigma-EUA), é&cido 1,4-
piperazinadietanosulfonico (PIPES — Sigma), &cido sulfarico (Nuclear - Brasil), &cido
tricloroacético (Nuclear - Brasil), albumina de soro bovino (Sigma - EUA), angiotensina Il
(Sigma —EUA), butanol P.A. (Nuclear — Brasil), bicarbonato de sddio P.A (C.P.Q), bitartarato
de noradrenalina (Sigma-EUA), calcimicina (Sigma-EUA), citrato de fentanila (Fentanest®-
Cristalia), cloreto de acetilcolina (Sigma-EUA), cloreto de d-tubocurarina (Sigma - EUA),
cloreto de magnésio P.A (Merck - EUA), cloreto de potéassio (Vetec - Brasil), cloreto de sddio
P.A (Merck - Brasil), diazepam (Rambaxy S.A), etanol P.A (Merck - Brasil), éter etilico P.A
(Nuclear -Brasil), fenolftaleina (Sigma — EUA), (fosfato bibasico de sodio (Labsynth - Brasil),
fosfato monobasico de sodio (Labsynth - Brasil), glicose P.A (C.R.Q -Brasil), hidroxido de
sodio (Reagen - Brasil), indometacina (Sigma - EUA), metanol grau HPLC (J. T. Baker -

EUA), molibdato de aménio (Reagen - Brasil), naloxona (Sigma - EUA), N“-nitro-L-arginina
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metil éster (Sigma-EUA), pentobarbital sodico (Sigma - EUA), sacarose P.A (Queel-Brasil),

SCH 28080 (Schering-Plough), tapsigargina (Sigma-EUA), trifosfato de adenosina (Sigma -

Brasil), trizma-HCI (Sigma - EUA), trizma-maleato (Sigma - EUA), uretana (Sigma-EUA).
4.4, Composicgao das solucdes (em mM)

Gradiente de Ficol (Ficol 400, w/v): Ficol 4% e 12% em tamp&o PIPES/Trizma 4
mM contendo sacarose 30 mM.

Liquido nutritivo Tyrode: NaCl 135,0; KCI 5,0; MgCl, 1,0; NaHCO; 15,0;
NaH,PO, 1,0; CaCl,.2H,0 2,0; glicose 11,0. Borbulhado com carbogénio (95% de O,+ 5% de
CO,),pH 7,4

Liquido nutritivo Tyrode despolarizante: NaCl 63; KCI 80; NaHCO;3; 15,0;
NaH,PO, 1,0; glicose 11,0. Borbulhado com carbogénio (95% de O,+ 5% de CO,), pH 7,4

Liquido nutritivo para vesicula (LNV): NaCl 138; KCI 5,7; NaHCO3 15; NaH,PO,
0,4; CaCl, 1,8; glicose 5,5. Borbulhado com carbogénio (95% de O,+ 5% de CO,), pH 7,4

Reagente de Bradford: H3PO4 85 mL; etanol 95% 50 mL; coomassie brilliant blue
G-250 150 pg; dgua destilada g.s.p. 100 mL.

Solucéo I (pH 7,0): MOPS 10; sacarose 10%; EDTA 0,1

Solucéo Il (pH 7,0): MOPS 10; KCI 0,6 M

Solucéo 111 (pH 7,0): MOPS 10; sacarose 30%

Solucéo acida de molibdato de aménio: 4,58 g de molibdato de aménio; 23,8 mL de
H,SO, para um litro de agua.

Solucdo de Krebs bicarbonato: NaCl 119,0; KCI 4,6; MgCl,1,2; NaHCO; 15,0;
NaH,PO, 1,2; CaCl, 1,5; glicose 11,0. Borbulhado com carbogénio (95% de O,+ 5% de CO,),
pH 7,4,

Solucdo tampao para lavagem (pH 6,7): manitol 120; PIPES/Trizma 4; sacarose 40;

EDTA 1.
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Solugdo tampéo de homogeneizacéo (pH 7,4): PIPES/Trizma 4; sacarose 30.

Tampéo fosfato salino (PBS): NaCl 140; Na;HPO4 5; KH,PO4 1,8.

Tris-maleato 50 mM (pH 7,4): MgCl, 8; KCI 120; EGTA 1; ion6foro A23187 10
1M; CaCl, 1,008. A mesma solucdo tampéo foi utilizada para determinar a atividade de Mg?*-

ATPase, excluindo-se o CaCl..



V. Métodos
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5.1. Triagem farmacoldgica geral

Camundongos machos foram divididos em grupos (3/grupo): controle (tratados com
agua, 5 mL/kg, v.0.), experimental EHA (extrato hidroalcodlico) e experimental FBut (fracdo
butandlica) com dose de 1 g/kg, v.o0. (gavagem por canula intragastrica). Apds os tratamentos,
os animais foram colocados em caixas-moradia e foi feita a analise comportamental nos
tempos de 30 min, 1, 2, 3, 4, 5 e 24 horas e duas semanas ap0s 0s tratamentos.

O teste de observacdo geral (IRWIN, 1968) ou teste hipocratico (MALONE;
ROBICHAUD, 1962) consistiu no preenchimento de uma tabela de acordo com a resposta
comportamental animal espontanea ou a estimulos padronizados sendo observados:
contorcdes abdominais, pélos ericados, ptose palpebral, locomog&o, tdnus muscular, tremores,
paralisia do trem posterior, salivacdo, cromodacriorréia, secrecdo brénquica, convulsdes e

mortes.
5.2. Avaliacdo da atividade no Sistema Nervoso Central

Em todos os experimentos, grupos de camundongos (8/grupo) foram tratados com
veiculo (4gua), EHA e FBut 0,1; 0,3 e 1 g/kg v.0., volume maximo de 5 mL/kg, 60 minutos
antes dos experimentos.

5.2.1. Avaliacdo da atividade hipnosedativa do extrato hidroalcodlico (EHA) e da
fracdo butandlica (FBut) de A. amazonicus

5.2.1.1. Teste do sono induzido por barbitturico (CARLINI et al., 1986)

Apo6s os tratamentos, foi administrado pentobarbital sédico (50 mg/kg, i.p.) e
registrou-se o tempo de inducdo do sono (laténcia) e o tempo de recuperacdo do reflexo

postural (durac¢do do sono) dos animais por 3 horas seguidas apds a injecdo do barbitdrico.
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5.2.1.2. Teste do sono induzido por éter etilico

Sessenta minutos apds os tratamentos, os animais foram rapidamente colocados em
uma camara de vidro transparente (30 cm x 20 cm de didmetro), hermeticamente fechada,
saturada com 5 mL de éter etilico e foram registrados os tempos de inducdo do sono (laténcia)
e para recuperacdo do sono (duragéo).

5.2.2. Avaliagdo da atividade do extrato hidroalcodlico (EHA) e da fracgédo
butandlica (FBut) de A. amazonicus no teste do labirinto em cruz elevado (PELLOW et
al., 1985)

O labirinto em cruz elevado tem a forma de uma cruz grega de acrilico transparente
com dois bracos abertos opostos (30 x 5 x 25 cm) e dois fechados opostos da mesma medida.
Os bracos sdo conectados por uma plataforma central (5 x 5 cm) com uma altura de 45 cm do
nivel do chdo (LISTER, 1990).

Apo6s 60 min dos tratamentos, os animais foram colocados no centro da plataforma
com a cabeca voltada para um dos bragos fechados e o comportamento foi observado durante
5 minutos. As medidas comportamentais registradas neste equipamento foram: tempo de
permanéncia e numero de entradas nos bracos abertos e fechados (considerou-se a entrada em
um dos bracos quando a maior parte do corpo do animal estava dentro do respectivo braco),
medidas etoldgicas de avaliacdo de risco tais como imersdes de cabeca desprotegidas
(unprotected head-dipping), estiramentos corporais protegidos (protected stretch-attend
postures), exploracdo da regido distal dos bracos abertos (open-arms end activity) e
comportamento de levantar (rearing). Para a analise estatistica dos dados e confeccdo dos
gréficos, a porcentagem de entradas nos bracos abertos foi calculada dividindo-se a frequéncia
de entradas nos bracos abertos pela freqtiéncia total de entradas (soma das entradas nos bracos
abertos e fechados), e esse indice multiplicado por 100. De maneira semelhante, foi calculada

a porcentagem do tempo em que 0s animais permaneceram nos bragos abertos em relacdo ao
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somatdrio do tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados, sendo o quociente obtido
multiplicado por 100. Para os demais parametros observados, fez-se a soma simples das
freqliéncias obtidas.

5.2.3. Avaliagdo da atividade do extrato hidroalcodlico (EHA) e da fracéo
butandlica (FBut) de A. amazonicus no teste da suspensdo pela cauda (STERU et al.,
1985)

Sessenta minutos ap0s os tratamentos, 0s animais foram suspensos pela cauda a 80 cm
de altura por um periodo de 5 minutos no qual foi observado o tempo total de imobilidade e a

laténcia para o0 aparecimento deste comportamento.
5.3. Atividade em nocicepcao e inflamacéo

5.3.1. Avaliacédo da atividade antinociceptiva da fracdo butandlica (FBut) de A.
amazonicus no teste da formalina (HUNSKAAR et al., 1985)

Ratos machos (6/grupo) foram tratados com FBut 0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0.; 0 grupo
controle foi tratado com agua (5 mL/kg, v.0.). Apés 60 min, a formalina 1,5% foi injetada
(300 plL/pata, s.pl.) na pata posterior direita de cada animal. Em seguida, 0s animais foram
colocados em caixa de acrilico transparente e observados durante 30 minutos em dois
intervalos de tempo: fase | (imediatamente apos a injecdo de formalina até cinco minutos) e
fase 11 (de 15 a 30 minutos). A quantificacdo dos resultados (indice de nocicepcéo) foi obtida
pela medida do tempo em que o animal permaneceu lambendo a pata (licking-time).

5.3.2. Avaliacdo da atividade antinociceptiva da fracdo butandlica (FBut) de A.
amazonicus no teste da retirada da cauda

Neste teste, o terco inferior da cauda de camundongos machos de 3 meses (6/grupo)
foi submerso na agua aquecida a 55 °C por duas vezes consecutivas, sendo anotado o segundo
tempo de reacdo, caracterizada por um movimento de flexdo da cauda feito

predominantemente na direcdo rostral. Durante a imersdo, os animais foram mantidos em
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contensores com a cauda exposta. Foram obtidas duas medidas basais a cada 30 minutos.
Trinta minutos apds a segunda medida basal, os camundongos foram tratados com FBut 0,3
g/kg, v.0.; o grupo controle foi tratado com agua (5 mL/kg, v.0.) e 0 grupo controle positivo
tratado com fentanil 50 pg/kg, s.c. Naloxona (antagonista opioide) 5 mg/kg, i.p., administrada
15 minutos antes do tratamento com FBut ou fentanil, foi utilizada para analisar a possivel
acdo tipo opidide do extrato. As leituras foram efetuadas a cada 30 minutos até duas horas
apos o0s tratamentos. Para minimizar danos tissulares, foi estabelecido tempo de corte de 15
segundos.

5.3.3. Avaliacdo da atividade analgésica da fracdo butanodlica (FBut) de A.
amazonicus no teste da placa quente

Camundongos machos de 3 meses (6 /grupo) foram colocados individualmente em
placa quente com temperatura constante (55 °C). Este estimulo desencadeia uma resposta
caracteristica: o animal troca rapidamente o apoio dos pés (“sapateia”), levanta ou lambe uma
das patas. A laténcia para essa resposta, cronometrada em segundos, foi considerada como
indicativo da intensidade da resposta nociceptiva. Foram obtidas duas medidas basais (com
intervalo de 30 minutos). Apds a segunda medida basal os camundongos foram tratados com
FBut (0,03; 0,1 e 0,3 g/kg, v.0.) e o grupo controle foi tratado com agua (5 mL/kg, v.0.). A
resposta foi avaliada nos intervalos de 0,5; 1; 2 e 3 horas da administracdo das drogas. Para
minimizar danos tissulares, foi estabelecido tempo de corte de 15 segundos.

5.3.4. Avaliacdo da atividade analgésica da fracdo butanodlica (FBut) de A.
amazonicus no teste de contorc¢des abdominais induzidas por acido acético

Camundongos machos (6/grupo) foram tratados com FBut (0,03; 0,1 e 0,3 g/kg, v.0.);
0 grupo controle recebeu agua (5 mL/kg, v.0.). Indometacina (10 mg/kg, v.0.) foi utilizada
como controle positivo. Cinquenta minutos ap6s os tratamentos, os animais foram colocados

em caixas de acrilico durante 10 minutos, para ambientacdo. Apds esse periodo, foi injetado
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acido acético (0,8%, 10 mL/kg). As contor¢Bes, caracterizadas por contracdo e rotacdo do
abdomen, seguida pela extensdo de uma ou ambas as patas traseiras, foram contadas durante
0s 30 minutos subsequentes em intervalos de 5 minutos.

5.3.5. Avaliacdo da atividade anti-inflamatdria da fracdo butanodlica (FBut) de A.
amazonicus no teste do edema de pata induzido por carragenina ou dextrana

O volume das patas de ratos machos (6/grupo) foi medido pelo deslocamento de
liquido em um pletismdmetro digital LE 7500. Ap6s a medida do volume basal de ambas as
patas traseiras, 0s animais foram tratados com agua (5 mL/kg, v.0.) ou FBut (0,03; 0,1 e 0,3
g/kg, v.0.). Apos 60 minutos, foi injetada carragenina (1%) ou dextrana (0,1%) (300 pL/pata,
s.pl.) em uma das patas traseiras e igual volume de salina 0,9% foi injetado na pata
contralateral. Imediatamente ap0s a injecdo do estimulo irritante, o volume das patas foi
medido, repetindo-se a cada hora até completar 5 horas da injecdo da carragenina e 3 horas da
dextrana. O volume do edema foi obtido pela diferenca entre a pata injetada com carragenina
ou dextrana e a pata injetada com salina.

5.3.6. Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria da fracédo butanodlica (FBut) de A.
amazonicus no teste da peritonite induzida por carragenina 1%

Camundongos machos (6/grupo) foram tratados com FBut (0,03; 0,1 e 0,3 g/kg, v.0.)
ou com veiculo agua (5 mL/kg, v.0). Uma hora apds os tratamentos, 0s animais receberam
injecdo de carragenina 1% (0,25 mL, i.p.) e foram devolvidos as caixas com livre acesso a
racdo e dgua. Decorridas 5 horas, os animais foram anestesiados e submetidos a eutanasia por
deslocamento cervical. Foram injetados 5 mL de PBS heparinizado (5 Ul/mL, i.p.) e
massageou-se 0 abdémen para soltura das células aderidas. O exsudato foi coletado com
pipeta Pasteur através de laparotomia abdominal e apds diluicdo da amostra em liquido de

Tirk (1:20), as células foram contadas em camara de Neubauer.
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5.4. Avaliagdo da atividade no trato gastrintestinal

5.4.1. Estudo da atividade anti-Ulcera da fracdo butandlica (FBut) de A.
amazonicus

5.4.1.1. Les0Oes géastricas induzidas por estresse (SENAY; LEVINE, 1967)

Camundongos (6/grupo) mantidos em jejum por 16 h e com livre acesso a &gua foram
tratados com veiculo (agua, 5 mL/kg, v.0.) ou FBut (0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0.); a ranitidina (50
mg/kg, v.o.) foi usada como controle positivo. Apds uma hora dos tratamentos, 0os animais
foram imobilizados em contensores individuais e mantidos em camara fria (4 °C) por duas
horas. Ao final deste periodo, os animais foram submetidos a eutanasia por deslocamento
cervical e os estdmagos removidos. O 6rgdo foi lavado e seccionado ao longo da curvatura
maior. O conteudo gastrico foi desprezado e a mucosa foi delicadamente lavada. Os
estdbmagos foram mantidos em salina 0,9% até inspecdo. Foram determinados o indice de
lesdo gastrica e 0 numero de Ulceras em estereoscopio acoplado ao programa Motic Images
Plus 2.0 ML de acordo com a pontuacdo dos parametros abaixo (TAKAGI et al., 1969,

GAMBERINI et al., 1991):

PARAMETRO PONTUACAO

- Edema 1
- Hiperemia 1
- Petéquias

Leves (< 25% do estdmago) 1

Moderadas (até 50% do 2
estdmago)

Intensas (> 75% do estbmago) ’
- Pontos hemorragicos 3
- Ulceras 1xmm
- Ulcera perfurada 2 X mm

- Espessura da borda da leséo 1xmm
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5.4.1.2. LesOes géastricas induzidas por etanol (ROBERT et al., 1979)

Camundongos (6/grupo) mantidos em jejum por 16 h e com livre acesso a &gua foram
tratados com veiculo (a4gua, 5 mL/kg, v.0.) ou FBut (0,03; 0,1 e 0,3 g/kg, v.0.). Apbs 60
minutos, foi administrado etanol 75% (5 mL/kg, v.0.). Apds uma hora da administracdo do
etanol, os animais foram submetidos a eutanasia por deslocamento cervical e 0s estdbmagos
removidos. O 6rgdo foi lavado e seccionado ao longo da curvatura menor. O contetdo
gastrico foi desprezado e a mucosa foi delicadamente lavada com salina 0,9%. Os estdmagos
foram mantidos em salina gelada até inspecdo em estereoscopio. Foram determinados o indice
de lesdo gastrica e 0 nimero de Ulceras como descrito acima.

