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RESUMO

A espécie Auxemma oncocalyx Taub. pertencente a familia Boraginaceae é
caracteristica do sertdo nordestino onde é conhecida como pau branco. As cascas dessa
arvore sdo adstringentes e popularmente utilizadas no tratamento de cortes e feridas. O
objetivo do presente trabalho foi o de estudar efeitos tdxicos e atividades
farmacologicas da fracdo hidrossolivel obtida do cerne (caule) de A. oncocalyx,
constituida em cerca de 80% pela oncocalixona A (fracdo quinona). A DL50 da fracdo
quinona (FQ) para camundongos, determinada pelo método dos probitos foi de 182,16
mg/Kkg, i.p. e acima de 500 mg/kg, v.0. A administracdo de FQ por 15 dias na dose de
50 mg/kg, v.0. a ratos ndo alterou parametros hematoldgicos ou bioguimicos do
sangue. As atividades farmacoldgicas investigadas foram: antiagregante plaquetéria,
antioxidante, antiedematogénica e antinociceptiva, utilizando varios modelos
experimentais. Os resultados mostraram que FQ apresenta potente atividade
antiagregante plaquetaria em plaquetas humanas in vitro, frente a diferentes agonistas
(ADP, CI50 = 53,85 pg/ml; trombina, CI50 = 93,76 pg/ml; colageno, CI50 = 56,57
pg/ml; acido araquiddnico, CI50 = 86,07 pg/ml e adrenalina, CI50 = 67,93 pg/ml).
Esse efeito foi potencializado pela presenca de aspirina (inibidor de ciclooxigenase), e
de pentoxifilina (inibidor de fosfodiesterase de AMPc), porém ndo pela L-arginina
(substrato para a sintese de oxido nitrico). O efeito antiagregante plagquetario da FQ foi
observado também em plaquetas de rato in vitro, frente aos agonistas: ADP e trombina,
porém ndo ex vivo. Ao contrario do esperado, a FQ diminuiu o tempo de sangramento
e contraiu a musculatura lisa vascular (aorta de ratos). Potente atividade antioxidante
de FQ foi também detectada através da inibicdo de lipoperoxidacdo em
homogeneizados de cérebro de ratos in vitro, determinada pela producdo de
substancias reativas ao 4&cido tiobarbitarico (TBARS, Q12 = 1,64 pg/ml) e
guimiluminescéncia (QL = 2,06 pg/ml). Contudo, a FQ exerceu uma fraca acdo
protetora no modelo de hepatotoxicidade induzida pelo CCl4 em ratos, determinada

pelas atividades de ALT e AST, TBARS e observacdo histopatologica. A acdo



hepatoprotetora de FQ manifestou-se de forma mais intensa no modelo de
prolongamento pelo tetracloreto de carbono (CCl4) do tempo de sono barbitirico em
camundongos. As atividades antinociceptiva e antiinflamatéria de FQ foram também
observadas nos testes de contorcGes abdominais pelo &cido acético e formalina em
camundongos (atividade antinociceptiva) e de edema de pata induzido pela carragenina
e dextrano em ratos (atividade antiedematogénica). A atividade antinociceptiva ¢ dose-
dependente, predominante periférica e independente do sistema opidide. Os resultados
desse trabalho nos permitiram concluir que FQ apresenta atividades antiagregante
plaquetéaria, antiinflamatoria e antioxidante entre outras e provavelmente essas a¢des

dependem pelo menos em parte de sua capacidade sequestradora de radicais livres.



abstract

Auxemma oncocalyx Taub. belongs to the Boraginaceae family and is native
from the northeastem caatings where is know as “pau branco”. The stem bark of the
tree is adstringent and popularly used in the treatment of wounds. The objective of the
present work was to study toxicological effects and pharmacological activities of the
hydrosoluble fraction isolated from the heartwood of A. oncocalyx. This fraction
presents around 80 % of oncocalyxone A (quinone fraction). The LD50 of the quinone
fraction (QF) in mice determined by the probit method was 182.16 mg/kg, i.p. and
above of 500 mg/kg, o.d. The administration of QF for 15 days at the dose of 50
mg/kg, o.d. in rats, did not alter hematological or blood biochemical parameters . The
pharmacological activities investigated were antiaggregating platelet, antioxidant,
antiaedematogenic and antinociceptive using several experimental models. Results
showed that QF presents a potent antiaggregating platelet activity in human platelets in
vitro with different agonists (ADP, IC50 = 53.85 pg/ml; thrombin, 1C50 = 93.76
pg/ml; collagen, 1C50 = 56.57 pg/ml; arachidonic acid, IC50 = 86.07 pg/ml e

adrenaline 1C50 = 67.93 jig/ml). The activity was potentiated by aspirin (cyclooxynase
inhibitor),  pentoxifylline  (methylxantine derivative and cAMP-dependent
phosphodiesterase inhibitor), but not by L-arginine (NO precursor). The
antiaggregating activity of QF was also observed in rat platelet in vitro in the presence
of the following agonists: ADP and thrombin. However no activity was observed ex
vivo. Surprisingly QF decreased bleeding time and contracted vascular smooth muscle
(rat aorta). A potent antioxidant activity of QF was detected by inhibition of
lipoperoxidation in rat brain homogenates, as determined by the production of
substance reactive to the thiobarbituric acid (TBARS, Q12 = 1.64 pg/ml) and
chemiluminescence (Q!Z2 = 2.06 jag/ml). However QF exerted a week activity on the
model of CCl4-induced hepatotoxicity in rats as determined by measurement of ALT,
AST activities and TBARS besides histopathological studies. The hepatoprotective
effect of QF manifested itself more intensely in the model of prolongation by CCL4 of



the barbiturate sleeping time in mice. Antinociceptive and antiedematogenic activities
were also observed after QF administration, in the tests of abdominal contortion by
acetic acid, formalin and hot-plate in mice (antinociceptive activity) and carrageenan
and dextran-induced rat paw edema (antiedematogenic activity). The antinociceptive
activity was dose-dependent, predominantly peripheric and independent of the opioid
system. Results from the present work show that QF presents antiplatelet,
antiinflamatory and antioxidant activities among others and these actions are probably

dependent upon free radicais scavenger ability of QF.
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1INTRODUCAO

1.1 Plantas como fontes de farmacos

Desde a aurora da humanidade as plantas sdo utilizadas como fontes de
agentes medicinais. Estima-se que 25 % de todos os farmacos em uso clinico
atualmente, sejam diretamente ou indiretamente derivados de plantas superiores
(Balandrin e cols., 1993; Donald Brown, 1994; Calixto, 2000).

Apesar dos grandes avangos observados na medicina em décadas recentes, as
plantas ainda oferecem importante contribuicdo para o cuidado com a salde. De
acordo com a Organizacdo Mundial da Salde, devido a pobreza e a falta de acesso a
medicina moderna, aproximadamente 80 % da populacdo mundial que vive em paises
em desenvolvimento, depende essencialmente de plantas para o cuidado primério da
saude. Isso evidencia a necessidade de estudos para a avaliacdo da seguranca e eficacia
de medicamentos tradicionais (Calixto, 2000).

Durante os ultimos vinte anos, o interesse pelas plantas medicinais cresceu
enormemente em todos os niveis da sociedade ocidental, desde o uso pelo pablico em
geral de produtos vegetais para a automedicacdo e como cosméticos naturais, até a
investigacgdo cientifica de plantas por sua acdo bioldgica em humanos. Isso, somado a
necessidade de encontrar novas entidades quimicas biologicamente ativas
determinaram a mudanca de atitude da industria farmacéutica. Ha quinze anos atras,
nenhuma das 250 empresas mais importantes, tinham programas de pesquisa
envolvendo plantas superiores. Hoje, mais da metade delas tem esses programas
(Donald Brown, 1994; Calixto, 2000).

As plantas medicinais existentes no mundo, sdo mais abundantes em paises
tropicais. Os quimicos de produtos naturais e fitoquimicos reconhecem que espécies de
plantas contém uma variedade espantosa de principios ativos. Uma explicacdo para a
enorme variedade quimica que reside na diversidade bioldgica das espécies de plantas
tropicais consiste no fato de que em seu habitat, nas florestas tropicais, essas plantas
tem crescido e sobrevivido sob intensa competi¢do por recursos e nutrientes e tiveram

que desenvolver uma grande multiplicidade de defesas, a maioria delas quimicas, para
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proteger-se de predadores mamiferos, insetos e de doencas causadas por virus e fungos
patogénicos. A biodiversidade das espécies de plantas de florestas tropicais e a
variedade quimica encontrada em cada espécie, levam a concluir que as plantas
tropicais sdo, talvez, a fonte mais valiosa de novas moléculas biologicamente ativas
(Donald Brown, 1994).

Estima-se que existam 250.000 espécies de plantas florescentes no mundo.
Menos de 10 % destas foram examinadas cientificamente por seu potencial na
medicina. Acredita-se que 60.000 espécies serdo extintas até o ano de 2050. Isso cria
um sentimento de urgéncia com respeito a priorizar os estudos sérios de plantas
medicinais (Donald Brown, 1994).

Embora seja a Amazonia, com sua soberba vegetacdo, o maior repositério de
plantas medicinais conhecidas ou potencialmente utilizaveis, € possivel encontra-las
em bom numero em outras regides do Brasil, inclusive no Nordeste (Matos, 1982). O
laboratorio de Neurofarmacologia do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Faculdade de Medicina e grupos de pesquisa em Quimica Organica da Universidade
Federal do Ceard (UFC) vém desenvolvendo estudos em colaboracdo de plantas

medicinais, especialmente as do Ceara.

1.2 Auxemma oncocalyx Taub.: consideracdes gerais

O género Auxemma (familia Boraginaceae) € constituido somente por 2
espécies muito proximas: A. oncocalyx Taub. e A. glazioviana Taub., ambas
conhecidas pela denominacdo popular de pau branco. S8 as arvores mais
caracteristicas do sertdo nordestino por seu porte, onde ocorrem com maior fregiiéncia,
embora sejam também encontradas nos pés de serras e em varios pontos da faixa
litordnea. Suas copas sao bastante ramificadas, com folhagens de coloracdo verde oliva
a verde escuro. As flores sdo pequenas, brancas, perfumadas e dispostas em densas
paniculas terminais (Figura 1). Geralmente, a floragdo principia em marco e a

frutificacdo em junho, mas isso pode variar com o inicio da estagdo chuvosa; assim em



FIGURA 1 - Auxemma oncocalyx Taub.(Pau branco)
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agosto ainda podem ser encontradas plantas com flores (Braga, 1976; Pessoa, 1994).

A madeira extraida dessas espécies tem cerne roxo escuro, é dura, resistente ao
ataque de fungos e insetos, principalmente cupim, adequada para vigamentos,
carpintaria, marcenaria, estacas e mourdes, encontrando largo emprego na construcéo
civil. Suas ramas constituem forragem sertaneja muito procurada pelo gado. As cascas
sdo adstringentes e por isso usadas em banhos no tratamento de cortes e feridas
(Braga, 1976; Pessoa, 1994).

A descricdo botanica de Auxemma oncocalyx Taub., segundo Lima (1989),
segue transcrita textualmente:

“Arvore de 6 a 8 metros ou, quando em condicdes favoraveis, 10 a 12 metros.
Casca cinza, levemente castanha, ritidoma grosseiro apenas nos individuos idosos.
Ramos novos verdes, lisos; lenticelas grandes, esparsas.

Folhas simples, dispostas helicoidalmente, peciolo verde, glabro, 3,3 - 4,0 cm
de comprimento. Limbo oval-eliptico, agudo, acuminado, 12,0 - 18,0 cm de
comprimento x 5,0 - 8.0 cm de largura; bordo levemente ondulado e grosseiramente
denteado no terco terminal; base aguda, as vezes assimétrica; face dorsal mais clara.

Inflorescéncia em cimeira irregular, 12,0 - 18,0 cm, terminando em tirsos
curtos.

Flores sésseis a minuto-pediceladas, levemente perfumadas; célice urceolado,
olivaceo-castanho, piloso, 3,0 - 4,0 mm de comprimento; lacinios de 1,0 mm; corola
alva infundibuliforme, 5-lobada, 1,2 - 1,3 cm, por¢do basal estreita, 3,0 mm; lacinios
0,5 -0,6 cm, diametro 1,9 - 2,1 cm.

Ap0s a fecundacdo o célice persiste resultando acrescente, chegando a atingir
6,0 - 8,0 cm de comprimento, em forma de pequeno baldo, com angulos bem salientes.

Fruto drupaceo de mesocarpo fibroso-farinaceo.

Por sua ampla adaptacdo e a boa qualidade de sua madeira é muito
recomendavel o plantio de A. oncocalyx em areas ndo demasiadas secas das caatingas,
fazendo-se necessarios estudos preliminares para o bom éxito da cultura.”

Estudos quimicos de A. oncocalyx resultaram no isolamento de varios

compostos. A alantoina , obtida a partir do extrato hidroalcoolico da casca da arvore
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(Pessoa e De Lemos, 1997) pode explicar o relatado uso popular dessa parte da planta,
auxiliar na cicatrizagao de cortes e feridas (Braga, 1976).

Do extrato hidroalcélico do lenho foram isolados: o sitosterol, seu glicosideo,
3-P-O-D-glicopiranosilsitosterol e sete quinonas terpenoidicas inéditas, dentre estas a
oncocalixona A. (Pessoa e cols., 1993; Pessoa e cols., 1995). Para a identificacdo desse
composto, Pessoa (1994) utilizou os seguintes técnicas: espectrometria de massa,
espectrometria na regido do infravermelho e espectrometria de ressonancia nuclear
magnética (RNM) de hidrogénio e C . A oncocalixona A, com férmula molecular
C17H1805 e formula estrutural apresentada a seguir (Figura 2), foi definida como rei-
8a-hidroxi-5-hidroximetil-2-metoxi-8ap -metil-7,8,8a,9-tetrahidro-1,4-antracendiona.
Trata-se de um sélido amorfo, de cor vinho escuro, peso molecular 302 e ponto de

ebulicdo 207,1 - 208,7 °C.

