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RESUMO

Espécies do género Cecropia conhecidas como embauba, sdo usadas na medicina popular para
pressao alta, bronquite, ulcera, diabetes, artrite e outras afec¢oes endémicas regionais. Alguns
autores mencionam atividade antimalarica de algumas espécies. Com o objetivo de comparar
a atividade de uma espécie amazodnica sem estudo farmacoldgico anterior, o presente trabalho
descreve a Cecropia sciadophylla Mart, sua coleta e extragdo, o critério de padronizagdo
quimica e purificagdo do extrato aquoso (EA) das folhas. A obtencdo da fracdo butandlica
(FBut) semi-purificada e a farmacologia desses extratos, enfatizando as a¢des no sistema
nervoso central, a a¢do antinociceptiva, a acdo pressorica, a acdo muscular e a atividade
gastrintestinal também s3o descritos neste trabalho. O chd das folhas a 2,5% (EA)
particionado com n-butanol originou a FBut mais estavel, concentrada e ativa, conservando o
mesmo perfil cromatografico em CLAE. Da FBut foram isoladas 26 fra¢cdes com tempos de
retencdo bem definidos que foram preparadas para estudos moleculares futuros. Alguns
compostos ja foram identificados: catequina, quercetina-3-O-B-glucopiranosideo e 2"-O-
ramnosilvitexina. A triagem farmacoldgica geral dos extratos em camundongos evidenciou
hiperatividade e aumento da motricidade, ndo descritas com outras espécies de Cecropia, mas
o efeito tipo-antidepressivo detectado foi comum as demais. As atividades antinociceptiva e
anti-inflamatoria foram pouco consistentes, talvez em vista da agdo estimulante central. A
inje¢do endovenosa de FBut produziu hipotensao sem interferir com a a¢ao da noradrenalina
ou com a atividade cardiaca. In vitro a FBut relaxou o tonus induzido por noradrenalina
apenas na aorta com endotélio integro, indicando a¢do vasodilatadora dependente da sintese
de oxido nitrico. O tratamento prévio de ratos com FBut protegeu a mucosa gastrica contra
ulceras por stress e as produzidas por etanol; este efeito foi correlacionado com diminui¢ao da
acidez livre da secre¢iio gastrica e com inibicdo in vitro da atividade da H', K™-ATPase da
mucosa gastrica de suino. No musculo diafragma de roedores, a FBut potenciou a contracao
ao estimulo direto da fibra muscular; este efeito foi correlacionado com a inibicdo da Ca’™-
ATPase extraida de musculo esquelético de coelho, mas nao a inibigdo da acetilcolinesterase.

Palavras-chave: Cecropia sciadophylla; H'. K -ATPase; Ca™-ATPase



ABSTRACT

Species of the genus Cecropia known as embauba, are used in the folk medicine to treat
hypertension, bronchitis, gastric ulcer, diabetes, arthritis and other regional endemic
affections. Several authors have mentioned the anti-malarial activity of some species. With
the aim to compare the activity of an Amazonian species without previous pharmacological
study, the present work describes the Cecropia sciadophylla Mart, its collect and extraction,
the chemical standardization criteria and the purification of the leaves aqueous extract (AE).
The obtention of the semi-purified buthanolic fraction (BuF) and the pharmacological effects
of these extracts, emphasizing the actions in the central nervous system, the antinociceptive
effect, the action in the arterial blood pressure, the muscular action and the gastrointestinal
activity are also described in this work. Partition of the aqueous extract of the leaves 2,5%
(AE) with n-buthanol originated the BuF, more stable, more concentrated and more active,
with the same chromatographic fingerprint of AE in the HPLC. For future molecular studies,
26 fractions with well defined retention times were isolated from BuF; some of them were
already identified: catechin, quercetin-3-O-B-glucopyranoside and 2" -O-ramnosilvitexin.
The general pharmacological screening of the extracts in mice showed hyperactivity and
increased motricity, not described in other Cecropia species, but the anti-depressive effect was
common to the others. The antinociceptive and the anti-inflammatory effects were poorly
consistent, perhaps by the central stimulating activity. The intravenous injection of BuF
produced hypotension without interfering with the noradrenalin action or with the cardiac
activity. In vitro, the BuF relaxed the adrenergic tonus only in the intact endothelium aortic
rings, indicating vasodilatory action dependent on the NO synthesis. Previous treatment of
rats with the BuF protected the gastric mucosal against cold stress- and ethanol-induced
ulcers; this effect was correlated with the reduction of the gastric secretion acidity and the in
vitro inhibition of the H', K-ATPase activity. In rodents isolated diaphragm, the BuF
potentiated the direct elicited twitches of the muscle fiber; this effect was correlated to the
inhibition of the Ca™-ATPase activity, but not by the acetylcholinesterase inhibition.

Keywords: Cecropia sciadophylla; H'. K"-ATPase; Ca™>-ATPase
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As plantas medicinais, os extratos vegetais e seus andlogos sao boas fontes para a
pesquisa de novos medicamentos. Estas substancias ativas sdo em grande parte metabolitos
secundarios de plantas, e muitas, quando isoladas, podem tornar-se protétipos para a obtengao
de farmacos, para a obtencdo de adjuvantes, ou ainda, de medicamentos elaborados
exclusivamente a base de extratos vegetais: os medicamentos fitoterapicos. Moléculas
bioativas podem ser desenvolvidas em drogas de grande relevancia na area farmacéutica por
processos de fracionamento e isolamento, seguido de sintese de andlogos com base na
modificagdo molecular ITOKAWA et al., 2008).

Observando o pequeno numero de novos compostos que superam as etapas pré-
clinicas e clinicas no desenvolvimento de medicamentos a sintese quimica de novas
substancias passou a exigir investimentos elevados demais. E possivel entender a corrida das
industrias farmacéuticas multinacionais pela procura de novas substancias bioativas de origem
vegetal. Nos paises onde a industria farmacéutica se baseia na quimica sintética, nos tltimos
25 anos, de 25 a 30 % dos novos medicamentos aprovados sdo de origem natural ou derivados
de produtos naturais (VIEGAS Jr et al., 2006; NEWMAN; CRAGG, 2007).

O Brasil € o pais com a maior parte da floresta Amazonica no seu territério nacional e
conta com grande diversidade de plantas utilizadas no tratamento e prevencdo de doencas
endémicas desta regido pelas populagdes locais e de regides vizinhas. A biodiversidade
amazonica € propicia para estudos de plantas medicinais porque, estima-se, pelo menos 20%
da biodiversidade mundial estd nela concentrada (LEWINSOHN; PRADO, 2005). Desse
manancial, as plantas vasculares da Floresta amazonica sempre foram as mais estudadas, mas
poucas areas foram exploradas botanicamente e a grande maioria das espécies continua sem
qualquer estudo quimico ou biologico, o que dificulta o conhecimento das espécies presentes
e suas relacdes filogenéticas (RIBEIRO et al., 1999). Diversos levantamentos etnobotanicos e

bibliograficos sobre estas plantas ja foram realizados, porém, até o presente momento,
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nenhuma droga foi desenvolvida a partir dessa riqueza natural do pais. Na Amazonia, as
endemias se estabelecem nesse ecossistema que da subsisténcia e prote¢do ao homem e aos
vetores de propagacdo das doencas. E esperado que as comunidades recorram as praticas
diversas para prevenir ou tratar essas enfermidades. O uso de plantas ¢ muito comum e
arraigado nessa medicina popular. No entanto, fora da concepgdo socio-antropologica da
comunidade de origem, o uso empirico e as informagdes assim originadas, podem ter
importancia e significados diferentes. A probabilidade dos sinais relacionados a pratica
terapéutica popular serem indicativos primarios de uma a¢do farmacolédgica pouco definida,
sentida apenas pelo usuario, ¢ grande. Por isso a pratica popular deve ser avaliada
cientificamente antes da recomendag¢do ou suporte oficial do uso, pois talvez os efeitos sejam
desencadeados por algum comprometimento vital. As técnicas farmacodindmicas modernas
permitem esse estudo, ja incorporado a maioria das normas éticas dos 6rgaos internacionais
de vigilancia e controle da saude.

Grande parte da populacdo dos paises em desenvolvimento utiliza plantas medicinais
no tratamento de doengas parasitarias. O desenvolvimento de novos medicamentos sintéticos
envolve custos muito elevados, desta forma, a triagem de extratos e moléculas de plantas,
selecionadas a partir do conhecimento tradicional das popula¢des, a medicina popular
apresenta-se como estratégia promissora ¢ menos dispendiosa (CALIXTO, 2000). Esforgos
para a procura de novas drogas para tratar malaria s3o muito importantes, sobretudo em paises
como o Brasil onde ainda existem muitas areas endémicas. (KRETTLI et. al., 2001).

A malaria é a endemia mundial mais preocupante neste momento, seja por causa da
incidéncia elevada, do insucesso momentaneo na obtencdo de uma vacina eficaz (PIMENTEL
et al., 2007) ou do desenvolvimento crescente da resisténcia do plasmodio a maioria dos
medicamentos conhecidos; portanto, é prioritario investir na obten¢ao de novos produtos com

essa atividade, eficazes e baratos para serem acessiveis as populagdes de baixa renda.
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Segundo estimativas da Organizagao Mundial de Satde ha entre 300 ¢ 500 milhdes de
novos casos de malaria no mundo todos os anos, principalmente na Africa, a Asia, Ilhas do
Pacifico Sul e América do Sul, que causam ao menos 3 milhdes de mortes. A transmissao da
malaria no Brasil estad essencialmente limitada aos Estados da regido amazonica. As
caracteristicas geograficas determinam as maiores dificuldades na oferta de servigos de satde,
que, somado as dificeis condi¢des de vida da populagdo, favorecem a disseminagdo da malaria
(PAHO, 2008).

As principais drogas desenvolvidas para o tratamento de malédria e usadas até o
momento, incluem os derivados alcaldides da quina e artemisinina, que foram descobertos
com base no uso tradicional e dados etnobotanicos (WEISNAR et al., 2003). A resisténcia dos
parasitos as drogas antimalaricas surge como um dos maiores desafios a se enfrentar para o
controle da maléria. Calcula-se que 62% dos casos de malaria por Plasmodium falciparum, no
mundo, apresentem algum perfil de resisténcia as drogas antimalaricas de uso habitual
(KHAN, 2004; WHO, 2008)

Algumas drogas mostram seu efeito antimalarico prevenindo a polimerizacdo de heme
toxico liberado durante protedlise da hemoglobina no vacuolo digestivo do Plasmddio
(FRANCIS et al, 1997). A polimerizacdo de heme ¢ uma reagdo de alongamento através de
proteinas ricas em histidina. Evidéncias indicam que as quinolinas inibem a polimerizagao de
heme que ¢ liberado durante a degradagdo de hemoglobina (TRIPATHI et al, 2004). Estudos
com inibidores indicam um papel da cisteina proteases no Plasmoddio que libertam o parasito
dos eritrocitos do hospedeiro. A cisteina ¢ necessaria para o inicio de fases invasivas ao
compartimento intracelular e sugere que processo semelhante ao mecanismo protease-
dependente aconteca durante a saida do parasito do estagio hepatico. (ALY;

MATUSCHEWSKI, 2005).
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Estudos com agonistas de receptores 5-HT apresentaram inibigdo de crescimento
contra varios P. falciparum de diferentes fenotipos de resisténcia e seu efeito antimalarico ¢
aditivo quando usado em combinagdo com cloroquina contra cloroquina isolada. Em um
ensaio de "patch clamp" o agonista estudado bloqueou um canal de superficie de membrana,
sugerindo que agonistas de receptores de serotonina sdo uma nova classe de antimalaricos
com alvo nos canais de membrana (LOCHER et al., 2003).

A atividade antiparasitaria de alguns compostos foi relacionada a mecanismos de acao
envolvendo canais i06nicos, enzimas, receptores, sistemas transportadores além de
mecanismos de sinalizacdo intracelular. Por exemplo, a eficacia contra Plasmodium
falciparum do acido scopaldulcico A, um diterpeno isolado de Scoparia dulcis, foi atribuida a
inibi¢do da bomba de préton da membrana plasmatica do parasito (RIEL er al., 2002a,
2002b). Existem evidencias que ATPases de Plasmodium falciparum relacionadas com o
transporte de célcio no parasito humano (PfATPase4 e PfATPase6) guardam grande analogia
com a Ca"*-ATPase do reticulo sarcoplasmatico de mamiferos (BECKER; KIRK, 2004;
DYER et al., 1996; KIMURA et al., 1993). Nesse sentido, o conhecimento de que varios
mecanismos envolvidos na regulacio do Ca™ intracelular no Plasmodium sp assemelham-se
aos mecanismos caracterizados em células de mamiferos, demonstram a importancia da
homeostase do Ca™ na regulagio e no crescimento do parasito, constituindo potenciais alvos
de acdo antiparasitaria, onde o crescimento do parasito no eritrocito ¢ inibido por varios
ionoforos bloqueadores de canais de Ca™ e por antagonistas de calmodulina (GARCIA,
1999).

As enzimas sdo importantes alvos moleculares para este estudo, pois sdo responsaveis
por completar o ciclo de vida do parasito no hospedeiro. As ATPases sdo responsaveis pela
manutengdo do pH intracelular do vactiolo digestivo do plasmodio, transporte da membrana

plasmatica, regulam o potencial de membrana, entre outras fungdes (MARCHESINI et al.,
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2005; GAZARINI et al., 2007). Essas evidéncias indicam que o teste de atividade em
preparagdes de H', K'-ATPase gastrica pode ser indicativo de potencial eficacia
antiparasitaria. Dentre os potenciais alvos a serem considerados, os mecanismos reguladores
do Ca™ intracelular, dentre eles a Ca™-ATPase, tém importancia crucial para os diferentes
ciclos do parasito na célula hospedeira. Justifica-se, portanto, a identificagdo de compostos
que possam discriminar alvos moleculares do hospedeiro daqueles essenciais a sobrevida do
parasito.

Na flora brasileira, as plantas medicinais sdo promissoras do ponto de vista
farmacoldgico, mas sdo pouco conhecidas e estudadas. Com base em conhecimentos
etnobotanicos, produtos sdo comercializados com fins terapéuticos sem que estudos sobre sua
eficacia e seguranga tenham sido feitos e comprovados (SIMOES; SCHENKEL, 2002).

Viérias plantas utilizadas na medicina popular para tratar febre ¢ malaria revelaram
atividade antimaldrica em culturas de P. falciparum, algumas vezes confirmada in vivo em
camundongos infectados com o P. berghei (KRETLI et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2004).
Atividades analogas t€m sido obtidas com terpenos, lignanas, chalconas, auronas, flavonoéides,
naftoquinonas e quinonas, a maioria in vitro (KAYSER et al., 2003, ANDRADE-NETO et
al., 2004; OLIVEIRA et al., 2004).

Muitas plantas que foram consideradas sem atividade contra a maléria, devido a
auséncia da atividade in vitro contra o Plasmodium podem ter outros mecanismos de a¢do ou
mesmo serem utilizadas no tratamento de sintomas da malaria (BOTSARIS, 2007).

Levantamentos etnobotanicos das espécies de plantas utilizadas no tratamento de
febres em geral e com atividade antimalarica, especificamente, apresentam espécies do género
Cecropia (MILLIKEN, 1997; BOTSARIS, 2007; ANDEL; WESTER, 2010).

Estudos do Laboratorio de Malaria do Centro de Pesquisas René Rachou (CPqRR),

orgao da Fundacdo Oswaldo Cruz sediado em Belo Horizonte, usam fragdes e moléculas de
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plantas medicinais com intensa atividade antimaldrica experimental em laboratorio, com
énfase nas espécies Bidens pilosa (picao preto), Cecropia sp (embauba), Alomyia (mata-pasto)
e outras (KRETTLI, 1998).

Ha muitas espécies proximas relacionadas de Cecropia (incluindo C. sciadophylla, C.
palmata, C. pachystachya, C. hololeuca e C. obtusifolia) que podem ter localiza¢des
geograficas diferentes, contudo todas sdo similares na aparéncia, na composi¢ao quimica, e
em uso medicinal tradicional. Plantas do género Cecropia, ja foram parcialmente estudadas e
apresentam constituintes com atividade inibidora da bomba de proton (SOUCCAR et al,
2008) e/ou dos mecanismos reguladores do Ca™ intracelular (LAPA et al, 1999). Das
espécies Cecropia hololeuca Miq., C. pachystachya Tréc., C. glaziovii Sneth. foram
identificados principalmente catequinas, epicatequinas, procianidinas e flavondides como,
isoorientina, isovitexina e isoquercitrina (DELLA MONACHE et al., 1998; LACAILLE-

DUBQOIS et al., 2001; TANAE et al., 2007a).
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Figura 1 - Compostos isolados da C. glaziovii Sneth por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) da
fragdo butanolica obtida do extrato aquoso das folhas (Tanae ef al., 2007a)



2. Revisdao de Literatura



Revisdo de Literatura 31

2.1. Familia Cecropiaceae

Conhecidas popularmente como embatba, imbatba, umbauba e também arvore da
pregui¢a por terem seus frutos e brotos apreciados por esse animal. S3o arvores leves
atingindo de 4 a 12 metros, de folhas simples, lobuladas; com ramificacdo somente na altura
superior do tronco. Apresentam nodos no tronco do tipo bambu, onde as formigas fazem os
seus ninhos (mirmecoéfitas). Pouco exigentes quanto ao solo, sio muito comuns em areas
desmatadas, em recuperagdo (RIBEIRO et al., 1999)

Um importante papel ecoldgico desempenhado pelas cecropias ¢ como plantas
pioneiras que aparecem preferencialmente em espagos florestais com altos niveis de luz. Sao
arvores de crescimento rapido, associadas normalmente com as fases iniciais da regeneragao
da floresta tropical em sucessao (WHITMORE, 1996; ALVAREZ-BUYLLA; MARTINEZ-
RAMOS, 1992). Por sua abundancia de sementes, que podem ficar dormentes por até cinco
anos (CHARLES-DOMINIQUE, 1986) e sua rapida dispersdo por dreas recentemente
transformadas, a regeneragdo de clareiras nas florestas ¢ facilitada por espécies de cecropias.
Suas infrutescéncias servem de alimentos para muitos vertebrados, passaros, morcegos e
macacos que atuam como agentes de dispersdo dessas sementes (LOBOVA et al., 2003).