5.4.1.3. Les0es gastricas induzidas por indometacina (DJAHANGUIRI, 1969)

Camundongos (6/grupo) mantidos em jejum por 20 h e com livre acesso a agua foram
tratados com veiculo (agua, 5 mL/kg, v.0.) ou FBut (0,03; 0,1 e 0,3 g/kg, v.0.). Apos 1 hora,
foi administrada indometacina (20 mg/kg, s.c.). Seis horas ap0s a administragdo da
indometacina, os animais foram submetidos a eutanasia por deslocamento cervical e 0s
estdbmagos removidos. O 6rgdo foi lavado e seccionado ao longo da curvatura menor. O
contetdo gastrico foi desprezado e a mucosa foi delicadamente lavada com salina 0,9%. Os
estbmagos foram mantidos em salina gelada até inspecdo em estereoscopio. Foram
determinados o indice de lesdo gastrica e o nimero de Ulceras como descrito acima.

5.4.2. Avaliacdo da atividade antissecretora géastrica da fracédo butandlica (FBut)
de A. amazonicus

5.4.2.1. Método da ligadura pilorica (VISSCHER et al., 1954)

Camundongos (6/grupo) mantidos em jejum por 16 h e com livre acesso a agua foram
anestesiados i.p. com uma mistura de quetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e fixados
em decubito dorsal em placa de cortica. Apds tricotomia, foi feita uma incisdo de 2 cm na

regido epigastrica, o estbmago foi localizado e o piloro amarrado com linha. O veiculo (agua,
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5 mL/kg), FBut (0,03; 0,1 e 0,3 g/kg) ou ranitidina (50 mg/kg) foram administrados por via
intraduodenal. A parede abdominal e pele foram suturadas. Transcorridas 4 horas da cirurgia,
os animais foram sacrificados sob anestesia etérea profunda. O es6fago foi pingado para evitar
a perda do material secretado e os estdmagos foram removidos, lavados com &gua destilada,
secos com papel de filtro e mantidos sobre placa de gelo. O 6rgao foi seccionado ao longo da
curvatura menor e a mucosa lavada com 2 mL de agua, recolhendo-se o suco gastrico e o
lavado em tubos submersos em gelo. O material foi centrifugado (1500 rpm, 30 minutos). O
sobrenadante foi transferido para uma proveta e o volume medido completado para 10 mL
com agua destilada. A acidez livre foi determinada em pHmetro e a acidez total determinada
por titulagio com NaOH 0,01 N, utilizando fenolftaleina como indicador acido — base. Os
resultados foram expressos em volume (mL), pH e acidez total (mEq[H*]/ L/ 4 h).

5.4.3. Avaliacdo da atividade da fracdo butanodlica (FBut) de A. amazonicus na
motilidade intestinal

5.4.3.1. Transito intestinal

Camundongos (6/grupo) mantidos em jejum por 16 h e com livre acesso a agua foram
tratados com veiculo (4gua, 5 mL/kg, v.0.) ou FBut (0,03; 0,1 e 0,3 g/kg, v.0.); a atropina (10
mg/kg, v.0.) foi usada como controle positivo. Uma hora apds os tratamentos, foi
administrado carvdo ativado (10%, 5 mL/kg, v.0.). Ap6s 30 minutos, os animais foram
sacrificados, o estbmago e o intestino delgado foram removidos e mediu-se 0 comprimento
total do intestino (da regido gastropilorica até a juncdo ileocecal) e a distancia percorrida pelo
carvao, do piloro até a ultima porcdo do intestino que continha pelo menos 1 cm continuo de
carvao. A velocidade do transito foi expressa como % de percurso do carvdo em funcdo do

comprimento total do intestino.
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5.5. Avaliagao de ag6es no sistema cardiovascular

5.5.1. Avaliacdo da atividade da fracdo butandlica (FBut) de A. amazonicus na
pressdo arterial de ratos

5.5.1.1. Registro indireto da presséo arterial em ratos ndo — anestesiados

Ratos (6/grupo) normotensos de 2,5 a 3 meses de idade receberam agua (5,0
mL/kg/dia, v.0.), por 2 a 4 semanas. Ap0s esse periodo, os animais foram divididos em grupo
controle, que continuou recebendo agua, e grupo tratado com FBut (0,3 e 1 g/kg, v.0.). A
pressao sist6lica foi medida com medidor de pressdo LE 5002, que dispde de um manguito e
um transdutor, colocados na cauda do animal. A pressdo arterial foi medida 2 vezes por
semana, durante 4 semanas, sempre 1 hora apds os tratamentos, pela manhd. Os animais
foram mantidos a 32 °C por 10 min antes das medidas, efetuadas em triplicata. Os pesos dos
animais, bem como a ingesta de agua e racdo foram avaliados semanalmente.

5.5.1.2. Registro da pressao arterial em ratos anestesiados

Ratos anestesiados com uma mistura de pentobarbital (50 mg/kg, i.p.) e uretana (600
mg/kg, i.p.) foram fixados em decubito dorsal, canulando-se a veia iliaca para injecdo de
drogas e a artéria cardtida para o registro da pressao arterial. As variaces pressoricas foram
medidas com um transdutor de pressdo e registradas em computador, utilizando software
Chart 5 Pro (AD Instruments). Nessas preparacdes, foram obtidas curvas dose-resposta a FBut
(3, 10 e 30 mg/kg, e.v.) e ao agonista padrdo acetilcolina (0,1, 0,3 e 1 pg/kg, e.v.). Apos a
escolha da dose média da FBut, os efeitos foram comparados em doses injetadas antes e apos

o0 bloqueio com atropina (1 mg/kg, e.v.) injetada 5 minutos antes.
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5.5.2. Avaliacdo da atividade da fracdo butandlica (FBut) de A. amazonicus no
musculo cardiaco

5.5.2.1. Avaliacdo na frequéncia de batimentos de atrio de rato

Ratos sob anestesia etérea foram mortos por deslocamento cervical e o coragdo
retirado rapidamente atraves de toracotomia. O atrio direito apresentou batimentos
espontaneos e foi utilizado para verificar a acdo in vitro da FBut sobre a frequéncia do
marcapasso. A preparacdo ndo foi utilizada para avaliar acdo inotropica porque a forca de
contracao é dependente e inversamente relacionada com a freqiiéncia cardiaca. O 6rgao foi
montado em cuba com Tyrode a 35 °C aerado com carbogénio e ligado a um transdutor de
forca, sob tensdo inicial de 0,5 g. Apds 30 min de estabilizacdo, a FBut foi incubada em
concentragdes cumulativas (10, 30; 100; 300 e 1000 ug/mL), a cada 10 minutos. Os sinais
elétricos captados foram digitalizados e analisados com auxilio de software Chat 5 Pro (AD
Instruments).

5.5.2.2. Avaliacdo da atividade na forca de contracdo do muasculo papilar de rato

Ratos foram submetidos a eutanasia por deslocamento cervical e o coracdo retirado
rapidamente através de toracotomia. Apos remocdo do pericardio, musculos papilares do
ventriculo direito foram isolados. O 6rgédo foi montado em cuba com Tyrode a 35 °C aerado
com carbogénio e ligado a um transdutor de forca, sob tensdo inicial de 1 g. As contracfes
musculares foram obtidas por estimulacao elétrica com freqiiéncia de 1 Hz, duracdo de 2 ms e
voltagem supraméxima. Os sinais elétricos captados foram digitalizados e analisados em
software Chat 5 Pro (AD Instruments). Apds 30 minutos de estabilizacdo, a FBut foi

incubada em concentragdes cumulativas (10, 30; 100; 300 e 1000 pg/mL), a cada 10 minutos.
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5.5.3. Avaliacdo da atividade da fracdo butandlica (FBut) de A. amazonicus na
musculatura vascular

5.5.3.1. Anéis de aorta de rato pré—contraidos com noradrenalina (10”7 M)

Ratos foram submetidos a eutanasia por deslocamento cervical. A aorta torécica foi
removida e lavada em placa de Petri contendo solugdo nutritiva Krebs-bicarbonato. Anéis de
aproximadamente 3 mm foram posicionados sob tensdo de 2 g em cuba de 2 mL contendo
solucdo de Krebs a 35 °C borbulhada com carbogénio. A integridade do endotélio foi
comprovada pelo relaxamento muscular apés incubacdo da acetilcolina 10° M. Em algumas
preparacdes, o endotélio vascular foi removido mecanicamente com uma linha cordoné
introduzida intraluminalmente. Apos 45 minutos de estabilizacdo e contragdo prévia com
noradrenalina (107 M), foram realizadas curvas cumulativas com a FBut (10; 30; 100 e 300
Hg/mL). A dependéncia do oxido nitrico (NO) no relaxamento produzido em anéis de aorta
com endotélio foi testada na presenca de L-NAME (10®° M), incubado 45 minutos antes da
realizagdo das curvas.

5.5.4. Avaliacdo da atividade da fracdo butanodlica (FBut) de A. amazonicus no
musculo liso

5.5.4.1. Ducto deferente de rato (DDR) estimulado eletricamente

O ducto deferente foi retirado seguindo-se o protocolo anterior e colocado em placa de
Petri contendo liquido nutritivo para vesicula (LNV) a 30 °C para dissecc¢do fina e colocacéo
das amarras. A porcdo prostatica foi montada em cuba para 6rgdo isolado contendo LNV
carbogenado a 30 °C, sob tenséo de 1,0 g e estimulada com pulsos quadrados com freqiiéncia
de 1 Hz, duragdo de 0,5 ms e voltagem supramaxima. Apos estabilizacdo das contracdes, a
FBut (0,01; 0,0,3; 0,1 e 0,3 mg/mL) foi incubada por 30 minutos. As contracdes obtidas
foram digitalizadas, armazenadas e analisadas com auxilio de software Chat 5 Pro (AD

Instruments).



69

5.5.4.2. Ducto deferente de rato (DDR)

Ratos foram submetidos a eutanasia por deslocamento cervical. Apds incisdo a altura
das bolsas escrotais, o ducto deferente foi retirado e colocado em placa de Petri contendo
LNV a 30 °C. Os tecidos circunjacentes foram removidos e a luz do ducto lavada com liquido
nutritivo. A porgdo epididimal foi montada em cuba para 6rgdo isolado contendo Tyrode
carbogenado a 30 °C, sob tensdo de 1,0 g. Ap6s 30 min de estabilizacdo, foram realizadas
curvas concentracdo-efeito de noradrenalina (10® a 10* M), na auséncia e na presenca da
FBut (0,1; 0,3 e 1 mg/mL), incubada 20 minutos antes da adi¢cdo do agonista.

5.5.4.3. Jejuno de rato

Ratos foram submetidos a eutanasia por deslocamento cervical. O jejuno foi retirado e
colocado em placa de Petri com liquido nutritivo a 30 °C para dissec¢do fina. Os tecidos
circunjacentes foram removidos e a luz do jejuno lavada. Apds a montagem em cuba
contendo Tyrode, sob tensdo de 0,5 g e estabilizacdo do o6rgdo, foram feitas curvas
concentracdo-efeito cumulativas de acetilcolina (ACh, 10® a 10* M), na auséncia e na
presenca da FBut (0,1; 0,3 e 1 mg/mL), incubado 20 minutos antes da adicdo do agonista.

5.5.5. Avaliacdo da atividade da fracdo butanodlica (FBut) de A. amazonicus no
influxo de calcio em masculo liso

5.5.5.1. Ducto deferente despolarizado de rato

Ratos foram submetidos a eutanasia por deslocamento cervical. Apos incisdo a altura
das bolsas escrotais, 0 ducto deferente foi retirado e colocado em placa de Petri contendo
liquido nutritivo de Tyrode modificado a 30 °C. Os tecidos circunjacentes foram removidos e
a luz do ducto lavada com liquido nutritivo. A porc¢éo epididimal foi montada em cuba para
orgdo isolado contendo Tyrode carbogenado a 30 °C, sob tensdo de 0,5 g. Ap6s 30 min de
estabilizacdo, o liquido nutritivo foi substituido por Tyrode contendo KCI 80 mM

(despolarizante) e célcio zero nominal, permanecendo nesta condi¢do por 30 minutos e com
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renovacdo do liquido a cada 15 minutos. Foram obtidas curvas concentracéo-efeito de Ca**
(10° a 10 M) na auséncia e na presenca da FBut (0,1; 0,3 e 1 mg/mL), incubada 20 minutos

antes da adigdo do agonista.
5.6. Avaliagdo da atividade neuromuscular

5.6.1. Efeito da fragdo butandlica (FBut) de A. amazonicus na capacidade
contréatil do muasculo diafragma de rato estimulado direta e indiretamente

Ratos machos foram submetidos a eutanasia por deslocamento cervical. Apds
sangramento da aorta abdominal, o gradeado costal foi aberto e o nervo frénico esquerdo,
identificado abaixo do coracdo, foi seccionado na altura do timo e dissecado ao longo dos
vasos da base e borda cardiaca até sua inser¢cdo no diafragma. Evitando-se tracOes e
ressecamento do nervo, todos os ligamentos que mantinham o conjunto neuromuscular preso
ao animal foram seccionados e a preparacao transferida para placa de Petri contendo liquido
nutritivo de Tyrode para a disseccdo fina e colocacdo das amarras nas costelas, no centro
tendineo e no nervo. O conjunto nervo frénico/musculo diafragma foi posicionado
verticalmente em uma cuba de vidro com capacidade para 5 mL, contendo liquido nutritivo a
30 °C aerado constantemente com carbogénio (O, 95% + CO, 5%). Para o registro das
contracBes, a amarra costal foi fixada a uma haste de vidro e a amarra tendinea a um
transdutor de forca PowerLab (ADintruments) conectado a um computador e operado por
software Chart Pro 5. O nervo foi introduzido em um eletrodo bipolar de platina e estimulado
com pulsos de 0,5 ms de duracéo, frequéncia de 0,2 Hz e voltagem supramaxima.

As contracdes por estimulacdo elétrica direta do diafragma foram obtidas com pulsos
de 2 ms de duracdo, frequéncia de 0,5 Hz e voltagem supramaxima, através de um segundo
eletrodo bipolar de platina imerso na cuba. Em musculos diafragma estimulados diretamente,
o nervo frénico foi seccionado e o antagonista ndo despolarizante d-tubocurarina (10° M) foi

incubado, bloqueando os receptores nicotinicos na juncdo da placa neuromuscular. Apds
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estabilizagdo, a FBut (0,1; 0,3 e 1 mg/mL) foi incubada (uma concentracdo por preparagéo) e
as contragcdes comparadas aquelas obtidas antes da incubacéo.

5.7. Avaliacao da atividade nas P-ATPases de mamiferos

5.7.1. Avaliacdo da atividade da fracdo butandlica (FBut) de A. amazonicus na
atividade da Ca®*- ATPase

5.7.1.1. Isolamento da Ca?*- ATPase

A Ca?*- ATPase do reticulo sarcoplasmatico de mésculo esquelético (SERCA 1) foi
extraida dos musculos da coxa de coelho (1,5-2 kg) pelo método descrito por Kosk-Kosicka
(1999). Todas as etapas foram realizadas a 4 °C. O animal foi submetido a eutanasia com altas
doses de pentobarbital sodico (>100 mg/kg, i.p.) de acordo com as normas do Comité de Etica
em Pesquisa Institucional. Os musculos das duas coxas foram removidos, transferidos para
béquer contendo EDTA 0,1 mM, dissecados e lavados com agua destilada gelada. Os
musculos foram cortados e homegeneizados em tampdo MOPS (170 g: 510 mL solucdo ),
pH 7,0 por 5 min e 0 homogenato foi centrifugado a 15.000 g por 20 min. O sobrenadante foi
filtrado em gaze e o filtrado foi centrifugado a 40.000 g por 90 min. O precipitado resultante
foi suspenso em solucdo Il, homogeneizado em homogeneizador de vidro e mantido em
camara fria por 40 min. A suspensao foi posteriormente centrifugada a 15.000 g por 20 min e
0 sobrenadante resultante foi centrifugado a 40.000 g por 90 min. O pellet final foi
ressuspenso e homogeneizado em homogeneizador de vidro e o material foi conservado em
freezer a -80 °C até a realizacdo dos ensaios de atividade enzimatica. O teor de proteina da
preparacdo membranar foi determinado pelo método de Bradford (1976).

