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RESUMO

Estudo farmacoquimico bioguiado pela atividade miaelaxante do extrato etandlico das
cascas do caule deHymenaea courbaril L. (Jatoba). Gabrieli da Penha Bezerra.
Orientadora: Gilvandete Maria Pinheiro Santiag@sbitacdo de Mestrado. Programa de Pos-
graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas. Departamernft@amhéacia. Universidade Federal do
Ceard, 2013.

Hymenaea courbarilL. (Fabaceae), conhecida popularmente como "Jatébaisada na
medicina popular para o tratamento de doencasragdpas tais como bronquite e asma. O
presente trabalho teve como objetivo investigafedcedeH. courbaril na contratilidade da
musculatura lisa traqueal de ratos, bem como s&ngial antioxidante e anti-inflamatorio,
através de um estudo farmacoquimico bioguiado pgladade miorrelaxante do extrato
etanolico das cascas do caule (EEHC). O tratammotoatografico de EEHC resultou em
fracbes de polaridade crescente denominadas hd¥at)p hexano:diclorometano (FHD),
diclorometano (FD), diclorometano:acetato de €HRRAE), acetato de etila (FAE) e metanol
(FM). EEHC, FD, FDAE, FAE e FM apresentaram potehantioxidante através da atividade
sequestradora de radicais livres, determinado teske do DPPH. EEHC, FD, FDAE e FM
relaxaram parcialmente anéis de traqueia contratdos CCh ou K, enquanto FAE se
mostrou mais bioativa, revertendo completamenteoatracdes induzidas por esses agentes.
FAE reduziu contragfes que dependiam do influxc&li®ns bivalentes através de canais de
Cd"* operados por voltagem (VOCs) ou canais d& 6perados por receptor (ROCs), sendo
mais potente em inibir as contracdes dependent®Od: em meio sem Ghe na presenca
de acetilcolina, evidenciando sua acdo inibitérieefggencial em eventos iniciados
eletromecanicamente. O pré-tratamento de animais EAE por via oral preveniu a
hiperresponsividade das vias aéreas as contragdezidas por KCl em traqueias de animais
desafiados a ovalbumina, bem como reduziu a quatdidie células brancas, em especial,
eosindfilos e neutrofilos no lavado broncoalveddar animais sob processo asmatico. A
prospeccao dos constituintes quimicos da fracéde biaativa (FAE) foi realizada utilizando
métodos cromatograficos e obtencdo de espectroRMN de 'H e '°C, resultando no
isolamento e caracterizacdo do flavondide astill@ndo acido oleandlico, um composto
triterpendide isolado pela primeira vez do gérldymenaeaAstilbina apresentou atividade
relaxante sobre musculo liso traqueal de ratospnéraidos com K sendo responsavel, pelo
menos em parte, pela atividade apresentada por EAPresente estudo forneceu base

cientifica de queH. courbaril apresenta potenciais atividades antioxidante, eietante e



anti-inflamatoria, respaldando o seu uso na medipiopular para o tratamento de doencas

inflamatorias das vias aéreas, tais como a asma.

Palavras-chave Hymenaea courbarilL.. Atividade miorrelaxante. Antioxidante. Anti-
inflamatorio



ABSTRACT

Phytochemical study bioguided by the myorelaxant divity of the crude extract from
stem bark of Hymenaea courbarilL (Jatobd). Gabrieli da Penha Bezerra. Advisor:
Gilvandete Maria Pinheiro Santiago. Master DegrBeogram of Pos-Graduation in
Pharmaceutical Sciences. Department of Pharmadgr&eUniversity of Ceara, 2013.

Hymenaea courbaril. (Fabaceae), popularly known as "Jatoba", islusdolk medicine to
treat respiratory diseases such as bronchitis sitaina. This study evaluated the effectHof
courbaril on the contractile of rat isolated trachea, ad aglts potential antioxidant and anti-
inflammatory, through an interdisciplinary studyotuided by myorelaxant activity of the
ethanol extract from stem bark (EEHC). Chromatofihfeactionation of EEHC resulted in
fractions of increasing polarity: hexane (HF), hexaichloromethane (HDF),
dichloromethane (DF), dichloromethane:ethyl acetd&AF), ethyl acetate (EAF) and
methanol (MF) fraction. EEHC, DF, DEAF, EAF and MKRowed enhanced free radical
scavenging in the DPPH test. EEHC, DF, DEAF and péirtially relaxed tracheal rings
contracted with either CCh or*Kwhile EAF almost abolished such contractions. E#dS
more potent to inhibit K than CCh-induced contractions. EAF reduced cotitnag that
depended on divalent cation inflow through voltagerated Cd channels (VOCCs) or
receptor-operated &achannels (ROCCs), but it was more potent to inHDCC- than
ROCC-dependent contraction in ACh-enriched*@@e medium, indicating a preferential
action in events mediated electromechanically. Qua-treatment of antigen-challenged
animals with EAF prevented airways hyperrespongseron KCl-induced contractions and
impaired the increase in the number of white celdsticularly eosinophils and neutrophils in
bronchoalveolar lavage of these animals. Chemioaéstigation of the most bioactive
fraction (EAF) was performed using chromatographithods and'H-NMR and**C-NMR
spectroscopic analysis, resulting in the isolatowl identification of the flavonoid astilbin
and oleanolic acid, a compound triterpenoid, whscisolated by the first time iHlymenaea
Astilbin showed myorelaxant activity on rat trachi@gays contracted with K indicating that

it may be partly responsible for the activity pretsel by EAF. This study provided scientific
basis thatH. courbaril presents potential antioxidant, anti-inflammataryd myorelaxant,
which support its use in folk medicine to treatanimatory airway diseases such as asthma.

Key-words: Hymenaea courbaril L.. Myorelaxant activity. Antioxidant. Anti-
inflammatory.
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1 INTRODUCAO

1.1 Pesquisa com plantas medicinais: ContribuicAamaconhecimento quimico e biolégico

da biodiversidade brasileira

O uso de plantas medicinais como ferramenta de @assou por diversas
transformacdes ao longo da histéria. Utilizadasiahinente de forma empirica, a partir do
vasto conhecimento repassado por geracOes, asaplargdicinais tornaram-se objeto de
estudo de pesquisas cientificas, levando a uma déripossiveis aplicacdes praticas, que
permitem diferentes percepcdes sobre esse insttanterapéutico, das quais podemos
ressaltar o mapeamento da composi¢cdo quimica deaplaa busca de novas moléculas
bioativas, a avaliagcdo quantitativa do potencialmito de uma area, a quantificacdo de
biodiversidade, bem como a formagéo de uma baskadies essenciais para o planejamento
do uso sustentavel de recursos naturais (GOTTIeEB, 1998; LEITE, 2009).

A biodiversidade brasileira constitui importantet® desses recursos e 0s compostos
quimicos oriundos do metabolismo secundario vegeidem ser caracterizados como uma
janela de oportunidades de utilizacdo para a indudée medicamentos, que pode encontrar
nas plantas medicinais novas estruturas quimicagram descobertas e, diante disso,
desenvolver farmacos que serdo alternativas buddderapéuticas eficazes para o tratamento
ou prevencao de patologias (VILLAS BOAS; GADELHA® ; CALIXTO, 2005).

No entanto, para que o homem possa conhecer, didgyropriar-se desse recurso
natural e reverter a aquisicdo do saber em teciaolotjlizavel, € necessario que seja
desenvolvida uma interdisciplinaridade envolvenddos os conhecimentos da cultura
popular e cientifica (VASCONCELLO®t al, 2002). Muitas areas estdo envolvidas na
realizacdo da pesquisa de novas substancias osiuddaplantas medicinais como a
fitoquimica, que estuda o isolamento e caracteiizag compostos quimicos; a etnobotanica
e a etnofarmacologia, que se baseiam em informagiiietas do conhecimento popular; e a
farmacologia, que estuda os efeitos farmacologieoextratos, fracbes e compostos isolados
(MACIEL et al, 2002; MENDONCA-FILHO; MENEZES, 2003; VENDRUSCUL.O
RATES; MENTZ, 2005). A multidisciplinaridade dessetudos revela a sua grandiosidade e
a integracao de diferentes areas e conduz a ummlareficaz para a validacdo das plantas
medicinais (BARREIRO; BOLZANI, 2009).

Além disso, estudos tém demonstrado que a inforonaglre novos farmacos de
interesse médico e farmacéutico pode ser obtidaat®ira mais efetiva quando se pesquisa

de forma etnodirigida, ou seja, quando se estugaaticas terapéuticas de diferentes povos e
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culturas, selecionando espécies de acordo com ga@d de grupos populacionais
especificos em determinados contextos de uso (ALUBERQUE; HANAZAKI, 2006).
Sendo assim, a avaliacdo farmacoldgica de extlaa®s, fracbes e substancias isoladas
deve seguir as indicagbes terapéuticas empiricagdgddas por estudos etnoboténicos. A
realizagcdo correta da selecao dos testes biolégisesem desenvolvidos, permitira tanto uma
avaliacdo do uso terapéutico da espécie vegetalt@uaobtencdo de informacdes sobre a
toxicidade da planta (MACIEEt al. 2002).

Dessa maneira, as pesquisas de bioprospeccdo ds®snbiomas vém sendo
incrementadas objetivando a busca racional de daopos de valor agregado. Esses estudos
que priorizam descobertas de protétipos de farmaadgofarmacos tém propiciado tanto o
avanco da pesquisa basica multidisciplinar, bemogarontribuido para o desenvolvimento
tecnoldgico na realizacdo de bioensaios e estutbagifmicos, proporcionando a criagcao de
novas possibilidades na caracterizagcéo farmacédéigaodutos complexos como extratos ou
fracdes (SIMOESt al, 2004).

O Brasil se destaca por ser 0 pais com a maiordililagle genética vegetal do mundo,
apresentando entre 15 a 20% da biodiversidade awetal, constituindo dessa maneira,
importante fonte desses recursos citados antenemgBARREIRO; BOLZANI,
2009). Pesquisas relatam que mais de 90% da pépula@sileira faz uso de produtos
farmacéuticos derivados de plantas medicinais,seue 46% mantem um cultivo caseiro
dessas plantas. Estima-se que o mercado naciofitdtdeapicos movimente R$ 1 bilh&o por
ano (ABIFISA, 2012). Esse aumento na producdo @nsumo de produtos a base de plantas
medicinais demanda maior rigor relativo a qualiddesses produtos. No Brasil, a legislacéo
vigente para o registro de fitoterapicos, RDC 12{R(xige a deteccdo e quantificacdo de
marcadores, que Sdo compostos ou classe de compregentes na matéria-prima vegetal
que tenham, preferencialmente, correlagdo comito éérapéutico e que serao utilizados no
controle da qualidade da propria matéria-prima ourgedicamento fitoterapico (BRASIL,
2010).

No Ceara, o uso de plantas medicinais também € paegrante da cultura popular e
como consequéncia dessa utilizacdo € possivel v@vser crescimento na realizagdo de
diversas pesquisas multidisciplinares que tomanodmeo principal as plantas medicinais da
nossa regiao (MATOS, 2007). Dentro desse contgxtalemos destacar os projetos de
pesquisas etnodirigidas realizados cbtyracrodruon urundeuvagonhecida popularmente
como “Aroeira do Sertdo”, comprovando a sua efec@&mo agente anti-inflamatorio, anti-

Ulcera e cicatrizante. Dos estudos fitoquimicos asea espécie foi possivel identificar
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taninos e chalconas diméricas como marcadores cpsmé biologicos (BANDEIRA,;
MATOS; BRAZ-FILHO, 1994; BANDEIRA; MATOS; BRAZ-FILHD, 2003; VIANAet al,
1997;VIANA; BANDEIRA; MATOS, 2003; SOUZAet al,, 2007).

Pode-se ressaltar tambémAanburana cearensisconhecida popularmente como
“Cumaru” e oEucalyptus tereticornjs“Eucalipto”, plantas regionais que tem sido ati®
pesquisas multidisciplinares voltadas para expéwagos seus efeitos anti-inflamatorios,
espasmoliticos e, principalmente no tratamento sitaaa tosse e bronquite (LEAE} al.,
2003, 2006; COELHO-DE-SOUZAet al, 2005). Dessas plantas também foram
caracterizados marcadores tais como isocampferédeoarina e amburosideo A, que sdo 0s
compostos bioativos majoritarios presentes na cagazaule do “Cumaru”, enquanto que o
1,8-cineol foi isolado e caracterizado como priatigonstituinte do 6leo essencial das folhas
do eucalipto medicinal (CANUTO; SILVEIRA, 2006; COHO-DE-SOUZA et al, 2005).
Esses marcadores tém sido investigados quantoeassefeitos farmacoldgicos e a eles tem
sido atribuido, pelo menos em parte, a acdo exemalas preparacdes farmacéuticas que
utilizam essas plantas medicinais como matériaqr{icEAL, 2006; BASTOSt al, 2009).

Dentro desse contexto, nosso grupo de pesquiga, @efcontinuar contribuindo para
o conhecimento do potencial quimico e biolégicdldiea nacional, deu inicio a uma série de
estudos farmacoquimicos cadymeanaea courbariL., uma planta regional, que também

tem amplo uso na medicina popular.

1.2 GéneroHymenaea

O géneraHymenaeapertencente a familia Fabaceae e a subfamiliaafaeioideae,
ocorre em todos 0s principais tipos de ecossistéropgais de baixa altitude e encontra-se
bem distribuido pelo Brasil, ocorrendo em quasadas regides com distribuicdo uniforme
na Amazobnia. (CLAY; SAMPAIO; CLEMENT, 1999, LEE; IMGENHEIM, 1975,
CAMPOS; UCHIDA, 2002). Este género abrange 14 depgcdas quais nove sao
encontradas no Brasil (RIZINNI, 1971; CLAY; SAMPAICLEMENT, 1999).

As espécies que compbe este género sdo conheadasppesentarem em suas
composicdes quimicas, principalmente, diterpenospdoentlabdanicos presentes na resina
e casca do caule (NAKANO; DJERASSI, 1961; CUNNINGWA MARTIN;
LANGENHEIM, 1973; MARSAIOLI; FILHO; CAMPELO, 1975IMAMURA et al, 1977) e
diterpenosenthalimanos na resina do epicarpo (KHOO; OEHLSCHLARGBURISSON,
1973).
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A maioria das espécies desse género possui vaiabetco e fornecem madeira de
alta qualidade, resinas, frutos comestiveis e sadcas em taninos, além de possuirem
variados usos na medicina popular (CLAY; SAMPAIQEMENT, 1999).

1.3Hymenaea courbarilL.
1.3.1 Distribuicao geografica, aspectos botanicosteofarmacologicos

Hymenaea courbarilL. (Figura 1) é conhecida popularmente como “Aevate
Copal”, “Jatoba” ou “Jutai”. Como descrito antem@nte, pertence a familia Fabaceae, uma
das mais abundantes familias encontradas na Chdpadlearipe no municipio do Crato-Ce
(ALENCAR; SILVA; BARROS, 2007).

Geralmente, mede entre 10 a 15 metros de altadenolo ser encontradas espécimes
com 40 metros de altura (LIMAt al., 2007).Hymenaea courbarié uma espécie vegetal de
ocorréncia em mata ciliar ou de varzea, em solgéeano ou permanentemente Umido,
sujeito a inundacéo periodica e sendo ainda frequeas matas de terra firme (SALVADOR,
1989). E também pouco exigente em fertilidade edade do solo (FILH®t al, 2003).

E uma arvore de copa ampla e densa, com troncoaunaignos cilindrico de até 1 m
de diametro. Possui folhnas compostas bifoliada$ de 14 cm de comprimento e flores
grandes e brancas reunidas em inflorescénciasnaisniSeus frutos sdo vagens curtas de cor
marrom escura, contendo 3 a 8 sementes duras &mvpltr uma substancia farinacea
adocicada e cheiro semelhante a chulé, conforméradosnas Figuras 2 e 3 (LORENZI,
1992).

A polpa farinacea que envolve as suas sementesnéstivel e rica em nutrientes,
sendo usada como ingrediente para producdo despegmnais e bebidas pelas populacdes
rurais das regides de origem da planta. Estudosmignaram que eles sao ricos em fibras e
podem ser usados na preparacao de lanches saud&YRIENZI, 1992).



Figura 1 — Foto de um espécime ddymenaea courbaril.

Fonte: LORENZI, 1992
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Figura 2 - Partes aéreas délymenaea courbaril.

Fonte: LORENZI, 1992

Figura 3 - Frutos e endocarpo dédymenaea courbaril.

Fonte: LORENZI, 1992
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Esta espécie vegetal vem sendo foco de muitos asstdel natureza agrondmica e
fitoquimica, pois além de possuir frutos comessivenadeira resistente também apresenta
variados usos na medicina popular tais como nantramto de Ulceras, distarbios intestinais,
bronquites e asma (MARSAIOLI; FILHO; CAMPELLO, 197HOGUEIRA et al, 2001).
Guarim Neto e Morais (2003) fizeram uma revisaditpafica sobre as plantas medicinais
do Cerrado de Mato Grosso, tendo sido a espécieourbaril, uma das mais citadas em
trabalhos etnobotéanicos, etnoecologicos, taxon@nédloristicos. De acordo com Pinto e
Maduro (2003), em trabalho realizado com raizenlascidade de Boa Vista, estado de
Roraima, o “Jatoba” esta entre os produtos de mrigegetal mais procurados para fins
medicinais, sendo a casca e a resina indicadas eotEnémicos, anti-inflamatorio e no
tratamento de problemas de proéstata.