As folhas sdo usadas na medicina tradicional na forma de infusdo com diversas
aplicacdes descritas para diferentes espécies. Pesquisas publicadas apontam para atividades
farmacoldgicas como: anti-hipertensivas, broncodilatadoras, anti-secretoras acidas gastricas
(LIMA-LANDMAN et al., 2007, DELARCINA et al, 2007, SOUCCAR et al., 2008,
TANAE et al., 2007) (b), hipoglicemiantes (ANDRADE-CETTO; WIEDENFELD, 2001),
diuréticas, analgésicas, antiinflamatorias (PEREZ-GUERRERO et al., 2001), anti-depressivas

(ROCHA et al., 2002) e antioxidantes (SILVA et al., 2007).
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Estudos descritos com remédios utilizados tradicionalmente como anti-maléricos tem
revelado plantas que produzem indol, alcaldides de isoquinolinas, sesqui-, di- e tri- terpenos,
flavondides e outras substancias que apresentaram atividade in vitro contra P. falciparum
(FREDERICH et al. 1999; PHILLIPSON, 1999; MUHAMMAD et al., 2004)

Foi descrita por KRETTLI et al. (2001) a atividade anti-P. falciparum in vitro de
varios compostos fendlicos, atividade que foi comprovada in vivo, em camundongos
infectados com P. berghei, parasito da malaria em roedores. Compostos semelhantes foram
isolados de diferentes espécies de Cecropia (procianidinas, catequinas, epicatequinas e
flavondides como isoorientina, isovitexina), como descritos por TANAE et al. (2007),
LACAILLE-DUBOIS et al. (2001) e DELLA MONACHE et al. (1998).

Extratos de Cecropia pachystachya foram testados para a atividade de antimalarica
contra P. falciparum e P. berghei em camundongos. O extrato etandlico de caule, raiz, e
folhas reduziram a parasitemia de camundongos infectados com malaria. Dois compostos
foram isolados do extrato das raizes e quimicamente caracterizados como beta-sitosterol e
acido tormentico. Embora ambos os compostos fossem ativos na parasitemia em
camundongos, somente o acido tormentico inibiu o crescimento em culturas do P. falciparum.
cloroquina-resistentes, reduzindo a parasitemia de forma dose-resposta (UCHOA et al.,
2010).

Trabalhos que avaliaram a relevancia direta da histamina em patologias de malaria e
sua associacao com a severidade de doenca demonstraram os efeitos danosos das respostas
inflamatorias associadas a histamina em infeccdo de malaria. Entdo, suprimir os efeitos
bioldgicos da histamina pode apresentar-se como uma estratégia nova para reduzir a
severidade das infecgdes com parasitos de Plasmodium (BEGHDADI, 2008). Em estudos
com cobaias com broncoespasmos induzidos por histamina, onde foram registradas a pressao

e a freqiiéncia respiratoria, o tratamento com extrato de C. glaziovii reduziram a incidéncia de



Revisdo de Literatura 33

broncoespasmos. Os efeitos dos tratamentos foram bloqueados por propanolol. Estes efeitos
foram atribuidos a atividade P-adrenérgica do extrato de cecropia por interacdo nao-

competitiva com a histamina (DELARCINA et al., 2007).

2.2. Calcio e a fibra muscular esquelética

O célcio ¢ um dos elementos quimicos essenciais mais abundantes no organismo

humano. Esta distribuido entre trés principais compartimentos: osso, liquido intracelular e
liquido extracelular. Cerca de 99 % desse célcio encontram-se nos 0ssos, principalmente sob a
forma de hidroxiapatita, que ¢ um cristal complexo contendo célcio, fosfato e dgua. Uma
porcentagem menor que 0,5 % do cdlcio 6sseo encontra-se na forma de cristais amorfos ou
solubilizado. Essa pequena reserva de calcio estd em equilibrio dindmico com célcio
extracelular e ¢ importante para a manuten¢ao das concentragdes plasmaticas desse ion.
No meio intracelular existem cerca de 10g de calcio e a maior parte esta ligada as proteinas ou
armazenada nas mitocondrias e no reticulo sarcoplasmatico. Sob condi¢des basais, as
concentragdes citosolicas de cdlcio sdo muito pequenas, variando de 10 a 100 nM. Esses
niveis reduzidos de célcio sdo mantidos através de bombas localizadas na membrana, que
transportam ativamente o célcio do citosol para o liquido extracelular, as mitocondrias e o
reticulo sarcoplasmatico. Em muitas células, as concentragdes citosolicas de calcio aumentam
acentuadamente, caso haja estimulacdo da célula, e essa elevag¢do do calcio desencadeia uma
resposta funcional caracteristica para cada tipo celular, p.ex., contragdo muscular ou secrecao
hormonal (MOFFETT et al., 1993; HALL; GUYTON, 2002).

Sdo reconhecidos dois tipos de fibras musculares esqueléticas: musculo vermelho (ou
de contragdo lenta) e o musculo branco (ou de contragdo rapida). O musculo Vermelho tem

uma rica provisdo de sangue, numerosas mitocondrias e muita mioglobina, de onde deriva a
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cor vermelha, oxida 4cidos gordurosos como sua fonte primaria de energia. Embora contraia
lentamente, ¢ capaz de atividade por longo prazo sem fadiga consideravel. Em contraste, o
musculo branco tem uma provisdo de sangue mais limitada, poucas mitocondrias € um baixo
conteudo de mioglobina. Depende quase completamente da degradacdo anaerdbia de
glicogénio para sua provisao de energia e é capaz de contragdes muito fortes, rapidas, mas por
curto periodo de tempo. Sua habilidade para resintetizar ATP por fosforilagdo oxidativa ¢
limitada porque estas fibras tém menos mitocondrias e vasos capilares que as fibras vermelhas
e assim eles cansam rapidamente. A maioria dos musculos de esqueleto ¢ uma combinagao
dos dois tipos, mas um tipo normalmente predomina. Os dois tipos de fibras sdo adaptados
para propositos diferentes e executam fungdes diferentes. Em humanos, a perna e musculos
que apoiam o peso do corpo ¢ mantém postura devem se contrair por longos periodos de
tempo sem fadiga. Estes musculos tendem a ter uma alta proporcao de fibras vermelhas. Os
musculos usados com mais intermiténcia, como nos bragos, devem poder produzir contragdes
musculares fortes, rapidas por um curto periodo, nestes as fibras brancas predominam

(HALL; GUYTON, 2002).

2.3. Jun¢ao neuromuscular

Para cada fibra muscular ha uma jun¢do neuromuscular situada préximo ao centro
desta, o potencial de a¢do propaga-se em direcdo as extremidades. Desta forma, ¢ possivel que
ocorra a contragdo simultanea de todos os sarcomeros. A chegada de um potencial de agdo a
regido pré-sinaptica, gerado no motoneurdnio, leva a abertura dos canais de calcio
dependentes de voltagem e ao influxo de Ca™ para o meio intracelular. O aumento das

~ . +2 s r . ’ s r g
concentragdes intracelular de Ca'® € responsavel pela exocitose de vesiculas sinapticas
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contendo o neurotransmissor acetilcolina (ACh), que ¢ liberado na fenda sinaptica (HUGHES
et all, 2006).

Parte da ACh liberada ¢ rapidamente hidrolisada pela AChE e outra parte se difunde
na fenda sindptica, interagindo com os receptores nicotinicos pds-juncionais. A interagdo da
ACh com seus receptores leva a abertura do canal i6nico, permitindo o influxo de cations,
principalmente de Na', dando origem a despolarizacao local e transitoria da regiao da placa
motora terminal, denominada potencial de placa terminal (PPT). Atingindo o limiar de
excitabilidade da fibra muscular, esses potenciais se propagam tanto longitudinalmente quanto
radialmente ao longo das invaginagdes do sarcolema atingindo as regides das triades,
induzindo a liberagio do Ca™ do reticulo sarcoplasmatico e ativando o processo contratil
(HILLE, 1992).

A contragdo muscular é um processo que depende da concentragio de Ca™ livre no
citoplasma ¢ que no musculo estriado se encontra regulada principalmente pelo reticulo
sarcoplasmatico (RS) que funciona como um armazém com altas concentragdes de Ca'™ e

possui canais de Calcio voltagem-dependentes (FILL; COPPELO, 2002).

2.4. Reticulo Sarcoplasmatico

O reticulo sarcoplasmatico (RS) ¢ um grande sistema de membranas intracelulares que
envolvem cada miofibrila, com a forma de uma cisterna cheia de calcio. O RS do musculo
esquelético ¢ composto por duas regides morfologica e funcionalmente distintas: o RS
juncional e o RS livre. A membrana do RS juncional contém o receptor de rianodina (RyR),
que sdo canais de Ca™ com proje¢des em sua superficie que interage com o receptor
diidropiridinico (DHPR) - particulas contidas na regido juncional dos tibulos T, que se

originam do sarcolema - formando estruturas denominadas como triades. Estas estdo
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envolvidas na transmissao do estimulo excitatorio a partir da superficie da membrana para o
RS, promovendo a liberagio do Ca™ do reticulo sarcoplasmatico. Os tibulos T estio
organizados de forma perpendicular ao RS e as miofibrilas, formando uma rede transversal e
reticulada no interior da fibra muscular. Funcionalmente, os tubulos T, comunicam-se com o
meio extracelular transversalmente ao longo da fibra muscular. O RS livre contém o
transportador Ca'>-ATPase como seu principal componente de membrana. E geralmente,
dividido por cavidades nas laterais (cisternas), e nos tibulos longitudinais, que diferem na
composi¢do das proteinas. As cisternas contém proteinas de ligagdo de Ca™ (calsequestrina,
calreticulina, proteinas de alta afinidade de ligacio de Ca™, etc.) que podem servir como
locais de armazenamento para o Ca'"* acumulado (JORGENSEN et al, 1977, MARTONOSI,
PIKULA, 2003).

Na membrana dos tabulos T sdo encontrados os receptores dihidropiridinicos (RDHP)
que atuam como sensores de voltagem. Internamente o reticulo sarcoplasmatico esta
relacionado com o armazenamento intracelular de ions calcio no musculo estriado
esquelético, bem como com sua liberagdo, através de canais especificos, denominados
receptores rianodinicos (FRANZINI-ARMSTRONG; JORGENSEN, 1994) e com sua

recaptagdo por meio de uma Ca"*-ATPase (IKEMOTO, 1982).

2.5. Acoplamento Excitacio-Contracio

O acoplamento excitacdo-contracdo envolve duas proteinas principais: o receptor de
dihidropiridina, na membrana da fibra muscular, e o receptor de rianodina do reticulo
sarcoplasmatico. Os mecanismos moleculares de acoplamento exitagdo-contragdo difere entre

os musculos cardiacos e esqueléticos.



Revisdo de Literatura 37

A despolarizagdo da membrana na superficie de células musculares iniciados pelo

impulso nervoso (SPERELAKIS; GONZALES-SERRATOS, 2001; WAHLER, 2001) ¢
conduzida para o interior da fibra muscular através de extensdes da superficie membrana
chamada tibulos transversais T (HEINY, 2001). O acoplamento excitagdo-contracao envolve
duas proteinas principais: o receptor de dihidropiridina, na membrana da fibra muscular, ¢ o
receptor de rianodina do reticulo sarcoplasmatico (FRANZINI-ARMSTRONG, 1999).
No musculo esquelético, a despolarizacao do sarcolema produz alteragcdo conformacional do
receptor de dihidropiridina que detecta essa variagao de voltagem e induz a liberagdo rapida
de Ca™ armazenado no RS para o citoplasma, via ativagdo direta dos receptores rianodinicos
(RyRs) independentemente da concentragdo de Ca™* extracelular. Segundo este modelo, o
receptor de dihidropiridina atua como sensor de voltagem e a liberagio do Ca™ ¢ induzida por
contiguidade das duas estruturas (MEISSNER, 1994, 2001; FRANZINI-ARMSTRONG;
PROTASI et al., 1998; NIGGLI, 1999; MAR; MARKS, 2000; OGAWA et al., 2002;
PROTASI, 2002; BASSEL-DUBY; OLSON, 2003, 2006). O relaxamento muscular ¢
desencadeado pela recaptagdo rapida do Ca™ ativada por uma ATPase dependente de Ca™
presente no reticulo. Essa recaptacio reduz a concentragio citosolica de Ca™, possibilitando a
dissociacdo dos ions célcio da troponina C e a conseqiiente desativacdo das pontes cruzadas
(IKEMOTO, 1982; ZHAO et al., 2005; STOKES; WAGENKNECHT, 2000).

No musculo cardiaco o processo de excitagio depende da entrada de Ca™ extracelular
através de DHPRs (BERS, 2002). Que, por sua vez, ativam os RyRs causando a liberacdo de
Ca™ do RS para o citoplasma, um processo conhecido como liberagdo de Ca™ induzido por
Ca™ (CICR). Também neste caso, a ativacio de SERCA2 e trocadores de sédio / calcio
trazem de volta a concentragio de Ca™ aos niveis de repouso (DULHUNTY et al., 2002). As
principais proteinas do SR envolvidos em liberar e recaptar os sinais de Ca™ sdo os RyRs,

responsaveis pela liberacio de Ca™ e a bomba de Ca™-ATPase responsavel pela recaptagdo
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de Ca™, enquanto a calsequestrina, calreticulina, ¢ uma série de outras proteinas
. e . ~ 2 . +2
citoplasmaticas de ligagdo ao Ca'~ fornecem o ambiente para armazenar Ca - no RS

(MILNER et al., 1992; BEARD et al., 2004; DULHUNTY et al., 2004).
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Figura 2 - Acoplamento excitagdo-contragdo do musculo esquelético. A fibra muscular é excitada via nervo
motor pela placa terminal e gera o potencial de acdo que se propaga ao longo da superficie da membrana
(sarcolema), penetrando pelo sistema tubular transverso. A proteina dihidropiridina (DHP), um receptor sensivel
a despolariza¢io da membrana, altera sua conformagio e ativa o receptor rianodinico (RyR), que libera Ca™* do
RS. O Ca™, entdo, se liga a troponina e ativa o processo de contragio (adaptado de JURKAT-ROTT;
LEHMANN-HORN, 2005).

2.6. ATPases tipo P

As P-ATPases constituem uma das quatro classes (P, F, V e ABC) de ATPases
responsaveis pelo transporte de ions ou moléculas através das membranas biologicas que sdo
necessarios para processos vitais como absorc¢do, secrecdo, sinalizagdo transmembranar,
transmissdo do impulso nervoso, acoplamento excitacdo-contragdo, crescimento e
diferenciagdo (PEDERSEN, CARAFOLI, 1987). Estas bombas sdo responsaveis por essas
manifestagdes fundamentais da homeostase celular, como a manuten¢do do equilibrio

osmotico e composi¢do idnica intracelular, quase todas as operagdes de transporte realizadas
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pelas células dos tecidos epiteliais ¢ acompanhada de alguma forma pela a acdo de uma
ATPase tipo P (CAPLAN, 1997). Consistem em uma grande familia de proteinas integrais de
membrana que sdo responsaveis pelo transporte ativo de fons como K, Na*, H", Ca™, Mg,
Cu™, Cd™, Zn™ além de fosfolipides. As atividades enzimaticas destas bombas constituem
alguns dos principais meios através dos quais todas as células animais convertem a energia
contida no ATP em gradientes eletroquimicos que podem ser explorados por todos os tipos de
vias metabolicas.

A familia de transportadores ativos chamados ATPases tipo P ¢é transportadora de
cations reversivelmente fosforilados pelo ATP como parte do ciclo de transporte; a
fosforilagdo forga uma mudanca conformacional que tem importancia na movimentagdo do
cation através da membrana. Sdo denominadas P-ATPases devido a caracteristica formagao
de um intermediario residual do acido aspartico que ¢ fosforilado em seu ciclo de reagdo que ¢
crucial para sua atividade (STREHLER; TREIMAN, 2004; PEDERSEN, 2005).

Sdo ATPases tipo P, amplamente distribuidas nos tecidos animais: A ATPase Na", K"
(um transportador para Na" ¢ K"), que estabelece ¢ mantém o desequilibrio existente entre a
concentracdo de Na', que ¢ menor no interior da célula que no meio circundante, ¢ a
concentragdo de K' que ¢ maior. A atividade da Na', K'-ATPase mantém gradientes de
concentragdo de Na" ¢ K entre a membrana celular ao transportar 3 fons Na* para fora das
células e 2 fons K' para o interior destas, utilizando a energia da hidrélise do ATP
(CRAMBERT et al., 2000, MORTH et al., 2007).

As Ca™-ATPases exercem funcdo vital na homeostase e na sinalizacio do calcio
intracelular. Elas sdo responsaveis pela remogdo do excesso de Ca™ do citoplasma para o
reticulo sarcoplasmatico ou para o meio extracelular, controlando dessa forma as
concentracdes locais de Ca™. A Ca™-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA, do inglés

“sarcoplasmic and endoplasmic reticulum calcium”) é uma enzima associada & membrana
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intracelular, responsavel pelo transporte de Ca™ contra um gradiente de concentracio a custa
da energia resultante da hidrolise do ATP. A Ca'>-ATPase dos musculos esquelético
(SERCA1) e cardiaco (SERCA2) sdo responsaveis pela recaptagio do Ca™ liberado do
reticulo sarcoplasmatico durante a contragdo muscular, produzindo o relaxamento muscular.

A H', K™-ATPase gastrica, ¢ uma ATPase tipo P responsavel pela secrecdo de acido
gastrico. E uma proteina transmembranar localizada no sistema tubulovesicular da célula
parietal da mucosa gastrica e ¢ translocada para a membrana plasmatica apical apods
estimula¢do hormonal, onde dirige a secre¢ao do acido cloridrico para o lumen do estdmago.
A H', K'-ATPase gastrica explora um mecanismo muito similar ao enzimético para catalisar a
troca eletroneutra de protons intracelular e ions potéssio extracelular estimulada pela hidrolise
de ATP, seguido pelo transporte passivo de CI'. Gerando assim um grande gradiente de proton
associado a secregdo de 4cido gastrico (RABON; REUBEN, 1990). E expressa em menor
proporcio na face luminal do duto coletor renal onde é responsavel pela reabsor¢io de K' e
pela secregdo acida (APELL, 2004).