Estudos farmacoldgicos anteriores relataram que o extrato hidroalcodlico do
lenho de A. oncocalyx apresentou as seguintes atividades: antiagregante plaquetaria
(Fontenele e Sousa, 1992), antitumoral (Pessoa e cols.,, 1992), analgésica e
antiinflamatoria (Lino e cols., 1996). Recentemente, estudos in vitro demonstraram a
atividade antitumoral de oncocalixona A e de outra quinona isolada de A. oncocalyx, a

oncocalixona C, (Pessoa e cols., 2000; Leyva e cols., 2000)
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O grupo de pesquisa em quimica Orgénica da UFC, coordenado pelas
professoras Telma Leda Gomes de Lemos e Otilia Desdenia Loiola Pessoa, colocou o
extrato metandlico do cerne de A. oncocalyx a nossa disposicdo. Este, rico em
quinonas, serviu para a obtencdo de oncocalixona A.

Com base na literatura revisada, quinonas sdo biologicamente muito ativas.
Vaérias atividades tém sido atribuidas a esses compostos, tais como: antiagregante
plaquetéria, (Teng e cols., 1993; Chung e cols., 1994), antioxidante (Belisario e cols.,
1992, Houghton e cols., 1995; Tripathi e cols., 1995; Mori e cols., 1998),
antiinflamatdria (Kuo e cols., 1995; Vazquez e cols., 1996; Odukoya e cols., 1999),
analgésica (Hemandez - Pérez e cols., 1995; Abdel e cols., 2000), antitumoral
(Morello e cols., 1995; Itoigawa e cols., 2000), antifungica (Perry e cols., 1991; Gafner
e cols., 1996) antimalarica (Figueiredo e cols., 1998) leishmanicida (Sauvain e cols.,
1993; Sittie e cols., 1999) e outras.

Esses fatos despertaram nosso interesse pelo estudo do extrato metandlico do
cerne de A. oncocalyx, a partir do qual foi obtida a fracdo constituida em sua maior
parte (cerca de 80 %) pela oncocalixona A (fracdo quinona), cujas acdes antiagregante
plaquetaria, antioxidante, antiedematogénica e analgésica foram investigadas.

Tendo em vista essas agOes, cabe discorrer a seguir sobre plaquetas, sua
ativacdo e inibicdo, caracterizar os radicais livres e defesas antioxidantes mais

importantes e finalmente estabelecer a relacdo entre estresse oxidativo e inflamacéo.

1.3 Plaquetas e sua ativacao

As plaquetas, discos biconvexos com aproximadamente 2 a3 pm de didmetro,
geradas por fragmentacdo do citoplasma de megacariocitos na medula éssea, circulam
normalmente na corrente sanguinea. No sangue periférico humano, o nimero desses
corpos anucleados é cerca de 200.000 a 300.000 pl'l. Seu tempo de vida usualmente
varia de 7 a 10 dias e s&o retiradas da circulacdo pelo sistema reticuloendotelial ou por

incorporacdo em tampdes hemostaticos (Briine e cols., 1991).
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Plaquetas in vivo atuam principalmente na manutencdo da circulacdo normal
do sangue, preservando a integridade vascular e controlando a hemorragia ap6s um
certo dano no vaso (Ruggeri, 1994).

Um grande grupo de compostos endogenos, quimicamente heterogéneos, que
inclui o fator de wvon Willebrand, colageno, trombina, endoperoxidos de
prostaglandina, tromboxano A2, adenosina difosfato, adrenalina, e fator ativador de
plaquetas (PAF), sdo capazes de induzir a agregacdo plaquetaria (Figura 3). Uma vez
que plaquetas sdo muito sensiveis e podem rapidamente responder a esses agentes, sua
atividade requer rigoroso controle, o que envolve a acdo de inibidores enddgenos,
dentre os quais destacam-se em importancia a prostaciclina e o oxido nitrico (Kroll e
Schafer, 1989; Herman, 1998).

Apds a ativacdo, as plaquetas exibem diferentes respostas que podem ser
estudadas separadamente in vitro, mas que estdo intimamente ligadas durante o
processo de hemostasia in vivo. Séo elas: a adesdo com alteracdo da forma, agregagéo
e secrecéo (Barrie e cols., 1990).

A primeira resposta das plaquetas ao dano vascular é a sua adesao irreversivel
a superficie de revestimento interno da parede alterada do vaso. A adesdo,
provavelmente, precede e é necessaria para a ativacdo da plagqueta. A habilidade da
plaqueta de detectar o local de lesdo deve-se a sua ligacdo com substratos expostos
apenas nesse local. Varios componentes subendoteliais, inclusive diferentes tipos de
colageno, fibronectina e fator von Willebrand, podem atuar como substratos
apropriados a adesdo, cada qual reconhecido por receptor especifico presente na
superficie da plaqueta. Outro substrato de adesdo potencial € o fibrinogénio, que
embora ndo seja uma proteina subendotelial nativa, pode rapidamente ser retido no
local do dano, por adsorcdo como tal ou por deposicdo do seu derivado insolavel,
fibrina (Ruggeri, 1994; Lefkovits, 1995).

Apos a ativacdo, a plaqueta modifica sua forma de discoide para esferdide e

emite pseudépodos. A mudanca de forma, devido a contracdo do citoesqueleto, esta
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FIGURA 3 - Receptores de agregacao plaquetaria (Anke e Fabian, 1999).
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associada a centralizacdo de granulos alfa, densos e lisossomais e parece ser pré-
requisito para a secrecdo. A formacédo de pseudopodos facilita o contato das plaguetas
entre si, 0 que é essencial para a agregacdo plaquetaria (Siess, 1989).

O processo que resulta na formacdo do coagulo capaz de estancar a
hemorragia envolve necessariamente a interacdo de plaquetas entre si (agregacéo), que
ocorre apds a adesdo inicial de plaquetas no local de lesdo vascular (Ruggeri, 1994).

Comum a todos os agentes agregantes enddgenos € a sua ligacdo com
receptores especificos na superficie da plaqueta (Figura 3). A transducdo, atraves da
membrana, do sinal emitido pela ativacdo do receptor, é feita por proteinas G,
proteinas reguladoras de ligacdo ao nucleotideo guanina (Siess, 1989; Kroll e Schafer,
1989; Brass e cols., 1993). Esses mecanismos de transducdo estimulam e regulam
sistemas efetores especificos, tais como a hidrélise de fosfolipideo inositol induzida
pela fosfolipase C e canais ionicos. A hidrdlise de fosfolipideo inositol, via fosfolipase
C, modula os niveis dos mensageiros intracelulares: 1,4,5-trifosfato inositol (IP3) e
diacilglicerol (DAG). JP3 libera célcio (Ca2t) do sistema tubular denso da plaqueta,
contribuindo para o aumento da concentracdo do cation no citoplasma e DAG, por sua
vez, ativa a proteina cinase C (PKC). A mobilizacdo de Ca2+ e a ativacdo de PKC
juntos estimulam de modo sinérgico, diversas respostas da plaqueta inclusive a
liberacdo de acido araquidodnico de estoques de fosfolipideos de membrana e a reacédo
de secrecéo (Siess, 1989; Kroll e Schafer, 1989; Herman, 1998).

A exposicdo do receptor de fibrinogénio, glicoproteina Ilb/I1la (GPIIb/1l1a),
um receptor da classe das integrinas, presente na superficie da plaqueta, depende do
aumento da concentracdo de Ca no citoplasma e é essencial para a agregacdo. Isso
ocorre quando a plaqueta adquire a forma esférica com resultante alteracdo da
conformacdo do receptor, tomando-o receptivo. A ligacdo de moléculas de
fibrinogénio com os receptores GPIIb/llla forma pontes entre plaquetas adjacentes e
possibilita a agregacdo (Lefkovits e cols., 1995; Herman, 1998).

Dois tipos de agregacdo, mencionados a seguir, sdao observados in vitro. A
agregacdo primaria, reversivel, que ocorre sem a reacdo de liberacdo e pode estar

relacionada a funcdes fisiologicas das plaquetas, ainda ndo esclarecidas. A agregacao
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secundaria irreversivel estd associada a funcdo hemostatica das plaquetas e é
conseqiiéncia da reacdo de liberacdo. Esta compreende a liberacdo do acido
araquidonico e a producdo de seus metabolitos, especialmente endoperoxidos de
prostaglandina e tromboxano A2 (TXA2) e a subsequente resposta de secregéo
plaguetaria (Siess, 1989).

Nas plaquetas humanas, a hidrélise de fosfolipideos de membrana, com
liberacdo do acido araquiddnico, depende principalmente da ativacdo de fosfolipase A2
(Kroll e Schafer, 1989; McNicol e Shibou, 1998). Uma vez livre, o acido araquidonico
pode ser metabolizado por duas vias. Uma delas compreende a acdo da enzima 12-
lipoxigenase sobre o &cido araquiddnico, com formacdo de 12-hidroperoxiécido
eicosatetrandico (12-HPETE), que € rapidamente convertido em 12-hidroxiécido
eicosatetrandico (12-HETE). Esses dois compostos sdo agentes quimiotaticos para
polimorfonucleares. A outra via que resulta na formagdo de TXA2 envolve a atuagéo
das enzimas ciclooxigenase e tromboxano sintase. Inicialmente, a producdo de
endoperdxidos de prostaglandina (PGG2 e PGH2), a partir do acido araquiddnico, €é
catalizada pela ciclooxigenase. Em seguida, a tromboxano sintase promove a
conversdo desses intermediarios instaveis em TXA2 (Brune e cols., 1991). O TXA?
produz vasoconstricdo local e induz a reacdo de secrecdo que leva a agregacéo
secundaria. Trata-se de um composto muito instavel, que rapidamente transforma-se
em TXB2, metabolito biologicamente inativo (Fitzgerald, 1991).

A secrecdo da plaqueta, mediada pela producdo de TXAZ2, consiste na
liberacdo do conteddo de granulos alfa, granulos densos e do lisossomo. Os granulos
alfa contém muitas proteinas, inclusive o fibrinogénio, fator von Willebrand,
fibronectina, fator de crescimento derivado de plaquetas, fator plaquetéario-4 e beta-
tromboglobulina. Os granulos densos tem como constituintes o ADP, ATP e calcio
(Ca ). Nos lisossomos estdo presentes hidrolases &cidas, tais como beta-glicuronidase,
N-acetil-glicosaminidase, catepsina e outras enzimas (Vermylen e cols., 1983).

A rapida formacdo de grandes agregados requer mecanismos de amplificacdo
eficientes que compreendem a formagdo de TXA2 e secrecdo de ADP. Estes quando

alcangcam o espaco extracelular, durante a reacdo de liberacdo, ligam-se a receptores
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especificos na superficie de plaguetas e induzem a hidrolise de fosfolipideo inositol,
mobilizacdo de Ca , fosforilacdo de proteinas e exposicdo de receptor de fibrinogénio,
ampliando desse modo as respostas de plaquetas na vizinhanga (Siess, 1989; Herman,
1998).

Ambas as vias, formacdo de TXA? e liberacdo de ADP, sdo mediadoras de
secrecdo e agregacao plaquetéria irreversivel induzidas por muitos estimulos. Contudo,
estes diferem quanto a necessidade da atividade da ciclooxigenase para induzir tais
respostas. Estimulos fracos como de ADP ou adrenalina, necessitam de agregacao
primaria e producdo de TXA2 Estimulos fortes como aqueles de trombina ou
colageno, em altas concentragdes, produzem secre¢do e agregacao irreversivel, através
de mecanismos independentes da formacdo de TXA2 Porém, em baixas
concentracdes, esses agonistas induzem agregacdo que depende inteiramente da
formacéo de TXA?2 e secrecdo de ADP (Siess, 1989; Herman, 1998).

O fator ativador de plaquetas (PAF) ndo é mais considerado a terceira via de
ativacdo plaquetaria, uma vez que estudos em plaguetas humanas demonstraram que a
agregacdo induzida por PAF é modulada por inibidores da ciclooxigenase, indicando
uma inter-relagdo com outras vias, particularmente aquela dependente da producéo de
TXA2 (Siess, 1989; Herman, 1998).

Recentemente foi proposta uma nova via de ativacao plaquetaria mediada pela

liberacdo de uma metaloproteina, gelatinase A (Sawicki e cols., 1997; Herman, 1998).

1.4 Inibidores da funcgdo plaquetéria

A trombose é iniciada pela perturbacdo do delicado equilibrio que limita as
interacdes do sangue com a parede vascular. Os fatores envolvidos nesse processo, que
podem contribuir para a formacéo do trombo sdo: os constituintes do sangue (proteinas
dos sistemas de coagulacdo e fibrinolitico, plaquetas e leucdcitos), a parede do vaso
(células endoteliais e componentes subendoteliais) e o fluxo sanguineo. As funcgdes
desses varios elementos podem ser seletivamente alteradas, levando a diversos tipos de
distarbio trombdtico. Conforme a natureza da principal disfiingdo envolvida, farmacos

antitromboticos planejados para corrigir especificamente esses defeitos podem ser
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eficazes na prevencdo ou tratamento de trombose. Os inibidores da agregacdo
plaquetaria, que atuam por diferentes mecanismos mencionados a seguir, constituem

um importante aspecto da terapia antitrombdtica (Beretz e Cazenave, 1991).

» Antagonismo do estimulo pré-agregacéo

Tanto a biossintese da trombina pode ser evitada pelo uso oral de
anticoagulantes (derivados cumarinicos), como sua atividade pode ser inibida por
heparina, hirudina e pelo antagonista sintético de trombina, o argatroban (Herman,
1998).

As enzimas apirase e creatina fosfoquinase podem degradar o ADP. Os
compostos do grupo das tienopiridinas (ticlopidina e clopidogrel) inibem
especificamente e de modo irreversivel, a ativacdo plaquetaria por esse agonista (Siess,
1989; Herman, 1998). Foi mostrado que a ativagdo concomitante de dois receptores
purinérgicos distintos (P2Yi e P2tac) é essencial para a ocorréncia de agregacdo
plaguetaria induzida pelo ADP (Jantzen e cols., 1999). Na resposta das plaquetas a
esse agonista, o clopidogrel atua como antagonista especifico do receptor P2tac
(suposto mediador da inibicdo de adenilil ciclase) e desse modo inibe a agregacdo
(Gachet, 1995).

e Interferéncia no metabolismo do acido araquidénico

A aspirina inibe a ciclooxigenase, acdo que persiste durante todo o tempo de
vida que resta as plagquetas, promovendo a acetilacdo irreversivel da molécula dessa
enzima, na serina 529 (aminoacido essencial para a sua atividade) o que bloqueia o
acesso do substrato (acido araquidénico) a tirosina 385, no seu sitio catalitico (Schror,
1997).