Cartaxo, Souza e Albuquerge (2010) demonstraraids aprealizacdo de pesquisa
etnofarmacoldgica no Ceara, gdgmenaea courbarilencontra-se entre as espécies que sao
recomendadas para serem utilizadas em estudos opeospeccdo, tendo em vista que
apresentou grande diversidade de usos na medigmdap, quando referida por informantes-
chave na comunidade.

Por outro lado, no estudo etnoboténico realizadonegncados de trés estados da
regido Nordeste, Vieira (2011), catalogou a intgisede 43 espécies de uso tradicional,
sendoHymenaea courbaribquela com o segundo maior valor de importandativa (IR),
com valor igual a 1,72. E valido salientar que essdida confere maior qualidade e valor &
planta e que leva em consideragdo o numero demsisteorporais tratados por uma
determinada espécie e o numero de propriedadedgluats atribuidas a ela (BENNETT;
PRANCE, 2000). Aléem disso, Vieira (2011) mostroudlistribuicdo das plantas medicinais
através da intersecao das espécies comercialipada®s categorias: constituintes quimicos,
atividade biologica e propriedade biologica cuwatireferida por herbanéarios. Entre essas
espécies, podemos destacar novamehteourbaril, que foi referida pelos herbanarios por
apresentar propriedades curativas em doencas tdoréspiratério como asma, bronquite e

tuberculose, além de doencas inflamatdrias e diabet

1.3.2 Aspectos quimicos

Em estudos fitoquimicos realizados cdtin courbaril L. foi possivel destacar a
elevada bioproducao de resinas, misturas complgxaompostos do tipo terpendides, bem

como elevada presenca de taninos na casca do(CANSENHEIM, 1967).
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Nakano e Djerassi (1961) isolaram e caracterizacarditerpeno acido labdan-
8(17),1FE-dien-15-6ico, denominado acido copalid) (da sua resina. Das suas sementes
foram isolados e identificados os sesquiterpencksativeno 2), (-cariofileno @), a-
himachileno 4), selina-4(14),7(11)-diend) como constituintes majoritarios, bem cofo
bourboreno §), a-calacoreno {) humuleno §), 5-cadineno 9), e a-muroleno L0) como
constituintes minoritarios (KHOO; OEHLSCHLAGER; OIL8EON, 1973).

Ainda do extrato em acetato de etila das sememét dourbaril, foram isolados e
identificados (-)-kovalenato de metilal}, (-)-ozato de metilal@), isoozoato de metila 8),
acido (-)-(3,8S9S10R)-cleroda-3,13)-dien-15-didico 14) e é&cido (-)-(%58S9S10R)-
cleroda-3,18-dien-15-didico {5) (NOGUEIRAEt al.,2001), bem como as duas bicumarinas
denominadas hymenaind6{ e ipomopsina 17) (SIMOES et al, 2009), além de um
polissacarideo com cadeia principal caracterizadar uma xilogalactana com substituicbes
de xilose, arabinose e galactose (OMAIRA al, 2007). As estruturas dos metabdlitos
secundarios isolados da resina e das semeetes. courbarilencontram-se mostradas na

Figura 4.
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Figura 4 - Estruturas dos metabolitos secundériosolados da resina e das sementes de
H. courbaril




30

Estudos com o epicarpo do fruto levaram ao isolamnen identificacdo de (-)-
zanzibarato de metilal® (IMAMURA; MIRANDA; GIACOMINI, 2004), bem como 0s
diterpenos labdanicos crotomaclind9), acido labdan-1B-en-8-ol-15-6ico 20), acido
labdandlico 21), acido labdan-18-7,13-dien-15-6ico42), acido labdan-8(17),Bdien-15-
oico (acido copalico) 1) e o sesquiterpeno espatulen@B)( (JAYAPRAKASAM et al,
2007). Das folhas deél. courbaril foram isolados a (-)-epicatequina4) e o flavanonol
taxifolin-3-O-rhaminosideo, denominado astilbirizb)( (ARTAVIA; BARRIOS; CASTRO;
1995), além de uma xiloglucana fucosilada (BUSANMBRGAS-RECHIA; REICHER,
2001). As estruturas dos metabdlitos secundardades do epicarpo do fruto e das folhas de

H. courbaril estdo mostradas na Figura 5.

Figura 5 - Estruturas dos metabdlitos secundariossolados do epicarpo do fruto e das
folhas deH. courbaril

/
/
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O fracionamento cromatografico da resina da cascaadlle desta espécie vegetal
levou ao isolamento dos diterpenos caracterizado® @Acidoentlabdan-7,13-dien-15-0ico
(26), acidoentiabdan-13-en{8-ol-15-06ico 7) (MARSAIOLI; FILHO; CAMPELO, 1975) e
entlabdan-$-ol-15-oato de metila2@) (IMAMURA et al, 1977). Também da casca do caule
foram isolados e identificados (-)RBS9S10R)-clerod-3-en-15-oato de metil29), um
novo diterpenentclerodanico e dois diterpenestlabdanicos ja conhecidos, o (-)-copalato
de metila 80) e (-)-eperuato de metilg81l) (NOGUEIRA et al, 2002). As estruturas dos
metabolitos secundérios isolados da resina da cmscaule déd. courbaril estdo mostradas
na Figura 6.

Figura 6 - Estruturas dos metabdlitos secundariosolados da resina da casca do caule
H. courbaril
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Em outro estudo, realizou-se o fracionamento guipela bioatividade do extrato
metanolico de H. courbari] resultando no isolamento e caracterizacdo de nm@®s
diterpenos do tipoenthalimanos denominados &cido R)3L3-hidréxi-1(10),14ent
halimadien-18-6ico32), acido (513R)-2,13diidréxi-1(10),14enthalimadien-18-6ico33) e
acido (1R)-2-ox0-13-hidroxi-1(10),14enthalimadien-18-6ico34) (ABDEL-KADER et al,

2002), cujas estruturas estdo mostradas na Figura 7

Figura 7 - Estruturas dos metabdlitos secundariosolados do extrato metandlico deél.
courbaril

Ainda acerca dos estudos fitoquimicos realizados ¢b courbaril, os O6leos
essenciais das cascas dos frutos verdes e das dascautos maduros foram analisados e as
suas composicdes quimicas foram caracterizadgsir@$pais constituintes do 6leo essencial
das cascas dos frutos maduros foram os sesquitsrparopaeno 5) (11,1%), espatulenol
(23) (10,1%) ep-selineno(36) (8,2%), enquanto germacreno-B7) (31,9%),B-cariofileno
(3) (27,1%) e biciclogermacren88) (6,5%) foram os principais compostos do Oleoresaé
dos frutos verdes (AGUIARet al 2010). As estruturas dos constituintes quimicos
identificados nos Oleos essenciais das cascas rduss fverdes e das cascas dos frutos
madurogde H. courbarilestdo mostradas na Figura 8.
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Figura 8 - Estruturas dos constituintes quimicos idntificados nos 6leos essenciais das
cascas dos frutos verdes e das cascas dos frutosiaras deH. courbaril

1.3.3 Farmacologia e toxicologia pré-clinica

Ensaios preliminares conduzidos com os terpendidéislos do extrato metandlico
dos seus frutos mostraram potentes atividadesirdlaimatoria e antioxidante, que foram
detectadas através da inibicdo da enzima ciclonagge (COX) e inibicdo da peroxidacéo
lipidica, respectivamente (JAYAPRAKASAER! al,, 2007).

As constituicdes quimicas dos 6leos essenciaicassas dos frutos maduros e dos
frutos verdes déd. courbaril foram identificadas e estes 6leos essenciais f@aatiados
sobre larvas dAedes aegypg mostraram forte atividade larvicida com valae<Ls, igual
14,8 £ 0,4ug/mL para os frutos maduros e 28,4 + @g8mL para os frutos verdes (AGUIAR
et al, 2010).

Segundo Keijiet al (1999), as fracdes metandlica e hidroacetbnic@% obtidas a
partir do tratamento cromatografico do extrato dedetonico dos frutos dd. courbaril

mostraram,n vitro, elevados efeitos inibitorios sobre a tirosinasgima que participa do
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processo de sintese da melanina. O efeito inibitfri detectado através da supressdo da
formacao de melanina em células B-16, linhagenvdéa de melanoma de rato.

Por outro lado, o extrato etandlico das suas $o#habiu forte atividade antiviral em
ensaios realizadas vitro contra o rotavirus, principal agente causadoriaieaila em recém-
nascidos e criangas. Além disso, quando esse @xegge a sua citotoxicidade avaliada
através do exame microscopico da integridade nagith de células tratadas comparando-as
com células nao-tratadas, apresentou toxicidadeaspaa concentracdo de 5000 pg/mL
(CECILIO et al, 2012).

O diterpeno, acido (H-13-hidroxi-1(10),14enthalimadien-18-6ico 35), isolado a
partir do fracionamento guiado pela bioatividade eddrato metandlicade H. courbaril
apresentou fraca atividade citotoxica sobre linhage células mutantes (ABDEL-KADER
et al, 2002).

O estudo realizado pelo nosso grupo de pesquispagoeria com o laboratério de
Parasitologia da Faculdade de Farmacia da Uniasid-ederal do Ceara utilizando o
extrato etandlico da casca do cauleHyenenaea courbarildemonstrou que este apresentou
atividade moluscicida contBiomphalaria glabratahospedeiro intermediario & mansoni
parasita causador da esquistossomose, em niveddepm/24 horas (SOUS# al, 2012).

Pode-se observar que sao relatados na literatgtensalestudos que demonstram a
bioatividade de solucdes extrativas, fracoes, bemocde compostos isolados Hgmenaea
courbaril, porém inexistem dados experimentais referentesuaé acdo sobre o trato
respiratorio. Uma vez que esta espécie tem siddausadicionalmente para o tratamento de
afeccdes respiratorias tais como a asma e tendovista o potencial farmacologico
apresentado anteriormente por esta planta e pdremempreender os ensaios que foram
realizados no presente estudo, foi considerado rianpe discorrer um pouco acerca do
musculo liso das vias aéreas e do papel de owttoes no processo asmatico.

1.4 Musculo liso das vias aéreas

O tecido muscular liso estad presente em diverssisnsas do organismo incluindo
vasos sanguineos, estbmago, intestinos, bexiga, €éiteias aéreas, dentre outros. As células
musculares lisas ndo possuem o padrao estriadatesxdo no masculo cardiaco e esquelético
e recebem inervacdo neural do sistema nervoso autnem especial o parassimpatico,
constituindo o principal sistema de controle motpre medeia a broncoconstricdo. Varios
aspectos da funcdo das vias aéreas estdo sobleocattdnomo: ténus do musculo liso,

secre¢cdo das glandulas submucosas, funcdo dasascédyliteliais, o ténus vascular,
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permeabilidade brénquica, e, provavelmente, a s&cra partir de mastocitos e outras células
inflamatorias (BARNES, 1986; PENDRY, 1993; WEBB,03). Além disso, o estado
contratil da musculatura lisa também € controlado Ipormoénios, agentes autécrinos e
paracrinos, bem como por outros sinais quimiccaisad@VEBB, 2003).

O musculo liso, como sinalizado anteriormente, pgsadrao diferente quanto as suas
dimensdes fisicas, organizacdo, resposta a estmatdrateis, caracteristicas de inervagao e
funcdo, dependendo do 6rgdo em que se encontnetdfrio, didaticamente, esse tecido é
classificado em dois tipos principais, 0 multiund& o unitario, sendo este ultimo, o padrédo
encontrado nas vias aéreas. Essas fibras denomionadarias ocorrem, em geral, em feixes
ou camadas e suas membranas celulares sdo adenetnéesi, possuindo diversos pontos de
adesdo denominados juncdes abertas, pelos quaie odtuxo de ions de uma célula a outra,
fazendo com que a for¢ca gerada por uma fibra mas@dja prontamente transmitida a
seguinte e, dessa maneira, todas as fibras mussdarcontraiam a um sé tempo (GUYTON;
HALL, 2011).

A contracdo nesse tipo de tecido pode ser estirayad diversos tipos de sinais, tais
como estimulacdo da fibra nervosa para a fibra olasdisa, estimulacdo hormonal,
estiramento da fibra ou alteragdo no ambiente @ointtsses sinais sdo responsaveis por
desencadear mecanismos de ativacdo através daiorOGaumento na concentracdo dé'Ca
livre no sarcoplasma, citoplasma de células musesildisas, promovido por qualquer
estimulo contrétil citado anteriormente, resultaligacdo desse ion a calmodulina, uma
proteina reguladora que, apds reagir com quatre @i ativa a miosina quinase, enzima
responsavel por fosforilar as cadeias leves deingppermitindo a sua fixacdo ao filamento
de actina, resultando na contracdo muscular (GUYTEALL, 2011). Em algumas células
do mausculo liso, a fosforilagdo da cadeia leve desima € mantida em um nivel baixo
mesmo na auséncia de estimulos externos e ess@aa@#ivresulta no chamado ténus do
musculo liso e a sua intensidade pode variar (WEBB3).

A cadeia de processos que liga um estimulo a skEi®se na modificacdo da
concentracdo de &a no citoplasma é denominada acoplamento excitagAagao
(STEPHENS 2002). Dois mecanismos principais controlam ess®plamento na
musculatura lisa: a cascata de sinalizacdo megieldaalteracéo na concentracao intracelular
de C&" e a via de sinalizacdo da Rho-quinase, que ateaéat de uma alteracdo na
sensibilidade do sistema contratil ac®C&nquanto este ltimo parece estar mais envolvido
com funcdo modulatoria, existe uma grande variagmecanismo de sinalizagcdo mediado

pelo C&*e, por isso, esse processo serd mais discutidotadBERRIDGE, 2008).
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O aumento na concentracdo dd”Qavre no citoplasma pode se dar através do meio
extracelular, por meio de canais de membrana,ravés de estoques intracelulares por meio
do reticulo sarcoplasmatico (PUTNEY; McKAY 1999)s @anais presentes na membrana,
pelos quais o calcio entra através do meio exubaretdo classificados de acordo com o tipo
de estimulo ativador, sendo divididos em canaisdleio operados por voltagem (VOC),
ativados por variacdes no potencial de membramma< operados por receptor (ROC), onde
a ocupacdo de receptores por agonistas espectcdere-lhe um estado de ativacdo. A
deplecéo de estoques intracelulares de célcio atitra tipo de canal presente na membrana
plasmatica, canais para calcio operados por ed@@C), que sao permeaveis a este ion e
possibilitam a recarga dos estoques de calcio tlcule através da entrada capacitativa de
C&* (SOMLYOet al, 1999; STEPHENS, 2002; PAREKH; PUTNEY, 2005).

A regulacdo do tébnus do musculo liso traqueal & fpor um sinal extracelular que
provoca resposta celular de forca através de dois tgerais de transducdo de sinal: 1.
Acoplamento eletromecanico: a contracdo do mustiglm € obtida pelo aumento da
concentracédo de €alivre no citoplasma através da ativacdo de VOCg se da pela
despolarizacdo da membrana provocada por estimuloscos ou elétricos. 2. Acoplamento
farmacomecanico: a contracdo do musculo liso éaljpielo aumento da concentracdo de
Ccd" intracelular através da ativacdo de ROCs. Esse niseca envolve a ativacdo de
receptores e encontra-se relacionado a uma minimanexistente despolarizacdo da
membrana (SOMLY@t al, 1999; STEPHENS, 2002).

As contracOes evocadas por altas concentragdes da@akmediadas via acoplamento
eletromecanico, unicamente por efeitos voltageneddentes. Em concentracdes altas de
potassio a membrana do tecido de musculo liso ¢l despolarizada e, em seguida sao
ativados os VOCs, que causam um influxo de calcavés da membrana. Tal influxo medeia
a liberacdo de calcio induzida por calcio peloctdti sarcoplasmatico, o qual resulta no
desenvolvimento de forca e a contracdo (KIRKPATRICKENKINSON; CAMERON
1975). Por outro lado, a ligacdo de agonistas consarbacol, aos receptores presentes na
membrana promove a sua ativagdo através de acoptarfi@emacomecéanico (SOMLY®t
al., 1999). Uma vez estimulado o receptor, a prot€éinse cliva, ativando a fosfolipase C
(PLC), que ativada, hidrolisa o fosfoinositidio mi@mbrana celular produzindo pelo menos
dois segundos mensageiros: o diacilglicerol (DA®) iaositoltrifosfato (IRB). A ligacdo do
IP3 a receptores especificos na membrana do retiauto@asmatico resulta na liberacao de
C&* para o citosol (WEBB, 2003; PAREKH; PUTNEY, 2005).
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Em contrapartida, o relaxamento do musculo lisarecoomo resultado da remocao
do estimulo contratil ou pela acdo direta de sub&& que estimulem a inibicdo do
mecanismo contratil. Independente disso, o0 procdsselaxamento requer uma diminuicdo
da concentracéo celular do®Ca o aumento na atividade da miosina fosfatasémenzapaz
de remover o fosfato da cadeia leve de miosinaace® a contracdo. O sarcolema contém
Ca, Mg-ATPases que proporcionam um mecanismo awicmara a reducéo da concentracao
desse ion na célula. A inibicdo dos canais de acaloitagem-dependentes e operados por
receptor também promovem o relaxamento do mussd@WEBB, 2003).

O comportamento anormal do muasculo liso das vwaeas esta relacionado a uma
série de doencas, entre elas, a asma bronquicquifadores tem se dedicado a identificar as
caracteristicas bioquimicas e biofisicas dessddgpiara melhor compreender como se da a

sua alteragéo no processo asmatico (WEBB, 2003).