A H', K'-ATPase gastrica pode ser inibida por piridinas imidazolicas, como o 3-
cianometil-2-metil-8-(fenilmetoxi) imidazo [1, 2a] piridina (SCH 28080), um potente e
reversivel inibidor, que compete com o K e se liga ao sitio de alta finidade para o fon K" na
bomba, inibindo especificamente a H", K'-ATPase (BIEL et al., 1987; MENDLEIN; SACHS,
1990; WAGNER et al., 2004).

Para as trés bombas, a estrutura de parte da proteina de membrana que desempenha a
funcdo de transporte de ions consiste de 10 segmentos transmembranares, cujas seqiiéncias de
aminodcido sdo bastante semelhantes. No entanto, diferencas especificas que foram
encontradas nas seqiiéncias de aminoacidos dizem respeito a carga e polaridade, a
contabilizacdo do diferentes propriedades funcionais, que podem ser resumidos por sua

estequiometria de transporte: 3Na" / 2K" / 1ATP para o Na', K'-ATPase, 2H" / 2K* / 1ATP
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para a H', K™-ATPase ¢ 2Ca™ / 2H" / 1ATP para o Ca™>-ATPase do RS (APELL, 2003;

STREHLER; TREIMAN, 2004).

A Ca™-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA) ¢ uma enzima intracelular
transmembranar que utiliza a energia liberada do ATP para o transporte de Ca™ contra um
gradiente de concentracdo. Compreende uma cadeia polipeptidica simples de 994 residuos de
aminoacidos de massa 110 KDa (MARTONOSI; PIKULA, 2003).

Estudos de microscopia Eletronica e difracdo revelaram que a ATPase inclui uma
regido ligada a membrana através de uma haste ligada a uma “cabeca” extramembranar, no
meio citosolico. Foram obtidos cristais tridimensionais de RS ATPase nativa, gerando
modelos estruturais em alta resolugio da molécula de Ca™-ATPase no estado ligado, no
estado de Ca™ livre estavel e de outros estados em condi¢des andlogas, resultando em vérios
intermediarios do ciclo catalitico (TOYOSHIMA et al., 2000, 2002, 2004; SORENSEN et al.,
2004).

A funcdo fisiologica da SERCA ¢ seqiiestrar o Ca' citosolico através da membrana
para compartimentos intracelulares. Esta bomba funciona enquanto houver ATP ¢ Ca™
presentes no citoplasma, e estabelece um gradiente de concentragdo de 10* vezes através das
membranas.

De acordo com a teoria classica E1/E2 (MOLLER et al, 1996), os sitios
transmembranares de ligagdo de Ca™ tém alta afinidade e face no citoplasma na conformagéo
El da enzima, e tém baixa afinidade e face na luz do RS (ou lado extracelular) na
conformagdo E2. A transferéncia efetiva de Ca™ ocorre entre os dois intermediarios
fosforilados, E1P e E2P, em troca de H' do lado luminal. Estequiometricamente a SERCAla

pode transferir dois Ca™ por ATP hidrolisado para o RS ¢ 2-3 H™ em sentido contrario. O
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contra transporte de H' e fluxos de ions através de canais de anions e cations do RS previnem
grandes mudangas no potencial de membrana durante transporte Ca™ (YU et al., 1993).

As isoformas SERCA estdo envolvidas em mecanismos de sinalizagdo de Ca' para
muitas funcdes biologicas, incluindo o acoplamento excitagdo-contragdo, o acoplamento
excitagdo-secre¢do, a regulagdo da fosforilagdo e desfosforilagdo de proteinas, transcri¢ao de
genes, protedlise intracelular e mecanismos apoptoticos (GWATHMEY et al., 1987).

SERCA ¢ sensivel a diversos compostos que apresentam diferentes graus de poténcia e
inibi¢do, e permitem estudos do mecanismo catalitico e de transporte, bem como das
conseqiiéncias da inibi¢do da SERCA na fungdo de células vitais que sdo dependentes da
sinalizacdo de Ca™ (INESI ef al., 2005).

Um inibidor potente e especifico € a tapsigargina (TG), uma lactona sesquiterpénica de
origem vegetal (RASMUSSEM et al., 1978). A inibicdo da TG possui carater de longo
alcance, envolvendo os sitios de fosforilagio e de ligagdo do Ca™. Sua ligagio forma um
complexo que pode estabilizar a enzima em um estado Ca-livre E2TG com caracteristicas
igual ou similar & forma cineticamente definida como conformagio E2 da Ca"-ATPase
(STOKES; LACAPERE, 1994; SAGARA et al., 1992), diminuindo a mobilidade das hélices

transmembrana (TOYOSHIMA; NOMURA, 2002; XU et al., 2004).



3. Objetivos



Objetivos 44

O presente estudo visa avaliar as atividades da espécie Cecropia sciadophylla Mart.
amazonica pouco referendada na literatura cientifica, e sem estudo farmacolégico anterior,

comparando as a¢des com as descritas para espécies de outros biomas.

3.1. Objetivos Especificos

- Padronizacdo em CLAE do extrato aquoso de C. sciadophylla.

- Avaliagdo das a¢des farmacologicas do extrato aquoso e fragdes semi-purificadas no
sistema nervoso central, em modelos de dor e inflamagdo, na acdo pressorica, na

contracdo muscular e na atividade géstrica.

- Analisar as a¢des na atividade da H', K'-ATPase gastrica de mamiferos.
- Analisar as acdes na atividade da Ca™-ATPase do reticulo sarcoplasmatico de

mamiferos.
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4.1. Material Botanico

O material vegetal (folhas), do género Cecropia foi coletado na Estagao Experimental
de Silvicultura Tropical do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (EEST/INPA), na
bacia do Rio Cueiras, area denominada nucleo ZF-2, com acesso situado no Km 45 da BR-
174, Manaus, nas coordenadas: S 2° 32' 16.02", W 60° 2' 45.18", marcada em GPS (Figura 3).

Para a confeccao das exsicatas, foram coletadas plantas que continham folhas jovens e
maduras e estruturas reprodutoras como flores e frutos, para facilitar a identificacdo. As
amostras foram organizadas entre folhas de jornais alternadas com placas de papelao e
amarradas entre grades de madeira para serem prensadas. Estas grades foram colocadas em
uma caixa de papeldo com uma lampada incandescente de 100W mantida suspensa sobre a
tampa da caixa, com objetivo de manter as prensas das exsicatas aquecidas e livres de
umidade e possiveis contaminacdes por fungos durante o periodo de secagem. Apds, a
exsicata foi enviada ao Herbario do INPA, incluindo a ficha de coleta com as caracteristicas

do material botanico.

A exsicata montada foi incorporada ao acervo do Herbario do Instituto de Pesquisas da
Amazodnia INPA sob registro n® 230857. A espécie coletada foi identificada como Cecropia

sciadophylla Mart, muito comum na regido.
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Figura 3 — Imagem de satélite mostrando area urbana de Manaus-AM. Ponto A (imagem superior) representa
marcagdo em GPS do local de coleta da Cecropia sciadophylla Mart, nas coordenadas: S 2° 32' 16,02", W 60° 2'
45,18". Ramal de acesso pela vicinal ZF-2 a Estacdo Experimental de Silvicultura Tropical do Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazonia (EEST/INPA), na bacia do Rio Cueiras, area denominada nucleo ZF-2 (imagem
inferior). Situada no Km 45 da BR-174, Manaus, Amazonas. Fonte: Google maps.
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4.2. Animais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus) e camundongos Swiss (Mus
musculus) adultos, machos e fémeas oriundos do Biotério do Centro de Biotecnologia da
Amazdnia — CBA, mantidos sob condi¢des controladas de temperatura (23 = 2 °C) e
iluminacao (ciclo de 12 horas) e com livre acesso a racdo e agua.

Coelhos albinos adultos de ambos os sexos, com peso variando entre 1 e 2 kg e porcos
jovens com peso variando entre 20 e 40 kg, adquiridos de fornecedor credenciado.

Todos os protocolos experimentais foram realizados segundo os Principios
Internacionais para a Pesquisa ¢ o Manuseio de Animais, aprovados pelo Comité de Etica em

Pesquisa Animal da UNIFESP (CEP/EPM 0760/07).
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4.3. Material Quimico

4.3.1. Solventes, reagentes e sais

Acetona P.A (Nuclear-Brasil), acetonitrila grau HPLC (Merck-Brasil), cido cloridrico
P.A (Nuclear-Brasil), acido acético glacial P.A (Nuclear-Brasil), 4cido ascoérbico P.A (Vetec-
Brasil), acido fosforico 85% P.A (C.P.Q), acido boérico P.A (Synth-Brasil), acido
tricloroacético P.A (Synth-Brasil), 4acido sulfurico P.A (Nuclear-Brasil), albumina - BSA
(Merck-Brasil), bicarbonato de sodio P.A (C.P.Q), butanol P.A (Nuclear-Brasil), cloreto de
sodio P.A (Merck-Brasil), cloreto de potassio P.A (Vetec-Brasil), cloreto de magnésio P.A
(Merck-Brasil), coomassie brilliant blue (Termo Scientific), etanol P.A (Merck-Brasil), éter
etilico P.A (Nuclear-Brasil), EDTA (Fluka-Brasil), EGTA (Chemical-USA), ficol (Sigma-
Brasil), fosfato monossddico P.A (Merck-Brasil), glicose P.A (C.P.Q), hidréxido de sodio
P.A (Reagen-Brasil), hidroxido de amoénio P.A (ECIBRA-Brasil), HEPES (Sigma-Brasil),
metanol P.A (Nuclear-Brasil), manitol P.A (Sigma-Brasil), molibdato de aménio (Reagen-
Brasil), PIPES (Sigma-Brasil), sacarose P.A (Queel-Brasil), tris-maleato (Sigma-Brasil),

trizma-base (Sigma-Brasil), trizma/HCI (Sima-Brasil).

4.3.2. Drogas

Acetilcolina (Sigma-Brasil), acetiltiocolina (Sigma-Brasil), atropina (Sigma-Brasil),
ATP (Sigma-Brasil), calcimicina (Sigma-Brasil), carragenina (Sigma-Brasil), dexametasona
(Sigma-Brasil), diazepam (Rambaxy S.A), d-tubocurarina (Sigma-Brasil), formalina (Rio-
Quimica), imipramina (Sigma-Brasil), ion6foro A23187 (Sigma-Brasil), neostigmina (Sigma-
Brasil), ouabaina (Sigma-Brasil), pentobarbital (Sigma-Brasil), ranitidina (Sigma-Brasil),

SCH28080 (Schering-Plough), tapsigargina (Sigma-EUA).



Material 5()

4.3.3. Solugoes e reagentes

Liquido Nutritivo Tyrode: NaCl 135,0 mM; KCl 5,0 mM; MgCl,.6H,0 1,0 mM; NaHCO;

15,0 mM; NaH,PO4.H,0 1,0 mM; CaCl,.2H,0 2,0 mM; glicose 11,0 mM.

Solugao Nutritiva de Krebs-Bicarbonato: NaCl 119,0 mM; KCl 4,6 mM; MgCl,.6H,0 1,2

mM; NaHCOj3 15,0 mM; NaH,PO4.H,0 1,2 mM; CaCl,.2H,0 1,5 mM; glicose 11,0 mM.

Tampao fosfato salino (PBS) pH 7,4: NaCl 140 mM, KCI 3 mM, Na,HPO4.7H,0 5 mM,

KH2P04 1,8 mM.

Solu¢do tampio para lavagem pH 6,7: manitol 120 mM, PIPES/Trizma 5 mM, sacarose 40

mM, EDTA 1 mM.

Solucio tampao de homogeneizacao pH 7,4: PIPES/Trizma 4 mM, sacarose 30 mM.

Gradiente de Ficol (Ficol 400, w/v): Ficol 4 % ¢ 12 % em Tampao PIPES/Trizma 4 mM,

sacarose 30 mM

Tampio de reagiio para determinacio da atividade da H', K'-ATPase pH 7,4: Tris-HCI

50 mM; MgCl, 2,5 mM; KCI 20 mM.

Solucdes para a extragao de Ca**-ATPase de miisculo esquelético
Soluc¢ao I: MOPS 10 mM, sacarose 10 %, EDTA 0,1 mM, pH 7,0.
Solugao II: MOPS 10 mM, KC1 0,6 mM, pH 7,0.

Solugao III: MOPS 10 mM, sacarose 30 %, pH 7,0.
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Tampio de reagiio para determinaciio da atividade da Ca**>-ATPase pH 7.4: Tris-maleato
50 mM,; MgCl, 8 mM; KCI1 120 mM; EGTA 1 mM; ionoforo A23187 10 uM; CaCl, 1,008

mM (Ca”" livre = 17,5 uM).

Reagente de molibdato de amonio: 4,58 g de molibdato de aménio; 23,8 mL de H,SO4 P.A.

para 1 L de 4gua destilada; 15 mL dessa solugdo para 0,36 g de acido ascorbico.

Tampao para dosagem de proteina pH 7,4: Tris/HCI 100 mM; EDTA 200 mM, NaCl 1 N

Reagente de Bradford: Coomassie Brilliant Blue 0,01 %; Etanol 4,7 % ¢ Acido Fosférico

8,5 %.
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4.4. Obtencdo do extrato aquoso e fracdo butanolica de Cecropia

sciadophylla Mart.

Para o preparo do extrato, folhas de Cecropia sciadophylla Mart foram lavadas em
agua corrente, secas e armazenadas a temperatura ambiente em local seco e arejado por sete
dias. Apos o periodo de desidratacdo, as folhas foram pulverizadas em fragmentos de tamanho
aproximado e ndo inferior a I mm.

Para a obtencdo do extrato aquoso (EA) foi preparada infusdo com 25,0 g do p6 das
folhas trituradas por litro de 4gua destilada (2,5%), por 30 minutos a temperatura média de
75° C, com agitagdes a cada 10 minutos. Apos filtragdo em papel filtro 1 Whatman®, o
extrato foi concentrado em rotavapor acoplado a bomba de vacuo (RE47 — Yamato®) sob
temperatura de 50 a 55 °C e liofilizado (liofilizador modelo ModuyoD — ThermoFisher®,
acoplado a bomba de véacuo). Apresentando rendimento de 28 %.

Para a obtengdo da fracao butandlica, 8,0 g do EA foram dissolvidos em 600 mL de
agua destilada e particionados em funil de separagao com porgdes de 300 mL de butanol, por
3 vezes. Desse processo, foram obtidas as fragdes butanolica (FBut) e aquosa (FA), que foram
concentradas e liofilizadas. Apresentando rendimento de 15,4 % para a FBut.

As fragdes secas (aquosa e butandlica) foram submetidas aos ensaios laboratoriais
visando determinar os possiveis efeitos farmacologicos e os mecanismos de agdo desses

efeitos.
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Cecropia sciadophylla Mart.

Folhas secas trituradas

Infuséo (2,5 %, 76 °C)
Filtracdo, concentracéo e liofilizacao.

Extrato aquoso (28 %)
Partigdo com n-butanol

| |
Fracao aquosa Fracao butandlica (154 %)

CLAE
Agua/acetonitrila Coluna C18

Fil F2 F3 F4 F5 F6 | F7 F8 F9 F10 F11 F12 F13
1,14% 2,31% 1,02% 1,27% 1,88% 1,24% | 2,02% 1,73% 4,10% 1,61% 2,34% 3,74% 3,16%

F14 F15 F16 F17 F18 F19 F20 F21 F22 F23 F24 F25 F26
3,03% 3,17% 2,62% 1,63% 3,40% 157% 1,90% 1,36% 147% 121% 1,06% 127% 20,51%

Figura 4 - Fluxograma da obtencdo do extrato aquoso (EA) e fracionamento da fracdo butanolica (FBut) de
Cecropia sciadophylla Mart. Os rendimentos do EA, da FBut e das fragdes isoladas foram calculadas em relagéo
as folhas secas trituradas, ao EA e a FBut, respectivamente.
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4.5. Analise cromatografica do extrato

Avaliagdo fitoquimica do extrato de folhas de Cecropia sp. detectaram a presencga de
polifenois, taninos, esterdides, triterpenos, flavondides e saponinas (LACAILLE-DUBOIS et
al., 2001; SILVA et al., 2007; TANAE et al., 2007). Para a padroniza¢gdo quimica, o extrato
aquoso foi particionado com n-butanol e as fragdes resultantes, fracdo aquosa (FA) e fracao

butanolica (FBut) foram concentradas e liofilizadas.

4.5.1. Cromatografia em Camada Delgada (CCD) dos extratos e fragcoes da

Cecropia sciadophylla Mart.

Para a CCD, foram utilizadas cromatofolhas de aluminio de silica gel 60 F,s4 (Merck)
eluidas em solucdo contendo butanol, acido acético e agua, na propor¢ao 4 : 1 : 2. A placa foi

revelada pela irradiacao de lampada UV 330 nm (Figura 5).
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I———1

Figura 5 - Cromatografia em camada delgada: 1 Extrato etandlico; 2 Extrato Aquoso; 3 Fragdo aquosa e 4
Fragdo Butanolica de C. sciadophylla, utilizando solugdo de butanol, acido acético e agua (proporgdo 4 : 1 : 2)
como fase movel. Revelagdo em lampada de luz Ultravioleta 330 nm.

A cromatografia em camada delgada mostra que praticamente ndo houve diferenca nas
extragdes realizadas com agua (Extrato aquoso) e com etanol 50% (extrato etandlico). E
evidenciada a separagdo de compostos polares, presentes na fracdo aquosa e apolares,
presentes na fragdo butanolica. Ensaios farmacologicos confirmaram que os principios ativos

encontram-se na fragdo butanolica do extrato de C. sciadophylla.