5.7.1.2. Medida da atividade da Ca*?-ATPase

As medidas da atividade da Ca*?-ATPase foram feitas de acordo com o método de
Fiske e Subbarow (1925) adaptado para leitor de microplaca, utilizando microplacas

transparentes de fundo chato de 96 pocos. A velocidade de hidrdlise enzimatica do ATP foi
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determinada colorimetricamente por quantificacdo de fosfato inorganico (Pi) resultante da
hidrdlise do ATP em funcdo do tempo (MURAKAMI et al., 1992). As amostras
membranares contendo 0,6 pg de proteina preparadas em tampéo Tris-maleato 50 mM foram
incubadas na auséncia e na presenca de FBut (3 a 100 pg/mL) em volume final de 75 puL por
poco. A reagdo foi iniciada com a adicdo de 7,5 uL de ATP 30 mM durante 10 min de
incubacgéo a 37 °C. A reacgéo foi interrompida com 25 pL de TCA 50% gelado. Adicionou-se
200 pL de solugdo de molibdato de amdnio (15 mL para 0,36 g de &cido ascorbico, segundo
HOSSEIN et al., 1993), incubou-se a 37 °C por 10 minutos. Amostras contendo tapsigargina
(0,01 a 1 pM) foram utilizadas como controle positivo. As leituras das absorbancias foram
feitas a 820 nm em leitor de placa Spectramax M2 (Molecular Devices) e a atividade
enzimatica foi expressa em pumol Pi/mg proteina/min.

5.7.2. Avaliacdo da acdo da fracdo butandlica (FBut) de A. amazonicus na
atividade da H*-K*-ATPase

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

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 adquirido de fornecedor credenciado e sacrificado de acordo com as normas. O estdmago
foi removido, seccionado ao longo da curvatura menor, lavado com PBS gelado e transferido
para um béquer contendo tampao de homogeneizacdo. O fundo do estdmago foi dissecado e
estendido em placa de vidro sobre gelo, 0 muco foi removido e as glandulas géastricas foram
isoladas. O material foi homogeneizado em homogeneizador de vidro contendo tampéo de
homogeneizacdo (20 — 30 mL) a 3000 rpm. O homogenato foi centrifugado a 13000 g por 15
minutos, o pellet foi desprezado e o sobrenadante centrifugado a 100.000 g por 60 minutos. O
pellet (fracdo microssomal) foi ressuspenso em tampédo de homogeneizacdo (18 mL), aplicado

em gradiente de Ficol e sacarose (4% e 12%) e centrifugado a 24.000 rpm por 60 minutos. A
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fracdo contendo a H*-K'-ATPase foi coletada na interface do Ficol 12%, ressuspensa em
tampdo de homogeneizacdo (6 mL) contendo sacarose 30% e homogeneizada em
homogeneizador de vidro. Os microssomas géstricos foram conservados em freezer a -80 °C
até a realizacdo dos ensaios e o teor de proteinas foi determinado pelo método de Bradford
(1976).

5.7.2.2. 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 tampéo Tris-HCI 50 mM, contendo ouabaina 1 mM (para inibir a
Na’',K'—~ATPase presente no homogenato) em volume final de 100 pL. Foram usadas
microplacas transparentes de 96 pocos. A FBut foi testada em triplicata nas concentrac6es de
3 a 100 pg/mL. A reacdo foi iniciada adicionando-se 20 uL de ATP 5 mM e incubando-se as
amostras a 37 °C por 30 minutos. A reacdo foi interrompida com 25 puL 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 controle positivo foram feitas determinacfes da atividade enzimatica em
amostras contendo 0 antagonista especifico da H*-K*-ATPase, SCH 28080 (3 a 1000 pM).

A leitura das absorbancias foi feita a 820 nm em leitor de placa (Spectramax M2 -
Molecular Devices) e a atividade enzimatica foi expressa em pmol Pi/ mg proteina / min.

5.7.3. Determinacéo do teor de proteina

A concentracdo de proteinas das amostras membranares foi determinada pelo método
de Bradford (1976). O método baseia-se na mudanca de coloracdo vermelha do corante &cido
Coomassie Brilliant Blue G-250, presente no reagente de Bradford, para coloracdo azul apds
sua ligacdo a proteina das amostras. As determinac6es foramfeitas em triplicata e as leituras

das absorbancias foram feitas em espectrofotdmetro UV-1650 PC (Shimadzu) a 595 nm. A
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concentracdo de proteina foi determinada por interpolacdo da curva padrdo obtida com

albumina de soro bovino (1 a 8 pg/mL).
5.8. Anélise estatistica

Os resultados das experiéncias in vivo e in vitro foram expressos como médias * erro
padrdo e a significancia estatistica relativamente ao grupo controle foi determinada pelo test t
de Student (para comparacdo de 2 grupos) ou por analise de variancia (ANOVA), seguida
pelo teste de Newman-Keuls, Bonferroni ou Dunnett (para comparar mais de 2 grupos). As

diferencas foram consideradas significativas para p < 0,05.
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6.1. Triagem farmacoldgica geral

No teste geral de atividades, o extrato hidroalcodlico (EHA) e a fracdo butandlica
(FBut) foram administrados inicialmente em dose Unica elevada de 1 g/kg, v.0. Os
camundongos tratados (n = 3) apresentaram alguns sinais de acdo farmacoldgica do extrato e
da fracdo: houve diminui¢do na deambulacdo, no nimero de auto-limpeza e levantadas em
relacdo ao grupo controle tratado apenas com agua (5 mL/kg, v.0.) até as duas horas iniciais
apos o tratamento. Sinais de ataxia, incoordenacdo motora, irritabilidade ou hiperreatividade a
estimulos nociceptivos ndo foram registrados em nenhum periodo de observacdo; tampouco
foram observados sinais de alteragdo autonémica, como: salivacdo, lacrimejamento,
defecagcdo aumentada ou de consisténcia pastosa. Ndo houve morte dos animais tratados com

EHA e FBut, demonstrando que estes ndo foram téxicos na dose testada (Tabela 1).

Tabela 1 - Efeito do tratamento com extrato hidroalcodlico (EHA) e fracdo butandlica (FBut) de
Ampelozizyphus amazonicus Ducke (1 g/kg, v.0.) no teste hipocratico em camundongos

Comportamento (SNC)
Estimulante Sem efeito (0)
Depressora Menor deambulagio (++)

Até 2 h apds tratamento

menor auto-limpeza (+)
Outros levantadas (++)
Até 2 h apds tratamento

SNA Sem efeito (0)

Ausente
Até 24 h apds tratamento

Morte

Quantificacdo: (-) inibigdo (0) sem efeito observavel (+) efeito presente (++) efeito intenso

Observacdes realizadas 30 min, 1, 2, 3, 4 e 24 h ap6s o tratamento
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6.2. Sistema Nervoso Central

6.2.1. Avaliacdo da atividade hipnosedativa

6.2.1.1. Efeito do extrato hidroalcodlico (EHA) de A. amazonicus no teste do sono
induzido por barbiturico

A injecdo de pentobarbital (50 mg/kg, i.p.) nos camundongos do grupo controle
tratados com &gua (5 mL/kg, v.0.) produziu sono com laténcia de 5,3 £+ 0,1 minutos e duracao
de 42,5 * 4,3 minutos.

O tratamento prévio dos camundongos com EHA 0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0., uma hora
antes da injecdo do pentobarbital, diminuiu a laténcia para o sono para 3,4 +0,1; 3,1+ 0,1 e
3,0 £ 0,4 minutos, respectivamente. Nesses animais, a durac¢do do sono foi de 61,2 + 3,1; 60,1
+ 3,2 e 75,1 £ 7,3 minutos. Apenas 0 sono dos animais tratados com a maior dose do EHA foi
maior que o do grupo controle.

O diazepam 1 mg/kg, v.o., utilizado como controle positivo do teste, diminuiu a
laténcia para 2,6 = 0,5 minutos e aumentou a duracdo do sono para 117,7 + 24,6 minutos,

comparativamente aos controles (Figura 11).
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Figura 11 — Efeito do tratamento prévio (1 h) com extrato hidroalcodlico (EHA) de Ampelozizyphus amazonicus
Ducke (0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0.) no sono induzido por pentobarbital (50 mg/kg, i.p.) em camundongos. A —
laténcia para indugdo do sono (min); B — duragdo do sono (min). As colunas e barras representam as médias +
erro padrdo (oito animais/grupo). * p < 0,05 e ***p < 0,001 (ANOVA seguida pelo teste de Dunnett)
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6.2.1.2. Efeito da fracdo butandlica (FBut) de A. amazonicus no teste do sono
induzido por barbiturico

A injecdo de pentobarbital (50 mg/kg, i.p.) nos camundongos do grupo controle
tratados com &gua (5 mL/kg, v.0.) produziu sono com laténcia de 5,3 = 0,1 minutos e duragéo
de 42,5 £ 4,3 minutos.

O tratamento prévio dos camundongos com FBut 0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0., uma hora
antes da injecdo do pentobarbital diminuiu a laténcia para o sono para 3,4 +0,1;3,4+£0,1 ¢
3,1 + 0,1 minutos, respectivamente. Nesses animais, a dura¢do do sono foi de 62,7 + 6,3; 54,8
+ 4,4 e 75,0 £ 7,8 minutos. Apenas 0 sono dos animais tratados com a maior dose da FBut foi
maior que o do grupo controle.

O diazepam (1 mg/kg, v.0.) utilizado como controle positivo do teste diminuiu a
laténcia para 2,6 + 0,5 minutos e aumentou a duracdo do sono para 117,7 £ 24,6 minutos

comparativamente aos controles (Figura 12).
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Figura 12 — Efeito do tratamento prévio (1 h) com fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus
Ducke (0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0.) no sono induzido por pentobarbital (50 mg/kg, i.p.) em camundongos. A —
laténcia para indugdo do sono (min); B — duragdo do sono (min). As colunas e barras representam as médias +
erro padrdo (oito animais/grupo). * p < 0,05 e ***p < 0,001 (ANOVA seguida pelo teste de Dunnett)
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6.2.1.3. Efeito da fracdo butandlica (FBut) de A. amazonicus no teste do sono
induzido por éter etilico

A exposicao ao éter etilico nos camundongos do grupo controle tratados com agua (5
mL/kg, v.0.) produziu sono com laténcia de 25,6 + 1,7 segundos e duracdo de 58,6 * 5,6
segundos.

O tratamento prévio com FBut 0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0., uma hora antes da exposi¢do ao
éter etilico diminuiu a laténcia para o sono para 22,4 + 1,6; 18,8 + 1,2 e 17,4 £ 1,3 segundos,
respectivamente. Nesses animais, a duragcéo do sono foi 95,9 + 14,6; 91,6 + 12,4 e 106,9 + 4,2
segundos, respectivamente. Nos animais tratados com as doses de 0,3 e 1g/kg da FBut a
duracéo do sono foi maior que a do grupo controle (Figura 13).

O diazepam (1 mg/kg, v.0.), utilizado como controle positivo do teste, diminuiu a
laténcia ao sono para 20,0 + 0,8 segundos e aumentou a duracdo do sono para 136,5 £ 10,9

segundos, comparativamente ao controle.
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Figura 13 — Efeito do tratamento prévio (1 h) com fragdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus
Ducke (0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0.) no sono induzido por éter etilico em camundongos. A - laténcia para indugéo do
sono e B - duragdo do sono. As colunas representam as médias + erro padréo (oito animais/grupo). * p < 0,05, **
p < 0,01 *** p < 0,001 (ANOVA seguida do teste de Dunnett)
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6.2.2. Efeito do extrato hidroalcodlico (EHA) de A. amazonicus no teste do
labirinto em cruz elevado (LCE)

Em camundongos controles tratados com agua (5 mL/kg, v.0.) e colocados no LCE a
frequéncia total de entradas (soma das entradas nos bracos fechados e nos bragos abertos) foi
8,0 £ 0,9 entradas nos bragos/5 minutos e o tempo total (soma do tempo nos bragos fechados e
nos bragos abertos) foi 248,9 £7,5 segundos/5 minutos. A frequéncia de entrada e o tempo nos
bracos abertos foram 7,5 + 3,0% da frequéncia total de entradas/ 5 minutos e 1,3 + 0,7% do
tempo total/5 minutos. O tempo de permanéncia na plataforma de intersecdo foi de 45,5 £ 9,5
segundos/5 minutos. Os parametros de atividade exploratoria foram 19,4 + 2,1 estiramentos/ 5
minutos e 8,3 + 1,4 imersGes de cabeca / 5 minutos.

Em camundongos tratados previamente com EHA (0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0.) a frequéncia
total de entradas foi 10,0 + 0,9; 11,0 £ 1,2 e 10,5 + 1,2 entradas nos bracos/5 minutos. A
frequéncia de entrada nos bracos abertos foi 19,0 £ 7,5; 8,1 £ 2,7 e 4,4 £ 2,5% do total de
entradas/5 minutos, respectivamente. O tempo total nos bragos foi 216,3 +£5,0; 197,3+110¢e
206,4 + 9,8 segundos/5 minutos. O tempo de permanéncia nos bragos abertos com as mesmas
doses foi 6,9 = 3,4; 4,1 £ 1,8 e 2,8 + 1,5% do tempo total/5 minutos, respectivamente, e ndo
diferiu do grupo controle (Figura 14).

O controle positivo diazepam (1 mg/kg, v.0.) aumentou a fregiiéncia de entrada nos
bracos abertos para 31,7 £ 9,0% da frequéncia total de entradas/5 minutos e o tempo de

permanéncia foi de 9,4 + 3,1% do tempo total/5Sminutos.
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Figura 14 — Efeito do tratamento prévio (1 h) com extrato hidroalcodlico (EHA) de Ampelozizyphus amazonicus
Ducke (0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0.) no labirinto em cruz elevado, durante 5 minutos, em camundongos. A - frequéncia
de entrada nos bracos abertos do LCE (em % do total de entradas nos bracos abertos e fechados) e B - tempo nos
bracos abertos (% do tempo total nos bragos abertos e fechados). As colunas representam as médias + erro
padrdo (oito animais/grupo). ** p < 0,01 (ANOVA seguida pelo teste de Dunnett)

O tratamento com EHA (0,1; 0,3 e 1 g/kg) aumentou significativamente o tempo de
permanéncia no centro da plataforma para 83,8 £ 14,0; 104 £ 32,5 e 93,6 = 27,6 segundos /5

minutos, respectivamente. Todas as doses foram maiores que o controle (Figura 15).
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Figura 15 — Efeito do tratamento prévio (1 h) com extrato hidroalcodlico (EHA) de Ampelozizyphus amazonicus
Ducke (0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0.) no tempo de permanéncia na plataforma central do labirinto em cruz elevado,
durante 5 minutos, em camundongos. As colunas representam as médias * erro padrédo (oito animais/grupo). *p <
0,05, ** p< 0,01 e *** p <0,001 (ANOVA seguida pelo teste de Dunnett)



82

Camundongos tratados com EHA 0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0. apresentaram 20,1 + 1,2; 26,8
+ 1,2 e 24,8 £ 1,9 estiramentos/ 5 minutos, respectivamente. Somente a dose intermediaria
(0,3 g/kg) aumentou 14% o numero de estiramentos em relacdo ao grupo controle. Nessas
mesmas doses de EHA, os camundongos apresentaram 16,1 + 2,6; 23,0 £ 1,7 e 23,9 + 3,8
imersbes de cabeca/5 minutos. As doses maiores aumentaram esse parametro em 177% e
187%, respectivamente, em relagdo ao grupo controle (Figura 16).

O grupo tratado com o controle positivo diazepam (1mg/kg, v.0.) apresentou 17,4 £

3,7 estiramentos/5 minutos e 30,2 + 11,1 imersdes de cabe¢a/5 minutos.
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Figura 16 — Efeito do tratamento prévio (1 h) com extrato hidroalcodlico (EHA) de Ampelozizyphus amazonicus
Ducke (0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0.) no labirinto em cruz elevado, durante 5 minutos, em camundongos. A -
estiramentos e B - imersdes de cabega. As colunas representam as médias * erro padréo (oito animais/grupo). * p
<0,05e ** p < 0,01 (ANOVA seguida pelo teste de Dunnett)
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6.2.3. Efeito da fracdo butandlica (FBut) de A. amazonicus no teste do labirinto
em cruz elevado (LCE)

Em camundongos controles tratados com agua (5 mL/kg, v.0.) e colocados no LCE a
frequéncia total de entradas (soma das entradas nos bracos fechados e nos bragos abertos) foi
8,0 £ 0,9 entradas nos bragos/5 minutos e o tempo total (soma do tempo nos bragos fechados e
nos bragos abertos) foi 248,9 £7,5 segundos/5 minutos. A freqliéncia de entrada e o tempo nos
bracos abertos foram 7,5 + 3,0% da frequéncia total de entradas/ 5 minutos e 1,3 + 0,7% do
tempo total/5 minutos. O tempo de permanéncia na plataforma de intersecdo foi de 45,5 £ 9,5
segundos/5 minutos. Os parametros de atividade exploratoria foram 19,4 + 2,1 estiramentos/ 5
minutos e 8,3 + 1,4 imers@es de cabeca / 5 minutos.