1.5 Papel do musculo liso, inflamacgéo e estressedativo no processo asmatico

Asma é uma doenca inflamatoria cronica das viasagégue afeta criancas e adultos, é
considerada um problema mundial de saude, aconmetarda de 20 milhdes de individuos
aqui no Brasil. Em 2011, o Departamento de infoitaado Sistema Unico de Satde registrou
160 mil hospitaliza¢des, dado que colocou essagdoeomo a quarta causa de internacoes,
gerando um impacto sobre os recursos disponivaitizados pelo sistema de saude (SBPT,
2012). Santost al, 2007 mostraram que a falta de controle da asimarhaior componente
relacionado a utilizacdo dos servicos de sauddp vise o custo direto com a asma,
englobando utilizacdo de servicos de salude e m@éictos, foi 0 dobro entre pacientes com
asma nao controlada que entre aqueles com asrralada, aumentando proporcionalmente
com a gravidade da doenca.

Assim como outras sindromes, a asma apresentatar@sicas especificas que se
apresentam em uma extensdo variavel nos individigdados. Séo elas: Inflamacédo aguda e
cronica das vias aéreas, alteragcdo estruturalr@agaelular das vias aéreas, hiperreatividade
das vias aéreas a estimulos inespecificos ou astgomarmacologicos, e episodios agudos
recorrentes de obstrucdo do fluxo aéreo, que pademevertidos por broncodilatadores que
relaxam o musculo liso das vias aéreas. A revdidalie da limitacdo do fluxo aéreo é uma
das principais caracteristicas do processo asmaticdemonstracdo de resposta terapéutica a
broncodilatadores é um fator que contribui pargdagrdstico clinico (KUMAR, 2001; ANt
al., 2007).
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Alguns pacientes asméticos apresentam queda da&dupglmonar de caréater
irreversivel ao longo do tempo, além de apresemtaaieracdo persistente da funcao
pulmonar, apesar de estarem sem manifestacdesaslida doenca (PEAT; WOOLCOCK,;
CULLEN, 1987; LANGEet al, 1998).

A hiperreatividade ou hiperresponsividade bronqu{etRB) caracterizada pela
contracdo excessiva das células do musculo liso viles aéreas € um dos fatores
desencadeantes do processo asmatico e contribaiiopaumento da resisténcia do fluxo
aéreo, devido a ocorréncia de hipersecrecdo eagdierna espessura do tecido. Embora o
mecanismo que contribui para HRB ainda seja ince¥tgossivel afirmar que envolve
espessamento da parede muscular, controle neutahGavico alterado, aumento da
contratilidade e processo inflamatdrio agudo e icmdas vias aéreas, que pode causar dano
epitelial. Além disso, considera-se que o aumeat@ancentracdo de Eantracelular seja
uma hipdtese favoravel para esclarecer a excegmiwducdo de forca pelas células
musculares lisas (LAVEt al, 2000; BAI; ZHANG; SANDERSON, 2007; PEREZ-ZOGHBI
et al, 2009).

Embora a contragdo das células do musculo liscvidasaéreas seja um fator crucial
para a HRB, via final comum que conduz ao excesssieitamento das vias aéreas, outros
componentes, tais como as alteracfes inflamat@ams infiltrados celulares, alteractes
estruturais como aumento ou diminuicdo da elastida colageno, bem como proteoglicanos,
podem modificar as respostas e contribuir para 8.HRn conjunto, essas alteracées sao
geralmente referidas ao remodelamento do tecidaequesido caracterizado principalmente
como sendo uma a consequéncia anatdmica provocadanpdancas na composicao,
quantidade e organizacdo dos constituintes cetulamoleculares da parede das vias aéreas
(AN et al, 2007). Algumas analises histopatologicas de si@Sp bronquicas reiteram o
processo explanado acima, visto que demonstramsa@ciagdo da infiltracdo de células
inflamatorias com a remodelacédo das vias respiest@BERGERet al,, 2003).

Como ja sinalizado anteriormente, a inflamacao duéa consiste em papel central
na fisiopatogénese de diversas doencas do sisespaatorio, incluindo a asma (KUMAR,
2001). E sabido também que a inflamac&o cronica, ppde seguir um quadro agudo ou
apresentar-se de maneira crbénica insidiosa, levapaoecimento de alteracbes de carater
anatébmico que tem por consequéncia o dano tecideressivo (MAUAD, 2000). E
caracterizada por ser uma resultante das interacOpplexas que ocorrem entre 0s
mediadores liberados por células inflamatérias.eBigs componentes participam desse
processo inflamatério na asma, entre eles, podedestacar as células circulantes:
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neutréfilos, mondcitos, eosindfilos e linfocitossan como as células do tecido conjuntivo,

destacando mastocitos e fibroblastos e por fim,pomentes da matriz extracelular como

proteinas fibrosas estruturais (colageno e elgsthaoproteinas de adesédo e proteoglicanos
(KUMAR, 2001; BARNES; CHUNG; PAGE, 1998; MAUAD, 200

A resposta asmética apresenta duas fases, a isi@atardia. Tdo logo o paciente
asmatico entre em contato com o antigeno, ocamspsta alérgica inicial com a ligacdo do
alérgeno aos receptores de IgE em células comooaitast e basofilos, e a consequente
liberacdo de mediadores que causam inflamacgaodiasgao e broncoconstricdo. Citocinas
e gquimiocinas liberadas nesse periodo recrutam gwlidas inflamatorias para o local,
levando a resposta alérgica tardia, 3 a 4 horas apéxposicdo. Portanto, no processo
asmatico, a maquinaria contratil muscular encosgraedeada de mediadores inflamatorios,
que parecem ser responsaveis pelo aumento nadesdecde contracdo e na diminuicdo da
plasticidade muscular (BHARADWAJ; AGRAWAL, 2004). eBsa maneira, o0 mau
funcionamento das vias aéreas pode ser um dosigpgmeecanismos pelo qual a inflamacéo
induz a hiperresponsividade que, somada ao renmdata, causa um comprometimento
ainda maior da funcdo muscular das vias aéreasmcierpie asmatico (FERNANDES al,
2003).

A agressao repetida ou intensa ao epitélio daéfieaaassociada a inflamacéao parece
ser o evento inicial desencadeante do processanahate reparo na asma e tem como
consequéncia o espessamento da mucosa, hipenpdassglandulas submucosas, fibrose sub-
epitelial, deposicdo de coldgeno e aumento da nmagseular (BHARADWAJ; AGRAWAL,
2004; MAUAD, 2000).

Em cobaias, exposicdes repetidas ao alérgeno tésada HRB e infiltracdo tecidual
de leucdcitos com caracteristica histoldgica e &otdgica da asma em humanos (MASINI
et al, 2004). Em modelo experimental de asma alérgitdaias sensibilizadas com
ovalbumina tém demonstrado o desenvolvimento derifg@pponsividade apos o desafio
antigénico e infiltracdo de eosindfilos nas viaseag (VAN OOSTERHOUTet al, 1993;
PRETOLANI et al, 1994). Ratos wistar ativamente sensibilizadapetidamente desafiados
com antigenos também apresentaram hiperresporgévist@nquica a acetilcolina (CHIBA,
MISAWA, 1993).

Muito dos estimulos que exacerbam o processo asmaéicluindo infecgdes virais e
poluentes podem ativar a producéo de oxidantessee acentuado estresse oxidativo também
pode resultar na tipica inflamagcdo crénica das daseas, uma vez que as células

inflamatdrias possuem a capacidade excepcionalrdéupir essas substancias. No foco
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inflamatorio, as células inflamatérias e tambéncélsilas do epitélio bronquial produzem
oxidantes que promovem modificagbes no metabolismlalar, incluindo alteracdo no
transporte i6nico, alteracdo na permeabilidade damionana, destruicdo celular por
peroxidacao lipidica, aumento da concentracadodeluéar de célcio, liberacdo de histamina
pelos mastécitos, além de secre¢cdo de muco sulata(CARAMORI; PAPI, 2004,
BARNES; CHUNG; PAGE, 1998).
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2 JUSTIFICATIVA

Desde que bem estudada e compreendida, a biodaeéesibrasileira representa
importante fonte de riqueza e possui grande pakpara ser a fonte do desenvolvimento de
novos medicamentos a base de produtos vegetaisTEPR et al, 1998). Embora algumas
espécies vegetais sejam registradas como tend® arsplna medicina popular, faltam ainda
informacdes cientificas suficientes para garanidr aficacia e seguranca terapéuticas. Dentre
elas, podemos destaddymenaea courbaril., largamente usada na medicina popular para o
tratamento de Ulceras, desordens estomacais eatomgpiratorias como bronquites e asma
(MARSAIOLI; FILHO; CAMPELO, 1975).

Ensaios farmacologicos pré-clinicos conduzidos ¢terpendides obtidos do extrato
metandlico dos frutos ded. courbaril mostraram forte atividade anti-inflamatoria e
antioxidante através da inibicdo da enzima COX eeataxidacdo lipidica, respectivamente
(JAYAPRAKASAM etal., 2007). Outros estudos demonstraram seu potdaoiaida sobre
Aedes aegyptiantiviral e moluscicida, bem como sua baixa to&ide (KElJlet al, 1999;
ABDEL-KADER et al, 2002; AGUIARet al, 2010; SOUSAet al, 2012; CECILIOet al,
2012).

Diante do exposto e considerando que o0 usoHgimenaea courbarilL. pela
populacdo, retratado através de estudos etnofalbggmms, esta relacionado a doencas
inflamatdrias do sistema respiratério tais comosma € de fundamental importancia que
sejam realizados estudos em modelos experimentaés ayaliem o seu potencial
farmacoldgico e justifiguem o seu uso tradiciof@ARTAXO; SOUZA; ALBUQUERQE,
2010; VIEIRA, 2011). Nesse sentido, esse trabathalésenhado para a realizacdo de um
estudo interdisciplinar bioguiado ddymenaea courbaril visando avaliar o seu efeito
miorrelaxante e antiespasmaédico sobre a musculéisararaqueal de ratos, os seus efeitos
anti-inflamatério e antioxidante, bem como realizarisolamento e caracterizacdo de
substancias presentes no extrato e/ou fracbeseqmestraram bioativos. A caracterizacao
desses possiveis marcadores e a investigacdo dssefstos farmacologicos inserem-se
como fatores importantes na compreensao da agdoamirbaril no sistema respiratorio.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

* Realizar estudo farmacoquimico bioguiado pela @di¥e miorrelaxante do extrato

etanolico das cascas do cauldyenenaea courbaril.

3.2 Objetivos especificos

* Realizar a prospeccéo fitoquimica da casca do celHgmenaea courbaril.;

* Realizar a preparacéo e o fracionamento do ex#tatwolico da casca do cauletde

courbaril;

» Auvaliar o potencial antioxidant@ vitro do extrato etandlico da casca do caulddde

courbaril e fracoes;

* Avaliar o efeito do extrato etandlico da casca dale deH. courbaril, fracdes e

constituinte quimico isolado sobre a contratilidddemusculo liso traqueal de ratos;

* Avaliar o efeito do pré-tratamento com a fracdoabi@ na resposta contratil de

tragueias isoladas de ratos desafiados a ovalbumina

» Avaliar o efeito do pré-tratamento com a fracdoabi@ na resposta migratoria de

células inflamatoérias em ratos desafiados a ovailiram

» Isolar e caracterizar constituintes quimicos dgdbabioativa;
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4 METODOLOGIA

4.1 Materiais
4.1.1 Material vegetal

A casca do caule ddymenaea courbariL. foi coletada em abril de 2011 na cidade
do Crato-Ce. Uma exsicata da espécie (n° 4990 Dné&maese depositada no Herbario Prisco

Bezerra, do Departamento de Biologia da Univergdaetieral do Ceara.

4.1.2 Animais

Para os ensaios biolégicos foram utilizados ratwschos Wistar (200-300 Q)
procedentes do Biotério Central do Campus do Rididiversidade Federal do Ceara (UFC)
e mantidos no Biotério do Departamento de FisialagiFarmacologia (UFC). Os animais
permaneceram em gaiolas apropriadas, em macroamhientrolado (fotoperiodo de 12h
claro/escuro, temperatura 23 @ e umidade 55 + 10%) com fornecimesis libitum de

racao e agua.

4.1.3 Drogas, reagentes e solventes

Hexano, diclorometano, acetato de etila, metartalhaot, acetona, acido sulfurico,
acido acético glacial e vanilina foram adquiridoa WETEC (Brasil), diclorometano
deuterado e metanol deuterado, da Tedia (Ohio, EE@Ajuanto a violeta genciana € de
procedéncia da Reagen (Brasil). O radical 1,1-dif&picril-hidrazila (DPPH), Trolox, acido
ascorbico, cloreto de sddio, cloreto de potasdiometm de célcio, sulfato de magnésio,
bicarbonato de sbédio, hidrogenofosfato de potadsidrogenofosfato de sédio, glicose,
acetilcolina (ACh), verapamil, carbacol (CCh), @&cetileno glicol O’-bis(2-aminoetil)-N, N,
N’, N’ -tetracetico (EGTA), ovalbumina (OVA), henwilina, eosina e Triton X-100 foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA) ou da Merck (Dstadt, Alemanha) e o pentobarbital
sédico é de procedéncia da Syntec (Brasil).
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4.1.3.1 Composicao das solucdes

* Solucéo de vanilina:vanilina (1 g) e alcool etilico (g.s.p. 100 mL).

* Solucéo etandlica de acido sulfaricoacido sulfurico (10 mL) e alcool etilico (g.s.p.
100 mL).

* Solucdo de Krebs- Henseleit (mmol/L):NaCl (118,0), KCI (4,7), Cagl(2,5),
MgSQ, (1,2), NaHCQ (25,0), KHPO, (1,2) e glicose (10,0).

* Solucédo de Tyrode (mmol/L):NaCl (136,0), KCI (5,0), MgGl(0,98), Cad (2,0),
NaHPQO, (0,36) NaHCQ (11,9) e glicose (5,5).

« Solucdo de Turk: Acido acético glacial (20 mL), violeta gencianaO(2)L) e agua
destilada (g.s.p. 100 mL).

» Salina heparinizada:Heparina (0,1 mL) e NaCl 0,9% (qg.s.p. 100 mL).

4.1.4 Equipamentos

Balanca analitica (A&D Company, Japédo); placa agde@ (Fanem, Brasil); estufa
para esterilizacdo e secagem (Olidef CZ, Brasigperador rotatério e bomba de vacuo
(Buchi, Suica); sonicador (Unique, Brasil); pHmeti@lanna Instruments, EUA);
espectrometro DRX-500 (Bruker, Alemanha); apareltigital de ponto de fusédo
(microquimica equipamentos, Brasil); espectrofotdnede absorcdo ultravioleta-visivel
(Beckamn Coulter, Alemanha); transdutor de forgamidtrico (AD Instruments, Australia),
nebulizador ultrasénico (Respira Max® Inalador &iinico, NS Industria de aparelhos

médicos, Brasil), Luz ultravioleta 254 e 366nm (&g Heidelberg, Alemanha).

4.1.5 Outros materiais

Gel de silica 60 0,0063-0,200 mm (Vetec, Brasilacas de silica em suporte de
aluminio (Merck, Alemanha), Sephadex LH 20 (AmenshBiosciences, Suécia), colunas
cromatograficas de vidro, pulverizador com juntmesihada, vidrarias volumétricas de uso

comum em laboratdrio, seringas e material cirtrgico



4.1.6 Aspectos éticos

Esse projeto foi submetido e aprovado pelo CongtEtita em Pesquisa Animal
(Parecer n°® 37/12) da Universidade Federal do GAaexo).

4.2 Métodos

O presente estudo foi conduzido conforme o fluaogr a seguifFigura 9).

Figura 9 - Fluxograma de metodologias desenvolvida® estudo

Hymenaea courbarilL

Coleta e preparacao de exsicata

Casca do caule

Secagem, Trituracdo, Maceracdo em EtOH

BIOATIVIDADE

Cromatografia de Adsorcéo em Silica

BIOATIVIDADE BIOATIVIDADE BIOATIVIDADE

BIOATIVIDADE ISOLAMENTO E
CARACTERIZACAO
DOS CONSTITUINTES
QuUIMICOS

Cromatografia de Adsor¢éo em Silica/ e de
exclusdo molecular (Sephadex)

Acido Oleandlicc

Astilbina

BIOATIVIDADE
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4.2.1 Protocolos experimentais para caracterizaggomica de H. courbaril
4.2.1.1 Prospeccao quimica

A prospecgdo quimica para a caracterizacdo dogipeis grupos de substancias
vegetais de interesse foi realizada, utilizandosse extratos aquoso, hidroalcodlico e
diclorometéanico a 10 % da droga vegetal (MATOS, 200

4.2.1.2 Obtencao do extrato etandlico da cascaade e fracdes

A casca do caule dg. courbaril (509,9 g), ap0s secagem e trituracdo, foi submatida
extracdo exaustiva por maceracao a temperatureeatabiom etanol (13 x 1 L) e a solugéo
etanolica obtida foi filtrada e, em seguida, com@ela por destilacdo sob presséo reduzida,
resultando na obtencéo de 86,1 g de extrato etangdico da casca #e courbaril (EEHC).

O extrato etandlico da casca do cauldHdeourbaril (EEHC) (80 g) foi submetido a
um processo cromatografico de adsor¢cado em colitrenfe de 43 cm de comprimento (L) e
4,5 cm de diametrod), utilizando 660 g de gel de silica. Foram uttiaa hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol, purosmumisturas binarias (1:1) como eluentes.
O fracionamento cromatografico resultou em seigdia, que foram concentradas por

destilacao sob presséo reduzida, resultando ngEeBanostradas na Tabela 1.

