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RESUMO

Plathymenia reticulata Benth é uma planta medicinal empregada no tratamento de diversas
doencas, em especial por comunidades tradicionais das savanas amazénicas no municipio de
Santarém, estado do Pard — Brasil. O objetivo desse estudo foi avaliar as atividades
farmacoldgicas e o efeito do extrato aquoso das cascas de Plathymenia reticulata (EAPR) sobre o
comportamento e aprendizagem em ratos, bem como determinar o seu perfil fitoquimico. Para
isso, a atividade antimicrobiana foi verificada pelos métodos de microdiluicdo em caldo e por
meio das concentracBes bactericida e fungicida minimas, a atividade antinociceptiva foi avaliada
por meio do teste da formalina, a atividade antiedematogénica por meio do teste de edema de pata
induzido por carragenina e o testes do labirinto aquatico de Morris, labirinto Y, campo aberto,
caixa clara-escura e barra giratoria foram realizados para a avaliacdo do comportamento e
aprendizagem em ratos. A analise fitoquimica foi realizada através de CCD. O EAPR apresentou
acao promissora contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, com concentracdo inibitoria
minima de 0,0008 mg/mL para Enterococcus faecalis e de 0,0004 mg/mL para Klebsiella
pneumoniae, mas nao foi eficiente frente as leveduras do género Candida. O EAPR na dose de
240 mg/kg inibiu em 100% o tempo de lambidas das patas na fase inflamatoria do teste da
formalina, mas ndo apresentou efeito antinociceptivo em nenhuma das doses testadas na fase
neurogénica. No teste do edema de pata induzido por carragenina, 0 EAPR na dose de 240 mg/kg
reduziu 82,4%, 80,9%, 81,8% e 86,9% do volume do edema na 12, 28 3?2 e 4%h, respectivamente,
ap6s a inducdo do edema por carragenina. Em relacdo a avaliagdo do comportamento e
aprendizagem em ratos, 0 extrato ndo apresentou atividade depressora sobre o SNC, pois nos
testes realizados os animais ndo apresentaram alteracdes comportamentais e nem motoras. A CCD
indicou a presenca de taninos, como metabolitos secundarios. No momento, pode-se propor que o
EAPR possui propriedades antimicrobiana, antinociceptiva e anti-inflamatoria, o que fornece
bases cientificas para o seu uso etnobotanico. Essas atividades possivelmente podem ser atribuidas
a presenca de fendis do grupo dos taninos condensados. No entanto, é importante que mais estudos
sejam realizados para a compreensdo dos mecanismos de agdo envolvidos nessas acgdes
farmacoldgicas e para a avaliacdo dos efeitos do extrato na hematopoiese, funcdo hepatica e renal
para completarmos o perfil de seguranca desta espécie.

Palavras-chave: Plathymenia reticulata, extrato aquoso, atividades farmacoldgicas,
comportamento animal
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ABSTRACT

Plathymenia reticulata Benth is a medicinal plant used in the treatment of various diseases,
especially by traditional communities of the Amazonian savannas in the municipality of Santarém,
state of Para - Brazil. The aim of this study was to evaluate the pharmacological activity and the
effect of the aqueous extract of the bark of Plathymenia reticulata (EAPR) on behavior and
learning in rats, as well as determine their phytochemistry. For this, the antimicrobial activity was
verified by broth microdilution methods and through bactericidal and fungicidal minimum
concentrations, the antinociceptive activity was assessed using the formalin test, antiedematogenic
activity by the paw edema test induced by carrageenan and the Morris water maze, Y maze, open
field, light/dark box and swivel bar tests were performed to evaluate the behavior and learning in
rats. The phytochemical analysis was performed by thin layer chromatography. The EAPR
showed promising activity against both gram-positive and gram-negative bacteria with minimum
inhibitory concentration of 0.0008 mg/mL for Enterococcus faecalis and 0.0004 mg/mL of
Klebsiella pneumonia, but was not efficient against Candida spp. The EAPR at a dose of 240
mg/kg inhibited in 100% the time of licking paws in the inflammatory phase of the formalin test.
In the paw edema induced by carrageenan test, EAPR at a dose of 240 mg/kg decreased 82.41%,
80.95%, 81.87% and 86.90% of the volume of edema in 1st, 2nd, 3rd and 4th hour after
administration of carrageenan. Regarding the assessment of the behavior and learning in mice, the
extract showed no depressant activity on the CNS, as in the tests the animals showed no
behavioral and no motor changes. The EAPR has tannins such as secondary metabolites. At the
moment, it can be proposed that the EAPR has antimicrobial, antinociceptive and anti-
inflammatory, which provides scientific basis for their ethnobotanical use properties. These
activities can be attributed to the presence of phenols from the group of condensed tannins.
However, it is important that further studies be conducted to understand the mechanisms involved
in these pharmacological actions plus additional studies evaluating the effects of the extract on
hematopoiesis, liver and kidney function for us to complete the safety profile of this species.

Keywords : Plathymenia reticulate, aqueous extract, pharmacological activities, animal behavior
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1 INTRODUCAO GERAL

As primeiras manifestacdes do homem em relacdo ao uso e compreensao dos recursos
naturais estdo relacionadas com o uso de plantas como alimento e ainda o seu uso medicinal,
pois estas apresentam substancias bioativas com propriedades terapéuticas, profilaticas ou
paliativas (GILBERT, 2005). De acordo com a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), 88%
da populacdo dos paises em desenvolvimento faz uso de plantas medicinais, principalmente
extratos de plantas, pois a droga vegetal é um produto mais tolerado pelo organismo que as
drogas sintéticas, é mais acessivel e pode beneficiar um grande nimero de pacientes
(CARVALHO, 2004; OMS, 2002; SARRAZIN, 2012).

H& um crescente interesse mundial por produtos derivados da biodiversidade e, nesse
aspecto, o Brasil é privilegiado, pois é detentor de grande diversidade biol6gica, com
indmeras espécies vegetais com potencial medicinal (ALI-SHTAYEH etal., 1998;
ALMEIDA, 2009; AGARWAL etal.,, 2010). Esse cenario favorece a pesquisa e 0
desenvolvimento de fitoterapicos no pais, sendo um grande avango nesse sentido a Portaria
do Ministério da Saude de n° 971 de 03 de maio de 2006, que aprova a Politica Nacional de
Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Satde (SUS), que traz
em suas diretrizes a elaboracdo da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao
SUS (RENISUS) (BRASIL, 2006a).

Ainda em 2006, o Decreto Federal de n® 5.813 de 22 de junho de 2006 instituiu a
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, que incentiva as pesquisas e da
diretrizes para implantacdo de servicos em carater nacional pelas Secretarias de Saude dos
Estados, Distrito Federal e dos Municipios, o que associado a diversidade étnica e cultural
brasileira, detentora de um valioso conhecimento tradicional sobre o uso de plantas
medicinais, representa um grande potencial para desenvolvimento de pesquisas com
resultados em tecnologias e terapéuticas apropriadas (BRASIL, 2006b).

Estudos recentes, que conferem resultados satisfatérios em relacdo a atividade
bioldgica in vitro e in vivo de extratos vegetais (ASSOB et al., 2011; KUETE et al., 2011;
TOYANG et al., 2012; ARARUNA et al., 2013), também contribuem com o aumento do
interesse da pesquisa cientifica sobre o conhecimento popular e assim, proporcionam o
aumento das informagdes sobre as potencialidades farmacoldgicas de espécies vegetais e 0
isolamento de principios ativos, 0 que € necessario para validar cientificamente uma espécie

como planta medicinal (LORENZI & MATQS, 2008) e colabora ainda para 0 seu emprego no
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Sistema Unico de Satde (SUS) sob a forma de medicamentos de baixo custo (BRASIL, 2009;
AGARWAL et al., 2010).

Mesmo que exista preferéncia pelas inddstrias farmacéuticas no desenvolvimento de
medicamentos sintéticos, € relevante o interesse no mercado internacional pelo recurso
terapéutico que as plantas medicinais representam, sendo que cerca de 30% dos farmacos
prescritos séo direta ou indiretamente obtidos por meio de plantas (CALIXTO et al., 2000;
KOEHN & CARTER, 2005). Observou-se ainda que no periodo entre 1981 e 2002,
aproximadamente 50% dos farmacos foram derivados de produtos naturais ou analogos
semissintéticos ou sintéticos baseados em produtos naturais (KOEHN & CARTER, 2005).

Outro aspecto importante na pesquisa com plantas medicinais esta relacionado com a
avalia¢do de seus efeitos toxicoldgicos, pois a crenga na “naturalidade indcua” dos recursos
vegetais expde a populacdo a riscos para a salde, devendo-se dessa maneira existir a uma
ampla linha de estudos de base toxicoldgica sobre uma espécie, antes do desenvolvimento de
um novo medicamento (ATSAMOA et al., 2011 ), uma vez que pesquisas comprovaram que
muitas espécies que sdo comumente utilizadas pela populacdo apresentam efeitos toxicos
(HOSSEINZADEH & YOUNESI, 2002; ADEOYE & OYEDAPA, 2004).

Assim, a avaliacdo do potencial farmacoldgico e da toxicidade de extratos vegetais sdo
relevantes, pois estes constituem a principal forma de preparacédo utilizada pela populagdo em
comunidades no municipio de Santarém-PA e em diversas regifes do Brasil no tratamento de
diversas patologias. Dessa forma, constituem um recurso acessivel que valoriza os produtos
naturais da Floresta Amazoénica, promovendo a sua preservacao e ainda aumentando a sua
importancia social e econémica.

A apresentacdo deste trabalho foi realizada segundo as normas do Programa de Pds-
Graduacdo em Recursos Naturais da Amazonia da Universidade Federal do Oeste do Para-
UFOPA. A dissertacdo foi dividida em: REVISAO DA LITERATURA sobre o0s aspectos de
plantas medicinais, caracteristicas de Plathymenia reticulata, componentes quimicos,
atividades farmacoldgicas e toxicidade de extratos de plantas medicinais, bem como sobre
testes de comportamento animal. OBJETIVOS geral e especificos. As sessdes MATERIAL
E METODOS e RESULTADOS foram apresentados em forma de artigo, organizado em um
capitulo. Capitulo 1 — Avaliacdo da atividade farmacoldgica do extrato aquoso das cascas de
Plathymenia reticulata Benth (Fabaceae) (artigo escrito de acordo com as normas da revista

Journal of Medicinal Plants Research).
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1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 Plantas medicinais

Ao longo da histéria de ocupacdo na terra 0 homem sempre utilizou os recursos da
flora para sua alimentacdo e ainda explorou as suas propriedades medicinais. Em diversos
registros e manuscritos de civilizaces da Antiguidade estdo descritos 0 uso de ervas e
vegetais com finalidade terapéutica, nos quais diferentes partes (raizes, folhas, flores, frutos e
cascas) de plantas eram utilizadas para a fabricacdo de remédios (CARVALHO, 2004).
Percebe-se que desde as sociedades mais antigas até os dias atuais, as mais diversas doencas
tém sido tratadas com chas, tinturas, infusdes, cataplasmas e unguentos obtidos a partir de
plantas medicinais (GILBERT et al., 2005).

A OMS (2002) define plantas medicinais como espécies silvestres ou cultivadas
utilizadas como recursos para aliviar, prevenir, curar ou modificar processos fisiologicos que
podem ser normais ou patoldgicos, quando estas sdo fontes de farmacos ou de seus
precursores. O uso de plantas medicinais € empregado tanto por grupos tradicionais como
também pelas populagdes urbanas, sendo este muitas vezes o Unico recurso terapéutico
disponivel ou ainda usado de forma complementar a Medicina.

Observa-se assim, que sempre houve a necessidade de pesquisar e conhecer como as
diferentes culturas ou grupos humanos fazem o uso de plantas medicinais a fim de resgatar
informacdes valiosas para a descoberta de substancias biologicamente ativas com potencial
para 0 desenvolvimento de medicamentos (MACIEL et al.,, 2002). Nesse sentido, a
Etnofarmacologia é uma ferramenta que fornece pistas sobre substancias potencialmente Uteis
no desenvolvimento de novos farmacos baseada em observacbes feitas em diversas areas
como Quimica, Bioquimica, Botanica, Farmacologia e Antropologia (FABRICANT &
FARNSWORTH, 2001).

Em 2002, a OMS lancou um plano de estratégias cujas metas principais foram: a
criacdo de politicas publicas para o incentivo a programas de aplicacdo nos Sistemas
Nacionais de Atencdo a Saude; fomento a seguranca, eficcia e qualidade da pratica da
medicina tradicional; aumento do acesso a esta pratica terapéutica e promocao do uso racional
da medicina tradicional (OMS, 2002). No Brasil, é significativo 0 numero de espécies
vegetais utilizadas sob a forma de extratos brutos no tratamento de doencas, por isso 0S
estudos cientificos sdo cada vez mais necessarios para a comprovacdo da eficicia desse

tratamento.
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Nesse sentido, observa-se que a Fitoterapia esta avancando enquanto alternativa de
cuidados com a saude, pois 0 uso de medicamentos fitoterapicos € uma pratica cada vez mais
comum (LIMA et al., 2006). Os medicamentos fitoterapicos sdo aqueles obtidos empregando-
se exclusivamente derivados de droga vegetal (extrato, tintura, Oleo, cera, exsudato, suco,
entre outros). E assim como todos os medicamentos devem oferecer garantia de qualidade,
apresentar efeitos terapéuticos comprovados, composi¢do padronizada e seguranga para 0 uso
da populacdo. A eficacia e a seguranca devem ser validadas por meio de levantamentos
etnofarmacoldgicos, documentos teécnico-cientificos em bibliografias e/ou publicacdes
indexadas e/ou estudos farmacoldgicos e toxicoldgicos clinicos e pré-clinicos (ANVISA,
2004a).

Por meio da Portaria n°. 971 de 03 de maio de 2006 que aprovou, na forma do Anexo,
a Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares no SUS (BRASIL, 2006a) foi
estabelecida a politica de uso de plantas medicinais no servico publico brasileiro, e ainda
através do Decreto n°. 5813 de 22 junho de 2006 foi aprovada a Politica de Plantas medicinais
e Fitoterapicos no pais (BRASIL, 2006b).

O Ministério da Saude, reconhecendo o potencial terapéutico das plantas medicinais e
ainda com o objetivo de promover o maior aproveitamento desses recursos pela populagéo
brasileira, aprovou a RENISUS, que inclui 71 espécies vegetais selecionadas pelo amplo uso
popular. Além disso, a finalidade da relacdo também € orientar estudos e pesquisas cientificas
gue possam subsidiar a elaboracdo da lista de plantas medicinais e fitoterapicas a serem
disponibilizados para uso da populacdo, com seguranca e eficidcia para o tratamento de
doengas (BRASIL, 2009).