Em camundongos tratados previamente com FBut (0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0.) a frequéncia
total de entradas foi 10,8 + 0,5; 10,5 £ 0,9 e 10,1 + 1,0 entradas nos bragcos/5 minutos. A
frequéncia de entrada nos bragos abertos foi 21,0 + 3,8; 34,4 £ 4,4 e 19,2 £ 6,5% do total de
entradas/5 minutos, respectivamente. A dose intermediaria (0,3 g/kg) aumentou 27% em
relacdo ao controle. O tempo total nos bracos foi 238,4 + 6,7; 227,8 + 9,2 e 220,6 + 13,1
segundos/5 minutos. O tempo de permanéncia nos bracos abertos com as mesmas doses foi
67,1 £ 21; 12,1 £ 2,6 e 55 £ 3,0% do tempo total/5 minutos, respectivamente. A dose
intermediaria foi 11% maior que o controle (Figura 17).

O controle positivo diazepam (1 mg/kg, v.0.) aumentou a fregiiéncia de entrada nos
bracos abertos para 31,7 £ 9,0% da frequéncia total de entradas/5 minutos e o tempo de

permanéncia foi de 9,4 + 3,1% do tempo total/Sminutos.
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Figura 17 — Efeito do tratamento prévio (1 h) com fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus
Ducke (0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0.) no labirinto em cruz elevado, durante 5 minutos, em camundongos. A - frequéncia
de entrada nos bragos abertos do LCE (% do total de entradas nos bracos abertos e fechados) e B - tempo nos
bracos abertos (% do tempo total nos bragos abertos e fechados). As colunas representam as médias + erro
padrdo (oito animais/grupo). ** p < 0,01 (ANOVA seguida pelo teste de Dunnett)

Camundongos tratados com FBut 0,1; 0,3 e 1 g/kg permaneceram na plataforma de
intersec¢do por 56,3 £9,98; 79,6 + 6,4 e 79,4 + 13,1 segundos, respectivamente. Estes valores
ndo diferiram do grupo controle (Figura 18).
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Figura 18 — Efeito do tratamento prévio (1 h) com fragdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus
Ducke (0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0.) no tempo de permanéncia na plataforma central (s) do labirinto em cruz elevado,
em camundongos.. As colunas representam as médias + erro padrdo (oito animais/grupo). ANOVA seguida pelo
teste de Dunnett
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Camundongos tratados com FBut (0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0.) apresentaram 19,6 + 1,1;
18,3 £ 0,9 e 24,6 £ 0,9 estiramentos corporais/5 minutos, respectivamente. Estes resultados
ndo diferiram significativamente do grupo controle. Com as mesmas doses esses animais
apresentaram 16,5 = 2,0; 17,4 £ 1,0 e 12,0 £ 1,5 imersdes de cabega/5 minutos. As doses

menores aumentaram as imersdes em 99% e 109%, em relagdo ao grupo controle (Figura 19).
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Figura 19 — Efeito do tratamento prévio (1 h) com fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus
Ducke (0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0.) no labirinto em cruz elevado, durante 5 minutos, em camundongos. A -
estiramentos e B - imersdes de cabeca. As colunas representam as médias + erro padrao (oito animais/grupo). * p
<0,05e ** p < 0,01 (ANOVA seguida pelo teste de Dunnett)
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6.2.4. Efeito do extrato hidroalcodlico (EHA) de A. amazonicus no teste da
suspensao pela cauda

O grupo controle apresentou laténcia para imobilidade de 78,6 + 17,1 segundos,
permanecendo imével por 49,5 + 8,7 segundos em 5 minutos de observacao.

O tratamento prévio com EHA 0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0. diminuiu a laténcia para 39,6 +
4,0; 28,3 £ 4,6 e 18,4 £ 1,6 segundos, respectivamente. Estes valores foram 50%, 64% e 77%
menores que dos animais controles.

Nestes animais o tempo de imobilidade foi 69,9 + 8,7; 84,9 £ 7,3 e 99,3 + 17,2
segundos, respectivamente, sendo 2 vezes maior com 1 g/kg, em relagdo ao controle (Figura

20).
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Figura 20 - Efeito do tratamento prévio (1 h) com extrato hidroalcodlico (EHA) de Ampelozizyphus amazonicus
Ducke (0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0.) no teste de suspensdo pela cauda, durante 5 minutos, em camundongos. A —
laténcia (s) e B - duracdo da imobilidade (s). As colunas representam as meédias + erro padrdo (oito
animais/grupo). * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 (ANOVA seguida pelo teste de Dunnett)
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6.2.5. Efeito da fragdo butandlica (FBut) de A. amazonicus no teste da suspensao
pela cauda

O grupo controle apresentou laténcia para imobilidade de 78,6 + 17,1 segundos,
permanecendo imével por 43,2 £ 5,0 segundos em 5 minutos de observacao.

O tratamento prévio com FBut 0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.o. diminuiu a laténcia para 47,6 +
4,3; 33,2 £ 3,2 e 27,4 £ 2,3 segundos, respectivamente. Estes valores foram 39%, 58% e 65%
menores que dos animais controles, respectivamente.

Nestes animais, o tempo de imobilidade foi 75,1 + 12,9; 115,7 + 29,7 e 140,6 = 21,8
segundos, respectivamente. Com as doses de 0,3 e 1 g/kg foram 134% e 184% maiores que

dos animais controle, respectivamente (Figura 21).
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Figura 21 - Efeito do tratamento prévio (1 h) com fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus
Ducke (0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0.) no teste de suspensdo pela cauda, durante 5 minutos, em camundongos. A —
laténcia (s) e B - duracdo da imobilidade (s). As colunas representam as médias + erro padrdo (oito
animais/grupo). * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 (ANOVA seguida pelo teste de Dunnett)
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6.3. Avaliacdo da atividade em nocicepc¢ao e inflamacéao

6.3.1. Efeito da fragdo butanodlica (FBut) de A. amazonicus no teste da formalina
1,5%

Em ratos tratados com &gua (5 mL/Kkg, v.0.), 0 tempo de lambedura da pata na primeira
fase do teste (0-5 minutos) foi 105,7 + 8,3 segundos e na segunda fase (15-30 minutos) foi de
154,4 + 17,4 segundos.

O tratamento prévio com FBut 0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0. diminuiu o tempo de lambedura
da pata na primeira fase para 89,8 + 7,1; 65,3 + 4,9 e 67,1 + 6,9 segundos, respectivamente.
Com as maiores doses, a diminuicdo foi de 38% e 36%, respectivamente, comparativamente
aos animais controles.

Na segunda fase do teste, o tempo de lambedura foi reduzido para 124,3 + 14,7; 94,0 £
14,5 e 94,8 + 7,9 segundos, respectivamente. Com as maiores doses os tempos foram 39%

menores que dos animais controles (Figura 22).
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Figura 22 — Efeito do tratamento prévio (1 h) com fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus
Ducke (0,1; 0,3 e 1,0 g/ kg, v.0.) no teste da formalina 1,5%, em ratos. A - tempo de lambedura da pata na
primeira fase (0-5 min) e B - na segunda fase (15-30 min). As colunas representam as médias + erro padréo
(cinco animais/grupo). * p < 0,05 e **p < 0,01 (ANOVA seguida pelo teste de Dunnett)
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6.3.2. Efeito da fracéo butanolica (FBut) de A. amazonicus no teste da retirada da
cauda

Em camundongos controle tratados com éagua (5 mL/kg, v.0.) a laténcia basal de
reacdo ao estimulo térmico (55 °C) foi 2,9 + 0,1 segundos (n=6)e 2,7 +0,3;2,9+0,1;2,7 +
0,3 e 2,9 £ 0,3 segundos apds 30, 60, 90 e 120 minutos apds o tratamento.

Camundongos tratados previamente (1 h antes) com a FBut de A. amazonicus 0,3
g/kg, v.o. apresentaram laténcia basal de 3,0 £ 0,2 s. Ap6s o tratamento a laténcia foi
aumentada apos 1,5 h para 5,6 + 0.7 s (Figura 23). O fentanil (50 ug/kg, s.c.) aumentou a
laténcia para a retirada da cauda para 10,0 £ 1,9; 7,2 £ 1,7; 5,2 £ 0,6 ap6s 0,5; 1 e 1,5 horas,
respectivamente.

A administracdo prévia de naloxona (5 mg/kg, i.p.) 15 minutos antes do tratamento

com FBut ou fentanil, bloqueou a resposta ao fentanil, mas nao a FBut.
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Figura 23 — Efeito do tratamento prévio (1 h) com fragdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus
Ducke (0,3 g/ kg, v.0.) no teste da retirada da cauda, em camundongos. Grupo controle (agua, 5 mL/kg, v.0.) e
controle positivo fentanil (50 pg/kg, s.c.). Naloxona (5 mg/kg, i.p.). Os pontos representam as médias * erro
padréo (seis animais/grupo). * p < 0,05 e ** p< 0,01 (ANOVA seguida pelo teste de Newman-Keuls)
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6.3.3. Efeito da fracdo butanodlica (FBut) de A. amazonicus no teste da placa
quente

Em camundongos controle tratados com éagua (5 mL/kg, v.0.) a laténcia basal de
reacdo ao estimulo térmico (55 °C) foi 4,7 £ 0,5 segundos (n=6) e 4,8 +0,4;4,3+0,6; 4,3 +
0,5 e 3,7 £ 0,4 segundos apds 30, 60, 120 e 180 minutos apds o tratamento.

Camundongos tratados previamente (1 h antes) com a FBut de A. amazonicus 0,3
g/kg, v.o., apresentaram laténcia basal de 4,8 + 0,5 s. Ap6s o tratamento a laténcia foi
aumentada para 7,8 + 0,7; 7,5 + 0,7, 86 + 1,8 e 54 + 0,7 ap6s 0,5; 1; 2 e 3 horas,

respectivamente (Figura 24).
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Figura 24 — Efeito do tratamento prévio (1 h) com fragdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus
Ducke (0,03; 0,1 e 0,3 g/ kg, v.0.) no teste da placa quente (55 °C), em camundongos. Grupo controle (agua, 5
mL/kg, v.0.) e controle positivo fentanil (50 pg/kg, s.c.). Os pontos representam as médias + erro padrdo (seis
animais/grupo). * p < 0,05 e ** p< 0,01 (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni)
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6.3.4. Efeito da fracdo butandlica (FBut) de A. amazonicus nas contorcoes
abdominais induzidas por &cido acético a 0,8%

Em camundongos controles tratados com agua (5 mL/kg, v.0.) o numero de
contor¢des abdominais induzidas pela injecdo de &cido acético (0,8%, 10 mL/kg, i.p.) foi 7,0
+21;228+28;184+18;14,0+23;12,6 +29¢e 10,4 £ 2,2 apos 5, 10, 15, 20, 25 e 30
minutos apos a injecdo, respectivamente.

O tratamento prévio com FBut 0,1 g/kg, v.0., inibiu 0 nmero de contor¢gdes em 39%,
41%, 49%, 70% e 70% nos intervalos de 10, 15, 20, 25 e 30 minutos ap6s a injecdo de acido
acetico (0,8%), respectivamente (Figura 25). Os camundongos tratados com FBut 0,3 g/kg,
v.0., apresentaram reducdo do numero de contorcgdes de 59 e 45% nos intervalos de 10 e 15
minutos.

A indometacina (10 mg/kg, v.0.) diminuiu o numero de contor¢bes de 51 a 68%

durante todo o experimento.
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Figura 25 - Efeito do tratamento prévio (1 h) com fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus
(0,03; 0,1 e 0,3 g/ kg, v.0.) no teste da contor¢do abdominal induzida por acido acético (0,8%) em camundongos.
Controle positivo tratado com indometacina 10 mg/kg, v.o. As colunas representam as medias + erro padrao (seis
animais/grupo). * p < 0,05, **p < 0,01 e***p < 0,001 (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni)
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6.3.5. Efeito da fracdo butandlica (FBut) de A. amazonicus no edema de pata
induzido por carragenina 1%

O volume médio das patas dos animais imediatamente apds a injecdo de carragenina
foi 2,2 £ 0,01 mL (n = 6). A injecdo subplantar de carragenina 1% produziu reacao
edematogénica aguda progressiva atingindo pico maximo apds 3 horas. Nos animais controle,
0 aumento do volume das patas injetadas com o agente flogistico em relacdo as patas
contralaterais foi de 0,1 + 0,01; 0,5+ 0,01;0,7+0,01;1,1+0,1; 0,8 +0,1 € 0,8 + 0,1 mL apds
0,5; 1; 2; 3; 4 e 5 horas, respectivamente.

O tratamento prévio (1 h antes) dos ratos com a FBut de A. amazonicus 0,1 e 0,3 g/kg,
v.0. reduziu a formacéo do edema de 18 a 27% e de 25%, respectivamente a partir de 3 horas,
representando um bloqueio no efeito edematogénico produzido pela injecdo de carragenina
(Figura 26).

A indometacina (10 mg/kg, v.0.) reduziu o edema de 36 a 70% dos 60 a 300 minutos

da administracdo da carragenina.
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Figura 26 — Efeito do tratamento prévio (1 h) com fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus
Ducke (0,03; 0,1 e 0,3 g/ kg, v.0.) no edema de pata induzido por carragenina 1%, em ratos. Grupo controle
(Agua, 5 mL/kg, v.0.) e controle positivo indometacina (10 mg/kg, v.0.).Os pontos representam as médias * erro
padréo (seis animais/grupo). * p < 0,05, ** p< 0,01 e *** p < 0,001 (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni)
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6.3.6. Efeito da fracdo butandlica (FBut) de A. amazonicus no edema de pata
induzido por dextrana 0,1%

A injecdo subplantar de dextrana 0,1% nas patas de ratos produziu uma reagao
edematogénica de laténcia pequena e intensidade maxima apds 60 minutos.

Nos animais controle, 0 aumento do volume das patas injetadas com dextrana em
relacdo as patas contralaterais foi de 0,8 £ 0,1; 1,2 £ 0,1; 0,9+ 0,0 e 1,0 £ 0,01 mL ap6s 30,
60, 120 e 180 minutos, respectivamente.

O tratamento prévio com FBut (0,03; 0,1 e 0,3 g/kg, v.0.) ndo alterou a formacao do
edema (Figura 27). A ciproheptadina (10 mg/kg, v.0.) reduziu o edema durante todo o tempo

de avaliacdo experimental de 33 a 80%, comparativamente aos animais controles.
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Figura 27 — Efeito do tratamento prévio (1 h) com fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus
Ducke (0,03; 0,1 e 0,3 g/ kg, v.0.) no edema de pata induzido por dextrana 0,1%, em ratos. Grupo controle
positivo tratado com ciproheptadina (10 mg/kg, v.0.). Os simbolos representam as médias + erro padrdo (seis
animais/grupo). (ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni)
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6.3.7. Efeito da fragdo butandlica (FBut) de A. amazonicus na peritonite induzida
por carragenina 1%

Apb6s 5 horas da injecdo de carragenina (1%, 1 mL, i.p.), o exsudato peritoneal
coletado de camundongos controles tratados com agua (5 mL/kg, v.0.) apresentou 1,8 + 0,2 X
10° células / mm?®.

O tratamento prévio com FBut 0,03; 0,1 e 0,3 g/kg, v.o. reduziu a migracdo celular
para 1,5 + 0,1; 1,1 + 0,1 e 1,3 + 0,1 x 10° célulassmm?, respectivamente. O efeito foi
significativamente menor (38%) somente nos animais tratados com a dose de 0,1 g/kg (Figura

28).
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Figura 28 — Efeito do tratamento prévio (1 h) com fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus
(0,03; 0,1 e 0,3 g/ kg, v.0.) na peritonite induzida por carragenina 1% (1 mL, i.p.), em camundongos. Numero de
células (10°/’mm?). Grupo controle tratado com 4gua (5 mL/kg, v.0.). Os simbolos representam as médias * erro
padrdo (seis animais/grupo). * p < 0,05 (ANOVA seguida pelo teste de Dunnett)
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6.4. Avaliacdo da atividade no trato gastrintestinal

6.4.1. Estudo da atividade anti-Ulcera

6.4.1.1. Efeito da fracdo butandlica (FBut) de A. amazonicus no modelo de lesédo
gastrica induzida por estresse

Em camundongos controle tratados com &gua (5 mL/kg, v.0) submetidos ao estresse
por imobilizacdo a frio (4 °C, 2 h), o indice de lesdo foi de 43,3 + 4,0 com 22,8 + 2,9 ulceras /
animal (n = 6).

O tratamento prévio com FBut 0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0., reduziu o indice de lesdo em 34,
59 e 68%, respectivamente, em relacdo ao controle. O mesmo efeito foi observado no nimero
de Ulceras/animal com reducdo de 40, 61 e 80% do controle com as doses de 0,1; 0,3 e 1 g/kg,
respectivamente (Figura 29).