Tabela 1 — Dados referentes ao fracionamento cron@grafico de EEHC

FRACOES ELUENTE MASSA (g) RENDIMENTO (%)
FH Hexano 0,075 0,094
FHD Hexano:Diclorometano (1:1) 0,197 0,25
FD Diclorometano 1,296 1,62
FDAE Diclorometano:Acetato de Etila (1:1) 0,996 1,25
FAE Acetato de Etila 1,926 2,41
FM Metanol 61,340 76,68

As fracdes obtidas foram analisadas por cromatiegesh camada delgada (CCD). A
revelacdo das substancias nas cromatoplacas eamlite deu através da exposicdo a
irradiacdo ultravioleta em dois comprimentos deao(®b4 e 366 nm) e/ou por borrifagao
com solucao de vanilina sulfarica, seguida de amesto.
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4.2.1.3 Isolamento e caracterizacdo de constitusnggiimicos

A prospeccéao dos constituintes quimicos da planteetlizada através de um estudo
guiado pela avaliagdo do potencial miorrelaxanteE@1C e das fracbes obtidas do seu
fracionamento cromatogréfico (FD, FDAE, FAE e FMH e FHD né&o foram submetidas aos
ensaios biolégicos devido ao baixo rendimento obtid tratamento cromatogréafico de
EEHC.

A fracdo bioativa (FAE) foi, entdo, submetida a o®v fracionamentos
cromatograficos para o isolamento de seus comggiquimicos. Inicialmente, foi realizado
0 tratamento cromatografico por adsor¢cdo em gesiliea, seguido pelo refracionamento
atraveés de diversas técnicas cromatograficas,isetawlo-se aquela adequada aos objetivos
do trabalho e a natureza das subfracbes obtidasat@nento cromatografico de FAE e de

suas subfracdes foi desenvolvido de acordo corgudilO.
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Figura 10 - Fluxograma de fracionamento do EEHC, otenc&o de fracdes e isolamento
de constituintes quimicos

EEHC
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FH FHD FD FDAE FAE FH
m=00075g m=10,197 g m=1296 g m = 0,996 g m= 1926 g m=61340 g
Cromatografia de Adsorcio em Silica
FAE (130-139) FAE (79-95)
m = 49,6 mg m =453 mg
Cromatografia de exclusio Cromatografia de
molecular (Sephadex LH-20) Adsorcio em Silica
HCC4 HCCS
m =303 mg m = 5,6 mg

RMN 'He 3C l RMN 'He 3C

e [ ]

A fracdo acetato de etila (FAE) (1,500 g) foi subdee a uma cromatografia em
coluna (L = 22 cm @ = 3 cm) usando gel de silica como adsorvente.nfraralizados
hexano, diclorometano, acetato de etila e metgnaips ou em misturas de polaridades
crescentes, como eluentes conforme mostrado ndalabAs fracdes tiveram seus solventes
evaporados e, em seguida, foram analisadas por @@Delas que apresentaram perfil
cromatografico semelhante foram reunidas, resultamad subfracées apresentadas na Tabela
3.
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Tabela 2 - Dados referentes ao fracionamento cronmagrafico da FAE

Fracoes Eluente Fracoes Eluente Fracdes Eluente
1-15 Hex 102-115 CH)CI,;:AcOEt  169-175  AcOEt:MeOH
30% 30%
16-21 Hex:CHCl, 10% 116-120 CH,Cl,:AcOEt 176-180  AcOEt:MeOH
35% 40%
22-27 Hex:CHCI;30% 121-128 CH,CIl,:AcOEt 181-189  AcOEt:MeOH
40% 50%
28-43 Hex:CHCI,50% 129-136 CH.Cl:AcOEt  180-189  AcOEt:MeOH
60% 60%
44-50 Hex:CHCI,80% 137-141 CH,Cl,:AcOEt 199-205  AcOEt:MeOH
80% 70%
51-57 CH.Cl; 142-148 AcOEt 206-212  AcOEt:MeOH
80%
58-88 CH)CIlx:AcOEt  149-161  AcOEt:MeOH  213-219 AcOEt:MeOH
10% 10% 90%
89-101 CH)CIl:AcOEt  162-168  AcOEt:MeOH  214-230 MeOH
20% 20%

Hex: Hexano; ChLCl,: DiclorometanoAcOEt: Acetato de etila; MeOH: Metanol

Tabela 3 - Dados referentes as subfracdes obtidas tfacionamento cromatografico da
FAE

Fracbes Massa(mg) Fracdes Massa(mg) Fracbes MassBracdes Massa (mg)

1-12 = 37-38 = 62-77 34,0 158 13,7

13-21 0,5 39-40 4,0 78 - 159-169 557,0
22 = 41 = 79-95 45,3 170-175 131,6

23-25 71,0 42-43 37,2 96-99 3,6 176-179 32,6

26-29 7,0 44-51 59,2 100-124 74,3 180-189 49,6

30-33 2,0 52 - 125-126 13,7 189-230 -
34 = 53-60 55,0 127-144 56,8

35-36 20,1 61 - 145-157 23,4

4.2.1.4 Fracionamento cromatogréafico de FAE 180-18%olamento de HCC-4

A subfracdo denominada FAE 180-189 (49,6 mg) (lEal® foi inicialmente
solubilizada em acetona, resultando nas fracoeselo{37,3 mg) e insoltuvel (12,3 mg). A
fracdo solavel foi, entdo, submetida ao tratamerdgmatografico em coluna de Sephadex LH

20 (L=15cm &b = 1,5 cm), usando metanol como eluente. Forandab®6 subfracdes que
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foram analisadas por CCD e, aquelas que apresentaesfii cromatografico semelhante

foram reunidas conforme a Tabela 4.

Tabela 4 - Dados referentes as subfracdes obtidag dratamento cromatografico da
fracdo soluvel em acetona de FAE 180-189

FracGes Massa (mg)

1-10 5,7
11-15 30,3
16-26 13

A subfracdo 11-15 (Tabela 4), que continha 30,3 magresentando um rendimento
correspondente a 1,57% de FAE, de um sélido magwstalino solivel em metanol foi
denominada de HCC-4.

4.2.1.5 Fracionamento cromatogréfico de FAE 79-9%selamento de HCC-5

A subfracdo denominada FAE 79-95 (45,3 mg) (Tal®ldoi submetida a uma
cromatografia em coluna (L = 16,5 cmbe= 1,5 cm), usando gel de silica como adsorvente.
Foram utilizados, diclorometano, acetato de etilanetanol, puros ou em misturas de
polaridades crescentes como eluentes conformeseagieelo na Tabela 5. As fracdes tiveram
seus solventes evaporados e, em seguida, foramsamtzd por CCD. Aquelas que
apresentaram perfil cromatogréfico semelhante foraomidas, resultando nas subfracdes
apresentadas na Tabela 6.
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Tabela 5 - Dados referentes ao fracionamento cronagrafico da FAE 79-95

Fracoes Eluente Fracoes Eluente Fracdes Eluente
1-6 CH.Cl, 80-86 CH.CI;:AcOEt  143-155  AcOEt:MeOH
40% 30%
7-12 CH.Cl,: AcOEt 87-93 CH,CI:AcOEt  156-160 AcOEt:MeOH
5% 50% 40%
13-22 CH.Cl: AcOEt  94-100 CH.CI;:AcOEt  161-168  AcOEt:MeOH
10% 60% 50%
23-30 CH.CI;:AcOEt 101-107 CHXCIl»:AcOEt 169-174  AcOEt:MeOH
15% 80% 60%
31-45 CH.CI:AcOEt  108-114  CH.Cl:AcOEt 175-181  AcOEt:MeOH
20% 90% 70%
46-52 CH.CI;:AcOEt  115-120 AcOEt 182-187 AcOEt:MeOH
25% 80%
53-64 CH.CI:AcOEt  121-133  AcOEt:MeOH  188-194  AcOEt:MeOH
30% 10% 90%
65-79 CH.CI;:AcOEt  134-142 AcOEt:MeOH  195-201 MeOH
35% 20%

CH,ClI,: Diclorometano; AcOEt: Acetato de etila; MeOH: idetl

Tabela 6 - Dados referentes as subfracdes do frasamento cromatografico da FAE 79-
95

Fracoes Massa (mg) Fracbes Massa (mg)

1-11 - 35-41 3,3
12-14 2,4 42 -

15-17 9,6 43-75 10

18-20 - 76-120 -
21-25 6,6 121-122 5,3
26-30 - 123-135 6,7
31-33 1,9 136-201 -

34 -

A subfracdo 21-25 (Tabela 6), que continha 6,6 cogespondente a 0,34% de FAE,
de um sdlido branco amorfo solavel em diclorometandenominada de HCC-5.

As substancias isoladas tiveram suas propriedé&slead determinadas e destas, foram
obtidos os espectros de ressonancia magnéticaanuigéhidrogénio (RMNH) e de carbono
13 (RMN*®C), com a finalidade de elucidar as suas estruturas

Esses espectros de ressonancia magnética nuclean fobtidos em aparelhos

pertencentes ao Centro Nordestino de Aplicacdo e ddsRessonancia Magnética Nuclear
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(CENAUREMN) do Departamento de Quimica Organicanerdanica da Universidade

Federal do Ceara.

4.2.2 Protocolo experimental para avaliacao do pateial antioxidante
4.2.2.1 Avaliacédo do potencial antioxidante do EEHGracdes através do teste do DPPH

Para a avaliacdo do potencial antioxidante do EEH&las fracdes foi utilizado o
método de sequestro de radical 1,1-difenil-2-pludirazila (DPPH em comparacdo com o
padrao positivo Trolox.

O DPPH possui coloracao purpura e pode ser detep@adespectrofotometria a 517
nm e quando € reduzido pela acdo de um antioxidesmsforma-se no composto difenil-
picril-hidrazina, de cor amarela, promovendo a ¢édduna sua deteccéo por absorbancia. A
porcentagem de atividade antioxidante correspomaetanto, a quantidade de DPPH
consumida pelo antioxidante e a quantidade despt@gecessaria para decrescer 50% da
concentracao inicial de DPPH é denominada conaguranibitéria (Cdp), ou seja, quanto
maior o consumo do radical DPPH por uma amostraomserd sua g e maior sera sua
atividade antioxidante (SOUZA, 2007).

O ensaio foi realizado de acordo com metodologiscrita por Brandy-Williams;
Cuvelier; Berset (1995). EEHC, FD, FDAE, FAE e FRhs concentracdes que variaram de
0,001 a 1,0 mg/mL, foram dissolvidas em metangDenil de cada amostra foi adicionado a
uma solucdo metanodlica de DPPH (1,0 mL), na coragd de 6QuM. Foram realizadas,
apos 30 minutos, medidas de absorvancia na faisd d@em em espectrofotdmetro de UV. A
porcentagem de inibicédo foi obtida por comparagiatborcédo da solugcédo contendo amostra,
em relacdo a uma solucdo controle de DPPH e fauleala de acordo com a equacao

mostrada a seguir.

% inibicéo = 1 -sqlAd)
abs (Ao)

Onde: Ad = absorbancia da solucdo de DPPH na prasda amostra teste e Ao =

absorbancia da solucéo controle de DPPH.
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4.2.3 Protocolos experimentais para estudo do potgal miorrelaxante e
antiespasmadico em tecido traqueal de ratos

4.2.3.1 Experimentos com anéis de traqueia

Os animais foram anestesiados com Pentobarbitam@®g i.p) e, em seguida, a
tragueia foi rapidamente removida e transportada paa placa de Petri contendo solucéo de
Krebs-Henseleit. Apds a remocao do excesso deotedghcente, a traqueia foi cortada em
segmentos cilindricos de 3 a 4 anéis cartilagindsstes foram mantidos em um banho para
orgao isolado contendo 5 mL de solucéo fisiologiearebs-Henseleit ou Tyrode em pH 7,4,
a 37C e aerada com mistura carbogénica. A luz dos aragjgeais foi atravessada por duas
pecas metdlicas de aco inoxidavel, que foram ataddsis pontos, um fixo na camara de
banho para 6rgdos e o outro, a unidade transdd®réorca apropriada para registro de
contracdes isométricas. A tensdo aplicada a tradaeajustada em 1 g e mantida neste nivel
por um periodo de equilibrio de 1 hora.

Para avaliar a viabilidade do tecido no inicio deperimentos, as preparacdes foram
expostas a solucdes despolarizantes com 60 mM deakCque fossem obtidas duas
respostas de mesma amplitude. Nesse momento, dw tigi considerado em condi¢des de
iniciar qualquer outro procedimento.

As contracfes e os relaxamentos foram registrattaséa desses transdutores de
forca que se encontravam conectados a um sisteraguigicdo de dados (PowerLab ADI
Australia), conforme ilustrado nas Figura 11 e 12.

EEHC, fracOes e astilbina (HCC-4) foram dissolvidas solu¢cdo aquosa de Tween 80

2%, e a sua concentracao na camara de banho gamsdimal ndo excedeu 0,6%.
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Figura 11 - Sistema utilizado nos ensaios de contili&dade in vitro em traqueia de rato
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ApoOs a preparacao dos tecidos, estes eram morgadoédmaras de vidro de capacidade para
5 mL de solugéo fisiologica, aerada com misturb@génica e com temperatura constante de
37 °C, mantida através da circulagdo de agua pievendo banho-maria com propulséo.
Uma das extremidades do tecido era fixada a unsdtdar de forca, conectado a um

amplificador e este a um sistema de aquisicdo desdaara registro das alteracdes contrateis.

Fonte: Laboratério de Farmacologia do Musculo Liso (LARABLI)
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Figura 12 - Detalhe da montagem de anéis de traq@ede rato no sistema de avaliacdo
da contratilidade tecidualin vitro

Uma das extremidades do tecido era atada a uma fieste a outra extremidade a um
transdutor de forca. Onde 1: Circulacdo de aguélatts a 37 °C, 2: Fio de algodao, 3:
Transdutor de forga, 4: Aeracdo com mistura caniogé5: Descarte, 6: Anéis de traqueia
presos em pecas triangulares de aco.

Fonte: Laboratério de Farmacologia do Musculo Liso (LARABLI), cedido por Batista-

Lima.
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4.2.3.2 Avaliagdo do efeito da adicao in vitro dEEC, fragdes e astilbina sobre CCE
induzida por CCh ou KCI

Anéis de traqueia com epitélio integro foram mdosaem camaras para Orgaos
contendo solucdo fisioldgica de Krebs-Henseletlaidos conforme descricdo anterior (item
4.2.3.1). Ap6s o periodo de equilibrio, o tecidiopi@-contraido com Carbacol (CCh — 1 uM)
ou KCI (60 mM) e logo apés a contracao sustentadear-se estavel, foram confeccionadas
curvas concentracao-efeito (CCE) através da adigawulativa de varias concentractes (1-
1000 pg/mL) de EEHC, suas fracdes (FD, FDAE, FAER ou ainda de astilbina (HCC-4),
de maneira que as amostras adicionadas a uma dadentracdo na camara foram assim
mantidas por um periodo de cinco minutos até goe@ma concentracdo fosse adicionada
de forma subsequente.

O relaxamento foi expresso como percentual da ratgda contracédo induzida por
CCh ou KCI e o valor de relaxamento maximo parauavec concentragdo-efeito foi
considerado alcancado quando o aumento na cong@&ntcle dada substancia ndo induziu
resposta contratil adicional aquela observada catongentracdo anterior ou no limite da
maior concentracdo usada no estudo. ApoOs a adigamaior concentracdo, o tecido foi
lavado mediante troca da solugédo contendo o agenteatil e as substancias teste (extrato,
fracdes ou astilbina) por solucédo fisioldgica del&-Henseleit na camara de banho e, em
seguida, adicionou-se'K60 mM. Esse procedimento foi realizado trés vepes intervalo de
dez minutos entre um e outro. A comparacdo da &mplina contracdo induzida por esse
agente ao final do experimento com a amplitudedabtnicialmente permitiu avaliar a

capacidade de recuperacao do tecido ap0s a adigitrdto e/ou fragcdes.

4.2.3.3 Avaliacdo do efeito da adicdo in vitro deAE na CCE induzida por C& em
traqueia isolada de rato mantida em meio senfGana presenca de acetilcolina
Anéis de traqueia foram montados em camaras p@ao®risolados conforme a

descricdo do item anterior (item 4.2.3.1). O protodoi iniciado com duas contracfes de
KCI 60 mM na presenca de solugéo fisiologica deodigrnormal. Posteriormente, a solu¢do
da camara foi trocada exaustivamente por solusimdgica preparada sem Ca a ela foi
adicionada EGTA, agente quelante dé'Ga mM) e verapamil, bloqueador de canais d& Ca
voltagem-dependentes do tipo L (10 uM), retirandmfluéncia desses canais. Ap0s um
periodo de cinco minutos, adicionou-se ACh (10 [eM)ma contracdo ndo sustentada foi
registrada. Apés o retorno do tracado ao valorlpfsaconfeccionada uma CCE pela adicao
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cumulativa de C& (0,1 — 50 mM), com intervalo de quatro minutosremt adicdo de uma
concentragdo e outra.

Ao final da confeccdo da CCE, o tecido foi lavadeersas vezes com solucdo
fisiologica de Tyrode normal e o protocolo foi lieiado com uma contragdo induzida por
KClI 60 mM. Posteriormente, a solucdo da camaratiotada por solucdo fisiologica
preparada sem €ae a ela, como ja descrito anteriormente, foi ad@ila EGTA (1 mM) e
verapamil (10 uM). Em seguida, adicionou-se ACh |(M) e uma pequena contracdo nao
sustentada foi registrada. Apds o retorno do ti@gam valor basal, adicionou-se FAE nas
concentracdes de 300 pg/mL ou 600 pg/mL e passaaas minutos, outra CCE pela adicado
cumulativa de C& foi confeccionada, mantendo-se as mesmas condieg@srimentais

anteriormente descritas.