1.1.2 Plathymenia reticulata Benth

Plathymenia reticulata pertence a familia Fabaceae, e foi descrita por Bentham em
1842. E conhecida popularmente como barbatimio na regido de Santarém e vinhatico na
regido Centro-Oeste, e caracteriza-se por ser uma espécie arbdrea, com cerca de 15 metros de
altura, decidua, heliofita, folhas bipinadas, flores pequenas dispostas em espigas cilindricas,
frutos em vagem, sementes aladas, xerofita seletiva (LORENZI, 2005 ) (Figura 1).

Ocorre em formagdes abertas do cerrado Brasileiro, em regides de transi¢cdo para
florestas, e ainda é caracteristica da regido de Alter do Chdo, que consiste em uma area de

florestas primarias e fragmentos de floresta cercado por vegetagdo savanica (BERNARD &
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FENTON, 2007), sendo sua ocorréncia natural j& registrada em 13 estados brasileiros e em
outros paises da América Latina (Figura 2) (LORENZI, 2005; CARVALHO, 2008).

De acordo com Aquino e colaboradores (2007), P. reticulata apresenta potencial para
sete categorias: medicinal, madeireira, tintorial, ornamental, artesanal, tanifera e apicola. A
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria — EMBRAPA considerou em 1994 esta espécie
uma das mais importantes do cerrado brasileiro por seu valor comercial, ja que possui madeira
de qualidade (ALMEIDA et al., 2001 ; HERINGER & FERREIRA, 1972; LORENZI, 2005) e
ainda devido as suas propriedades medicinais (SILVA JUNIOR, 2005).

Figura 1. a: Plathymenia reticulata Benth. b: folhas c: cascas/caule.

E uma espécie amplamente empregada pela populagdo no tratamento de doencas
infecciosas, inflamatérias, hemorragias, picadas de insetos e carrapatos (POTT & POTT,
1994) e a partir de informacdes obtidas em levantamentos etnobotanicos realizados no ano de
2011, observou-se que P. reticulata foi a espécie mais citada por moradores de comunidades
do municipio de Santarém como recurso no tratamento de inflamacgdes, infecgbes e na
preparacdo de banhos de asseio (ASSUNCAO, 2011) e ainda como antiofidica (MOURA,
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2012). Por isso, esta espécie foi selecionada para a avaliagdo das atividades farmacoldgicas e
dos seus efeitos sobre o comportamento e aprendizado animal no presente estudo.

Figura 2. Ocorréncia natural de Plathymenia reticulata Benth no Brasil. Morim, 2014.

1.1.3 Constituintes quimicos de extratos vegetais

O metabolismo vegetal est4 relacionado com os processos fotossintéticos realizados
pelas plantas e pode ser dividido em primario e secundario. Desses processos, resultam
metabolitos primarios, como os lipidios, as proteinas, os carboidratos e os acidos nucléicos, e
ainda os metabolitos secundarios que sdo sintetizados a partir do metabolismo da glicose e
que possuem funcao de defesa e comunicacdo com o ambiente (WINK, 2013).

Quando a glicose € convertida em moléculas de acido piravico pode originar
metabolitos secundarios por duas vias diferentes. Na primeira, moléculas de piruvato entram

na via do &cido chiquimico para formar todos os metabolitos secundarios aromaticos
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(alcaloides inddlicos, quinolinicos, isoquinolinicos; ligninas e lignanas; cumarinas e taninos
hidrolisaveis). Na segunda, o purivato continua sendo oxidado até a formacéo de moléculas de
acetil-coenzima A (acetil-coA). Essas podem seguir trés vias diferentes: via do ciclo do acido
citrico, via do mevalonato e via da condensacéo do acetado, formando os chamados derivados
do acetato. Na via do ciclo do &cido citrico, serdo formados os alcaloides pirrolidinicos,
tropéanicos, pirrolizidinicos, piperidinicos e quinolizidinicos. A via do mevalonato origina
terpendides e os esterdis. A combinacdo de uma unidade do acido chiquimico, e uma ou mais
unidades de acetato ou derivados desde, poderd resultar na producdo de antraquinonas,
flavonoides e dos taninos condensados (SANTOS, 2001)

Simdes e colaboradores (2007) afirmam que o fracionamento bruto com solventes de
polaridade crescente possibilita inferir as possiveis classes de substancias extraidas nas
diferentes fracGes de acordo com suas polaridades e solubilidades. O fracionamento comeca
preferencialmente com o hexano onde sdo extraidos os lipidios, ceras, pigmentos, e
furanocumarinas. Com o cloroférmio obtém-se antraquinonas livres, bases livres de alcaloides
e glicosideos cardioténicos. O acetato de etila e butanol extraem flavonoides, cumarinas
simples, triterpenos com polaridade elevada, taninos e diversas classes de heterosideos.

Os constituintes quimicos presentes em P. reticulata originam-se do mecanismo geral
de todos os metabdlitos secundarios dos vegetais. Segundo Fernandes (2002), extratos
hidroalcodlicos da casca desta espécie sdo caracterizados pela presenca de taninos,
antocianinas, saponinas e flavonoides.

Os taninos sdo considerados uns dos produtos naturais mais importantes das plantas
possuem peso molecular entre 500 e 3000 daltons, sdo sollveis em agua e consistem em
polifendis caracterizados pela capacidade de formarem complexos com macromoléculas,
como protéinas e alcaloides (HASLAM, 1996; SHAHAT & MARZOUK, 2013). A
capacidade de precipitacdo de proteinas caracteriza o sabor adstringente dos taninos, sendo
essa propriedade relevante para a protecdo dos vegetais frente aos ataques de patégenos e
herbivoros (MADHAN et al., 2005).

Estruturalmente, os taninos apresentam 12-16 grupos fendlicos, 5-7 anéis aromaticos
com 1000 unidades relativas e sdo classificados segundo a sua estrutura quimica em dois
grupos: taninos hidrolisdveis e taninos condensados (BHAT et al.,, 1998). Os taninos
hidrolisaveis consistem em polimeros de acido galico ou ésteres elagicos ligados por residuos
de acucar, geralmente D-glucose, enquanto os taninos condensados sdo polimeros formados
pela condensacdo de duas ou mais unidades de flavan-3-ol e flavan-3-4-diol, sendo também
denominados proantocianidinas ou leucocianidinas (SANTOS & MELLO, 2003).
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Dentre as atividades farmacoldgicas dos taninos j& identificadas na literatura
destacam-se as atividades antimicrobiana, antivirais, moluscidas, inibidoras de enzimas,
antitumoral e sequestradoras de radicais livres, e até de inibicdo da replicacdo do virus HIV
(KANBABAEE & REE, 2001). De acordo com Simdes e colaboradores (2007), as atividades
farmacoldgicas dos taninos sdo atribuidas a trés acdes: complexagdo com macromoléculas,
complexacdo com ions metalicos e atividade antioxidante.

Os flavonoides sdao compostos fenolicos, cuja sintese ndo ocorre na espécie humana. A
maioria dos representantes desta classe possui 15 atomos de carbono em seu nucleo
fundamental, constituido de duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés carbonos (SIMOES et
al., 2007). Os flavonoides nas plantas apresentam-se, frequentemente, oxigenados e um
grande numero ocorre conjugado com agucares, com ampla variagdo em sua estrutura. Esses
compostos aromaticos, nos vegetais, desempenham o papel de bloqueadores da radiacéo ultra-
violeta, além de atuarem na pigmentacao das espécies (SIMOES et al., 2007).

Diversos ensaios bioldgicos vém comprovando e determinando a ampla variedade das
atividades bioldgicas dos compostos flavanoidicos. Em seres humanos e animais, 0s
flavonoides apresentam efeitos potenciais como antioxidante, anti-inflamatoério, protetor
cardiaco, analgésico, antialérgico, antitumoral, antidiabético, cicatrizante, entre outras
(SIMOES et al., 2007).

As saponinas consistem em substancias derivadas do metabolismo secundéario de
plantas, que apresentam funcéo relacionada principalmente com o sistema de defesa, sendo
por isso denominadas “fitoprotetoras”, e encontradas nos tecidos vegetais mais vulneraveis
aos ataques por microrganismos e predacdo por insetos (PIZARRO, 1999; WINA et al.,
2005).

As saponinas consistem em glicosideos de esterdides ou de terpenos policiclicos que
apresentam parte de sua estrutura com carater lipofilico (triterpeno ou esteroide) e outra
hidrofilica (agUcares), sendo essa caracteristica estrutural responsavel pela propriedade de
reducdo da tensdo superficial da &gua e suas a¢des detergentes e emulsificantes (SCHENKEL
etal., 2001).

As acgdes bioldgicas variadas das saponinas estdo relacionadas com o comportamento
anfifilico e a capacidade de formar com complexos esterdides, proteinas e fosfolipideos de
membranas que podem levar a mudancas na permeabilidade ou até mesmo levar a destruicéo
celular, sendo as atividades hemoliticas, ictiotdxica e molusquicida estdo relacionadas com

esta acdo sobre as membranas (SCHENKEL et al., 2001). Esses compostos sdo importantes
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para a acdo de drogas vegetais, destacando-se o uso tradicional como expectorantes e
diuréticas (SIEDENTOPP, 2008).

As antocianinas consistem em pigmentos naturais dos vegetais pertencentes ao grupo
dos flavonoides e tém funcdo de atrair polinizadores e dispersores de sementes e proteger 0s
tecidos vegetais (EIBOND et al., 2004). H4 um crescente interesse no uso de antocianinas em
diversos segmentos, tais como a industria alimenticia, farmacéutica e cosmética, sendo
apresentados muitos beneficios na medicina tradicional em virtude de suas atividades
bioldgicas, que incluem a atividade antioxidante, anti-inflamatoria, inibicdo do LDL,
diminuigdo dos riscos vasculares e cancer (CHANG et al., 2006; CHEN et al., 2006;
TOUFEKTSIAN et al., 2008; GARCIA-ALONSO et al., 2009; XIA et al., 2009).

1.1.4 Atividades farmacologicas de plantas medicinais

Durante séculos, preparacdes contendo extratos vegetais vém sendo empregadas no
tratamento de diversas doencas (VEIGA JUNIOR & PINTO, 2005). Ao longo das ultimas
décadas, estudos etnofarmacoldgicos baseados no uso tradicional e no conhecimento popular
tém indicado o potencial farmacoldgico de certas drogas vegetais, 0 que associado ao
aprimoramento no isolamento, purificacdo e elucidacdo estrutural de compostos quimicos e a
credibilidade na eficacia e seguranca clinica, favorecem a expansdo mundial do mercado dos
fitomedicamentos (CALIXTO, 2005).

Entende-se por atividade bioldgica a habilidade especifica ou a capacidade do produto
atingir um efeito biol6gico definido, o que pode incluir a investigacdo da atividade
farmacoldgica e toxicoldgica de substancias isoladas, fracdes e extratos totais da droga
vegetal (ANVISA, 2011). Segundo Sonaglio e colaboradores (1999) a necessidade de
constatar a atividade biolégica de uma planta, e de seus produtos derivados, é abordada
considerando a necessidade de comprovacdo de uma determinada atividade farmacoldgica
atribuida pela medicina popular, ou estabelecendo estratégias para o desenvolvimento
tecnoldgico, pois a validacdo do processo tecnoldgico exige a conservacdo da composicdo
quimica e da atividade farmacoldgica a ser explorada.

Neste contexto, as plantas sdo consideradas uma fonte importante de produtos naturais
biologicamente ativos que podem ser utilizados na sintese de muitos farmacos (WALL &
WANI, 1996). Sendo importante destacar, que a indicacdo do uso de medicamentos

fitoterapicos ndo tem o objetivo de substituir os medicamentos registrados e comercializados
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com efichcia j& comprovada, mas sim, aumentar o arsenal terapéutico, ofertando
medicamentos equivalentes, registrados e com eficicia comprovada (RATES, 2001).

Por isso, muitos estudos etnobotanicos e farmacologicos tém sido desenvolvidos nos
ultimos anos com o objetivo de identificar espécies promissoras e ainda explorar esse
potencial para as mais diversas atividades farmacoldgicas, tais como: antitumoral
(PARISOTTO et al., 2012; YILDIRIM, 2013), antioxidante (BELLIK, 2014); antiofidica
(MOURA et al., 2013), antimicrobiana (ALEKSIC & KNEZEVIC, 2014; SARRAZIN et al.,
2012); antinociceptiva (REYNOSO et al., 2013) anti-inflamatoria (KUMARI et al., 2014),

entre outras.

1.1.4.1 Atividade antinociceptiva

A dor consiste em um mecanismo de alerta do organismo que indica a presenga de um
estimulo lesivo e que aciona respostas protetoras apropriadas (WOOLF & SALTER, 2000;
JULIUS & BASBAUM, 2001). Dessa maneira, o funcionamento adequado do sistema
nociceptivo é essencial para proteger o organismo de danos teciduais. Entretanto, sob
condicBes patoldgicas, este sistema se torna sensibilizado e a dor transforma-se em uma
doenga (ZEILHOFER, 2005). De acordo com a Associacdo Internacional para o Estudo da
Dor (IASP do inglés, International Association for the Study of Pain), a dor pode ainda ser
definida como uma “experiéncia sensorial e emocional desagradavel que esta associada com
lesGes reais ou potenciais ou descrita em termos de tais lesées (LOESER & TREEDE, 2008).

Pode-se ainda classificar a dor levando-se em consideragdo alguns parametros como a
duracdo, origem (fisiol6gica ou ndo) e localizacdo, podendo esta ser mediada pelo SNC ou
periférico. No que se refere a duracdo, a dor pode ser classificada como aguda ou cronica. A
dor aguda é caracterizada por ser pontual delimitada e desaparecer com a resolucdo do
processo patoldgico. A dor cronica persiste por um longo periodo de tempo, sendo associada a
processos patoldgicos crénicos e mudancas no padrdo de transmissao neuronal (ALMEIDA et
al., 2004).

De maneira precisa, a dor € um resultado subjetivo da nocicep¢do, que pode ser
definida como o processo no qual estimulos térmicos, mecanicos ou quimicos nocivos sdo
detectados por fibras nervosas periféricas, denominadas nociceptores (BASBAUM et al.,
2009). Assim, enquanto a dor representa uma percepgdo subjetiva com uma dimensdo
psicoldgica, a nocicepgao consiste na recepcdo de estimulos pelos nociceptores que codificam

sinais para fornecer informagdes ao SNC da existéncia da lesdo. Portanto, dor € o termo mais
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apropriado para referir-se ao homem e nocicepcdo 0 termo indicado para animais
experimentais (JULIUS & BASBAUM, 2001).