4.5.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia preparativa (CLAE-prep)

A purificacdo da FBut de Cecropia sciadophylla por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia Preparativa foi realizada pela Dra Mirtes Midori Tanae (UNIFESP).
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A FBut foi dissolvida em agua de alto grau de pureza (Nanopure Deionization System)
e injetada em aliquotas de 1 mL em um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
preparativa (Shimadzu). O sistema é constituido por 2 bombas injetoras (LC-8A), controlador
da bomba injetora (SCL-8A), integrador (CR4A), coletor de fragdes (FCV-100B) e detector
espectrofotométrico UV-Visivel (SPD-6A), operando a 210 nm. A separagdo foi feita em
coluna Shimpack Prep-ODS (25 x 4,6 cm), empacotada com particulas esféricas de 5 pum,
eluida com gradiente linear de agua/acetonitrila de 10% a 20% em 45 minutos e acetonitrila
20% de 45 a 60 minutos com fluxo constante de 0,6 mL/min (Figura 6). O rendimento de
cada fragdo foi calculado pela area do pico em relagdo a area total do cromatograma. Foram
coletadas 26 fragdes a partir da FBut de C. sciadophylla, representadas pelos picos no
cromatograma com area superior a 1% da area total do cromatograma. A Fbut possui 7 picos
majoritarios com tempos de retengdo: 3,4; 13,9; 16,5; 18,9; 24,0; 27,3 e 28,3 min com areas
5,7; 3,5, 7,5; 6,6; 12,4; 5,4 ¢ 9,5% do total do cromatograma, respectivamente. Picos com
areas menores que 1% ndo foram coletados. As fragdes obtidas da purificagdo da Fbut em

CLAE foram submetidas as analises de 13C-RMN e 1H-RMN para identificagao.

mV
75]
507

257

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0 55.0 min
Tempo de retengdo

Figura 6 - Perfil cromatografico da FBut de C. sciadophylla em CLAE preparativa, utilizando-se coluna C18,
gradiente de dgua/acetonitrila de 10 a 20% em 45 min e acetonitrila a 20% de 45 a 60 min, fluxo de 0,6 mL/min
e detector espectrofotométrico UV-Vis operando a 210 nm.
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4.5.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) analitica

A FBut e fragdes de C. sciadophylla isoladas em CLAE preparativa foram analisadas
em um sistema de cromatografia liquida analitica (Shimadzu) composto por duas bombas
analiticas (LC—10AD), mddulo de comunicagao (CBM-10A) e detector UV-Visivel (SPD-
10A), operando a 210 nm. O sistema estava acoplado a um computador, sendo operado por
software Shimadzu, versdo 1.61, 3.84, CBM 10A.

A fase movel consistiu de gradiente linear de agua/acetonitrila 10 a 20% em 30
minutos, em coluna analitica C18 (Phenomenex — USA), empacotada com particulas esféricas
de 5 um e fluxo constante de 1,0 mL/min. As amostras foram dissolvidas em agua/ACN 10%,
filtradas em filtro de poros com 0,22 um (Millipore — USA) e injetadas no cromatografo em

aliquotas de 20 pL (Figura 7).
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Figura 7 - Perfis cromatograficos evidenciado as 26 fragdes isoladas da FBut de C. sciadophylla em CLAE
analitica, utilizando-se coluna C18, gradiente de agua/acetonitrila de 10 a 20% em 30 min e acetonitrila 20% de
45 a 60 min, fluxo de 1,0 mL/min e detector espectrofotométrico UV-Vis operando a 210 nm.
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4.6. Identificacido quimica instrumental dos compostos isolados de Cecropia

Sciadophylla Mart.

4.6.1. Ressonancia magnética nuclear

Os compostos isolados de C. sciadophylla foram analisados por ressonancia magnética

nuclear de hidrogénio (1IH RMN) e carbono (13C RMN) na Central Analitica do Centro de
Biotecnologia da Amazdnia (CBA) e da Universidade de Sao Paulo (USP). Os solventes

utilizados foram metanol, agua e dimetilsulféxido deuterados.

4.6.2. Espectrometria de Massas

Os compostos isolados de C. sciadophylla foram analisados por CLAE acoplada a
espectrometro de massas (LC-MS) na Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP). Os
solventes utilizados foram &gua ultrapura (Nanopure Deionization System — USA), 4cido

foérmico e acetonitrila grau HPLC (Merck).

4.6.3. Estruturas quimicas das fra¢oes isoladas e identificadas de Cecropia

sciadophylla Mart.

OH

OH

(F5) catequina PM 289
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(F22) quercetina-3-O-B-glucopiranosideo PM 464

HOHO

(F18) 2"-O-ramnosilvitexina PM 578

Figura 8 - Estruturas quimicas de compostos isolados e identificados da fragdo butanolica de C. sciadophylla

Mart.



5. Métodos
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5.1. Métodos farmacologicos para avaliacdo da atividade do extrato aquoso

e fracio butandlica de Cecropia sciadophylla Mart.

Para o estudo geral da atividade farmacologica foram usados camundongos e ratos
adultos, machos ou fémeas, provenientes do Biotério do Centro de Biotecnologia da
Amazonia. Os animais foram mantidos em sala com temperatura 23 + 1° C, recebendo agua e
racdo ad libitum, exceto na vigéncia dos experimentos. Todos os testes foram realizados
seguindo descricdo em “Métodos de avaliagdo da atividade farmacolégica de plantas

medicinais” (LAPA et al., 2003) com as devidas adaptacdes.

5.1.1. Teste geral de atividade farmacologica — Teste Hipocratico

O teste de observagao geral ou Teste Hipocratico consiste no preenchimento de uma
tabela de acordo com a resposta comportamental aos estimulos padronizados provocados ao
animal, sendo observado: contor¢des abdominais, pélos arrepiados, ptose palpebral,
locomogdo, tonus muscular, tremores, paralisia do trem posterior, salivagdo, resposta a
estimulos nociceptivos, cromadocriorréia, secrecao bronquica, convulsdes, mortes, entre
outros (IRWIN, 1968).

Os animais, camundongos machos ou fémeas, foram divididos em grupos: controle,
tratados com veiculo, e experimental, tratados com extrato aquoso ¢ fragdo butanolica. As
doses foram variaveis em escala logaritmica, chegando ao maximo de 1 g/kg, v.o. (gavagem,
por canula intragéstrica). Em seguida, os animais foram colocados em caixas-moradia e feita a
analise comportamental no tempo de 30 minutos e em intervalos de uma hora durante 5 horas

e 24 horas apds administracdo dos tratamentos. Entre os intervalos, os animais foram
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submetidos a testes de avaliacdo da atividade exploratéria no campo aberto, desempenho

motor no rota-rod.

5.1.2. Avaliacio da temperatura corporal

O estudo da temperatura retal tem por objetivo avaliar, o efeito de uma substancia
natural ou sintética sobre a temperatura corporal (hipotermia ou hipertermia), que pode ser
indicativo de mecanismo de agdo, mas principalmente de agdo inespecifica influenciando
outro parametro fisioldgico ou comportamental.

Os testes foram realizados com camundongos adultos machos e fémeas albinos Swiss
(30 — 40 g), n = 8 animais/grupo. O grupo experimental foi tratado com FBut 1,0 g/kg, v.o., o
grupo controle recebeu veiculo (agua, volume méaximo de 5 mL/kg, v.0) e o grupo controle
positivo foi tratado com diazepam (1,5 mg/kg, i.p.). A temperatura retal dos animais foi

medida com termdmetro digital, antes e apds os tratamentos.

5.1.3. Teste do campo aberto

Um animal ao ser colocado num ambiente ao qual ndo esta habituado fica imovel,
porém alerta, durante um tempo, o que representa ansiedade por estar num ambiente
desconhecido. Esta imobilidade reduz ou desaparece com a administracdo de drogas
ansioliticas. Assim, a movimentagao do animal no campo aberto pode ser um indicador de
exploracdo do ambiente. A quantificagdo da movimentacdo do animal torna-se um indicador
de atividade exploratoria. Um animal pode movimentar-se em um ambiente novo por outros
motivos além da atividade exploratoria, como tentar uma via de fuga. O tempo de exploragao

do animal tende a diminuir com o tempo, visto que o contato com a novidade passa a ser
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continuo, mostrando que o medo e a curiosidade diminuiram. Animais com medo exploram
pouco o novo ambiente até que o medo cesse. O nimero de vezes em que o animal se levanta
sobre as patas traseiras (“rearing”’) também pode ser considerado uma resposta exploratdria
quando associada a auto-limpeza (“grooming ), dentre outras atividades.

No teste do campo aberto os animais, tratados com FBut 30, 100 e 300 mg/kg, v.o.,
uma hora antes do teste, foram colocados, durante 5 minutos, em uma caixa quadrada
transparente de acrilico, com piso delimitado com pincel atomico, em areas de tamanhos
iguais. Tal artificio foi adotado para a contagem dos cruzamentos (passagem com as quatro
patas de uma area para outra adjacente) e o numero de levantares (com apoio ou ndo das patas
dianteiras) realizado pelo animal durante o periodo de observacdo. Podem também ser
registrados o nimero de bolos fecais, o tempo que o animal permanece parado ou dormindo, a

movimentagdo e o tempo despendido na auto-limpeza.

5.1.4. Avaliacao do desempenho motor - Teste do Rota-rod

O aparelho ¢ constituido de uma barra de 2,5 cm de didmetro subdividida em cinco
compartimentos, com rotagcao de 12 rpm. Os animais, colocados individualmente no aparelho,
foram treinados 24 horas antes do teste ¢ antes da administragdo dos extratos, em sessoes de 2
minutos de duragdo, selecionando-se os animais que permaneceram na barra giratoria,
avaliando a coordena¢do motora. Os animais foram tratados com FBut 30, 100 e 300 mg/kg,
v.0., uma hora antes do teste.

Durante o experimento, as observagdes foram realizadas durante 1 minuto e foram
registrados o tempo de permanéncia do animal na barra giratéria (em segundos) € o nimero

de quedas durante o teste, com trés reconducdes, no maximo, a barra. Este teste permitiu
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avaliar se os tratamentos aplicados promoveram incoordenagdo motora nos animais, por

sedacdo e/ou relaxamento muscular.
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5.1.5. Avaliacio do Sistema Nervoso Central

5.1.5.1. Teste do labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado consiste de dois bragos abertos opostos (30 x 5 x 25 cm) e
dois fechados de mesma medida, de acrilico transparente com chiao opaco, opostos em forma
de cruz grega. Os bragos estdo conectados por uma placa central (5 x 5 cm) e elevado a uma
altura de 45 cm do nivel do chao.

Os testes foram realizados com camundongos machos e fémeas albinos Swiss (30 - 40
g) adultos, n = 8/grupo. O grupo experimental foi tratado com FBut 1,0 g/kg, v.o., o grupo
controle recebeu veiculo (dgua, volume maximo de 5 mL/kg, v.0) e o grupo controle positivo
foi tratado com diazepam (DZP) (1,5 mg/kg, i.p.). Os animais foram colocados na plataforma
central com a cabeca voltada para um dos lados fechados e o seu comportamento observado
durante 5 minutos.

As medidas comportamentais registradas basearam-se em: frequéncias de entradas e o
tempo de permanéncia nos bragos abertos e nos fechados. Foram também avaliados
comportamentos etolégicos como o nimero de imersao de cabeca (“head-dipping”) e levantar
(“rearing”), que avaliam a atividade exploratoria e a postura de estiramento (“stretch attend

postures”), que avalia a a¢ao ansiolitica/ansiogénica.

5.1.5.2. Teste da suspensao pela cauda

O teste da suspensdo pela cauda tem por objetivo avaliar os efeitos da agdo dos
antidepressivos em geral, que aumentam a laténcia para a imobilidade e reduzem o tempo de

imobilidade dos animais.
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Os testes foram realizados em camundongos machos e fémeas albinos Swiss (30 — 40
g) adultos, n = 6/grupo. O grupo experimental foi tratado com FBut 100, 250 ¢ 500 mg/kg,
v.0., 0 grupo controle recebeu veiculo (dgua, volume maximo de 5 mL/kg, v.0) e o grupo
controle positivo foi tratado com imipramina (15 mg/kg, i.p.).

O procedimento experimental consistiu em suspender os animais pela cauda por um
periodo de 5 minutos durante o qual foi registrado o tempo total de imobilidade e a laténcia
para a apresentacdo deste comportamento, a partir do segundo minuto. Os antidepressivos em
geral, aumentam a laténcia para a imobilidade e reduzem o tempo total de imobilidade dos

animais.

5.1.5.3. Teste do desespero comportamental — Natacao forcada

De forma semelhante ao teste de suspensdo pela cauda, o teste da natagdo forcada
avalia possiveis efeitos antidepressivos do extrato em estudo.

Os testes foram realizados em camundongos machos e fémeas albinos Swiss (30 — 40
g) adultos, n = 6/grupo. O grupo experimental foi tratado com FBut v.o., o grupo controle
recebeu veiculo (agua, volume méaximo de 5 mL/kg, v.0) e o grupo controle positivo foi
tratado com imipramina (15 mg/kg, i.p.).

O experimento consistiu em colocar os animais individualmente em cilindros com 35
cm de altura por 24 cm de diametro, contendo 13,5 cm de dgua, formando uma coluna de
agua alta o suficiente para impedir que o camundongo se apdie no fundo do recipiente.
Durante 5 min ¢ registrado o tempo total de imobilidade para cada animal, alem da laténcia
para apresentagdo da imobilidade. Considera-se como “imobilidade” quando o animal faz

apenas movimentos minimos para manter a cabeca fora da agua.
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5.1.5.4. Teste do sono induzido por barbitirico

Drogas depressoras do SNC reduzem a laténcia e aumentam a duragdo do sono
induzido por pentobarbital, 50 mg/kg 1.p., administrado uma hora ap6s os tratamentos com o
extrato em estudo. ApoOs registrar o tempo de laténcia para indugdo do “sono”, os
camundongos foram colocados em decubito dorsal e a duragdo total da perda do reflexo

postural dos animais foi registrada.

5.1.5.5. Teste do sono induzido por éter etilico

A avaliacdo do sono etéreo segue os mesmos principios do sono barbiturico. Os
mecanismos farmacodinamicos de ambos os agentes sao mediados via complexo receptor
GABA . Camundongos pré-tratados com o EA v.o. ou veiculo foram colocados em camara
transparente e hermeticamente fechada saturada com éter etilico. A saturagao foi obtida com
um chumaco de algoddo de tamanho padrdao (6 g) com 5 mL de éter etilico colocado na
camara a 20 cm do chao, 10 minutos antes da realizacdo dos testes farmacoldgicos. O sono €
caracterizado quando o animal perde o reflexo postural. Uma vez o reflexo perdido, espera-se
60 s para retirar o animal da camara de saturagdo, colocando-o em decubito dorsal para
registro da duracdo da hipnose, cujo término ¢ caracterizado pela recuperagao da postura

normal.
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5.1.6. Avaliacdo da atividade antinociceptiva da fracio butandlica de

Cecropia sciadophylla Mart. em ratos e camundongos

5.1.6.1. Teste da placa quente

Neste teste serd medido tempo de laténcia para resposta ao estimulo térmico
nociceptivo em camundongos. Os animais foram colocados sobre uma placa aquecida a 55°C,
o que determina uma resposta caracteristica, na qual o animal troca rapidamente o apoio dos
pés, lambe as patas ou salta. Foi considerado um tempo de corte de 20 segundos para evitar
lesdes nas patas.

Foram utilizados camundongos (5 animais/grupo), que foram tratados com FBut de C.
sciadophylla 0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.o e o grupo controle tratado com agua (10 mL/kg, v.0.), O
fentanil (50 pg/kg, 1.p.), injetado 30 minutos antes dos testes foi utilizado como controle
positivo. Apds obten¢do de valores basais, os camundongos foram tratados e a resposta foi

novamente avaliada decorridos 30, 60, 120, 180 e 240 minutos dos tratamentos.

5.1.6.2. Teste da retirada da cauda

Este teste consiste em estimulo térmico de 50 + 1,0 "C aplicado & cauda de ratos e
camundongos, que desencadeia uma resposta nocifensiva reflexa, caracterizado por um
movimento de flexdo da cauda predominantemente na direcao rostral.

Foram utilizados camundongos (6 animais/grupo), que foram tratados com FBut de C.
sciadophylla 0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.o e o grupo controle tratado com agua (10 mL/kg, v.0.). Os
animais foram colocados em contensores com a cauda permanentemente exposta, durante 5

minutos antes do estimulo para adapta¢do a nova situagcdo. Em seguida, o terco inferior da



Metodos 7()

cauda do animal ¢ mergulhado em agua aquecida a 55°C, por duas vezes consecutivas, sem
enxugar a cauda, anotando o segundo tempo de reagdo. O procedimento foi repetido em
intervalos de 30, 60, 120 ¢ 180 minutos, considerando um tempo de corte de 15 segundos e 7

leituras por cauda.

5.1.6.3. Teste da formalina

A injecdo subcutanea de formalina desencadeia o aparecimento de respostas motoras
bem caracterizadas, cuja quantificacdo permite a avaliacdo da intensidade da resposta
nociceptiva. Na variacdo do método descrito por DUBISSON; DENNIS (1977), o tempo (s)
em que o animal permanece lambendo ou mordendo a pata injetada (“licking time”) foi usado
como indice de nocicepgdo. O teste consiste em duas fases da resposta ao estimulo aversivo,
que tem mediagdo quimica e mecanismos de modulagdo distintos, apresentando diferengas
marcantes quanto a sensibilidade as drogas analgésicas.

Foram injetados 30 pL de formalina 1,5%, via subplantar (s.pl.), na pata posterior
direita de cada animal, 60 minutos ap6s a administragao da FBut 0,1, 0,3 e 1,0 g/kg, v.o. Em
seguida, os animais foram colocados em uma caixa de acrilico transparente ¢ observados
durante 30 minutos em dois intervalos de tempo. O tempo I foi de 0 a 5 minutose o Il de 15 a

30 minutos (Fase I: neurogénica e Fase II: inflamatéria) (Lapa et al., 2005).

5.1.6.4. Teste de contor¢oes abdominais

As contor¢des abdominais, em camundongos, caracterizam-se por contragao e rotacao
do abdomen, seguida pela extensao de uma ou ambas as patas traseiras. Esta resposta motora

decorre da aplicacao de estimulo nociceptivo por via intraperitoneal. A contagem do niimero



Metodos 71

de contorg¢des ocorridas em um intervalo de tempo pré-determinado ¢ tomado como indice da
resposta nociceptiva tempo.

