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RESUMO

Uma fracdo purificada do rizoma de Wilbrandia
(cf) verticillata (cabegca de negro) contendo duas novas nor
cucurbitacinas glicosidicas denominadas W e wv,?, foi ava-
liada quanto a uma possivel acao antiinflamatdéria, antifer-

tilidade, laxativa e citotdxica.

Em camundongos, os valores para a DL"g da fracéo,
quando da administracao intraperitoneal e oral, foram res-
pectivamente, 345 ' 11 e 975 | 99 mg/kg, enquanto que, em
células KB, a mesma demonstrou baixa citotoxicidade, com

DEj-g de 12 pg/ml.

Em modelos de inflamacao utilizando ra-
tos, a fracdo exibiu uma atividade antiinflamatoria signifi
cante (p < 0,05) por via oral. 0 edema de pata induzido por
carragenina foi inibido em 25,4 e 39,5% nas doses de 100 e
200 mg/kg, respectivamente. Numa dose de 100 mg/kg, a leséo
granulomatosa induzida por carragenina sofreu uma inibicao
percentual de 45,8 enquanto que a artrite induzida por
formaldeido foi reduzida em 63,4% no décimo dia de observa
cdo. Paralelamente, a permeabilidade capilar induzida por a
cido acético em camundongos, foi iInibida efetivamente e de

maneira dose-dependente. A reducdo fToi de 69,1 e 90,4% em

relacdo as doses de 50 e 100 mg/kg, respectivamente.

Numa dose oral de 50 mg/kg, a fracéo demonstrou

acdo laxante em camundongos, através da producdo de fezes

Swtoria! rii? /i



umidas, revelando um efeito comparavel ao da Isocucurbitaci

na B numa dose de 0,5 mg/kg po.

Numa dose de 100 mg/kg po, a fracédo prolongou a
fase diestro do ciclo estral de camundongos, sendo esse e-
feito reversivel com a descontinuacdo do tratamento, suge-
rindo uma possivel atividade anti-ovulatdria. Quando admi-
nistrada a ratos, nas doses de 100 e 200 mg/Z/kg po, do 19 ao
79 dia da gravidez, a fracdo diminuiu o numero de implanta
cbes fTetais. A diminuicdo percentual foi de 33,3 e 66,6 res
oectivamente. Em doses similares, a fracdo nédo exibiu aua_l
quer acado abortiva auando administrada do 99 ao 139 dia da
gravidez. Entretanto, numa dose de 200 mg/kg, observou-se
um retardo no crescimento fetal. A 100 mg/kg p o , a fracéao
nao demonstrou nenhuma propriedade® estrogénica ou anti-es-

trogénica em ratos imaturos.

Em Utero isolado de rata, a fragéo (0,05 a 0,4
mg/ml) inibiu as respostas contrateis evocadas por acetilco

lina (6/5 x 10 gM), bradicinina (1,89 x 10_yM), ocitocina
(2,98 x 10 1”m), serotonina (2,84 x 10 ~M), cloreto de ba-
rio (1,5 x 10_3M) e cloreto de potassio (I x 10_4M) de modo
concentracao-dependente. A ordem de inibicdo para os dife-
rentes agonistas fToi BRADICININA OCITOCINA ACETILCOLINA CLO
RETO DE BARIO SEROTONINA. Quando a concentragdo de calcio
no lfauido nutritivo foi elevada de 2 a 3 vezes; uma clara
tendéncia a reversao do efeito inibitorio foi observada
Em reto abdominal de sapo, a fracdo produziu uma inibicéo
concentracao-dependente da resposta a acetilcolina (1,1 x

7 .
10— M), mas nao alterou as respostas evocadas pelo cloreto



de potéassio (4x10_4M) nem pela cafeina (:%xlo_2 M). E, em
ileo 1solado de cobaia, a fracdo ndo demonstrou efeito sig-

nificante sobre as respostas a histamina (3,45 x 10'7M).

Os possiveis mecanismos envolvidos nas proprieda
des farmacoloégicas apresentadas pela fracdo foram discuti-
dos em relacdo aos efeitos bioquimicos conhecidos das cucur
bitacinas em geral. 0 estudo fornece uma base cientifica pa
ra o uso tradicional do rizoma de Wilbrandia (cf) verticil
lata na artrite e doencas relacionadas, sugerindo uma fonte

alternativa para a terapéutica antiinflamatéria atual.

Os efeitos antiimplantacdo e anti-ovulatério ob-
servados, merecem estudos posteriores, no sentido de possi-
bilitar o desenvolvimento de uma droga contraceptiva oral

de origem vegetal.



ABST_RACT

The purified fraction of the rhizome of Wilbran-
dia (cf) verticillata (cabeca de negro) that contained two
novel norcucurbitacin glucosides and i1dentified as W” and
WV2 was investigated for its possible anti-inflammatory, an

tifertility, laxative and cytotoxic cffects.

In mice, the LD™g values for the fraction by ip
and oral routes wcre 345 | 11 and 975 | 99 mg/kg respecti
vely while in KB cell lines, it demonstrated low cytotoxi-

city with an ED*g of 12 pg/ml.

In rat models of inflammation, the fraction de-
monstrated significant (p < 0,05) anti-inflammatory acti-
vity. The carrageenan-induced paw edema was inhibited by
25,4 and 39,5% at doses of 100 and 200 mg/l<g respectively
At 100 mg/kg, carrageenan-induced granulomatous lesion was
inhibited by 45,82% where as the formaldehyde-induced arth
ritis was supressed on the tenth dav of observation by
63,42%. Besides, the capillary permeability induced by
acetic acid in mice was effectively reduced in a dose depen
dent manner. The reduction was 69,11 and 90,36% for the rejs

pective doses of 50 and 100 mg/kg po.

The fraction at an oral dose of 50mg/kg exhibited
laxative property by promoting wet. faeces and its effect

was comparable to 0,5 mg/kg of Isocucurbitacin B.

XX
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At 100 mg/kg po, the fraction prolonged the dies
trus phase of the reproductive cycle in mice but this
effect was however, found to be reversible upon discontinua
tion of medication, thus suggesting a possible anti-ovulato
ry activity of 1t When administered orally to rats on davs
I to 7 of pregnancy, it decreased the number of Tfetal im-
plantations at doses of 100 and 200 mg/kg. The extent of de
crease was 33,3 and 66,6% Tor the respective doses. At simi
lar doses, the fraction did not exhibit any abortifacient pro
perty, when treated on days 9-13 of pregnancy. At 200 mg/kg
dose, it however, impaired TfTetal growth. The fraction
(100 mg/kg po) was Tound to be devoid of either estrocjenic

or antioestrogenic property in immature rats.

In isolated rat uterus, the fraction (0,05-0,4

mg/ml) i1nhibited the contractile responses evoked by acetyl

choline (5,5 x 10 M), bradykinin (1,89 x HD yI\/I), oxytocin
(2,98 x 10 12m), BaCl2 (1,5 x 10 ~M), serotonin (2,84 «x
10_6M) and KC10 (1 x 10_4M) in a concentraiion dependent
manner. The order of inhibition for the different agonists
was as Tollows: BRADYKININ OXYTOCIN ACETYLCHOLINE BaCl2>
SEROTONIN. A tendency to overcome its iInhibitory effect was
however, observed when calcium concentration in the nu-
trient fluid was enhanced by 2 to 3 fold. In isolated toad
rectus abdominis, the fraction produced concentration de-
pendent i1nhibition of acetylcholine (1,1 X 10—7M) evoked
responses but did not modify the contractile responses evo-
ked by KC12 (4 x 10'4M) and caffeine (3 x 10'2M). The frac-

tion produced no significant effect on histamine (3,45 x



10 M) evoked contractile responses of isolated guinea-pig

ileum.

The possible mechanisms i1nvolvcd in the observed
pharmacoloqical properties of the fraction were discussed
in relation to known biochemical effects of cucurbitacins
in general. The study provided a scientific validation of
the traditional use of the rhizome of Wilbrandia (cf) ver-
ticillata in arthritis and related disorders and suggest
that it may be a useful alternative to presently available

anti-inflammatory drugs.

The anti-implantation and antiovulatory effects
observed in plant preparation treated animais merit  fur-
ther study to explore the possibility of developing an

oral contraceptive drug of plant origin.
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! INTRODUCAO

1.1 - Generalidades

A planta viva constitui um verdadeiro arsenal de
substancias quimicas. Alguns compostos, incluindo a clorofi
la, as proteinas e os acidos nucleicos, sdao fundamentalmen-
te Importantes para o crescimento de todas as plantas ver-
des, enquanto que outros desempenham Tfuncbdes menos claras,
motivo pelo qual sdo conhecidos como metabdlitos secundari-
os. Eles podem variar em relagcdo & sua natureza, de género
para género e, frequentemente de espécie para espécie, embo
ra possam apresentar uma estrutura quimica comum, dentro de

um grupo de plantas geneticamente relacionadas, caracteris-

tica esta, frequentemente U(til na taxonomia.

Alguns metabdlitos secundarios possuem cor, aroma
ou sabor particulares, que dado & planta uma vantagem evolu-
cionaria, uma vez que podem atrair animais polinizadores ou
afastar insetos nocivos e animais herbivoros. Muitos metabd
litos secundarios representam defesas especificas contra
bactérias patogénicas e fungos que atacam a planta, enquan-
to outros sado comumente Uteis em termos medicinais, um co-
nhecimento que anteriormente era empirico e que foi entao
passado de geracdo a geracdo, sendo mais tarde, também in-

cluido na literatura antiga e Matéria Meédica.

Em geral, a Fitoterapia ndo é muito utilizada em

[ Sxiviwiyd i
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doencas graves na Medicina moderna, pelo fato de que os ex-
tratos de plantas representam misturas complexas de compos-
tos biologicamente ativos, em proporcfes que mudam de esta
cado a estacdo, ou ainda dependem do local onde a planta foi
colhida. Outros compostos nao sdao muito estaveis apds cer-
to tempo de armazenamento, especialmente em preparacdes no
estado bruto, e mudancas quimicas podem acontecer quando as
partes das plantas secam, talvez tornando-as menos ativas.
Tem-se realizado iInvestigacoes sobre muitos desses medi-
camentos TFfitoterdpicos, isolando seus principios ativos, i-
dentificando suas estruturas, descobrindo vias sintéticas
para produzi-las, e, ao mesmo tempo, avaliando suas proprie
dades farmacoldogicas, com o iIntuito de promover a sua indus
trializacdo. Um grande numero de drogas em uso sao deriva-
das de medicamentos nativos, como: Nicotina, as piretrinas
e a rotenona, que sdo usados como pesticidas (GILBERT, 1977),
e certos esterdides e alcaldides que sao usfedos na manufatu
ra de drogas pela industria farmacéutica (TYLER et al,198l).
Os ultimos incluem sapogeninas esteroidais (diosgenina, so-
lasodina)e esterois que podem ser utilizados na sintese de
drogas antiinflamatdrias, anabdlicas e contraceptivas (HARD
MAN, 1987), glicosideos digitalicos, os alcaldides antican-
cerigenos do Catharantus, os alcaldides da Belladona (atro-
pina, hiosciamina e escopolamina), cocaina, colchicina os
alcaldides do 6pio (codeina, morfina e papaverina) e da Cin
chona (quinina, quinidina) , Fisostigmina, pilocarpina, re-
serpina e d-tubocurarina Alguns outros metabdlitos secun-

darios de plantas sédo instrumentos farmacoldégicos de inesti



mavel valia para o estudo de VAarios processos bioquimicos.
Podem ser citados como exemplos os ésteres de forbol,um gru
po de diterpenos proé-inflamatdérios promotores de tumor, que
foram inicialmente isolados das espécies de Croton perten-
centes a familia Euphorbiaceae, e tém se mostrado valiosos
no estudo das funcgbes bioldgicas, propriedades e distribui
cado da proteina quinase C e na carcinogénese quimica (NISHI
ZUKA, 1986); Forskolin, um diterpeno isolado das raizes de
Coleus fTorskolii (BHAT et al., 1977), tem sido muito «util
no estudo das funcbes Fisioldégicas do AMP ciclico, ja que
se pode ativar assim, quase toda adenilato ciclase particu-
lada e soluvel eucaridtica de modo reversivel (SEAMON et
al., 1981); Rianodina, um alcaldide neutro isolado da raiz
e caule de Ryania speciosa Vahl, representa uma substancia
muito importante para a identificacdo e caracterizacao do
canal de liberacdo de calcio do reticulo sarcoplasmatico
tanto no musculo esquelético como cardiaco "(MEISSNER, 1986)
e Tapsigarginéi e as lactonas sesquiterpénicas relacionadas,
isoladas da raiz de Thapsia garganica, representam uma nova
classe de compostos que mimetizam as agdes dos segundos men
sageiros 1,4,5-trifosfato de inositol e 1,2-diacilglicerol

(THASTRUP et all., 1987).