Os nociceptores sdo terminaces nervosas livres na pele que respondem apenas aos
estimulos intensos, potencialmente danosos. Extremamente heterogéneos, diferem quanto aos
tipos de neurotransmissores que contém, 0s receptores e canais ibnicos que expressam, na
velocidade de condugdo, nas suas propriedades de resposta ao estimulo nocivo e sua
capacidade de serem sensibilizados durante a inflamacéo, lesdo e doenga (STUCKY et al.,
2001).

Inimeras substancias algogénicas (causadoras de dor) que afetam a sensibilidade dos
nociceptores sdo liberadas dentro do tecido extracelular em consequéncia do dano tecidual.
Histamina, bradicinina, acetilcolina, serotonina e subtancia P sdo substancias quimicas que
aumentam a transmisséo da dor, e as prostaglandinas sao por sua vez capazes de aumentar a
sensibilidade dos receptores dolorosos ao estimularem o efeito de provocacdo da dor da
bradicinina. Esses mediadores quimicos também causam vasodilatagdo e permeabilidade
vascular aumentada, resultando em rubor, calor e edema da area lesionada (SMELTZER et
al., 2009).

Quando a nocicepgdo € iniciada, os potenciais de a¢do nociceptivos sdo transmitidos
pelo sistema nervoso periférico. Os neurdnios de primeira ordem viajam da periferia (pele,
cornea, 6rgdos viscerais) até a medula espinhal através do corno dorsal (SMELTZER et al.,
2009). Existem dois tipos principais de fibras envolvidas na transmissdo da nocicepcdo. As
fibras Ao (A delta) sdo mielinizadas e menores, transmitindo rapidamente a nocicepg¢ao e as
fibras do tipo C que sdo fibras maiores, ndo mielinizadas e que transmitem a nocicepgéo de
forma mais lenta (BASBAUM et al., 2009).

A estimulacdo dos nociceptores gera potenciais de acdo que sdo conduzidos pelas
fibras dos neurénios sensoriais primarios aos neurénios de segunda ordem no corno dorsal da
medula espinhal, ascendendo para o cortex (Figura 3) (CHENG & JI, 2008). Assim como
todos os neurdnios sensoriais primarios do sistema somatosensorial, 0s nociceptores possuem
seus corpos celulares no ganglio da raiz dorsal ou trigeminal e um axdénio que se bifurca em
um ramo periférico (para inervar o tecido alvo periférico) e um ramo central (o qual entra no
SNC para fazer sinapse com neurbnios nociceptivos de segunda ordem) (WOOLF & MA,
2007). As fibras nervosas aferentes primarias projetam-se para o corno dorsal da medula
espinhal, o qual é organizado em laminas anatomicamente e eletrofisiologicamente distintas.
Por exemplo, nociceptores Ad projetam-Se para as laminas | e V, enquanto que as fibras C

projetam-se para laminas mais superficiais 1 e Il (BASBAUM et al., 2009).
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Os axoénios dos neurdnios de segunda ordem constituem os feixes aferentes que
transmitem os impulsos nociceptivos para as estruturas do tronco cerebral e diencéfalo
incluindo o talamo, substancia cinzenta periaquedutal, hipotalamo, entre outros (ALMEIDA
etal., 2004).

Fibras Ad

Alvos
supraespinhais

Fibras AR

Ventral

Figura 3. Via aferente primaria e suas conexdes no corno dorsal da medula espinhal. Fibras C
ndo-mielinizadas e fibras A3 mielinizadas transmitem o impulso nociceptivo até o corno da
medula espinhal. Ocorre entdo sinapse com 0s neurdnios de segunda ordem que ascendem para 0
cortex. Extraido de Millioan & Watkins (2009).

Os analgésicos correspondem a maior categoria de farmacos no mercado, no entanto
nas ultimas décadas a procura por novas drogas analgesicas com maior agdo e menos efeitos
colaterais tem sido continua (ELIZABETSKY & CASTILHOS, 1990). Esses medicamentos
sdo divididos em dois grupos: os analgésicos opioides e os anti-inflamatérios ndo-esteroidais
(AINES). As drogas opidides incluem a morfina e a codeina e sdo muito efetivas no
tratamento da dor, porém a sua aplicacdo torna-se limitada por apresentarem muitos efeitos
colaterais como hipotensdo, bradicardia, nauseas, constipacao, depressao respiratéria, além da
rapida tolerancia e dependéncia fisica associada ao seu uso (RANG et al., 2012).

Os AINES correspondem a uma grande variedade de drogas de diferentes classes
guimicas como &cidos salicilicos, acidos propridnicos, acidos acéticos, oxicans, fenomatos e

pirazolonas e em sua maioria possuem acdo analgésica, anti-inflamatéria e antipirética.
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Apresentam diversos efeitos indesejaveis como hemorragias, Ulceras gastricas, reactes
cuténeas, disfuncdo renal e hepéatica, porém ndo estdo relacionadas com tolerancia e
dependéncia por uso cronico (RANG et al., 2012).

Nessa perspectiva 0os produtos naturais sdo uma importante alternativa como fontes
promissoras no desenvolvimento de medicamentos para o tratamento da dor. E para a
avaliacdo desse potencial, diversos modelos experimentais sdo utilizados para verificar a
nocicep¢do em animais, como o teste da placa quente, o teste de retirada da cauda (tail-flick),
além do teste das contor¢bes abdominais induzidas por acido acético e do teste da formalina,
que sdo os mais aplicados (SANTOS et al., 1998).

O teste da formalina € um método de avaliacdo comportamental utilizado para medir a
efetividade de agentes antinociceptivos, sendo esse modelo associado a dor causada por uma
lesdo tecidual, no qual a resposta comportamental provocada pela injecdo de formalina na
pata traseira do animal é quantificada (DUBUISSON & DENNIS, 1977; HUNSKAAR &
HOLE, 1987; MARTINS et al., 2006). Esse teste tem a vantagens em relagdo a outros
métodos de nocicepc¢do, pois possibilita a avaliacdo de dois tipos diferentes de dor por um
periodo prolongado e, assim, permite o teste de analgésicos com diferentes mecanismos de
acdo (RANDOLPH & PETERS, 1997).

As respostas comportamentais a formalina seguem um padréo bifasico composto de
uma fase inicial aguda (primeira fase), imediatamente ap6s a injecdo de formalina e se estende
pelos primeiros 5min (dor neurogénica ou aguda). Essa fase esta relacionada com a
estimulacdo quimica direta dos nociceptores das fibras aferentes do tipo C e, em parte, das
fibras do tipo Ad, associada ainda a liberacdo de aminoacidos excitatorios, 6xido nitrico (NO)
e substancia P. O periodo mais prolongado (segunda fase) ocorre entre 15 e 30 minutos apés a
injecdo de formalina, caracterizado pela liberacdo de varios mediadores pré-inflamatorios,
como bradicinina, prostaglandinas e serotonina, entre outros. O intervalo de quiescéncia entre
a primeira e a segunda fase € resultado de uma inibi¢do da transmissdo nociceptiva através de
circuitos supra-espinhais e espinhais (HUNSKAAR & HOLE, 1987).

Diversos extratos vegetais utilizados na medicina popular apresentam efeitos frente a
modelos experimentais e sdo recursos promissores para aplicacdo no tratamento de doencas
dolorosas. Em um estudo desenvolvido por Walker e colaboradores (2013), extratos de
Mirabilis jalapa, uma espécie de uso popular no Brasil, exibiram efeito antinociceptivo em
modelos de dor clinicamente relevantes, que pode ser mediado pela ativacdo do sistema
colinérgico através da inibicdo da acetilcolinesterase. J& Heidari e colaboradores (2006)

afirmam que o extrato metanolico das pétalas de Echium amoenum induz uma resposta na
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segunda fase da formalina em relacdo ao controle. Este extrato é rico em antocianinas,
alcaloides e flavonoides, sendo este Gltimo um importante metabdlito secundério com
atividade analgésica in vivo.

Rején-Orantes e colaboradores (2013) sugerem que a administracdo de doses baixas
do extrato aquoso das raizes de Mimosa albida resulta em efeitos antinociceptivos através de
mecanismos que ndo envolvem a acdo de opioides, confirmando o uso etnofarmacoldgico da
espécie. De maneira contraria, 0 mecanismo de analgesia induzido pelo extrato das sementes
de Peganum harmala nos testes da placa quente e formalina demonstra que esse extrato, rico
em alcaloides, apresenta principios ativos com efeito antinociceptivo de agdo central e
periférica que podem ser mediados por receptores opidides (FAROUK et al., 2008).

1.1.4.2 Atividade anti-inflamatéria

As células e tecidos de um organismo vivo podem ser lesionadas ou mortas por
agentes fisicos, quimicos e infecciosos, levando a uma resposta inflamatéria ou inflamacao
nos tecidos saudaveis adjacentes ao sitio da lesdo. A inflamagdo ou flogose é definida por
Brasileiro Filho (2011) como uma reacdo dos tecidos a um agente agressor caracterizada
morfologicamente pela saida de liquidos e de células do sangue (leucdcitos) para o intersticio,
destinada a neutralizar, controlar ou eliminar o agente agressor e preparar o sitio afetado para
a reparacéo.

A reacdo inflamatdria é conhecida desde a antiguidade pela observacdo de seus sinais
clinicos, no entanto s6 foi observada cientificamente em 1794 por John Hunter. No século
XIX, Cohnhein estabeleceu os trabalhos classicos de experimentacdo da inflamacéo utilizando
membranas interdigitais de rds mostrando a exsudacdo celular e alteracfes vasculares apds a
irritacdo da pele. No século XX, os estudos experimentais progrediram e possibilitaram a
descoberta do primeiro mediador quimico da inflamac&o (histamina) e até hoje esses modelos
experimentais colaboram para os conhecimentos sobre esse processo fisiolégico, entre os
quais se destacam a inflamacdo induzida em patas de ratos por calor ou irritante quimico,
inflamacdo induzida por agente inerte, inflamacdo provocada por laminulas de vidro, entre
outros (BRASILEIRO FILHO, 2011).

A inflamacéo é uma resposta inespecifica (ndo depende da etiologia) que visa servir a
uma funcdo protetora. No entanto, independente de sua etiologia, uma sequéncia geral de
eventos acontece na resposta inflamatoria local, que envolve alteragcdes na microcirculagéo,

incluindo a vasodilatacdo, permeabilidade vascular aumentada e a infiltracdo celular
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leucocitica. A medida que essas mudancas acontecem, sdo produzidos cinco sinais cardinais
da inflamacéo: rubor, calor, edema, dor e perda da funcdo local. (SMELTZER et al., 2009)
(Figura 4).

Fuptura da mtegridade tecidual

! v

Lesia Comprometimento 1squemico

v

FResposta inflamatdria

W

Feacio 1mune

-
Alteragdes vasculares: Alteragoes celulares:
Vasodilatagio Fagocitosze
Permeabihidade capilar Leucocitos {granulocitos e monocttos)
Flaxo sanguineo Liberagio de mediadores guimicos (mastocitos
Congestio tecidual e macrofagos)

5 Fespostas organicas e
L l

Efeitos locals: Efertos sistémicos:
Entema Febre
Calor Leucocitose
Edema Mal-estar
Fubor Anorexia
Perda da funcdo local Sepse

Figura 4. Resposta Inflamatdria. Adaptado de SMELTZER et al., 2009

A vasoconstricdo transitoria que acontece logo apdés a lesdo, é seguida por
vasodilatacdo aumento do fluxo sanguineo através da microcirculagdo até a area de
comprometimento tecidual, levando ao surgimento do rubor e calor locais. Em seguida, a
estrutura do sistema microvascular se modifica para acomodar 0 movimento da proteina
plasmatica do sangue dentro dos tecidos. Apos esse aumento na permeabilidade vascular, os
liquidos plasmaticos extravasam para dentro dos tecidos inflamados, produzindo o edema. A
migracdo leucocitaria ocorre através do endotélio e se acumula no tecido no sitio da lesdo. A

dor que ocorre € atribuida a pressdo dos liquidos ou edema nas terminagdes nervosas e a
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irritacdo dessas terminacgBes devido a liberacdo de mediadores quimicos, sendo a bradicinina
um dos mediadores suspeitos de desencadear esse efeito. A perda da funcdo estd mais
provavelmente relacionada com a dor e o edema, mas 0 mecanismo exato, ndo é totalmente
conhecido (SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY, 2004).

A medida que o fluxo sanguineo aumenta e o liquido extravasa para dentro dos tecidos
adjacentes, os elementos formadores (eritrocitos, leucdcitos e plaquetas) permanecem no
sangue, fazendo com que ele se torne viscoso. Os leucocitos presentes nos vasos migram até o
sitio da lesdo para engolfar os organismos agressores e para remover os residuos celulares, por
meio da fagocitose. O fibrinogénio extravasado coagula, formando a fibrina para a formacéo
do codgulo, que serve para isolar a &rea lesionada e evitar a disseminacdo da infeccéo
(SMELTZER et al., 2009).

Todo esse processo é desencadeado em sua maioria pela participacdo de mediadores
quimicos, como a histamina e as cininas que induzem altera¢fes vasculares ap6s a lesdo
tecidual. A histamina estd presente em muitos tecidos do organismo, mas sua maior
concentracdo esta nos mastocitos. Ela € liberada quando a lesdo é iniciada e é responsavel
pelas alteracdes iniciais na vasodilatacdo e a permeabilidade vascular. As cininas aumentam a
vasodilatacdo e a permeabilidade vascular, e também atraem os neutrofilos para o local.
Prostaglandinas também sdo um grupo de substdncias que causam o0 aumento da
permeabilidade vascular (SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY, 2004).

E importante destacar que o processo inflamatério é diferente de uma infeccdo, pois
um agente infeccioso é somente um dos fatores que pode deflagrar uma resposta inflamatoria.
A infeccdo existe quando o agente infeccioso estéd vivendo, crescendo e se reproduzindo nos
tecidos e ainda é capaz de superar as defesas naturais do organismo. Bactérias e fungos sao 0s
principais agentes infecciosos relacionados com esse processo patoldgico, e desencadeiam
desde infeccbes locais até infecgbes sistémicas que afetam a saude dos seres humanos
(SMELTZER et al., 2009).