Para a avaliagdo da atividade nociceptiva foram utilizados camundongos (6
animais/grupo), que serdo tratados com FBut de C. sciadophylla 0,1; 0,3 ¢ 1,0 g/kg, v.o e o
grupo controle tratado com agua (10 mL/kg, v.0.) 60 minutos antes da administragdo
intraperitoneal do acido acético 1 % (10 ml/kg). Os animais, ja ambientados a sala de
experimentacdo, serdo colocados em caixas de visualizagdo de acrilico, 10 minutos antes da
inje¢do i.p. de acido acético. As contor¢des serdo contadas em intervalos de 5 minutos durante
periodo de 30 minutos subseqiientes a injecdo do acido acético, sendo o nimero total neste

periodo tomado como indice da resposta nociceptiva.
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5.1.7. Avaliacdo da fracdo butanolica de Cecropia sciadophylla Mart. na

atividade anti-inflamatoria

5.1.7.1. Edema induzido por injecao intra-plantar de carragenina

A injecdo subcutanea de carragenina na pata de ratos ou camundongos induz aumento
agudo e progressivo do volume da pata injetada. Este edema ¢ proporcional a intensidade da
resposta inflamatoria. O edema inflamatorio induzido pela inje¢do de carragenina ¢ resultante
da acdo seqliencial e integrada de varios mediadores inflamatorios. Inicialmente, nos
primeiros 60 - 90 minutos, ocorre a liberagdo de histamina, serotonina, bradicinina, PAF,
substancia P e prostaglandinas, dentre outras substancias. A partir deste momento, o edema ¢
mantido principalmente pela producdo de prostaglandinas, atingindo um pico entre 4 - 6
horas.

Neste ensaio, utilizando-se um pletismometro digital modelo LE 7500 da marca Leica,
mediu-se o volume das patas traseiras dos animais (em triplicata), imergindo cada pata até o
maléolo lateral na cuba. Os animais (ratos, 6 animais/grupo) foram tratados com FBut v.o. de
C. sciadophylla 0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.o e o grupo controle tratado com agua (10 mL/kg, v.0.).
Apds 60 minutos, a carragenina 2% foi injetada na pata direita posterior de cada animal (300
uL/pata, s.pl.). Na pata esquerda posterior, foi injetado o veiculo (salina 0,9%; 300 uL/pata,
s.pl.). Foram feitas leituras: basal (imediatamente apos a inje¢do de carragenina) e nos tempos

de 60, 120, 180 e 240 minutos, apds a inje¢ao da carragenina 2%.

5.1.7.2. Peritonite induzida pela carragenina
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A peritonite ¢ induzida em camundongos pela injecao i.p. de carragenina 2%, ap6s 60
minutos do tratamento v.0. com o extrato em estudo, utilizando-se dgua v.o (volume méaximo
de 5 mL/kg) para os grupos controle. O grupo controle positivo foi tratado com dexametasona
(8 mg/kg, s.c.) e o grupo controle negativo com salina (0,9%, s.c.). Apdés 6 horas da
administracdo da carragenina os animais foram mortos e receberam inje¢ao de 5 mL de
tampao PBS pH 7,4 heparinizado (5 UI/mL) e foram massageados no abdomen para soltar
células aderidas. Uma amostra do exsudato peritoneal foi diluida 1:20 em liquido de Turk e as
células contadas em camara de Neubauer.

A migragdo de leucécitos promovida pela injegdo de carragenina foi quantificada,
permitindo avaliar a influéncia do extrato em estudo no desenvolvimento desta resposta

inflamatoria, particularmente sensivel a anti-inflamatdrios esteroéidais.
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5.1.8. Avaliacdo da fracio butandlica de Cecropia sciadophylla Mart. no

Sistema Cardiovascular

5.1.8.1. Registro da pressao arterial de ratos anestesiados

Os ratos foram anestesiados por via intraperitoneal com associa¢do de uretana (800
mg/kg) e pentobarbital (50 mg/kg). Em seguida, foram fixados em dectbito dorsal,
canulando-se a artéria cardtida para registro da pressdo arterial e a veia iliaca externa para
inje¢do de drogas e da FBut de C. sciadophylla. As variagdes pressoricas foram registradas
com um transdutor de pressdo conectado a um aparelho (Power Lab — AD Instruments) que

transmite os dados para o computador, utilizando software Chart Pro5.

5.1.8.2. Preparacio de anéis de aorta toracica de rato

Para avaliar a acdo da fracdo butanolica na musculatura lisa vascular, ratos foram
anestesiados com éter etilico e mortos por deslocamento cervical. Apds exsanguinamento, a
aorta toracica foi removida e transferida para uma placa de Petri contendo solugdo nutritiva de
Krebs-bicarbonato para disseccao.

Anéis de aorta tordcica de aproximadamente 3 mm de comprimento foram
posicionados sob tensdo de 2 g em cuba para 6rgdo isolado com capacidade para 2 mL,
contendo soluc¢do nutritiva de Krebs, pH 7,4 a 35 °C, aerada com carbogénio (O, 95 % CO; 5
%). A destrui¢do do endotélio vascular, quando necessaria, foi realizada mecanicamente pela
introducdo e giro de uma haste metélica lesando intraluminalmente o endotélio. Apos 30
minutos de estabilizacdo, a presenca de endotélio foi testada observando-se o relaxamento

induzido pela incubagdo de acetilcolina (1,0 uM) em anéis previamente contraidos por
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noradrenalina (10 uM). O efeito de concentragdes individuais da FBut foi testado em
preparagdes com e sem endotélio, previamente contraidas por noradrenalina (10 uM).
Os efeitos foram medidos em g de tensdo e expressos em porcentagem da contracao

maxima produzida por noradrenalina (10 pM).
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5.1.9. Avaliacdo do extrato de Cecropia sciadophylla Mart. na atividade

anti-tlcerogénica

5.1.9.1. Inducio de lesdes gastricas por estresse

Neste modelo, o estresse induzido por imobilizacdo de ratos ou camundongos a frio
produz lesdes hemorragicas agudas na mucosa gastrica.

Os animais foram separados em grupos controle e experimental. O grupo controle foi
tratado com agua e o grupo experimental com FBut 0,1, 0,3 e 1,0 g/kg, v.o.. Apds 1 hora do
tratamento, os animais foram imobilizados em contensores individuais e colocados em camara
fria a 4° C. Ap6s 2 h, os animais foram mortos sob anestesia etérea e os estomagos retirados.

Os estdomagos foram lavados externamente e abertos ao longo da pequena curvatura. O
conteudo estomacal foi desprezado e a parte interna do estobmago lavada cuidadosamente com
solucdo salina a 0,9%. Os estomagos foram fixados em placa de Petri coberta com parafina
contendo salina gelada para a determinac¢do do indice de lesdes e nimero de tlceras segundo a

tabela de pontuacao das lesdes géstricas.

5.1.9.2. Inducio de lesdes gastricas por etanol 75%

Foram estudadas as a¢des anti-tilcera e anti-secretora acida da FBut em camundongos
Swiss machos (30 - 40 g) e ratos Wistar (250 — 300 g). O grupo controle foi tratado com agua
(volume méximo de 5 mL/kg, v.0.) e o grupo experimental com FBut 0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.o.
Ulceras foram induzidas com a administragio de etanol 75% (10 mL/kg, v.0.) apés 1 h dos
tratamentos. Decorrida 1 hora da administracao do etanol 75%, os animais foram mortos sob

anestesia etérea e os estomagos retirados, limpos com salina 0,9% e fixados em placa de petri



Metodos 77

coberta com parafina contendo salina gelada para a determinacao do indice de lesdes e

numero de ulceras segundo tabela de pontuacgdo das lesdes gastricas.

5.1.9.3. Avaliacdo da atividade anti-secretora acida — Método da ligadura

pilorica

Camundongos foram mantidos em jejum por 15 h com acesso livre a 4gua. Os animais
foram anestesiados com éter etilico recém destilado, a cavidade abdominal foi exposta e o
piloro foi amarrado. Apo6s a ligadura, o veiculo (salina 0,9%, volume maximo de 5 mL/kg) e a
FBut foram injetados na luz duodenal. Transcorridas 4 h da cirurgia, os animais foram
sacrificados por anestesia etérea profunda, seus estdbmagos foram removidos e as secregdes
coletadas para medidas do volume, do pH e da acidez total dos contetdos gastricos. O volume
de secrecdo gastrica ¢ o pH foram determinados por medida direta. A acidez total foi
determinada por titulagdo com NaOH 0,1 N utilizando fenolftaleina 2% como indicador
acido-base. O numero de equivalentes de NaOH necessarios para titular o acido foi

considerado indicativo da acidez total , expresso em mEq[H ]/L/4h.
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5.1.10. Avaliacao da atividade da fracio butandlica de Cecropia sciadophylla

Mart. na juncio neuromuscular

5.1.10.1. Preparacio nervo frénico - musculo diafragma de rato

Ratos foram mortos por deslocamento cervical sob anestesia com éter. Apods incisao
no gradeado costal e remocao do diafragma, o nervo frénico esquerdo foi dissecado em toda
sua extensdo e o conjunto musculo/nervo transferido para o liquido nutritivo (Tyrode). O
nervo foi colocado entre eletrodos de platina ligados a um estimulador (0,2 Hz, 0,5 ms,
voltagem supra méxima), o diafragma foi mantido por sua porcdo tendinosa sob tensdo
constante ligado a transdutor Power Lab 4/25 (ADInstruments.com, LSI Letica Scientific
Instruments). Apds estabilizacdo do 6rgdo por 30 minutos, a FBut 0,1, 0,3 e 1,0 mg/mL de C.

sciadophylla foi incubada e as contragdes registradas por software Power Lab Chart 5.
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5.1.11. Avaliacdo do efeito do extrato butandlico de Cecropia sciadophylla
Mart. na atividade das enzimas Acetilcolinesterase, Ca”>-ATPase ¢ H', K-

ATPase de mamifero

5.1.11.1. Isolamento da Ca**-ATPase

A Ca™-ATPase do reticulo sarcoplasmatico de miisculo 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 de acordo com as normas do comité de ética
em pesquisa institucional. Os musculos das duas coxas foram removidos, transferidos para
béquer contendo EDTA 0,1 mM, dissecados e lavados com agua destilada gelada. Para 170 g
de musculo foram adicionados 510 mL da solu¢do I. Os musculos foram cortados ¢
homegeneizados em tampao MOPS (solu¢dao I), pH 7,0 por 5 min e o 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 foi suspenso em solugdo II,
homogeneizado em homogeneizador de vidro e mantido em camara fria por 40 min. A
suspensdo foi posteriormente centrifugada a 15.000 g por 20 minutos, o precipitado foi
desprezado e o sobrenadante centrifugado a 40.000 g por 90 min. O precipitado resultante foi
ressuspenso € homogeneizado em homogeneizador de vidro. O material foi conservado em
freezer a -80°C até a realizacdo dos ensaios de atividade enzimatica. A concentragdo de

proteina foi determinada pelo método de Bradford.
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5.1.11.2. Determinacio da atividade enzimatica da Ca'’-ATPase de

mamifero

Para os ensaios de medida da atividade da Ca™-ATPase foram utilizadas microplacas
transparentes de fundo chato de 96 pogos. A velocidade de hidrdlise enzimatica do ATP foi
determinada colorimetricamente por quantificacdo de fosfato inorganico (Pi) resultante da
hidrolise do ATP em fungdo do tempo (MURAKAMI et al., 1992). As amostras membranares
contendo 0,6 pug de proteina preparadas em tampao Tris-maleato 50 mM foram incubadas na
auséncia e na presenca de FBut (3 a 100 pg/mL) em volume final de 75 pL por pogo. Iniciou-
se a reagdo com a adi¢do de 7,5 uL de ATP 30 mM e o tempo de reagdo foi de 10 minutos a
37 °C. A reacdo foi interrompida com 25 pL. de TCA 50 % gelado. Adicionou-se 200 pL de
solugdo acida de molibdato (15 mL para 0,36 g de acido ascorbico, segundo HOSSEIN et al.,
1993), incubou-se a 37°C por 10 minutos. A tapsigargina (0,01 a 1 pM) foi usada como
controle positivo. A leitura foi feita a 820 nm em leitor de placa Spectramax M2 (Molecular

Devices). A atividade enzimatica foi expressa em pumol Pi/mg proteina/min.

5.1.11.3. 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 ocasional e sacrificado de acordo com as normas. O
estomago foi removido, seccionado ao longo da curvatura menor, lavado com PBS gelado e
transferido para um béquer contendo tampao de homogeneizagdo. O fundo do estdomago foi

dissecado e estendido em placa de vidro sobre gelo, o muco foi removido e as glandulas
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gastricas foram isoladas. O material foi homogeneizado em homogeneizador de vidro
contendo tampao de homogeneizagdo (20 — 30 mL) a 3000 rpm. O homogenato foi
centrifugado a 13000 g por 15 minutos, o precipitado foi desprezado e o sobrenadante
centrifugado a 100.000 g por 60 minutos. O precipitado resultante (fragdo microssomal) foi
ressuspenso em tampao de homogeneizagao (18 mL), aplicado em gradiente de Ficol e
sacarose (4 % e 12 %) e centrifugado a 24.000 rpm por 60 minutos. A fragdo contendo a H',
K'-ATPase foi coletada na interface do Ficol 12 %, ressuspensa em tampdo de
homogeneizagdo (6 mL) contendo sacarose 30 % e homogeneizada em homogeneizador de
vidro. Os microssomas gastricos foram conservados em freezer -80 °C até a realizagdo dos

ensaios. A concentragdo de proteinas foi determinada pelo método de Bradford.

5.1.11.4. Determinacio da atividade enzimatica da H', K'-ATPase de

mamifero

Para as medidas da atividade da H'-K'-ATPase gastrica, amostras microssomais (0,9-
1 pg)foram incubadas em tampao Tris-HCl 50 mM, contendo ouabaina 1 mM (para eliminar a
Na'-ATPase presente no homogenato) em volume final de 100 pL. Foram usadas
microplacas transparentes de 96 pogos. A FBut foi testada em triplicata nas concentragdes de
3 a 100 pg/mL. A reacgdo foi iniciada adicionando-se 20 pLL de ATP 5 mM e incubando-se a
37°C por 30 minutos. A reagdo foi interrompida com 25 pL de TCA 50% a 4°C. Adicionou-se
as amostras 200 uL de solugdo acida de molibdato (0,36 g de acido ascorbico para 15 mL de
solucdo, segundo HOSSEIN et al., 1993), incubou-se a 37°C por 10 minutos. Para controle
positivo foi utilizado o antagonistaespecifico da bomba H'-K -ATPase, SCH 28080 (3 a 1000
uM). A leitura das absorbancias foi feita a 820 nm em leitor de placa (Spectramax M2 -

Molecular Devices) e a atividade enzimadtica foi expressa em pmol Pi/ mg proteina / min.
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5.1.11.5. Isolamento da acetilcolinesterase

Em todas as etapas o material utilizado foi mantido sempre em temperatura baixa,
através de banhos com gelo. O animal foi morto de acordo com as normas, por decapitacao e
sua estrutura cerebral (cortex) foi removida, pesada e transferida para um béquer contendo
tampao fosfato pH 8,0 gelado e enriquecido com sacarose 0,32 M. O cortex foi
homogeneizado em homogeneizador de vidro e dividido em aliquotas de 150 pL em tubos
Eppendorf e conservado em freezer a -80 °C até a realizacdo dos ensaios de atividade

enzimatica.

5.1.11.6. Determinacdo da Atividade enzimatica da acetilcolinesterase de

mamifero

A metodologia para a determinag¢do da atividade colinesterasica nas amostras de
homogenatos de cortex cerebral de ratos foi adaptada do método descrito por ELLMAN ef al.,
(1960), como descrito por ROCHA et all., (1993). Este método baseia-se na medida da
velocidade de produgdo da tiocolina proveniente da hidrélise enziméatica da acetiltiocolina
(AChE) pela colinesterase. Essa medida foi obtida pela rea¢do continua da tiocolina com o
acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) liberando o anion amarelo 5-tio-2-nitrobenzoato
(TNB). A taxa de producdo do anion de coloragdo amarela formado ¢ diretamente
proporcional a concentracdo de acetiltiocolina hidrolisada pela enzima presente no tecido.

Os ensaios foram realizados em microplacas de 96 pogos transparentes com fundo
chato. Primeiramente, foi pipetado o tampao de reacdo para determinacdo da atividade da
Acetilcolinesterase (tampao fosfato pH 8,0), em seguida foram pipetados a enzima (volume

relativo a 63 pg/mL de proteinas do homogenato), o DTNB (0,1 mM) e por tltimo o substrato
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acetiltiocolina (0,25 mM), perfazendo um volume total de 300 pL. A acao sobre a enzima
acetilcolinesterase da FBut nas concentragdes 3,0; 10,0; 30,0 e 100 pg/mL foi analisada
comparativamente a a¢do da neostigmina (anticolinesterasico de duragdo média) nas
concentragdes de 0,3 a 100 nM. Todas as reacoes foram realizadas em triplicata. Para as
reacoes com FBut e neostigmina, a placa foi incubada por 10 minutos a 37 °C antes da adicao
do substrato.

A velocidade de produc¢dao do anion TNB, de coloragao amarela, segue a reacao
cinética de ordem zero e foi determinada em espectrofotometro Spectra Max M2 Molecular
Devices, a 412 nm a 37 °C, em intervalos de 1 minuto durante 10 minutos.

A atividade enzimatica foi determinada através da velocidade de hidrdlise da

acetiltiocolina pela colinesterase, calculada por:

R=AA x (1,36 x 10* x Fd x Co)™'

Onde:
R = velocidade em moles de substrato hidrolisado por minuto por grama de tecido;
AA = variagdo da absorbancia por minuto;
Co = concentracdo original do tecido (mg/mL);
1,36 x 10* = coeficiente de extingdo do anion TNB;

Fd = fator de diluicao.

A atividade enzimatica (R) foi expressa em moles de acetiltiocolina

hidrolisada/min/pg de proteina.
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5.1.11.7. Determinacio da concentrac¢io de proteinas

A concentragao de proteinas das amostras foi determinada de acordo com o método
descrito por BRADFORD (1976). O método baseia-se na mudanca de coloragdao vermelha do
corante acido azul de coomassie brilhante G-250, presente no reagente de Bradford, para a
coloragdo azul ap6s a sua ligacdo a proteina das amostras. O complexo proteina-corante tem
um alto coeficiente de extingdo, resultando em uma medida precisa da quantidade de
proteinas das amostras.