Durante o0 processo de ativacdo, a inibicdo da ciclooxigenase impede a
conversdo do &cido araquidénico em endoperdxidos de prostaglandina (PGG2 e PGH?)
e a subsequente formacdo de TXAZ nas plaquetas e de prostaciclina (PGI12), nas células
endoteliais e outras células da parede vascular e do sangue. PGI2 é um potente inibidor

fisiol6gico da agregacdo plaquetéria e vasodilatador (Narjes e cols., 1997; Teng e Ko,
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1998). Cabe ressaltar que agindo desse modo a aspirina inibe somente uma via de
agregacdo plagquetaria e portanto sua atividade antiagregante pode ser facilmente
superada, pelo aumento do estimulo de ativacdo da plaqueta, por exemplo pela
trombina ou colageno (Herman, 1998; Teng e Ko, 1998).

Os inibidores da enzima tromboxano sintase, como por exemplo o imidazol
interferem no metabolismo do é&cido araquiddnico, impedindo a conversdo dos
endoperoxidos (EPs) em TXA2 e diferem da aspirina visto que ndo afetam
desfavoravelmente o suprimento de EPs, precursores de PGI2. Todavia, do mesmo
modo que o TXA?2, seu precursor (PGH2) é capaz de induzir agregagdo e parece que
ambos compartilham o mesmo tipo de receptor na plaqueta para produzir esse efeito
(Packman e Mustard, 1980; Naijes e cols., 1997; Teng e Ko, 1998).

Os antagonistas do receptor PGH2/TXA2 (9,ll-iminoepoxi-PGH2, SQ29548,
pinane-TXA2 e outros) impedem a acdo de ambos, PGH2 e TXA?2 e ndo comprometem
o0 fornecimento dos precursores de PGI2 (Siess, 1989; Barrie, 1990; Naijes, 1997; Teng
eKo, 1998).

Do ponto de vista terapéutico, a idéia de inibir a tromboxano sintase e
bloquear o receptor PGH2/TXA?2 simultaneamente parece promissora. Nesse caso, a
sintese de TXA?2 seria inibida e a producdo de PGI2 ndo sO estaria assegurada, como
até aumentaria. Além disso, o bloqueio do receptor PGH2/TXA?2 evitaria a possivel
inducdo de agregacdo plaquetaria, pelo acumulo de EPs, devido a inibicdo da
tromboxano sintase. Teoricamente, a soma desses efeitos pode levar a um aumento de
adenosina monofosfasto ciclico (AMPc) em plaquetas e células do musculo liso,
evento associado com forte inibicdo da atividade plaquetaria e relaxamento do

musculo liso (Naijes e cols., 1997; Herman, 1998; Teng e Ko, 1998).

e Aumento de AMPc ou GMPc

A etapa final do processo de ativacdo plaquetaria, comum aos diversos
agonistas e que leva a agregacdo, ou seja, 0 aumento do nivel citosélico de calcio
(Ca2+) livre e resultante exposicdo do receptor de fibrinogénio, glicoproteina Ilb/I1la

(GPIIb/1lla), pode ser inibida por agentes quimicos que causam 0 aumento da



36

concentracdo citosolica de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) ou guanosina
monofosfato ciclico (GMPc). Tais agentes, que serdo mencionados a seguir, tém um
amplo espectro de atividade, ja que sdo capazes de inibir todas as vias de agregacéo
plaquetaria conhecidas (Herman, 1998; Folts e cols., 1999).

As prostaglandinas (PGs), especialmente a prostaciclina (PGI2) e em menor
grau PGEi e PGD?2 sdo importantes ativadores endogenos da adenilil ciclase, enzima
que controla a sintese de AMPc na plaqueta. A estimulacdo da adenilil ciclase devido
ao aumento da producdo de prostaciclina ou emprego de iloprost, seu analogo
quimicamente estavel, resulta em elevacdo da concentracdo de AMPc e subsequente
inibicdo da ativacdo plaquetéaria, através de mecanismos que envolvem a atuacdo da
proteina quinase dependente de AMPc (Banie, 1990; Herman, 1998; Folts e cols.,
1999). Na via de transducdo de sinal iniciada por um agonista, 0 AMPc pode interferir
em muitas etapas individuais. Ele € capaz de inibir a formacéo de JP3 e DAG, mediada
pela fosfolipase C; impedir o sinal de DAG para a ativacdo de PKC, e afetar
diretamente a atividade de PKC. De modo mais importante, 0 AMPCc inibe as respostas
mediadas pelo célcio (Ca2t), através de diversos mecanismos. Foi demonstrado que o
AMPc regula tanto a entrada como a liberagdo de Ca pelo sistema tubular denso da
plagueta. Promovendo a entrada de Ca?+ nesse local de armazenamento, com
conseqliente diminuicdo da concentracdo citoplasmética de Ca livre, o AMPc
interfere em varias outras respostas da plaqueta, inclusive na liberacdo do &cido
araquidonico pela fosfolipase A2 e contracdo do citoesqueleto, o que impede a
secrecdo (Kroll e Schafer, 1989; Folts e cols., 1999).

O o&xido nitrico, radical livre, lipofilico, que ocorre no estado gasoso €
produzido pelas células do endotélio vascular e atua como potente ativador da guanilil
ciclase, enzima que regula a sintese de GMPc (Schulz e Triggle, 1994). O aumento da
producdo endogena de 6xido nitrico ou 0 uso de compostos doadores desse radical, tais
como nitratos organicos e molsidomina, causa a elevacdo da concentragdo de GMPc,
estimulada pela guanilil ciclase, o que resulta na inibicdo da ativacdo da plaqueta, por
mecanismos que envolvem a atuacdo da proteina cinase dependente de GMPc
(Herman, 1998; Folts e cols., 1999). Do mesmo modo que o AMPc, GMPc pode inibir
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as respostas das plaquetas mediadas pelo aumento da concentracdo citoplasmatica de
Ca2+ livre, promovendo sua entrada no sistema tubular denso (Folts e cols., 1999).

A inibicdo de fosfodiesterases de nucleotideos ciclicos (enzimas que degradam
0 AMPc e GMPc), por dipiridamol, papaverina, isobutil metilxantina e zaprinast,
também resulta em elevacdo dos niveis citoplasmaticos desses nucleotideos e

subsequente inibicdo da ativacdo plaquetaria (Barrie, 1990; Herman, 1998).

« Antagonismo do receptor glicoproteina Hb/llla

Independente do estimulo de ativacdo, o blogueio do receptor GPIIb/Illa
impede a ligacdo de fibrinogénio, o que resulta na inibicdo da agregacdo de plaquetas
(Naijes e cols., 1997; Herman, 1998). Uma nova classe de farmacos (antagonistas do
receptor de fibrinogénio) com atividade inibitdria de tal abrangéncia sobre a fungéo
plaquetaria esta sendo desenvolvida e inclui varios compostos mencionados a seguir.
Um destes € o anticorpo monoclonal (c7E3 ou abciximab) dirigido contra o receptor
GPIIb/llla. Do veneno de varias espécies de serpentes tém sido isolados muitos
peptideos que como o fibrinogénio contém a sequéncia de aminoacidos arginina -
glicina - aspartato. Esses compostos, denominados desintegrinas, tem servido como
modelo para o desenvolvimento de antagonistas de baixo peso molecular, do receptor
GPlIb/Illa. MK-852 e G4120 séo exemplos de peptideos ciclicos sintéticos baseados
nesse modelo. Integrelin, um peptideo ciclico sintético contendo lisina- glicina -
aspartatato, parece ser um inibidor mais especifico que aqueles com a sequéncia das
desintegrinas. Outros antagonistas ndo peptideos do receptor GPIIb/llla, lamifiban,
tirofiban e xemlofiban ja foram sintetizados. Os agentes quimicos c7E3, integrelin,
lamifiban, tirofiban e xemlofiban, atualmente submetidos a intensa avaliacdo clinica
em humanos, tém demonstrado potente atividade antiagregante plaquetéaria, exibindo
um perfil de seguranca aceitavel (Lefkovits e cols., 1995; Herman, 1998; Folts e cols.,
1999).
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1.5Radicais livres e “espécies reativas de oxigénio”

Os radicais livres tem sido implicados na toxicidade de numerosos agentes
quimicos e na patogénese de muitas doencas, tais como: doencas inflamatorias, de
Parkinson, doenca de Alzeimer, fibrose pulmonar idiopatica, nefrose autoimune,
catarata, esclerose multipla, porfiria, aterosclerose, cancer e artrite reumatoide entre
outras. A lista dessas doencas é cada vez maior e isso se deve, pelo menos em parte, ao
fato de que essas moléculas reativas podem produzir a maioria das alteracbes
teciduais, que tem sido identificadas em uma grande variedade de processos danosos.
Muitas dessas alteracdes porém, podem ser uma consequéncia e ndo a causa do dano
(Kehrer, 1993).

De maneira simples, um radical livre é qualquer espécie quimica
independente, que contém um ou mais elétrons desemparelhados. Em geral, sdo
instaveis e tem vida muito curta devido & natureza livre de seus elétrons que os tomam
habeis a reagir com diversos compostos ou alvos celulares, de modo a obter uma maior
estabilidade quimica conferida pelo emparelhamento de elétrons (Halliwell, 1994).

A expressao “especies reativas de oxigénio” (ERO) é usada para designar os
agentes potencialmente patogénicos derivados do metabolismo do oxigénio (O2):
radicais livres e moléculas, como o peréxido de hidrogénio (H202), acido hipocloroso
(HC10) e outras, que embora tenham grupos funcionais contendo oxigénio
quimicamente reativo, ndo possuem eletrons desemparelhados e portanto, ndo séao
radicais (Ferreira e Matsubara, 1997).

O homem esta exposto a radicais livres e ERO geradas por radiacGes
ionizantes, agentes toxicos, poluentes ambientais, etc. Portanto, a idéia de que o perigo
vem de fontes nocivas externas é correta. Porém, as células sdo também capazes de
produzir ERO, tais como: o peroxido de hidrogénio e os radicais superoxido, hidroxila
e Oxido nitrico. Visto que participam de reacfes essenciais para o organismo, as ERO
sdo constantemente formadas e podem ser prejudiciais, quando sua producdo foge do
controle exercido por sistemas antioxidantes, enddgenos de defesa (Sies, 1991).

O radical superoxido (O2) é o produto da adicdo de um elétron a molécula de

oxigénio (Halliwell e Gutteridge, 1986). Diversas moléculas biolégicas como por
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exemplo: a hemoglobina (Misra e Fridovich, 1972a), mioglobina (Gotoh e Shikama,
1976), catelocolaminas (Misra e Fridovich, 1972b) e alguns constituintes dos sistemas
de transporte de elétrons mitocondriais (Turrens e cols., 1985) e microssémicos
(Jakoby e Ziegler, 1990) reagem com o O2 convertendo-o em O2'. Adicionalmente,
fagocitos ativados (neutrdiilos, monocitos, macréfagos e eosinofilos) geram o O2' em
grande quantidade, com a finalidade de destruir microorganismos estranhos ao
organismo. Esse mecanismo de prote¢do natural pode tomar-se nocivo nos processos
de inflamacéo crénica (Halliwell e cols., 1988).

O radical hidroxila (OH') é a espécie de oxigénio mais reativa em sistemas
bioldgicos. Age rapidamente no local em que é produzido, sendo potencialmente capaz
de: modificar as bases purinicas e pirimidinicas, levando a inativagdo ou mutacéo de
DNA, inibir diversas proteinas (constituintes de membranas celulares e enzimas)
através da oxidacdo de seus grupamentos sulfidrila (-SH) a pontes dissulfeto (-SS) e
iniciar a peroxidacdo de lipideos, especialmente &cidos graxos poliinsaturados de
membranas e lipoproteinas (Halliwell e Gutteridge, 1986). O radical hidroxila é gerado
nos sistemas bioldgicos principalmente por radiacdes ionizantes e através da reacdo
que envolve um metal em transicdo, o radical superoxido e o peréxido de hidrogénio.
Devido ao alto teor de dgua das células, sua exposicédo as radiacdes ionizantes (raios X
e gama), resulta na formacdo do radical hidroxila, pelo processo de radidlise da agua
(Halliwell, 1994). Os ions metalicos (de ferro ou cobre) tem a habilidade de mover
elétrons, 0 que constitui a base para a iniciacdo e propagacdo de muitas das reacdes de
radicais livres mais nocivas. Assim, o OH ¢é formado pela interacdo entre um ion

metalico (Fe3t), 0 O2° e 0 H202, de acordo com a seguinte equacao:

Fe3++0O?2 -> Fe2++02
Fe2+ + H202— OH+OFT

Rendimento liquido: O2'+ H202 -> 02 + OH'+ OH-

Essa via de producdo do OH', conhecida como a reacdo de Haber-Weiss

catalisada pelo ferro, tem sido muito estudada. Embora seu papel patolégico ndo esteja
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bem esclarecido, os meios utilizados pelas células para minimizar a presenca de ions
metalicos livres: ou seja, a existéncia de proteinas de transporte para o ferro e o cobre,
indiretamente indicam que tais reacGes podem ser prejudiciais para 0s sistemas
bioldgicos (Liochev e Fridovich, 1994).

Desde a sua descoberta, como um mensageiro intracelular de produgéo
endogena, tem sido demonstrado que o 6xido nitrico (NO) desempenha um importante
papel em praticamente todos os sistemas do organismo (Eiserich e cols., 1998a).
Embora exerca diversas funcdes fisioldgicas Uteis, seu excesso pode ser nocivo. Em
determinadas condi¢des 0 NO e o 02" podem interagir, resultando um produto muito

toxico, o peroxinitrito (ONOQ"), como se segue:

02 +NO -> ONOOQO!