Apesar do recente progresso no desenvolvimento de novas drogas com fins
terapéuticos, ainda existe uma busca exaustiva por anti-inflamatérios potentes e efetivos.
Atualmente, os anti-inflamatorios utilizados, como os inibidores de ciclooxigenase e
corticoides, possuem inumeros efeitos colaterais como gastrite, Ulcera gastrica, alteracGes
hemostaticas, predisposi¢édo a infarto agudo do miocardio, dentre outros (KONTOGIORGIS
etal., 2002).

Moléculas de origem vegetal apresentam importantes atividades anti-inflamatorias e

muitas de suas acgdes séo relacionadas a habilidade de inibir a sintese ou ac¢éo de citocinas,
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quiocininas e moléculas de adesdo, vias do acido araquiddnico e NO, além de inibicdo do NF-
kB (CALIXTO et al., 2004).

As preparacdes de plantas, por sua vez, frequentemente inibem mais de uma via de
acao, maximizando os efeitos anti-inflamatérios e minimizando efeitos adversos (SCHMITZ
& BACHER, 2005). Isso ocorre em virtude de uma mistura de substancias que podem agir
sinergicamente ou antagonicamente, através de diferentes mecanismos de ac¢do. Além disso,
sugere-se que compostos derivados de plantas possam ser utilizados na forma de
monopreparados ou em associacdo aos medicamentos atuais, com o objetivo de diminuir os
custos e aumentar a eficacia (CALIXTO et al., 2004).

Muitos extratos e compostos isolados de espécies de plantas com uso popular
demonstraram promover a inibicdo COX e/ou 5-LOX, como a Achillea illefolium, Echinacea
angustifolia, Echinacea purpurea, Hamamelis virginiana, Juniperus communis, Ledum
palustre, Polygonum aviculare, Sanguinaria canadensis e Tanacetum vulgare (BORCHERS
et al., 2000). Outras plantas como a Glycyrrhiza glabra, impedem a inflamacéo atuando na
inibicdo da COX e ainda da enzima fosfolipase A,, exibindo uma atividade comparavel a
hidrocortisona. A Arnica montana atua inibindo alvos centrais do processo inflamatorio como
o fator de transcricdo NF-kB, que resulta na supressdo da transcricdo génica de alguns
mediadores pré-inflamatorios (MERFORT, 2003).

1.1.4.3 Atividade antimicrobiana

Em relagdo a uma significativa quantidade de bactérias e fungos encontrados no meio
ambiente, uma pequena é patogénica e responsavel pelo surgimento de infeccGes de interesse
médico. De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2007): Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus spp, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
spp., Enterobacter spp., Eschericia coli e a levedura Candida albicans sdo os patdgenos
infecciosos de maior importancia clinica e, por isso, sdo preconizados para estudos em que se
avaliam o potencial antimicrobiano de determinados produtos.

As drogas com potencial anti-infeccioso correspondem a aproximadamente 50% das
drogas investigadas e aprovadas, derivadas de produtos naturais no periodo entre 2000 e 2006.
Esse amplo interesse é justificado pela velocidade em que ocorre o processo de resisténcia dos
microrganismos patogénicos aos medicamentos existentes no mercado, superando a
capacidade de industria na producdo de novas drogas (NEWMAN & CRAGG, 2007; BUSH,
2004; FERRONATTO et al., 2007).
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As propriedades antimicrobianas de plantas estdo relacionadas a compostos
sintetizados no metabolismo secundéario das mesmas, como os compostos fendlicos, que
podem ser parte dos Oleos essenciais e também dos taninos (SAXENA et al., 1994). Tais
produtos podem atuar no metabolismo intermediario ativando enzimas, alterando a acdo de
inibidores que influenciam os nutrientes do meio, interferindo nos processos enzimaticos em
nivel nuclear ou ribossomal, provocando altera¢cdes nas membranas ou ainda interferindo no
metabolismo secundario (COWAN, 1999).

Estudos vém sendo realizados com o objetivo de comprovar a propriedade
antimicrobiana de plantas utilizadas na cultura popular (FABRI et al., 2011; MOUOKEU et
al.,, 2011; HUMEERA et al.,, 2013). O extrato de planta consiste em uma mistura de
compostos bioativos que atuam na permeabilidade da membrana e na respiracdo celular
microbiana, causando a morte (bactericida) ou apenas inibindo o crescimento microbiano
(bacteriostatico) (SILVEIRA, 1997).

Bussman e colaboradores (2010) avaliaram a atividade antimicrobiana de 141 plantas
medicinais utilizadas tradicionalmente para o tratamento de infeccbes e verificaram que 0s
extratos etandlicos de 51 espécies inibiram Escherichia coli e 114 extratos etandlicos inibiram
Staphylococcus aureus. Em contraste, apenas 30 extratos aquosos mostraram atividade contra
Escherichia coli e 38 extratos foram ativos contra Staphylococcus aureus. Yim e
colaboradores (2013) verificaram que o0s extratos aquosos de 14 espécies de plantas
medicinais demonstraram atividade antimicrobiana contra cinco tipos de bactérias orais
patogénicas, o que levou esses autores a sugerirem gque plantas com potencial antimicrobiano
comprovado, podem ser utilizadas no tratamento de doencas.

Diversas metodologias sdo empregadas para a determinagdo da atividade
antimicrobiana, tais como o método de disco difusdo em agar, microdiluicdo em caldo,
bioautografia, sendo possivel a partir dessas técnicas a andlise de varios compostos e de
diferentes espécies de microrganismos concomitantemente (FARMACOPEIA BRASILEIRA
IV, 1988; NCCLS, 2004; SHAHVERDI et al., 2007).

O método de disco difusdo em agar é empregado desde a década de 40, utilizando-se
discos de papel filtro como reservatorios que sdo mantidos em contato com um meio de
cultura sélido, inoculado com um determinado microrganismo. Apo6s 0 tempo adequado de
incubacéo, afere-se o didmetro do halo de inibicdo (zona clara onde ndo houve crescimento
microbiano) ao redor da substéncia avaliada (NCCLS, 2002). Neste método a informacédo €
qualitativa, util para estabelecer a sensibilidade do microrganismo, mas pode apresentar

problemas com as substancias que néo se difundem no meio (ZACCHINO, 2001).
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A técnica de microdiluicdo em caldo emprega a amostra a ser testada dissolvida em
um meio sélido ou liquido conveniente e possui a vantagem por ser um método quantitativo.
A desvantagem deste método reside no fato do excessivo trabalho envolvido na realizacao, no
consumo consideravel de material e de estar sujeito a solubilidade no sistema aquoso
(FREIBURGHAUS et al., 1996). Apesar de existirem diferentes métodos para avaliar a
atividade antimicrobiana, eles ndo podem ser comparados, pois algumas metodologias
favorecem a interacdo droga-microrganismo, propiciando melhores resultados (AHMAD &
BEG, 2001).

1.1.5 Toxicidade de extratos vegetais

A toxicidade é caracterizada como o potencial de uma substancia em causar lesdes ao
corpo, considerada um evento complexo in vivo, pois pode desencadear um dano celular
direto, gerando respostas fisioldgicas, como efeitos inflamatérios ou sistémicos (SMELTZER
et al., 2009). Qualquer substancia pode ser considerada um agente tdxico, de acordo com as
condicdes de exposicdo como a dose, tempo, frequéncia de exposicdo e a via de
administracdo. Por isso é fundamental conhecer as condi¢Ges seguras de uso das mais
variadas substancias quimicas a fim de evitar danos & saide do homem ou ainda agravos ao
meio ambiente e 6bitos (ANVISA, 2004b).

O uso de plantas com finalidade terapéutica, bem como de outras substancias exige a
avaliacdo de parametros como a atividade bioldgica e principalmente a sua toxicidade
(CALIXTO, 2005). Existe na populacdo a crenca na “naturalidade indcua” desses produtos,
baseada na tendéncia em acreditar que 0s recursos existentes na natureza foram criados para
satisfazer as necessidades humanas, ndo existindo riscos em seu consumo (CARVALHO,
2001). Além disso, as informacdes a respeito de intoxicagdes e efeitos colaterais dificilmente
chegam ao alcance da populacdo, principalmente a de baixa renda (SILVA et al., 2006).
Dessa forma, os estudos toxicoldgicos sdo importantes para avaliar a ideia errénea de que 0s
produtos naturais sdo isentos de efeitos tdxicos ou adversos, e que somente o uso popular de
plantas medicinais é suficiente para a validacdo da eficacia desses recursos como
medicamentos (ATSAMOA et al., 2011).

Estudos que avaliam os efeitos toxicos de Plathymenia reticulata sdo escassos.
Albuquerque (2009) verificou a citotoxicidade de diferentes concentracbes do extrato
hidroalcodlico desta espécie, que foi avaliada in vitro em células ovarianas de hamster chinés,

sendo a DL 50 = 1.1379,67 mg/kg e in vivo durante a gestacdo de ratas, no qual foi
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demonstrado que ndo ocorreu ma formacdo congénita. Porém, no decorrer do experimento
observou-se reabsorcdo de fetos dos grupos experimentais com a dose de 1,0 g/Kg,
contrastando com o indice de implantacdo, o que indica uma falha no desenvolvimento
embrionario, provavelmente ocasionada pela administracdo do extrato.

Della Torre et al. (2011), demonstraram que 0 extrato etandlico de Plathymenia
reticulata apresentou atividade mutagénica nos ensaios de mutagenicidade de Salmonella
(teste de Ames) e no teste de micronucleos. De forma geral, estes resultados demonstram que
mais estudos toxicologicos sdo necessarios para a avaliacdo dos riscos de toxicidade que
podem estar associados ao uso desta espécie como recurso terapéutico, principalmente, no que
diz respeito aos riscos de neurotoxicidade, que geralmente esta associada ao uso a longo prazo

de substancias toxicas.

1.1.6  Neurotoxicidade

O sistema nervoso consiste em duas divisdes: o sistema nervoso central (SNC),
incluindo o cérebro e a medula espinhal, e o sistema nervoso periférico, que inclui 0s nervos
cranianos e espinhais. A funcdo do SNC é controlar todas as atividades motoras, sensoriais,
autondmicas, cognitivas e comportamentais. O cérebro, propriamente dito, possui mais de 100
bilhdes de células que ligam as vias motoras e sensoriais, monitoram 0s processos corporais,
respondem aos ambientes externo e interno, mantém a homeostase e dirigem todas as
atividades psicoldgicas, bioldgicas e fisicas através de mensagens quimicas e elétricas
(SMELTZER et al., 2009).

A neurotoxicidade constitui os efeitos adversos, tanto estruturais quanto funcionais
causados pela acdo de agentes bioldgicos, fisicos e quimicos no sistema nervoso periférico e
central, que podem ser permanentes ou irreversiveis e afetarem a capacidade de adaptacdo do
organismo ao ambiente e promover a diminuicdo no tempo de sobrevivéncia e reproducdo
(SLIKKER & BOWYER et al., 2005). Essas manifestacGes tdxicas podem consistir em
efeitos discretos, como a reducdo do nivel de atencdo e dificuldade de concentracdo, ou até
mesmo em um comprometimento mais severo da capacidade psicomotora e cognitiva
(BRASILEIRO FILHO, 2011).

Alteracdes nas vias de sinalizacdo celular, perturbacdes da estrutura genémica e
interrupgdo do processo de comunicacdo sdo algumas das alteracbGes causadas as células

nervosas ap0s a exposicdo a compostos neurotoxicos. Estes compostos podem causar
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deficiéncias funcionais celulares transitorios, ou mesmo permanentes, e ainda danos celulares
e/ou morte celular (SONG et al., 2011).

O sistema limbico € uma das principais areas do SNC afetadas por substancias toxicas,
sendo nesta regido localizado o hipocampo, responsavel pelos processos de aprendizagem e
memoria, além do processamento de informagdes comportamentais (LIU et al., 2013). A
regido dorsal do hipocampo estd relacionada com os processos de memdria espacial e
aprendizagem, e a regido ventral tem sua funcdo relacionada com a ansiedade
(BANNERMAN et al.,, 2004). O cerebelo € reconhecido também como uma regido
frequentemente afetada pela acdo de substancias tdxicas, e esta relacionado com coordenacgao
motora, equilibrio, além de funcbes cognitivas e sensoriais (MURDOCH, 2010).

Estudos cientificos sobre o comportamento animal tém demonstrado que o0s
organismos séo capazes de adquirir informacdes sobre muitos aspectos do ambiente e também
de seu proprio comportamento, registrar e conservar os eventos relevantes de modo
codificado em seu SNC. Desse modo, 0s estudos experimentais in vitro e, principalmente, os
modelos in vivo considerados cruciais para a elucidacdo dos mecanismos moleculares e
celulares da neurotoxicidade (FARINA et al., 2011).

1.1.7 Testes de comportamento animal

Em virtude da complexidade funcional do sistema nervoso, da natureza multipla dos
eventos neurotoxicos, da variabilidade e inacessibilidade dos sitios celulares e ainda dos
efeitos tardios das substancias tdxicas, os recursos para a avaliacdo de efeitos neurotdxicos
sdo limitados, sendo destaque, nesse sentido, o parametro neurocomportamental. Existem
diversos modelos comportamentais que podem ser aplicados para avaliacdo de alteracdes de
funcBes cognitivas, como, por exemplo, aprendizagem e memdria, ja que a principal regido do
sistema nervoso afetada pela acdo de substancias toxicas é o hipocampo, cuja funcdo esta
relacionada com a memdria e o aprendizado, consideradas fungdes basicas do SNC (MANZO,
1995; SMELTZER et al., 2009).

Os métodos comportamentais objetivam avaliar respostas de animais quanto a fungéo
motora de por meio de metodologias de esforco e resisténcia muscular, funcdo sensorial e
comportamento cognitivo, sendo este avaliado através de pardmetros como o aprendizado e
memoria espacial (KULLIG et al., 1996).

A memoria espacial corresponde a funcdo do cérebro responsavel pelo

reconhecimento, codificacdo, armazenamento e recuperacdo de informacdes espaciais sobre a
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disposicdo de objetos e rotas especificas (KESSELS et al., 2001). O labirinto aquatico de
Morris consiste na analise comportamental mais conhecida e aceita para a avaliacdo deste
parametro (D’HOOGE e DE DEYN, 2001).