Durante os ultimos anos varias plantas tém sido
estudadas quanto aos seus principios ativos. Etoposide, um
agente antineoplasico semi-sintético derivado do Podophyl-
lum peltatum (may apple - podofilo) tem sido referido como
util no tratamento quimioterapico de Carcinomas testicula-

res refratarios, Carcinomas pulmonares de células pequenas,



Leucemias nédo linfociticas e Linfomas exceto o de Hodkin
(BALANDRIN et al., 1985). Tem-se conhecimento do isolamento
de flavondides citotoxicos com propriedades antitumorais co
mo a Tomentina (isolado de espécies de Partheniuro e Chrysos
plenium), 3,7-dimetil-gossypetina (isolado de Larrea triden
tata Cav.), Betuletol (isolado de espécies de Bétula e Al-
nus) e 6-hidroxi-kaempferol-3,7-dimetiléter (isolado de Par
thenium hysterophorus L.) (ARCAMONE et al., 1980). Algumas
substancias como a Cadsurenona, um terpeno oriundo da plan-
ta chinesa Piper fTutokadsurae, os gingolides A, B e C ou
BN 52020, terpendides isolados de uma outra planta chinesa
Ginkgo bi loba L. tém sido citadas como antagonistas competi-
tivos da agregacdo plaquetaria induzida pelo PAF (Fator de
Agregacdo das Plaquetas), bem como da desgranulacao de neu-

trofilos (MARUYAMA et al., 1967; BRAQUET, 1986).

A pesquisa moderna de algumas dro%as tradicional-
mente usadas tem produzido varios compostos de inestimavel
valor terapéutico. Substancias como Artemisinina e seus de-
rivados (lactonas sesquiterpénicas da planta rastejante Ar-
temisia annua L.), foram efetivas contra malaria maligna e
cerebral, a qual é usualmente fulminante, Cloroquina-resis-
tente e constitui uma séria ameaca a vida  (KLAYMAN, 1985);
Tetrahidropalmitina (um alcaldide obtido de Rhizorna cory-
dalis) demonstrou ser um tranquilizante sedativo com pro-
priedades analgésicas e algo hipndticas (BUDA et al.,1984).
O "screening" de uma espécie chinesa tradicional, indigo na
turalis, levou & descoberta da Indirubina, e esta provou

ser util no tratamento de leucemia granular crénica (WAN et



al., 1981). Cientistas chineses tém também isolado novos di
terpendides chamados Yuanhuacina, Yuanhuadina, Yuanhuafina,
outros da raiz de Daphne genkwa Sieb. et Zucc, e uma protei
na, Tricosantina, da raiz de Trichosanthes kirilowii. Maxim,
que possuem acado abortiva (KONG et al., 1986). Algumas subs-
tancias promissoras que regulam a fertilidade, tém sido co-
locadas em uso, enquanto que outras estdo sob rigoroso estu
do na Republica Popular da China, como por exemplo a Tangu-
ticacina, Dafnegiraldicina, Dafnegiraldina e 15,16-diidro-
dafnetoxina, isolados de algumas espécies de Daphne; com-
postos; tipo Acido Pseudolarico isolados de Pseudolarix kae
mpferi, que agem no iInicio da gravidez; Acido Triterpdnico
Cicloartanico isolado de Gardénia jasminoides e d- e 1-gos

sipol, contraceptivos masculinos (XU & GAO, 1986).

As 1Investigacdes tém sido intensificadas sobre
uma larga variedade de plantas, tais como Phyllanthus ama-
rus, que tem demonstrado inibir a reacdo entre o antigeno
de superficie do virus da hepatite B e seu respectivo anti-
corpo, uma vez que inibe a DNA polimerase viral (THYAGARA-
JAN et al., 1988), e Tanacetum parthenium, comprovadamente
eficaz no tratamento da enxaqueca, possuindo efeitos colate
rais despreziveis (JOHNSON et al., 1985), da qual foram iso
lados trés compostos (Partenolide, Miquefuscalide e Acetato
de Cis-crisantenil) que agem inibindo a conversdo "in vi-

tro"” de acido araquidébnico a prostaglandinas, via ciclo-

oxigenase (PUC1! & SAMBO, 1988).

O Brasil pode contribuir para esse tipo de estu-

do de maneira bastante, significativa, ja que, baseado na



sua variedade de climas e solos, possui uma das mails ricas

e diversificadas floras de todo o mundo, muitas vezes explio
rada por pesquisadores estrangeiros na sintese organica de
novos farmacos pelas Indistria.s Farmacéuticas multinaciona
is. J4 que se procura utilizar uma matéria-prima cem por
cento nacional, a CEME (Central de Medicamentos) vem Incre-
mentando a pesquisa interna acerca de varias plantas empre-
gadas popularmente (quebra-pedra, aroeira, horteld, maracu
ja e outras), avaliando suas toxicidades e acbOes terapéuti
cas, utilizando ensaios pré-clinicos e clinicos para tal.
Os resultados oriundos desse estudo tém sido preciosos para
a comunidade em geral, cientifica ou nao, uma vez que um

maior conhecimento sobre o uso da nossa flora é obtido.

0 Projeto de Integracdo Quimica-Farmacologia da
Universidade Federal do Ceard vem realizando diversos traba
lhos desde 1978, com os mesmos fins apresentados anterior-
mente, esclarecendo as propriedades farrnacoldgicas de extra
tos, fracbes quimicamente purificadas, ou mesmo de substan-
cias definitivamente isoladas. E é nesse contexto que o pre
sente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Produtos
Naturais do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da

UFC.



1.2 - A planta
1.2.1 - Descricao botanica e distribuicdo geogréafica

A espécie estudada ¢é Wilbrandia verticillata, se-
gundo a tentativa de identificacdo realizada pelos professo
res Eloir Schenkel e Lilian Auler Mentz da Universidade Fe-
deral do Rio Grande do Sul. A planta era referida como Wil-
brandia sp., sob o nome popular de cabeca de negro, desde
cerca de 1919 (DIAS DA ROCHA, 1919), e atualmente encontra-

se sob estudo visando sua identificacdo definitiva.

Wilbrandia verticillatéi Cogn. (tem como sinonimia
Anguria aculeolata Schl., A. gaudichaudiana Schl. ,Momordica
verticillata Vell., W. drastica M_, W. fluminensis Wawra,
W. riedeli Manso, W. scabra M.) é trepadeira de caule angu-
loso, glabro e estriado. Possui folhas curto-pecioladas,pro
fundamente trilobuladas, com ate 20cm de Eomprimento e 16
cm de largura. Os l16bulos sao lanceolados e agudos ou bre
ve-acuminados, aspero-pubescentes. As flores séao brancas,
sendo as masculinas dispostas em espigas e as femininas sés
seis, axilares, presentes em grupos de 3 a 7.0 fruto é ovoi
de, pequeno, amarelo-alaranjado, liso, contendo sementes

branco-sujas, oblongas e marginadas (P10 CORREA, 1984).

Abobrinha do mato, como Wilbrandia verticillata ¢
vulgarmente conhecida do Espirito Santo até Sao Paulo e
Minas Gerais, é nativa do Brasil e recebe outros sindnimos
como ana pinta.,azougue do Brasil, azougue dos pobres, caba

cinha, cip6 azougue e tailuid em outras localidades do pais



(P10 CORREA, 1984).

Pio Corréa cita apenas uma outra espécie do géne-
ro Wilbrandia, a Wilbrandia hibiscéides Manso, conhecida co
mo gonu em Minas Gerails, abobrinha do mato e taiuid de quia
bo em Sdo Paulo e Minas Gerails, azougue dos pobres, forqui-

lha e quiabo-de-cip6é em outros estados.

0 material estudado arquivado no Herbario Prisco
Bezerra da U.F.C. e designado cientificamente como Wilbran-
dia (cf) verticillata é conhecido popularmente como cabeca
de negro ou batata de teiu, sendo encontrado em todo o Nor-
deste do Brasil (BRAGA, 1953), especialmente na area de
caatinga, vegetacdo tipica do Nordeste semiarido. 0 rizoma

da planta pode ser visto na Figura 1.

1.2.2 - Uso popular

*

A raiz tuberosa de espécies de Wilbrandia é utili-
zada popularmente como anti-sifilitica, purgativa, depurati_
va, anti-reumdatica, febrifuga e emenagoga, além se ser em-
pregada nas hidropsias e erisipelas cronicas (P10 CORREA,

1984; BRAGA, 1953).

Na medicina veterinaria parece ser util na célera
das galinhas, fazendo parte também de '"‘garrafadas' (combina
cdo de varios chas diferentes), utilizadas no tratamento de
manifestacbes, tais como o "Mal triste'”, cujos agentes etio
I6gicos sdo um protozoario e uma rickettsiae, que acometem

0 gado bovino (P10 CORREA, 1984; MELO, 1989).



FIGURA |1 - Rizoma de Wilbrandia (cf) verticillata (Foto: F.
J.A. Matos).
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1.2.3 - As Cucurbitacinas

Esse grupo de substancias é constituido por com-
postos triterpenicos tetraciclicos, altamente oxigenados,
que possuem um esqueleto Unico do tipo lanostano (LAVIE &
GLOTTER, 1971). Foram inicialmonte isolados de plantas per-
tencentes & familia Cucurbitaceae, sendo depois também obti
dos de varias espécies provenientes de outras familias, co-
mo Elaeocarpaceae, Polemoniaceae, Euphorbiaceae e Escrofula
riaceae. 0Os géneros mais comuns da familia Cucurbitaceae en
contrados no Brasil, sao: Cucurbita, Citrullus, Luffa, La-
genaria, Cucumis, Momordica, Cayaponia e Wilbrandia, aos
quais pertencem espécies como Cucurbita maxima, Citrullus
vulgaris, Luffa operculata e Wilbrandia verticillata (JOLY,

1977).

As principails cucurbitacinas j4 isoladas foram:

x
B, D, E, Fe 1 de Acanthosicyos horridus - Cucurbitaceae
(HYLANDS & MAGD, 1986), Ecballium claterium - Cucurbitaceae
(LAVIE & SHVO, 1959-1960), Elaeocarpus dolichostylus - Ela-
eocarpaceae (FANG et al., 1984), e de Spondianthus preussii

Euphorbiaceae (TESSIER & PARIS, 1978), dentre outras, pre-

sentes nas Figuras 11 e 1l1I.

Recentemente, com o isolamento do Fevicordin A e
seu respectivo glicosidio, de Fevillea cordifolia - Cucurbi.
taceae (ACHENBACH et al., 1987), um novo grupo de norcucur-

bitacinas aromaticas tornou-se conhecido (FIGURA 1V).



FIGURA 11 - Cucurbitacinas classicas isoladas de algumas plantas.
A - Cucurbitacina | B - Cucurbitacina E
C - Cucurbitacina C D Elaterinida (B-glicosidio da Cucurbitaci-

na E) .



OAc

FIGURA 111 - Cucurbitacinas classicas isoladas de algumas plantas.
A - Cucurbitacina B B -> Cucurbitacina D
C » Cucurbitacina F D Glicosidio da Cucurbitacina |I.



FIGURA

v

Estrutura das novas norcucurbitacinas aromaticas isoladas de Wilbrandia (cf) ver
ticillata (A e B) e de Fevillea cordifolia (C e D).

A Wv,| B - WVE
C 1 glicosidio do Fevicordin A D -> Fevicordin A

u>
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1.2.4 - Farmacologia das Cucurbitacinas

Embora o estudo de suas propriedades farmacologi-
cas esteja ainda aquém das expectativas cientificas, tem-se
conhecimento de algumas atividades iInvestigadas, tais como:
Citotoxicidade, apresentada pelas cucurbitacinas B, D, E, |
(KONOPA et al ., 1974) e F (FANG et al., 1984); Acao antitu-
moral, por Del principalmente (KONOPA et al., 1974 - SHO-
HAT et al. , 1962) ; Acdo antiinflamatdéria, demonstrada pela
cucurbitacina B (YESILADA et al., 1988); Acdo antifertili-
dade, demonstrada pela Diidrocucurbitacina D ou Diidroela-
tericina A (SHOHAT et al., 1972) e Acdo laxativa, observada
com as cucurbitacinas B, C, E,E glicosidica e |I glicosidi-

ca (LE MEN et al. , 1969) .

Em relacdo ao grupo das nércucurbitacinas aromati
cas, suas propriedades farmacologicas ainda, constituem in-
cognitas, conhecendo-se até entdo o Fevicordin A e seu gli-
cosidio com acédo antiinflamatoria (ACHENBACH et al., 1987),
e, agora, tendo em vista a realizacdo deste trabalho, al-
guns aspectos farmacoldégicos dos Wvs isolados (W™ e Wv»)
de Wilbrandia (cf) verticillata (MATOS et al., 1988) foram

conhecidos, de acordo com os objetivos abaixo mencionados.

1.3 - Objetivos

Com base nos usos populares acima descritos bem

como nas atividades farmacoldgicas demonstradas pelas cucurbi

tacinas ja isoladas, resolvemos avaliar uma fracdo purifica



da da raiz de Wilbrandia (cf) verticillata que contém duas

novas norcucurbitacinas (W e Wv9), em concordancia com 0s

seguintes objetivos:

|

Estudar sua toxicidade aguda e algumas de

suas acbes fTarmacoldgicas, como:

Acdo antiinflamatoéria

Acdo antifertilidade

Acdo laxativa

Acdo citotoxica

Investigar os possiveils mecanismos de acdo en

volvidos nas referidas propriedades.