Esse composto € capaz de reagir prontamente com diversas moléculas: proteinas,
lipideos, carboidratos e &cidos nucléicos, danificando-as. Além disso, seus provaveis
produtos de decomposicdo, OH', dioxido de nitrogénio e outros, tem semelhante
potencial deletério. Consequentemente, a toxicidade do Oxido nitrico pode ser
explicada, pelo menos em parte, por sua reagdo com o O2’. O aumento da producéo de
ONOO' tem sido associado a diversos processos patologicos (Demiryurek e cols.,
1998; Eiserich e cols., 1998a).

« Atividade agregante plaquetaria de “espécies reativas de oxigénio”

Estudos mostraram que agentes oxidantes tais como o ferro e 0 H202 podem
induzir a agregacdo de plaquetas humanas. Foi sugerido que associacdes entre a
peroxidacdo lipidica induzida por metais e geracdo de radicais livres podem modular a
funcdo plaquetaria (Principe e cols., 1985; Inasu e cols., 1990; Villalobos e cols.,
1990).

Segundo Salvemini e Botting (1993) os radicais 02' e OH' podem ser
produzidos no processo de ativacdo plaquetdria. O radical superoxido € capaz de

promover a liberacdo de serotonina, que tem propriedades vasodilatadora e agregante
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plaquetaria. O radical hidroxila induz agregacdo plaquetaria, ativando a fosfolipase A2
com consequiente liberacdo e metabolismo do acido araquiddnico.

Recentemente, Pratico e cols., (1999) demonstraram que ao interagir
diretamente com plaquetas humanas o feiro promove sua ativagdo por um mecanismo
que envolve a formacédo de OH’, via reacdo de Waber-Weiss. Esse radical ativa a PKC,
que por sua vez estimula a liberacdo e metabolismo do acido araquiddnico, com
resultante agregacdo plaquetaria. Em outros estudos, com Varios tipos de células, as
ERO também manifestaram a habilidade de ativar a PKC (Palumbo e cols., 1992;
Konishy e cols., 1997).

1.6 Defesas antioxidantes

Devido ao seu grande potencial de dano os radicais livres e ERO sdo
produzidos no organismo sob rigoroso controle de sistemas de defesa que incluem
enzimas e outros antioxidantes.

As superdxido dismutases (SOD), enzimas presentes na mitocondria e citosol,
convertem o radical superdxido em peroxido de hidrogénio (Halliwell e Gutteridge,

1992), como se segue:

SOD
202+2 tF----- » H202 + 02

As catalases, enzimas encontradas nos peroxissomos na maioria dos tecidos,
removem o peréxido de hidrogénio catalizando sua reducdo em agua e oxigénio

molecular (Scott e cols., 1991), como se segue:

catalase
p & PLo Y — » 2 H20 + 02

Glutationa peroxidases (GPX) sdo as principais enzimas responsaveis pela

remocdo de perdxido de hidrogénio gerado pelas SOD no citosol e mitocondria. Elas
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promovem a reducdo de H202, as custas de glutationa reduzida (GSH), para formar
glutationa oxidada (GSSG) e agua (Gaté, 1999), de acordo com a seguinte reacao:

GPX
2 GSH + H202------ » GSSG +2H20

A glutationa (GSH), um tripeptideo formado por residuos de glicina, cisteina e
acido glutamico, existe em concentrag6es milimolares em todas as células humanas e
desempenha outros papéis igualmente importantes no metabolismo de xenobidticos e
na sintese de leucotrienos (Halliwell, 1994).

Além desses sistemas enzimaticos existem outros antioxidantes. A albumina ,
proteina mais abundante no plasma, pode inativar diversos radicais livres (Halliwell e
Gutteridge, 1990). O alfa tocoferol (vitamina E), por ser suficientemente lipossoltvel,
ocorre nas membranas das células e lipoproteinas. Embora possa evitar a ocorréncia de
peroxidacdo de lipideos, eliminando radicais livres (02 e OH’), o alfa tocoferol (TH)
atua, de modo mais importante, interrompendo a reacdo de propagacdo da
lipoperoxidagdo, através da doacdo de um atomo de hidrogénio ao radical peroxila ou
alcoxila produzido. Ha evidéncia de que o acido ascérbico é capaz de reduzir o radical
toxoferoxila (T) formado, convertendo-o novamente em alfa tocoferol (Muller e
Gross-Sampson, 1990). O urato, produto final do metabolismo das purinas encontrado
nos fluidos do organismo, é também capaz de eliminar varios radicais livres (Kaur e
Halliwell, 1990).

A analise dos dados da literatura revisada revelou que dentre 0s varios grupos
de compostos, que ocorrem naturalmente em plantas, os flavonodides foram os mais
citados por sua propriedade antioxidante. Estudos farmacologicos in vitro
demonstraram que esses compostos podem eliminar os radicais O2' e peroxila lipidico
e se ligar a ions metélicos, inativando-os (Catapano, 1997). In vivo, devido a sua acao
antioxidante, a hispidulina preveniu a hepatotoxicidade causada pelo bromobenzeno
em camundongos (Ferrandiz e cols., 1994); a silibina ofereceu protecdo contra a
hepatoxicidade induzida pelo ferro em ratos (Pietrangelo e cols., 1995), a alfa G-
rutina e luteolina associadas inibiram a cardiotoxicidade causada pela doxorrubicina

em camundongos (Sadzuka e cols., 1997) e a silimarina exerceu efeito protetor contra
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a hepatotoxicidade induzida por tetracloreto de carbono em ratos (Mourelle e cols.,

1989).

 Atividade antiagregante plaquetaria de compostos antioxidantes

A funcéo biol6gica do alfa tocoferol se deve a sua propriedade antioxidante. A
ativacdo da plaqueta € um processo que consome oxigénio. NO curso desse processo
sdo formados perdxidos de lipideos que se acumulam e sdo liberados da plaqueta. O
fato de que os peroxidos de lipideos sdo produtos secundarios da conversdo oxidativa
do &cido araquiddnico via ciclooxigenase, forneceu motivos para a investigacdo da
potencial atividade antiagregante plaquetaria do alfa tocoferol (Marcus, 1978).

Estudos mostraram que o alfa tocoferol exerce atividade antiagregante
plaquetaria frente a diversos agonistas, inibindo a atividade da ciclooxigenase e
formacdo de peroxidos de lipideos in vitro (Steiner e Anastasi, 1976; Fong, 1976;
Agradi e cols., 1981; Galli e Socini, 1982).

Em plaquetas de humanos sob suplementacdo da dieta com o alfa tocoferol,
foi observada a inibicdo da resposta de adesdo ao colageno, fibrinogénio e fibronectina
(Steiner, 1991). Dados de estudo realizado por Freedman e cols., (1996) indicaram que
a suplementacdo oral com alfa tocoferol esta associada a inibicdo da agregacao de
plaquetas humanas por um mecanismo dependente de PKC.

Além da atividade antioxidante notadamente apresentada, os flavonoides,
segundo Beretz e Cazeneve (1991), sdo bons candidatos para o desenvolvimento de
farmacos antitromboticos, visto que atuam como potentes inibidores da funcéo
plaguetaria. Alguns impedem a acdo da fosfodiesterase de AMPc e outros da

ciclooxigenase, enzimas que desempenham um papel-chave na ativacao plaquetéria.

1.7 Estresse oxidativo e inflamagao

O estresse oxidativo foi definido por Sies (1991) como “uma perturbacdo do

equilibrio: pré-oxidante - antioxidante, em favor do primeiro, a qual é potencialmente

capaz de causar dano celular”.
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Uma consequéncia desse desequilibrio é a oxidacdo de acidos graxos
poliinsarurados da membrana celular, processo denominado de lipoperoxidacdo. De
maneira simples, a lipoperoxidacdo é uma reacdo em cadeia, representada pelas etapas
de iniciacdo, propagacdo e término. Tais etapas estdo apresentadas nas seguintes

reacdes, onde L representa o lipideo:

LH + OH* (ou LO) Iniciacdo
L*+ 02 Propagacéo
LH+ LOO* Propagacéo
LOO+L* Término
LOO* + LOO* Término

A reacdo acima inicia-se com a retirada do hidrogénio da molécula do &cido
graxo poliinsaturado (LH) da membrana pelo ®H ou pelo LO' (radical alcoxila), com
consequente formacdo do t (radical lipidico). Na primeira equacdo de propagacéo, 0
t reage rapidamente com o O2, resultando em £OO (radical peroxila), que por sua
vez, sequestra novo hidrogénio do acido graxo poliinsaturado, formando novamente o
t na segunda equacdo de propagacdo. O término da lipoperoxidacdo ocorre quando 0s
radicais t e OO produzidos nas etapas anteriores, propagam-se até destruirem-se a
si proprios. A ocorréncia da lipoperoxidacdo pode comprometer a estrutura da
membrana, danificando-a ou eventualmente causar sua completa destruicdo
culminando com a morte celular (Halliwell, 1994; Ferreira e Matsubara, 1997).

Com base na literatura revisada, 0 estresse oxidativo, uma das condicdes de
dano celular mais estudadas atualmente, tem sido implicado em muitos processos
patoldgicos. Dentre eles, inflamacéo, artrite reumatoide, aterosclerose, cancer e dano
de reperfusdo tém bases teoOrica e experimental que sustentam de forma mais
consistente, um papel causai ou contributivo para o estresse oxidativo (Kehrer, 1993;
Hancock, 1997).

A resposta inflamatéria de um tecido danificado é um processo altamente

complexo que envolve a liberagdo de numerosas citocinas, com conseqiente
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recrutamento e ativacdo de fagdcitos. Dados substanciais apontam as ERO como um
importante componente da inflamacdo. Porém, apesar de sua atuacdo benéfica na
destruicdo de organismos invasores e inducdo de fatores quimiotaxicos, as ERO
também podem agravar a leséo existente no tecido (Hancock, 1997).

Como parte da resposta inflamatéria (Figura 4), as ERO, em sua maioria, Sao
geradas por varias células fagocitarias que ativadas sdo capazes de produzir o radical
superoxido e o peroxido de hidrogénio, em grande quantidade. Essas moléculas podem
interagir com o ferro livre para formar o radical hidroxila, que é capaz de produzir
dano adicional. Isso ira recrutar novos fagdcitos e a producdo de ERO, por sua vez,
estimulara a formacdo de fatores quimiotéxicos, levando a uma situacdo de retro-
alimentacdo positiva, que pode propagar a resposta inflamatdria indefinidamente
(Kehrer, 1993). Nessas condi¢des, o ferro livre pode ocorrer por liberagdo do ferro
quelado pelas ERO. Foi demonstrado que o O2' é capaz de mobilizar o ferro de sua
proteina de transporte a ferritina, por reducdo (Samokyszyn e cols., 1988) e o H202
pode libertar o ferro da hemoglobina, que deverd, infiltrar-se no tecido danificado
(Gutteridge, 1986).

Os neutrofilos, fagocitos que tem um papel importante no processo
inflamatdrio, contém a enzima mieloperoxidase. Embora a reacdo de Haber-Weiss
catalizada pelo ferro, seja a via classica de producdo do OH', ha evidéncia de que uma
via dependente dessa enzima pode contribuir para a formacédo desse radical (Morris e
cols., 1995; Ramos e cols., 1995). A mieloperoxidase também promove a oxidacao
dependente de H202, de ions haleto e os acidos hipohalosos resultantes, especialmente
0 &cido hipocloroso (HOC1), sdo oxidantes tdo potentes quanto o OH' (Weiss e cols.,
1983). Recentemente, essa enzima também foi implicada na formacdo de oxidantes
inflamatorios derivados do 6xido nitrico. Em neutrofilos ativados, o nitrito, principal

produto de biotransformacdo do NO, pode ser convertido, por acdo da



Kehrer, J. R Crit. Rev. Toxicology (1993)

FIGURA 4-0 papel das “espécies de oxigénio reativas” na inflamacéo
(modificado de Kehrer, 1993).
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mieloperoxidase, em didxido de nitrogénio (NO2) e cloreto de nitrila (NO2C1),
compostos potencialmente muito nocivos (Eiserich e cols., 1998b).

Os dados anteriormente mencionados demonstram que os fagdcitos sdo células
potencialmente capazes de causar danos significativos durante a resposta inflamatoria.

Cabe no entanto ressaltar que a inflamacdo, em geral, ndo é patoldgica, visto
que a producdo de EOR tem um alvo definido (organismos invasores) e €
rigorosamente controlada por sistemas antioxidantes endogenos de defesa. Quando
porém, é iniciada por um estimulo anormal e foge ao controle ou ocorre por tempo
prolongado, a inflamagdo pode transformar-se em doenca. 1sso ocorre por exemplo: na
artrite reumatoide e outras doencas caracterizadas por respostas inflamatérias cronicas
(Leflkowitz, 1995; Hancock, 1997).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

O objetivo do presente trabalho foi estudar efeitos toxicos e atividades

farmacologicas da fracdo quinona de A. oncocalyx.

2.2 Especificos

=> Obter a fracdo hidrossoluvel (fracdo quinona) a partir de um extrato

metanolico do cerne (caule) de A. oncacalyx;

=> Avaliar a toxicidade aguda da fracdo quinona em camundongos;

=> Determinar as atividades: antiagregante plaquetaria, antioxidante,
antiedematogénica e antinociceptiva da fracdo quinona e investigar 0s mecanismos de

acdo envolvidos.
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3 MATERIAL

3.1 Fracdo quinona de Auxemma oncocalyx Taub

A fracdo hidrossoluvel (fracdo quinona) foi obtida a partir do extrato
metandlico de A. oncocalyx, gentilmente cedido pelo grupo de pesquisa em Quimica
Organica da Universidade Federal do Ceard, coordenado pelas professoras Telma Leda

Gomes de Lemos e Otilia Desdenia Loiola Pessoa.

3.2 Sangue humano

As amostras de sangue foram colhidas de doadores alunos, funcionarios e
professores do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina
da Universidade Federal do Ceard e do Departamento de Analises Clinicas e

Toxicologicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo.