4.2.3.4 Avaliagdo do efeito da adi¢do in vitro deAE na CCE induzida por B& em
traqueia isolada de rato mantida em meio senfGana presenca de acetilcolina

Anéis de traqueia foram montados em camaras p@a@o®risolados conforme a
descricdo do item anterior (item 4.2.3.1). O protodoi iniciado com duas contragdes de
KCI 60 mM na presenca de solugéo fisiologica deodigrnormal. Posteriormente, a solu¢éo
da camara foi trocada exaustivamente por solusimdgica preparada sem Ca a ela foi
adicionada EGTA (1 mM). Ap6s um periodo de cincoutos, adicionou-se ACh (10 uM) e
uma contracdo ndo sustentada foi registrada. Apétomo do tracado ao valor basal, foram
confeccionadas curvas concentracéo-efeito peldiadigmulativa de BA (0,1 — 50 mM),
com intervalo de quatro minutos entre a adicdorda concentragao e outra na presenca ou
na auséncia de FAE nas concentracdes de 300 pgimD@®@pug/mL ou verapamil (10 uM),

que foi utilizado, neste protocolo, como contrabsifivo.

4.2.3.5 Avaliacéo do efeito de FAE em traqueia déos desafiados com antigeno

O protocolo (Figura 13) a seguir foi realizado corobjetivo de avaliar o efeito de
FAE em modelos experimentais que mimetizam o peacasmatico, principalmente no que

diz respeito a hiperreatividade das vias aéreaalmente mediada por processo inflamatério.
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Figura 13 - Representacdo esquematica do protocoldilizado para avaliagdo do efeito
de FAE em modelo experimental que mimetiza o procgs asmatico
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OVA (inalacio): total e diferencial
15": 1 mg/mL
15" 5 mg/mL

Grupo II: FAE 150 mg/kgv.o
Apds 30°: Desafio antigéncio
OVA (inalacio):
15°: 1 mg/mL
15°: S mg/mL
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4.2.3.5.1 Sensibilizacéo e bronco-provocacao amtigé de ratos

Os animais foram sensibilizados ativamente poordei inje¢des intraperitoneais de
ovoalbumina (OVA - 10 mg/kg, 3 aplicagbes nos dia8 e 5). Os animais sensibilizados
foram submetidos, apos o periodo de sensibilizeg@daesafio antigénico por inalacdo, que
ocorreu entre os dias 21 e 50 pos-sensibilizagEd leoras antes dos experimenitoitro.
Para tal, os animais foram colocados em uma caacdlico com as medidas de 30 x 16,6 x
19,8 cm. Na parte superior da caixa existe umaaammmovivel para introducdo dos animais.
Nas porcoes laterais existem dois orificios, samdgara acoplar o nebulizador ultrassénico
e 0 outro para servir de escape, evitando a re@aldo ar expirado.

A ovoalbumina inalada foi diluida em solugdo salim o periodo de duracdo da
inalacdo foi de 30 minutos ou até que, eventualmemtorresse desconforto respiratorio
(aparecimento de tiragem intercostal ou tosse @sl@ coriza intensa). Aconteceram duas
sessOes sequenciais de inalacdo de 15 minutosormemracdes de ovoalbumina utilizadas

nas duas sessodes foram 1 mg/mL e 5 mg/mL, respectivte.

4.2.3.5.2 Efeito da administracao oral de FAE narga concentragéo-efeito induzida por
KCI

Em um grupo de animais sensibilizados ao antigenadministrada uma solucdo de
FAE com a dose Unica de 150 mg/kg por via oral. d&guida, decorridos 30 minutos, os
animais foram desafiados mediante nebulizacéo lde&m salina ou solucéo salina contendo
o0 antigeno sensibilizante. Apés 12 h, os animarsiB#izados e desafiados com salina
(Grupo 1), desafiados com antigeno (Grupo 1) eatiados com antigeno pré-tratados com
FAE (Grupo lll) foram sacrificados e os anéis dgmtreia foram montados em camaras para
orgéos isolados conforme o item 4.2.3.1 para aecgéb das curvas concentragdo-efeito pela
adicdo cumulativa de KCI (10 a 140 mM).

4.2.4 Protocolo experimental para avaliacdo prelimiar do potencial anti-inflamatoério

4.2.4.1 Avaliacédo do efeito de FAE sobre o acumde células inflamatdrias no lavado
broncoalveolar (LBA) de ratos desafiados com antige
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Para avaliacédo do efeito de FAE (150 mg/kg) noexmid do LBA de ratos desafiados
a ovalbumina, os animais do grupo |, Il e lll ioranestesiados com Pentobarbital. Apds
exposicao cirargica e canulacéo da traqueia, osasitiveram os pulmdes preenchidos com
5 mL de salina a 37° C, injetada na canula tragpealmeio de seringa, que foi mantida
conectada a canula traqueal pelo periodo de tnéstosi e, em seguida, o liquido injetado foi
lentamente recuperado. O procedimento foi realizhts vezes em cada animal e os fluidos
recuperados foram acondicionados em tubos dessreadontagem de células.

A amostra do LBA foi, entdo, centrifugada a 4 °G p® minutos a 200 g. Apos a
centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado eecipgiado ressuspendido em 2 mL de
salina heparinizada (HUTSO®&t al, 1988). As contagens total e diferencial das aéldlas
amostras dos grupos sensibilizados e desafiadidoslde animais tratados ou ndo foram
realizadas de acordo com o método descrito por&eugerreira (1985). Para tanto, uma
aliquota de 20 pL do material ressuspendido foiididl em 380 pL de liquido de Turk para a
contagem total de leucdcitos em camara de NeubdDetra aliquota de 30 pL do
ressuspendido foi utilizada para a contagem ditéaérde células. Os esfregacos foram
confeccionados e corados pelo método de hemata»alisina. As células foram examinadas
em microscopio Optico, utilizando uma objetiva caomento de 100 vezes, onde foram
contadas 100 células em cada lamina. Foram difiexdans quatro tipo de células: macrofagos,
neutroéfilos, eosindfilos e linfécitos. O nimero cdulas foi estimado e avaliado em funcéo

da porcentagem total de leucécitos encontrada magem total.

4.3 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas comxdi@ao programa SigmaPlot 11.0.
Os resultados foram expressos como média + ern@path média (E.P.M.) e a comparacao
entre grupos foi realizada utilizando analise deéwaia (ANOVA), teste de Mann-Whitney,
Rank Sun, Holm-Sidak, e teste t de Student. A Bajmicia estatistica foi aceita quando p <
0,05. Os dados de contratilidade foram expressosocwalores absolutos (g) ou como
percentual (%) da resposta média da contragiofel€meia induzida por K que foi obtida
no inicio dos experimentos. Por outro lado, o nanaer células no lavado broncoalveolar foi

expresso por volume.
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5 RESULTADOS

5.1 Estudo quimico deHymenaea courbaril.
5.1.1 Prospeccéo quimica

A abordagem fitoquimica da casca do cauleHgenenaea courbaril. revelou a
presenca de polifenois, principalmente flavondideganinos, bem como antocianicos,

digitélicos, triterpendides e saponinas, confornostnado na Tabela 7.

Tabela 7 - Perfil fitoquimico da casca do caule ddymenaea courbaril.

Classe Quimica Tipo de Extrato Método Reacdo Positiva Resultado
Espuma estavel
Saponinicos Aquoso Agitacao vigorosa por mais de 30 +
min.
Alcal6ides Aquoso Dragendorff Precipitado -
acidificado Bertrand laranja -
Hager avermelhado -
Flavondides Hidroalcodlico  Acido cloridrico R e fita Colorag&o rosea
de Magnésio ou vermelha +
Antraquindnicos Hidroalcodlico Benzeno e solucdo  Coloragdo rosea
aquosa de hidroxido de na fase -
amonio 10% amoniacal
Antocianicos  Hidroalcodlico Alteracdo do Ph Mudancas de +
coloracao
Digitalicos Hidroalcodlico Acido 3,5- +
dinitrobenzoico e Coloracao
hidroxido de potéssio 2N  avermelhada
Solucéo alcaloidica +
Taninos Aquoso Solucdo de cloreto férrico Mudanca de +
Solugéo de dicromato de coloracgéo ou
potassio formacgéo de +
precipitado
Esteréides Etéreo Anidrido Acético e acido Coloragéo verde +
sulfarico
Triterpendides Etéreo Anidrido Acético e acido  Coloragéo +
sulfarico castanha

Cumarinas Hidroalcodlico CCD em silica. Eluente:
Hexano : Acetato de Etili Fluorescéncia -
: Metanol(6:13:1) verde sob luz UV
Revelador: Hidroxido de (365nm)
potéssio 5%

(+): presente; (-): ausente
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5.1.2 Isolamento e caracterizag&o de constituintes de FAE

Do tratamento cromatografico de FAE ja descritatem 4.2.1.4 foi possivel isolar e
caracterizar dois metabolitos secundarios, HCCedtificado como o flavonéide astilbina e
HCC-5 identificado como o triterpeno acido oleacali

5.1.2.1Determinacéao estrutural de HCC-4

A substancia denominada HCC-4 foi isolada sob ad&ode um soélido marrom
cristalino, solivel em metanol, com ponto de fusddaixa de 182 - 184 °C.

O espectro de RMNH (500 MHz, CROD) de HCC-4 (Figura 15, pag.69) mostrou
cinco sinais na faixa enti®5,90 — 6,96, os quais foram associados a sinalsdiegénios
ligados a carbonos aromaticos. Destes foram aadimsbs dubletos centrados &5,90 (1H,

d, J=2,1 Hz) e 5,92 (1H,d, J = 2,2 Hz) como relativos a hidrogénios em posigita O

sinal referente a hidrogénio ligado a carbono atmmassinalado erd 6,96 (1H,d, J=1,7

Hz) refere-se, provavelmente, a hidrogémeta posicionado. Este espectro mostrou ainda
sinais na regiao entr@ 3,31-4,26 associados a hidrogénios ligados a nashoxigenados,
provavelmente indicativos da existéncia de umaadedie acucar. O sinal e,06 (1H,J =

1,7 Hz) e o sinal emd 1,14 (3H,d, J = 6,2 Hz) sugere a presenca da ramnose, pois Sao
compativeis, com o deslocamento quimidode hidrogénio ligado a carbono anomérico e de
grupo metilico, respectivamente. Este espectro nmostambém sinais de absor¢do de
hidrogénio relacionados a hidrogénios ligados dararys oxigenados eti4,57 (1H,d, J =

10,7 Hz) & 5,08 (1H,d, J= 10,6 Hz).

O espectro de RMNC — BB (125 MHz, CROD) de HCC-4 (Figura 17, pag. 70)
mostrou 21 linhas espectrais e através da compadeste com o espectro de RMfC —
DEPT 138 (Figura 18, pag. 70) foi possivel definir o padd&ochidrogenacao relativo a cada
atomo de carbono e distinguir aqueles néo hidragndos demais por subtracdo espectral.
Esta analise permitiu identificar 1 carbono matili[€Hs), 12 carbonos metinicos (CH), sendo
9 oxigenados (CH — O) e 8 carbonos nao hidrogen&@n A partir destes resultados foi
possivel propor férmula moleculag#,,0,; para HCC-4.

O resultado da anélise dos espectros de RMMN de'*C, bem como dos espectros
bidimensionais de correlacdo heteronuclidrx *C - HSQC e HMBC e dos espectros
bidimensionais de correlacdo homonucféux 'H - COSY e NOESY de HCC-4, mostrados
nas Figuras 15 a 26 (pag. 69-74), e a comparacéseslalados com dados descritos na
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literatura (LUCAS-FILHOet al, 2010), permitiram identificar HCC-4 como astildj cuja
estrutura encontra-se mostrada na Figura 14. Aldabenostra a comparacdo dos dados
espectroscopicos de HCC-4 com os da astilbinaitescora literatura (LUCAS-FILH@t al,
2010).

Figura 14 - Estrutura quimica de HCC-4

Nome quimico(2R, 3R) 5,7,3',4'-tetra-hidroxi-3e-O-ramnose
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Tabela 8 - Dados espectroscépicos de HCC-4 compacadcom aqueles descritos na
literatura (LUCAS-FILHO et al, 2010) para astilbina

Literatura
HSQC HMBC D004 5,0)
OH

dc 2 3 dc SH

ppm) (PP UL e T (ppm)  (ppm, mult.J Hz)
C
4 | 196,11 H-3 H-2 196,11
5 | 16564 H-6 165,66
7 | 168.76 H-6, H-8 168,82
g2 | 16424 H-8 H-2 16425
42 | 10264 H-6, H-8 102,64
1 | 12933 H-2, H-6' H-3 12935
3 | 146.68 H-2 H-5 146,69
4 | 14751 H-5  H-2 H-6 14752
CH
2 | 8409 5084106  H-3  H2 H6 8410 508, 107
3| 7872 457d.10.7  H-=2 H-1” 7872 458|107
6 | 9754 502422 H-8 9755 502, 2.2
8 | 9642 590d 21 H-6 96.43 5,00), 2,2
2 | 11565 6.96d 1.7 H-2 11564 6.95.d, 1.9
5 | 11649 6,82, sl 11648 681.d, 8.3
6 | 12063 6.83d 1.9 H-2 12063 6,84.dd 83,19
17 | 10229  4.06d 1.7 H-3 10229  4.06.d, 1.5
2 | 71,02 3'54'10";'3'2’ 71,93  3,54dd, 3.3, 1,5
3 | 72,32 3'66';";'9'8’ 7233 3,67dd, 9.6, 3.3
4 | 7396 3.31m 73.97 3.31m
5 | 70.66 4.26m H-1" H-6" 7066 4.25m
CHs
6 | 17.99  1.14d, 62 17.99 1,18}, 6,2




69

Figura 15 - Espectro de RMN'H (500 MHz; CDs0D) de HCC-4
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Figura 16 - Expansao do espectro de RMRH (500 MHz; CDsOD) de HCC-4
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Figura 17 - Espectro de RMN"C (125 MHz; CD;OD) de HCC-4
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Figura 19 - Espectro de RMN bidimensional de correlgdo homonuclearH x *H —
COSY deHCC-4

— ppm

Figura 20 - Expansdo do espectro de RMN bidimensiahde correlagdo homonuclearH
x 'H — COSY de HCC-4
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Figura 21 - Espectro de RMN bidimensional de correlcéo heteronucleartH x °C —
HSQC de HCC-4

Figura 22 - Expanséao do espectro de RMN bidimensiahde correlacdo heteronuclear
'H x °C — HSQC de HCC4




73

Figura 23 - Espectro de RMN bidimensional de correlcéo heteronuclearrH x *°C —
HMBC de HCC-4
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Figura 24 - Expansdo 1 do espectro bidimensionaedorrelacéo heteronucleatH x °C
— HMBC de HCC-4
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Figura 25 - Expansdo 2 do espectro bidimensionaedorrelacéo heteronucleatH x °C
—HMBC de HCC-4

Figura 26 - Espectro bidimensional de correlacdo lmonuclear™H x *H — NOESY (500
MHz; CD ;0D) de HCC-4
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5.1.2.2 Determinacao estrutural de HCC-5

A substancia denominada HCC-5 foi isolada sob mdade um solido amorfo branco,
soluvel em diclorometano, com ponto de fuséo naafde 305 - 306 °C.

O espectro de RMRH (500 MHz, CDCJ) de HCC-5 (Figura 28, pag. 78) apresentou
a presenca de singletos ém0,78; 0,81; 0,91; 0,95; 0,98 e 1,16, caracteristi® sinais de
atomos de hidrogénio de grupamentos metila. Al&sadiesse espectro apresentou um duplo
dubleto eméy 3,15 0 = 5,0 e 9,8 Hz), caracteristico de hidrogénio dgaa carbono
oxigenado e um singleto largo eim 5,24, que foi atribuido a sinal de hidrogénio digaa
atomo de carbono de dupla ligacéo.

Corroborando com os dados ja apresentados, o espEEtRMN 2°C (125 MHz,
CDCls) de HCC-5 (Figura 30, pag. 79) revelou a preselg;&rinta sinais, sendo um destes
emdc 79,7, referente a sinal de carbono oxigenado (@-8utro endc 182,12 que pode ser
atribuido a sinal de carbono do grupo carboxil28E-Este espectro ainda apresentou sinais
emdc 123,81 e 145,37, que permitiram identificar a¢@@m dupla trissubstituida entre C12-
C13.

A andlise do DEPT 13%ermitiu a caracterizacdo do padrdo de hidrogenssativo
a cada atomo de carbono, bem como distincdo daguéle hidrogenados pela subtracéo
espectral, revelando a presenca de sete atomoarkleno metilicos (CkJ, dez carbonos
metilénicos (CH), cinco carbonos metinicos (CH) e sete carbonoshidrogenados (C). O
resultado da andlise dos espectros de RMN*C, bem como dos espectros bidimensionais
de correlacdo heteronuclet x *C - HSQC e HMBC e dos espectros bidimensionais de
correlacdo homonucledd x *H — COSY de HCC-5 mostrados nas Figuras 28 a 49 (&

85), e a comparacgao desses dados com achadodateseriiteratura (MAHATO; KUNDU,
1994), permitiram identificar HCC-5 como um triten@ denominado acido oleandlico, cuja
estrutura quimica encontra-se demonstrada na FRjur& Tabela 9 mostra a comparacao

dos dados espectroscopicos de HCC-5 com os do dleidodlico descrito na literatura.