Em camundongos tratados com o controle positivo ranitidina (50 mg/kg, v.0), o indice

de lesdo foi de 10,9 £ 2,1 com 1,7 £ 1,7 Ulceras/animal (n = 6).
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Figura 29 — Efeito do tratamento prévio (1 h) com fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus
Ducke (0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0.) na lesdo gastrica induzida por estresse por imobilizacdo a frio (4 °C por 2 h), em
camundongos. Grupo controle tratado com agua (5 mL/kg, v.0.) e o controle positivo com ranitidina (50 mg/kg,
v.0.). A - indice de lesdo da mucosa gastrica e B - nimero de Ulceras/animal. As colunas representam as médias
+ erro padrdo (seis animais/grupo). * p < 0,05; ** p < 0,01 e *** p < 0,001 (ANOVA seguida pelo teste de
Dunnett)
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6.4.1.2. Efeito da fracdo butanolica (FBut) de A. amazonicus no modelo de lesédo
gastrica induzida por etanol

Em camundongos controles tratados previamente com &agua (5 mL/kg, v.0.) e
submetidos ao etanol 75% (5 mL/Kkg, v.0.), o indice de lesdo foi de 56,8 + 9,1 com 37,8 £ 6,1
Ulceras/animal (n = 6).

O tratamento prévio com FBut 0,03; 0,1 e 0,3 g/kg, v.0., reduziu o indice de lesdo 5,
32 e 85%, respectivamente, em relacdo ao controle. O mesmo efeito foi observado no nimero

de ulceras/animal com reducéo de 20, 43 e 93% do controle, respectivamente (Figura 30).
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Figura 30 — Efeito do tratamento prévio (1 h) com fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus
Ducke (0,03; 0,1 e 0,3 g/kg, v.0.) na lesdo gastrica induzida por etanol 75% (5 mL/kg, v.0.), em camundongos.
Grupo controle tratado com &gua (5 mL/kg, v.0.). A - indice de lesdo da mucosa gastrica e B - nimero de
Glceras. As colunas representam as médias + erro padrdo (seis animais/grupo). *** p < 0,001 (ANOVA seguida
pelo teste de Dunnett)
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6.4.1.3. Efeito da fracdo butanolica (FBut) de A. amazonicus no modelo de lesédo
gastrica induzida por indometacina

Em camundongos controles tratados com agua (5 mL/kg, v.0.) o indice de lesdo
produzido por indometacina (20 mg/kg, s.c.) foi de 28,2 + 4,5 com 17,0 + 3,6 Ulceras/animal
(n=6).

Em camundongos tratados previamente com FBut 0,03; 0,1 e 0,3 g/kg, v.0., 0 indice
de lesdo foi 25,6 + 3,3; 27,5 + 3,2 e 38,8 + 2,4 com 152 + 3,2; 16,0 £ 35e 27,0 £ 1,4
Ulceras/animal, respectivamente (Figura 31). Esses valores ndo diferiram significativamente

do grupo controle.
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Figura 31 — Efeito do tratamento prévio (1 h) com fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus
Ducke (0,03; 0,1 e 0,3 g/kg, v.0.) na lesdo gastrica induzida por indometacina (20 mg/kg, s.c.), em
camundongos. Grupo controle tratado com agua (5 mL/kg, v.0.) A - indice de lesdo da mucosa géastrica e B -

nuimero de Ulceras/animal. As colunas representam as médias + erros padrdo (seis animais/grupo). (ANOVA
seguida pelo teste de Dunnett)
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6.4.2. Estudo da atividade antissecretora gastrica

6.4.2.1. Efeito da fracdo butandlica (FBut) de A. amazonicus no modelo da
ligadura pildrica

Apb6s 4 horas de ligadura pilérica, o volume da secrecdo géstrica coletada de
camundongos controles tratados com agua (5 mL/kg, i.d.) foi de 0,5 + 0,05 mL com pH = 4,4
+ 0,5 e acidez titulavel de 0,5 + 0,1 mEq[H*]/L/4 h (n = 6).

A administracdo intraduodenal da FBut 0,03; 0,1 e 0,3 g/kg reduziu o volume da
secrecdo para 0,4 = 0,05; 0,2 £ 0,02 e 0,2 £ 0,05 mL, respectivamente. As maiores doses
reduziram o volume 54% e 65%, respectivamente, em relacdo ao controle. O pH nédo foi
alterado pela FBut. A acidez total foi 0,6 + 0,09; 0,3 + 0,02 e 0,2 + 0,02 mEq[H]/L/4 h,
respectivamente. As maiores doses reduziram a acidez total 51% e 65%, respectivamente em

relacdo ao controle (Figura 32).
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Figura 32 — Efeitos da fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus Ducke (0,03; 0,1 e 0,3
g/kg) administrada na luz duodenal no volume, pH e na acidez total da secrecéo &cida géastrica de camundongos
submetidos a ligadura pilérica de 4 h. Grupo controle tratado com dgua (5 mL/kg, i.d.) e o controle positivo com
ranitidina (50 mg/kg, i.d.). A - volume (mL); B - pH e C - acidez total (mEq[H']/L/4 h). As colunas representam
as médias + erro padrdo (seis animais/grupo). * p < 0,05; **p < 0,01 e *** p < 0,001 (ANOVA seguida pelo
teste de Dunnett)
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6.4.3. Estudo da atividade na motilidade gastrintestinal

6.4.3.1. Efeito da fragdo butandlica (FBut) de A. amazonicus no transito intestinal

Em camundongos controle tratados com agua (5 mL/kg, v.0.) o percurso do carvdo
ativado 10% (5 mL/kg, v.0.) foide 52,2 + 7,0% do comprimento total do intestino delgado (n
= 6).

Em camundongos tratados previamente com FBut 0,03; 0,1 e 0,3 g/kg, v.0., 0 percurso
do marcador foi de 53,3 + 4,6; 58,0 + 5,6 e 59,0 £ 3,2% (Figura 33). Esses valores nao
diferiram do grupo controle.

Em camundongos tratados com atropina (3 mg/kg, v.0), utilizada como controle
positivo, o percurso do marcador foi 26,2 = 8,5%, significativamente menor que o do

controle.
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Figura 33 — Efeito do tratamento prévio (1 h) com fragdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus
Ducke (0,03; 0,1 e 0,3 g/kg, v.0.) no percurso do carvdo ativado 10% (5 mL/kg, v.0.), em camundongos. Grupo
controle tratado com &gua (5 mL/kg, v.0.) e o controle positivo com atropina (3 mg/kg, v.0.). As colunas
representam as médias + erro padréo (seis animais/grupo). (ANOVA seguida pelo teste de Dunnett)
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6.5. Avaliacdo de a¢des no sistema cardiovascular

6.5.1. Efeito da fracdo butandlica (FBut) de A. amazonicus na pressao arterial de
ratos

6.5.1.1. Pressao arterial em ratos ndo-anestesiados

Ratas normotensas com 90 dias de idade, foram tratadas cronicamente com FBut de A.
amazonicus, ou com igual volume de agua por via oral. Ao final do periodo controle (0 a 30
dias), antes da administragdo do extrato, a PA foi estdvel em 139 + 4 mmHg (n = 6). A PA
dos animais controles tratados com agua (5 mL/kg, v.0.) ndo foi alterada durante 21 dias de
tratamento com FBuLt.

Com a administracdo repetida de FBut (0,3 g/kg/dia, v.0.), a PA basal foi reduzida
progressivamente para 121 + 4 mmHg, apds 14 dias. O tratamento desses animais com dose
maior de FBut (1g/kg/dia/v.0.) durante sete dias reduziu a PA para 117 + 3 mmHg enquanto a
PA dos animais controle manteve-se constante.

A inversdo do tratamento entre 0s grupos teve o mesmo resultado, isto €, nos animais
tratados anteriormente com FBut 1 g/kg/dia/v.o0., a PA retornou aos valores basais 48 h apos a
interrupcao da FBut e administracdo do veiculo. Nos animais que passaram a receber FBut 1
g/kg/dia/v.o. a PA foi reduzida a 121 £ 1 mm Hg 48 horas ap6s o inicio do tratamento

(Figura 34).
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Figura 34 — Efeito da FBut de Ampelozizyphus amazonicus Ducke (0,3 g/kg/ dia, v.0.) na pressdo arterial
sistdlica em ratos normotensos ndo anestesiados. Os animais controles (o) receberam &gua (5 mL/kg, v.0.) e 0s
tratados receberam FBut 0,3 g/kg, v.o. (A) durante 14 dias, quando a dose foi aumentada para FBut 1 g/kg, v.o.
(A) durante 7 dias. Nesse momento o tratamento dos grupos foi invertido. Notar que a PA dos animais que
passaram a receber agua (5 mL/kg, v.0.) voltou aos valores controles (A) e a PA dos animais que receberam
FBut 1 g/kg, v.o. por 7 dias (m ) foi reduzida. Nova inversdo dos tratamentos apds esse periodo produziu efeitos
semelhantes. Dados expressos como médias + erro padrdo (seis animais/grupo) * p <0,05 (teste t de Student)

6.5.1.2. Pressdo arterial em ratos anestesiados

A FBut (3, 10 e 20 mg/kg, e.v.) diminuiu a pressdo arterial em ratos anestesiados
proporcionalmente as doses. A injecdo da FBut 3, 10 e 20 mg/Kkg, e.v. produziu hipotenséo de
12,5+ 0,9; 25,5 + 3,5 e 35 + 4,1 mmHg com pico maximo em dois minutos sem reversdo a

pressdo basal com as duas maiores doses (Figura 35).
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Figura 35 — Efeito pressorico da fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus Ducke (3, 10 e 20
mg/kg, e.v.) em ratos normotensos anestesiados. As colunas representam as médias + erro padrdo (trés
animais/grupo)

A administracdo prévia de atropina (1 mg/kg, e.v.) suficiente para inibir 90% do
efeito hipotensor da acetilcolina (0,1; 0,3 e 1 pg/kg, e.v.), ndo interferiu com a hipotenséo

produzida pela FBut (Figura 36).
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Figura 36 — Efeitos pressoricos da injecdo da fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus Ducke
(10 mg/kg, e.v.) antes e apds o tratamento com atropina (1 mg/kg, e.v.) em ratos normotensos anestesiados. As
colunas representam as médias + erro padrdo (quatro animais/grupo). Test t ndo pareado
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A FBut (10 mg/kg, e.v.) injetada 2 minutos antes ndo alterou o efeito hipotensor

produzido pela acetilcolina (0,1; 0,3 e 1 ng/kg, e.v.) (Figura 37).
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Figura 37 — Efeitos pressoricos da inje¢do de acetilcolina (0,1; 0,3 e 1,0 ug/kg, e.v.) antes e apods a injegdo da
fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus Ducke (10 mg/kg, e.v.) em ratos normotensos
anestesiados. Os simbolos representam as médias + erro padrao (quatro animais/grupo)

A injecdo de noradrenalina (0,1; 0,3 e 1 pg/kg, e.v.) produziu hipertensdo de 13,9 +
2,2;20,4 +3,0e 35,3+1,9mm Hg. A injecdo de angiotensina Il (0,01; 0,03 e 0,1 pg/kg, e.v.)
produziu hipertensdo de 11,8 £ 0,7; 17,9 £ 3,0 e 25,2 £ 2,3 mmHg. As doses médias foram
selecionadas para 0s estudos posteriores.

A administracdo prévia de FBut (10 mg/kg, e.v.) suficiente para reduzir a pressdo
arterial de 25,2 £ 2,0 mmHg em ratos normotensos anestesiados, ndo inibiu as respostas

pressoricas a noradrenalina (0,3 pug/kg, e.v.) e a angiotensina Il (0,03 pg/kg, e.v.) (Figura 38).

40- Dose (ug/kg, e.v.)

Pressdo arterial (A mmHg)

Figura 38 — Efeitos presséricos da inje¢do de noradrenalina (0,3 pg/kg, e.v.) e angiotensina Il (0,03 pg/kg, e.v.)
antes e ap0s injecdo da fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus Ducke (10 mg/kg, e.v.) em ratos
normotensos anestesiados. As colunas representam as médias + erro padrao (quatro animais/grupo)
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A administracdo prévia de FBut (10 mg/kg, e.v.) suficiente para reduzir a pressao
arterial de 25,5 £ 3,5 mmHg em ratos normotensos anestesiados, ndo inibiu as respostas
pressdricas a noradrenalina (0,3 pg/kg, e.v.) e a angiotensina Il (0,03 pg/kg, e.v.) em animais

controle. O tratamento crénico com FBut 1 g/kg, v.o. durante 10 dias, também ndo alterou a

resposta aos agonistas (Figura 39).
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Figura 39 — Efeitos presséricos da injecdo de noradrenalina (0,3 pg/kg,e.v.) e angiotensina Il (0,03 pg/kg, e.v.)
em ratos tratados cronicamente com fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus Ducke (1
g/kg/dia,v.o., durante 10 dias) e em ratos normotensos anestesiados controle. As colunas representam as médias

+ erro padrédo (seis animais/grupo)
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6.5.2. Atividade no musculo cardiaco

6.5.2.1. Efeito da fracdo butandlica (FBut) de A. amazonicus na frequéncia de
batimentos do atrio de rato e na forca de contracdo do musculo papilar de rato

Apb6s 30 min de estabilizacdo in vitro a 35 °C, os atrios de rato apresentaram
batimentos espontaneos com frequéncia média de 240 bpm.

A incubacdo de FBut em concentragcdes cumulativas (10 a 1000 pg/mL) nédo alterou
significativamente a frequéncia de batimentos espontaneos em atrio de rato até a concentracao

de 300 pg/mL, enquanto a maior concentracdo diminuiu a frequéncia 29% (Figura 40a).

Apos 30 min de estabilizacdo a 35 °C, o musculo papilar de rato apresentou tenséo
média de contracdo igual a 367 + 85 mg (n = 4). As velocidades maximas de contragéo e
relaxamento do musculo, calculadas pela primeira derivada da contracdo ao estimulo elétrico

foram 6,1 + 1,0 g/s, e 5, 3 + 1,3 g/s, respectivamente.

A incubacgéo da FBut 10, 30, 100, 300 e 1000 pg/mL diminuiu a tensdo de contracéo

do masculo papilar de rato 13%, 25%, 35%, 38% e 45%, respectivamente (Figura 40b).
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Figura 40 — Efeito da fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus Ducke (10 a 1000 pg/mL) na
freqiiéncia de batimentos do atrio isolado de rato (A) e na forca de contragdo do musculo papilar de rato
estimulado a 1 Hz, 2 ms e voltagem supraméxima (B), T = 35 °C (n = 4). Os simbolos representam as médias +
erro padrdo. ** p < 0.01 e *** p < 0,001 (ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls)

BPM = batimentos por minuto
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6.5.3. Atividade na musculatura vascular

6.5.3.1. Efeito da fracdo butandlica (FBut) de A. amazonicus em anéis de aorta de
rato pré-contraidos com noradrenalina (107 M)

Anéis de aorta de rato com endotélio integro, ao serem incubados com noradrenalina
(107 M), desenvolveram tenséo de 2,7 + 0,1 g (n = 4). A incubacéo de acetilcolina (10° M)
relaxou o tdnus induzido pela noradrenalina. Nas preparac6es com destruicdo mecénica do
endotélio o efeito relaxante da ACh foi bloqueado.

A incubacdo da FBut 10, 30, 100 e 300 pg/mL em anéis de aorta de rato pré-
contraidos com noradrenalina (107 M), relaxou a preparacdo 4, 20, 62 e 82%,
respectivamente. A incubacio prévia de L-NAME (10> M) durante 45 minutos bloqueou as
respostas das concentracdes menores de FBut (10 e 30 pg/mL) e parcialmente as
concentragcdes mais altas (100 e 300 pg/mL).