3.3 Animais

Ratos albinos (Rattus norvergicus), variedade Wistar, de ambos 0s sexos,
adultos, pesando de 100 a 250 g, foram provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Ceara e do Biotério Central da Escola Paulista de Medicina
da Universidade Federal Paulista (UNIFESP).

Camundongos albinos (Mus musculus), variedade Swiss-Webster, de ambos os
sexos, adultos, pesando de 20 a 30 g, foram oriundos do Biotério Central da

Universidade Federal do Ceara.

3.4 Reagentes, solucdes e outros

- Acido acético glacial - (Merck, Alemanha)
- Acido acetilsalicilico - (Sigma, U.S.A.)
- Acido araquidénico - (Sigma, U.S.A.)



- Acido ascorbico - (Sigma, U.S.A))

- Acido citrico - (VETEC, Brasil)

- Acido etilenodiaminotetracético (EDTA) - (Reagen, Brasil)
- Acido tiobarbitrico - (Reagen, Brasil)

- Acido tricloroacético - (Reagen, Brasil)

- Adenosina-difosfato (ADP) - (Sigma, U.S.A.)

- Adrenalina - (Biopool, U.S.A))

- Albumina sérica bovina - (Sigma, U.S.A.)

- Bicarbonato de sddio - (Reagen, Brasil)

- Carragenina (X) - (Sigma, U.S.A.)

- Citrato de sodio - (Reagen, Brasil)

- Citrato trissodico bihidratado - (Reagen, Brasil)
- Cloreto de célcio - (Reagen, Brasil)

- Cloreto de magnésio - (Reagen, Brasil)

- Cloreto de potéssio - (Reagen, Brasil)

- Cloreto de sodio - (Nuclear, Brasil)

- Colégeno - (Biopool, Brasil)

- Dextrano - (Sigma, U.S.A))

- Dextrose - (Reagen, Brasil)

- Dimetilsulféxido (DMSO) - (Sigma, U.S.A.)

- Eter etilico - (Reagen, Brasil)

- Etilenoglicol (EGTA) - (Sigma, U.S.A)

- Formaldeido - (Reagen, Brasil)

- Fosfato de potéassio - (Reagen, Brasil)

- Fosfato de potassio monobasico - (Reagen, Brasil)
- Glicose anidra - (Reagen, Brasil)

- Heparina 5000 U.I. - (Cristalia, Brasil)

- L-arginina - (Sigma, U.S.A))

- Meperidina - (Hoescht, Brasil)

- Sulfato de morfina (Dimorf) - (Cristalia, Brasil)
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- Naloxona - (Sigma, U.S.A.)

- Oxalato de amonio - (Reagen, Brasil)

- Pentobarbital sédico - (Sigma, U.S.A.)

- Pentoxifilina (Trental) - (Hoescht, Brasil)

- Sulfato ferroso - (VETEC, Brasil)

- Tetracloreto de carbono - (Merck, Alemanha)

- 1,1,3,3 tetrametoxipropano - (Sigma, U.S.A.)

- TRIS (hidroximetil arnino metano) - (Merck, Alemanha)

Solugdo de trombina 710 U/ml em salina, gentilmente cedida pelo

Laboratorio de Patologia da Faculdacle de Ciéncias Farmacéuticas da

Universidade de Sdo Paulo.
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Solugéo tampéo Tyrode/ACD (2:1, v/v) - pH 6,5 (de lavagem de plaquetas)

Solucéo de Tyrode

KC1 (cloreto de potéssio)
MgCI26H20 (cloreto de magnésio)
NaCl (cloreto de sddio)

NaHCO3 (bicarbonato de sodio)
EGTA (etilenoglicol)

Glicose anidra

Albumina sérica bovina

Solucdo ACD
Acido citrico
Dextrose
Citrato de sodio

- Solucdo tampao Tyrode/Calcio - pH 7,4 (de ressuspensdo de plaquetas)

KCL

MgCI26H20

NaCl

TRIS (hidroximetil) amino metano
CaCI2H20 (cloreto de célcio)
Glicose anidra

Albumina sérica bovina

2,61 mM
1,04 mM

136,87 mM

12,08 mM
0,20 mM
6,10 mM

15,18 mM

41,64 mM
122,11 mM
88,40 mM

2,61 mM
1,04 mM

136,87 mM

9,99 mM
0,87 mM
6,10 mM
15,18mM
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- Solucdo tampéo fosfato-salina (pH 7,4), contendo fosfato de potassio 40 mM
e cloreto de potassio 140 mM

- Solucdo tampao fosfato (pH 7,4), contendo fosfato de potassio monobaésico
50 mM

- Kit para a determinacdo de alanina amino transferase (ALT/GPT), método
cinético - UV - Labtest, Brasil

- Kit para a determinacgéo de aspartato amino transferase (AST/GPT), método
cinético - UV - Labtest, Brasil

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

3.5 Equipamentos

- Balanga analitica - Metler e Marte (Brasil)

- Liofilizador - Metal-Lux (Brasil)

- pHmetro - modelo - B374 - Micronal (Brasil)

- Centrifuga - modelo 215 - Fanem (Brasil)

- Agregbmetro - modelo 450 - Chrono - Log Co. (U.S.A)) e registrador da
mesma procedéncia

- Centrifuga refrigerada - modelo himac CR20B2 - Hitachi (Japéo)

- Homogeneizador - modelo TE102 - Marconi (Brasil)

- Banho de agua agitador - modelo G76 - New Brunswick Scientific (U.S.A.)

- Espectrofotdmetro - modelo DU640B - Beckman (U.S.A.)

- Contador de cintilagéo liquida - modelo 1900TR - Packard (U.S.A.)

- Microscépio 6ptico - modelo LABO PHOT - Nikon (Japéo)

- Pletismégrafo - modelo 7150 - Ugo Basile (lItalia)

- Placa quente - modelo DS37 - Ugo Basile (Italia)

- Sistema de cromatografia liquida de alta performance (HPLC) - Shimadzu
(Japéo)

- Poligrafo - Narco Biosystems (U.S.A.)
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4 METODOS

4.1 Obtencao da fracdo quinona de/1. oncocalyx

A planta, coletada na cidade de Pentecoste, estado do Ceara (regido nordeste
do Brasil), foi identificada pelo professor Afranio Gomes Fernandes do Departamento
de Biologia da Universidade Federal do Ceara (UFC) e a sua exsicata estad depositada
no Herbario Prisco Bezerra do Departamento de Biologia da UFC, sob o ndmero
18459.

A coleta do material da planta (caule) e a preparacdo do extrato metanolico do
cerne foram realizados pelo grupo de pesquisa em quimica de produtos naturais do
Departamento de Quimica Organica e Inorganica da UFC, que colaborou para a
realizacdo deste estudo. O extrato metandlico foi preparado conforme o método de
Pessoa (1994), constituido das seguintes etapas:

e  separacdo da madeira do caule em cerne e albumo

secagem do cerne a temperatura ambiente
e trituragdo mecanica
e  extracdo exaustiva com metanol a frio
e destilacdo em evaporador rotatorio para a obtencéo do extrato metandlico

A Figura 5 mostra a marcha esquematica de obtencdo do extrato metandlico
do cerne de A. oncocalyx.

A oncocalixona A, um composto quimico do grupo das quinonas, havia sido
isolado do extrato metanolico do cerne de A. oncocalyx por Pessoa (1994). Na
tentativa de obter um método eficiente e mais rapido de extracdo desse composto, 0
extrato metanolico (10 g) sofreu lavagem exaustiva com &gua, seguida de filtracdo. O
filtrado foi submetido a liofilizacdo para a obtencdo de 2,5 g da fracdo hidrossoltvel.

A Figura 6 mostra a marcha esquematica de obtencdo da fracdo hidrossoluvel
(fracdo quinona), a partir do extrato metanolico do cerne de A. oncocalyx.

A determinacdo semi-quantitativa da fracdo foi realizada, empregando um

sistema de cromatografia liquida de alta performance (HPLC), constituido



FIGURA 5 - Marcha esquematica de obtencdo do extrato metandlico do cerne de
Auxemma oncocalyx
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FIGURA 6 - Marcha esqueméatica de obtencdo da fracdo hidrossolUvel, a partir do
extrato metandlico do cerne de Auxemma oncocalyx
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por uma bomba LC-10AD, detector expectrofotomeétrico UV-VIS, SPD-10AV,
operando a 280 nm, com coluna (YMC-Pack) C-18 (250,0 x 4,6 mm D.l., e particulas
de 5 pm), fase mdvel acetonitrila - 4gua (1:1, v/v), velocidade de fluxo de Iml/min e
eluicdo isocratica a temperatura ambiente. Solucdes de oncocalixona A e da fracdo
hidrossoltvel, na concentracdo de ! mg/ml em acetonitrila - 4gua (1:1, v/v), foram
preparadas e cada uma delas foi injetada no HPLC, no volume de 20 pl. Seus
cromatogramas foram obtidos, utilizando-se um sistema para a aquisicdo de dados
(Real Time Analysis, U.S.A.), em um microcomputador acoplado ao HPLC
(Pessoa, 1994).

4.2 Avaliagdo da toxicidade aguda e de efeitos comportamentais da fragéo
quinona de A. oncocalyx em camundongos

Camundongos Swiss, machos (20 - 30 g) mantidos previamente em jejum por
12 h e divididos em grupos de 10 animais cada (tratados com a fragcdo quinona e
controle), foram utilizados para avaliar os efeitos comportamentais e a toxicidade
aguda da fragdo. Esta foi testada nas doses de 500, 400, 300, 200, 150, 100 e 50
mg/kg, por via intraperitoneal (i.p.) e nas doses de 500, 200, 150, 100 e 50 mg/kg, por
via oral (v.0.), administradas no volume de 10 ml/kg (i.p. ou v.0.), uma Unica vez. Os
animais dos grupos que serviam de controle, receberam o veiculo de dissolugdo da
fracdo quinona (FQ), DMSO 2% em salina, no volume de IOml/kg, i.p. ou v.o. Para
cada uma das doses testadas, 0s animais do grupo tratado com FQ e seu respectivo
controle foram observados por pelo menos 120 min logo apds o tratamento e a cada 24
h, durante 3 dias. Dentre os sinais passiveis de serem detectados incluem-se: alteracéo
acentuada da motilidade e da frequéncia respiratoria, piloerecdo, movimentos
estereotipados, tremores, convulsdes, sedagdo, catatonia, analgesia, resposta
modificada a estimulos (ruido, tato), alteracéo de cor e quantidade da urina, contor¢des

abdominais, diarréia, coma e morte.
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=> Determinacao da dose letal 50 %

As diferentes doses da fiagdo quinona administradas por via intraperitoneal em
camundongos e 0 numero de mortes observado com cada uma dessas doses, mostrados
na Tabela 1, foram utilizados para a determinagéo da dose letal 50 % (DL50) de FQ e
de seus limites inferior e superior, pelo método dos probitos, empregando o programa
de computador, SPSS Professional Statistics 7,5 (1997).

O meétodo estatistico dos probitos é adequado para estimar o efeito de uma ou
mais variaveis independentes sobre uma variavel dicotdmica (tipo tudo ou nada).

Desse modo, entre outros propdésitos, serve para a analise da relacdo dose-resposta.

4.3 Determinacéo da atividade inibitoria da fracdo quinona de A. oncocalyx sobre
a agregacdo de plaquetas humanas in vitro

4.3.1 Colheita do sangue

O sangue para a realizacdo deste estudo foi obtido de individuos
aparentemente normais e saudaveis, ndo fumantes, em jejum prévio de 12 h, que
relataram ndo estar fazendo uso de medicamentos por pelo menos duas semanas
anteriores a colheita.

As amostras de sangue foram colhidas da veia antecubital, por puncéo
utilizando agulha e seringa descartaveis e depositadas em tubos plasticos de centrifuga
ja contendo solucdo de citrato trissédico diidratado 3,8 % (9:1, v/v), como
anticoagulante.

Os testes adequados para esse estudo foram realizados sempre, em um periodo

de até 3 h ap6s a colheita da amostra.

4.3.2 Obtencao de plasma rico em plaquetas

Inicialmente, o plasma rico em plaquetas (PRP) foi separado apds a
centrifugacdo da amostra de sangue (2 vezes) a 1000 rpm, por 6 min, a temperatura
ambiente. O plasma pobre em plaguetas (PPP) foi, em seguida, separado, ap0s a

centrifugacdo do restante da amostra a 3000 rpm, por 15 min, a temperatura ambiente.
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A contagem de plaquetas no PRP foi feita segundo o método descrito por
Brecher e Cronkite (1950), utilizando um microscopio 6tico comum. O numero foi
ajustado, sempre que necessario, para aproximadamente 260.000 plaquetas/mm?,
utilizando o PPP para a diluicdo do PRP. Finalmente, o PRP acondicionado em tubo

plastico tampado foi reservado para a realizacéo dos testes de agregacéo plaquetaria.

4.3.3 Teste de agregacdo plaquetaria em PRP

Os testes de agregacdo plaquetaria foram realizados segundo o método
turbidimétrico descrito por Bom e Cross (1963), utilizando o agregdmetro e
registrador acoplados. Em uma cubeta de vidro do agregdbmetro, o fendmeno €
induzido pela adicdo de um agente agregante ao PRP, o qual € mantido a uma
temperatura constante de 37 °C, sob agitacdo continua a 1200 rpm. A turvacdo do
PRP, devido a presenca de plaquetas em suspensdo, diminui quando ocorre a
agregacdo. Pela passagem de um feixe de luz através do PRP ha aumento na
transmitancia, cuja medida é feita espectrofotometricamente e registrada na forma de

uma curva gque expressa a velocidade e quantidade de agregacao.