Figura 27 - Estrutura quimica de HCC-5

Nome quimico:acido $-hidroxi-olean-12-en-28-0ico

76



Tabela 9 - Dados espectroscépicos de HCC-5 compacadcom aqueles descritos na
literatura (MAHATO; KUNDU, 1994) para acido oleandlico

77

HSQC HMBC Literatura
(CDCl3)
oc OH 23 3 oc
(ppm)  (ppm, mult. JHz) " e (ppm)
C
4 40,72 38,7
8 38,34 3H-26  3H-27 39,3
10 38,34 37,0
13 145,37 H-18  3H-27 143,4
14 43,05 3H-27 3H-26 41,6
17 47,80 46,6
20 31,78 3H-29; 30,6
3H-30
28 182,12 181,0
CH
3H-23; 78,7
3 79,87 3,15 (dd, 5,0, 9,8) 3H - 2a
5 56,93 0,75 (sl) 3H-23; 55,2
3H-24
9 48,82 3H-25; 47,6
3H-26
12 123,81 5,24 (sl) H-12 122,1
18 42,90 2,85 (m) H-18 41,3
CH,
1 40,00 38,5
2 28,03 27,4
6 19,67 18,3
7 33,98 32,6
11 24,68 23,1
15 28,90 3H-27 27,7
16 24,68 23,4
19 47,41 3H-29; 45,8
3H-30
21 35,07 3H-29 33,8
22 33,98 32,3
CH,
23 29,00 0,98 (s) 28,1
24 16,48 0,78 (s) 15,6
25 16,05 0,95 (s) 15,3
26 17,89 0,81 (s) 16,8
27 26,34 1,16 (s) 26,0
29 33,73 0,91 (s) 33,1
30 23,90 0,95 (s) 23,6




Figura 28 - Espectro de RMN *H (500 MHz; CDCls) de HCC-5
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Figura 30 - Espectro de RMN **C (125 MHz; CDCls) de HCC-5
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Figura 32 — Expans&o 2 do espectro de RMN®C (125 MHz; CDCls) de HCC-5
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Figura 33 - Espectro de RMN ¥*C DEPT 135° (125 MHz; CDC}) de HCC-5
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Figura 34 - Expans&o do espectro de RMN>C DEPT 135° (125 MHz; CDC}) de HCC-
5

Figura 35 - Espectro de RMN bidimensional de correlgdo homonuclearH x *H —
COSY deHCC-5




82

Figura 36 - Expansdo do espectro de RMN bidimensiahde correlagdo homonuclearH
x 'H — COSY de HCC-5

Figura 37 - Espectro de RMN bidimensional de correlcéo heteronuclearrH x °C —
HSQC de HCC-5
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Figura 38 - Expanséao 1 do espectro de RMN bidimermial de correlagcéo heteronuclear
'H x °C — HSQC de HCC-5

Figura 39 - Expanséao 2 do espectro de RMN bidimermial de correlacédo heteronuclear
'H x *¥c - HSQC de HCC-5
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Figura 40 - Espectro de RMN bidimensional de correlcéo heteronuclearrH x °C —
HMBC de HCC-5

Figura 41 - Expanséao 1 do espectro de RMN bidimermial de correlacédo heteronuclear
'H x *C — HMBC de HCC-5
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Figura 42 - Expansao 2 do espectro de RMN bidimermial de correlagcéo heteronuclear
'H x °C — HMBC de HCC-5
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5.2 Estudo das atividades bioldgicas dé. courbaril L.

5.2.1 Avaliacéo da atividade antioxidante do EEHGeas fracdes através do teste do
DPPH

A adicao de diferentes concentracdes de EEHC, BADH; FAE e FM na solucéo de
DPPH induziu uma diminuicdo na absorbéncia e owuonsdo radical foi dependente de
concentracdo de amostra adicionada ao meio deoreBE&IC, FD, FDAE, FAE e FM, na
concentracdo de 10Q@/mL, inibiram a formacé&o de radical livre em 99,8%,698, 99,9%,
99,6% e 99,6%, respectivamente.

EEHC, FAE e FM apresentaram atividade sequestratioradicais livres com valores
de Ckp iguais a 3,0& 0,18 ug/mL; 5,05+ 1,5ug/mL e 5,12+ 0,73 ug/mL, respectivamente.
Esses valores foram proximos daquele apresentddol' psox, correspondente a 2,6 + 0,23
ug/mL, que € um padrao positivo para atividade antioxelaOs resultados mostraram que
EEHC, FD, FDAE, FAE e FM apresentaram atividadéoaidante, sendo EEHC, FAE e FM
as amostras com maior eficacia (Tabela 10).

Tabela 10 - Avaliacédo da atividade antioxidante d&EHC e suas fra¢des usando o
método de sequestro do radical DPPH

Concentragdo 1,0 20 40 50 100 500 100,0 1000,0  5Cl
(ng/mL)

EEHC 18% 29,4% 64,2% 83,8% 99,7% 99,8% 3,07+0,18
FD 1,3% - - 58% 10,7% 45,7% 70,2% 99,6% 66,3+6,9
FDAE 0,5% = = 6,4% 13,4% 73,8 94,8% 99,9% 34,0 =
0,24
FAE 11,9% - - 49,6% 855% 96,9% 995% 996% 5,05%1,5
FM 11,5% 18,6% 37,8% 49,2% = = 99,5% 99,6% 5,12+0,73
TROLOX 245% 41,8% 51,8% 86,5% - - 99,8% 99,9% 2,6+0,23

Os valores de G4 representam a média = E.P.M
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5.2.2Efeito da adicao in vitro de EEHC, fracdes ou asiiha na contracdo induzida por
CCh ou KCI em musculo liso traqueal de rato

A adicao de carbacol (1 uM) ou KCI (60 mM) ao bawcbatendo anéis traqueais de
rato produziu contragbes sustentadas. Apéds estabeleo platd, EEHC, de maneira
cumulativa, foi adicionado ao banho para a redi@ata curva concentracéo-efeito. A Figura
43 (pag. 88) mostra o efeito de EEHC sobre a ctiideale do musculo liso traqueal de rato.
Observou-se que EEHC foi capaz de reverter parergina resposta contratil do musculo
liso traqueal de rato pré-contraido por CCh (A) KU (B), apresentando valores de
relaxamento correspondentes a 56,25 + 8,65% e 47819%, respectivamente, da resposta
contrétil obtida antes da adicdo do extrato. Oxegteento produzido por EEHC na contracdo
induzida por CCh foi estatisticamente significaat@artir da concentracdo de 300 pg/mL,
reduzindo a resposta contratil para 75,13 + 8,0%edposta contratil observada na auséncia
do extrato e na contracdo induzida pof, KKEHC também promoveu relaxamento
estatisticamente significante a partir da conceatvale 300 pg/mL, que, neste caso, reduziu a
resposta contratil para 71,00 £ 4,67% da respostiaimente observada na auséncia do

extrato (p < 0,05, one way, ANOVA, seguida de TQkey
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Figura 43 - Efeito do EEHC sobre a contracdo indugia por CCh (A) ou K" (B) em
traqueia isolada de rato
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Representacdo grafica dos efeitos miorrelaxanthszidos por adicbes cumulativas (1-1000
ug/mL) de EEHC (triangulo preto, n = 6-6) nas cagiies induzidas por CCh (A) € KB).
Cada ponto representa a média + E.P.M. O simboépresenta significancia (p < 0,05, one
way, Tukey) quando comparado com o valor iniciataatracéo induzida por CCh ou.K
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Tendo em vista o potencial miorrelaxante apresentsdo extrato etandlico dd.
courbaril (EEHC), decidiu-se avaliar o efeito das fracdegidab do seu tratamento
cromatografico na contratilidade da musculatura trequeal de rato. A adicdo cumulativa
das fracbes FD, FDAE, FAE e FM também foi caparederter a resposta contrétil induzida
por CCh ou K (Figura 44, A e B, pag. 90). Na contragdo indugidaCCh, FD, FDAE e FM
apresentaram valores de relaxamento correspondeB&46 + 7,99% e 23,38 + 4,94% 59,21
+ 6,56%, respectivamente, da resposta contratdiahide referéncia. FD, FDAE e FM
promoveram relaxamento estatisticamente signifecgmt< 0,05, one way, Tukey) a partir da
concentracdo de 600 pg/mL, reduzindo a respost@atibnneste caso, para 60,30 + 5,0%,
43,91 + 5,5% e 71,25 + 5,8%, respectivamente, dérapio inicial induzida por CCh. Por
outro lado, na contragdo induzida pof, K relaxamento produzido por FD e FDAE foi
estatisticamente significante a partir da conceatvale 600 pg/mL, que neste caso, reduziu a
resposta contratil para 49,67 + 10,3% e 42,37 %o/ fspectivamente, da resposta inicial
observada na auséncia das fracdes, enquanto FMopeonrelaxamento estatisticamente
significante a partir da concentracéo de 100 pghediyzindo a resposta contratil, neste caso,
para 86,05 + 5,81% da contracgé&o inicial induzidagsse agente contraturante.

FAE se mostrou capaz de reverter completament®rasa¢coes induzidas por esses
agonistas. O relaxamento produzido por FAE na agatr induzida por CCh foi
estatisticamente significante a partir da conceatrade 600 pg/mL, reduzindo a resposta
contrtil para 22,68 + 5,4% da resposta observadauséncia da fracdo, enquanto que na
contracéo induzida por'KFAE promoveu relaxamento estatisticamente sicanitie a partir
da concentracédo de 100 pg/mL, que neste caso,inealugsposta contratil para 62,07 + 5,2%
da resposta contratil observada na sua ausénaa Alsso, os resultados mostraram que
FAE foi mais potente em reverter a contracéo irdupior KCI (Ci, de 110,6 [77,1 — 158,6
pug/mL]; n = 7), que aquela induzida por CChy@e 287,1 [157,8 — 523 ®/mL]; n =5; p
< 0,05, Mann-Whitney).
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Figura 44 - Efeito de FD, FDAE, FAE e FM sobre a auraco induzida por CCh ou K
em traqueia isolada de rato
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Representacdo grafica dos efeitos miorrelaxanthszidos por adicbes cumulativas (1-1000
ug/mL) de FD (quadrado branco, n = 6-6), FDAE (dvdoranco, n = 6-6), FAE (quadrado
preto, n = 5-7) e FM (circulo preto, n = 6-6) nastca¢des induzidas por CCh (A) ot (B).
Cada ponto representa a média + E.P.M. O simbadprésenta significancia (p < 0,001, one
way, Tukey) quando comparado com o valor iniciatoatracéo induzida por CCh ol .K
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Apés a observacdo das propriedades miorrelaxande€EEHC e suas fracdes,
especialmente, FAE, verificou-se a capacidade deperacdo do tecido, onde os efeitos da
exposicao a essas amostras na responsividadedldoreen avaliados. Na Figura 45 pode-se
observar que o efeito da exposicdo ao EEHC foirséve, uma vez que, ao final do
experimento, apds sucessivas lavagens com solisjdlddica e a posterior adicdo dé 80
mM produziu uma resposta contratil corresponderité4a71 + 10,63% da resposta contratil
induzida pelo mesmo agente contraturante no igiegexperimentos. Enquanto que a adi¢cao
de K" 60 mM apds a exposicdo a FAE produziu uma respmsitratil significativamente
menor (p < 0,001, test t, Rank Sun) correspondan®l9 + 0,97% da resposta contratil

induzida pelo K no inicio dos experimentos.

Figura 45 - Efeito da adicdo de K ao banho contendo tecido traqueal de rato apds as
exposicao a EEHC ou FAE
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Representacio grafica do efeito da adicdo deKmM aos anéis de traqueia anteriormente
expostos a EEHC (n = 4) ou FAE (n = 7). Apés a C€&dtizada pela adicdo cumulativa de
EEHC ou FAE, o tecido foi lavado sucessivas vepes solucao fisioldgica e, em seguida,
adicionou-se K60 mM. Os resultados representam a média + E.©.Mmbolo # representa
significancia (p < 0,001, test t, Rank Sum).
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Diante dos resultados obtidos com as fracods.damurbaril, realizou-se o tratamento
cromatografico da fracdo que apresentou maior @ficdara efeitos miorrelaxantes em
tragueia de rato, FAE, o que resultou no isolamemt@aracterizacdo do flavondide
denominado astilbina. Com esse metabdlito secumdaiirealizado o protocolo de reverséo
da contracdo induzida por'Kuma vez que FAE foi mais potente em reverter raragao
induzida por esse agente contraturante quando cadgpa sua acdo na contracdo induzida
por carbacol.

Na Figura 46 (pag. 93) pode-se observar que a @digéulativa de astilbina (1 -
1000 pg/mL), foi capaz de relaxar parcialmente sadéi traqueia de rato pré-contraidos por
K*, apresentando relaxamento maximo de 49,8 * 5,5%el@amento produzido por
astilbina na contracdo induzida por” Koi estatisticamente significante a partir da
concentracdo de 100 pg/mL, que, nesse caso, reduesposta contratil para 75,26 + 3,7%
da resposta contratil observada na sua auséncia.

O tratamento das preparacgdes traqueais pré-camgra@in K apenas com o veiculo
(Tween 80) ndo apresentou resposta significatiado comparada com a resposta contratil

méaxima de K observada na sua auséncia.
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Figura 46 - Efeito de astilbina (HCC-4) sobre a cdmacdo induzida por K* em traqueia
isolada de rato
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Representacao gréfica do efeito miorrelaxante mado por adicdes cumulativas de astilbina
(HCC-4) (1-1000 pg/mL, n = 7) nas contra¢des indagipor K. O intervalo entre a adi¢&o
de uma concentracdo e outra foi de cinco minutescio (Tween, n = 6). Cada ponto

representa a meédia + E.P.M. # p < 0,001, one wakey, quando comparado com o valor
inicial da contracéo induzida por K
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5.2.3Efeito de FAE na curva concentracdo-efeito induzigela adicdo de C3 em traqueia

isolada de rato mantida em meio sem*Caa presenca de acetilcolina

Na auséncia de FAE, em preparaces traqueais masmid meio sem €a a adicéo
de concentragdes cumulativas de’'q,1 — 50 mM) produziu contracdes sustentadas de
maneira dependente de concentracao (p < 0,001, AI@\£ 13). Em seguida, realizou-se
uma nova curva concentragéo-efeito aé*Cmas agora na presenca de 300 pg/mL de FAE.
Nessa ocasido, foi possivel perceber que nao Hdiferenca estatistica significativa do valor
maximo alcangado correspondente a 90,41 + 11,79%odfaacdo de referéncia obtida na
auséncia da fracao (p > 0,05, Two way, seguidoamtbidak, n = 7).

Por outro lado, na presenca de 600 pg/mL de FAlHna concentracdo-efeito obtida
pela adicdo de concentracdes cumulativas dé" @@1 — 50 mM) foi reduzida
significantemente (p < 0,001, Two way, seguido adnHSidak, n = 5) para 44,46 = 8,44%
da contracao obtida na auséncia da fré€gmra 47, pag. 95).
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Figura 47 - Efeitos de FAE nas contracées induzidgsr Ca>* em musculo liso traqueal
na presenca de ACh (10uM) e verapamil (10uM)
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Gréfico que representa a acdo de FAE 300 pg/meufoipreto, n = 7) e 600 pg/mL (circulo
branco, n = 5) na curva concentracdo-efeito indupeela adicdo cumulativa de Ca(@,1 —
50 mM). O tempo de exposicdo de FAE antes da adigd64"* foi de cinco minutos. Os
resultados foram expressos em porcentagem da caotrmaxima obtida pela adicao
cumulativa de C4 na auséncia da fracdo como a média + E.PM. (Ceomtrole, quadrado
preto, n = 13) # p < 0,001, two-way ANOVA, seguitkoHolm-Sidak, em comparacao com o
controle.
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5.2.4Efeito de FAE na curva concentracdo-efeito induzigela adicio de B em traqueia
isolada de rato mantida em meio sem“aa presenca de acetilcolina

Em preparacdes traqueais mantidas em meio séfn €£adicdo cumulativa de Ba
produziu contracdes crescentes e sustentadas darandependente de concentracdo (p <
0,001, ANOVA, n = 13).

Na presenca de 300 pug/mL de FAE, a curva concéaraigito obtida pela adicdo de
concentra¢cdes cumulativas de’B0,1 — 50 mM) foi reduzida significativamente pa&65
* 6,12% da contracéo obtida na auséncia da frg;&00,001, Two way, seguido de Holm-
Sidak, n = 6); enquanto na presenca de 600 pg/malay maximo alcangado pela adicao de
Ba’" foi correspondente a 25,34 + 3,93%, valor sigaiftemente menor do que aquele obtido
na auséncia da fracdo FAE (p < 0,001, Two way,idegle Holm-Sidak, n = 6).

Em experimentos nos quais o verapamil (M) foi usado ao invés de FAE, como
controle positivo, a resposta maxima alcancada adilgeio cumulativa BAcorrespondeu a
9,77 £ 2,29%, valor significantemente menor do qqeele obtido na sua auséncia (p <
0,001, Two way, seguido de Holm-Sidak, n = 6) (Fagd8, pag. 97).
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Figura 48 - Efeitos de FAE nas contracées induzidgsr Ba** em musculo liso traqueal
na presenca de ACh (10uM)
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Gréfico que representa a acdo de FAE 300 pg/mLd(qda preto, n = 6) e 600 pg/mL
(circulo branco, n = 6) ou verapamil 10 uM, corgrpbsitivo (quadrado branco, n = 6) na
curva concentracéo-efeito induzida pela adicdo ¢tatwa de BaCGl (0,1 — 50 mM). O tempo
de exposicdo de FAE ou verapamil antes da adicA®ade foi de cinco minutos. Os
resultados foram expressos em porcentagem da caatremaxima obtida pela adi¢do
cumulativa de B3 na auséncia da fracdo como a média + E.PM. (Cemwérole, circulo

preto, n = 13) # p < 0,001, two-way ANOVA, seguittoHolm-Sidak, em comparacdo com o
controle.
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5.2.5 Efeito de FAE na CCE induzida por KCl em tnagjas isoladas de ratos desafiados ao
antigeno sensibilizante

Em tecidos traqueais obtidos de animais pertenseade grupos I, Il e Il foram
adicionadas concentra¢des cumulativas de KCI (100-mM). As respostas contrateis foram
avaliadas 12 h ap6s o desafio com a ovalbumina.