Em aortas de rato com endotélio destruido mecanicamente a incubacdo da FBut (10 a
300 pg/mL) relaxou o tdnus induzido por noradrenalina (107 M) em 45% somente com a

maior concentracdo ( 300 pg/mL) (Figura 41).
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Figura 41 — Efeito da incubagdo cumulativa da fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus Ducke
(10 a 300 pg/mL) em anéis de aorta de rato com e sem endotélio, em condicdes controle e na presenca de L-
NAME (10° M) incubado 45 minutos antes da administracdo da fragdo. A contragio maxima induzida pela
noradrenalina foi considerada 100%. A adicdo da FBut foi cumulativa ap6s estabilizacdo do ténus, usualmente a
cada 10 minutos. Os simbolos representam as médias * erro padréo (n = 4). Teste t Student
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6.5.4. Atividade da fracdo butandlica (FBut) de A. amazonicus em musculo liso

6.5.4.1. Efeito no ducto deferente estimulado

Na preparacdo de ducto deferente de rato estimulado eletricamente com freqiiéncia de
1 Hz, duracdo de 0,5 ms e voltagem supramaxima, a incubacdo da FBut 0,01; 0,03; 0,1 e 0,3
mg/mL, apds 30 minutos de estabilizacdo, reduziu a contragdo em 22, 35, 61 e 82%,

respectivamente (Figura 42). As contracdes foram recuperadas apos lavagem da preparacao.
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Figura 42 — Efeito da fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus Ducke (0,01 a 0,3mg/mL) em
ducto deferente de rato estimulado, 30 °C (1 Hz; 0,5 ms e voltagem supramaxima). Os simbolos e barras
verticais correspondem as medias + erro padrdo (n =4). ** p < 0,01 *** p < 0,001 (ANOVA seguida pelo teste
de Newman-Keuls)
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6.5.4.2. Efeito no ducto deferente de rato (DDR)

O DDR contraiu a incubacgdo de noradrenalina proporcionalmente as concentragdes de
10% a 10* M (CEso = 1,71 puM; LC 1,33-2,21 uM). Ap6s 20 minutos de incubacdo com a
FBut 0,1; 0,3 e 1 mg/mL, as respostas maximas de contracdo a noradrenalina foram reduzidas
a 88,2 +4,6%; 80,2 £7,3e 70,2 £ 2,8%, respectivamente, em relacdo ao controle (Figura 43).
As concentracdes efetivas médias (CEsg) do agonista na presenca das mesmas concentracdes

da fragdo néo diferiram significativamente do controle (Tabela 2).
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Figura 43 — Curvas concentracdo-efeito de noradrenalina (10® a 10* M) obtidas antes (controle) e apés
incubacdo da fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus Ducke (0,1 a 1 mg/mL) em preparacdes
de ducto deferente de rato. Os simbolos e barras verticais correspondem as medias + erro padréo (n =4)

Tabela 2 — Concentracdes efetivas médias (CEs) obtidas de curvas concentragdo-efeito da noradrenalina (10° a
10* M) antes e ap6s a incubacdo fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus Ducke (0,1 a 1
mg/mL) em ducto deferente de rato a 30 °C

FBut (mg/mL)
Controle 0,1 0,3 1,0
(Cﬁj(; 171 2,32 1,72 1,09
H (LC 1,33-2,21) (LC 1,72-3,12) (LC 1,07-2,76) (LC 0,74-1,61)

Valores apresentados como médias geomeétricas e limites de confianga (n = 4)
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6.5.4.3. Efeito da fracdo butandlica (FBut) de A. amazonicus em jejuno de rato

O jejuno contraiu a incuba¢do cumulativa de acetilcolina proporcionalmente as

concentracdes de 10® a 10* M (CEsy 0,59 pM, LC 0,39-0,88 pM). Apés 20 minutos de

incubacdo com a FBut 0,1; 0,3 e 1 mg/mL, as respostas maximas de contra¢ao a acetilcolina

ndo foram alteradas em relacdo ao controle e a CEsy foi aumentada para 3,17 uM (LC 0,39-

0,88), 1,81 uM (LC 1,16-4,51) e 4,73 uM (LC 3,70-6,03), respectivamente (Figura 44 e

Tabela 3).
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Figura 44 — Efeito da fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus Ducke (0,1 a 1 mg/mL) em
jejuno de rato. Curvas concentragdo-efeito de acetilcolina (10° a 10* M) obtidas antes (C- controle) e apés a
incubacdo da FBut. Os simbolos e barras verticais correspondem as médias + erro padrdo (n = 4)

Tabela 3 — Concentraces efetivas médias (CEsg) obtidas de curvas concentracdo-efeito de acetilcolina (10® a
10 M) antes e ap6s a incubacdo da fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus Ducke (0,1 a 1
mg/mL) no jejuno de rato a 30 °C

FBut (mg/mL)
Controle 0,1 0,3 1
CEs 0,59 3,17** 1,81 4,73%**
(uM) (LC 0,39-0,88) (LC 2,32-4,51) (LC 1,16-2,83) (LC 3,70-6,03)

Valores apresentados como médias geométricas e limites de confianga (n =4) * p < 0,05, ** p< 0.01 e *** p <
0,001 (Student-Newman-Keuls test)
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6.5.5. Medida do influxo de célcio em musculo liso

6.5.5.1. Efeito da fracdo butandlica (FBut) de A. amazonicus no ducto deferente
de rato despolarizado (DDR)

Apb6s 20 minutos de incubacdo com FBut (0,1; 0,3 e 1 mg/mL), as contragdes
maximas foram reduzidas em 91,7 + 0,9%, 76,3 £ 0,9% e 56,0 £+ 1,7% do controle,
respectivamente (Figura 45). As concentracGes efetivas médias (CEsp) do calcio determinadas
na presenca das mesmas concentragcdes da FBut diferiram significativamente do controle

(1,25 mM, LC 0,76-2,06 mM) (Tabela 4).
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Figura 45 — Curvas concentracdo-efeito de CaCl, (10° a 10™ M) obtidas antes (controle) e apds incubago da
fracdo butanodlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus Ducke (0,1 a mg/mL) em preparacdes de ducto
deferente despolarizado de ratos. Os simbolos e barras verticais correspondem as médias = erro padrdo,
respectivamente (n = 4 por grupo)

Tabela 4 — Concentracdes efetivas médias (CEsg) obtidas de curvas concentracio-efeito de CaCl, (10° a 10 M)
antes e ap0s a incubacéo de fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus Ducke (0,1 a 1 mg/mL) em
ducto deferente despolarizado de rato

FBut (mg/mL)
Controle 0,1 0,3 1
CEso 1,27 2,897 3237 41177
(mM) (1,04 —1,55) (2,60 - 3,20) (2,19 - 4,76) (2,64 — 6,39)

Valores apresentados como médias geométricas e limites de confianga (n = 4) ** p < 0,01 (Student-Newman-

Keuls test)
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6.6. Atividade na juncédo neuromuscular esquelética

6.6.1. Efeito da fragdo butandlica (FBut) de A. amazonicus na capacidade
contréatil do muasculo diafragma de rato estimulado direta e indiretamente

A incubacdo da FBut (0,1 a 1 mg/mL) n&o alterou significativamente as contracdes do
diafragma de rato produzidas por estimulacdo elétrica do nervo frénico (0,2 Hz, 0,5 ms e
voltagem supramaxima) (Figura 46).

As contracdes do diafragma obtidas por estimulo direto (0,5 Hz, 2 ms e voltagem

supramaxima) na presenca da d-tubocurarina (10 M) ndo foi alterada até a concentracio de 1

mg/mL (Figura 47).
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Figura 46 — Efeito da fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus Ducke (0,1 a 1 mg/mL) em

diafragma de rato a 30 °C, estimulado indiretamente (0,2 Hz, 0,5 ms e voltagem supraméxima). Os simbolos e
barras verticais correspondem as medias + erro padrdo (n =4).
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Figura 47 — Efeito da fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus Ducke (0,1 a 1 mg/mL) em
diafragma de rato a 30 °C, estimulado diretamente (0,5 Hz, 2 ms e voltagem supraméaxima). Os simbolos e barras
verticais correspondem as medias * erro padréo (n =4).
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6.7. Atividade das P-ATPases de mamiferos

6.7.1. Efeito da fracdo butanélica (FBut) de A. amazonicus na atividade da Ca®'-
ATPase

Ensaios preliminares realizados na presenca de diferentes quantidades da enzima (0,4;
0,8; 1,2; 1,6 e 2,5 pg), em diferentes tempos de reacdo (5, 10, 15, e 20 minutos) e
concentracéo fixa de ATP (3 mM), mostraram que a atividade 6tima da Ca?*-ATPase isolada
da coxa de coelhos foi obtida com 0,4 ug de, enzima apés 10 minutos de incubagédo a 37 °C.
Nessas condigbes, a atividade da Ca?*- ATPase foi de 205,5 pumol Pi/mg proteina/min
(controle = 100%, n = 3).

A FBut de A. amazonicus, incubada nas concentracdes de 0,1 a 100 pg/mL, nédo
alterou significativamente a atividade da Ca**-ATPase de musculo esquelético de mamifero
até a concentracdo de 30 pg/mL. A maior concentracdo reduziu a atividade em 56% do
controle (Figura 48).

O controle positivo tapsigargina testado nas concentraces de 0,01 a 1 UM inibiu a

Ca’"-ATPase de forma concentragdo dependente com I1Cso 0,11 pM (LC 0,06 — 0,21 pM).
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Figura 48 - Efeito da fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus Ducke (0,1 a 100 pg/mL) (A) e

da tapsigargina (0,01 a 1 pM) (B) na atividade da Ca®*-ATPase de musculo esquelético de coelho, apés 10
minutos a 37 °C (n = 3 em triplicata)
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6.7.2. Efeito da fragdo butandlica (FBut) de A. amazonicus na atividade da H*-K"-

ATPase

Ensaios preliminares realizados na presenca de diferentes concentragdes da enzima
(2,0; 3,5; 7,0 e 11,0 pug), em diferentes tempos de reagdo (10, 15, 20, 25 e 30 minutos) e
concentracado fixa de ATP (20 mM) mostraram que a atividade 6tima de microssomas isolados
da mucosa gastrica de porco foi obtida com 3,5 pug da enzima ap6s 30 minutos de incubacao,
a 37°C. Nessas condicdes, a atividade foi de 104,9 £+ 1,9 umol Pi/mg proteina/min (controle =
100%, n = 3).

A pré-incubacédo de ouabaina (1 mM) nas mesmas condi¢fes ndo alterou os valores de
hidrolise obtidos em condicdes controle, indicando que a preparacgéo estava livre de Na™-K'-
ATPase. A FBut de A. amazonicus, incubada nas concentracdes de 1 a 100 pg/mL, inibiu a
atividade da H*-K*-ATPase gastrica de suino em 38% na maior concentragdo (Figura 49).

O bloqueador especifico da atividade da H*-K'-ATPase - SCH 28080, testado nas
concentracdes de 3 a 1000 pM inibiu a H*-K*-ATPase de forma concentracdo dependente

com ICso 467 UM (LC 269-813 pM).
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Figura 49 - Efeito da fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus Ducke (1 a 100 pg/mL) (A) e do
SCH28080 (3 a 1000 uM) (B) na atividade da H*-K" - ATPase de mucosa gastrica de porco, ap6s 30 minutos de
incubacdo a 37 °C (n = 3 em triplicata)
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Este trabalho descreve a padronizacéo e purificacdo do extrato hidroalcodlico (EHA) e
da fracdo butandlica (FBut) de Ampelozizyphus amazonicus Ducke visando os estudos
farmacodinamicos , e nestes, como foco principal, a determinacéo da eficécia e seguranca dos
extratos, indicadas pelos efeitos obtidos durante a triagem farmacologica nos principais
sistemas fisiolégicos.

Conhecida popularmente como saracura-mira ou cerveja de indio, a A. amazonicus é
utilizada para tratar picada de cobra, como anti-inflamatério e na prevencdo da malaria
(BRANDAO et al., 1992; ROSAS et al., 2007). Além disso, foi relatado o uso para tratar
problemas hepaticos, disturbios gastrintestinais (casca e raiz), disturbios do sono, tratamento
de “doencas tropicais” (raiz), como energético/estimulante e afrodisiaco (RODRIGUES,
2006; SANTOS et al., 2005). A planta foi selecionada para o presente estudo em vista das
referéncias de uso como preventivo da malaria. Para esse fim, a informacgdo popular indica
que a infusdo das raspas da casca da raiz deve ser agitada por até trés vezes, desprezando a
espuma formada. A mistura final é entdo utilizada, ndo havendo referéncias quanto a
quantidade tomada, ou ao tempo de antecedéncia para a prevencdo da malaria.

Né&o foram encontradas na literatura, referéncias cientificas indicativas da eficacia dos
extratos da A. amazonicus. Ao contrario, em um primeiro estudo relatado, ndo foi encontrado
o efeito, embora uma acdo antiplasmodio tenha sido descrita em um segundo estudo do
mesmo grupo (KRETTLI et al.,, 2001). Em nenhum caso encontrou-se a descri¢cdo da
padronizacdo quimica do extrato, ou razdes da diferenca encontrada entre as duas amostras.
Da mesma forma, ndo ha descricdo na literatura de estudos da A. amazonicus que indiguem
acdo preventiva da malaria.

Quanto aos estudos quimicos, varios trabalhos descrevem o isolamento e a

identificacdo principalmente de saponinas; alguns destes indicam as quantidades relativas dos
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compostos nos extratos estudados (para revisdo ver ROSAS et al., 2007). A atividade
antiplasmodio das substancias isoladas ndo foi estudada.

Estudos farmacoldgicos dos efeitos sistémicos dos extratos e de seus constituintes,
com relagdo dose-efeito, sdo raros; um trabalho de dissertacdo descreve o efeito do extrato
hidroalcodlico e da mistura de saponinas na funcao renal de ratos (DINIZ, 2006).

Frente a falta de informacdes, este trabalho preocupou-se inicialmente em estudar as
acOes farmacoldgicas de um extrato etandlico quimicamente padronizado.

A amostra foi coletada em Manacapuru (AM), em local com pouca influéncia
antropica. No local da coleta, as informacdes populares foram confirmadas pelo proprietario
da gleba, que orientou a coleta e separou um pedaco do caule de 5 kg. No laboratorio, o caule
foi reduzido a lascas que permitiram a secagem e a moagem. Ao mesmo tempo, o material foi
encaminhado para a identificacdo e deposito da exsicata no Herbario da UFAM, em Manaus.

O estudo foi iniciado com a padronizacao do extrato realizada pela Dra. Mirtes Tanae.
Inicialmente foi preparado o extrato aquoso (EA) 2,5% por infuséo a 72 °C, com rendimento
de 10%. O extrato apresentou dificuldade para concentracdo em rotavapor a vacuo devido a
formacdo de espuma. Por esse motivo, optou-se pela extracdo em etanol 50% a frio durante 72
h, que resultou no extrato hidroalcodlico (EHA) com rendimento de 16%. Essa extracdo
permitiu a concentracdo em rotavapor até metade do volume, sendo entdo encaminhado para
liofilizacdo. O EHA foi pré-purificado por particdo com n-butanol originando a fracdo aquosa
(FA) e a fracdo butandlica (FBut), com rendimento de 43% a partir do EHA. A CCD mostrou
que o EA e o EHA tiveram o mesmo perfil cromatografico. O mesmo foi comprovado quando
0 EA e EHA foram comparados em CLAE. Tanto o EHA quanto a FBut foram solGveis em
agua, eliminando a necessidade de dispersa-los em surfactantes.

A purificacdo da FBut em CLAE mostrou que este extrato podia ser separado em 12

fracGes correspondentes aos picos com rendimento maior que 1% da area total do
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cromatograma. Todas essas fragdes foram encaminhadas para analises de *C RMN e 'H
RMN na Central Analitica do Centro de Biotecnologia da Amazbénia (CBA) e da
Universidade de S&o Paulo (USP) e encontram-se em processo de identificacdo. Durante o
trabalho, verificou-se que a espuma separada do extrato aquoso tem o mesmo perfil
cromatogréfico da FBut (dados da Dra. Mirtes Tanae ndo incluidos no trabalho atual). Os seis
picos com maior area foram utilizados para a padronizacdo do extrato e a propor¢éo relativa
foi confirmada até o fim dos trabalhos.

A atividade antimalarica da FBut foi estudada pelas professoras Dra MTR Lima-
Landman e Marcela Neri em modelos in vivo e in vitro no Setor de Produtos Naturais do
Instituto Nacional de Farmacologia (INFAR) da UNIFESP. Os resultados (ainda nao
publicados) foram animadores ao mostrarem que a FBut ndo inibiu a parasitemia in vitro até a
concentracdo de 100 pg/mL mas que o tratamento prévio por via oral durante 4 dias com a
dose de 100 mg/kg inibiu a parasitemia de camundongos in vivo. Esses dados preliminares
podem dar suporte a informagdo popular ao mesmo tempo que eliminam a acdo citotoxica
direta do extrato e valorizam a acéo in vivo apds administracdo oral. No entanto, permitem
também pensar na hipétese da atividade antiplasmddio ser devida a um metabolito originado
in vivo e ndo diretamente a compostos encontrados no extrato.

Com estas evidéncias animadoras justificou-se ainda mais o estudo da
farmacodinamica secundéria dos extratos e suas acdes em 6rgaos vitais que pudessem indicar
um comprometimento funcional capaz de interferir com o possivel uso terapéutico. Ao
mesmo tempo, esperava-se desses estudos indicagbes quanto a possiveis alvos farmacologicos
antiplasmdédio e indicag¢6es do(s) mecanismo(s) de acao.

No processo de purificacdo bio-orientada, a chance de ser encontrado o principio
ativo, ou aquele com maior atividade é maior se utilizado o extrato bruto com todas as

substancias extraidas da planta. Por esse motivo, e também em vista do tempo para conclusao
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do mestrado e das quantidades necessérias para a avaliacdo das atividades sistémicas, a
primeira fase dos estudos utilizou o extrato bruto. Além disso, foi considerado que o uso
popular atribui os efeitos a esta mistura.

O estudo farmacoldgico iniciou-se com a triagem farmacoldgica geral proposta por
Irwin (1968) e Malone e Robichaud (1962). Verificou-se que os animais tratados com o EHA
e com a FBut em dose Unica elevada de 1 g/kg, v.o., apresentaram alguns sinais de efeito
depressor do SNC como diminui¢do da deambulacdo, do nimero de levantadas e de auto-
limpeza, em relagéo aos animais controles. Sinais de toxicidade do EHA e da FBut ndo foram
observados até essa dose, em concordancia com relatos da ndo toxicidade em humanos
(Pontes, 1999).