OBSERVADOR

Figura 5. Labirinto Aquético de Morris. Foto: Ellen Aranha

O teste de labirinto aquéatico de Morris (Figura 5) consiste na verificacdo da cognigédo
em ratos por meio de uma atividade que avalia a memdria espacial dependente do hipocampo
(MORRIS, 1984). Estes animais serem nadadores natos e apresentam bom desempenho na
localizacdo de uma plataforma de escape submersa em um tanque. Por apresentarem aversdo a
agua, a fuga para a plataforma é a principal motivacdo deste aprendizado, e apds alguns
treinos 0s animais mesmo sem ver, ouvir ou sentir o odor da plataforma aprendem a alcanca-
la pelo caminho mais curto (MORRIS, 1984; LUCAS et al., 2005).

Outro teste aplicado para a avaliagdo da memoria em ratos € o do labirinto em Y
(Figura 6) foi proposto por Montgomery nos anos 50. O objetivo é avaliar a memdria espacial
e a ansiedade de animais, submetidos a um ambiente novo, fundamentado na habilidade inata

de roedores na exploracdo de novos ambientes (CHEN et al., 2010).
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Figura 6. Labirintoem Y

O teste do campo aberto (Figura 7) tem por finalidade a avaliacdo de uma atividade
depressora ou estimulante de um composto quimico sobre SNC de animais, por meio do
efeito deste na memoria espacial. A locomocdo e sedacdo sdo utilizadas como parametros
comportamentais que tendem a aumentar ou diminuir de acordo com o efeito da substancia
quimica (OLIVEIRA et al., 2008).

Figura 7. Campo aberto
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O teste da caixa clara-escura foi proposto por Denoble et al. (1986), e consiste em um
modelo experimental de esquiva inibitoria aplicado para avaliagdo da memdria aversiva,
baseado na aversdo natural dos roedores a areas iluminadas e no comportamento exploratério
habitual (Figura 8). O comportamento natural do animal é inibido pela aplicacdo de choques
elétricos de baixa amperagem, portanto a aprendizagem é observada pela inibicdo do
comportamento exploratorio (MAZZAMBANI et al., 2005).

Figura 8. Caixa Clara-escura

Dunham e Miya (1957) propuseram o teste da barra goratoria (Rotarod) que é
utilizado na avaliacdo da coordenacdo motora em ratos. O equipamento utilizado possui uma
haste com giro circular que mantem velocidade constante ou crescente (Figura 9) e fornece
uma estimativa sobre o nivel de coordenacdo neuromuscular dos animais, uma vez que
diversas drogas podem provocar perturbacdo nesse parametro, o que leva a reducdo do tempo
de permanéncia dos animais sobre a haste (CASTAGNE et al, 2013).
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Figura 9. Barra giratoria

Levando-se em consideragdo 0s riscos associados ao uso de produtos naturais sem
averiguacdo da eficacia e seguranca, os extratos vegetais com fins farmacoldgicos e
terapéuticos devem ser avaliados quanto a sua toxicidade. Uma vez que estudos de bases
toxicologicas sdo fundamentais antes da utilizacdo de espécies vegetais no desenvolvimento
de novos medicamentos, pois uma substancia altamente téxica pode provocar efeitos danosos
aos organismos vivos ou ao meio ambiente mesmo que seja utilizada em doses baixas,
enguanto que as de baixa toxicidade necessitam de altas doses para promover um efeito toxico
(HARIZAL etal., 2010).
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar as atividades farmacoldgicas e o efeito do extrato aquoso das cascas de
lathymenia reticulata sobre o comportamento e aprendizagem em ratos, bem como determinar

o seu perfil fitoquimico.

1.2.2  Obijetivos especificos

v Determinar a concentracao inibitéria minima do extrato aquoso de P. reticulata;
v Determinar as concentracdes bactericida e fungicida minimas do extrato aquoso de P.
reticulata;

v" Investigar o efeito antinociceptivo do extrato aquoso de P. reticulata

<\

Investigar o efeito antiedematogénico do extrato aquoso da entrecasca de P. reticulata;
v' Avaliar o efeito do extrato aquoso de P. reticulata sobre o comportamento e

aprendizagem em ratos
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Resumo:

Plathymenia reticulata Benth é uma planta medicinal empregada no tratamento de diversas
doencas, em especial por comunidades tradicionais das savanas amazonicas no municipio de
Santarém, estado do Para — Brasil. O objetivo desse estudo foi avaliar as atividades
farmacoldgicas e o efeito do extrato aquoso das cascas de Plathymenia reticulata (EAPR)
sobre o comportamento e aprendizagem em ratos, bem como determinar o seu perfil
fitoquimico. Para isso, a atividade antimicrobiana foi verificada pelos métodos de
microdiluicdo em caldo e por meio das concentracdes bactericida e fungicida minimas, a
atividade antinociceptiva foi avaliada por meio do teste da formalina, a atividade
antiedematogénica por meio do teste de edema de pata induzido por carragenina e o testes do
labirinto aquéatico de Morris, labirinto Y, campo aberto, caixa clara-escura e barra giratéria
foram realizados para a avaliagdo do comportamento e aprendizagem em ratos. A analise
fitoquimica foi realizada através de cromatografia em camada delgada. O EAPR apresentou
acdo promissora contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, com concentracdo
inibitéria minima de 0,0008 mg/mL para Enterococcus faecalis e de 0,0004 mg/mL para
Klebsiella pneumoniae, mas néo foi eficiente frente as leveduras do género Candida. O EAPR
na dose de 240 mg/kg inibiu em 100% o tempo de lambidas das patas na fase inflamatéria do
teste da formalina, mas ndo apresentou efeito antinociceptivo em nenhuma das doses testadas
na fase neurogénica. No teste do edema de pata induzido por carragenina, o0 EAPR na dose de
240 mg/kg reduziu 82,41%, 80,95%, 81,87% e 86,90% do volume do edema na 18 28 3% e
4%h, respectivamente, apOs administracdo da carragenina. Em relacdo a avaliacdo do
comportamento e aprendizagem em ratos, o extrato ndo apresentou atividade depressora sobre
0 SNC, pois nos testes realizados 0s animais ndo apresentaram alteragdes comportamentais e
nem motoras. O EAPR possui taninos, como metabolitos secundérios. No momento, pode-se
propor que o EAPR possui propriedades antimicrobiana, antinociceptiva e anti-inflamatoria, o
que fornece bases cientificas para 0 seu uso etnobotanico. Essas atividades possivelmente
podem ser atribuidas a presenca de fendis do grupo dos taninos condensados. No entanto, é
importante que mais estudos sejam realizados para a compreensdo dos mecanismos de acéo
envolvidos nessas agBes farmacoldgicas e para a avaliagdo dos efeitos do extrato na
hematopoiese, funcdo hepatica e renal para completarmos o perfil de seguranca desta espécie.

Palavras-chave: Plathymenia reticulata, extrato aquoso, atividades farmacologicas,
comportamento animal
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INTRODUCAO

Doencas inflamatdrias e infecciosas tém aumentado em todo o mundo, tornando-se
uma importante causa de morbidade e mortalidade, principalmente, em pacientes
imunocomprometidos (Ara et al., 2009). Grande parte dos medicamentos disponiveis no
mercado apresentam alto custo, efeitos secundérios, hepatoxicidade bem como estéo
associados a mecanismos de resisténcia, no caso de antibidticos e ainda com a tendéncia de
produzir dependéncia e tolerdncia, no caso de analgésicos opidides (Al-Bari et al., 2006;
Falkenberg, 2007; Humeera, 2013). Os analgésicos correspondem a maior categoria de
farmacos no mercado, no entanto nas Ultimas décadas a procura por novas drogas analgésicas
com maior acdo e menos efeitos colaterais tem sido continua (Elizabetsky e Castilhos, 1990).

As drogas com potencial anti-infeccioso correspondem a aproximadamente 50% das
drogas investigadas e aprovadas, derivadas de produtos naturais no periodo entre 2000 e 2006,
isso ocorre devido a velocidade em que ocorre 0 processo de resisténcia de microrganismos
patogénicos as drogas existentes no mercado, superando a capacidade de inddstria na
producdo de novas drogas (Newman e Cragg, 2007; Bush, 2004; Ferronatto et al., 2007;
Assob et al., 2011).

O estudo de plantas medicinais, a partir de seu emprego pelas comunidades que fazem
0 uso continuo desse recurso, fornece informacgdes Uteis para a elaboracdo de estudos
farmacoldgicos e fitoquimicos. O uso de compostos obtidos a partir de plantas medicinais
como recurso terapéutico é promissor, pois estes apresentam menos efeitos colaterais, tem
menor custo, facil aceitacdo pelo uso popular, maior tolerancia por pacientes e ainda
consistem em um recurso renovavel no ambiente (Reddy et al., 2010; Sarrazin et al., 2012).
Dessa forma, percebe-se a importancia de pesquisas realizadas com produtos naturais,
tornando o mercado de fitoterdpicos com comprovacdo cientifica de eficacia clinica,
seguranca e qualidade, promissor em todo mundo, com destaque para o uso de extratos de
plantas medicinais como fonte de novas drogas (Assob et al., 2011; Calixto, 2005; Chehregani
et al.,2007).

Plathymenia reticulata Benth.(Fabaceae), conhecida popularmente como vinhatico e
barbatimdo, é uma espécie arbdrea tipica das regifes de savanas amazdnicas e do cerrado
brasileiro. As cascas séo utilizadas no tratamento de doencas infecciosas, inflamatorias (Pott e
Pott, 1994), e ainda no tratamento de picadas de cobras e hemorragias, sob a forma de
pomadas e chas (Moura et al., 2013). Os principais grupos detectados na caracterizagao
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fitoquimica de extratos hidroalcodlicos de P. reticulata foram taninos, flavonoides,
antocianinas, saponinas (Fernandes, 2002), além de polifendis (Farrapo et al., 2011), muitos
dos quais estdo relacionados com as propriedades bioldgicas e farmacoldgicas atribuidas a
esta espécie (Fernandes, 2002; Fernandes et al., 2005, Toledo et al., 2011)

O potencial antiofidico foi indicado por Melo et al. (2009), que verificaram o efeito
contra a peconha de Crotalus durissus terrificus e Bothrops jararacussu devido a presenca
dos taninos na planta. Extratos de diferentes polaridades foram capazes de impedir o bloqueio
neuromuscular e os efeitos miotdxicos in vitro do veneno de Bothrops jararacussu, sendo o
extrato de diclorometano o mais eficiente, provavelmente devido a precipitacdo de proteinas
em funcéo da presenca dos taninos (Farrapo et al., 2011).

Estudos que avaliam os efeitos téxicos de Plathymenia reticulata sdo escassos.
Albuquerque (2009) avaliou a citotoxicidade de diferentes concentraces do extrato
hidroalcoolico desta espécie, que foi avaliada in vitro em células ovarianas de hamster chinés,
sendo a DL 50 = 1.1379,67 mg/kg e in vivo durante a gestacdo de ratas, no qual foi
demonstrado que ndo ocorreu ma formacéo congénita, no entanto no decorrer do experimento
observou-se reabsorcdo de fetos dos grupos experimentais com a dose de 1,0 g/Kg,
contrastando com o indice de implantacdo, o que indica uma falha no desenvolvimento
embrionario, provavelmente ocasionada pela administracdo do extrato.

Della Torre et al. (2011), demonstraram que 0 extrato etandlico de Plathymenia
reticulata apresentou atividade mutagénica nos ensaios de mutagenicidade de Salmonella
(teste de Ames) e no teste de microndcleos. Apesar dos estudos realizados com a espécie,
pouco se enfatiza sobre os seus efeitos toxicoldgicos, o que é indispensavel antes de
explorarmos seu potencial como um novo medicamento.

Diante desse contexto, e levando em consideracdo o uso frequente dessa espécie como
recurso terapéutico por populacdes tradicionais, este estudo teve o objetivo de avaliar as
atividades farmacoldgicas e o efeito do extrato aquoso das cascas de Plathymenia reticulata
(EAPR) sobre o comportamento e aprendizagem em ratos, bem como determinar o seu perfil

fitoquimico.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo e coleta do material vegetal
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As cascas de Plathymenia reticulata Benth foram coletadas em marco de 2012, na
savana de Alter do Ch&o, em uma area proxima a comunidade do Cucuruna (S 02°2721.0”;W
54°47°45,7”), a leste do municipio de Santarém-PA. Exsicatas da espécie foram depositadas
no herbario da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria/Amazonia Oriental (Belém —
PA, Brasil), sob o codigo (IAN): 185215.

Preparacdo do extrato aquoso

Apos a coleta o material vegetal fresco foi imerso em agua destilada na proporcéo 1:10
(peso/volume). A mistura permaneceu em placa aquecedora sob agitacdo constante e
temperatura de 70 °C durante 90min Em seguida, o extrato aquoso foi filtrado em filtro de
papel (14um) (Vetec), liofilizado (Liotop L101 — Liobras) e armazenado em frascos

hermeticamente fechados.

Analise fitoquimica

O perfil cromatografico preliminar do extrato aquoso das casdas de P. reticulata, foi
determinado por Cromatografia em Camada Delgada (CCD). Para a realizacdo das analises,
10 mg do EAPR foi solubilizado em 1 mL de metanol. Para avaliar a possivel presenca de
cumarinas, flavonoides, taninos, terpenoides e acidos graxos no extrato foram empregados
solucdes padrdes de 1,2-benzopirona, rutina, timol, esculina, catequina e acido tanico. O
sistema cromatografico teve como fase estacionaria silica gel 60 Fys4 € fase mével com
misturas de eluentes de diferentes polaridades, com varia¢do nas concentracdes dos solventes
que foram: acetato de etila, acido férmico, acido acético glacial e agua- 6,75:0,75:0,75:1,75
(v:v:v:v); butanol, &cido acético e agua - 4:1:5 (v:v:v:);; hexano, acetato de etila e acido
férmico- 8,5:1:0,5 (v:v:v:); tolueno: éter etilico 5:5 (v:v)saturada com 10% de acido acético
(Wagner e Bladt, 1996).

Apbs a eluicdo, as cromatoplacas foram derivatizadas com reagentes especificos
visando evidenciar as principais classes de substancias quimicas presentes no EAPR: solugéo
NP PEG (difenilboriloxietilamina/ polietilenoglicol), submetidas a luz UVsgsnm para a
deteccdo de flavonoides (coloracdo laranja) e cumarinas glicosidicas (coloragdo azul
fluorescente); solucdo alcoolica de cloreto férrico 1% (m/v), para deteccdo de taninos
hidrolisaveis (coloragdo cor azul escuro); solugdo metandlica de vanilina cloridrica 1% (m/v)

para deteccéo de taninos condensados (coloracdo vermelha); vanilina sulfurica 1% (m/v) para
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a deteccdo de terpendides (coloracdo amarelo-marrom); solucdo etandlica de KOH 5%,
submetidas & luz UVsisnm para deteccdo de cumarinas agliconas (coloragdo verde
fluorescente) (Wagner e Bladt, 1996).