T MATERIAL

2.1 - A planta

A raiz de Wilbrandia sp TfToi coletada em Senador
Pompeu - Ceara e utilizada na producdo da fracdo purifica-
da, pelo Departamento de Quimica Organica e Inorganica da U-
niversidade Federal do Ceara, sendo a ultima empregada nos
ensalos experimentais. Posteriormente, a planta foi identi-
ficada como Wilbrandia (cf) verticillata pelos professores
Eloir Schenkel e Lilian Auler Mentz da Universidade Federal

do Rio Grande do Sul.

2.2 - Animais experimentais

Camundongos albinos (Mus musculus), variedade
Swiss-Webster, de ambos o0s sexos, provenientes do Biotério
do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universida-

de Federal do Ceara.

Ratos albinos (Rattus norvegicus), variedade Wis-
tar, de ambos os sexos, provenientes do Biotério do Departa
mento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal

do Ceara.

Cobailas albinos (Cavia porcellus), de ambos os se
X0Ss, provenientes do Biotério do IIEMOCE (Centro de Hematolo

gia e Hemoterapia do Estado do Ceard).

16
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Sapos (Bufo paracncmis, Lutz) , do ambos os sexos,

capturados ao acaso nos arredores de Fortaleza - Ce.

Os camundongos, ratos e cobailas utilizados, foram
mantidos em condicdes ambientais semelhantes, com ciclos
claro/escuro de 12 em 12 horas, recebendo racdo em"pellets”

(Purina) e agua "ad libitum"

2.3 - Solucoes fTisioldgicas

As solucbes Tisiologicas foram preparadas com
sais de pureza analitica (MERCK). As concentracgdes foram ex

pressas em milimolar (rnM).

- Solucao salina

NaCl 154

- Solucédo de De Jalon
NaCl 154; KC1 5,3; CaCl™ 0,6; Wall2PO4 0,3;NaH003

6,9; glicose 2,7

- Solucédo de Tyrode
NaCl 136; KCi1 2,68; CaCl? 1,8; MgCl2 0,92;

NaH2PO4 0,36; NaHCO™ 11,9; glicose 5,5
- Ringer batraquio

NaCl 111,2; KC1 1,8; CaCl2 1,0; Nall?PO4 0,07 ;

NaHCO3 2,38; glicose 11,1

2.4 - Reagentes e corantes

- Acido acético glacial (MERCK)



Alcool etilico (R A.Prod.Quimicos)

Azul de Evans (SIGMA)
Eter etilico (REAGEM)
Formaldeido (HERZOG)
Hidroxido de sodio (REAGEN)
Lauril sulfato de sodio (REAGEN)

2.5 - Drogas

- Benzoato de estradiol (SIGMA)

- Bradicinina (SIGMA)

- Carragenina (SIGMA)

- Citrato de cafeina (SIGMA)

- Cloreto de acetilcolina (SIGMA)

- Cloreto de bario (REAGEN)

- Cloreto de célcio (REAGEN)

_ Cloreto de potassio (GRUPO QUIMICA)
- Dexametasona (DECADRON-M_S.E
- Dietilestilbestrol (SIGMA)

- Dihidrocloreto de histamina (SIGMA)

- Fenilbutazona (CEME)
- 5-Hidroxitriptamina (SIGMA)
- Isocucurbitacina B (DEP-QUIM.ORG. INOR

GANICA DA 1JFC)

Ocitocina (CEME)



3 - METODOS

3.1 - Purificacdo do extrato etandlico e isolamento de Wv

e Wwv?

A raiz de Wilbrandia (cf) verticillata (4 kg) foi
extraida em Soxhlet com etanol. O extrato etandlico resul
tante (223g) foi fracionado em coluna de silica gel, forne-
cendo uma fracao eluida com AcOEt-MeOH (80:20). Esta fra-
cao foi tratada com acetona e o extrato resultante apds con
centracdo, forneceu 15g de uma mistura constituida de duas

norcucurbitacinas glicosidicas iInéditas denominadas Wv e

WvE£ (Figura V). Logo, o rendimento da fracéo constituida
por W e Wv, a partir de 4kg da raiz da planta, foi de
0,4%.

As proposicbes estruturais para as substancias,
envolveram a aplicacdo de métodos espectroscopicos de ana-
lise dos derivados acetilados (MATOS et al., 1988). Os es
pectros podem ser vistos nas Figuras VI - A a F. Essa meto-
dologia fToi realizada pela Profa. Maria Elisa de Oliveira Ma

tos e colaboradores no Laboratério de Produtos Naturais

(LPN) da Universidade Federal do Ceara.

A fracdo constituida por W.j e Wv?; estando 0
Wv2 em maior quantidade, foi submetida aos ensalos fTarmaco

lI6gicos de que trata o presente trabalho.
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WILBRANDIA (CF) VERTICILLATA (CUCURBITACEAE)

(RIZOMAS SECOS E PULVERIZADOS)

A KG

EXTRACAO COM ETANOL EM SOXHLET

RESIDUO EXTRATO BRUTO (223g)

COLUNA DE

SILICA GEL

Wv - 22P (15Q)

ATETONA
SOLUVEL INSOLUVEI
(NORCUCURBITACIMAS (GLICOSITIO ES-
GLICOSIDICAS) TEROIDAL NAO J.

(FP) DENTIFICADO)

FIGURA V - Purificacdo do extrato etandlico de Wilbrandia
(cf) verticillata e i1solamento de Ww-" e Wv/.



FIGURA VI A - Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (300 MHz), em CDCI™, da
norcucurbitacina glicosidica peracetilada Wv™,



FIGURA VI

B - Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (300 MHz) ,
norcucurbitacina glicosidica peracetilada '

em CDCI™N,

da

to
to



FIGURA VI

C - Espectro de ressonancia magnética nuclear de
curbitacina glicosidica peracetilada Wv™.

C (75 MHz), em CDCI™,

11.053

da norcu-

o

aj



FIGURA Vi

D - Espectro de ressonancia magnética nuclear de
curbitacina glicosidica peracetilada Wv™

13

C (75 MH2),

em CDC13, da norcu-

to



FIGURA VI

E

LINEAR ABSCRBANCE

Espectro na regido do
peracetilada Wv» .

infravermelho,

em cdci3, da norcucurbitacina glicosidica

to
Ui



. '
FIGURA VI F - Espectro na regido do infravermelho, em CDCI®, da norcucurbitacina glicosidica
peracetilada

to
cn
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3.2 - Experimentos 'in Vvivo"

3.2.1 - Toxicidade aguda e efeitos comportamentals

Nesse experimento foram utilizados camundongos de
ambos os sexos, escolhidos ao acaso, pesando em torno de 35
a 40g, separados em grupos de 10 animais cada (b fémeas e 5

machos), e mantidos em jejum durante toda a noite.

A Fracdo Purificada (FP) fToi administrada em doses
crescentes que variaram de 200 a 2000mg/kg de peso por via
oral e iIntraperitoneal, utilizando-se um volume constante
de 20ml/kg e 10ml/kg de peso, respectivamente, enquanto que
os grupos controle recebiam o volume equivalente do veiculo
(solucéo a 5% P/V de goma arabica em salina). Todos o0s gru-
pos eram cuidadosamente observados durante 120 minutos a-
pés a administracdo da FP e entédo a interv?los previamente
estabelecidos durante 72 horas. Os parédmetros comportamentais ob-
servados foram os seguintes: atencdo, alerta, analgesia, a-
tividade motora espontanea, locomocdo, sedacdo, resposta ao
tato, reflexo postural, secrecdo nasal, piloerecéo, ptose,

dispnéia, miccdo, diarréia, convulsdo, coma e morte.

A determinacdo da DL~ (dose que mata 50% dos ani-
mais) foi estabelecida pelo método de MILLER & TAINTER
(1944). Realizou-se a contagem do numero de animais mortos
e calculou-se a percentagem de mortes para cada grupo, a
qual foi convertida em probitos e colocada na ordenada en-
quanto que na abscissa constou o log dose da FP, e TfTinal-

mente a DLEU foi determinada.
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3.2.2 - Acdo antiinflamatdéria

Com a finalidade de avaliar a acdo da FP sobre 0
processo inflamatdorio em diferentes estagios, foram utiliza
dos os seguintes modelos: Edema de pata induzido por carra-
genina, onde observou-se a acdo da FP sobre a inflamagcdo a-
guda; lesdo granulomatosa induzida por carragenina, onde a
acdo da FP sobre a inflamacdo subaguda foi avaliada; artri
te induzida por formaldeido, onde investigou-se a acao da
FP sobre o processo crdonico e a acdo sobre a permeabilidade
capilar, objetivando o esclarecimento do mecanismo de acéo

envolvido nesse tipo de atividade.

3.2.2.1 - Inflamagcdo aguda - Edema de pata induzido por car

ragenina em ratos

Ratos Wistar machos pesando 120-<t50g, escolhidos
aleatoriamente e divididos em 4 grupos de 8 animails cada,
foram administrados por via oral com FP (100 e 200mg/kg de
peso),fenilbutazona (100mg/kg de peso) ou veiculo (solucéo
a 5% P/V de goma arabica em salina), uma hora antes da inje
cado subplantar de 0,1ml de uma solucdo de carragenina a 1%
na pata traseira direita (WINTER et al., 1962). O volume
da pata foi medido por pletismégrafo imediatamente antes e
apés 3 horas da injecao de carragenina.

A atividade anti-edematogénica da FP e da droga-

padrédo utilizada (fenilbutazona) fol considerada em termos
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de inibicdo percentual do edema, de acordo com a seguinte

formula:

percentagem de inibicdo - ! - onde V
e VC representam a média das diferencas entre as medidas

das patas nos grupos tratados e controle respectivamente.

Método pletismografico

Foi utilizada uma variante do método de DOMENJOZ
(1954), descrito inicialmente por II1ILLEBRECIIT (1954) e aper
feicoado por KINDER et al. (1957). 0 pletismografo, apare

Iho utilizado no experimento, encontra-se representado na

Fig. VII.

A pata traseira direita do animal foi estendida Tir
memente e introduzida até uma determinada regido referenci-
al (borda poéstero-proximal da proeminéncia do calcanhar) em
um recipiente cheio (B), por onde o fluido deslocado Tflui
para dentro de um tubo horizontal graduado (0,01ml) (C), no
qual a leitura do volume foi realizada.o Tfluido utilizado
foi uma solucdo de lauril sulfato de soédio a 0,05% em 5% de
alcool etilico hidratado. Apdés o esvaziamento da solucdo e
zeragem do aparelho, a torneir i da extremidade (D)foi girada
de modo que a abertura ao vacuo fosse fechada o o tubo gra-
duado (C)fosse aberto a atmosfera; a pata do animal foi entéo
imersa no vaso (B) até que o ponto de referéncia estivesse aqf
nhado com o menisco do fluido visto na parede do vaso duran
te 2 a 4 segundos, quando entdo ocorreu o deslocamento do

fluido, remocdo da pata do animal e realizacdo da leitura



FIGURA VII

30

- Pletismografo - Aparelho utilizado na medida

do volume da pata de rato. Esta é imersa no va
so B, enchido por meio do reservatéorio A, e o0
liquido transborda para um tubo graduado C, on
de se realiza a leitura referente & alteracéo

do volume.
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no tubo graduado.

3.2.2.2 - Lesdo granulomatosa induzida por carragenina em

ratos

Trés grupos de 6 animais cada (ratos Wistar ma
chos 180-220g),privados de alimento por toda a noite Toram
utilizados para esse experimento, segundo o método de BENI-
TZ & I-IALL (1963). Injetou-se 0,5ml de uma suspenséao de
carragenina a 2%, subcutaneamente na area dorsal de todos
0os animais, apds anestesia com éter ctilico. As drogas tes-
tadas, FP (100mg/kg de peso) , feni !butazona (100mg/kg de pe
so) e veiculo, foram administradas oralmente, imediatamente
apés a administracao de carragenina e depois de 24 horas.
Os animais foram entdo sacrificados 48 horas and0s a injecao
do 1irritante, os granulomas removidos e pesados, e realiza-

x

das as respectivas comparacdes entre 0s grupos - teste e

controle

3.2.2.3 - Artrite induzida por formaldeido em ratos

A artrite foi induzida através da injecdo de so-
lucdo de formaldeido 2% na regido subplantar da pata trasei
ra esquerda dos animais (ratos Wistar fémeas 100—150g de pe
so0) no primeiro e terceiro dia do experimento (SELYE,1949).
A medida do volume da pata foi feita por pletismografo
antes da injecdo do irritante e 2 horas apdés esta no 19 dia,

bem como uma vez diariamente durante 10 dias consecutivos
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de tratamento com FP (100mg/kg de peso, p-.o.), dexametasona
(1mg/kg de peso, i.p.) e veiculo. O aumento médio do volume
das patas de cada grupo de 6 animais foil determinado e cal-
culada a percentagem de inibicdo através da comparacdo dos

grupos tratados com o controle.