4.3.4 Inibicdo da agregagdo plaquetaria induzida por diferentes agonistas em
PRP
A acéo inibitdria da FQ sobre a agregacdo plaquetaria foi determinada frente
aos seguintes agonistas: ADP, trombina, colageno, &cido araquiddnico e adrenalina.
No caso do ADP, trombina, colageno e acido araquiddnico foram utilizadas
amostras de sangue de 10, 12, 10 e 12 individuos respectivamente. A colheita do
sangue (amostra de 20 ml de cada doador) e a preparacdo do PRP foram realizados
conforme descrito em 4.3.1 e 4.3.2 respectivamente. Com a adrenalina o PRP
empregado ndo foi proveniente de amostra de sangue de um individuo, mas de uma
mistura (“pool”) de plasmas ricos em plaquetas obtidos de varias pessoas. Em cada um
dos 6 ensaios realizados, foi utilizado um “pool” de PRP diferente.
Para cada amostra ou “pool” de PRP, FQ foi testada nas concentracdes de

17,8, 35,7 e 71,4 pg/ml. A curva de agregacao plagquetéria, para cada concentracdo de

FQ, foi obtida transferindo uma aliquota de 450 pl de PRP e a solucdo da fragdo para
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uma cubeta do agregdmetro. Apo6s a incubacdo dessa mistura por 5 min a 37 °C 0
agonista foi acrescentado. A curva de agregacdo do agonista (controle) foi obtida
como descrito acima, exceto que neste caso o PRP foi incubado com salina (veiculo de
dissolucdo de FQ). As curvas relativas as diferentes concentracdes de FQ foram
obtidas entre curvas (controle) do agonista. A altura de cada curva, da linha de base
onde teve inicio até o seu ponto méximo de agregacdo, foi medida em centimetros,
com o auxilio de uma régua. A inibicdo da agregacdo plaquetaria foi observada por
comparacdo da altura de cada uma das curvas referentes as diferentes concentragdes da
fracdo com o valor médio da altura da curva do agonista (controle), em duplicata.

A solucdo de ADP foi utilizada na concentracdo final de 3 |IM no meio de
reacdo para obter a curva de agregacao expressa em 2 fases, ou seja, na forma de uma
onda dupla. As solugbes de trombina, coldgeno e acido araquidoénico foram
empregadas nas concentracOes finais de 3,04 U/ml, 2,86 pg/ml e 285,7 pg/ml
respectivamente no meio de reacdo, para obter curvas de agregacdo plaquetaria que
representam 90 % da resposta maxima. A solugdo de adrenalina na concentracéo final
de 23,45 pg/ml no meio de reacgdo, foi utilizada para a obtencdo da curva de agregacao
(onda dupla) expressa em 2 fases.

No caso do ADP, trombina, colageno e é&cido araquiddnico, a analise
estatistica foi realizada, submetendo-se os dados obtidos a analise de variancia
(ANOVA) para medidas repetidas seguida pelo teste de Tukey - Kramer para
comparacOes multiplas. Os dados obtidos com a adrenalina foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey - Kramer para comparagdes
maltiplas. Para isso foi empregado o programa de computador, GraphPad InStat
(1993).

4.3.5 Determinacdo da concentracdo inibitéria 50% da fracdo quinona para
diferentes agonistas

Para a determinacdo da concentracdo inibitéria 50 % da fracdo quinona, 0s

dados obtidos frente aos agonistas testados foram primeiramente convertidos em

valores de porcentagem de inibicdo da agregacdo plaquetaria em relagcdo ao controle (0

% de inibi¢do). Utilizando o programa de computador, GraphPad InStat (1993), as
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diferentes concentragdes de FQ e seus correspondentes valores, em porcentagem de
inibicdo, foram empregados no célculo da reta de regressdo e das concentracOes
inibitérias 16 % (1C16), 50 % (IC50) e 84 % (1C84) de FQ, para cada um dos ensaios
realizados. As médias de 1C16, IC50 e IC84 de FQ foram entdo determinadas para
cada um dos agonistas testados e a partir desses valores, utilizando a analise quantal de
Litchfield e Wilcoxon (1949) como procedimento estatistico, foram calculados o
limite inferior e superior do valor de 1C50 e a inclinacdo da reta, para cada agonista.
Foram realizados testes de paralelismo com as retas e os valores de IC50 foram
comparados entre si, para avaliar a poténcia com que FQ inibe a agregacao plaquetaria

induzida pelos diferentes agonistas.

4.3.6 Avaliacdo da influéncia do tempo de incubacdo sobre a inibicdo da

agregacdo plaquetaria pela fracdo quinona

A influéncia do tempo de incubacdo de FQ com o PRP, sobre a inibicdo da
agregacdo plaguetaria, foi avaliada frente ao ADP, trombina, colageno, é&cido
araquidonico e adrenalina, utilizando amostras de sangue de 3 individuos para cada um
desses agonistas. A colheita do sangue (amostra de 20 ml de cada voluntério) e a
preparacdo do PRP foram realizados conforme descrito em 431 e 432
respectivamente. Para cada amostra, FQ foi testada na concentragdo de 35,7 pg/ml,
com os periodos de incubacdo de 5, 10 e 20 min. As curvas de agrega¢do do agonista
(controle) e na presenca de FQ, observando os periodos crescentes de tempo de
incubacdo, foram obtidas para o ADP, trombina, colageno, acido araquidénico e

adrenalina, como especificado em 4.3.4.

4.3.7 Avaliacdo das plaguetas quanto a sua capacidade de agregar novamente
apos a inibicéo pela fracéo quinona

A restauracdo da capacidade de agregacdo das plaquetas, apds a sua inibicdo

por FQ na concentracdo de 71,4 pg/ml, foi determinada frente a trombina e ao &cido

araquidonico, utilizando amostras de sangue de 4 individuos para cada um desses

agonistas. A colheita do sangue (amostra de 20 ml de cada voluntario) e a preparacao

do PRP foram realizados conforme descrito em 4.3.1 e 4.3.2 respectivamente.
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Inicialmente, foi demonstrado o efeito inibitorio de FQ sobre a agregacéo
plaguetaria induzida pelo agonista em PRP. Para isso, todo o PRP obtido de uma
amostra foi dividido em partes iguais, em 2 tubos plasticos de centrifuga de 15 ml.
Uma parte do PRP foi incubada com FQ, em um banho de &gua a 37 °C, por 5 min.
Apb6s a incubacdo, uma aliquota de 450 pl dessa mistura (contendo FQ na
concentracdo de 71,4 pg/ml) foi transferida para uma cubeta do agregdmetro e a curva
de agregacdo foi entdo obtida, acrescentando o agonista, trombina ou o acido
araquidonico, conforme especificado em 4.3.4. A outra parte do PRP foi incubada com
salina, para a obtencdo da curva de agregacdo do agonista (controle), procedendo
como descrito acima.

Posteriormente, as plaquetas que haviam sido inibidas por FQ foram avaliadas
quanto a sua capacidade de voltar a agregar novamente, apds a lavagem. Para isso, a
porgéo restante do PRP incubado com FQ, teve seu pH ajustado para 6,5 com solugédo
de &cido citrico 5 % e as plaquetas foram entdo lavadas para a retirada de FQ do meio
de reacdo. O procedimento de lavagem utilizado seguiu 0 método de Mustard e cols.,
(1972), com algumas modificagOes introduzidas de acordo com a metodologia descrita
por Mustard e cols., (1989) e Zucker (1989). O tampdo Tyrode/ACD (2:1 v/v), pH 6,5
foi empregado para a lavagem das plaquetas por 2 vezes. Primeiramente, o tubo
contendo o PRP, preenchido até o maximo de sua capacidade com o tampdo, foi
submetido a centrifugacdo a 3.000 rpm, por 15 min., a temperatura ambiente. Apos
descartar o0 sobrenadante, o precipitado de plaquetas resultante foi ressuspenso em
pequeno volume do tampdo. Novamente, o tubo foi preenchido com o tampéo e
centrifugado nas mesmas condi¢Oes descritas anteriormente.

O sobrenadante foi desprezado e o preciptado de plaquetas foi ressuspenso em
1 ml do tampéo de lavagem. A contagem das plaquetas foi feita como especificado em
4.3.2 e seu numero foi ajustado para 260.000 plaquetas/mm , utilizando para isso o
tampdo Tyrode/Ca , pH 7,4. Finalmente, uma aliquota de 450 pl da suspensdo de
plaquetas lavadas foi transferida para uma cubeta do agregbmetro e a curva de
agregacdo foi entdo obtida acrescentando o0 agonista, trombina ou o 4cido

araquidonico, como especificado em 4.3.4. A porcdo restante do PRP incubado com
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salina foi submetida a lavagem, para a obtengdo da curva de agregacdo do agonista

(controle) com a suspensdo de plaquetas lavadas, procedendo como descrito acima.

4.3.8 Determinacdo da potencializacdo pela fracdo quinona da acédo inibitéria da
aspirina sobre a agregacao plaquetéaria

A potencializacdo por FQ da atividade inibitdria da aspirina sobre a agregacéo
plaguetaria foi determinada em PRP proveniente de um “pool” obtido conforme
descrito em 4.3.4. Em cada um dos 3 ensaios realizados, foi utilizado um “pool” de
PRP diferente.

Primeiramente, foi determinada a curva (concentragdo-resposta) de inibigédo da
agregacdo plaquetaria pela aspirina. Nos experimentos subsequentes foi usada a
concentracdo de aspirina (25 pM) que causou em média 10 % do seu efeito maximo.
Do mesmo modo que a aspirina, FQ foi empregada na concentragdo de 17,8 pg/ml
para produzir o menor efeito inibitério sobre a agregacdo plaquetaria induzida pelo
acido araquidénico (AA) na concentracdo de 285,7 pg/ml.

A curva de agregacdo de FQ na presenca de aspirina foi obtida transferindo
para uma cubeta do agregdmetro 450 pl de PRP e aspirina 25 pM. Ap0s a incubacao
dessa mistura a 37 °C por 5 min, FQ 17,8 pg/ml foi acrescentada e a incubacdo foi
mantida por mais 5 min, antes da adicdo de AA. A curva de agregacdo de AA
(controle) foi obtida como descrito anteriormente, exceto que nesse caso 0 PRP foi
incubado com o veiculo de dissolugéo da aspirina (solugéo de bicarbonato de sodio 0,1
M) nos primeiros 5 minutos. Em seguida, o veiculo de dissolucdo de FQ (salina) foi
acrescentado e a incubagdo foi mantida por mais 5 min., antes da adicdo de AA.
Curvas de agregacdo foram também obtidas por incubacdo de PRP apenas com a
aspirina 25 pM ou FQ 17,8 pg/ml por 5 min a 37 °C, antes da adi¢do de AA. As curvas
referentes a aspirina, FQ e FQ na presenca de aspirina foram obtidas entre curvas de
AA (controle). Para a analise estatistica, os dados obtidos foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey - Kramer para comparagdes

maultiplas.
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4.3.9 Determinacdo da potencializacdo pela fracdo quinona da acdo inibitoria da
pentoxifilina sobre a agregagdo plaguetaria

A potencializacdo por FQ da atividade inibitéria da pentoxifilina (PTX) sobre
a agregacdo plaquetéria foi determinada em PRP proveniente de um “pool” obtido
conforme descrito em 4.3.4. Em cada um dos 10 ensaios realizados, foi utilizado um
“pool” de PRP diferente.

Primeiramente, foi determinada a curva (concentracdo-resposta) de inibicédo da
agregacdo plaquetaria por PTX. Nos experimentos subseqlentes foi usada a
concentracdo de PTX (222,2 pg/ml) que causou em média 8 % do seu efeito maximo.
Do mesmo modo que PTX, FQ foi empregada na concentracdo de 17,8 pg/ml para
produzir o menor efeito inibitorio sobre a agregacdo plaquetaria induzida por ADP 3
pM.

A curva de agregacao de FQ na presenca de PTX foi obtida como especificado
em 4.3.8, com as seguintes variacdes: PTX 222,2 pg/ml e o ADP foram utilizados no
lugar da aspirina e de AA respectivamente. A curva de agregacéo controle do agonista
(ADP) foi obtida como descrito em 4.3.8, exceto que neste caso o PRP foi incubado
com salina (veiculo de dissolucdo de PTX e de FQ) por 10 min. Utilizando o ADP,
curvas de agregacao foram também obtidas apenas para PTX 222,2 pg/ml (no lugar da
aspirina) e FQ 17,8 pg/ml, conforme especificado em 4.3.8. As curvas referentes a
PTX, FQ e FQ na presenca de PTX foram obtidas entre curvas do ADP (controle). A

analise estatistica dos dados obtidos foi realizada conforme descrito em 4.3.8.

4.3.10 Determinagéo da acdo da fragdo quinona sobre a inibicdo da agregagéo

plaquetaria causada pela L-arginina

A acdo da FQ, sobre a inibicdo da agregacdo plaquetaria causada pela L-
arginina (L-arg.), foi determinada em PRP proveniente de um “pool” obtido como
descrito em 4.3.4. Em cada um dos 8 ensaios realizados foi utilizado um “pool” de
PRP diferente.

Primeiramente, foi determinada a curva (concentracdo-resposta) de inibi¢éo da

agregacdo plaquetaria por L-arg. Nos experimentos subseqlientes foi usada a
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concentracdo de L-arg. (2,7 mg/ml) que causou em média 8 % do seu efeito maximo.
Do mesmo modo que L-arg., FQ foi empregada na concentragdo de 17,8 pg/ml para
produzir o menor efeito sobre a agregacdo plaquetéria induzida por colageno 2,86
pg/ml.

A curva de agregacdo de FQ na presenca de L-arg. foi obtida como
especificado em 4.3.8, com as seguintes variagfes: L-arg. 2,7 mg/ml e o colageno
foram utilizados no lugar da aspirina e do AA respectivamente. A curva de agregacéo
controle do agonista (colageno) foi obtida como descrito em 4.3.8, exceto que neste
caso 0 PRP foi incubado com salina (veiculo de dissolucdo da L-arg. e de FQ) por 10
min. Utilizando o colageno, curvas de agregacdo foram também obtidas para a L-arg.
2,7 mg/ml e FQ 17,8 pg/ml, conforme especificado em 4.3.8. As curvas referentes a L-
arg., FQ e FQ na presenca de L-arg. foram obtidas entre curvas do colageno (controle).

A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada conforme descrito em 4.3.8.

4.4 Determinacdo da atividade inibitoria da fracdo quinona de A. oncocalyx sobre
a agregacao de plaquetas de ratos in vitro

4.4.1 Colheita do sangue

O sangue para a realizagdo desse estudo foi obtido de ratos Wistar, machos
(180 - 230 g), aparentemente normais e saudaveis e mantidos em jejum por um
periodo de 12 h anterior a colheita.