Animais

Foram utilizados ratos machos adultos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus)
pesando entre 200-250 g, mantidos a temperatura de 21 °C, com ciclo claro/escuro de 12/12h,
com livre acesso a agua e racdo, mantidos em gaiolas de polipropileno. Para a avaliacdo da
atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria foram realizados os testes da formalina
(Hunskaar e Hole, 1987) e o edema de pata induzido por carragenina (Winter et al., 1962). Na
avaliacdo do efeito EAPR sobre comportamento e aprendizado, os animais foram divididos
em quatro grupos (n=8) e receberam por via oral o extrato aquoso nas doses de 60, 120 e 240
mg/kg durante 21 dias. O grupo controle recebeu agua destilada. Em seguida foram realizados
os testes comportamentais: labirinto aquatico (Morris, 1984), labirinto em Y (Montgomery,
1958), Campo aberto (Broadhurst, 1960), caixa clara-escura (Denoble et al., 1986) e barra
giratoria (Dunham e Miya, 1957). Os experimentos foram realizados em acordo com as
diretrizes para os procedimentos de uso cientificos de animais estabelecidas pelas Lei Federal
11.794 de 08/10/2008 e com aprovacdo do Comité de Etica no uso de Animais sob o da
Universidade Federal do Oeste do Pard, protocolado sob o nimero N° 02003/14.

Atividades farmacoldgicas

Microrganismos e condi¢des de cultivo

A atividade antimicrobiana do EAPR foi realizada utilizando cepas padrdo de
microrganismos American Type Culture Collection (ATCC). Os microrganismos selecionados
para a avaliacdo da atividade antimicrobiana foram: Escherichia coli (ATCC: 35218);
Staphylococcus aureus (ATCC 25923); Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228);
Enterococcus faecalis (ATCC 29212); Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), e as leveduras
Candida albicans (ATCC 10231), Candida parapsilosis (ATCC 22019), Candida tropicalis
(ATCC 13803).
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Para a realizacdo dos ensaios, as cepas bacterianas liofilizadas (Cefar) foram
inicialmente reidratadas em 1 mL de Caldo Mueller Hinton e incubadas por 24h a 36 °C para
reativacdo, e em seguida foram semeadas em agar Mueller Hinton (Himedia) e reincubadas a
36 °C por 24h. As cepas fungicas (Cefar) foram reidratadas em 1 mL de caldo Sabouraud
dextrose (Himedia) e incubadas a 30 °C por 48h, e ap0s a reativacdo, culturas foram sub-
cultivadas em agar Sabouraud dextrose a 2% (Himedia) e reincubadas por 48h a 30 °C. Uma
amostra de col6nias em crescimento foi retirada e apropriadamente diluida em 1mL de
solucdo salina estéril (NaCl 0,9%), para obtencdo do in6culo no padrdo de turbidez 0,5 na
escala de Mac Farland que equivale & concentracéo final de 1,5 x 10® UFC/mL para bactérias
(NCCLS, 2002) e & concentracdo final de 2 a 5 x 10° UFC/mL (NCCLS, 2006) para fungos.

Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

Para determinacdo da CIM, as analises foram realizadas em triplicata utilizando o
método de microdiluicdo em placa (96 pocos) (NCCLS, 2004). Para isso, inicialmente o
indculo do organismo teste foi padronizado frente a escala 0,5 de McFarland e submetido a
diluicBes em série (solucdo salina estéril) até atingir a concentracdo final de 1,5 x 10*
UFC/mL, sendo a Gltima diluicéo realizada em caldo Muller Hinton para bactérias e em caldo
Sabouraud dextrose 2% para os fungos. Em seguida, meios de cultivo foram adicionados nos
indculos obtidos. O EAPR, diluido em agua destilada estéril, foi adicionado em concentracdes
que variaram de 15 a 0,0004 mg/mL . As placas foram incubadas a 36°C por 24h para
bactérias e a 30 °C por 48h para fungos. Apds o periodo de incubacgdo foram adicionados 20
puL de solucao aquosa de resazurina a 0,02% a microplaca com reincubagdo durante 3h para
posterior observacdo da inibicdo do crescimento microbiano, evidenciada pela permanéncia

da coloracgdo azul do corante revelador.

Determinacdo da Concentracdo Bactericida e Fungicida Minima

De cada poco utilizado para determinacdo da CIM, onde ndo foi evidenciado
crescimento microbiano, foram retirados 50 pL da cultura e realizado o semeio em placas de
Petri contendo agar Mueller Hinton para o crescimento de bactérias ou agar Sabouraud

dextrose para o crescimento de fungos. As placas foram incubadas a 36 °C por 24h para
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bactérias e a 30 °C por 48h para fungos. Apos a incubacéo, as placas foram observadas a olho

nu para a verificagdo do crescimento microbiano.

Teste da formalina

No teste da formalina, grupos de ratos machos (n=8) foram tratados com o EAPR nas
doses de 60, 120 e 240 mg/kg (v.0.); morfina 2.5 mg/kg (i.p.) (Dimorf® LC Cristalia) e 4gua
destilada (v.0.). Sessenta minutos apds a administracdo por via oral ou 30min apos a
administracdp imtraperitoneal foram injetados 20 uL de formalina (solucdo formol/agua
2,5%) (Quimex) por via subcutanea na pata traseira direita de cada animal. O tempo gasto
pelos animais lambendo a pata injetada, considerado uma resposta indicativa de dor, foi
registrado nos primeiros 5min (primeira fase) e novamente entre 25-30min (segunda fase).
Estas fases representam as respostas neurogénica e inflamatérias da dor, respectivamente
(Hunskaar e Hole, 1987). O percentual de atividade antinociceptiva foi obtido segundo a
férmula descrita por Xu et al. 2014:

% inibicio = tempo de reacdo (controle) —tempo de reacdo (tratamento) y 109

tempo de reacdo (controle)

Edema de pata induzido por carragenina

Foram utilizados cinco grupos de ratos machos (n=8). O edema de pata foi induzido
pela injecdo de 0,1 mL de carragenina (1% em solucdo salina) (Sigma Aldrich. Company) no
tecido subplantar da pasta posterior direita (Winter et al., 1962). O EAPR nas doses de 60,
120 e 400 mg/kg, indometacina (Indocin SR) (10 mg/kg) e agua destilada (1mL/kg) foram
administrados por via oral 1h antes da injecdo da carragenina. O volume da pata foi medido
nos tempos O (imediatamente apds a carragenina) e 12 22 3% 42 e 52 h apds a injecdo da
carragenina utilizando-se um pletismométro digital (modelo EFF 304, Insight). O percentual
de inibicdo do edema foi obtido segundo a férmula descrita por Xu et al. 2014:

o aumento no edema (controle) — aumento no edema (tratamento
% inibicéo = ( ) ( ) x100

aumento no edema (controle)
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Comportamento e aprendizagem animal

Labirinto aquatico de Morris

O efeito do EAPR sobre a memoria espacial e aprendizagem de ratos foi avaliado por
meio do labirinto aquatico de Morris (Morris, 1984). Para isso, utilizou-se uma caixa d"agua
de 500 L, preenchida com &gua a uma altura de 40 cm, onde foi adicionada tinta ndo toxica
para torné-la opaca. A caixa d"agua foi dividida em quatro quadrantes imaginérios (norte, sul,
leste e oeste), sendo que em um dos quadrantes foi colocada uma plataforma submersa a 2 cm
abaixo do nivel da agua. O observador e os demais elementos no laboratorio serviram como
as pistas para o animal na localizagdo da plataforma. O teste foi realizado em duas fases,
sendo a primeira um treino para que os animais aprendessem a localizagcdo da plataforma.
Cada animal foi colocado quatro vezes no labirinto, adotando-se como ponto de partida cada
um dos quadrantes. Apos ser colocado na agua, o animal nadou livremente, a procura da
plataforma, durante 120s ou até em encontrd-la, e quando ndo a encontrava era colocado
manualmente sobre esta durante 10s para a observagdo do ambiente. No dia seguinte (24h
apos o treino) os animais foram testados no mesmo procedimento para a retencdo da resposta,
sendo verificado o tempo, em segundos, que cada animal levou para encontrar a plataforma a

partir dos quatro pontos de partida.

Labirintoem Y

Para a avaliacdo da memoria de curta duracdo em ratos, utilizou-se o teste do labirinto
Y, proposto por (Montgomery, 1958). O labirinto consiste em uma estrutura de madeira, em
formato de Y, com um brago com 34 cm de comprimento (A) e os outros dois bracos iguais
medindo 43 cm de comprimento (B e C), tendo todos os trés bragos 10 cm de largura e
paredes com 34 cm de altura. Para realizacdo do teste, tomou-se o brago mais longo como
ponto de partida dos animais, que foram deixados livres para caminhar pelo labirinto durante
8min. A sequéncia e o numero de entrada em cada braco foram registrados. Para a avaliacéo
dos resultados foram consideradas apenas as triades que representavam os trés bracos (ABC,
ACB, BAC, BCA, CAB e CBA). O percentual de alternéncia entre os bracos foi obtido

segundo a formula :
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. N° acertos
% alternancia = x 100

N° entradas - 2

Teste do campo aberto

O teste do campo aberto foi aplicado a fim de avaliar a locomogado e comportamento
exploratério dos animais (Broadhurst, 1957). O campo aberto consiste em um equipamento
de madeira, circular, com 40 cm de didmetro e 28 cm de altura. O fundo do equipamento é
divido em 12 quadrantes, sendo 4 centrais e 8 periféricos. Os animais foram colocados
individualmente no centro da arena, e foram observados durante 5min, sendo utilizada ainda
uma camera filmadora para registrar todos 0s movimentos dos animais. Alguns parametros
foram avaliados na visualizacdo dos videos: numero de transi¢cbes entre os quadrantes,
nimero de levantamento sobre as patas traseiras, tempo de imobilidade, nimero de

autolimpezas e nimero de bolos fecais.

Caixa clara-escura

A realizacdo deste teste tem o objetivo de avaliar a memoria aversiva dos animais,
levando em consideracdo sua preferéncia por ambientes escuros (Denoble et al. 1986). O
equipamento utilizado consiste em uma caixa com tampa em acrilico e com fundo
eletrificado, composta por um compartimento claro e um escuro, e apenas uma pequena
abertura entre os dois ambientes. Inicialmente foi realizado o treino, no qual os animais sdo
colocados no compartimento claro, sendo registrado o tempo, em segundos, que eles levam
para se deslocarem para 0 compartimento escuro, onde sera acionado um choque de 1 mA por
2s. Apbs 24h, a retencdo da aprendizagem foi avaliada, sendo os animais colocados no

compartimento claro e o tempo de laténcia para entrada no compartimento escuro registrado.

Barra giratoria

Nesse teste utilizou-se o equipamento Rota Rod (EFF 411 Insight ®) para avaliar o
efeito do extrato aquoso sobre a coordenagdo motora dos animais. Para isso, inicialmente foi
realizado um treino com 0s animais, que permaneceram durante 2 minutos sobre a barra

giratéria com velocidade de 7 rotagcBes por minuto. No dia seguinte, mantendo-se a mesma
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velocidade, o teste foi realizado registrando-se o tempo de permanéncia do animal sobre o

aparelho por no méximo 2 minutos.

RESULTADOS

Perfil fitoquimico

A Tabela 1 apresenta o perfil fitoquimico por CCD do extrato aquoso das cascas de P.
reticulata. A CCD identificou a presenca de fenois do grupo dos taninos condensados, no
entanto ndo foi identificada a presenca dos outros metabdlitos investigados, como terpenos,

taninos hidrolisaveis, flavonoides, cumarinas simples e glicosideas.

Concentracéo Inibitéria Minima

As concentracgdes inibitorias minimas (CIM) do EAPR estdo descritas na Tabela 2. O
extrato apresentou atividade contra todas as bactérias avaliadas, no entanto foi inativo contra

leveduras do género Candida.

Teste da formalina

A injecdo intraplantar de formalina promoveu uma resposta caracteristica bifasica
(Figura 1). A duracdo média do tempo de lambida na primeira fase (0-5min) foi de 155,6s +
8,56 e na segunda fase (15-30 min) foi de 154,2s + 11,1 para o grupo controle. Apds 60 min
de tratamento o EAPR nas doses de 60 mg/kg, 120 mg/kg e 240 mg/kg néo inibiu a atividade
nociceptiva na fase neurogénica. Na segunda fase 0 EAPR nas doses de 120 e 240 mg/kg
inibiu 98 e 100% , respectivamente, o efeito nociceptivo causado pela formalina, apresentado
diferenca significativamente estatistica em relacdo a morfina, que exibiu um percentual de
inibicdo de 60%.

Edema de pata induzido por carregenina

Na avaliagdo do efeito antiedematogénico do extrato aquoso das cascas de

Plathymenia reticulata (Figura 02), observou-se que 0s grupos dos tratamentos EAPR 60, 120
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e 240 mg/kg apresentaram variagdo do volume de pata significativamente menor que o grupo
controle, mas essa diferenga nao foi significativamente estatistica (p<0,005).

O EAPR 60mg/kg reduziu o edema em 23%, 24% e 28% na 22 , 32 e 4% h
respectivamente em relacdo ao grupo controle. A dose de 120 mg/Kg reduziu o edema em 33,
39 e 37% na 22 , 32 e 42 h respectivamente em relacdo ao grupo controle. Somente o efeito
antiedematogénico do EAPR 240 mg/kg foi semelhante aquele obtido no grupo tratado com
indometacina. Na 12, 22, 3? 42 e 5%h apds a inducdo do edema com percentual de inibicdo do
edema do extrato foi de 82,4%, 80,9%, 81,8%, 86,9% e 89,2% respectivamente, enquanto que

o percentual de inibicdo da indometacina variou entre 65-79% até a 5%h.

Avaliacao da aprendizagem e comportamento animal

Os resultados sugerem que de forma geral o extrato foi tolerado pelos animais em
todas as doses avaliadas, pois ndo foi observada mortalidade, nem outros sintomas
associadosa administracdo oral durante 21 dias. Sob nossas condi¢cdes experimentais nao
foram observadas diferencas significativamente estatistica entre os grupos tratados com o
EAPR e os grupos controle.

No labirinto aquatico de Morris, observou-se que todos 0s animais apresentaram
desempenho similar, pois o encontro da plataforma ocorreu cada vez mais rapido a medida
que cada quadrante foi utilizado como ponto de partida (Figura 3).