Na Figura 49 (pag. 99) pode-se observar que asstspcontrateis ao KCl em anéis
de traqueia de animais desafiados a OVA (Grupdolidm significativamente superiores
(1,23 £ 0,17 g) aquelas obtidas em anéis de tragdeianimais apenas sensibilizados ao
antigeno (Grupo I, 0,84 + 0,10 g). Esses valoreanfoestatisticamente diferentes a partir da
concentracdo de 60 mM de KCI (p < 0,001, Two veaguido de Holm Sidak, n = 6-12).

Anéis de traqueia de animais desafiados a OVA dratédos com FAE (Grupo lIlI)
nao apresentaram hiperreatividade ao KCl, uma veZaram capazes de inibir as contracdes
induzidas por este agente. Tecidos provenientesedgsipo de animais apresentaram um
valor de contragdo maxima correspondente a 0,940870g, significativamente inferior
aquele apresentado por animais desafiados a OVAip(Gil). Esses valores foram
estatisticamente diferentes a partir da concerdrded60 mM de KCI (p < 0,001, Two way,
seguido de Holm Sidak, n = 7-6). Além disso, veaii-se que as CCE para o KCI de animais
do Grupo | e Grupo Ill ndo se diferenciaram ediaimente (p > 0,05, Two way, seguido de
Holm Sidak, n = 12-7).
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Figura 49 - Curvas concentracdo-efeito ao KClI em #&queias isoladas de ratos
sensibilizados, desafiados e desafiados pré-trataaloom FAE
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Gréfico que representa o efeito do pré-tratamento EAE (150 mg/Kg v.0) em animais
desafiados pela OVA na CCE induzida por KCl (10 40 ImM). Grupo | (animais
sensibilizados ao antigeno e desafiados com saliral2), Grupo Il (animais sensibilizados
e desafiados ao antigeno, n = 6) e Grupo Il (aisimi@-tratados via oral com 150 mg/Kg de
FAE e desafiados ao antigeno, n = 7). Os resultimam expressos como a média + E.PM.
O simbolo # representa a diferenca significativaQp05 (two-way ANOVA, Holm-Sidak)
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5.2.6 Efeito de FAE na migracdo de células inflandaias no lavado broncoalveolar de
ratos desafiados a ovalbumina

Na Figura 50 (pag. 101) pode-se observar a arddisefeitos de FAE na migracao de
células inflamatérias nas vias aéreas de ratosansais submetidos ao desafio antigénico
apresentaram um aumento significativo (p < 0,084t t) na quantidade de células totais
[Grupo II: 2,28 + 0,09 (x T0células / mmy n = 5)] presentes no LBA em relacdo ao grupo de
animais sensibilizados [Grupo I: 0,93 + 0,20 (X &6lulas / mm n = 5)]. A Figura 51 (pag.
102) mostra que esse aumento do numero de céloigsrdduzido principalmente pela
presenca de neutréfilos [(Grupo Il: 0,50 + 0,1 (X télulas / mm n = 7)] e eosindfilos
[(Grupo II: 0,09 + 0,005 (x TOcélulas / mm, n = 7)] cujos incrementos no LBA foram da
ordem de 1035% e 533%, respectivamente, dos vatresntrados no LBA de animais
apenas sensibilizados ao antigeno [Grupo | - )06 & 0,02 (x 1®&células / mm, n = 6); Eo:
0,02 + 0,007, (x 1Dcélulas / mm, n = 6)]. Macréfagos [(Grupo II: 0,78 + 0,12 (x*I#lulas
/ mn?, n = 7)] e linfécitos [(Grupo II: 0,91 + 0,13 (0%células / mm n = 7)] produziram
incremento no LBA de animais desafiados na order28980 e 155%, respectivamente, dos
valores encontrados no grupo dos animais sensibdiz [(Grupo | - Mg: 0,28 + 0,02 (x 10
células / mm, n =6 ; Lf: 0,59 + 0,01 (x TOcélulas / mm n = 6)]. Os valores encontrados
para o grupo dos animais desafiados com antigeamfsignificativamente maiores do que
aqueles encontrados para os animais desafiadosalora (p < 0,05, teste Rank Sun n = 7-6).

O pré-tratamento dos animais com FAE na dose demidBg por via oral reduziu
significativamente (p < 0,001, teste t) o nimerocdkilas no LBA de 2,28 + 0,09 (x 310
células / mnt n = 5) para 1,08 + 0,11(x 1@élulas / mri n = 5) nos animais que sofreram o
desafio antigénico. Além disso, pode-se evidergua ndo houve diferenca significativa (p =
0,55, teste t) entre o0 grupo de animais que apenaensibilizado ao antigeno e o grupo de
animais que foi desafiado ao antigeno e pré-tratado FAE. Na contagem diferencial do
LBA proveniente de animais desafiados pré-tratadma FAE foi possivel perceber uma
reducao significativa (p < 0,05, teste Rank Sunpuantidade de todos os tipos de células
avaliadas nesse protocolo quando comparada comtageon diferencial do LBA de animais
desafiados. Essa reducgédo, representada na Figui@a§1103), foi maior para eosindfilos
[(Grupo III: 0,02 + 0,003 (x T0células / mm n = 7)] e neutréfilos [(Grupo 1II: 0,12 + 0,05 (x
10® células / mmy n = 7)]. Macréfagos [(Grupo 11I: 0,45 + 0,06 (8%1células / mm, n = 7)] e
linfécitos [(Grupo IIl: 0,49 + 0,05 (x TOcélulas / mm n = 7)] também contribuiram para

reducdo do numero de células no LBA.
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Figura 50 - Efeito do pré-tratamento com FAE na regosta migratoria de células
inflamatorias em ratos desafiados a ovalbumina

2,5 7 #

2,0 A

1,5

1,0 -

Leucacitos totais (10 3 células/mm 3)

Gréfico que representa o efeito do pré-tratamei@mral com FAE (150 mg/kg) na resposta
migratoria de células inflamatorias em ratos deda a Ovalbumina. Grupo | (animais
sensibilizados ao antigeno e desafiados com salindg), Grupo Il (animais sensibilizados e
desafiados ao antigeno, n = 5) e Grupo Il (anirpagstratados via oral com 150 mg/Kg de
FAE e desafiados ao antigeno, n = 5). Os dados)giiessos em média + E.P.M. O simbolo
# representa significancia p < 0,001, teste t.
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Figura 51 - Efeito do pré-tratamento com FAE em amhais desafiados a OVA sobre a
contagem diferencial de células (eosindfilos, madegos, neutrofilos e linfocitos)
presentes no LBA de ratos.
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Grafico que representa o efeito do pré-tratamenta EAE (150 mg/kg v.0) em animais
desafiados & OVA sobre a contagem diferencial delase no LBA. Grupo | (animais
sensibilizados ao antigeno e desafiados com salinag), Grupo Il (animais sensibilizados e
desafiados ao antigeno, n = 7) e Grupo lll (animpadstratados via oral com 150 mg/Kg de
FAE e desafiados ao antigeno, n = 7). Os dados)gii@ssos em média + E.P.#p < 0,05
em relacdo ao grupo sensibilizado & ovalbuminde(fRank Sun), °p < 0,05 em relagéo ao
grupo desafiado ao antigeno (teste Rank Sun).
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DISCUSSAQ
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6 DISCUSSAO

Hymenaea courbaril.(Caesalpinoideae) é mais conhecida popularmentéandeste
como “Jatobd”. Suas folhas, raizes e, principalmeas cascas do caule séo utilizados,
tradicionalmente na medicina popular, em divergosstde preparacdes farmacéuticas como
infusBes, decoccdes e lambedores para o tratandenttbencas das vias respiratorias, tais
como a asma (CARTAXO; SOUZA; ALBUQUERQE, 2010, VA, 2011). O presente
estudo farmacoquimico demonstrou as acdes mioaees e antiespasmaodicasHignenaea
courbaril em tecidos isolados de traqueia de ratos, a syacicede em inibir a
hiperreatividade em tecidos submetidos ao desafigénico, bem como atribuiu importantes
propriedades anti-inflamatérias e antioxidantessaelanta. A investigacao fitoquimica foi
bioguiada pela atividade miorrelaxante do extrat® cascas do caule, bem como das fracdes
obtidas do seu tratamento cromatografico. Os dost obtidos dos experimentos realizados
nesse trabalho mostraram, de maneira inédita, guate fracdes e astilbina, substancia
guimica isolada dessa espécie vegetal, apresentdfedim interessante sobre a musculatura
lisa traqueal de ratos, sendo o primeiro estudorela¢a os efeitos dd. courbaril no trato
respiratorio, corroborando as evidéncias demorstradem diversos estudos
etnofarmacologicos e justificando o uso dessa espéomedicina popular.

A composicdo quimica das plantas € extremamenteple@my ocorrendo com
frequéncia o isolamento de substancias quimicatermqmeEmtes a diferentes classes de
metabolitos secundarios, farmacologicamente atiwoe&do. Dessa maneira, para a obtencao
do extrato vegetal, empregou-se etanol como savexirator, uma vez que este € capaz de
extrair heterosideos e agliconas em geral preseatgdanta. Além disso, selecionou-se a
remaceracdo como método extrativo, onde ha a redovalo liquido extrator para
proporcionar o esgotamento da matéria-prima vegetah a obtencdo de fracdes de menor
complexidade quimica e enriquecidas de determinadastancias, prosseguiu-se com o0
tratamento cromatografico do extrato etanolicodmhtutilizando-se solventes de polaridades
crescentes (SIMOE& al, 2004).

Além da identificacdo de flavondides e triterperpmssteriormente confirmados com o
isolamento de astilbina e acido oleandlico, re$pmttente, curiosamente, a abordagem
fitoquimica revelou teste positivo para digitalicatravés do teste déedde que utiliza um

derivado nitrato em meio alcalino para identifiGs geninas, estruturas presentes nos



105

heterosideos cardiotbnicos. Todavia, outros compogbodem apresentar estruturas
esteroidais semelhantes a genina e resultaremstenfadso-positivo. Adicionado a isso, até o
presente momento ndo foram encontrados na litaratl@tos sobre a presenca dessa classe
de substancias na espétie courbaril, bem como também ndo sdo relatados casos de
toxicidade devido ao uso dessa planta (SIM@ESL, 2004; MATOS, 2009).

Inicialmente, EEHC e fracdes foram avaliados quatcseu potencial antioxidante
através da atividade sequestradora do radical B\@edifenil-1-picril-hidrazila - DPPHe, de
coloracéo purpura, que ao ser reduzido por agamtgsxidantes, forma o composto difenil-
picril-hidrazina, de coloracdo amarela, causanduirdiicdo nos valores de absorbancia.
Tanto EEHC quanto suas fracbes, em especial FAB e dpresentaram forte atividade
antioxidante, sendo seus efeitos comparaveis ajagesentados pelo Trolox, substancia
utilizada como padréo positivo para tal atividadisto que EEHC apresentou o menor valor
de Cko pode-se sugerir que deve ocorrer sinergismo de eg#ie as substancias presentes
nas fracoes e as outras, presentes no extrat@s Essultados corroboram com os resultados
anteriormente obtidos por Aguiar (2009), que realip mesmo ensaio para avaliacdo do
potencial antioxidante dos extratos em hexano, eztatd de etila e em metanol das cascas
dos frutos dédymenaea courbarjlobservando melhor atividade para o extrato métané

Conhecendo 0 mecanismo de acao de reducédo de maslé@DPPH, bem como as
principais classes quimicas presenteskentourbaril, pode-se sugerir também que a acao
antioxidante apresentada pode estar, pelo menogaite, relacionada a presenca de
compostos com hidroxilas fendlicas disponiveis laatp, assim como a astilbina, isolada de
FAE (MENSOR et al, 2001). No entanto, a atividade antioxidante @ue&eralmente
associada a presenca desses compostos fendlicugnapode ser atribuida a presenca de
outras substancias quimicas como os triterpenéadezemplo disso destacam-se os diversos
estudos que relatam o potencial antioxidante derpeno &cido oleandlico, também isolado
de FAE (SOMOVAet al, 2003; WANGet al, 2010).

Eosinofilos, neutréfilos e mondcitos de sanguef@eacio, assim como leucécitos de
vias aéreas de pacientes asmaticos liberam gramastidades de espécies reativas de
oxigénio, principalmente durante os periodos deerk@cdo da doenca (CHANEEt al,
1990; KANAZAWA et al, 1991; VACHIERet al, 1992; JARJOUR; BUSSE; CALHOUN,
1992). Esse potencial antioxidante atribuidé. &ourbaril € um achado importante, uma vez
gue o aumento desses radicais livres tem sidoiasleoa hiperresponsividade das vias aéreas

observadas no processo asmaético.
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Posteriormente, verificou-se o potencial miorrefagadeH. courbaril, em que foi
possivel observar a capacidade de EEHC em reymateralmente as contracdes induzidas
por CCh ou KCI na musculatura lisa traqueal destapresentando relaxamento maximo de
aproximadamente 50%. As fracdes também foram sudieseto mesmo ensaio, sendo FAE a
mais eficaz, revertendo completamente as contragiiszidas por esses agentes, com
valores de relaxamento maximo de 95,2 + 2,9% n&agéo induzida por CCh e 100 £ 4,1%,
na contracao induzida por KCI.

Os efeitos miorrelaxantes da fracdo bioativa, FA®straram acdo em ambos os
acoplamentos, eletro- e farmacomecanico, sugemguoaoexistem diferentes mecanismos de
acdo envolvidos na atividade apresentada por elear@acol age ligando-se a receptores
especificos, ROCs, acoplados a proteina G, desemodd uma seérie de eventos
intracelulares que culminam com a ligacdo de seggintensageiros a receptores especificos
na membrana do reticulo sarcoplasmatico, resultaradtiberacdo de Gapara o citosol
(SOMLYO et al, 1999; WEBB, 2003). Visto que FAE foi capaz deer&er a contracao
induzida por este agente contraturante, sugegewseesta fracdo age, pelo menos em parte,
interferindo na ativagdo de canais de célcio omergwr receptor. Por outro lado, a adi¢cao de
K* ao meio contendo anéis de traqueia induz um ac@pito eletromecanico através de um
aumento na concentracdo do’Caitoplasmatico, a partir do influxo desse fon prgs no
meio extracelular, por meio da ativacdo de VOCsaisade C# voltagem-dependentes
(FOSTER, SMALL, WESTON, 1983). O efeito miorrelaxa observado no protocolo em
que se utilizou KCI como agente contraturante gerrsugerir que FAE age, também,
interferindo na abertura desses canais. Além digsppssivel observar pelos valores deyCl
gue FAE se mostrou mais potente em reverter a sesontratil induzida por KCI, do que
aquela induzida por CCh, revelando uma possivel pgéferencial sob a resposta contratil
induzida eletromecanicamente.

As alteracdes provocadas pela adicdo de EEHC dwhbamontendo anéis de traqueia
foram reversiveis, uma vez que a adicdo deal final dos experimentos produziu uma
resposta contratil que ndo se diferenciou estisiente da contracdo obtida inicialmente
pelo mesmo agente contraturante. Por outro ladis apexposicdo de FAE, a adicdo de alta
concentracdo de K(60 mM) ao final dos experimentos produziu uma @s&p contratil
significativamente menor quando comparada a cadrggoduzida inicialmente, revelando
que o efeito da concentracdo maxima utilizada d& FRO00 pg/mL) na contratilidade do
musculo liso traqueal de ratos foi irreversivehsiderando-se o intervalo de tempo (30 min)

dado para a observagdo da recuperacdo do tecida. diferenca de acdo e potencial
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miorrelaxante sobre anéis traqueais isolados ds egiresentada pelo extrato e suas fracoes,
em especial FAE, pode esta relacionada a diferdecaoncentracdo das substancias com
potencial para agir sobre canais do tipo VOC pteseno extrato e na fracdo, uma vez que
FAE possivelmente apresenta uma acgéao inibitérifepecial na resposta contrtil induzida
por meios eletromecanicos.

Para avaliar a acdo de FAE no acoplamento farma@mo®, foi analisado o efeito
desta fracdo no influxo de Eaatravés dos canais do tipo ROC. Para isso, foeatizados
experimentos na presenca de verapamil, bloqueadcamhis de Gavoltagem-dependentes,
retirando a influéncia de canais do tipo VOC, dehAQue ativa canais do tipo ROC, além de
EGTA, em meio fisiolégico isento de calcio. FAE, ecencentracdo de 300 pg/mL, nao foi
capaz de inibir as contracdes nas condi¢des citaclas, reduzindo a contracdo produzida
pela adicdo cumulativa de €somente na maior concentracéo utilizada experirmeatse,
600 pg/mL, exibindo, assim, capacidade limitada ieibir as contragdes induzidas pelo
influxo transmembrana de calcio através de caredattio operados por receptor.