Todos os animais utilizados nesse ensaio, foram
privados de alimento 2 horas antes e 2 horas depois do tra-

tamento, sendo permitido agua "ad libitum™
3.2.2.4 - Acdo sobre a permeabilidade capilar

0 ensaio de permeabilidade vascular induzida por
acido acético em camundongos machos (25 | 1g de peso) foi
realizado segundo o método de WHITTLE com algumas modifica

cbes

A substancia-teste FP (60 e 100mg./kg), AAS (200mg/
kg) e o veiculo foram administrados oralmente aos animais
presentes em cada grupo (5-8 animais/grupo), através de
uma sonda intragastrica. Apds 60 minutos, cada animal rece-
bia intravenosamente 0,25ml de solucéo salina de Azul de E-
vans 2% P/V e, 10 minutos depois, todos recebiam 0,4ml de
solucdo salina de acido acético 0,5% V/V intraperitonealmen
te. Ap6s 20 minutos os camundongos eram mortos por desloca-
mento cervical e realizava-se uma lavagem da cavidade abdo-
minal com &agua destilada, sendo o Iifquido obtido colocado
em frascos com. capacidade para 10ml, previamente preparados
com 0,1ml de solucdo de NaOH O,1N bem. como com 1a& de vidro

para que a sua Tiltracdo fosse realizada. 0 volume era en-
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tdo completado com &gua destilada para um total de 10ml,sen

do a solucao fTinal medida colorimetricamente a 590nm.

3.2.3 - Agédo antifertilidade

Os ensaios realizados com a finalidade de detec-
tar uma iInterferéncia da FP com a fertilidade de animais ex
perimentais, seguiram a metodologia descrita por KHANNA &
CHAUDIIURY (1970) ,e foram eles: Efeito sobre o ciclo estral
em camundongos, efeito sobre a implantacdo em ratas e efei-

to abortivo em ratas.

3.2.3.1 - Efeito sobre o Ciclo Estral em camundoncos

Dois grupos de 6 animais cada (camundongos 25-30g
de peso) escolhidos baseado na existéncia de 2 ciclos es-
trais consecutivos normais, Toram toamtados FP (100mg/kg
de peso, p-o.) ou com veiculo durante um periodo de 10 dias,
examinando-se simultaneamente a fase do ciclo estral na
qual os animais se encontravam, através da colheita da
secrecao vaginal e observacdo a microscopia o6ptica. Apés o
periodo de tratamento, as fémeas continuaram a ser examina-
das por mais 10 dias, com o iIntuito de observar a persistén

cia ou ndo do efeito.

3.2.3.2 - Efeito sobre a implantagdo do ovo fertilizado em ratos

Ratos Wistar de comprovada fertilidade foram aca
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salados com fémeas de ciclo regular, na fase Pré-estro do
ciclo estral. A presenca de espermatozdides no esfregaco va
ginal, visualizados por microscopia Optica, iIndicava o 19
dia da gravidez. Estes animais foram selecionados ao acaso
em 3 grupos de 6 animais cada (150-200g) e foram adminis-
trados com FP (100 e 200mg/kg de peso, p.o.) ou veiculo, do
19 ao 79 dia da qravidez, através de um cateter intragastri.

CO.

Os animais foram laparotomizados sob licreira anes
tesia com éter etilico no 109 dia da gravidez, e 0 numero
de sitios de implantacdo nos cornos uterinos foi anotado pa
ra cada animal. A completa auséncia de sitios de implanta-
cdo em qualquer animal, era considerada como critério de e-
feito antifertilidade. 0 abdbmen era fechado e esperava-se
o término da gravidez, quando entédo verificava-se o0 numero
de recém-nascidos em cada grupo experimental, fazendo-se a

respectiva diferenca.

3.2.3.3 - Efeito abortivo em ratos

Ap6s acasalamento de ratos machos comprovadamen-
te férteis com fémeas de ciclo regular na fase Proé-estro do
ciclo estral, a existéncia de gravidez era detectada atra-
vés da presenca de espermatozdides no esfregaco vaginal. Os
animais escolhidos eram separados ao acaso nos grupos expe-
rimental e controle (6 animais cada) e tratados com FP
(100 e 200mg./kg de peso, p-o.) ou com veiculo respectivamen

te, do 99 ao 139 dia da gravidez. Observou-se 0 aparecimen
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to ou ndo de sangramento vaginal em todos os animais do

129 ao 169 dia da gravidez e, Tfinalmente no 209 dia, os a-

nimais eram sacrificados e os fetos vivos e mortos eram

quantificados

3.2.4 - Acado estrogénica ou anti-cstrogénica

Nesse ensaio foram utilizados 4 grupos de ratos
Wistar imaturos com 24-37g de peso e 19-21 dias de idade,
com 6 animais cada. Esses animais foram administrados com
veiculo (0,1ml de 6leo de milho, sc+veiculo da FP, p.o.),
estrogénio padrdo (benzoato de estradiol, 0,1 pg/Zanimal,
sc), estrogénio padrdao mais FP (I00mg/kg de peso, p-o0.),ou
ainda o veiculo e a FP simultaneamente, durante 3 dias con
secutivos, ao final dos quais os animais eram sacrificados
por deslocamento cervical e seus Uteros pesados e compara-

dos entre 0s VArios grupos.

3.2.5 - Acédo laxativa

A poténcia laxativa da FP foi estudada segundo o
método descrito por LOU (1949). Quatro grupos de 8 camun-
dongos machos (30-40g de peso) , privados de alimento duran
te 5 horas, foram administrados com FP (25 e 50mg/kg de pe
SO, p-.0.) através de uma sonda intragastrica, com veiculo
e uma droga-padrdo (Isocucurbitacina B 0,5mg/kg de peso,
p.o.) respectivamente. Apds o tratamento, subgrupos de 2 a

nimais cada foram colocados em gaiolas metabdlicas (6 X
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18cm) que possuiam a parte inferior também gradeada. As fe-
zes eram recolhidas em papel branco colocado sob as gaio-
las, ao final de cada hora, durante um periodo total de 6
horas. O efeito laxante era medido através da contagem do
namero total de vezes que o animal defecava, no intervalo
de tempo acima citado, quando entdo efetuava-se as diferen-

cas entre 0s grupos.
3.3 - Experimentos "in vitro"

3.3.1 - Reto abdominal de sapo

Ap6s a imobili.zacdo do animal (sapo (80-280 ¢ de
peso) pela destruicdo do Sistema Nervoso Central e disseca-
cao do musculo abdominal, este era isolado e transferido
para um recipiente contendo solucdo de Ringer batraquio
continuamente aerada a temperatura #mbient O musculo era
separado da aponeurose e transferido para uma camara museu
lar contendo 10ml de solucdo nutritiva, aerada e mantida a

temperatura ambiente (DE JALON, 1947).

As contracfes provenientes do musculo eram regis-
tradas quimograficamente por meio de uma alavanca isoténi-
ca de inscricdo frontal, sendo aplicada uma tensdo de 0,5g

com uma amplificacdo de 6 vezes.

O tecido foi mantido em repouso por 30 a 40 minutos

depois da sua montagem,quando entdo as respostas contrateis

7 . } -4
a Acetilcolina(l,l x 10 M); Cloreto de Potassio(4 x10 M)

2

e Cafeina (3 x 10—™M), eram registradas antes e apos a in-
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cubacdo por 3 minutos de doses crescentes (0,5 a 4mg/ml) ou

ndo (4mg/ml) da FP, em intervalos de 5 minutos.

3.3.2 - Utero isolado de rata ndo orenha

Esse ensaio foi realizado segundo o método de
HOLTON (1948). Foram utilizadas ratas Wistar virgens (150-
200g de peso) mediante estrogenizacdo prévia (18 horas) com
dietilestilbestrol (Aml/kg de peso i.p.). 0s animais eram
sacrificados por meio de pancada na nuca com secgado poste-
rior dos vasos cervicais, colocados em decubito dorsal e
feita uma incisdo em forma de "V" na regido abdominal. A pe
le e a camada muscular eram rebatidas, o0s intestinos afasta
dos e os cornos uterinos localizados, quando entdo eram re-
tirados 2 a 3cm de suas extremidades 1/3 distais do ovario
e colo uterino, e iImediatamente transferidos para uma placa
de Petri contendo solucdo nutritiva de DE JALON continuamen
te aerada. O0Os tecidos foram montados em banho para muscula-
tura lisa com capacidade de 10ml, contendo Iiquido nutriti-

vo de DE JALON aerado, & temperatura constante de 299C.

As contragdes provenientes do uso de varias
concentragcdes de drogas, foram registradas em tambor moével
de quimégrafo, através de uma alavanca isotdnica com tensao

de 0,5g e amplificacdo de 6 vezes.

A preparacido foi mantida em repouso durante 30 a
40 minutos, quando entéo respostas contrateis foram regis-

tradas para acetilcolina (6,5 x 10 M), 5-hidroxitriptami-

na (2,84 x 10 (M) ; Bradicinina (1,89 x 10 7M) ; Ocitocina
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-12 ; 3
(2,98 x 10 M); Cloreto de Bario (1,5 x 10— M) e Cloreto
. -4 _ _
de Potassio - x 10 M), em intervalos de 5 minutos, an-
tes e apdés a incubacdo da FP, em concentracbes crescentes

(0,5 a 4mg/ml) durante 3 minutos.

A 1Ci-q (concentracdo da preparacdo da planta ne-
cessaria para produzir 50% de iInibicdo da resposta do ago-
nista) foi determinada a partir da realizacdo de 4 regis-
tros com cada um dos agonistas a fim de avaliar o efeito da

FP frente a cada um deles.

Foram utilizadas concentracgoes crescentes de
CaCl12 (/2 e 1,8 mM) , antes da incubacdo com FP (0,5 a 4mg/

ml) e da resposta a acetilcolina em presenca da primeira.
3.3.3 - i1leo isolado de cobaia

Esse ensaio seguiu o método de MAGNUS (1904). Os
animais aqui utilizados foram cobaii®s de ambos os sexos
(300-400g de peso) mantidos em jejum durante 48 horas antes
do estudo. AplGs o sacrificio por intermédio de pancada na
nuca seguida de seccdo dos vasos cervicals, o animal era co
locado em decubito dorsal e feita uma incisdo em forma de
"V" no seu abdémen. Um segmento da regido terminal do 1leo
(2-3cm) foi retirado, lavado com solucdo nutritiva de Tyro-
de e montado adequadamente em uma camara de vidro contendo
10ml de solucdo de Tyrode continuamente aerada e mantida a
379C. Apd6s um periodo de 30 a 40 minutos, 0 registro das
respostas contrateis a histamina (3,45 x 10_7M) fol entédo i

niciado um intervalo, de 5 minutos antes e apdés a .incubacao
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da FP (0,5 a 4mg/ml) por 3 minutos. Os registros foram efe-
tuados em um tambor moével de quimégrafo, através de uma ala
vanca isotdonica de inscricdo frontal com uma tensdo de 0,5g

e uma amplificacdo de 6 vezes.

3.3.4 - Citotoxicidade

Para verificar a atividade citotéxica da FP, fo-
ram utilizadas células KB de Carcinoma Epidermdide Humano
(EAGLE, 1955), seguindo o método adotado pelo CNlI (National
Cancer Institute) (GERAN et al., 19/2). células, cultiva-
das em meio basico de Eagle (EAGLE, 1959) com 10% de soro
fetal bovino e antibidético (Penicilina, Estreptomicina e Ka
namicina - 100ug/ml), Toram repicadas 24 horas antes do tes
te em monoextrato (PENSO & BALDUCCIH, 1962), removidas com
0,25% de tripsina (EDWARDS & FOGII, 1959) , sendo diluidas

no meio a 30.000 células/ml. *

A substancia-teste (FP) e 6-mercaptopurina foram
utilizadas no experimento, sendo que a primeira foi diluida
no meio em concentracbes de 100, 10, 1,0 e O,1pg/ml, e, Ti-
nalmente, o material foi incubado a 379C por 72 horas numa

atmosfera com 5% de CON

A atividade da substancia testada foi avaliada me
diante a dose-resposta de citotoxicidade que consta no pro-

tocolo 1600 do CNI (GERAN et al., 1972).

Esse ensaio foi realizado no Departamento de Ant_i
bidticos da UFPE com a colaboracdo da Profa. Silene Carnei-

ro do Nascimento.
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3.4 - Métodos Estatisticos

Os resultados obtidos que exigiram uma analise es
tatistica foram expressos como MEDIA | S.E.M. A significan
cia estatistica foi calculada de acordo com o teste "t de
Student', obedecendo aos niveis de significancia de p <
0,05 e p < 0,01. Sempre que necessario, o0s resultados eram

submetidos a4 analise de variancia.



4 RESULTADOS

4.1 - Experimentos "in vivo"

4.1.1 - Toxicidade aguda e efeitos comportamentais

Os principais sinails apresentados pelos camundon-
gos com a administracdo intraperitoneal ou oral da fracéo
purificada (FP) numa dose acima de 250mg/kg, Toram: aumento
da atividade motora espontanea durante 20 minutos e em se-
guida reducédo gradual desta, aparecimento de areas de sudo-
rese e diarréia acompanhada de secrecdo mucosa, efeitos es-
tes observados 2 horas apdés o tratamento. Com doses acima
de 500mg/kg i.p. ou p.o., 0s animais demonstraram sinails de
broncoconstricgao, convulsbes, parada respiratdoria e morte.

Todas as mortes aconteceram dentro de 24 horas.

A dose de 250mg/kg p.o. ou 1.p., nh&o produziu ne-
nhuma morte dentro de 72 horas, assim como o grupo controle
tratado com veiculo ndo apresentou qualquer alteracdo com-

portamental.

A DL5g da FP administrada intraperitonealmente
foi de 345 - 11 mg/kg e oralmente de 975 | 99 mg/kg, segun-

do o método de MILLER & TAINTER  (1944).