No labirinto Y ndo foi verificada diferenca estatistica no % de alternancia, que
apresentou médias de 63,37%, 66,2% e 59,6% para 0 EAPR nas doses de 60, 120 e 240
mg/kg, respectivamente, e 68%.para o grupo controle (Figura 4).

Em relacdo ao teste da caixa clara-escura todos os animais condicionados ao treino
foram capazes de reter a informacdo de memaria aversiva ao ambiente escuro (Figura 5)

O EAPR néo promoveu alteragcdo na atividade motora dos ratos em relagcdo ao grupo
controle, pois ndo houve diferenca estatistica entre 0 nimero de quedas e nem no tempo de
permanéncia dos animais na barra giratéria (Figura 6).

Em nossas condicGes experimentais a resposta condicionada foi adquirira e mantida
em todos os parametro no teste do campo aberto pelos animais submetidos aos tratamentos e

no grupo que recebeu apenas agua destilada (Figura 7).
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DISCUSSAO

Plantas com potencial medicinal tém suas atividades bioldgicas avaliadas,
confirmando que os compostos de plantas sdo Uteis como terapia alternativa, e podem ser
precursores de novas drogas sintéticas (Chehregani, 2007). Tém-se evidenciado ainda a
importancia do conhecimento popular para a triagem de espécies com potencial
farmacologico, demonstrando as praticas de utilizacdo e cura por meio de plantas testadas ao
longo do tempo (Brasileiro et al., 2008; Moura et al., 2013). E importante ressaltar que em
nosso estudo foi utilizado o extrato aquoso das cascas de Plathymenia reticulata Benth e a via
de administracdo oral, com o objetivo de manterem-se os parametros do estudo cientifico os
mais proximos da indicacdo etnomedicinal da planta.

Os resultados do perfil fitoquimico, caracterizado pela presenga somente de taninos,
foram diferentes do descrito por Fernandes (2002), que verificou a presenca de outros grupos
em extratos hidroalcodlicos de P. reticulata avaliados em espécimes coletadas no cerrado
brasileiro, estado do Goias, tais como flavonoides, antocianinas e saponinas avaliados em
modelos experimentais de inflamacdo, cancer e algesia, que demonstraram uma correlacéo
entre a atividade antiproliferativa e anti-inflamatéria provavelmente relacionada com a
inibicdo da enzima COX2. A auséncia desses compostos no extrato avaliado neste estudo
pode estar relacionada com a diferenca no método de extracdo, pois este processo interfere
diretamente na obtencdo das fragdes ativas e ainda nas atividades bioldgicas de extratos de
plantas (Berlin e Berlin, 2005; Albuquerque e Hanazaki, 2006). Além disso, a composicao
quimica pode ser influenciada pelas condi¢es climaticas em que a planta cresce, bem como
pela parte da planta utilizada para a preparacdo dos extratos vegetais (Tekwu et al., 2012).

Os taninos consistem em substancias fendlicas e hidrossollveis, responsaveis pela
adstringéncia de frutos e outras partes vegetais, pois formam complexos insollveis com
alcaloides, gelatinas e outras proteinas (Shahat et al., 2013). As propriedades farmacoldgicas
dos taninos estdo relacionadas com a sua capacidade em complexar-se com proteinas,
polissacarideos e ions metalicos. A ligacdo entre taninos e proteinas ocorre, provavelmente,
através de interacGes ndo especificas, como pontes de hidrogénio e efeitos hidrofobicos, ou
mesmo por ligacbes covalentes. Dessa forma, a capacidade de inibir o crescimento de
microrganismos pode estar relacionada com a inativacdo de adesinas, enzimas e proteinas

transportadoras do envelope celular (De Mello e Santos, 2004; Simdes et al., 2007).
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Extratos vegetais que apresentam CIM inferiores a 0,1 mg/mL s&o promissores como
agentes antimicrobianos (Rios e Recio, 2005). Dessa forma o extrato apresentou atividade
promissora para E. faecalis com CIM de 0,0008 mg/mL e K. pneumoniae com CIM de 0,0004
mg/mL (respectivamente), evidenciando que o extrato foi ativo tanto contra bactérias Gram-
positivas, quanto bactérias gram-negativas.

O mecanismo de acdo das drogas padrdo adotadas na avaliagdo da atividade
antimicrobiana no presente estudo sdo caractetizados pela inibicdo da atividade da DNA
girasse ou topoisomerase Il, no caso da norfloxacina, e ainda pela inibicdo da sintese da
parede celular pela ampicilina (Lodise e Drusano, 2011). Assim, mesmo que a CIM tenha sido
inferior a apresentada pelas drogas mais investigacfes sdo necessarias para a elucidacdo do
mecanismo de acdo relacionado com o potencial antimicrobiano do EAPR, uma vez que as
drogas utilizadas como controle em testes farmacoldgicos sdo puras e 0s extratos
correspondem a uma mistura de compostos ativos (Xu et al., 2014).

Os resultados apresentados nesse estudo confirmaram a atividade antimicrobiana do
extrato aquoso de P. reticulata ja relatada por Fernandes et al. (2005), que avaliaram o extrato
hidroalcoolico das cascas dessa espécie, demonstrando atividade somente para 0S
microrganismos Gram-positivos, como Bacillus stearothermophylus, Micrococcus luteus,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus aureus. Toledo et al. (2011) obtiveram o extrato de
P. reticulata utilizando a cachaga como liquido extrator e demonstraram que este apresentou
atividade antimicrobiana contra bactérias, no entanto foi eficaz frente a C. albicans e C.
parapsilosis, 0 que evidencia que o potencial antimicrobiano depende ndo apenas dos
componentes quimicos presentes na parte da planta utilizada, mas também do solvente
utilizado para extragéo.

Ferreira et al. (2011) descrevem ainda que extratos de RhizophoramangleL., ricos em
taninos, também apresentaram atividade contra bactérias gram-positivas e gram-negativas,
com destaque para a atividade frente a K. pneumoniae, assim como em nosso estudo. Scalbert
(1991) listou 33 estudos que avaliaram atividades inibitorias de taninos, evidenciando que
estes sdo tdxicos para fungos filamentosos, leveduras e bactérias. Nelson et al. (1997)
estudaram as interagcdes entre taninos purificados de trés espécies vegetais diferentes com
cinco cepas de bactérias presentes no rumen e concluiram que a ligagdo de bactérias aos
taninos séo indicativo da agdo antimicrobiana desses compostos, com 0s taninos condensados
0S que obtiveram maior capacidade de ligagdo com os microrganismos, sendo 0s mais

inibitérios.
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Com relagdo a atividade antinociceptivo, observou-se que somente na fase
inflamatoria 0 extrato aquoso apresentou efeitos inibitérios significativos em um modelo
dose-dependente, sugerindo que o efeito antinociceptivo do extrato é mediado por vias
periféricas e que possivelmente essa atividade esteja associada a inibi¢do da producéo ou acao
de mediadores inflamatorios.

O teste da formalina é um dos modelos mais utilizados para explicar 0s mecanismos
de dor e analgesia, com melhores resultados do que os testes que utilizam estimulos
mecanicos ou térmicos (Husnkaar e Hole, 1987). O modelo é constituido por duas fases
distintas. A primeira fase representa o efeito irritante da formalina nas fibras-C sensoriais. A
segunda é uma resposta de dor inflamatéria na qual estdo associados varios mediadores
inflamatdrios como a histamina, serotonina, prostaglandinas e bradicinina. Analgésicos de
acao central, como a morfina, inibem as duas fases do teste; drogas de acéo periférica, como
os anti-inflamatdrios ndo-esteroidais e corticosteroides, somente a segunda fase (Tjolsen et
al., 1992).

Resultados semelhantes foram descritos por Oliveira et al., (2009), Souza et al., (2009)
e Wang et al. (2014) nos quais extratos obtidos a partir de Amburana cearenses A.C. Sm.,
Caulerpa racemosa e Carthamus tinctorius L, respectivamente, foram eficazes na inibicdo da
fase inflamatoria do acdo nociceptiva causada pela administracdo da formalina, caracterizada
pela acdo de serotonina, histamina e cininas, bem como por interagdo na via da ciclooxigenase
(COX) e biossintese de prostaglandinas.

O desenvolvimento de edema induzida por carragenina é um evento de trés fases. A

fase precoce (90min) envolve a liberagdo de histamina e serotonina, a segunda fase (90-
150min) que é mediada por quininas e a terceira fase (180min) mediada por prostaglandinas
(Di Rosa et al. 1971; Okpo et al.,, 2001). Anti-inflamatérios ndo-esterdidais, como a
indometacina, inibem a ciclooxigenase, reduzindo a biossintese de prostaglandinas (Farsam et
al., 2000).
Destaca-se que na inflamagdo aguda duas fases séo identificadas: a primeira, detectada em
torno de uma hora, chamada de fase rapida, marcada pela liberacao de histamina, serotonina e
bradicinina; e a segunda, chamada de tardia (1-6 h), em que mediadores como as cininas e
prostaglandinas séo liberados apos duas e trés horas, respectivamente, as ultimas resultando
da ativagéo da ciclooxigenase 2 (COX-2) (Silva et al.,2005).

Considerando que qualquer substancia que cause inibicdo ou reducdo da acdo da
carragenina é considerada como tendo acdo anti-inflamatéria (Kummer e Coelho, 2002), os

resultados aqui encontrados demonstram que o0 extrato aquoso de Plathymenia reticulata,
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promoveu a reducdo do edema induzido pelo flogbgeno a partir da segunda hora de
administracdo, evidenciando que os taninos apresentam propriedades anti-inflamatorias
importantes. Mota et al. (1985) avaliaram a atividade anti-inflamatoria de taninos presentes
nas cascas de Anacardium occidentale L. e verificaram que provavelmente a acdo desses
compostos ocorre devido o efeito sobre a migracdo de leucdcitos e antagonisno dos
mediadores da inflamag&o. Outros autores também descrevem a acdo anti-inflamatdria de
compostos ativos presentes em extratos aquosos,o que corrobora com os achados no presente
estudo (Huang et al., 2013; Kumari et al., 2014; Sanchez et al., 2013).

Os resultados obtidos a partir do teste de edema de pata induzido por carragenina estao
em concordancia com os obtidos no teste da formalina, no qual foi verifacado atividade
periférica, sugerindo que o EAPR possivelmente age inibindo a producdo ou acdo de
mediadores inflamatdrios. O extrato aquoso de Flos Populi (inflorescéncia masculina de
Populus tomentosa Carr.) foi avaliado por Xu et al. 2014, e apresentou atividade semelhante
a observada no presente estudo, e possivelmente age inibindo a liberacdo e/ou acéo de cininas
e prostaglandinas, uma vez gque o extrato apresentou uma significativa atividade inibitoria na
fase intermediaria (150min) e mais pronunciada na fase posterior do desenvolvimento do
edema e no teste da formalina o efeito de inibicdo na resposta nociceptiva foi dose-
dependente e significativo (P<0,05).

A avaliacdo da acdo tdxica de extratos vegetais é considerada indispensavel para a
definicdo da toxicidade intrinseca e verificacdo dos efeitos de superdosagem aguda, uma vez
gue ha o uso generalizado de plantas medicinais baseado na acessibilidade, conhecimento
tradicional e ainda na crenca de que estas séo inofensivas (Parra, 2001; Springfield et al.,
2005). Plathymenia reticulata contém metabdlitos secundéarios com potencial para causar
efeitos terapéuticos, no entanto para garantirmos seu uso seguro enquanto planta medicinal, é
necessario, além da documentacdo de suas atividades farmacoldgicas (Farrapo et al., 2011,
Fernandes, 2002; Moura et al., 2013; Toledo et al., 2011,) obter-se uma avaliagédo da
toxicidade desta espécie.

Nesse estudo, o uso do extrato aquoso foi motivado pelo fato de esse tipo de
preparacdo ser a mais utilizada pela populacdo, proporcionando uma forma de uso
conveniente que pode ser padronizado em termos de constituintes quimicos ou fisicos, sendo
a toxicidade avaliada por meio de testes de comportamentais, que objetivam avaliar respostas
de animais quanto a funcdo motora de por meio de metodologias de esforco e resisténcia
muscular e ainda a funcdo sensorial e 0 comportamento cognitivo, sendo este avaliado através

de pardmetros como o aprendizado e memoria espacial (Kullig et al., 1996).
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O labirinto de Morris € um modelo experimental utilizado na investigacdo da memadria
espacial em roedores (Morris, 1984). Segundo Whishaw e Mittleman (1986) ratos normais
sdo capazes de utilizar estratégias de lugar, orientacdo e de guiamento simultaneamente para
solucionar a tarefa de navegacao espacial no labirinto aquatico, sendo que os ratos treinados a
buscar a plataforma partindo de diferentes pontos da borda do labirinto, como em nosso
estudo, devem aprender sobre as posicOes relativas a esses estimulos de modo a desempenhar
a tarefa, o que demanda uma estratégia de lugar (que envolve orientacdo alocéntrica),
enquanto que ratos treinados partindo de um dnico ponto da borda do labirinto podem utilizar
estratégias de guiamento e/ou orientag&o.

O labirinto em Y consiste em um teste onde é analisada a memoria de reconhecimento
espacial, mas que ndo exige uma regra de aprendizagem dos animais submetidos ao
tratamento (Conrad 1997; Martin, 2003). A caixa clara-escura é empregada com a finalidade
de avaliar o comportamento de esquiva passiva e ativa (Lorenzini et al., 1984). Os resultados
desses testes sugerem que nao ocorreram lesdes e/ou efeitos toxicos a nivel de hipocampo dos
animais em funcdo da administracéo oral do extrato.

O hipocampo é uma das regides do cérebro mais sensiveis a estimulos ambientais e
acOes terapéuticas (Bannerman et al., 2004), estd relacionada com processos cognitivos
(Barha e Galea, 2010), por isso tém papel fundamental nos processos de sintese, integracéo,
aprendizagem e avaliacdo de experiéncias (Prediger et al., 2008). Por meio do sistema
dopaminérgico hipocampal participa na consolidacdo de memorias espaciais, bem como da
modulacdo positiva na persisténcia do traco mnemonico armazenado (D’Hooge e De Deyn,
2001).

O teste do campo aberto € um dos instrumentos mais empregados na avaliagdo
comportamental e na funcdo motora de animais (Montgomery et al., 1958). O desempenho
dos animais indica a auséncia de alteracdes psicomotora e musculo-esqueléticas (Walesiuk et
al., 2010).