Aliquotas em triplicata das amostras ensaiadas foram incubadas com o reagente de
Bradford e as absorbancias das amostras contendo o complexo proteina-corante foram lidas a
595 nm em espectrofotdmetro UV mini-1650 PC (Shimadzu). As concentragdes de proteinas
das amostras foram determinadas por interpolagdo em curva padrao obtida com albumina de

soro bovino nas concentragdes (1 a 8 ug/mkL).
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5.1.12. Analises Estatisticas

Os resultados dos experimentos in vivo € in vitro foram expressos como média + erro
padrao da média, com excecdo dos valores de CEsye Clsy que foram expressos como médias
geométricas e limite de confianga (LC) superior e inferior.

Nos testes para comparacao dos efeitos dos compostos estudados foi utilizada analise
de variancia (ANOVA) de uma via, seguido do teste de comparagdes multiplas de Dunnett.
As diferengas entre os grupos foram consideradas significativas quando p < 0,05. Foi

utilizado o Programa Graphpad Prism versao 5.0.
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6.1. Efeitos do extrato aquoso e fracio butanolica de Cecropia sciadophylla

Mart. no sistema nervoso central

6.1.1. Teste geral de atividade farmacologica

Nas duas primeiras horas apds o tratamento com extrato aquoso (EA) de C.
sciadophylla 100 mg/kg, v.o. (n= 6/grupo) os animais estavam notadamente mais agitados,
andando e reagindo com movimentos bruscos aos estimulos sonoros. A reagcdo a compressao
da cauda foi menos intensa em alguns animais. O resumo dos principais parametros
analisados no teste geral encontra-se na tabela 1. No labirinto em cruz elevado, o EA nao
aumentou as entradas nos bracos abertos. Nos testes de convulsdo, o EA ndo alterou a

laténcia, duragdo ou severidade das convulsoes.

Tabela 1 - Resultados da triagem farmacoldgica no comportamento em camundongos tratados com o extrato
aquoso (EA) de C. sciadophylla (1,0 g/kg, v.0.).

Teste Hipocratico — (Irwin)

Deambulacao Sem efeito observavel
Equilibrio Sem efeito observavel
Estereotipias Sem efeito observavel
Depressora Efeito de analgesia
Estimulante Hiperatividade

Morte Ausente

No teste de Irwin com a fracdo butanoélica (FBut) 1,0 g/kg, v.o., os animais reagiram
menos aos estimulos potencialmente dolorosos. Foi observada hiperatividade em todos os

animais tratados, efeito ndo observado no tratamento com EA (Tabela 2).
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Tabela 2 - Resultados da triagem farmacoldgica no comportamento e testes especificos de atividade no sistema
nervoso central em camundongos tratados com a fragdo butanolica (FBut) de C. sciadophylla (1,0 g/kg, v.o0.).

Teste Hipocratico — (Irwin)

Deambulagao Aumento da motilidade
Equilibrio Sem efeito observavel
Estereotipias Sem efeito observavel
Estimulante Agitacdo e aumento da motilidade
Depressora Efeito de analgesia

Morte Ausente

Avaliacao de atividades Centrais Especificas

Temperatura °C

Sem efeito observavel

Sono Etéreo

Sem efeito observavel

Labirinto em cruz

Sem efeito observavel

Suspensdo pela cauda

Redugdo na laténcia para

imobilidade

Acao Anticonvulsivante

Sem efeito observavel
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6.1.2. Efeito da fracio butandlica de Cecropia sciadophylla no teste do Rota

rod

Camundongos tratados com FBut 30, 100 e 300 mg/kg, v.0. ndo mostraram alteragdes
na coordenagdo motora em relagdo ao grupo controle, cujo tempo de permanéncia na barra foi
de 56.7 £ 1,3 s; 56,0 +£ 1,3 s; 58,3 = 0,9 s; apos 60, 120 ¢ 180 minutos do tratamento,

respectivamente (Figura 9).
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Figura 9 - Efeito da fragdo butandlica (FBut) de C. sciadophylla (30, 100 e 300 mg/kg, v.0.) no tempo de
permanéncia sobre a barra no teste de “rota rod” com camundongos. As colunas representam as médias + erro
padrio (n = 8/grupo). Dados obtidos aos 60, 120 ¢ 180 minutos apds tratamento com a FBut.

6.1.3. Efeito da fracio butandlica de Cecropia sciadophylla no teste do

campo aberto

Camundongos tratados com FBut 30, 100 e 300 mg/kg, v.0. mostraram aumento

significativo (15 a 60%) no niimero de cruzamentos nos 60 minutos iniciais do teste (50,0 £
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2,7; 57,1 £6,3; 66,7 £2,8; 79,7 + 2,0 cruzamentos em 5 minutos, nos grupos controle, FBut

30, 100, e 300 mg/kg, respectivamente), sugerindo uma a¢ao estimulante da FBut (Figura 10).

100+
8 odakod
-E 80" %*
g .= —
EE 60- T
g ln — —
5 E 404
® O
S 204
[=

0- S
<3 o€ X SO
S N

Figura 10 - Efeito da fragdo butandlica (FBut) de C. sciadophylla (30, 100 e 300 mg/kg, v.0.) no numero de
cruzamentos durante 5 minutos no teste do campo aberto em camundongos. As colunas representam as médias +
erro padrdo (n = 8/grupo), * p<0,05 e *** p<0,001. Dados obtidos uma hora apds tratamento com a FBut.

Consequentemente, a permanéncia no centro do campo (figura 11) também aumentou
significativamente em relagdo ao grupo controle (4,2 + 1,2; 8,1 £ 1,4; 11,5+ 3,1; 13,5+ 1,8

nos grupos controle, FBut 30, 100, e 300 mg/kg, respectivamente).
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Figura 11 - Efeito da fracdo butandlica (FBut) de C. sciadophylla (30, 100 e 300mg/kg, v.0.) no tempo de
permanéncia de camundongos no centro do campo aberto. As colunas representam as médias + erro padréo da
permanéncia total durante 5 minutos (n = 8/grupo). * p<0,05. Dados obtidos uma hora apos tratamento com o

FBut.

O numero de auto-limpeza (“grooming”) foi significativamente menor nos grupos

tratados com FBut 100 e 300 mg/kg, em relacdo ao grupo controle tratado com agua (3,4 +
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0,3;24+04; 1,9 +0,3 e 1,6 £ 0,4 auto-limpezas durante 5 minutos nos grupos controle,

FBut 30, 100, e 300 mg/kg, respectivamente) (Figura 12).
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Figura 12 - Efeito da frago butandlica (FBut) de C. sciadophylla (30, 100 e 300 mg/kg, v.0.) no teste do campo
aberto em camundongos, mostrando o numero de auto-limpezas executadas pelos camundongos durante 5
minutos. As colunas representam as médias + erro padrio do niimero de auto-limpezas (n = 8/grupo). * p<0,05 e
**p<0,01. Dados obtidos uma hora apds tratamento com o extrato.

O nimero de levantares (“rearing”) foi significativamente maior nos grupos tratados
com FBut em relagdo ao grupo controle tratado com agua (14,9 + 3,0; 25,7 + 1,9; 26,3 + 3.4;
24,7 £ 1,0 levantares durante 5 minutos nos grupos controle, FBut 30, 100, e 300 mg/kg,

respectivamente) (Figura 13).
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Figura 13 - Efeito da fracdo butandlica (FBut) de C. sciadophylla (30, 100 e 300 mg/kg, v.0.) no teste do campo
aberto em camundongos, mostrando o numero de levantares durante 5 minutos. As colunas representam as
médias =+ erro padrdo do nimero de levantares (n = 8/grupo). * p<0,05. Dados obtidos uma hora apds tratamento
com o extrato.
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6.1.4. Efeito do extrato aquoso de Cecropia sciadophylla no teste do sono

induzido por barbitirico

O tratamento com EA de C. sciadophylla (30, 100 e 300 mg/kg, v.0.), uma hora antes
do teste, ndo alterou o tempo de laténcia relativamente ao grupo controle 3,98 + 0,54 min,
mas nas maiores doses aumentou significativamente (63 %) a duracdo total do sono induzido
por pentobarbital (50 mg/kg, i.p.): 87,2 + 8,0; 126,5 £ 17,3; 142,0 £14,0 ¢ 142,2 = 17,4 min,

nos grupos controle e nos tratados com EA 30, 100 e 300 mg/kg, respectivamente (Figura 14).
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Figura 14 - Efeito do extrato aquoso (EA) de C. sciadophylla (30, 100 e 300 mg/kg, v.0.) no teste do sono
induzido por pentobarbital (50 mg/kg, i.p.) em camundongos. O grupo controle recebeu agua no volume
correspondente & maior dose do EA. As colunas representam as médias + erro padrao (n = 6/grupo), * p<0,05.
Dados obtidos uma hora apds tratamento com o extrato.
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6.1.5. Efeito do extrato aquoso de Cecropia sciadophylla no teste do sono

induzido por éter etilico

O tratamento com EA de C. sciadophylla (100 e 300 mg/kg, v.0.), uma hora antes do
teste, ndo alterou significativamente o tempo de laténcia (controle: 25,7 + 1,2 s) e tampouco a

duracgdo total (controle: 78,9 £ 6,5 s) induzido por éter etilico (Figura 15).
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Figura 15 - Efeito do extrato aquoso (EA) de C. sciadophylla (100 e 300 mg/kg, v.0.) no sono induzido por éter
etilico em camundongos. O grupo controle recebeu dgua no volume correspondente a2 maior dose do EA e o
controle positivo diazepam (1,5 mg/kg, i.p.). As colunas representam as médias £ erro padrdo (n = 6/grupo), *
p<0,05. Dados obtidos uma hora ap6s tratamento com o extrato.
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6.1.6. Efeito da fracdo butanolica de Cecropia sciadophylla no teste de

suspensio pela cauda

No teste de suspensdo pela cauda, o tratamento, uma hora antes, com a FBut 100, 250
e 500 mg/kg, v.o. ndo provocou alteragdo significativa no tempo de laténcia para imobilidade
(controle: 73,0 £ 11,2 s). No entanto, o tratamento reduziu significativamente o tempo de
imobilidade em todos os grupos comparativamente ao grupo controle tratado com agua (88,0
+ 6,8; 61,0 £ 8,9; £ 3,3; 51,0 £ 5,7 s, para os grupos controle, FBut 100, 250 ¢ 500 mg/kg,
respectivamente). A imipramina (15 mg/kg, i.p.) utilizada como controle positivo do teste
aumentou a laténcia para 115,8 = 3,4 s e diminuiu o tempo de imobilidade para 24,2 + 6,7 s

(n = 6/grupo) (Figura 16).
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Figura 16 - Efeito da fracdo butanodlica (FBut) de C. sciadophylla (100, 250 ¢ 500 mg/kg, v.0.) no tempo de
laténcia para imobilidade e no tempo total de imobilidade no teste de suspensdo pela cauda em camundongos. As
colunas representam as médias + erro padrio (n = 6/grupo), * p< 0,05, ** p< 0,01 e *** p< 0,001. Dados obtidos
uma hora apo6s tratamento com o extrato.
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6.1.7. Efeito da fracdo butanolica de Cecropia sciadophylla no teste de

natac¢ao forcada

No teste de natacdo for¢ada o tratamento com a FBut 100, 250 ¢ 500 mg/kg, v.0. ndo
produziu alteracdo significativa no tempo de laténcia para imobilidade (controle 55,5 + 5,4 s).
No entanto, o tempo total de imobilidade foi significativamente diminuido em todos os grupos
(164,3 +£ 7,6; 112 + 6,0; 99,2 + 14,5; 87,2 + 4,4 s para os grupos controle, FBut 100, 250 ¢
500 mg/kg, respectivamente). A imipramina (15 mg/kg, i.p.) utilizada como controle positivo
do teste, aumentou a laténcia para 95,5 = 9,5 s e diminuiu a imobilidade total para 24,2 £ 6,7 s

(n= 6/grupo) (Figura 17).
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Figura 17 - Efeito da fracdo butanodlica (FBut) de C. sciadophylla (100, 250 ¢ 500 mg/kg, v.0.) no tempo de
laténcia para imobilidade e no tempo total de imobilidade no teste de natagdo forcada em camundongos. As
colunas representam as médias + erro padrdo (n = 6/grupo), ** p<0,01 e *** p<0,001. Dados obtidos uma hora
apos tratamento com o extrato.
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6.2. Avaliacido da atividade antinociceptiva

6.2.1. Efeito da fracio butandlica de Cecropia sciadophylla no teste da

formalina

O tempo total em que os animais permaneceram lambendo a pata (“licking-time”)
injetada com formalina 1,5 % foi significativamente menor nos animais tratados com as
maiores doses (0,3 ¢ 1,0 g/kg, v.0.) de FBut de C. sciadophylla comparativamente ao
observado no grupo controle tratado com agua. Na fase neurogénica, de 0 a 5 minutos apos a
injecdo de formalina, a resposta a nocicep¢ao foi reduzida de 97,4 = 9,6 s nos animais
controle para 66,4 = 6,1 s e 47,6 £ 4,7 s nos grupos tratados com FBut 0,3 e¢ 1,0 g/kg

respectivamente. Na fase inflamatoria (15 a 30 minutos) a resposta foi reduzida de 117,7 +

22,8 spara 67,5+ 5,8 se 51,1 4,8 s naqueles mesmos grupos (n= 5/grupo) (Figura 18).
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Figura 18 - Efeito da fragdo butanolica (FBut) de C. sciadophylla no teste da formalina em camundongos. As
colunas representam a média + erro padrdo dos tempos acumulados de lambidas (em segundos) nos intervalos de
0 a5 min e de 15 a 30 min indicados. (n =5/grupo). * p <0.05.
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6.2.2. Efeito da fracdo butanolica de Cecropia sciadophylla no teste de

contorcoes abdominais induzidas por acido acético 1% em camundongos

No grupo controle, a administragdo de acido acético 1% i.p. produziu contor¢des em
numero crescente até os 10 min. O niimero de contor¢des abdominais foi significativamente
menor nos animais tratados com FBut 0,1; 0,3 ¢ 1,0 g/kg, v.o., apés 10, 15 ¢ 20 min da
administracdo do acido acético 1% comparativamente aos animais do grupo controle tratado

com agua (Figuras 19 e 20).
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Figura 19 - Efeito da FBut de C. sciadophylla (0,1, 0,3 e 1,0 g/kg v.0.) no numero de contor¢des abdominais
induzidas por acido acético 1% i.p. em camundongos. Dados obtidos uma hora ap6s tratamento com a FBut.
Durante 30 min em intervalos de 5 min. Os pontos representam as médias + erro padrdo do nimero de
contor¢des acumuladas no tempo (n = 6/grupo). ** p<0,01 *** p<0,001.
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Figura 20 - Efeito da fracao butanolica (FBut) de C. sciadophylla (0,1, 0,3 e 1,0 g/kg v.0.) no niimero total de
contorgdes abdominais induzidas por acido acético 1% i.p. em camundongos em 30 min. Os pontos representam

as médias + erro padrdo do niimero de contor¢des acumuladas no tempo (n = 6/grupo). ** p<0,01 *** p<0,001.
Dados obtidos uma hora apds tratamento com a FBut.
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6.2.3. Efeito da fracdo butandlica de Cecropia sciadophylla no teste da

retirada da cauda

Nas trés horas de duragdo do teste da retirada da cauda (“tail flick”) ndo houve
diferengas entre o tempo de resposta do grupo controle tratado com agua (2,4 = 0,2 s) e a

resposta dos grupos tratados com FBut 0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.o. (Figura 21).
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Figura 21 - Efeito da fracdo butanodlica (FBut) de C. sciadophylla (0,1, 0,3 e 1,0 g/kg v.0.) no teste da retirada da
cauda (“tail flick”) em camundongos. Os pontos representam as médias + erro padrdo do tempo de resposta ao
calor (n = 6/grupo). Dados obtidos uma hora apos tratamento com a FBut.
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6.2.4. Efeito da fracdo butandlica de Cecropia sciadophylla no teste da placa

quente

Nas quatro horas de duragdo do teste da placa quente, ndo houve diferencas entre o
tempo de resposta (segundos) do grupo controle tratado com agua e as respostas obtidas nos
grupos tratados com FBut (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg). O fentanil (50 pg/kg, i.p.) utilizado como
controle positivo do teste aumentou o tempo para reagdo ao calor até o limite de corte (20 s)

apos 30 min da inje¢do (Figura 22).
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Figura 22 - Efeito da fragdo butanolica (FBut) de C. sciadophylla (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg) em camundongos no teste
da placa quente. Os pontos representam as médias + erro padrdo do tempo de resposta ao estimulo térmico (n =
6/grupo). Dados obtidos uma hora apés tratamento com a FBut.
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6.3. Avaliacao da atividade antiinflamatoria

6.3.1. Efeito da fracio butandlica de Cecropia sciadophylla no teste do

edema de pata induzido por carragenina

Nas quatro horas de duracdo do teste do edema de pata a resposta inflamatoria
decorrente da injecdo de carragenina 2% na pata de ratos tratados com a FBut de C.
sciadophylla 0,1, 0,3 e 1,0 g/kg v.o. ndo apresentou diferengas em relacdo ao grupo controle

tratado com agua (Figura 23).
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Figura 23 - Efeito da fragdo butanolica (FBut) de C. sciadophylla (0,1, 0,3 e 1,0 g/kg v.0.) no teste do edema de
pata induzido por carragenina 2% em ratos. O grupo controle foi tratado com 4gua. Os pontos representam as
médias + erro padrdo do tempo de resposta ao estimulo térmico (n = 6/grupo). Dados obtidos uma hora ap6s
tratamento com a FBut.
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6.3.2. Efeito da fracdo butanolica de Cecropia sciadophylla no teste de

migracio celular induzida por carragenina

Apbs 6 horas da administragdo intraperitoneal de carragenina 2% o numero total de
leucdcitos no lavado peritoneal de ratos tratados previamente com a FBut de C. sciadophylla
0,1, 0,3 e 1,0 g/kg, v.o. ndo apresentou diferencas em relagdo ao grupo controle tratado com
salina 0,9% s.c. (9,5 + 0,3 leucocitos 10°/mL). A dexametasona (8 mg/kg, s.c.), utilizada
como controle positivo, reduziu o numero total de leucocitos relativamente ao grupo controle

(4,6 + 0,3 leucocitos 10°/mL). (Figura 24).
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Figura 24 - Efeito da fracdo butanolica (FBut) de C. sciadophylla (0,1, 0,3 e 1,0 g/kg v.0.) no nlimero total de
leucécitos no lavado peritoneal, apds 6 horas da administragdo de carragenina 2% i.p. em ratos, no teste de

migracdo celular. As colunas representam as médias + erro padrdo na contagem total de leucocitos (n = 6
animais/grupo). *** p<0,001.
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6.4. Efeito da fracdo butandlica de Cecropia sciadophylla no sistema

cardiovascular de ratos

6.4.1. Registro da pressao arterial de ratos anestesiados

Os ratos anestesiados com associagdo entre uretana (800 mg/kg, i.p.) e pentobarbital
(50 mg/kg, i.p.) apresentaram pressdo arterial média de 120 + 5 mmHg (n=5). A inje¢do
endovenosa da FBut (0,1; 0,3; 1,0; 10 e 30 mg/kg) produziu hipotensao que nao foi bloqueada
pela administragdo prévia de atropina (1 mg/kg, e.v.). A freqiiéncia cardiaca ndo foi alterada

com a inje¢do da FBut (Figura 25).