41
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4.1.2 - Acédo antiinflamatoéria

4.1.2.1 - Inflamacdo aguda - edema de pata induzido por car

ragenina em ratos

Os resultados referentes & acao antiinflamatdria
da FP sobre o edema de pata induzido por carragenina em ra-

tos, encontram-se na Tabela 1.

A FP nas doses de 100 e 200 mg/kg p-o-, reduziu
significativamente (p 0,05) o volume (ml) médio do edema
de pata induzido por carragenina (0,8 ! 0,09 e 0,69 h 0,09
respectivamente), quando comparado ao grupo controle admi-
nistrado com veiculo (1,14 | 0,03). A FP nas referidas do-
ses exibiu uma inibicdo percentual do volume (ml) médio do
edema de pata, de 25,4 e 39,5% respectivamente. Essa inibi-
cao foi dose dependente, sendo aquela produzida com a dose
de 200mg/kg mais proxima a observada com a droga padrao uti.
lizada, fenilbutazona (47,4%), numa dose de 100mg/kg p-.o.,
uma vez que o volume médio do edema de pata deste grupo foi

de 0,60 + 0,09.

4.1.2.2 - Lesédo granulomatosa induzida por carragenina em

ratos

Os resultados obtidos com a FP e fenilbutazona no
granuloma induzido por carragenina em ratos, encontram-se

demonstrados na Tabela 2.



TABELA 1 Efeito da fracao purificada (FP) de Wilbrandia (cf) verticillata no edema de pata

induzido por carragenina em ratos.

Dose oral N2 de Volume da pata (ml)
Tratamento % de inibicédo
(mg/kg) Animais/Grupo Media * 5iM
CONTROLE - 8 1,14 i 0,03 -
(veiculo)
FP 100 8 0,85 - 0,09 25,4
200 8 0,69 i 0,09 39,5
FENILBUTAZONA 100 8 0,60 + 8,09 47,4

* p < 0,05



TABELA 2 Efeito da fracao purificada (FP)
duzido por carragenina em ratos.
Dose oral
Tratamento
(mg/kg)
CONTROLE -
(veiculo)
FP 100
FENILBUTAZONA 100

de Wilbrandia (cf) verticillata no granuloma

Ne de

Animais/grupo

in-

Peso dos granulomas (g)
Media + SEM

(% de

inibicéo)

2,27 + 0,26

1,23 + 9,13

(45,82)

1,82 + 0,24

(19,82)
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Os grupos tratados com FP (100mg/kg, p-.o.) e fTe-
nilbutazona ((100mg/kg, p.0.) apresentaram o peso médio dos
ranulomas de 1,23 | 0,13 e 1,82 ' 0,24 respectivamente,com
uma inibicdo em termos percentuals correspondente a 45,8 e
19,8%- Apenas a iInibicdo causada pela FP diferiu estatisti
camente do crrupo controle (2,27 ' 0,26) a um nivel de signi

ficancia de p < 0,05.

4.1.2.3 - Artrite induzida por formaldeido em ratos

O efeito da FP e dexametasona sobre o processo in
flamatério crénico induzido por formaldeido, encontra-se de

monstrado na Tabela 3 e Figura VIII.

0 volume médio das patas (ml) dos grupos tratados
com FP (100 mg/kg, p-.o.) ou dexametasona (1mg/kg, i.p.), fTo
ram significativamente (p 0,05 e p 0,01) menores quando

x
comparados ao grupo controle em alguns dias de tratamento,
resultando numa inibicdo em termos percentuais, no 10? dia
de tratamento, de 63,4 e 90,2%, respectivamente. Com a u-
tilizacdo da analise de variancia, as diferencas estatisti-

cas entre os grupos durante o periodo total de tratamento

foram demonstradas, a um nivel de significancia de p < 0,05.

4.1.2.4 - Acdo sobre a permeabilidade capilar

A acdo da FP sobre a permeabilidade capilar indu-

zida por acido acético em camundongos, encontra-se demons-

trada na Tabela 4.



TABELA 3 - Efeito da fracao purificada (FP) de Wilbrandia (cf) verticillata na artrite in-

duzida por formaldeido em ratos.

Trata- Dose e via Volume da pata em ml - Media * SEM no dia
de admin.
mento (mg/kg) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
CONTROLE 0,49 0,79 0,56 0,73 0,53 0,45 0,49 0,53 0,46 0,41
+ + 4 + + + + + +
(veiculo) 0,03 0,03 0,04 0,04 0,03 0,02 0,03 0,05 0,03 0,03
FP 100-po 6,42 B%52 6,38 6,55 0,46 0,38 6,35 6x27 6,24 6*15
4- _u 4- r;, 4- 4- 4. 4. 4. 4.
0,02 0,04 0,05 0,06 0,04 0,04 0,06 0,09 0,09 0,07

(14,29)  (34,18) (32,14) (24,66) (13,21) (15,56) (28,57) (49,06) (47,83) (63,42)

DEXAME- 1/ 0-1p 6735 6742 6329 8732 67332 6329 6321 87313 8307 6304
+ -

TASONA 0,02 0,05 0,07 0,04 0,03 0,03 0,05 0,05 0,02 0,03

(28,57)  (46,84) (48,22)  (56,17) (39,62) (35,56) (57,14) (75,47) (84,78) (90,24)

Cada valor representa a media de 6 animais.
0 numero entre parénteses indica a % de inibicao.

*p < 0,05 **> p < 0,01



FIGURA VIII

a7

- Alteracdo no volume da pata apdés iInducao de
artrite por injecdo subplantar de formaldeido
a 2% no 19 e 3? dia do experimento, em ratos
tratados com veiculo, FP (100 mg/kg, po) e de
xametazona (1 mg/Zkg, 1ip) durante 10 dias.

- Os valores sdo expressos como média t SEM
provenientes de 8 observacoes.

I p < 0,05



TABELA 4 - Efeito da fracdo purificada (FP) de Wilbrandia (cf) verticillata sobre a permeabi_

lidade capilar induzida por acido acetico em camundongos.

Dose oral N2 de Extravasamento % de inibica
Tratamento » de iInibicéo
(mg/kg) Animais/grupo do ?orgnte
(Media i SEM)

CONTROLE - 8 374 ,26 + 10,63 -

(veiculo)

FP 50 5 115,63 - *7%,40 69,11
100 5 36,08 + F*24 90,36

ACIDO ACETIL- 200 g 141,29 + 6,49 62,25

SALICILICO

** p < 0,01
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Os grupos de animais tratados com FP nas doses de
50 e 100 mg/kg p-o., apresentaram intensidade de coloracéao
relativa ao extravasamento do corante de 115,63 | 17,40 e
36,08 | 7,24, respectivamente, enquanto que, 0 grupo contro
le e aquele tratado com a droga padrdao utilizada, &cido a-
cetilsalicilico (200mg/kg, p-0.), apresentaram iIntensidade
de coloracéo de 374,26 | 10,63 e 141,29 ' 10,49, respectiva
mente. A FP demonstrou ter um efeito dose dependente, além
de apresentar uma melhor atividade que o acido acetilsalici
lico, uma vez que apresentou percentagens de inibicao da
permeabilidade capilar de 69,11 e 90,36%, relativas as do-
ses acima, enquanto que o acido acetilsalicilico iInibiu a

permeabilidade capilar em 62,25%.

4.1.3 - Acdo antifertilidade

4.1.3.1 - Efeito sobre o ciclo estral em camundongos
Os resultados referentes & acdo da FP sobre o ci-
clo estral em camundongos, encontram-se demonstrados na Ta-

bela 5.

Os animais que receberam FP na dose de 100mg/kg
p-o., apresentaram-se em estro 2,0 + 0,0; 0,5 * 0,22 e
1,6 *0,24 vezes no periodo de pré-tratamento, tratamento e
pos-tratamento, respectivamente; enquanto que, o0s animais
pertencentes ao grupo controle apresentaram a Tfase estro
2,0 £+ 0,0; 1,67 + 0,21 e 1,83 | 0,31 vezes em relacao aos

periodos de observacdo do esfregaco vaginal descritos aci-



TABELA 5 - Efeito da fracao purificada (FP) de Wilbrandia (cf) verticillata sobre o ciclo es

trai em camundongos.

Media - SEM do numero de ocorréncia da fase estro/animal

Dose oral N2 de @ --——————-——-——
Tratamento o Pre-tratamento  Tratamento Pos-tratamento
(mg/kg Animais/grupo (10 dias) (10 dias) (10 dias)
CONTROLE 6 2,0 0,0 1,67 + 0,21
(veiculo
FP 100 6 2,0 - 0,0 0,5 + 8,22 1,6 + 0,24

* p < 0,05

un
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ma. Quando comparado ao controle, o0 grupo que recebeu FP a-
presentou um numero significativamente (p ' 0,05) menor de
ocorréncia da fase estro por animal observado, durante o pe
riodo de tratamento. Apds este, o0s animais demonstraram uma
clara tendéncia em voltar a apresentar a fase estro, seme-

lhante ao periodo pré-tratamento

4.1.3.2 - Efeito sobre a implantacdo do ovo fertilizado em ratos

A Tabela 6 demonstra o efeito da FP sobre a im-

plantacdo em ratos.

A FP nas doses de 100 e 200rng/kg p-.o. , exibiu um
efeito antiimplantacdo percentual de 33,3% e 66,6% respecti
vamente, revelando um carater dose dependente. Com a dose
de 100mg/kg p.o. da FP, dentre os quatro animais que conce-
beram normalmente e apresentaram 8,6,8 e 8 sitios de implan

%
tacado respectivamente, apenas 0 primeiro pariu todos os Ti-
lhotes normais, enquanto que os outros trés, demonstraram
perda fetal parcial, concebendo 4,6 e 7 Ffilhotes respectiva
mente. Na dose de 200mg/kg p-o., dentre os dois animais que
apresentaram 10 e 9 sitios de implantagdo respectivamente,
aquele portando 10 sitios levou a gravidez a termo com Fi-

lhotes normais, enquanto que o outro animal perdeu completa

mente seus TFfilhotes.

4. 1.3. 3 - Efeito abortivo em ratos

Os resultados oriundos da avaliacdo do efeito a-



TABELA 6 -

cao em ratos.

Dose oral

Tratamento
(mg/kg)
CONTROLE -
(veiculo
FP 100
200

- Todos os animais foram

Efeito da fracdo purificada (FP)

N- de animais

gravidas/tra-
tadas

10/10

4/6

2/6

tratados do 12 ao /-

% de reducéo

da gravidez

33,3

66,6

dia

N2 de implan-

tacbes em ca-
da animal

9,9,10,11,9
10,9,10,11,9

8,0,6,8,8,0

0,0,0,10,9,0

da gravidez.

de Wilbrandia (cf) verticillata sobre

N2 de animais

que levaram, a

gravidez a
termo

10

a

implanta-

N2 de filho
tes nascidos

para
animal

cada

9,9,10,11,9
10,9,10,11,9

8,0,4,6,7,0

0,0,0,10,0,1

Cl

nj
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bortivo da FP cm ratos, encontram-se demonstrados na Tabela

7.

Os animais tratados com FP nas doses de 100 e 200
mg/Z/kg p.o. do 99 ao 139 dia da gravidez, né&o apresentaram
qualquer sinal de aborto. Entretanto, no 209 dia da gravi-
dez , apd6s o sacrificio dos animais foi verificado que a
FP na dose de 200mg/kg p.o., retardou o crescimento Tfetal
(Figura 1IX) em 5 dos 6 animais tratados, ao mesmo tempo em

que, apenas ! exibiu todos os fetos vivos e normais.

4.1.4 - Atividade estrogénica ou anti-estrogénica

Os resultados referentes & atividade estrogénica
ou anti-estrogénica da FP em ratos imaturos, encontram-se de

monstrados na Tabela 8.

O peso médio dos uteros dos animais que receberam
FP (100mg/Z/kg p-o.) + benzoato de estradiol (0, 1ug, sc)
(150,33 30,84mgq) ndo foi significativamente diferente
quando comparado ao peso médio dos Uteros dos animais que
receberam apenas benzoato de estradiol (162,67 ' 17,85mg).
Da mesma forma, o peso médio dos Uteros dos animais adminis
trados com FP (100mg/kg p-o.) + veiculo do benzoato de es-
tradiol, (20,33 | 4,38mg)! ndo diferiu estatisticamente da-
quele dos animais controle que receberam o veiculo da FP +

o veiculo do benzoato de estradiol (17 1,39mg).
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tradiol, (20,33 ' 4,38mg): ndo diferiu estatisticamente da-
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o veiculo do benzoato de estradiol (17 | 1,39mg).



TABELA 7 - Efeito abortivo da fracao purificada (FP) de Wilbrandia (cf) verticillata em ratos.

N9 de fetos vivos no

Tratamento Dose oral Ne de animais/ 209 dia da gravidez/
(mg/kg) grupo animal
CONTROLE 10 9,11,9,10,12
(veiculo) 10,11,10,9,10
FP 100 6 8,8,8,8,10,9
200 6 0,0,0,0,0,9

- Todos os animais fToram tratados do 9e ao 13- dia da gravidez sendo sacrificados no 209 dia.