Posteriormente, para avaliar a acdo de FAE no acwpito eletromecanico, analisou-
se o efeito desta fracéo no influxo déBatravés dos canais do tipo VOC, visto que este fon
apresenta uma seletividade em atravessar a memhbtemas dos VOCs, sendo pouco
permeavel em canais do tipo ROC (CUTHBER(Tal, 1994; MURRAY; KOTLIKOFF,
1991). Diferente do resultado apresentado no potdoanterior, FAE foi capaz de inibir as
contragdes nessas condi¢gdes experimentais logenarrooncentracao utilizada, 300 pg/mL.
Além disso, FAE, na concentracdo de 600 pug/mL,ziedas contrac6es induzidas pela adi¢éo
cumulativa de B& em aproximadamente 72%, de maneira semelhanterapamil (10uM),
bloqueador de canais de ‘Cavoltagem-dependentes do tipo L, que reduziu aostap
contréatil ao B4 em aproximadamente 88% (TOWART; SCHRAMM, 1984)s&emaneira,
pode-se sugerir que a maior parte da atividadespasmodica dessa fracdo seja mediada
pela diminuicéo do influxo de &zatravés dos VOCs, envolvendo uma acéo preferemasal
respostas contrateis iniciadas por acoplamentmeietanico.

No processo asmatico, ocorre um aumento na edweske componentes
inflamatorios, caracterizado por hiperresponsividaconquial, resultante da capacidade das
vias aéreas em responder excessivamente a estiengesificos e inespecificos (EPSTEIN,
2004). Uma vez quél. courbaril tem sido usada tradicionalmente para o tratamedato
afeccdes respiratdrias tais como a asma, o presstitdo empregou protocolo experimental
gue mimetiza o processo asmatico num modelo emaqoealbumina € o antigeno que

desencadeia a sensibilizagdo. O procedimento dacdypoovocacdo pela repeticdo da
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exposicdo do animal sensibilizado ao antigeno pala¢do corresponde a um modelo de
asma precoce, sendo caracterizada pelo desencadeataeresposta broncoconstritora apos
a reapresentacao ao antigeno (ELWO@é|, 1991).

Na execucdo desse protocolo foi possivel observaiperresponsividade das vias
aéreas como consequéncia da provocacdo antigémeayez que as respostas contrateis ao
KCIl em anéis de traqueia de animais desafiados A fokam significativamente superiores
aguelas obtidas em anéis de traqueia de animathsados ao antigeno e desafiados com
salina. Esses dados corroboram os achados por N2Q0©4) que demonstram, em ratos, que
a hiperresponsividade induzida pela sensibiliza;8esafio antigénico leva a um aumento na
responsividade contratil em resposta a entradald®extracelular, através de uma alteracéo
da permeabilidade de canais i6nicos, VOC ou ROfidseste efeito mais evidenciado na
resposta contrétil induzida eletromecanicamenn#®OWRA et al., 2005).

No presente estudo, o pré-tratamento via oral dmas com 150 mg/Kg de FAE,
sendo estes em seguida, desafiados a OVA, foi cdpaeduzir de maneira significativa as
contracgdes traqueais induzidas por. Kilém disso, as curvas concentragio-efeito obpeies
adicdo de K de anéis traqueais de animais desafiados prédsatom a fragdo e de animais
apenas sensibilizados apresentaram amplitudes lsmmed, que ndo se diferenciaram
estatisticamente. Dessa maneira, pode-se sugedr FAE foi capaz de prevenir a
hiperresponsividade das vias aéreas de animaiesgaeam sob processo asmatico.

Em modelos experimentais que mimetizam o process@tico, ratos desenvolvem
uma sindrome clinica que se assemelha a asmacaléogiracterizada principalmente por
inflamacédo eosinofilica pulmonar (EPSTEIN, 2004%taR et al. (2010) em estudo que
avaliou o influxo de células para o lavado broneeallar de ratos expostos a diferentes tipos
de desafio antigénico com ovalbumina, demonstrayaeninalacdes repetidas de OVA apds a
injecdo intraperitoneal do alérgeno induz um inflwde células inflamatdrias, especialmente
eosinofilos, no lavado broncoalveolar. Diversosu@ss clinicos tem mostrado que as
exacerbacbes agudas da asma grave estdo assoamdeecrutamento e ativacao de
neutrofilos nas vias aéreas (LINDEN, 2001). Dessmeira, foi considerado importante
investigar o efeito de FAE nos eventos inflamasrievocados pela provocacdo com
ovalbumina, através da analise do contetdo cetoldavado broncoalveolar.

No presente estudo, os animais desafiados ao aote@esentaram um incremento
no numero total de células inflamatorias quando paoados aos animais apenas
sensibilizados ao antigeno. Esse efeito foi priofdyzprincipalmente, pelo aumento no

namero de neutrofilos e eosindfilos na contagermreifcial. Por outro lado, o pré-tratamento
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por via oral com FAE de animais desafiados ao antigreduziu significativamente a
quantidade de células totais e diferenciais nodauaroncoalveolar quando comparado ao
grupo de animais que sofreu o desafio antigénmmicando que esta fracdo além de possuir
atividade miorrelaxante e antiespasmadica, taminéme i migracdo de células inflamatorias
nas vias aéreas em modelo experimental que mimet@acesso asmatico. Essa redugcédo na
quantidade de células no LBA para valores que rédliferenciaram estatisticamente
daqueles observados no grupo de animais sensilmbzao antigeno se deu, principalmente,
pela diminuicdo no namero de eosindéfilos e nedto®fiUma vez que a inflamacdo pode
induzir alteragbes no aparelho contratil, contridoi para o aparecimento de
hiperresponsividade das vias aéreas, a analiseoejunto dos resultados obtidos com os
protocolos que mimetizaram o0 processo asmaticomiper sugerir que FAE, usada
previamente no tratamenito vivo, possui potencial efeito anti-inflamatério (FERNBHES et

al., 2003).

Neutrofilos podem liberar fator de necrose tumaittd- (TNF<), uma citocina pro-
inflamatodria que se encontra aumentada em viasagémematicas e € capaz de causar
hiperresponsividade bronquica (LINDEN, 2001). Endaaque eosindfilos migram através
do endotélio vascular, aderem no epitélio das a&®as, e liberam produtos toxicos tais
como a peroxidase eosinofilica, que podem causao @gitelial (BUSSESEDGWICK,
1992, MAUAD et al, 2000). Conforme mencionado anteriormente, asctafaticas
fundamentais de asma brénquica incluem eosinotéieidual e esse mecanismo de
recrutamento celular parece esta sob a regulacé&dadinas que sdo derivadas de linfécitos
do tipo T (DURHAM; TILL; CORRIGAN, 2000). J& os matagos parecem estar
inadequadamente ativados durante o processo asmgtiem como resposta celular a
liberacdo de citocinas, elastase e metaloprotegsespodem degradar os componentes da
matriz extracelular (MAUADet al, 2000, MOREIRA; HOGABOAM, 2011).

A possibilidade de que o tratamento via oral contEFs&ja potencialmente capaz de
prevenir a inflamacao alérgica nas vias respiraséairavés da inibicdo da do recrutamento de
células inflamatorias para as vias aéreas e, pweguéncia, reduzir a liberacado de oxidantes
e outros mediadores inflamatorios é particularmariegessante para o tratamento de doencas
inflamatadrias das vias respiratorias, contudo s@ssarios ensaios que demonstrem como se
da a acao de FAE na producdao e liberacdo desseeagalamatorios.

Alguns estudos tem demonstrado o potencial mioaele e antiasmatico de
flavondides. Leakt al. (2006), mostraram que isocampferideo, um flaide@resente nas
cascas do caule demburana cearensisapresenta atividade relaxante sobre traqueiadaol
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de cobaias, que parece ser mediada através de cenpotassio sensiveis ac*Caao ATP.

O flavondide hispidulina, isolado dderodendrum petasitestravés de um estudo bioguiado,
também apresentou forte atividade broncodiltatad@rtAZEKAMP, VERPOORTE,
PANTHONG, 2001). Isoliquiritigenina isolada d&ycyrrhiza glabratambém relaxa anéis
traqueais de cobaia através de mdltiplas acOesceitiares, incluindo a ativacdo de
guanilatociclase, inibicdo de fosfodiesterase waafio da cascata de sinalizacdo da proteina
quinase dependente de GMPc (ld¢tal, 2008). Quercetina e rutina exibiram suas ativedad
antiasmaticas inibindo a producado de histamindolipase A e peroxidase eosinofilica, e o
recrutamento de leucécitos, principalmente, neildgde eosindfilos, respectivamente (JUNG
et al, 2007).

Apos a investigacao dos efeitos de FAE na musaaldiga traqueal de ratos, dos seus
efeitos anti-inflamatério e antioxidante, foi realda a avaliacdo do efeito de astilbina,
flavonoide isolado a partir do tratamento cromaiéfigo desta fragéo, na contracao induzida
por alta concentracdo de KCI, objetivando ass@cisua atividade farmacologica com aquela
apresentada por FAE e dessa maneira, tentar exmiqaotencial terapéutico da planta
medicinal ou de suas fracdes a partir da compreedtssi propriedades terapéuticas dos seus
constituintes (VASCONCELLOSt al, 2002).

No presente estudo, a adicdo de concentracOes ativasl de astilbina foi capaz de
reverter aproximadamente 50% da contracéo indymdd’. Esse resultado permite afirmar
que astilbina apresenta atividade relaxante solirgcuio liso traqueal de ratos e que esta
substancia é responsavel, pelo menos em parteatp@lzade miorrelaxante apresentada por
FAE.

Astilbina foi anteriormente isolada das folhastiecourbaril (ARTAVIA; BARROS;
CASTRO, 1995). Em estudo bioguiado realizado poulstoet al. (2006), esse composto foi
isolado das folhas délarungana madasgascarienss avaliado quanto a sua atividade
antimicrobiana, apresentando alto potencial antobiano sobre bactérias Gram-negativas
(Acinetobactersp., Moraxella sp.) e Gram-positivasvijcrococcus luteusStaphylococcus
epidermidi$. Outros estudos evidenciaram que astilbina aptessividade inibitéria sobre a
enzima conversora de angiotensina e essa atividadediferiu daquela apresentada pelo
captopril, farmaco usado como controle positivo,stramdo seu alto potencial anti-
hipertensivo (LUCAS-FILHGCet al,, 2010).

E valido salientar que a astilbina também foi idala partir da fracdo acetato de etila
do extrato etandlico total do rizoma &enilax chinae teve a sua atividade antioxidante
avaliada através de modeiasvitro, tais como DPPH e éxido nitrico, sendo possiveeolar
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potenciais aplicacdes desse flavondide como fgeata antioxidante (VIJAYALAKSHMEt
al., 2011).

Huanget al (2011) isolaram esse composto das folhasrdgelhardia roxburghiana
demonstram sua atividade anti-inflamatoria atrad@és efeitos inibitérios na expressdo de
fatores inflamatdérios como Interleucinas-1 e 10NFT, bem como na expressdo de RNA
mensageiro da enzima COX-2, que promove a convedgAdccido araquidbnico em
prostaglandinas, substancias que regulam variosegsos patofisiologicos, incluindo as
reacOes inflamatdrias (SMITH; LANGENBACH, 2001). W tratamentos para asma grave
sdo desenvolvidos tendo como alvo citocinas e aquimas pré-inflamatdérias, a inibicdo da
expressdo de TN&-e como foi citado anteriormente, por exemplo, psde um alvo
interessante uma vez que este tem a sua exprags@otada tanto no LBA como no interior
das vias aéreas de pacientes com asma grave (HOWAREL, 2005) e desempenha um
papel importante na inducdo de HRB (THOMAS; YATEBARNES, 1995), e na
hipersecrecdo de muco (LEVIN& al, 1995). Dessa maneira, a avaliacdo farmacoldgica
preliminar de astilbina combinado aos dados etnudaoldgicos sobre o uso e courbaril
faz desse flavondide um bom candidato a investemd@turas acerca do seu potencial
miorrelaxante e anti-inflamatorio.

Do tratamento cromatografico de FAE, obteve-se &amhcido oleandlico (HCC-5),
qgue no melhor dos nossos conhecimentos esta seladado pela primeira vez no género
HymenaeaTodavia, ndo foi possivel verificar a participagi acido oleandlico nos efeitos
miorrelaxantes apresentados pela fracdo (FAE) deddpequena quantidade obtida no
processo de isolamento. A avaliacdo do seu polanaigrelaxante sobre traqueia isolada de
ratos constitui um dos objetivos futuros e para extasido foi considerado importante
discorrer acerca do seu potencial farmacologiategerito na literatura.

Uma das importantes propriedades farmacologicésuatas ao acido oleandlico € o
seu efeito hepatoprotetor. Tem sido demonstrado egte triterpeno ndo sé € eficaz em
proteger o figado de lesGes agudas induzidas camn@ote, mas também o protege de fibrose
e cirrose, causada por doencas hepaticas cronichs, (@995, 2005; REISMAN;
ALEKSUNES; KLAASSEN, 2009; WANGet al, 2010). E também relatado que exerce
atividade anti-cancerigena e anti-inflamatéria (BAK et al, 2006; PETRONELLI;
PANNITTERI; TESTA, 2009).

Outros estudos demonstraram atividades biologinteyeissantes atribuidas a este
composto que podem corroborar os resultados obinbss ensaios miorrelaxantes, anti-
inflamatdrios e antioxidantes apresentados por Répresente trabalho. Singhal (1992)
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demonstraram que o acido oleandlico exibe atividami-inflamatéria em modelos
experimentaisn vivo tais como edema de pata induzido por carragenufex&ano, através
da reducdo do volume de esxudato e inibicdo déragéo de leucdcitos para o local da
inflamac&o. Seus efeitos anti-inflamatorios tambiéram demonstrados através da inibicao
da degranulacido de mastécitos (Detlal, 1989). Acido oleandlico também foi capaz de
produzir resposta relaxante em anéis de aortaquiéaddas por fenilefrina (RODRIGUEZ-
RODRIGUEZ; GONZALEZ; RUIZ-GUTIMVEZ, 2004), além domumeros estudos que
comprovam 0 seu potencial antioxidante j& citadusreormente (SOMOVAet al, 2003;
WANG et al, 2010). Esse triterpendide apresentou importatitedade antiasmatica em
modelo experimental de asma com cobaias atravedindauicdo da resisténcia ao fluxo
aéreo, bem como pela inibicdo do recrutamento de@fdos e liberacdo de mediadores
inflamatdérios como histamina, fosfolipase A peroxidase eosinofilica nos pulmdes (LEE;
MOON; KIM, 2010).

E particularmente interessante que compostos fm®licomo a astilbina, e
triterpendides como o &cido oleandlico, presentasfracdo bioativa deH. courbaril
combinem efeitos do tipo antioxidante, anti-inflaémep, miorrelaxante e antiasmatico, uma
vez que o “Jatobd” tem sido usado na medicinadi@ul para o tratamento de afeccdes

respiratorias com envolvimento inflamatoério, taosno a asma.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos com o estudo farmacoquimat¢t dourbaril permitiram as

seguintes conclusdes:

* A abordagem fitoquimica da planta revelou, prinlciate, a presenca de polifendis

como flavondides e taninos, bem como antocianiciosrpendides e saponinas;

« EEHC, FD, FDAE, FAE e FM apresentaram atividadaisstfadora de radicais livres,
sendo EEHC a amostra com maior eficacia, revelangwesenca de constituintes

guimicos com alto potencial antioxidante;

» EEHC e fragdes apresentam efeito miorrelaxanteesnhqueia isolada de rato, sendo

FAE a mais eficaz em reverter as contra¢ées indszidr CCh e K

« FAE parece agir de maneira preferencial na respastaratil induzida por
acoplamento eletromecanico e o seu efeito na doiiade do musculo liso traqueal
de ratos foi irreversivel, considerando-se a camaefio maxima de 1000 pg/mL e o
intervalo de tempo (30 min) dado para a observdedecuperacédo do tecido;

O tratamento prévio com FAE de animais desafiadosvalbumina reduziu a
hiperresponsividade das vias aéreas provocada@bmblém como reduziu o processo
inflamatorio através da interferéncia no processo ndigracdo celular, com a

diminuicdo, em particular, da eosinofilia e neutraf

» Astilbina, isolada de FAE, apresenta atividadexasiée sobre musculo liso tragueal
de ratos, sendo responsavel, pelo menos em pala, gbividade miorrelaxante

apresentada pela fracéo;

« Acido oleandlico, pela primeira vez isolado do géndymenaeacombina efeitos
farmacolégicos interessantes descritos na litexaggue tornam essa substéncia uma

boa candidata a investigagfes futuras em relacgieeaas efeitos no trato respiratorio.
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Os resultados obtidos no presente trabalho foragtewridéncias cientificas de gde
courbaril apresenta potenciais efeitos miorrelaxante, afiirmatorio e antioxidante, se
constituindo no passo inicial da investigacdo dtepaal quimico e farmacoldgico dessa
espécie, sendo necessarios estudos interdiscgdiralicionais para maiores esclarecimentos
acerca da natureza quimica da sua fracao bio&&B, bem como do seu mecanismo de

acao no trato respiratorio.
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ANEXO

DECLARAGAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA ANIMAL (CEPA) DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DO CEARA

Universidade Federal do Ceara
Comiss&o de Etica em Pesquisa Animal — CEPA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Tedéfilo
Cep: 60430-970 Fortaleza-CE
Tel: (85) 3366.8331 Fax: (85) 3366.8333

DECLARAGCAO

Declaramos que o protocolo para uso de animais em experimentacdo n°
37/2012, sobre o projeto intitulado: “ESTUDO DE BIOPROSPECCAO DAS FOLHAS E
DA CASCA DO CAULE DE HYMENAEA COURBARIL L.”, de responsabilidade de
Gabrieli da Penha Bezerra e esta de acordo com os Principios Eticos ha Experimentagéo
Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).

Declaramos ainda que o referido projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica
em Pesquisa Animal — CEPA

Fortaleza, 11 de setembro de 2012

Profa. Dra. Nylan/g/’ aria Nunes de Alencar
Coordenadora da Comissag/e Etica em Pesquisa Animal — CEPA