FBut (mg/kg)
. 0i1 0i3 150 10..0 30..0
2 . TR T oo
£ W L b o
S -204 o %ﬁ
2
< 30+
o
4]
S -404
et
o
< -50-

Figura 25 - Efeito da fracdo butanoélica (FBut) de C. sciadophylla (0,1; 0,3; 1,0; 10,0 e 30,0 mg/kg, e.v.) na
pressdo arterial de ratos anestesiados com pentobarbital (50 mg/kg i.p.). As colunas indicam a variagdo da
pressdo arterial produzida pela FBut (média + erro padrao) (n =5).

Apds administracdo de FBut (0,1, 0,3 e 1,0 mg/kg, e.v.), as respostas pressoricas a
noradrenalina (0,1, 0,3 e 1,0 pg/kg) ndo foram significativamente diferentes em relagdo as

respostas controle no mesmo animal (n=5 animais) (Figura 26).
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Figura 26 - Efeito da fracdo butandlica (FBut) de C. sciadophylla (0,1, 0,3 e 1,0 mg/kg, e.v.) nas respostas
pressoricas a noradrenalina (0,1, 0,3 e 1,0 pg/kg e.v.) . Os resultados representam as médias + erro padrao (n=5).

6.4.2. Preparacao de anéis de aorta toracica de rato

Anéis de aorta sem endotélio, inicialmente contraidos por noradrenalina (10 pM) apds
incubacao com FBut de C. sciadophylla, 1, 3, 10 e 30 pg/mL, ndo apresentaram relaxamento
significativo em relag@o ao tonus inicial por noradrenalina (n= 5 animais).

Anéis de aorta com endotélio, inicialmente contraidos por noradrenalina (10 pM) apds
incubacdo com FBut de C. sciadophylla, 1, 3, 10 e 30 pg/mL, apresentaram relaxamento de
22,0 £4,4; 69,8 +£5,9; 993 £6,5¢ 117,8 £ 2,0 %, respectivamente, em relagdo ao tonus

inicial por noradrenalina (n= 5 animais) (Figura 27).
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Figura 27 — Efeito da fragdo butandlica (FBut) de C. sciadophylla (1, 3, 10 e 30 pg/mL) no relaxamento de
anéis de aorta de rato sem e com endotélio. As preparagdes foram previamente contraidas por noradrenalina (10
uM), Os resultados representam as médias + erro padrao (n= 5 animais).

6.5. Efeito da fracio butandlica de Cecropia sciadophylla em modelos de

ulcera gastrica

6.5.1. Inducio de lesdes gastricas por estresse

No modelo de lesdo gastrica induzida por estresse o nimero de ulceras na mucosa
apos duas horas de contensdo no frio foi 13,5 + 0,9 no grupo controle. Apds tratamento prévio
com FBut 0,1, 0,3 e 1,0 g/kg v.o. o nimero de ulceras foi reduzido para 10,0 £3,5,4,5+ 23 ¢

1,8 + 0,9, respectivamente (Figura 28).
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Figura 28 - Efeito da fracdo butanolica (FBut) de C. sciadophylla (0,1; 0,3 ¢ 1,0 g/kg, v.0.) na protecdo da
mucosa gastrica de camundongos submetidos a estresse a 4 °C. As colunas representam as médias + erro padro
dos indices de lesdo. (n = 6/grupo) (*p<0,05, **p<0,01).

No grupo controle o indice de lesdes gastricas induzidas por contensdo no frio foi 25,8
+ 1,7. Com o tratamento prévio com a FBut 0,1, 0,3 e 1,0 g/kg v.o. uma horas antes do
estresse, os indices de lesdo gastrica foram 21,8 +4,0; 13,0 + 3,0 ¢ 9,0 + 1,3, respectivamente.

Nas maiores doses (0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) a FBut reduziu o indice de lesdes em 49,6 % e 65,1

%, respectivamente, relativamente ao controle (*p<0,05, **p<0,01) (Figura 29).
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Figura 29 - Efeito da fracdo butanolica (FBut) de C. sciadophylla (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) na protecdo da
mucosa gastrica de camundongos submetidos a estresse a 4 °C. As colunas representam as médias + erro padrdo
dos indices de lesao. (n = 6/grupo) (*p<0,05, **p<0,01).
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6.5.2. Inducao de lesdes gastricas por etanol 75%

No modelo de lesdo gastrica induzida por etanol a 75% (10 mL/kg, v.0.), o nimero de
ulceras apos uma hora da administragdo do etanol foi 19 + 3,0 no grupo controle. Apds
tratamento prévio com FBut 0,1, 0,3 e 1,0 g/kg, v.o. uma hora antes da administragdo do
etanol o niimero de ulceras foi reduzido para 12 + 2,3; 7,3 + 0,9 e 2,3 + 1,7, respectivamente

(**p<0,01) (Figura 30).
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Figura 30 - Efeito da fracdo butanolica (FBut) de C. sciadophylla (0,1; 0,3 ¢ 1,0 g/kg, v.0.) na protecdo da
mucosa gastrica de camundongos submetidos a administragdo de etanol 75% (10 mL/kg, v.0.). As colunas
representam as médias + erro padrdo dos indices de lesdo. (n = 6/grupo) (**p<0,01).

No grupo controle, o indice de lesdes gastricas induzidas por administra¢do de etanol
75% (10 mL/kg, v.0.) foi 43,4 + 9,0. Com o tratamento prévio com a FBut 0,1, 0,3 e 1,0 g/kg,
v.0. uma horas antes da administra¢do do etanol, os indices de lesdo gastrica foram 27,7 + 6,0;
243 £ 2,0 e 9,7 = 0,5, respectivamente. Nas maiores doses (0,3 e 1,0 g/kg, v.0.), a FBut
reduziu o indice de lesdes em 44,0 % e 77,6 %, respectivamente, relativamente ao grupo

controle (*p<0,05, ***p<0,001) (Figura 31).



Resultados 108

60
8 1
@ 40+
3 T *
8 —_—t
5 20+
£ F*kk
0- | |
C 0,1 0,3 1,0
g’kg

Figura 31 - Efeito da fracdo butanolica (FBut) de C. sciadophylla (0,1; 0,3 ¢ 1,0 g/kg, v.0.) na protecdo da
mucosa gastrica de camundongos submetidos & administragdo de etanol 75% (10 mL/kg, v.0.). As colunas
representam as médias + erro padrao dos indices de les@o. (n = 6/grupo) (*p<0,05, ***p<0,001).
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6.5.3. Efeito da fracdo butandlica de Cecropia sciadophylla na secre¢ao

gastrica em camundongos

A avaliagdo da atividade da FBut na secrecdo gastrica foi realizada com o método da
ligadura pilérica, medindo o volume do conteudo gastrico acumulado durante 4 horas, o pH
(acidez livre) e a acidez total (mEq[H]/L).

Nos animais controle, tratados com dagua injetada na luz duodenal, o volume de
secrecdo gastrica foi 5,0 = 0,6 mL; com pH 2,2 0,2 e acidez total de 4,6 + 1,0 mEq[H']/L.

Nos animais tratados com FBut 0,1, 0,3 e 1,0 g/kg os volumes da secre¢do gastrica
foram 3,3 £ 0,8, 2,1 £0,7, 0,9 = 0,1 mL, respectivamente (Figura 32); com pH de 3,0 + 0,3 ¢
3,8 £0,5 ¢ 5,0 0,4, respectivamente (Figura 33); acidez total de 2,4 +0,8; ,8§ £ 0,9 ¢ 0,4 £
0,1 mEq[H']/L, respectivamente (Figura 34).

Apesar do aparente efeito proporcional a dose de FBut, apenas as administracdes de
FBut 0,3 e 1,0 mg/kg reduziram significativamente o volume secretado em 58 % e 82%
(Figura 32), aumentou o pH em 1,6 e 2,8 unidades (Figura 33) e reduziu 60,9 % e 80,4 % da

acidez total da secrecdo gastrica, em relacdo ao grupo controle, respectivamente (Figura 34).
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Figura 32 - Efeito da fragdo butanolica (FBut) de C. sciadophylla (0,1, 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) no volume de
secrecdo gastrica produzida pela mucosa de camundongos 4 horas apos ligadura pildrica. As colunas
representam as médias + erro padrdo do volume da secrecdo. (n = 6/grupo) (¥P,0,05, **p<0,01).
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Figura 33 - Efeito da fragdo butandlica (FBut) de C. sciadophylla (0,1, 0,3 ¢ 1,0 g/kg, v.0.) sobre a acidez livre
(pH) da secrecdo acida gastrica produzida pela mucosa de camundongos 4 horas ap6s ligadura pilérica. As
colunas representam as médias + erro padrao da acidez livre. (n = 6/grupo ) (*p<0,05, ***p<0,001).
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Figura 34 - Efeito da fragdo butanoélica (FBut) C. sciadophylla (0,1, 0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) sobre a acidez total
(mEq[H+]/L/4h) da secregdo gastrica produzida pela mucosa de camundongos 4 horas ap6s ligadura pildrica. As
colunas representam as médias + erro padrao da acidez total (n = 6/grupo) (*p<0,05, **0,01).
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6.6. Efeito da fracio butandlica de Cecropia sciadophylla na atividade da

H', K'-ATPase de mamifero

Na determinac¢do da atividade da enzima ATPase em homogenato de mucosa gastrica
de porco foi obtida atividade de 104,9 = 1,9 umol Pi/mg proteina/min. No estudo da inibi¢ao
da H', K"-ATPase o SCH 28080 (1 a 277 pg/mL), utilizado como droga padrio, apresentou
Clsp 90,0 pg/mL (LC de 55,1 a 146,9 ng/mL). Comparativamente, os resultados obtidos com
a FBut de C. sciadophylla (1 a 100 ng/mL) apresentou Clsy 40,2 pg/mL (LC de 30,9 a 52,3

png/mL) (Figura 35).
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Figura 35 - Efeito da fracdo butanolica (FBut) C. sciadophylla (1 a 100 pg/mL), sobre a atividade da enzima H',
K'-ATPase em relagdo a droga controle SCH 28080 (1 a 277 pg/mL), (curva 2). Os pontos representam as
médias =+ erro padrdo da concentragdo (n = 6 animais).
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6.7. Efeito da fracdo butanolica de Cecropia sciadophylla na contraciao do

musculo diafragma de rato

6.7.1. Preparacio nervo frénico - musculo diafragma

A incubacdo da fracdo butanoélica de C. sciadophylla (0,1; 0,3 e 1,0 mg/mL) potenciou
a contracdo do diafragma obtida por estimulo direto das fibras musculares (0,2 Hz, 0,5 ms,
voltagem supra maxima). A incubagdo de FBut 0,3 mg/mL potenciou a contragdo muscular

em 26,3 + 1,6 % e 46,5 = 5,4 % em relacdo a contragdo basal, respectivamente (Figura 36).
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Figura 36 - Efeito da fracdo butandlica (FBut) de C. sciadophylla (0,1; 0,3 ¢ 1,0 mg/mL) na contragdo do
diafragma de rato sob estimulo direto (0,2 Hz, 0,5 ms ¢ voltagem supra maxima). Os valores representam as
médias =+ erro padrdo da porcentagem da contragdo maxima basal (n= 4 animais).

A incubagdo da FBut de C. sciadophylla (1 mg/mL) potenciou a contracao do
diafragma obtida por estimulo do nervo frénico parcialmente bloqueado pela agdo de D-
tubocurarina (1 uM). Apods 15 minutos de incubacdo a contracdo do musculo diafragma

retornou ao nivel da contragdo basal (Figura 37).
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Figura 37 - Efeito da frag@o butandlica (FBut) 1 mg/mL de C. sciadophylla na contracdo de diafragma de ratos
sob estimulo indireto (0,2 Hz, 0,5 ms e voltagem supra maxima), na presen¢a de D-tubocurarina 1 uM. Os
valores sdo médias + erro padrdo da porcentagem da contragdo maxima basal (n= 4 animais).

A incubagao da frag@o butandlica de C. sciadophylla (1 mg/mL) potenciou a contragdo
do diafragma obtida por estimulo direto das fibras musculares na presenga de D-tubocurarina
(10 uM) que bloqueia totalmente as contragdes devidas ao estimulo nervoso (Figura 38). A
incubacdo de FBut 1 mg/mL potenciou a contragdo muscular que retornou ao nivel basal apos

25 minutos de incubacao.
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Figura 38 - Efeito da fracdo butanolica (FBut) 1 mg/mL de C. sciadophylla na contragdo de diafragma de rato
sob estimulo direto (0,2 Hz, 0,5 ms e voltagem supra maxima), na presenca de D-tubocurarina 10 uM. Os
valores representam as médias + erro padrdo da porcentagem da contragdo maxima basal (n= 4 animais).



Resultados 114

6.8. Efeito da fracdo butandlica de Cecropia sciadophylla nas atividades das

enzimas Ca"2-ATPase e Acetilcolinesterase de mamifero

Na determinacdo da atividade da enzima acetilcolinesterase em homogenato de cortex
de rato foi obtida uma atividade de 37.1 + 2.7 nmoles/pg proteina/min. No estudo da inibi¢ao
da AChE a neostigmina (30 pg/mL a 30 ng/mL), utilizada como padrao, apresentou Clsy 1,5
ng/mL (LC de 1,3 a 1,8 ng/mL). Comparativamente, os resultados obtidos com a FBut de C.
sciadophylla (1 a 100 pg/mL) ndo apresentaram inibi¢do significativa da atividade da enzima
AChE (Figura 39).

Na determinacio da atividade da enzima Ca™>-ATPase em homogenato de musculo
esquelético de coxa de coelho foi obtida uma atividade de 205,6 pmoles Pi/mg proteina/min.
No estudo da inibi¢do da Ca™-ATPase, a tapsigargina (0,7 ng/mL a 0,7 pg /mL), utilizada
como padrdo, apresentou Clsy 74,3 ng/mL (LC de 44,9 a 123,0 ng/mL). Comparativamente,
os resultados obtidos com a FBut de C. sciadophylla (0,1 a 100 pg/mL) apresentou Clsy 3,1

pg/mL (LC de 1,7 a 5,8 ng/mL) (Figura 39).
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Figura 39 - Efeito da fracdo butandlica (FBut) C. sciadophylla (1 a 100 pg/mL) sobre a atividade da enzima
acetilcolinesterase em relagdo ao padrao neostigmina (30 pg/mL a 30 ng/mL). Efeito da fragdo butanolica (FBut)
de C. sciadophylla (0;1 a 100 pg/mL) sobre a atividade da enzima Ca'>-ATPase em relagio ao padrio
tapsigargina (0,7 ng/mL a 0,7 ug/mL). Os pontos representam as médias + erro padrdo da concentragdo (n = 6
animais).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade do extrato aquoso de Cecropia
sciadophylla Mart, planta amazonica até entdo desconhecida dos farmacologistas. Apesar da
dificil padroniza¢do do extrato aquoso bruto em CLAE, o sucesso dos estudos pré-clinicos
mostrou o enorme potencial fitoterapéutico de mais essa Cecropiacea brasileira. Os estudos
descritos neste trabalho utilizaram a FBut, uma fracdo semi-purificada obtida com uma
simples parti¢do com eficiéncia 10 vezes que a do extrato aquoso, que também possibilitou a
separagdo dos principais constituintes quimicos. No entanto, contando com a informagao
disponivel de outras espécies ja estudadas, foi preferivel avaliar a atividade do conjunto delas
antes de ser processada a purificagdo bio-orientada.

Portanto, o objetivo foi determinar a eficacia e a seguran¢a da FBut com a triagem da
atividade farmacoldgica nos principais sistemas fisiologicos. O controle de qualidade do
extrato foi procurado com a padronizagdo do extrato aquoso (EA) e purificacdo da fragdo
butanélica (FBut). Os ensaios farmacologicos posteriores confirmaram que a atividade

encontra-se na fracao butandlica do extrato de C. sciadophylla.

As Cecropias sdo conhecidas popularmente como embatba, umbauba ¢ também
arvore da preguica por terem seus frutos e brotos apreciados por esse animal. S3o arvores
pouco exigentes quanto ao solo, muito comuns em dareas desmatadas, em recuperagdo
(RIBEIRO et al., 1999). Sao normalmente associadas com as fases iniciais da regeneracao da
floresta tropical em sucessao (WHITMORE, 1996; ALVAREZ-BUYLLA; MARTINEZ-
RAMOS, 1992).