As amostras de sangue foram colhidas do plexo orbicular, por puncéo
utilizando um tubo capilar, sob leve anestesia com eter e depositadas em tubos
plasticos de centrifuga ja contendo solucéo de citrato trissodico diidratado 3,8 % (9:1,

v/v), como anticoagulante.

4.4.2 Obtencéo do “pool” de plasma rico em plaquetas

Amostras de sangue de varios animais foram colhidas como descrito em 4.4.1
e 0s plasmas ricos em plaguetas, preparados conforme especificado em 4.3.2, foram

entdo misturados para formar um “pool” proveniente das diferentes amostras.
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Os testes de agregacdo plaquetaria em PRP foram realizados segundo o
método de Bom e Cross (1963), conforme descrito em 4.3.3, sempre em um periodo

de até 3 h apds a colheita do sangue.

4.4.3 Inibicdo da agregacdo plaquetaria induzida por diferentes agonistas em
PRP

A acdo inibitoria de FQ, sobre a agregacdo plaquetaria induzida por ADP e
trombina foi determinada em PRP proveniente de um “pool” obtido conforme descrito
em 4.4.2. Com cada agonista foram realizados 6 ensaios utilizando “pools” de PRP
diferentes.

FQ foi testada nas concentragdes de 88,9 e 177,8 pg/ml e a curva de agregacao
para cada uma dessas concentracdes foi obtida transferindo uma aliquota de 450 pl de
PRP e a solucdo da fragdo para uma cubeta do agregdbmetro. Apds a incubacdo dessa
mistura a 37 °C, por 5 min., o agonista foi acrescentado. A curva de agregacdo do
agonista (controle) foi obtida como descrito anteriormente , exceto que o PRP foi
incubado com o veiculo de dissolugdo de FQ (salina). As curvas referentes as
diferentes concentracdes de FQ foram obtidas entre curvas do agonista (controle). As
solucbes de ADP e trombina foram utilizadas nas concentragdes de finais de 20 pM
15,8 U/ml, respectivamente, no meio de reacdo e as curvas de agregacdo obtidas
(correspondendo a cerca de 90 % da resposta maxima) foram reversiveis. A andlise

estatistica dos dados obtidos foi realizada como especificado em 4.3.8.

4.5 Determinagdo da atividade da fracdo quinona de A. oncocalyx administrada
pela via intraperitoneal sobre a agregacdo de plaquetas em ratos

Ratos Wistar, machos (180 -230 g), foram divididos em grupos de 6 animais

cada (tratados com FQ e controle). Um grupo foi tratado com FQ na dose de 10 mg/kg,

no volume de 10 ml/kg, i.p., 1 vez ao dia, durante 5 dias. O grupo controle recebeu

salina (veiculo de dissolucdo de FQ) no volume de 10 ml/kg, i.p. No quinto dia, 30

min. apos o tratamento, o sangue dos animais foi colhido conforme descrito em 4.4.1.
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A determinacéo ex vivo, da atividade da FQ sobre a agregacdo plaquetaria, foi
feita em PRP proveniente de um “pool” obtido, como especificado em 4.4.2, para cada
um dos grupos (tratado com FQ e controle).

A curva de agregacdo (em duplicata), referente ao grupo tratado com FQ, foi
obtida transferindo uma aliquota de 450 pl de PRP, do “pool” obtido desses animais,
para uma cubeta do agregdmetro, a qual foi acrescentado o ADP na concentracdo de
20 pM. A curva de agregacdo do ADP (controle) foi obtida como descrito
anteriormente, exceto que nesse caso foi utilizado o “pool” de PRP proveniente do
grupo de animais que receberam salina.

O efeito de FQ nas doses de 30 e 60 mg/kg, administradas no volume de 10
ml/kg, i.p., 1 vez ao dia, durante 5 dias, foi avaliado como descrito antes. A Unica
variacdo foi que o grupo controle recebeu DMSO 2 % em salina (veiculo de dissolucéo
de FQ nessas doses) no volume de 10 ml/kg, i.p.

Com cada uma das doses de FQ testadas foram realizados 4 experimentos. O
teste t student ndo pareado foi utilizado para a analise estatistica dos dados obtidos
com FQ 10 mg/kg. No caso das doses de 30 e 60 mg/kg a andlise estatistica dos

resultados foi realizada como especificado em 4.3.8.

4.6 Avaliacdo da administracdo oral por tempo prolongado da fracdo quinona de
A. oncocalyx sobre a agregacdo plaquetaria e parédmetros hematoldgicos e
bioquimicos do sangue em ratos

Ratos Wistar, machos (180 - 230 g) foram divididos em 2 grupos de 6 animais
cada. Um grupo foi tratado com FQ na dose de 50 mg/kg, no volume de 10 ml/kg, v.o.,
1 vez ao dia, durante 15 dias. O grupo controle recebeu DMSO 2 % em salina (veiculo
de dissolucdo de FQ) no volume de 10 ml/kg, v.o.

Os parametros hematoldgicos e bioquimicos foram avaliados em cada um dos
animais dos grupos (tratado com FQ e controle), antes e no final do tratamento. Os
testes de agregacdo plaquetaria foram realizados no sétimo e no ultimo dia, com |h
apo6s o tratamento. Para isso, o0 sangue dos animais (em jejum prévio por 12 h) foi

colhido conforme descrito em 4.4.1. Os parametros hematologicos e bioquimicos
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foram determinados em sangue, com EDTA (1-2 mg/ml) como anticoagulante e soro,
respectivamente, por métodos apropriados a automatizacdo, no Laboratério Central do
Hospital Universitario da UFC. A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada
conforme descrito em 4.3.8.

O efeito de FQ sobre a agregacdo plaquetaria foi determinado a partir de
sangue, com solucdo de citrato trissodico diidratado 3,8 % (9:1, v/v) como
anticoagulante, utilizando PRP proveniente de um “pool” obtido (como especificado
em 4.4.2) para cada um dos grupos, tratado com FQ e controle. Curvas de agregacao
(em duplicata) induzidas por ADP foram obtidas (conforme descrito em 4.5) para cada

um desses grupos.

4.7 Determinacdo da atividade da fracdo quinona de A, oncocalyx sobre o tempo
de sangramento em camundongos

4.7.1 Apbs a administracdo intraperitoneal

Camundongos Swiss, machos (25 - 30 g) foram divididos em grupos (tratados
com FQ e controle). FQ foi testada nas doses de 10 e 30 mg/kg, i.p., administradas no
volume de 10 ml/kg, uma Unica vez. O grupo controle recebeu salina (veiculo de
dissolucéo de FQ) no volume de 10 ml/kg, i.p.

O tempo de sangramento foi medido (em segundos) antes e com 1, 3, 6 e 24 h
ap0s o tratamento, segundo o método modificado de Tanaka e cols., (1998),
procedendo conforme descrito a seguir. No animal consciente, a cauda foi cortada a
cerca de 2 mm de sua extremidade, utilizando uma lamina. Em seguida, o tempo de
sangramento foi medido, observando a mancha de sangue produzida pelo corte em um
papel de filtro, a intervalos de aproximadamente 30 seg. O periodo de tempo decorrido
entre a incisdo e o estancamento do sangue foi registrado. A analise estatistica dos

dados obtidos foi realizada conforme descrito em 4.3.8.
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4.7.2 Apéds a administracdo oral

Camundongos Swiss, machos (25 - 30 g), mantidos previamente em jejum por
12 h, foram divididos em grupos (tratados com FQ e controle). FQ foi testada nas
doses de 50, 100 e 200 mg/kg, administradas no volume de 10 ml/kg, v.0., uma Unica
vez. O grupo controle recebeu DMSO 2 % em salina, (veiculo de dissolucdo de FQ) no
volume de 10 ml/kg, v.0., uma Unica vez.

O tempo de sangramento foi medido conforme o procedimento descrito em
4.7.1, exceto que nesse caso nado foi realizada a medida, com 6 h apds o tratamento. A

analise estatistica dos dados obtidos foi realizada conforme especificado em 4.3.8.

4.8 Determinacdo do numero de plaquetas em sangue total ap6s a administracao
intraperitoneal da fragdo quinona de A. oncocalyx em camundongos

Camundongos Swiss, machos (25 - 30 g) foram divididos em grupos (tratados
com FQ e controle). FQ foi testada nas doses de 30 ou 60 mg/kg, i.p., administradas no
volume de 10 ml/kg, uma Unica vez. O grupo controle recebeu DMSO 2 % em salina
(veiculo de dissolucdo de FQ) no volume de 10 ml/kg, i.p. Trés horas ap6s o
tratamento, o sangue dos animais foi colhido do plexo orbicular, conforme descrito em
4.4.1, utilizando o EDTA 1-2 mg/ml, como anticoagulante. O método de Rees -
Ecker (Platt, 1972), foi utilizado para a contagem de plaquetas, empregando-se
microscopio otico comum. A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada

conforme descrito em 4.3.8.

4.9 Determinacdo do efeito da fracdo quinona de A. oncocalyx sobre a
musculatura lisa vascular
Ratos Wistar, machos (200 - 250 g) foram sacrificados por deslocamento
cervical e a aorta toracica foi excisada e dissecada cuidadosamente para preservar o
maximo possivel a integridade da funcdo endotelial. Segmentos de aorta (anéis) de
aproximadamente 5 mm, foram montados horizontalmente em banhos para a obtencéo

de registro isométrico, atraves de transdutores de forca acoplados a um poligrafo de 4
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canais. Os anéis foram mantidos sob tensdo basal de ! g, em solucdo de Krebs-
Henseleit (pH 7,4; 37 °C) de composicdo (mM): NaCl 118, KC1 4,7, CaCl2 1,8,
MgSO4 1,2, KH2PO4 1,2, NaHCO3 25, glicose 5,5 e oxigenados com a mistura de 95
% de O2 e 5% de CO2 Apo6s a montagem foi observado um periodo de repouso da
preparacdo por 1 hora, com lavagens sucessivas de 15 em 15 minutos antes do inicio
dos protocolos experimentais. Apds esse periodo, os anéis foram contraidos com
solucdo Krebs-Henseleit despolarizante [K+ 60 mM], obtida por substituicdo de NaCl
por KC1 em bases equimolares, para evidenciar a integridade da preparacdo e a
reprodutibilidade da resposta contratil. A subseqlente adi¢cdo de carbacol (ImM)
serviu para avaliar funcionalmente a preservacdo do endotélio. A seguir curvas
concentracdo-efeito (4 no total) foram construidas, variando linearmente a
concentracdo de FQ de 0,22 a 225,28 p.g/ml. Os dados expressos como porcentagem
da contracéo tonica induzida pela solugéo despolarizante (% KC1) foram apresentados
como resposta maxima (Rmax) e concentracdo necessaria para produzir 50% da
(CE5S0), com intervalo de confianca de 95 %. O célculo da CE50 foi realizado por
interpolacdo logaritmica, utilizando o programa de computador “GRAPH PAD PRISM
2.0 for Windows”.

4.10 Detgrminagéo da atividade antioxidante da fracdo quinona de A. oncocalyx
in vitro

A atividade antioxidante de FQ foi determinada com base na sua capacidade

de inibir a lipoperoxidacdo que ocorre espontaneamente, quando o homogeneizado de

cérebro de rato é incubado sob condicBes controladas, conforme o método de Stocks e

cols., (1974). A producdo de substancias reativas com o acido tiobarbitdrico (TBARS)

e a emissdo de quimiluminescéncia (QL) foram os parametros utilizados para a

avaliacdo do grau de peroxidacéo lipidica.

4.10.1 Obtencdo do homogeneizado de cérebro de rato

Ratos Wistar, machos (180 - 230 g) foram utilizados para a obtencdo do

homogeneizado de cérebro, conforme descrito a seguir. Os animais foram anestesiados
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com eter e sacrificados por deslocamento cervical. Em seguida, o cérebro foi
submetido a perfusdo através da veia cava superior, com solugcdo tampéo fosfato -
salina, pH 7,4 (contendo fosfato de potassio 40 mM e cloreto de sodio 140 mM),
gelada. Posteriormente o cérebro foi removido e homogeneizado em um volume de
tampdo de 4 vezes o seu peso. O homogeneizado foi centrifugado a 1000 g, na
temperatura de 4 °C, por 15 min e o sobrenadante foi separado e diluido (3 vezes) com

0 tampao fosfato - salina. Este foi,entdo, reservado para a determinacdo de TBARS e

QL.

4.10.2 Determinacédo de substancias reativas com o acido tiobarbiturico

No homogeneizado diluido, obtido como descrito em 4.10.1, TBARS foi
determinado antes e ap0s a incubacdo do homogeneizado, na auséncia e na presenca de
FQ, de acordo com o método de Fee e Teitelbaum (1972), procedendo como descrito a
seguir. FQ foi testada nas concentragdes de 16,39; 8,20; 4,10; 2,05 e 1,03 pg/ml e para
isso a fracdo na concentracdo final desejada e no volume de 50 pl, foi adicionada a
uma amostra (em duplicata) de 3 ml do homogeneizado. Uma aliquota de 1 ml dessa
mistura foi transferida para um tubo de centrifuga (To) e reservada. Esta serviu para a
determinacdo de TBARS, antes da incubagdo. O conteudo restante da mistura foi
incubado por 60 min, sob agitacdo em um banho de agua a 37 °C, regulado para
desenvolver 160 oscilagbes por min. Uma aliquota de 1 ml dessa mistura foi
transferida para um tubo de centrifuga (T60), a qual serviu para a determinacdo de
TBARS, apo0s a incubacdo. A cada um dos tubos (To e Teo) foi adicionado | ml de
solucdo de acido tricloroacetico (TCA) 5 %. ApoOs a agitacdo, os tubos foram
submetidos a centrifugacdo a 3000 rpm, por 15 min. O volume de 1! ml do
sobrenadante foi transferido para seu respectivo tubo de ensaio, ao qual foi
acrescentado 1 ml de solucdo de &cido tiobarbiturico (TBA) 0,67 %. Apos a agitacao
vigorosa, 0s tubos (To e T60) foram mantidos em banho de agua fervente por 20 min.
Em seguida, os tubos foram colocados em banho de gelo e apos o seu resfriamento até
a temperatura ambiente, a absorbancia do pigmento de cor rosa formado foi medida a

535 nm em um espectrofotdmetro. A determinacdo de TBARS no controle foi
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realizada em uma amostra (em duplicata) de 3 ml do homogeneizado, acrescida de
salina (veiculo de dissolucéo de FQ) no volume de 50 pl.