FIGURA IX - Efeito da FP (200 mg/kg, poO) sobre a gravidez
em ratos, quando estes eram tratados do 99 ao
139 dia da gestacdo. As setas iIndicam a presen-
ca de fetos mortos, demonstrando citotoxicidade.



TABELA 8 - Atividade estrogénica ou anti-estrogenica da fracao purificada (FP) de Wilbrandia

(cf) verticillata em ratos.

i N2 de Peso corporal Peso do utero(m
Tratamento Dose e via P C) (mg)
de admin. Animais/grupo Media * SEM Media + SEM

CONTROLE - 6 36 + 1,50 17 + 1,39
(veiculo)
BENZOATO DE 0,1pg, sc 6 24,67 + 1,26 162,67 1 17,85
ESTRADIOL (BE)
FP 10 0mg/kg, p-o. 6 24 + 0,58 150,33 t 30,84
4-
BE O,lIpg, sc
FP + 100mg/kg, p-o. 6 24,5 0,72 20,33 + 4,38

(veiculo)
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4.1.5 - Acdo laxativa

O efeito laxante da FP e Isocucurbitacina B em ca

mundongos, encontra-se demonstrado na Tabela 9.

As doses de 25 e 50mg/kg p.o. da FP, aumentaram o
namero médio de evacuacOes dos animais durante um periodo
total de 6 horas (5,33 | 0,99 e 9,33 1,71 respectivamen-
te) quando comparado ao grupo controle (4 | 0,86). Apenas a
dose de 50mg/kg p.o., exibiu um efeito significante (p <
0,05) e semelhante ao da droga padréo, Isocucurbitacina B,
numa dose de 0,5mg/kg p.o. (8,17 @+ 1,35), sendo este esta-

tisticamente diferente ao mesmo nivel de significancia.

4.2 - Experimentos "in vitro'

4.2.1 - Reto abdominal de sapo

A FP quando adicionada ao banho nas concentracdes
de 0,5 a 4mg/ml, reduziu de maneira concentracao-dependente
as contracdes provocadas pela acetilcolina (1,1 x 10'7M),
mas ndo alterou as respostas ao Cloreto de potéassio 4 x
10~4fl) nem & cafeina (3 x 10 M) (Figura X). O bloqueio
produzido pela FP foi reversivel em cerca de 30 minutos a-
poés lavagem do tecido. A IC5Q (concentracdo da FP(mg/ml) re
querida para produzir 50% de inibicdo da resposta do agonis
ta) foi 0,41 i 0,05mg/ml para a acetilcolina. A FP ndo demons-
trou nenhum efeito "per si" sobre o tecido utilizado. A adi

cdo de veiculo ao banho também ndo provocou nenhuma altera-



TABELA 9 Efeito laxante da fracdo purificada (FP) de Wilbrandia (cf) verticillata e da Iso

cucurbitacina B em camundongos.

Dose oral Ne de animais/ N2 de evacuacbes/

Tratamento (na/ke) 6 horas
mg/kg grupo
Media * SEM

CONTROLE - 8 4 + 0,86
(veiculo)

50 8 9,33 + %,71
I1SOCUCURBITACINA B 0,5 8 8,17 + %,35

* p < 0,05

Ui
00



FIGURA X -

4
Efeito da FP nas contracdes evocadas pelo cloreto de potassio (4x10~ M), ace

tilcolina (1,1 x 10 M) e cafeina (3 x 10_%M) em reto abdominal de sapo.

K » Cloreto de potéassio
A Acetilcolina

C ¢ Cafelna

FP ¢ FP (0,4 mer/ml)

Ui
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cdo nas contracdes da acetilcolina.
4.2.2 - Utero isolado de rata ndo prenha

As respostas contrateis provocadas por acetilcoli
na (5,5 x 10 M), serotonina (2,84 x 10 °M), bradicinina

(1,89 x 10_7M), ocitocina (2,98 x 10_12M), cloreto de bario

(1,5 x 10~™M), e cloreto de potassio d x 10 4M), Foram
inibidas de maneira concentracao-dependente quando a FP foi
incubada em concentracdes crescentes (0,5 a 4mg/ml) no ba-
nho (Figura X1 X1l e X111)_Essa inibicado foi reversivel em
cerca de 30 minutos apos lavagem do tecido. As IC, g (mg/ml)
para os agonistas empregados foram 0,24 ' 0,05;0,29 t 0,06;
0,06 + 0,01; 0,15 t 0,11 e 0,25 t 0,06 respectivamente (Ta
bela 10 e Figura X1V). Com a incubacéao de concentracdes
crescentes de calcio (1,2 e 1,8 niM) a resposta contratil a

acetilcolina foi gradativamente fYestaurada tendendo a re-

versao (Figura XI111).

A FP ndo apresentou nenhum efeito '"per si" sobre
este tecido, assim como o seu veiculo néao influenciou as

respostas aos agonistas estudados.

4.2.3 - 1leo i1solado de cobaia

A adicdo de FP nas concentracdoes de 0,5 a 4mg/ml
potenciou ligeiramente ou nao alterou a resposta a histami-
na (3,45 x 10 M). Quando havia potenciacdo, esta possuia
um carater concentracdo-dependente. A FP ndo exibiu nenhum

efeito "per si', bem como o seu veiculo também nao influen-

VUGS ) i ledi o d i H|
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S ' F> S Ffr S FP3 s FE S ‘ B FFp B FP, B FP3 b FI= B

FIGURA X1 - Efeito da FP nas contragdes evocadas por serotonina (2,84 x 10

(1,89 x 10 M) em Gtero isolado de rata.

S - Serotonina na auséncia da FP.

B - Bradicinina na auséncia da FP.

FP + FP (0,05 mg/ml)

EP?- FP (0,1 mg/ml

FPA-> FP (0,2 mg/ml

EPi
4

FP (0,4 mcr/ml)

M) e bradicinina



FIGURA XH-

Efeito da FP has contracdes®induzidas Dor cloreto de

cina (2,98 x 10~-“M) em Utero isolado de rata.
Ba * Cloreto de bario na auséncia da FP.
0O -» Ocitocina na auséncia da FP.

FP) FP (0,05 mg/ml)
fp2 FP (0,1 mg/ml)
FP-, FP (0,2 mg/ml.)

FP (0,4 mg/ml)
Ocitocina 20 minutos apds a retirada da FP do banho.

cr.
tu



FIGURA XI11-

Ca(h) Ca(B)

Efeito da FP nas contracdes provocadas pelo cloreto de potassio
acetilcolina (b,5 x 10 “M) em utero isolado de rata.

K
A

FP
FP
FP
KR

*

Cloreto de potassio na auséncia da FP

-> Acetilcolina na auséncia da FP

3
+
+
]

FP_~ (0,4 mg/ml)

€a +(A)+ FP (0,4mg/ml) +Cloreto decalcio (1,2 mM)

Ca® (B)* FP (0,4mg/ml) +Cloreto decéalcio (1 ,83m\)

Cloreto de potassio 10 minutos apds aretirada da FP do banho.

(1 x 10-4M) e

Ch
0J



TABELA 10 - Efeito da fracao purificada (FP) de Wilbrandia (cf) verticillata sobre as con-

tracfes iInduzidas por agonistas em utero isolado de rata.

Percentagem de reducdo da resposta con valor da IC

Agonistas Dose(M) tratil em presenca de FP nas doses de bt
(mg/ml): (mg/ml) da FP
0,05 0,1 0,2 0,4 (MEDIA + SEM)
Acetilcolina 5,5 x 10 6 19,01 27,35 42,00 65,95 0,24 + 0,05
6 k
5-Hidroxitriptamina 2,84 x 10 3,56 17,1 44,4 64 , 18 0,29 + 0,06
k * k
Bradicinina 1,89 x 10 ! 48 , 17 64,75 78,97 88,48 0,06 + 0,01
.12 * *
Ocitocina 2,98 x 10 46,28 63,12 78,67 85,22 0,15 + 0,11
. k
Cloreto de Bario 15 x 107 18,45 34,06 46,85 61,46 0,2b r 0,06

* p < 0,05
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MEDIA | SEM

FIGURA X1V - Concentracdo da FP (mg/ml) necessaria para i-
nibir 50% (1C"g) das respostas & acetilcoli-
na, serotonina, bradicinina, ocitocina e cio
reto de bario em Utero isolado de rata.

—A
A - Acetilcolina (5,5 x 10 M)

S  Serotonina (2,84 x 10 M

B -> Bradicinina (1,89 x 10— M)
0 - Ocitocina (2,98 x 10~"zM)

Ba - Cloreto de bario (1,5x10'3M)
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ciou a resposta ao agonista acima. Os resultados sao vistos

na Figura XV.

4.2.4 - Citotoxicidade

A FP quando testada em células KB de Carcinoma. E-

pidermdide Humano "in vitro" ,h exibiu uma DE,-q (dose que ini

be 50% do crescimento celular) em torno de 12pg/ml.

Enquan-

to que, a droga padrdo utilizada para comparacdo, 6-mercap-

topurina, apresenta DE"q entre 0,05 e 0,5pcr/ml (Cancer Che-

mothepary Reports, 1972).



FIGURA XV - Efeito da FP nas contracgfes produzidas pela histamina (3,45 x 10

FFj

lado de cobaia.

H 3
FPq
FP*®
FP~
FPj

Histamina na auséncia da FP
i FP(0,05 mg/ml)
¥ FP 0,1 mg/ml
¥ FP 0,2 mg/ml

->FO (0,4 mg/ml)

H

1313

FF2, H

FFA

H

':/\

H

M) em
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iso



5 DISCUSSAO

As cucurbitacinas, substancias originadas de di-
versas plantas pertencentes as mais variadas familias, séo
possuidoras de importantes atividades farmacoldégicas, como:
acao citotdxica, antineoplasica, antiinflamatdéria, antifer-
tilidade, hepatoprotetora, anti-helmintica e laxativa. En-
tretanto o0s dados concernentes a essas atividades ainda néo
dizem respeito a todas as substancias ja isoladas. Dentre
as principails cucurbitacinas que apresentam propriedades
farmacoldgicas, encontram-se aquelas que receberam a denomi
nacao de: B, C,D, E, F, 1, diidroelatericina A e os glicosji

dios das cucurbitacinas E e | (Figuras Il e I111).

0 advento de um novo grupo de porcucurbitacinas
aromaticas, inicialmente formado pelo Fevicordin A e seu
glicosidio isolados de Fevillea cordifoliar (ACHENBACH et
al., 1987), e, mais tarde, pelos glicosidios W” e Wv2 iso-
lados de Wilbrandia (cf) verticillata (MATOS et al., 1988)
(Figura 1V), despertou o interesse cm atribuir-lhes ou nao
atividades semelhantes as conhecidas, tendo inicio o estudo
de suas possiveils agbes farmacoldgicas. 0 Fevicordin A e
seu glicosidio demonstraram acdo antiinflamatéria em mode-
los animais de iInflamacdo (ACHENBACH et al., 1987). 0O pre-

sente trabalho veio esclarecer algumas propriedades perti-

68
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nentes a W” e Wv~, bem como fornecer uma base farmacoldégi-
ca para o uso popular da raiz da referida planta. A fracdo
purificada contendo as substancias acima apresentou acao an
tiinflamatdria, antifertilidade e laxativa significantes

nos modelos experimentais utilizados.

No ensaio de toxicidade aguda a fracdo exibiu uma
DL|-g de 975 + 99 mg/kg quando administrada por via oral, e
345 11 mg/kg com a administracdo intraperitoneal em camun
dongos. As cucurbitacinas geralmente apresentam DLrg oral
entre 5 e 340 mg/kg. Contudo, os glicosidios das cucurbita-
cinas E ¢ | apresentam DL”q oral de 40 e 650 mg/kg, respec-
tivamente (LE MEN et al., 1969). Os Wvs glicosidicos demons
traram toxicidade aguda ainda mals baixa que as substancias

citadas.

Dentre os diversos sinais apresentados pelos ani-
mais 2 horas apds a administracdo da fragd™o, encontra-se o0
aparecimento de areas de sudoreso, sinal este que pode es-
tar relacionado ao uso popular de Wilbrandia (cf) verticil-

lata em manifestacdes fTebris (BRAGA, 1953).

Segundo KONOPA et al. (1974) , a toxicidade das cu
curbitacinas em geral é excepcionalmente alta, sendo possi-
vel a correlacdo entre sua citotoxicidade e toxicidade acru
da (DL&p). A DEg(j (dose que inibe 50% do crescimento celu-
lar) de 1pg/ml foi utilizada como critério de atividade ci-
totdoxica recomendado pelo CCNSC (Cancer Chemotherapy Natio-
nal Service Center, USA) (KONOPA et al., 1969; LEITER et

al., 1962), Com base nesse critério, as cucurbitacinas B



70

(DE50 = 0O,005pg/ml), D (DESQ = 0,005-0,01 pg/ml) e 1 (DE5Q-
0,005-0,01pg/rnl) exibem tanto acdo citotdéxica quanto toxi-
cidade aguda elevadas, enquanto que J (DE”g = 0,1-1pg/ml)e
K (DE¢-g = 0,1-1 pg/ml) apresentam tanto toxicidade quanto
citotoxicidade reduzidas. Ja a cucurbitacina E (DE*-g -0,01
pg/ml) constitui uma excecdo, uma vez que possul atividade
citotoxica significativa, aliada a uma toxicidade relativa
mente baixa. Os Wvs, integrantes do novo grupo de norcucur
bitacinas, exibiram acdo citotoxica relativamente baixa em
bora satisfatoria em células KB, apresentando DECg de 12
Ijg/ml. Em comparacdo as cucurbitacinas anteriormente isola
das, as novas substancias presentes na fracdo purificada,

mostraram-se menos toxicas, quer em relacdo & sua toxicida

de aguda quer a sua citotoxicidade.