Para comprovar a atividade hipnosedativa, foi utilizado o teste do sono induzido por
pentobarbital, uma droga que induz sono em roedores e humanos agindo diretamente no sitio
de ligacdo de barbitdricos, entre as unidades o; e 1 que compde o canal de cloreto do
complexo receptor GABAA (GOTTESMANN, 2002; KOCH-WESER; GREENBLATT,
1974). Neste estudo, o tratamento oral com EHA ou com FBut (0,1; 0,3 e 1 g/kg) 1 h antes da
injecdo de pentobarbital sodico, diminuiu a laténcia para inducdo do sono com as trés doses e
aumentou a duracdo total do sono na dose de 1 g/kg. Este efeito foi similar ao DZP (padréo
utilizado). No entanto, considerando-se a possivel interferéncia dos extratos com a
farmacocinética do pentobarbital, estes resultados ndo garantiam um efeito hipnosedativo
direto, pois os barbitiricos sdo metabolizados no figado pela via oxidativa que envolve o
citocromo P45, NADPH e O2 (BENET, 1996; SHAH et al., 1996) e compostos que inibem
esse sistema enzimatico aumentam a vida media plasmatica do barbitdrico, prolongam sua
acdo e, no teste do sono, irdo apresentar perfil de atividade semelhante a de drogas
depressoras do sistema nervoso central (BLUMENTHAL, 2002; GOLOUBKOVA et al.,

1998).
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O teste do sono induzido por éter etilico foi realizado para investigar a possivel agdo
depressora central direta da FBut. O teste segue 0 mesmo principio da hipnose induzida por
pentobarbital. O éter etilico ndo tem metabolizacdo hepatica e é totalmente eliminado por via
respiratéria (MEDRADO, 2002) e, portanto, sua acdo nao é influenciada por inibidores das
enzimas do P450. Neste teste, o tratamento com a FBut (0,3 e 1 g/kg, v.0.) reduziu a laténcia
para inducdo do sono e aumentou significativamente o tempo de
hipnose. Esse resultado excluiu a influéncia de interacGes farmacocinéticas e confirmou a
atividade hipnosedativa direta do EHA e da FBut detectada no teste do sono induzido por
barbiturico. Os resultados indicaram também, que as substancias responsaveis pelo efeito no
SNC foram extraidas na particdo com Fbut, permitindo a realizagdo de todos os testes
posteriores com esta fragdo semi-purificada.

O estudo de outras atividades dos extratos no SNC foi realizado utilizando o labirinto
em cruz elevado (LCE) e o teste de suspensdo pela cauda. O LCE é um dos testes mais
utilizados no estudo das bases neurobiologicas da ansiedade experimental (CAROBREZ;
BERTOGLIO, 2005). O método esta baseado no fato de os bragos desprotegidos (ambiente
aberto) do labirinto serem aversivos (ansiogénicos) aos roedores (PELLOW:; FILE, 1986), que
adotam estratégias de exploracdo e avaliacdo de risco frente ao ambiente desconhecido. A
afericdo dos parametros dessa exploracédo - tempo de permanéncia nos bracos e freqliéncia de
entradas nos bragos abertos - fornece indices primarios de “ansiedade” avaliados no LCE. Um
aumento nestes parametros ilustra uma acdo tipo-ansiolitica e o oposto, uma acao tipo-
ansiogénica (RODGERS; COLE, 1994). A entrada nos bracos fechados avalia a atividade
motora dos animais (RODGERS; DALVI, 1997). A sensibilidade do método aumenta com a
associacdo de parametros etoldgicos (movimentos ou posturas gque sinalizam, para outros
animais da mesma espécie ou de outras espécies, disposicdes comportamentais de agressao,

de submissdo, de afiliagdo e sexuais) aos parametros classicos (RODGERS; COLE, 1994).
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No presente estudo, o tratamento com o EHA da A. amazonicus ndo alterou a
frequéncia de entrada e o tempo de permanéncia nos bragos abertos; no entanto, todas as
doses testadas aumentaram o tempo de permanéncia na plataforma de interse¢cdo dos bragos,
indicando incerteza na tomada de decisdo, comportamento caracteristico induzido por drogas
ansioliticas (RODGERS; DALVI, 1997). O aumento concomitante do numero de
estiramentos e imersdes de cabeca (parametros etoldgicos) com as maiores doses reforcam
esta concluséo.

Efeito semelhante foi observado com a dose intermedidria da FBut: o numero de
entradas, o tempo de permanéncia nos bragos abertos e as imersdes de cabeca foram
aumentados. Com a maior dose utilizada houve perda dessa resposta, talvez pelo efeito
sedativo de altas doses, como observado no teste da hipnose que reduz a exploragdo no LCE.
Segundo alguns autores, a falta de relacdo dose-efeito observada em estudos experimentais,
particularmente com plantas medicinais, pode estar relacionada ao fato de extratos
apresentarem multiplos constituintes quimicos que podem agir em diferentes vias
(CARVALHO-FREITAS; COSTA, 2002). Deve ser considerado, no entanto, que a
biodisponibilidade dos constituintes da mistura também pode ter sido alterada com a
administracdo de maior volume do extrato, ou do extrato mais concentrado. Por isso, ainda
que os resultados obtidos no LCE sejam bons indicativos da acéo tipo-ansiolitica dos extratos
da A. amazonicus, a falta de correlacdo dose-efeito indica que o teste deve ser repetido com
fracdes mais purificadas, ou com os compostos isolados da FBut.

A acdo tipo-antidepressiva dos extratos da A. amazonicus foi avaliada no teste da
suspensdo pela cauda. Este teste foi inspirado no modelo da natacdo forcada proposto por
Porsolt et al. (1977) para triagem de drogas com acdo antidepressiva em camundongos. Estes
testes estdo baseados na reacdo ao “desespero comportamental” (PORSOLT et al., 1978), no

qual animais submetidos a uma situagdo de perigo inevitavel apresentam dois tipos de
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comportamentos alternados: agitacdo (luta) e imobilidade. A imobilidade significa a
desisténcia de lutar, o que para alguns pesquisadores representa o conceito psicolégico
observado na depressdo clinica (LUCKI, 2001). Drogas com atividade antidepressiva
diminuem o tempo de imobilidade (STERU et al., 1985).

No teste de suspensdo pela cauda, o tratamento com EHA, ou com a FBut, diminuiu a
laténcia para a imobilidade e aumentou a duragé&o da imobilidade com as doses mais elevadas.
Esses resultados ndo indicam acao tipo-antidepressiva. Ao contrario, os resultados podem ser
explicados pela acdo depressora do SNC detectada nos testes de hipnose.

No seu conjunto, as acdes do EHA e da FBut no SNC foram semelhantes. Em alguns
testes, a intensidade dos efeitos favoreceram a FBut, como seria esperado pela concentracao
dos compostos (2 vezes) nessa fracdo, comparativamente ao EHA. Por esta razdo, a
continuacdo dos testes farmacoldgicos utilizou a FBut, fracdo mais purificada que serviu

também para a purificacdo quimica e isolamento dos compostos de A. amazonicus.

Os estudos da farmacodinamica secundaria da FBut foram continuados com os testes
de analgesia e inflamacgdo. O teste da formalina em roedores € um modelo de nocicepgéo
muito utilizado. Neste teste, ap0s a injecdo subcutanea de formol diluido, os animais
apresentam uma resposta de lamber as patas, caracteristicamente bifasica: a primeira fase
(durante os primeiros 5 minutos ap6s a injecdo de formalina) parece ser devida a estimulacéo
quimica direta de fibras aferentes nociceptivas mielinizadas (Ad) e ndao mielinizadas
(principalmente fibras C) e a ac¢do da substancia P e da bradicinina. As respostas da primeira
fase podem ser suprimidas com a administracdo de drogas analgésicas opidides como a
morfina (AMARAL et al., 2007; GONCALVES et al., 2008; HUNSKAAR; HOLE, 1987,
SHIBATA et al., 1989; VANEGAS; SCHAIBLE, 2004). A segunda fase (dos 15 aos 30

minutos ap6s a formalina) envolve a liberacdo dos mediadores inflamatorios histamina,
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serotonina, bradicinina e prostaglandinas formados nos tecidos periféricos em contato com o
formol. Esta fase pode ser suprimida com a administracdo de anti-inflamatorios e de drogas
opidides (CAPONE; ALOISI, 2004; FRANCA et al., 2001; HUNSKAAR et al., 1985;
OLIVEIRA et al., 2008; TIOLSEN; HOLE, 1997). A contagem do numero de lambeduras
durante a 12 e a 22 fases do teste da formalina quantifica a resposta de nocicepc¢ao.

O tratamento com FBut inibiu significativamente o tempo de lambedura nas duas fases
do teste da formalina, em relacdo ao controle, semelhante a acdo de opidides. Este tipo de
acdo , no entanto, ndo foi comprovado no teste da retirada da cauda (“tail flick””), uma vez que
o0 tratamento com FBut aumentou a laténcia para retirada da cauda, mas o pre-tratamento com
naloxona ndo bloqueou este efeito.

A FBut também apresentou atividade analgésica no teste da placa quente, perdurando
por 2 horas. Este teste envolve mecanismos de integracdo supra espinhal (BARS et al., 2001).
Resultados apresentados anteriormente indicaram que a FBut tem acdo hipnosedativa;
portanto, essa acdo depressora do SNC pode ser responsavel por parte da atividade anti-

nociceptiva no teste da formalina.

A acdo anti-inflamatéria da FBut foi testada no edema induzido por carragenina, um
teste classico para avaliar a atividade anti-inflamatdria/anti-edematogénica (DI ROSA et al.,
1971). Neste teste, a injecdo subplantar de carragenina 1% produz reacdo edematogénica
aguda progressiva atingindo pico maximo apds 3 horas.

Da acdo sequencial e integrada de varios mediadores inflamatorios forma-se um
exsudato rico em proteinas, neutréfilos e metabdlitos do &cido araquidénico originados pelas
vias da ciclooxigenase e lipoxigenase (LO et al., 1982, ZHANG, et al., 2007). Inicialmente (0
a 60 min), a resposta esta relacionada a liberacdo de histamina e serotonina. A partir desse

momento (90-150 min), envolve a liberagcdo de cininas e finalmente (150-360 min), o edema é
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mantido pela produgéo de prostaglandinas (DI ROSA et al., 1971, GARCIA et al., 2004). O
teste do edema induzido por carragenina em ratos foi utilizado para avaliar a atividade anti-
edematogénica.

O tratamento prévio com a FBut da A. amazonicus inibiu 0 edema apenas a partir da 32
hora da administracdo de carragenina, quando o edema ja atingia seu valor maximo. A
inibicdo foi pequena (20-30%) e igual com a duas doses de FBut testadas; comparativamente,
a indometacina, farmaco anti-inflamatério inibidor da COX-1, diminuiu o edema a partir da
primeira hora ap0s a injecdo da carragenina.

Foi avaliado também, se a FBut poderia interferir com a acdo edematogénica da
histamina e serotonina no modelo de edema induzido por dextrana, no qual a resposta tem
evolugdo mais curta, com pico maximo em 1 hora e envolve a liberagdo de histamina e 5-
hidroxitriptamina (serotonina) (ESTEVES et al., 2005; TAMURA et al., 2002) originarios da
degranulacdo de mastdcitos (LO et al., 1982). A FBut ndo interferiu com a formacdo do
edema produzido pela dextrana. A ciproheptadina, um antagonista de receptores H; e 5-HT;
(CHINUCK et al., 2007, SLAVNOV et al., 1982), reduziu em todos os tempos o edema
induzido pela dextrana. Os resultados indicam, portanto, que a FBut tem pequena acao anti-
edematogénica. Este efeito pode ser explicado por inibicdo da sintese de prostaglandinas, uma
vez que os efeitos iniciais da carragenina e os da dextrana ndo foram inibidos. A atividade
anti-inflamatoria da FBut também foi observada na inibicdo da migracdo celular produzida
por carragenina. Além disso, o tratamento com a FBut diminuiu o nidmero de contor¢coes
abdominais induzidas por acido acético em camundongos, indicando uma possivel atividade

analgésica por acdo anti-inflamatéria.

Os estudos in vitro da FBut foram iniciados na preparacdo isolada de diafragma de

rato comandado por estimulacdo elétrica do nervo motor, ou estimulado diretamente com



124

estimulos elétricos transmurais. Em musculos esqueléticos, o potencial de agdo gerado no
neurdnio motor propaga-se até os terminais axonicos e resulta na liberacdo de ACh na fenda
sinaptica (SPERELAKIS, 2001). A ACh liga-se ao receptor pds-juncional, que é um canal
ibnico ndo seletivo. Este, quando ativado, permite o influxo de Na* e efluxo de K* que leva a
despolarizacdo do sarcolema. O potencial de acdo assim gerado no sarcolema propaga-se por
toda a fibra muscular. Na preparacdo estimulada diretamente com pulsos transmurais o
potencial de acdo independe da liberacdo de ACh do terminal nervoso. Nos dois casos, a
despolarizacdo muscular propagada pelos tdbulos T é detectada pelos receptores
dihidropiridinicos (DHPRS) da triade que, através de uma mudanga conformacional, ativam os
receptores (canais) de rianodina (RyR) que liberam Ca®* armazenado no reticulo
sarcoplasmatico (RS) muscular. O Ca?* liberado no citosol liga-se & troponina C ativando o
complexo actina-miosina e a contracdo (FILL; COPELLO, 2002; HAMILTON et al., 2000).
O aumento do Ca** livre no citoplasma ativa a Ca®* - ATPase, também do RS, que recapta e
armazena de volta o Ca*, iniciando o relaxamento e garantindo a quiescéncia muscular.

A FBut até a concentracdo de 1 mg/mL ndo alterou a capacidade contréatil do musculo
diafragma de rato estimulado direta ou indiretamente, indicando que ndo houve efeito na
placa motora, ou na transmissdo neuromuscular, respectivamente. Da mesma forma, os
estudos in vitro mostraram que a FBut nio alterou a atividade da Ca’*-ATPase de musculo
esquelético de mamifero, ocorrendo diminuicdo da atividade apenas com concentracdes

elevadas, caracterizando uma resposta inespecifica.

Os efeitos mais notaveis da A. amazonicus foram no trato gastrintestinal e na pressao
arterial.
Nos testes gerais utilizando o jejuno isolado de rato, foi verificado que a resposta

contrétil & ACh foi inibida com a incubacg&o prévia de FBut: a CEsp da ACh aumentou de 3 a 4
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vezes na presenca do extrato (0,1 a 1 mg/mL), sem alteracdo do efeito contratil méximo,
indicando acdo inibidora competitiva da atividade colinérgica que comanda a movimentacéo e
a secrecdo intestinal. No entanto, o tratamento com FBut ndo alterou o transito do carvao
ativado, indicando que a motilidade intestinal ndo foi modificada in vivo. Nenhuma outra
evidéncia da acdo antimuscarinica que pudesse corroborar o teste in vitro foi obtida neste
trabalho. E possivel que o(s) composto(s) com atividade antimuscarinica tenha(m) baixa
biodisponibilidade, mas também ndo contamos no momento com outras indicacdes nesse
sentido. Como serd discutido, os resultados obtidos na pressdo arterial falam contra essa
possibilidade, uma vez que a injecdo endovenosa de FBut n&o inibiu a resposta a ACh.
Ainda no trato gastrintestinal, o tratamento com a FBut por via oral impediu a formacdo de
Ulceras gastricas induzidas por estresse a frio e por etanol. O tratamento prévio com
administracdo da FBut na luz duodenal também inibiu a secrecdo acida géastrica em
camundongos. E conhecido que Ulceras induzidas por estresse, por etanol e por
medicamentos, principalmente anti-inflamatorios, sdo as mais comuns na patologia da Ulcera
gastrica humana (HIRUMA-LIMA et al., 2006; LAPA et al., 2008). Os modelos animais
utilizados para avaliar os efeitos de protetores da mucosa e antissecretores reproduzem as
acbes no homem. Os mecanismos tambem sédo semelhantes: Ulceras por estresse envolvem
mecanismos nervosos centrais, principalmente hipotaldamicos, que diminuem o fluxo
sanguineo na mucosa gastrica, aumentam a motilidade intestinal e estimulam a secre¢do acida
(GLAVIN; SZABO, 1992; KONO et al., 2001; TEPPERMAN; JACOBSON, 1994). O
alcool administrado em concentragdes elevadas (70-80%) produz lesdes, ou Ulceras, por uma
acdo direta sobre a mucosa gastrica com necrose acompanhada de hemorragia e peroxidacédo
lipidica, independente da secrecdo acida (BATISTA et al., 2004; TOMA et al., 2004). Ja os
anti-inflamatorios ndo-esteroidais tém seu efeito ulcerativo explicado pela inibicdo da

ciclooxigenase |1 (COX 1), enzima constitutiva da mucosa gastrica responsavel pela sintese de
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prostaglandinas, resultando em diminuicdo da secrecdo de bicarbonato, de muco e do fluxo
sanguineo na mucosa gastrica (LIU et al., 2006).