O teste da barra giratoria tem a finalidade de verificar a especificidade da agdo
nociceptiva de farmacos através da avaliacdo a coordenacdo motora, que pode ser alterada por
sedacéo e/ou por relaxamento muscular (Rosland et al., 1990). No entanto, Oliveira et al.,
(2008) avaliaram fragOes etanolicas de Synadenium umbellatum Pax, verificando que estas
ndo apresentaram influéncias motoras nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg, mas foram capazes de
promover acdo depressora central, sugestiva de efeito ansiolitico.

Resultado semelhante descrito por Vieira et al. (2013), no qual o extrato aquoso de

Bowdichia virgilioides Kunth, diferentemente do diazepam, ndo apresentou efeito sobre a
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coordenagdo motora dos animais no teste de rotacdo, sugerindo que o efeito ansiolitico pode
ser provocado por acdo central, e ndo exercido através do bloqueio muscular periférico e por
isso ndo afeta a atividade motora. No caso de Plathymenia reticulata, podemos sugerir que
nas doses avaliadas, o extrato ndo apresentou atividade depressora sobre 0 SNC, pois nos

testes realizados, os animais ndo apresentaram alteragcfes comportamentais e nem motoras.

CONCLUSAO

Em conclusdo, EAPR possui propriedades antimicrobiana, analgésica e anti-
inflamatdria, o que fornece base cientifica para 0 seu uso etnobotanico no tratamento de
doencas infecciosas e inflamatdrias. Baseado nos resultados do presente estudo, essas
atividades podem ser atribuidas a presenca de fendis do grupo dos taninos condensados, No
entanto, mais investigacdes sdo necessarias para exploracdo dos mecanismos envolvidos
nessas acdes farmacoldgicas.

Os resultados dos testes comportamentais demonstraram que a administracdo via oral
do extrato aquoso das cascas de Plathymenia reticulata Benth. ndo causou efeitos
neurotdxicos nas doses testadas, avaliados pela atividade comportamental e motora. Desta
forma, tendo em vista as potencialidades farmacoldgicas dessa espécie, esta apresenta um
importante potencial para utilizacdo como recurso terapéutico, sendo necessaria a realizacdo
de estudos adicionais que avaliem os efeitos do extrato na hematopoiese, funcdo hepética e
renal para completarmos o seu perfil de seguranca.
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Tabela 1. Perfil fitoquimico do extrato aquoso das cascas de Plathymenia reticulata. .

Metabdlitos Secundarios EAPR

Flavonoides -
Cumarinas -
Acidos graxos -
Alcaloides -

Taninos +

EAPR = Extrato aquoso de Plathymenia reticulata
(+) = presenca
(-) = auséncia

Tabela 2: Resultados da Concentracdo inibitéria minima e Concentracfes bactericida e
fungicida minimas do extrato aquoso da casca de Plathymenia reticulata Benth.

Microrganismos Extrato aquoso Antibiotico padréao
Norfloxacina Ampicilina Fluconazol
CIM CBM/CFM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
(ul/mL) (u/mL) (W/mL)  (ul/mL)  (ul/mL)  (ul/mL)  (ul/mL) (ul/mL)
S. aureus 0,23 3,75 0,05 0,11 0,05 0,05 nr nr
ATCC 25923
S. epidermidis 0,11 0,93 0,05 0,11 0,05 0,05 nr nr
ATCC 12228
E. faecalis 0,0008 75 0,10 0,11 0,05 0,05 - -
ATCC 29212
E. coli 1,87 3,75 0,05 0,11 0,05 0,11 nr nr
ATCC 35218
K. pneumonie 0,0004 0,93 0,05 0,11 0,05 0,05 nr nr
ATCC (13883)
C. albicans > 120 nr nr nr nr nr 0,46 >15

ATCC (10231)

C. tropicalis >120 nr nr nr nr nr 0,46 >15
(ATCC 13803)

C. parapsilosis >120 nr nr nr nr nr 0,05 0,11
(ATCC 22019)

ATCC — American Type Culture Collection
CIM — Concentracéo inibitéria minima
CBM - Concentragdo bactericida minima
CFM — Concentracéo fungicida minima

nr — ndo realizado
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Figura 01. Efeito antiedematogénico do extrato aquoso de Plathymenia reticulata no teste de
edema de pata induzido por carragenina em ratos. EAPR = extrato aquoso de Plathymenia
reticulata. * p <0,05, ** p <0,01, ***p <0,001.
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Figura 02. Efeito antinociceptivo do extrato aquoso de Plathymenia reticulata sobre a nocicep¢ao induzida por
formalina em ratos. A: Fase neurogénica. B: Fase inflamatoria. Os asteriscos demonstram o nivel de significancia
em compara¢do com o grupo controle. EAPR = extrato aquoso de Plathymenia reticulata. *p <0.05, *** p <0.001.
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Figura 3. Efeito da administracdo por via oral do extrato aquoso das cascas de
Plathymenia reticulata em ratos no labirinto aquético de Morris. s valores representam a
média * erro padrdo. EAPR = extrato aquoso de Plathymenia reticulata.
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Figura 4. Efeito da administracdo por via oral extrato aquoso das cascas
de Plathymenia reticulata em ratos no labirinto em Y. Os valores
representam a média * erro padrdo. EAPR = extrato aquoso de
Plathymenia reticulata.
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Figura 5. Efeito da administracdo por via oral do extrato aquoso de Plathymenia reticulata
em ratos submetidos ao teste da caixa clara-escura. Os valores representam a média + erro
padrdo. EAPR = extrato aquoso de Plathymenia reticulata.
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Figura 6. Efeito da administracdo por via oral do extrato aquoso das cascas de Plathymenia
reticulata no desempenho de ratos no teste da barra giratoria. Os valores representam a média +
erro padrdo. EAPR = extrato aquoso de Plathymenia reticulata.
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Figura 7b. Efeito da administracdo do extrato aquoso de Plathymenia reticulata em ratos no teste do campo aberto. A:
NUmero de autolimpezas. B:Quantidade de Bolos fecais. C: Numero de imobilizagdes. D: NUmero de levantamentos. E:
Namero de quadrantes centrais percorridos e F: Numero de quadrantes periféricos percorridos. Os valores representam a
média + erro padrdo. (p < 0,05). EAPR = extrato aquoso de Plathymenia reticulata.
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3 SINTESE INTEGRADORA

Os resultados obtidos em neste trabalho corroboram com pesquisas ja realizadas em
outras regides do Brasil, bem como por nosso grupo de pesquisa, 0 que demonstra que a
espécie Plathymenia reticulata, encontrada nas savanas amazonicas apresentam potencial
antimicrobiano, analgésico e anti-inflamatorio promissor para uso como recurso terapéutico,
confirmando as indicacBes etnobotanicas dessa espécie. Em relacdo a avaliacdo dos efeitos
sobre o comportamento e aprendizagem, ndo observamos nenhuma alteracdo na memoria,
aprendizagem, coordenagdo motora e ansiedade nos testes realizados com 0s animais, no
entanto, é importante ressaltar que é necessaria a continuacao desta pesquisa para uma melhor
avaliacdo dos efeitos tdxicos da espécie.

A selecdo de uma espécie vegetal para pesquisa baseada em indicacBes de um
determinado efeito farmacolégico em humanos constitui um valioso atalho para a descoberta
de novos farmacos, sendo o uso tradicional considerado uma triagem quanto a aplicacdo
terapéutica. Portanto, os resultados obtidos a partir dessa pesquisa servem de base para
estudos futuros que devem contribuir para a elucidacdo dos mecanismos de acdo dos
constituintes quimicos, da eficicia e seguranca para o uso medicinal de Plathymenia
reticulata Benth e, possivelmente, inclusdo dessa espécie na RENISUS, o que significa a
garantia do acesso seguro e racional de plantas medicinais e fitoterapicos em nosso pais e o

uso sustentavel da biodiversidade brasileira .



ANEXOS

ANEXO A: Normas do Journal of Medicinal Plants Research

ANEXO B: Autorizacdo comité de ética para uso de animais.
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Instruction For Authors

The Journal of Medicinal Plants Research (ISSN 1996-0875) is an open access
journal that provides rapid publication (weekly) of articles in all areas of Medicinal Plants
research, Ethnopharmacology, Fitoterapia, Phytomedicine etc. The Journal welcomes the
submission of manuscripts that meet the general criteria of significance and scientific
excellence. Electronic submission of manuscripts is strongly encouraged, provided that the
text, tables, and figures are included in a single Microsoft Word file (preferably in Arial font).
Regular articles

All portions of the manuscript must be typed double-spaced and all pages numbered
starting from the title page.

The Title should be a brief phrase describing the contents of the paper. The Title
Page should include the authors' full names and affiliations, the name of the corresponding
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abbreviation should be spelled out and introduced in parentheses the first time it is used in the
text. Only recommended Sl units should be used. Authors should use the solidus presentation
(mg/ml). Standard abbreviations (such as ATP and DNA) need not be defined.

The Introduction should provide a clear statement of the problem, the relevant
literature on the subject, and the proposed approach or solution. It should be understandable to
colleagues from a broad range of scientific disciplines.

Materials and methods should be complete enough to allow experiments to be

reproduced. However, only truly new procedures should be described in detail; previously
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published procedures should be cited, and important modifications of published procedures
should be mentioned briefly. Capitalize trade names and include the manufacturer's name and
address. Subheadings should be used. Methods in general use need not be described in detail.

Results should be presented with clarity and precision. The results should be written
in the past tense when describing findings in the authors' experiments. Previously published
findings should be written in the present tense. Results should be explained, but largely
without referring to the literature. Discussion, speculation and detailed interpretation of data
should not be included in the Results but should be put into the Discussion section.

The Discussion should interpret the findings in view of the results obtained in this
and in past studies on this topic. State the conclusions in a few sentences at the end of the
paper. The Results and Discussion sections can include subheadings, and when appropriate,
both sections can be combined.

The Acknowledgments of people, grants, funds, etc should be brief.

Tables should be kept to a minimum and be designed to be as simple as possible.
Tables are to be typed double-spaced throughout, including headings and footnotes. Each
table should be on a separate page, numbered consecutively in Arabic numerals and supplied
with a heading and a legend. Tables should be self-explanatory without reference to the text.
The details of the methods used in the experiments should preferably be described in the
legend instead of in the text. The same data should not be presented in both table and graph
form or repeated in the text.

Figure legends should be typed in numerical order on a separate sheet. Graphics
should be prepared using applications capable of generating high resolution GIF, TIFF, JPEG
or Powerpoint before pasting in the Microsoft Word manuscript file. Tables should be
prepared in Microsoft Word. Use Arabic numerals to designate figures and upper case letters
for their parts (Figure 1). Begin each legend with a title and include sufficient description so
that the figure is understandable without reading the text of the manuscript. Information given
in legends should not be repeated in the text.

References: In the text, a reference identified by means of an author‘s name should
be followed by the date of the reference in parentheses. When there are more than two
authors, only the first author‘s name should be mentioned, followed by ’et al‘. In the event
that an author cited has had two or more works published during the same year, the reference,
both in the text and in the reference list, should be identified by a lower case letter like *a‘ and

’b* after the date to distinguish the works.
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Examples:

Abayomi (2000), Agindotan et al. (2003), (Kelebeni, 1983), (Usman and Smith, 1992),
(Chege, 1998; Chukwura, 1987a,b; Tijani, 1993,1995), (Kumasi et al., 2001)

References should be listed at the end of the paper in alphabetical order. Articles in
preparation or articles submitted for publication, unpublished observations, personal
communications, etc. should not be included in the reference list but should only be
mentioned in the article text (e.g., A. Kingori, University of Nairobi, Kenya, personal
communication). Journal names are abbreviated according to Chemical Abstracts. Authors are

fully responsible for the accuracy of the references.

Examples:
Ogunseitan OA (1998). Protein method for investigating mercuric reductase gene expression

in aquatic environments. Appl. Environ. Microbiol. 64:695-702.

Gueye M, Ndoye |, Dianda M, Danso SKA, Dreyfus B (1997). Active N; fixation
in several Faidherbia albida provenances. Ar. Soil Res. Rehabil. 11:63-70.

Charnley AK (1992). Mechanisms of fungal pathogenesis in insects with particular reference
to locusts. In: Lomer CJ, Prior C (eds) Biological Controls of Locusts and Grasshoppers:
Proceedings of an international workshop held at Cotonou, Benin. Oxford: CAB International,
pp 181-190.

Mundree SG, Farrant JM (2000). Some physiological and molecular insights into the
mechanisms of desiccation tolerance in the resurrection plant Xerophyta viscasa Baker. In
Cherry et al. (eds) Plant tolerance to abiotic stresses in Agriculture: Role of Genetic

Engineering, Kluwer Academic Publishers, Netherlands, pp 201-222.

Babalola OO (2002). Interactions between Striga hermonthica (Del.) Benth. and fluorescent
rhizosphere bacteria Of Zea mays, L. and Sorghum bicolor L. Moench for Striga suicidal

germination In Vigna unguiculata . PhD dissertation, University of Ibadan, Ibadan, Nigeria.

Short Communications

Short Communications are limited to a maximum of two figures and one table. They
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should present a complete study that is more limited in scope than is found in full-length
papers. The items of manuscript preparation listed above apply to Short Communications with
the following differences: (1) Abstracts are limited to 100 words; (2) instead of a separate
Materials and Methods section, experimental procedures may be incorporated into Figure
Legends and Table footnotes; (3) Results and Discussion should be combined into a single
section.

Proofs and Reprints: Electronic proofs will be sent (e-mail attachment) to the
corresponding author as a PDF file. Page proofs are considered to be the final version of the
manuscript. With the exception of typographical or minor clerical errors, no changes will be
made in the manuscript at the proof stage. Because JMPR will be published freely online to
attract a wide audience), authors will have free electronic access to the full text (in both
HTML and PDF) of the article. Authors can freely download the PDF file from which they
can print unlimited copies of their articles.

Copyright: Submission of a manuscript implies: that the work described has not been
published before (except in the form of an abstract or as part of a published lecture, or thesis)
that it is not under consideration for publication elsewhere; that if and when the manuscript is
accepted for publication, the authors agree to automatic transfer of the copyright to the
publisher.

Fees and Charges: Authors are required to pay a $600 handling fee. Publication of
an article in the Journal of Medicinal Plant Research is not contingent upon the author's
ability to pay the charges. Neither is acceptance to pay the handling fee a guarantee that the
paper will be accepted for publication. Authors may still request (in advance) that the editorial

office waive some of the handling fee under special circumstances.