LE MEN et al. (1969) sugerem que a hidrogenacéao
da dupla ligacdo entre C-1 e C-2, a presqua de um grupa-
mento metil em C-9 e de uma hidroxila em C-25, bem como de
uma Bigacao dupla entre C-23 e C-24 elevam notavelmente a
toxicidade. Por outro lado, a esterificacdo das hidroxilas
da parte osidica da molécula e da aglicona, assim como a
presenca de um grupamento acet.il em C-25 diminuem a toxici
dade dos compostos. Uma das caracteristicas quimicas supos
tamente mais relacionadas a toxicidade, seria a presenca
da dupla ligacdo na cadeia lateral, entre C-23 e C-24. Em
relacdo aos constituintes da fracdo, ambos possuem um gru-
po metil em C-4, com os anéis A, B, C e D idénticos, dife
rindo quanto & cadeia lateral, ja que Wv~ possui uma hidro

xila em C-25 enquanto que Wv”~ possui um grupamento acetil
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nessa posicado, além de uma dupla ligacdo entre C-23 e C-24.
Com base no exposto acima, WV2 parece contribuir mais que
W/ para a toxicidade exibida pela fracdo, além de encon-

trar-se em maior concentracdo na mesma.

Os Wvs presentes na fracdo purificada de Wilbran-
dia (cf) verticillata demonstraram uma consideravel acao
laxativa numa dose de 50mg/kg po, enquanto que a 25mg/kg po

ndo produziram efeito significante

Dentre as cucurbitacinas classicas, B, C, E c e-
laterinida ((3-glicosideo da cucurbitacina E) exibem acao la
Xativa marcante, numa dose igual ou inferior a b5mg/kcr po.
Outras cucurbitacinas, quando apresentam atividade laxante,
o fazem numa dose mais elevada, como é o caso da cucurbita-
cina I, 1Inativa a 5mg/kg po, mas, a 25mg/kq po desempenha
uma boa atividade, no mesmo modelo experimental utilizado
no presente trabalho (LE MEN et al., 1969). Portanto, as no
vas substancias demonstram uma menor poténcia laxante quan-
do comparadas aquelas até entédo isoladas que possuem esse

tipo de atividade.

LE MEN et al. (1969) correlacionam a estrutura
com a atividade laxante de varias cucurbitacinas, bem como
de alguns de seus glicosidios. Supfe-se que a presenca de
um grupamento acetil em C-25 no lugar de uma hidroxila, de
uma ligacdo dupla entre C-23 e C-24, de uma carbonila em
C-22 e de uma hidroxila no carbono terciario em C-20, desem
penhe um papel 1mportante no sentido de condicionar a ativi-
dade laxante. Ao mesmo tempo, supde-se que a cadeia lateral

como um todo, seja um elo iIndispensavel entre a estrutura
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dessas substancias e seu efeito laxante.

De acordo com as caracteristicas quimicas dos com
postos estudados, Wv? parece ser o principal responsavel pe
la atividade laxante, desde que possuil todos o0os requisitos

abordados acima.

As drogas laxantes agem basicamente aumentando o
peristaltismo intestinal, as secrecfes, ou reduzindo a ab-
sorcdo de agua e eletrdolitos. Podem alterar a tensdo super
ficial da massa fecal, facilitando a penetracdo de &gua e
gorduras nesta, elevar a permeabilidade da mucosa, propor-
cionando o aumento de secrecdes e acumulo de fluido no lu-
men intestinal, ou ainda podem reter agua na luz intestinal

por osmolaridade

O mecanismo de acdo dos Wvs como agentes laxantes
ainda ndo se encontra inteiramente elucidado. Cogita-se a
hipotese de que venham a agir aumentando afe secrecdes muco-
sas do trato gastrointestinal, provavelmente por um efeito
direto sobre as células a esse nivel, pois, quando da reali.
zacado do ensaio de toxicidade aguda da fracdo, esta aumen-
tou as secregdes de um modo geral nos animais observados.
Dificilmente poderdo vir a agir a nivel de sistema Nervoso
Central, pois tratam-se de substancias de peso molecular re
lativamente elevado e baixa lipossolubilidade. Presume-se
que o aumento do peristaltismo ndo esteja envolvido, Jj& que
a fracdo nao demonstrou esse tipo de acdo em musculo intes-

tinal isolado.

0 largo emprego da raiz de Wilbrandia (cf) verti-
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cillata na medicina popular como anti-reumatica, levou-nos
a avaliar o seu potencial antiinflamatério em modelos ani-

mais de i1Inflamacéo.

A artrite reumatdéide é uma doenca infFlamatoéria
crbnica,; sistémica, de etiologia desconhecida, caracteriza
da pela deformidade e destruicdo progressiva da articula-
cado, bem como por manifestacdes extra-articulares (RODNAN
& SCHUMACHERt 1983). Além da artrite, outras doencas reuma-
ticas também se desenvolvem com a presenca de frequentes e-
xacerbacobes, sendo responsaveis por um numero significante
de mortalidade, bem como de invalidez. As exacerbacodes ou
remissdes espontaneas (DECKER, 1984) estdo associadas a al-
teracbes progressivas e prolongadas no bem estar nutricio-
nal do paciente, j& que a desordem é sistémica, funcional e
metabdolica, o estado geral pode ser afetado, alterando a in
gestido, digestdo, absorcdo ou excrecao de putrientes(RODNAN

& SCHUMACHER, 1983; ROBINSON, 1981).

Embora a etiologia da artrite reumatdide ainda se
Jja desconhecida, existe uma forte evidéncia de que a iInfla
macdo imunologicamente mediada constitua a principal causa
de destruicao articular (STUART et al., 1988). Tem sido pro
posto ainda, que as reacOes celulares no tecido sinovial
circundante as juncoes envolvidas, podem originar mediado-
res que atraem células inflamatérias e levam a destruicao

da cartilagem (HARRIS,

Os principais mediadores envolvidos na artrite

reumatéide, sao: A IL-1
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principal mediador daa respostas agudas presentes em inva-
sbes microbianas, reagOes Imunoldgicas, inflamagcdo e iInju-
ria tissular. Esta seria ainda um mediador central da artri
te reumatdide, com base num grande numero de evidéncias ex-
perimentais, porque poderia contribuir para a producdo e i
beracdo de PGE9 e enzimas liticas da cartilagem e células
sinoviais (SCHNYDER & PAYNE, 1985), para a erosao do tecido
0sseo e cartilaqginoso (TYLER, 1985; GOWEN et al., 1983; THO
MSON et al.., 1985) , bem como para a Tfibrose observada (SCH-
MIDT et al., 1982; KRANE et al., 1985). A PGE (Prostaglan-
dina Eo) seria o principal representante da via da cicloxi-
genase e, juntamente com a prostaciclina, levariam & dor
articular (BALINT et al., 1977), provavelmente sensibilizan
do os receptores da dor ao estimulo quimico. 0 LTB™ (Leuco-
trieno B”) jad foi detectado no liquido sinovial, e, sua con
centracdo neste parece ser elevada (GOETZL et al., 1988). O
%
TNF (Fator de necrose tumoral) também pode estar envolvido,
Ja que induz a producédo de colagenase e PGE2 pelas células
sinoviais (DAYER et al., 1985) , estimula a reabsorcdo Os-

sea (BERTOLINI et al., 1986), além de possuir outras acgles.

A IL-1 é sintetizada quando células fagociticas,
primariamente macrofagos, sdo ativadas, mediante baixas con
centracfes de endotoxinas ou fagocitose de algumas bacté-

rias.

Os fagoécitos ativados na juncado reumatdide, tam-
bém geram compostos oxidantes, como o radical superoxido
(02) , peroxido de hidrogénio (HM0?) , o radical. hidréxi(-0OH)

e 0 acido hipocloroso (HOCl1l), os quais, posteriormente, con
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tribuem para o dano tissular ((HALLWELL et al., 1988).

Segundo RODNAN & SHUMACIIER (1983) , existem pelo
menos sete classes de drogas empregadas no tratamento da ar
trite reumatdide. Séo elas: 1) Salicilatos, 2) Antiinflama-
torios nao-hormonais, 3) Esterdides, 4) Antimalaricos, 5)
Sais de ouro, 6) D-penicilamina e 7) Agentes iImunossupres-
sores. Algumas dessas substancias tém por finalidade a re-
missdo da doenca, enquanto que outras visam 0 combate ape-
nas das manifestacbes inflamatdrias. Devido aos efeitos ad-
versos dos agentes remissivos, as drogas antiinflamatoérias
sdo, em geral, as mais utilizadas nos esquemas terapéuti-
cos, embora n&o correspondam as expectativas de cura do pro
cesso patoldgico. Por esta razdo, a busca de uma droga antcL
reumatica ideal continua. E provavel que a inibicdo da sin-
tese ou o antagonismo da ligagcdo da IL-1 a receptores espe
cificos, alevie muitos dos sintomas da do%pga, além de len-
tificar ou deter o processo de erosao tissuléar (HENDERSON

et al_, 1987).

A fracao purificada contendo Wv* e Wvo, exibiu
uma potente inibicdo do edema de pata induzido por carrage-
nina, (100 e 200 mg/kg po) bem como da lesdo granulomatosa
induzida pelo mesmo agente em ratos, numa dose de 100 mg/
kg po. Mostrou-se também efetiva a 100 mg/kg po, no modelo
de artrite induzida por formaldeido em ratos. Dessa manei-
ra, revelou-se ativa tanto na fase exsudativa quanto proli-

ferativa da inflamacéo.

Embora o modelo empregado no presente estudo néo

seja imunolégico e hao tenha relevancia direta para a doen-
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ca humana, existe uma excelente correlacdo entre os efeitos
antiinflamatérios de um grande numero de drogas testadas
por esse método e sua eficacia clinica na artrite reumatoi.

de (LOMBARDINO et al., 1975).

A fracdo apresentou ainda reducdo dose-dependente
da permeabilidade vascular, nas doses de 50 e 100 mg/kg po.
A cucurbitacina B revelou uma acdo semelhante a 5,9 mg/
kg po no mesmo modelo experimental, demonstrando 70% de
atividade (YESILADA et al., 1988). Contudo, os autores uti-
lizaram apenas a diminuicdo da permeabilidade vascular como
parametro para atividade antiinflamatdéria sem avaliar a
substancia em outros modelos animais de inflamagcdo. Por ou-
tro lado, a cucurbitacina D produziu aumento consideravel
da permeabilidade vascular, quando testada na pele de ratos
(EDERY et al., 1961). Essa discrepancia de efeitos deve-se

certamente 4 diferenca estrutural entre os referidos compos
*
tos. De acordo com a sua conformacdo estrutural, algumas ca-
racteristicas quimicas podem estar relacionadas &s suas ati.
vidades bioldégicas. Uma delas seria a presenca do acetato
em C-25 na Cucurbitacina B e no Wv~, o que poderia ter IiIn-
fluenciado a reducdo da permeabilidade vascular demonstra-
da por essas substancias. No entanto, a Cucurbitacina D a-
presenta em lugar do acetato, uma hidroxila nessa posicéo.

Nesse caso, essa caracteristica pode estar relacionada ao

aumento da permeabilidade exibido pela substancia.

Recentemente, varios dados sobre o mecanismo de

acao de cucurbitacinas tém surgido na literatura. Eles di-
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zem respeito & alteracdo de sistemas bioquimicos, 0 que ex
plicaria o efeito antiinflamatéorio, além de outros efeitos
observados in vivo. Os dados incluem: i) ligagcdo a recepto
res glicocorticdides, o que parece ser uma etapa, necessaria
para a acao citotoxica dessas substancias (WITKOWSKI & KONO
PA, 1981); ii) inibicdo da biossintese de acido desoxirribo
nucleico e ribonucleico em células lleL,a S, 0 que pode ex-
plicar a acdo antitumoral de cucurbitacinas (WITKOWSKI et al .,
1984) e 1iii) inibicdo da biossintese de eicosandides, parti,
cularmente LTB™ (leucotrieno B") em leucécitos humanos  (PA

NOSYAN, 1985).