Em nossas experiéncias a administragdo oral da FBut reduziu de forma dose-
dependente as lesbes gastricas desencadeadas por estresse a frio e por etanol, mas nédo
protegeu contra as Ulceras induzidas por indometacina. Estes resultados indicaram que a
atividade antitlcera da FBut ndo parecia estar relacionada ao estimulo da sintese de
prostaglandinas. De fato, o tratamento prévio com a FBut administrada na luz duodenal
reduziu o volume da secrecdo gastrica proporcionalmente as doses. O pH da secrecdo ndo foi
alterado, mas a acidez total foi diminuida. Como o extrato foi injetado na luz duodenal,
depreende-se que os constituintes ativos na mucosa gastrica foram absorvidos no intestino e
que o efeito ndo podia ser devido a uma neutralizacdo do &cido gastrico luminal pela fracdo,
ou por aderéncia desta fracdo a mucosa gastrica formando uma barreira protetora. A acdo ndo
poderia também ser explicada por bloqueio colinérgico pelas razdes discutidas acima.

O mecanismo desse efeito antissecretor acido da FBut foi avaliado in vitro medindo-se
a atividade da bomba de protons H*-K*-ATPase isolada da mucosa gastrica de porco. Esta
bomba de prétons é o alvo final comum de todas as vias estimuladoras da secrecdo de acido
nas células parietais: histaminérgica, colinérgica e gastrinérgica.A histamina ativa receptores
H, acoplados a proteina G, convertendo o trifosfato de adenosina (ATP) intracelular em
monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), que ativa proteinas quinases dependentes de
AMPc (PKA). Estas, fosforilam as proteinas responsaveis pela ativagio da H*-K'-ATPase
(URUSHIDANI; FORTE, 1997; YAO; FORTE, 2003). A estimulacdo acida por acetilcolina e
gastrina envolve o0 aumento do calcio citosolico na célula parietal. Esses mediadores ativam
seus receptores M3 e CCKj, respectivamente, que sdo acoplados a fosfolipases e catalisam a
formacdo de trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG) a partir dos fosfolipides da

membrana. O [P; mobiliza ions célcio dos estoques sensiveis a IP3 e aumentam a
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permeabilidade da membrana ao célcio. O célcio liga-se a calmodulina, formando o complexo
calcio-calmodulina (CaM) que promove a fosforilagdo de proteinas em cascata e ativa as
proteinas quinases dependentes de calcio (PKC). O DAG atua como co-fator juntamente com
0 célcio na ativacdo de PKC (URUSHIDANI; FORTE, 1997). O estimulo da PKA, pela via
histaminérgica e da PKC, pelas vias colinérgica e gastrinérgica, promove a fosforilacdo das
proteinas responsaveis pela ativacio da H*-K'-ATPase, translocada das vesiculas tubulares
citoplasmaticas para os canaliculos secretores da membrana apds estimulacdo. A enzima
induz a liberacéo de ions H* para o limen gastrico em troca de um ion K*. O H* associa-se ao
jon CI' no canaliculo secretor, formando HCI, que é liberado na luz do estbmago. Esta é a
etapa final da producdo do 4cido (RABON et al., 1982).

Os resultados obtidos in vitro ndo mostraram atividade elevada da FBut ensaiada na
H*-K"-ATPase de porco, mas ndo permite excluir a inibicio da bomba como um dos
mecanismos responsaveis pela atividade antissecretora da A. amazonicus. Outros estudos em
glandulas oxinticas isoladas ou de secre¢do in vivo com estimulos de histamina e betanecol

serdo necessarios.

A administracdo oral da FBut reduziu a pressao arterial de ratos ndo anestesiados,
mostrando, uma vez mais, que alguns componentes da planta sdo absorvidos por via oral. A
inversdo do tratamento entre os grupos controle e tratados com FBut, produziu hipotensao nos
animais que passaram a receber a FBut v.0., mas a freqliéncia cardiaca durante o registro da
PA sistdlica ndo se alterou simultaneamente a hipotensdo em nenhum grupo. Nos animais
hipotensos que passaram a ser tratados com agua, a pressao arterial retornou aos valores
basais em dois dias. Em ratos anestesiados a injecdo endovenosa de FBut (3 a 20 mg/kg)
produziu hipotensdo relacionada a dose, sem reversdo a pressao basal com as maiores doses.

Esse efeito ndo foi bloqueado pela administracdo prévia de atropina. A administragdo prévia
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de FBut também ndo alterou o efeito hipotensor produzido pela ACh, indicando que a
hipotensdo ndo € mediada por ativacdo de receptores M, ou Ms. A FBut ndo interferiu com as
respostas pressoricas a noradrenalina e a angiotensina I, portanto, o efeito hipotensor da FBut
ndo se deve ao blogueio dos receptores destes mediadores. Como obtido no registro da PA em
ratos ndo anestesiados, ndo foram detectadas alteracdes cardiacas durante o efeito da FBut em
animais anestesiados.

Esses resultados, hipotensdo ndo relacionada a agcdo muscarinica cardiaca ou vascular,
ou ao bloqueio de vasoconstritores enddgenos, indicou o estudo de possiveis acGes da FBut
no débito cardiaco e em mecanismos intracelulares indutores de relaxamento da musculatura
lisa vascular.

A presséo arterial (PA) é mantida pelo débito cardiaco (DC) e pela resisténcia vascular
periférica (RP), segundo a relacdo PA = DC x RP. Portanto, na constancia do volume
circulante nos ratos anestesiados, alteracdes cardiacas diminuindo o débito sanguineo e acoes
vasculares diminuindo a resisténcia periférica poderiam explicar a acdo hipotensora da FBut.

Assim como observado in vivo, a FBut ndo alterou a freqliéncia cardiaca in vitro em
atrios de rato, portanto, ndo ha indicacdo de que a fracdo altere o automatismo cardiaco. No
entanto, a forca de contragdo do musculo papilar de rato in vitro foi reduzida de forma
concentracdo-dependente apds a incubacdo da FBut, caracterizando uma acdo inotropica
negativa. A influéncia dessa acdo no débito cardiaco in vivo ainda ndo foi avaliada.

A acdo vascular foi estudada em aorta isolada de rato. Como anéis de aorta in vitro
tém ténus basal baixo, a resposta vasorrelaxante foi obtida no tonus vascular induzido pela
noradrenalina. Os anéis de aorta de rato contrairam pela incubacdo de noradrenalina de forma
concentracdo-dependente: o tonus induzido pela noradrenalina (107 M) foi mantido além dos

20 minutos necessarios para a experiéncia.
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E conhecido que o tonus adrenérgico resulta de estimulo de receptores o-
adrenérgicos, que leva a ativacdo de fosfolipase C da membrana celular (PLC), com
consequente formacdo de IP; e DAG (RHEE, 2001; TORGNARINI; MOULDS, 1997;
WALSH, 1994). A ativagdo de receptores IP; localizados na membrana do reticulo
endo/sarcoplasmatico, libera Ca®* reticular para o citosol (BEECH, 1997; WALSH, 1994;
McCARRON et al., 2004), enquanto o DAG, ativa quinases protéicas (PKC), que fosforilam
e ativam canais de Ca** da membrana (HIRAKAWA et al., 1995; LEPRETE et al., 1994;
KAWASAKI et al.,, 2010). Com o aumento da concentracdo intracelular de célcio livre,
independente do mecanismo ativado, ocorre a contracdo do muasculo liso vascular (WALSH,
1994).

A FBut relaxou o tonus da noradrenalina na aorta de rato, proporcionalmente a
concentracdo incubada (10 a 300 pg/mL) inibindo quase 100% do tonus arterial na
concentracdo de 300 pg/mL. Como a incubacdo prévia de L-NAME (analogo da L-arginina
inibidor competitivo da NOS) bloqueou parcialmente a acao relaxante das concentracfes mais
altas (100 e 300 pg/mL) de FBut, a ativacdo da sintese de NO parece ser um mecanismo
comum.

O tbnus vascular € modulado por varias substancias liberadas por células endoteliais,
principalmente os produtos da ciclooxigenase (PGl e PGE;) (FELETOU; VANHOUTE,
2000) e o NO produzido pela ativacdo da NO sintase (NOS). Além destes, o relaxamento
vascular fisioldégico ocorre pela acdo do fator hiperpolarizante derivado do endotélio
(endothelial derived hiperpolarization factor — EDHF), de rapida difusdo, e que
provavelmente aumenta a condutincia de canais de K* ativados por célcio e/ou sensiveis ao
ATP (CAMPBELL et al., 1996; COWAN et al., 1993; YANG et al., 2010). Por fim, o

controle fino do ténus vascular pode ser regulado ainda por prostandides vasoconstritores
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(TXA./PGHy) juntamente com os vasodilatadores ja mencionados (BRIONES et al., 2002;
CORRIU et al., 1996).

Na pratica, a participacdo do endotélio no efeito vasodilatador de uma substancia pode
ser comprovada pelo efeito comparativo na presenca e na auséncia de endotélio. Nas
experiéncias controle do trabalho atual, a incubacdo de ACh em anéis de aorta, pré-contraidos
pela noradrenalina, promoveu o relaxamento proporcional a concentracdo utilizada. O efeito
vasorrelaxante da ACh foi bloqueado pela incubacdo de atropina e pela incubacéo prévia de
L-NAME, mas também pela destruicdo do endotélio, as vezes involuntaria. Assim, para
avaliar a acdo da FBut em vasos com endotélio funcional, foram consideradas somente as
preparacdes que a adicdo de ACh relaxaram pelo menos 80% do ténus induzido pela
noradrenalina.

Foi demonstrado que o mecanismo pelo qual a ACh promove relaxamento vascular é
dependente da liberacdo de NO pela célula endotelial (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980;
PALMER et al., 1987). A interacdo com receptores colinoceptivos do tipo M3 ativa a enzima
NOS (sintase de 6xido nitrico) endotelial promovendo a sintese de NO. Este, por sua vez,
ativa na musculatura lisa vascular uma guanilato ciclase solivel (GCs) e estimula a producéo
de GMPc (FEELISCH; NOACK, 1987), que ativa proteinas quinases dependentes de GMPc
(PKG), induzindo o relaxamento vascular por mecanismos diversos, que incluem inibicdo da
geracdo de IP3, aumento do sequestro de calcio citosolico, inibicdo do influxo de calcio,
ativacdo de proteinas quinases, estimulacdo da Ca’*-ATPase de membrana e desfosforilacéo
da cadeia leve de miosina (CHINKERS; GARBERS, 1991; LINCOLN; CORNWELL, 1993;
LINCOLN et al., 1990).

O relaxamento vascular produzido pelas menores concentragdes da FBut (10 a 100
pug/mL) foi inibido com a destruicdo do endotélio da aorta de rato, enquanto a maior

concentracdo (300 pg/mL) foi bloqueada parcialmente. Estes resultados indicaram que a acdo
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vasorrelaxante da FBut de A. amazonicus é dependente do endotélio. No entanto, o bloqueio
apenas parcial pelo L-NAME e pela destruicdo do endotélio, indica outros mecanismos
envolvidos na acdo da FBut, como, por exemplo, a reducdo do célcio citosolico e a
hiperpolarizacéo celular devida ao aumento da conduténcia de canais de potassio (CORRIU et
al., 1996; GRUETTER et al., 1981; MURPHY BRAYDEN, 1995).

A primeira possibilidade foi testada em preparacdes de ducto deferente de rato. Nesta
preparacdo estimulada eletricamente, a incubacdo da FBut reduziu a contracdo do musculo de
forma concentracdo-dependente. As contracdes foram recuperadas ap6s lavagem da
preparacdo. Em ductos contraidos a adi¢do de noradrenalina, a contragdo maxima foi reduzida
na presenca da FBut, sem alteracdo da CEsp, indicando um antagonismo ndo-competitivo,
compativel com a reducdo de calcio citosélico, mas que ndo elimina outras acdes da FBut na
membrana celular ou nas miofibrilas contrateis. Como as contra¢fes do ducto a noradrenalina
foram inibidas de forma ndo-competitiva, foi possivel excluir uma acdo bloqueadora o
adrenérgica, o que também foi observado nas experiéncias com registro da pressao arterial.
Embora esses resultados no ducto ndo excluam a inibi¢do da acdo do ATP liberado como co-
transmissor adrenérgico (BRAIN, 2009; BRAIN et al., 2002; BURNSTOCK, 1976, 2009;
WIER et al., 2009), os dados sdo mais favordveis a uma acdo da FBut independente de
receptores de membrana celular. Por exemplo, a inibicdo no influxo e da mobilizacdo de
calcio intracelular podem ser responsaveis pelo efeito relaxante observado. Nesse sentido,
indicando inibicdo do influxo de célcio, em ducto deferente de rato despolarizado com KCI 80
mM em meio sem calcio foi observado que a contracdo por incubacdo de CaCl, foi reduzida
e que a CEsy foi aumentada de forma concentracdo-dependente. O efeito da FBut na

mobilizacdo de calcio ainda ndo foi estudada.
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VIII. Sumdrio e conclusdo
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A Ampelozizyphus amazonicus Ducke, conhecida popularmente como saracura-mira
ou cerveja de indio, € utilizada na medicina popular para o tratamento de distdrbios

gastrintestinais e prevencdo da malaria.

ESTE TRABALHO TEVE COMO OBJETIVO: AVALIAR A
FARMACODINAMICA SECUNDARIA DO EXTRATO PADRONIZADO EM ORGAOS
VITAIS, COM ENFASE NOS EFEITOS CARDIOVASCULARES E EM ATPASES TIPO P

DE MAMIFEROS.

O EHA foi obtido de planta oriunda de ambiente com pouca influéncia antrépica e a
FBut obtida por particdo em n-butanol. As fracdes isoladas da FBut com técnica CLAE
permitiram a padronizacdo do extrato a ser estudado. A purificacdo da FBut em CLAE
mostrou que esta é composta por no minimo 12 fracdes. Como referéncia foram citados os 6
componentes majoritarios, identificados pelo tempo de retencdo e concentracdo na amostra a

280 nm. As fracBes majoritarias estdo em fase de identificacao.

Os resultados farmacologicos obtidos foram:

1 - O EHA e a FBut administrados v.0. aumentaram a duracdo do sono induzido por
barbitarico, a anestesia induzida por éter etilico, e o tempo de imobilidade no teste da
suspensdo pela cauda. A FBut aumentou também o nimero de entradas e o tempo de

permanéncia nos bracos abertos do LCE.

2 — O tratamento com FBut diminuiu a nocicep¢do nas duas fases do teste da

formalina e 0 edema induzido por carragenina.
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3 - A FBut protegeu a mucosa gastrica das les6es induzidas por estresse a frio ou por
etanol, mas ndo as induzidas por indometacina. Inibiu a secrecdo acida in vivo e a atividade da

H™-K"-ATPase.

4 — O tratamento com FBut (0,3 g/kg/dia, v.0.) diminuiu a pressdo sistolica de ratos
apos 14 dias, sem modificar a freqliéncia cardiada. A interrupcdo do tratamento recuperou a
pressao aos niveis basais.

5 — Ainjecéo e.v. de FBut produziu hipotensdo em ratos anestesiados, mas nédo inibiu
as respostas pressoricas a noradrenalina, a Angiotensina | e a Angiotensina Il.

6 — A FBut in vitro ndo alterou o automatismo atrial, mas produziu efeito inotropico
negativo em miocéardio de ratos.

7 — A FBut relaxou in vitro o ténus adrenérgico da aorta de rato. A incubacgédo prévia
de L-NAME ou a destruicdo mecanica do endotélio, inibiram parcialmente o efeito relaxante.

8- Na musculatura lisa intestinal, a FBut deslocou a CEsy, da ACh para maiores doses
sem alteracéo do efeito maximo em jejuno de rato. Em ducto deferente de rato (DDR), a FBut
inibiu a contracdo induzida por estimulo elétrico e a contragdo maxima produzida por adi¢do
de Nor sem alteracdo da CEsp. Em DDR despolarizado, a FBut diminuiu a contracdo induzida

pela adicdo de Ca*".

9 — A FBut ndo alterou a capacidade contratil do mdsculo diafragma de rato

estimulado direta ou indiretamente.

10 — Em P-ATPases de mamiferos, a FBut inibiu a atividade da H'-K"-ATPase de

porco, mas nio a atividade da Ca?*-ATPase de coelho.
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Os resultados indicam que a FBut produz hipotensdo. Este efeito parece estar
relacionado com o relaxamento do tdnus vascular adrenérgico, possivelmente decorrente
da ativacdo da via do NO na célula endotelial. A agéo relaxante da FBut na aorta de rato
sem endotélio funcional indica que outros mecanismos vasodilatadores ou bloqueio de

canais de célcio na musculatura lisa vascular podem estar envolvidos na agéo

hipotensora.
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