A infusdo das folhas ¢ utilizada na medicina popular com diversas finalidades,
algumas comprovadas experimentalmente: anti-hipertensivas, broncodilatadoras, anti-
secretoras acidas gastricas (LIMA-LANDMAN et al., 2007; DELARCINA et al., 2007,

SOUCCAR et al.,, 2008, TANAE et al., 2007b), hipoglicemiantes (ANDRADE-CETTO;
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WIEDENFELD, 2001), diuréticas, analgésicas, antiinflamatorias (PEREZ-GUERRERO et
al., 2001), anti-depressivas (ROCHA et al., 2002) e antioxidantes (SILVA et al., 2007). No
entanto, raros foram os trabalhos que se preocuparam em padronizar quimicamente o extrato,
de tal forma que a comparagdo de resultados ¢ dificil naqueles onde apenas o extrato bruto foi
testado. Nesse sentido a cautela cientifica fez com que, na mesma ocasido da coleta, amostras
do material fresco fossem preservadas sob refrigeragdo para comparagdo molecular futura
com exemplares de outras regioes.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Preparativa (CLAE-Prep) mostrou que a
FBut padronizada é formada por 26 fragdes se considerados apenas os picos majoritarios do
cromatograma com area superior a 1% da total. Os picos com tempos de retengdo: 3,4; 13,9;
16,5; 18.9; 24,0; 27,3 e 28,3 min com areas 5,7; 3.5; 7.,5; 6,6; 12.4; 5.4 ¢ 9,5% foram
majoritarios, merecendo a aten¢do inicial na padronizagdo quimica. Estas fragdes foram
encaminhadas para analises de 13C e 1H-RMN na Central Analitica do Centro de
Biotecnologia da Amazonia (CBA) e da Universidade de Sao Paulo (USP). Até o momento
desta escrita (12/2010) foram identificadas as fragdes (F5) catequina de PM 289 g; (F22)

quercetina-3-0-B-glucopiranosideo de PM 464 g e (F18) 2"-O-ramnosilvitexina de PM 578 g.

Na triagem geral do EA e da Fbut os resultados mostraram sinais de analgesia e
estimulacdo central indicada pela hiperatividade dos animais tratados com FBut. Este efeito
ndo foi observado no tratamento com EA, possivelmente em fun¢do da maior concentracao
relativa da FBut. O EA e a FBut ndo foram téxicos aos animais, em concordiancia com 0s
relatos nos trabalhos publicados com as diferentes espécies de cecropia.

No teste do sono induzido por barbittrico foi observado aumento na duragdao do sono
com a dose de 300 mg/kg, o que poderia sugerir uma atividade hipno-sedativa da FBut. Este

efeito ndao foi observado no sono induzido com o éter etilico. Como a elimina¢do do éter
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etilico pelo organismo se da pelas vias aéreas, ndo ocorrendo a metabolizacdo hepatica
comum aos barbitlricos, os resultados combinados do teste de sono indicam que a FBut ndo
deprime o SNC. Aparentemente ha interagdo farmacocinética entre os constituintes da planta
e o0 metabolismo hepatico do pentobarbital, aumentando a vida média deste e conseqiiente o
efeito depressor do SNC. Outras agdes no SNC foram detectadas. A semelhanca de outros
relatos (ROCHA et al., 2002), surgiram evidéncias de um efeito do tipo anti-depressivo do
extrato de C. sciadophylla. Os modelos animais de depressdo baseados no desespero
comportamental tém valor na identificacdo de compostos com agdo do tipo antidepressivo,
que bloqueiam o sistema monoaminérgico, a captacao da serotonina e¢/ou da noradrenalina, e
os receptores (HOLSBOER, 2004; DEUSSING, 2006). Resultados semelhantes descritos por
ROCHA et al. (2007) nao foram encontrados por JARAMILLO et al. (2008) em extrato

metanolico ndo padronizado de Cecropia membranacea.

A atividade antinociceptiva da FBut foi estudada nos testes da formalina, de
contor¢des abdominais induzidas por acido acético, da retirada da cauda (“tail flick”) e da
placa quente.

O modelo das contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético avalia possiveis
efeitos antinociceptivos periféricos de natureza antiinflamatoria, apresenta uma boa
sensibilidade, embora pouca especificidade, uma vez que a nocicepgdo induzida pelo acido
acético pode ser prevenida por agentes antiinflamatorios, analgésicos, relaxantes musculares e
sedativos (IKEDA et al., 2001; REICHERT et al., 2001). A administragdo intraperitoneal de
acido acético induz contor¢des em conseqiiéncia de uma inflamagdo aguda no peritonio,
induzida pela liberacdo de prostaglandinas, mas também por liberagio de mediadores
endogenos como a bradicinina, substancia P, prostaciclinas, bem como algumas citocinas

como IL-1 beta, TNF-alfa e IL-8 (RIBEIRO et al., 2000; BORSATO et al., 2000; LAPA et
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al., 2003). Portanto, o efeito antinociceptivo da FBut parece estar relacionado a inibicao da
liberagdo de mediadores pro-inflamatorios induzida pelo acido acético (IKEDA et al., 2001).

A principal caracteristica do teste da Formalina sdo as duas fases de nocicepgdo, que
envolvem estimulos distintos. A primeira fase nos primeiros 5 minutos (dor neurogénica ou
aguda) esta relacionada a estimulagdo quimica direta dos nociceptores das fibras aferentes do
tipo C e em parte das fibras do tipo Ad e estd associada a liberagdo de aminoacidos
excitatdrios, 6xido nitrico e substancia P, entre outros. A segunda fase ocorre dos 20 aos 30
minutos e estd relacionada com a liberagdo de varios mediadores pro-inflamatérios, como a
bradicinina, prostaglandinas e serotonina, entre outros (HUNSKAAR; HOLE, 1987;
AMARAL et al., 2007, GONCALVES et al., 2008).

No teste da formalina o tempo total em que os animais permaneceram lambendo a pata
foi significativamente menor nos grupos tratados com extrato em relagdo ao grupo controle.
Respostas semelhantes foram obtidas tanto na fase neurogénica quanto na fase inflamatdria de
resposta a nocicep¢do, seu efeito analgésico provavelmente envolve a indugdo de efeitos
periféricos. A inibi¢cdo do processo algésico durante a fase inflamatdria do teste da formalina
sugere a existéncia de substdncias no extrato capazes de atuar diretamente sobre as
terminagdes nervosas periféricas, caracteristicamente pela inibi¢do de ciclooxigenases e
consequente inibicdo da biossintese de prostaglandinas (BISPO et al., 2001; ASONGALEM,
et al.,2004).

Os testes de retirada da cauda e no da placa quente permitem avaliagdo da nocicepcao
por mecanismos centrais. Os estimulos térmicos ativam os nociceptores (fibras Ad e C), que
conduzem o impulso ao corno dorsal da medula espinhal, e posteriormente aos centros
corticais (PIETROVSKI, 2006). Os resultados, nos testes da retida da cauda e da placa

quente, ndo foram diferentes entre os grupos de animais tratados com a FBut e o grupo
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controle. Estes resultados excluem uma possivel atividade analgésica de agdo central,
decorrente de estimulos de receptores opiodides por algum componente da FBut.

Os resultados, portanto, sdo dispares: se o teste da formalina indica agdo analgésica
por mecanismo central e por mecanismo periférico, a acdo central ndo foi comprovada nos
testes da placa quente e do tail flick. A agdo periférica ¢ concordante nos testes da formalina e
das contorg¢des. Estes resultados sugerem que o efeito analgésico da FBut pode ser semelhante
ao da dipirona, analgésico que ndo tem acdo antiinflamatoria. Analgésicos ndo opidides,
incluindo dipirona, que tém sitios de acdo centrais e periféricos, produzem efeito
antinociceptivo em ambas as fases do teste da formalina, mas particularmente na segunda
fase, onde a dor ¢ inibida por doses menores do que as necessarias para inibir a nocicepgao na
primeira fase (SHIBATA et al, 1989). Efeitos analgésicos periféricos foram também
descritos para o extrato aquoso de Cecropia obtusifolia, (PEREZ-GUERRERO et al., 2001).

No entanto, a atividade antiinflamatoria da FBut avaliada nos testes de edema de pata
e migracdo celular induzidos por carragenina foram negativos. Estes resultados diferem dos

de PEREZ-GUERRERO et al. (2001) com Cecropia obtusifolia.

A FBut injetada endovenosamente produziu hipotensdo em ratos anestesiados. A
hipotensdo foi rapida e de curta duragdo, proporcional a dose, ndo acompanhada de alteracao
da freqiiéncia cardiaca. A hipotensdo nao foi bloqueada pela administra¢ao prévia de atropina,
excluindo a participagdo de receptores M3 na gé€nese da vasodilatagdo. O tratamento prévio
com a FBut ndo interferiu com a hipertensdo produzida pela inje¢do de noradrenalina,
excluindo interagdo da FBut com receptores alfa-1 adrenérgicos na génese da hipotensdo. Os
efeitos cardiovasculares de Cecropia sdo controversos na literatura: extratos de Cecropia
pachystachya produziram hipotensdo relacionada a depressdo da inervagdo simpatica dos

vasos e taquicardia por inibi¢ao vagal (CONSOLINI; MIGLIORI, 2005). In vitro houve efeito
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inotropico positivo independente da inervagdao simpatica (CONSOLINI et al., 2006). A
Cecropia glaziovii Sneth induziu hipotensdo em ratos normotensos, ratos espontdneamente
hipertensos, em hipertensdo por L-NAME e na produzida por constri¢do de uma artéria renal
sem inibi¢do da enzima conversora de angiotensina (ECA), aumento da sintese de NO ou ao
bloqueio dos receptores AT1 e a-1 adrenérgicos, sugerindo que o extrato interfere com
mecanismos de controle do calcio em células de musculo liso e neuronios. (LIMA-
LANDMAN et al., 2007). LACAILLE-DUBOIS et al. ( 2001) descreve inibi¢do da ECA in
vitro enquanto NINAHUAMAN et al. (2007) ndo encontrou esta acao in vivo.

Em anéis de aorta pré-contraidos por noradrenalina a FBut relaxou intensamente o
tonus vascular. A destruigdo mecanica do endotélio da aorta bloqueou a ag¢do vasodilatadora
da FBut indicando que a hipotensdo a inje¢cdo do extrato ocorre, possivelmente, por ativagao
da sintese de oxido nitrico no endotélio vascular, mas ac¢des na regulagdo do calcio
intracelular ndo foram eliminadas.

E conhecido que células endoteliais liberam, intermitentemente, pequenas quantidades
de NO em resposta a diferentes estimulos, o mais constante sendo a pressao de cisalhamento
do sangue. Acetilcolina, BK e trombina, atuando em receptores especificos da membrana
plasmatica, desencadeiam a seqiiéncia de eventos que culmina com a ativacdo da NO-sintase
endotelial (constitutiva). O NO produzido difunde-se, entdo, para as células musculares lisas
adjacentes e promove relaxamento das mesmas por meio da ativacdo da guanil ciclase e
produgdo de GMP ciclico (LOWENSTEIN et al., 1994).

Em conclusao, os estudos da agdo dos extratos de Cecropia na pressdo arterial indicam
muitos mecanismos de agdo, a maioria obtida in vitro ou por inje¢do endovenosa de extratos
ndo purificados. Alguns estudos por administracdo oral, no entanto, indicam a producao de
hipotensdo por mecanismos que interferem com a homeostasia de célcio no musculo liso

vascular.
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A acdo protetora gastrica das cecropias ¢ conhecida na medicina popular e foi
comprovada em alguns trabalhos que mostram atividade antisecretora 4cida por inibicdo da
bomba de prétons na célula parietal da glandula géstrica (SOUCCAR et al., 2008).

As ulceras pépticas s3o atribuidas a um desequilibrio entre os fatores agressivos, da
mucosa gastrica (HCI, pepsina, etanol, antiinflamatérios ndo esterdides, fumo) e os
mecanismos fisioldgicos de protecdo (muco, bicarbonato, prostaglandinas) na mucosa
gastroduodenal (KWIECIEN et al., 2002).

A FBut de C. sciadophylla protegeu a mucosa gastrica dos ratos contra as lesdes
induzidas por estresse por contensdo em frio e por etanol injetado na luz gastrica. Esta acdo ja
foi descrita para outras espécies de Cecropias (SOUCCAR et al., 2008) e o mecanismo parece
estar relacionado a inibi¢ao da secrecdo acida pelas células oxinticas da mucosa gastrica.

A secregdo 4cida nas células parietais do estomago, pela bomba H', K'-ATPase que é
a responsavel pela secrecio de fons H', cria um gradiente de ions, nos quais protons sio
bombeados de fluidos intracelulares para o limen gastrico contra um gradiente produzindo o
ambiente 4cido do estomago. A H", K'-ATPase ¢ a etapa final da secregdo acida, o que sugere
que um inibidor da bomba seria mais eficaz na supressdo da secrecdo gastrica que um
antagonista de receptores da estimulagdo hormonal da célula parietal (SACHS et al., 2007;
SHIN et al., 2008). Foi analisado se a FBut poderia estar atuando sobre a atividade da enzima
H', K"™-ATPase, a bomba de protons, diminuindo a acidez da secrecio.

Testes in vitro da atividade da enzima demonstraram que a FBut foi capaz de inibir a
atividade desta enzima proporcionalmente a concentracdo. Os dados apresentados
demonstram que o extrato padronizado de C. sciadophylla foi capaz de proteger a mucosa
gastrica contra lesdes provavelmente por mecanismo envolvendo a inibi¢do da bomba de

protons, H', K™-ATPase, e consequentemente inibindo a secreciio dcida gastrica.
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A contragdo do musculo estriado esquelético ¢ controlada, em condigdes fisiologicas,
pela atividade do Sistema Nervoso Central através da inervacdo motora (motoneuronio).
Quando o potencial de agdo gerado no motoneurdnio alcanga a regido pré-sinaptica na placa
motora, ocorre o0 aumento da concentragdo intracelular de calcio (ativagdo de canais de calcio
voltagem dependentes), responsavel pela exocitose de vesiculas contendo acetilcolina. Esta se
difunde para areas adjacentes ligando-se a receptores nicotinicos, presentes na membrana pos-
sinaptica (MARBAN et al., 1998).

Em termos fisioldgicos, a interagdo do neurotransmissor (acetilcolina) e os receptores
nicotinicos permitem o surgimento de um novo potencial de agdo, mas desta vez no midcito.
A propagagdo deste potencial de agdo ao longo da membrana muscular e dos tabulos T
estimula a liberagio de Ca™ do reticulo sarcoplasmatico (RS) promovendo a contragio
muscular. O processo pelo qual o potencial de agdo induz a contragdo muscular ¢ definido
como o acoplamento excitagdo-contragdo e envolve a interagdo de um complexo
macromolecular de proteinas formado pelo sensor de voltagem e receptor de dihidropiridina
(DHPR) ¢ pelo receptor de rianodina (RyR). A ativagio da Ca™>ATPase do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA1) promove a recaptagdo do Ca™ pelo RS produzindo o relaxamento
muscular (DULHUNTY, 2002). A Ca™-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA) ¢ uma
enzima associada 4 membrana intracelular, responsavel pelo transporte de Ca™ contra um
gradiente de concentragdo a custa da energia resultante da hidrélise do ATP. (MARTONOSI;
PIKULA, 2003).

Os estudos in vitro da FBut da C. sciadophylla foram iniciados na preparacao isolada
de diafragma de rato comandado por estimulagdo elétrica do nervo motor, ou estimulado
diretamente com estimulos elétricos transmurais. Na triagem preliminar foi verificado que as
contragdes obtidas por estimulo do nervo frénico foram potenciadas na presenga da FBut.

Verificou-se também que a contragdo do musculo diafragma obtida por estimulo do nervo



Discussdo 124

frénico, mas parcialmente bloqueada pela a¢ao de d-tubocurarina (1 uM), podia ser revertida
pela incubacdo da FBut. Estes efeitos sdo caracteristicos de drogas inibidoras da colinesterase
muscular que facilitam a transmissdo neuromuscular (FANN et al., 1990). As experiéncias
posteriores mostraram, porém, que in vitro a FBut ndo inibia a acetilcolinesterase muscular.
Ao mesmo tempo verificou-se que a potenciagdo ocorria também nas contragdes do diafragma
estimuladas por estimulo direto das fibras musculares na presenca de d-tubocurarina (10 pM),

concentragdo suficiente para abolir a transmissdo neuromuscular.

No estudo, in vitro, da inibi¢do da atividade da enzima acetilcolinesterase de
homogenato de cortex cerebral de rato, pela FBut de C. sciadophylla, nao houve inibi¢ao
significativa da atividade da enzima acetilcolinesterase comparativamente a neostigmina,
inibidor padrdo utilizado. Descartando a hipotese de uma atividade anticolinesterasica do
extrato de C. sciadophylla responsavel pelo aumento da contragdo do musculo diafragma,
estes resultados sinalizaram um possivel um efeito sobre a mobilizagdo de Ca™ intracelular.

A inibicio da atividade da enzima Ca>-ATPase pela FBut de C. sciadophylla foi
significativa com Cls 3,1 pg/mL (LC de 1,7 a 5,8 ug/mL). Pela interpolagdo deste valor na
curva de inibi¢do da atividade colinesterasica, pode-se observar que nenhuma inibigdo desta

enzima seria responsavel pela potenciacao da contragdo.
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‘/O objetivo deste trabalho foi determinar a eficacia e a seguranga da FBut do
extrato aquoso de Cecropia sciadophylla Mart com a triagem da atividade

farmacologica nos principais sistemas fisiologicos.

‘/ A fragdo butandlica (FBut), mais concentrada e ativa, obtida do EA, conservou o
mesmo perfil cromatografico em CLAE. Foram isoladas 26 fragdes com tempos
de retencdo bem definidos. Alguns compostos pouco caracteristicos da espécie
j& foram identificados: catequina, quercetina-3-O-B-glucopiranosideo e 2"-O-

ramnosilvitexina.

v A triagem farmacoldgica geral dos extratos evidenciou hiperatividade e aumento
da motricidade, e efeito tipo-antidepressivo. As atividades antinociceptiva e

antiinflamatéria foram pouco consistentes.

v A FBut, in vivo, produziu hipotensao sem interferir com a acao da noradrenalina,
ou com a atividade cardiaca. In vitro, relaxou o tonus induzido por noradrenalina
apenas na aorta com endotélio integro, indicando agdo vasodilatadora

dependente da sintese de 6xido nitrico.

v A FBut protegeu a mucosa gastrica contra ulceras por stress e as produzidas por
etanol. Efeito que foi correlacionado com diminui¢do da acidez livre da secregdo

gastrica e com inibicdo, in vitro, da atividade da H', K'-ATPase.

‘/No musculo diafragma, a FBut potenciou a contrag¢ao ao estimulo direto da fibra
muscular; este efeito foi correlacionado com a inibicio da Ca’*-ATPase, mas

nao a inibi¢do da acetilcolinesterase.
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