Os metabdlitos do acido araquidbnico desempenham
um papel primordial na expressao das respostas inflamato6-
rias, por atuarem como mediadores da dor, febre e permeabi-
lidade vascular aumentada, assim como formacéo de edema
(LARSEN & IIENSEN, 1983). O leucotrieno *além de ser 0
principal metabdélito do acido araquiddbnico de neutrofilos
(SAMMUELSON, 1983), é considerado o fator quimiotatico lipi
dico mais potente para leucécitos polimorfonucleares (CiOLD-
MAN et al., 1987), demonstrando uma atividade tal, que exce
de a de outros eicosandides em cerca de 100 vezes (MARCUS
1985). E, como o mesmo ja foi detectado no liquido sinovi-
al em concentractes elevadas, é concebivel que a inibicao
da biossintese de LTB™ pelos Wvs glicosidicos, explique a
acado antiinflamatdéria bem como a reducdo da permeabilidade
vascular observadas. Ao mesmo tempo, a baixa citotoxicidade

exibida por esses compostos também pode contribuir para es-

se tipo de acdo. Compostos citotoxicos como ciclofosfamida
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e metotrexato tém inibido o edema agudo induzido por carra
genina em ratos (MENEZES & RAO, 1986) , e produzido efeitos
benéficos no tratamento da artrite reumatdide, em pacientes
refratarios a terapia com antiinflamatérios classicos (FU-
SDICLE, 1968; WI1LKE et al., 1987). Como a fracdo produz um
efeito antiinflamatério significante a 100 mg/kg po, o que
corresponde a aproximadamente 1/10 da DL”“qg, seria interes-
sante a continuacdo do trabalho, no sentido de avaliar a
sua eficacia em modelos imunoldgicos de inflamacdo, bem co-
mo estudar sua toxicidade crénica em animais, antes que a
mesma pudesse ser testada clinicamente em pacientes reumati

cos.

Com base no uso clandestino da raiz de Wilbrandia
(cf) verticillata como anticoncepcional e abortiva, verifi-
cou-se seu efeito sobre a fTertilidade em animais de labora
torio. A fracdo purificada da planta prev%piu de modo rever
sivel a ocorréncia da fase estro do ciclo reprodutivo de ca
mundongos a 100 mg/Z/kg po, indicando um possivel efeito anti
ovulatorio. Esse efeito se deve provavelmente a uma interfe
réncia com o funcionamento normal do eixo hipotalamo-hipd6fi

se-ovario ou mesmo do proéprio ovario. A implantacdo do ovo

fertilizado em ratos foi. significativamente e de maneira dose-depen
dente inibida, assim como a manutencdo da gravidez afetada,quando
0os animais eram tratados com a fracdo do 19 ao 79 dia da
gravidez. A acao antiimplantacdo bem como sobre a manuten-
cdo da gravidez, podem estar relacionadas a uma supresséao
da sintese hormonal ovariana, ou a um aumento da motilidade

uterina. Entretanto, quando testada cm Utero isolado de ra-
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ta, a fracdo ndo produziu qualquer efeito estimulante per
si", nem tdo pouco potenciou as contracfes induzidas pela
ocitocina, e, em ratos iImaturos, nao demonstrou nenhum efei-

to estrogenico ou anti-estrogénico

A atividade oral assim como a reversibilidade
sdo caracteristicas importantes para que uma droga seja
considerada um contraceptivo (Gtil no controle da fertilida
de. Como a fracdo é portadora dessas caracteristicas, suobe
se que a mesma possa vir a ser utilizada com essa finalida

de.

Quando a fracdo foil administrada do 99 ao 139 dia
da gravidez, numa dose de 100 mg/kg po, nada fol observado
em relacdo & interrupcdo desta ou acdo abortiva. No entan-
to, a dose de 200 mg/kg po, revelou um retardo no crescimen

to fetal, iIndicando i1nerente citotoxicidade.

Dentre as cucurbitacinas conhecidas, apenas a di-
idroelatericina A, um derivado da elatericina A (Cucurbita-
cina D), demonstrou esse tipo de atividade, exibindo efeito
anti-ovulatério em camundongos, e, ao mesmo tempo, nao apre
sentando nenhum efeito antacrénico ou sinérgico do estrégeno
exé6geno (SHOHAT et al., 1972). A diidroelatericina A pos-
sui uma certa semelhanca estrutural com Wv~ presente na fra
cdo. Ambas apresentam uma hidroxila em C-25, e ndo possuem
a dupla ligacdo na cadeia lateral entre C-23 e C-24. Prova-
velmente, essas caracteristicas estao envolvidas nos efei-

tos demonstrados pelas substancias acima.

0 efeito antiimplantacdo da fracdo purificada de



80

Wilbrandia (cf) verticillata merece um estudo mais aprofun-
dado ap6s a separacdo das substancias, jJ& que a prevencdo da
implantacdo do ovo fertilizado é de grande valia para a con

tracepcao (SHELESNYAK, 1965).

As respostas contrateis evocadas por acetilcoli-
na, serotonina, bradicinina, ocitocina, cloreto de bario e
cloreto de potassio em Utero isolado de rata, foram inibi-
das de maneira concentracdo-dependente pela fracdo purifica
da. A fracdo demonstrou maior efeito frente & resposta da
bradicinina, ao mesmo tempo em que exibiu uma menor acao
frente & serotonina. A ordem decrescente de inibicao da

acado dos agonistas pela fracdo, é a seguinte: BRADICININA

OCITOCINA > ACETILCOLINA ' CLORETO DE BARIO SEROTONINA.

Sabe-se que a acetilcolina (CUATRECASSAS, 1974) ,
ocitocina (SOLOFF, 1975), serotonina (ROT1l & CHUANG, 1987)
e bradicinina (ELLIOTT et al., 1960) interagem especifica-
mente com receptores de membrana, desencadeando um proces-
so contratil. Como a fracdo ndo interferiu apenas com a ati
vidade de agonistas especificos, mas também afetou a respos
ta ao cloreto de bario e cloreto de potéassio, o seu efeito
parece ser inespecifico 0 potassio e a acetilcolina indu-
zem mudangas na permeabilidade celular, permitindo a entra-
da de 1ons calcio do fluido extracelular (EDMAN & SCHILD,
1962). Existem pelo menos dois tipos diferentes de canais,
por onde ocorre passagem de Tluxo i106nico: um dependente de
voltagem e outro operado por receptor (VANBREEMEN et al.,
1979). Ha evidéncia de que o0 potassio atua predominantemen

te através do canal mibdnico dependente de voltagem  (BOLTON,
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1979). Portanto, ¢é provavel que a fracdo exerca seu efeito
inibitério alterando o fluxo de ions calcio transmembrana.
Em consondncia com essa Vvisdo, a concentracdo de calcio do
banho foi elevada (1,2 e 1,8 mM), com o intuito de estudar
0 seu efeito sobre a acdo da fracdo nas respostas contra-
teis da acetilcolina. Interessantemente, o aumento crescen
te na concentracdo de calcio do banho revelou uma clara ten
déncia em mascarar o efeito inibitéorio da fracdo, de manei-

ra concentracao-dependente.

Com a finalidade de conhecer o efeito da fracéo
em musculo esquelético, sua acdo sobre as contracdes induzi
das por acetilcolina, cloreto de potassio e cafeina foi ava
liada na preparacdo de reto abdominal de sapo. A fracdo exi.
biu efeito inibitdério concentracdo-dependente sobre a res-
posta & acetilcolina, mas ndo afetou as respostas ao potas-

sio nem & cafeina.

A inibicdo da resposta de alquns agonistas apre-
sentada pela fracdo, pode ser o resultado de algumas mudan-
cas TFTisico-quimicas na membrana plasmatica, alterando o ba
lanco i6nico transmembrana. A pronta reversibilidade do e-
feito dos agonistas apdés a lavagem do tecido com solucdo nu
triente, apdia a hipdotese de que a acdo da fracdo ndo com-

promete a funcdo das proteinas contrateis.

Em ileo isolado do cobaia, a fracao demonstrou
pouca potenciacdo da resposta a histamina. A Cucurbitacina
D* quando testada em 1leo de cobaia, ndo apresentou

qualquer efeito frente as contracdes evocadas

pela histamina (EDEBY et al., 1961), ao mesmo tem-
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po em que o extrato aquoso de Luffa operculata, da qual fo
ram isoladas as Cucurbitacinas B, D e isocucurbitacina B,po
tenciou de modo concentracido-dependente as contracfes i1ndu-
zidas pela histamina em ileo de cobaia (SILVA, 1983). Logo,
s8o necessarios maiores estudos eletrofisioldgicos, no sen-
tido de esclarecer algumas observacdes e proposicoes salien

tadas no decorrer do presente trabalho.

A correlacdo entre os efeitos observados em Or-
gaos 1isolados e as propriedades citotdoxica, antiinflamato-
ria e antifertilidade demonstradas pela fracéao, torna-se

muito dificil.

Um mecanismo citotoxico direto ou indireto leva a
lesdo da membrana celular e consequente desbalanco i6nico,
aumentando o Ffluxo de iTons e metabdélitos de baixo peso mole
cular para o meio extracelular. Foi demonstrado que, desde
que haja uma elevacdo da concentracdo extracelular de calcio
e zinco, o vazamento através da membrana pode ser preveni-
do (PASTERNAK & MAHADEVAN, 1988). Se o efeito da fracdo em
orgaos 1isolados estiver associado a uma certa citotoxicida
de, esse pode ser o mecanismo pelo qual o aumento de calcio

esteja iInfluenciando sua acéo.

0 metabolismo oxidativo de polimorfonucleares ¢
inibido pela maioria das drogas antiinflamatdérias conheci-
das (BIEMOND et al., 1986; BERRADIA et al., 1988).Visto que
as cucurbitacinas inibem a captacdo de oxigénio em células
de carcinoma de Erlich (SHOIIAT et al., 1962) além de supri-
mirem a biossintese de DNA, RNA e proteina em células HelLa

(WITKOWSKI et al., 1984), é provavel, que a citotoxicida
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de possa estar envolvida na acdo antiinflamatdéria evidencia

da pelas novas norcucurbitacinas.

As cucurbitacinas isoladas de Bryonia alba tém de
monstrado inibicdo da liberacdo de &acido araquidbénico de
neutrofilos. Nessa situacdo, a aglicona é menos ativa que
os glicosidios. Entretanto, quando as células sao estimula-
das por um i1on6foro de calcio, A23187, a aglicona poténcia
a Inibicdo anteriormente observada, enquanto que os glicos™i
dios mostram-se pouco ativos, iIndicando ao mesmo tempo, que
ha um envolvimento dos ions calcio na liberacdo de &cido a-
raquiddnico (PANOSYAN, 1985), e que os glicosidios parecem
estar agindo por interferir com esses fons.E provavel en-
tdo, que as substancias glicosidicas em"questdo possam agir
de modo semelhante, interferindo com a liberacdo de acido
araquidoénico, e, por conseguinte, com a producdo de eicosa-
néides, os quais desempenham um papel chavge no processo in

Flamatorio

0 acido araquidénico é considerado um acido graxo
biologicamente essencial, e é sabido que a sua deficiéncia
inibe a fertilidade em ratas, o que seria contornado atra-
vés da suplementacdo do mesmo pela dieta (BURR & BURR,1930;
HAFIEZ, 1974). Assim, a interferéncia com a liberacdo e o
metabolismo do acido araquiddonico, poderia explicar os efei
tos antiinflamatério e antifertil idade observados com as

novas norcucurbitacinas.

Tendo em vista a baixa toxicidade das novas subs-

tancias, ao lado da sua capacidade em produzir acbes Tfarma-
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colégicas tao relevantes quanto antiinflamatéria e antifer-
tilidade, as mesmas teriam uma boa aplicabilidade na tera-
péutica atual. Estudos posteriores tém por objetivo separar
Wv e Wv” presentes na fracdo purificada e avaliar cada com

posto quanto & sua eficacia e toxicidade em modelos animais.



6 CONCLUSOES

1) As novas norcucurbitacinas glicosidicas presen
tes na fracado purificada de Wilbrandia (cf) verticillata de
monstraram atividades semelhantes e contrarias as das
cucurbitacinas farmacologicamente estudadas. Essa observa-
cdo deve-se as varias diferencas estruturais existentes en-

tre as novas e as antigas cucurbitacinas.

2) As novas substancias demonstraram toxicidade a
guda e citotoxicidade mais baixas que a mailoria das cucurbi.

tacinas conhecidas, glicosidicas ou néo.

3) Os resultados oriundos da acdo da fracdo em mo
delos experimentais de inflamacdo, revelaram que a mesma
possui uma consideravel atividade antiinflamatdria, de ma-
neira semelhante ao Fevicordin A, Fevicordin A glicosidico

e a Cucurbitacina B, mas ndo a Cucurbitacina D.

4) Em modelos experimentais relevantes para a re-
producdo, a fracdo alterou o ciclo estral em camundongos de
modo reversivel; apresentou boa atividade antiimplantacao
em ratos, assim como ndo exibiu acdo abortiva nesses ani-
mais, embora tenha apresentado toxicidade fetal; e, ndo a-
presentou qualquer efeito estrogénico ou anti-estrogénico
em ratos, semelhante ao comportamento da diidroelatericina

A, anteriormente estudada.

5) A fracado exibiu ainda, efeito laxante razoavel,

embora menos potente que o da mailoria das cucurbitacinas a-

85
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valiadas nesse sentido.

6) Dentre as propriedades observadas, as acdes an
tiinflamatéria e antifertilidade iIndubitavelmente séo as
mais relevantes. E, ja que a fracdo estudada ¢é uma mistura
de dois compostos, almeja-se a sua separacdo e consequente
elucidacdo do principio ativo realmente responsavel por ca-

da um desses efeitos.

7) 0 presente trabalho fornece um alicerce cienti
fico para o uso popular de Wilbrandia (cf) verticillata co-
mo anti-reumatica, apoiando simultaneamente um provavel em-
prego terapéutico dos novos compostos isolados desta, visto
que ndo possuem toxicidade tédo alta quanto as demals cucur-

bitacinas estudadas anteriormente.
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