Para cada concentracdo testada, a capacidade antioxidante (CAO) de FQ,
expressa em porcentagem em relagdo ao controle foi calculada empregando a seguinte

equacao:

(CA®°) TBARS = 100 J TBARS" - TBARS;
\ TBARS" - TBARS’O/

Onde TBARS’60 e TBARS6o representam as médias dos valores de absorbancia (em
duplicata) medidos apds a incubacdo (por 60 minutos) do homogeneizado, na auséncia
(controle) e na presenca de FQ respectivamente. TBARS’0 e TBARS0 representam as
médias dos valores de absorbancia (em duplicata) determinados antes da incubacdo do

homogeneizado, na auséncia (controle) e na presenca de FQ respectivamente.

4.10.3 Medida de quimiluminescéncia

No homogeneizado diluido, obtido como descrito em 4.10.1, a QL foi
determinada antes e apds a incubacdo do homogeneizado, na auséncia e na presenca de
FQ, conforme descrito a seguir. FQ foi testada nas concentracdes de 8,20; 4,10; 2,05 e
1,02 pg/ml e para isso a fracdo, na concentracdo final desejada e no volume de 50 pl,
foi adicionada a uma amostra (em duplicata) de 3 ml do homogeneizado. Apés a
agitacdo da mistura, a QL emitida foi medida como descrito por Lissi e cols., (1986),
utilizando um contador de cintilacdo liquida. A determinacdo de QL no controle foi
realizada em uma amostra (em duplicata) de 3 ml do homogeneizado, acrescida de 50
pl de salina.

Para cada concentragdo testada, a capacidade antioxidante de FQ (CAO),
expressa em porcentagem em relacdo ao controle, foi calculada empregando a seguinte

equacéo:

(CAO) 5 —100 1.QLE- QLo
QL'm- QL
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Onde QL’60 e QL60 representam as médias dos valores de QL (em duplicata) medidos
apds a incubacdo (por 60 minutos) do homogeneizado, na auséncia (controle) e na
presenca de FQ respectivamente. QL’0 e QLq representam as médias dos valores de
QL (em duplicata) determinados antes da incubacdo do homogeneizado, na auséncia

(controle) e na presenca de FQ respectivamente.

4.11 Determinacdo da atividade antioxidante da fracdo quinona de A. oncocalyx
in vivo

4.11.1 Hepatotoxicidade induzida por tetracloreto de carbono em rato

e Avaliacdo da funcdo hepética, observacdo histopatoldgica e medida dos niveis
de lipoperoxidacéo no tecido, 72 h apds a administracdo de CCl4
A acdo da FQ na hepatotoxicidade causada pelo CCl4 foi determinada de

acordo com Lin e cols (1998), conforme descrito a seguir.
=> Protocolo de administracdo de FQ e coleta do tecido

Ratos Wistar, machos (180 - 230 g) foram divididos em 4 grupos de 8 animais
cada. O grupo 1, que serviu de controle, recebeu o veiculo de dissolucdo de FQ (salina
10 ml/kg, i.p.) e o veiculo de dissolucdo de CCL (6leo de oliva 3 ml/kg, s.c.). Nos
animais dos outros 3 grupos, a solucdo de CCI4 50 % em 6leo de oliva foi injetada no
volume de 3 ml/kg, s.c. Os grupos 3 e 4 foram tratados com FQ nas doses de 10 e 30
mg/kg, no volume de 10 ml/kg, i.p., respectivamente, 30 min antes e 24 e 48 h apos a
injecdo de CCI4. O sangue dos animais, para a medida da funcdo hepatica, foi colhido
conforme descrito em 4.4 1, utilizando a heparina como anticoagulante, 72 h ap6s a
administracdo do CCl4. Em seguida, cada animal foi sacrificado e o figado removido.
Uma parte do figado, foi fixada em formalina neutra a 10 % e reservada para a
observacdo histopatologica. Outra porcdo serviu para a medida dos niveis de

lipoperoxidacgao.
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=> Medida da funcao hepética

As amostras de sangue, apés a colheita realizada como descrito anteriormente,
foram submetidas a centrifugacdo a 3000 rpm, por 5 min e o plasma foi separado para
a determinacdo da atividade das enzimas alanina amino transferase (ALT/GPT) e
aspartato amino transferase (AST/GOT), por métodos apropriados a automatizacao, no
Laboratdrio Central do Hospital Universitario da UFC. A analise estatistica dos dados

obtidos foi realizada conforme descrito em 4.3.8.
=> Observacao histopatoldgica

O tecido hepatico reservado para a observacdo histopatoldgica, ap6s uma
semana de fixacdo em solucdo de formalina neutra a 10 %, foi desidratado com a
sequiéncia de solucgdes aquosas contendo etanol 50 - 100 % e embebido em parafina.
Cortes em secOes de 5 pm foram corados com hematoxilina - eosina e observados com
0 auxilio de um microscopio ético.

As alteracbes morfologicas investigadas foram as seguintes: alteracdo

gordurosa, infiltracdo de linfocitos e necrose celular.
=> Medida dos niveis de lipoperoxidacéo no tecido hepatico

O grau de lipoperoxidacdo no tecido hepatico homogeneizado foi medido
através da determinacdo dos niveis de TBARS, conforme o método de Huong e cols.,
(1998), seguindo o protocolo descrito a seguir.

Uma porcdo do figado foi homogeneizada em um volume de 9 vezes o seu
peso, com solucdo de KC1 1,15 %, gelada. Em um tubo de centrifuga, foram
adicionados 0,5 ml do homogeneizado, 0,9 ml de tampéo fosfato 50 mM, pH 7,4 e 0,5
ml do sistema catalizador da formacéo de radicais livres, contendo FeSC>4 0,01 mM e
acido ascérbico 0,1 mM. Apds a incubacdo dessa mistura a 37 °C, por 30 min, a reacao
foi interrompida pela adicdo de ! ml de solucdo de TCA 10 %. Em seguida, a mistura
foi submetida a centrifugacdo a 3000 rpm por 15 min, o sobrenadante foi separado e

acrescido de 1 ml de solucdo de TBA 0,8 %. Apds a agitacdo, essa mistura foi mantida
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em um banho de agua fervente por 15 min e em seguida colocada em um banho de
gelo. Aguardado o resfriamento até a temperatura ambiente, a absorbancia do
pigmento de cor rosa formado foi medida a 532 nm utilizando um espectrofotdmetro.
Os dados, calculados a partir de uma curva padrdo de malonildialdeido (MDA),
expressos em nmol de MDA/g de tecido, foram submetidos a analise estatistica

realizada como especificado em 4.3.8.
4.11.2 Prolongamento por CCI4 do tempo de sono induzido por pentobarbital

Camundongos Swiss, machos (25 - 30 g) separados em grupos de 10 animais
cada (tratados com FQ e controle) foram utilizados para o estudo da acdo de FQ,
diretamente sobre o tempo de sono induzido por pentobarbital e sobre o
prolongamento por CCl4 do tempo de sono induzido pelo pentobarbital, de acordo com
Monttila e cols., (1990), conforme descrito a seguir.

A acdo direta de FQ foi investigada, nas doses de 10 e 30 mg/kg,
administradas no volume de 10 ml/kg, i.p., uma Unica vez, 30 min antes do tratamento
dos animais com pentobarbital na dose de 40 mg/kg, no volume de 10 ml/kg, i.p. O
tempo de sono (periodo que o animal permaneceu dormindo) foi registrado em
segundos, apos a injecdo de pentobarbital. O grupo controle recebeu salina (veiculo de
dissolucdo de FQ), no volume de 10 ml/kg, i.p.

FQ também foi testada nas doses de 10, 30, 100 e 200 mg/kg, administradas
no volume de 10 ml/kg, v.0., uma Unica vez, 60 min antes da administracdo do
pentobarbital 40 mg/kg, i.p. O tempo de sono foi registrado em segundos, apds a
injecdo do pentobarbital. O grupo controle recebeu DMSO 2 % em salina (veiculo de
dissolucdo de FQ), no volume de 10 ml/kg, v.o. Os animais utilizados na execucéo
desse protocolo foram mantidos previamente em jejum por 12 h.

No protocolo de prolongamento da acdo do CCL4, FQ foi testada nas doses de
1, 10 e 30 mg/kg administradas no volume de 10 ml/kg, i.p., uma Unica vez. Para isso
foram utilizados 5 grupos de 10 animais cada. O grupo ! (controle) recebeu salina
(veiculo de dissolucdo de FQ) e o pentobarbital. Aos outros 4 grupos, a solugdo de

CCl4 20 % em 6leo de oliva foi injetada no volume de 3 mi/kg, s.c. Os grupos 3, 4 e 5
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foram tratados com FQ nas doses de 1, 10 e 30 mg/kg respectivamente, 30 min antes
da injecdo do CCl4. Aguardado o periodo de 24 h apos a administracdo do CCI4, os 5
grupos de animais foram tratados com o pentobarbital 40 mg/kg, i.p. e em seguida o
tempo de sono foi registrado em segundos.

FQ também foi testada nas doses de 10, 30 100 e 200 mg/kg, administradas no
volume de 10 ml/kg, v.0., uma Unica vez. Para isso foram utilizados 6 grupos de 10
animais cada. O grupo ! (controle) recebeu DMSO 2 % em salina (veiculo de
dissolucéo de FQ) e o pentobarbital. Aos outros 5 grupos, a solucdo de CCI4 20 % em
6leo de oliva foi injetada no volume de 3 ml/kg, s.c. Aguardado o periodo de 24 h apds
a administracdo do CCLj, os 6 grupos foram tratados com o pentobarbital 40 mg/kg,
I.p. e em seguida o tempo de sono foi registrado em segundos. Os animais utilizados
na execucdo desse protocolo foram mantidos previamente em jejum por 12 h. A

analise estatistica dos dados obtidos foi realizada como descrito em 4.3.8.

4.12 Determinacdo da atividade antiedematogénica da fracdo quinona de A.
oncocalyx

4.12.1 Modelo de edema de pata induzido por carragenina em rato

Ratos Wistar, machos (150 - 200 g) divididos em grupos de 6 animais, foram
utilizados para determinar a acdo da FQ no modelo de edema de pata induzido por
carragenina, segundo o método de Winter e cols., (1962), conforme descrito a seguir.

FQ foi testada nas doses de 1, 10 e 30 mg/kg, administradas no volume de 10
ml/kg, i.p., 30 min antes da injecdo intraplantar de 0,1 ml da solucdo de carragenina !
% na pata traseira, direita do animal. O volume da pata foi medido antes e com 1, 2, 3,
4 e 24 h apo6s a injecdo de carragenina, utilizando um pletismografo. O volume do
edema, com 1, 2, 3, 4 e 24 h ap6s a administracdo de carragenina, foi determinado pelo
calculo da diferenca entre o volume da pata medido nesses intervalos de tempo e o0 seu
volume determinado antes da inje¢do de carragenina. O grupo controle recebeu salina
(veiculo de dissolucdo de FQ) no volume de 10 ml/kg, i.p.

FQ também foi testada nas doses de 100 e 200 mg/kg, administradas no

volume de 10 ml/kg, v.0., uma Unica vez, 1 h antes da injecdo de carragenina. Para
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cada animal, o volume do edema foi determinado com 1, 2, 3, 4 e 24 h apds a
administragdo de carragenina, conforme descrito anteriormente. O grupo controle
recebeu DMSO 2 % em salina (veiculo de dissolucdo de FQ) no volume de 10 ml/kg,
v.0. Os animais utilizados nesse protocolo foram mantidos previamente em jejum por
12 h. A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada como especificado em
4.3.8.

4.12.2 Modelo de edema de pata induzido por dextrano em rato

Ratos Wistar, machos (150 - 200 g) divididos em grupos de 6 animais, foram
utilizados para determinar a acdo da FQ no modelo de edema de pata induzido por
dextrano, segundo o método de Parrat e West (1958), conforme descrito a seguir.

FQ foi testada nas doses de 1, 10 e 30 mg/kg, administradas no volume de 10
ml/kg, i.p., 30 min antes da injecéo intraplantar de 0,1 ml da solucdo de dextrano 1,5
% na pata traseira, direita do animal. O volume da pata foi medido antes e com 1, 2,
3 e 4 h apds a injecdo de dextrano, utilizando um pletismografo. O volume do edema,
com 16, 1, 2, 3 e 4 h ap6s a administracdo de dextrano, foi determinado pelo calculo da
diferenga entre o volume da pata medido nesses intervalos de tempo e 0 seu volume
determinado antes da injecdo de dextrano. O grupo controle recebeu salina (veiculo de
dissolucdo de FQ) no volume de 10 ml/kg, i.p. A analise estatistica dos dados obtidos

foi realizada conforme descrito em 4.3.8.

4.13 Determinacdo da atividade antinociceptiva da fracdo quinona de A.
oncocalyx

4.13.1 Teste de contor¢cdes abdominais induzidas pelo &cido acético em
camundongos
Camundongos Swiss, machos (20 - 30 g), divididos em grupos de 10 animais
foram utilizados para investigar a acdo da FQ no teste de contor¢cdes abdominais
induzidas pelo &cido acético em camundongos, segundo o método de Koster e cols.,

(1959), conforme descrito a seguir.
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FQ foi testada nas doses de 0,1, I,e 5 mg/kg, administradas no volume de 10
ml/kg, i.p., uma unica vez, 30 min antes da injecdo da solugdo de acido acético 0,6 %,
no volume de 10 ml/kg, i.p. A partir de 10 min apds o tratamento dos animais com o
acido aceético, o numero de contorcdes foi registrado durante 20 min O grupo controle
recebeu salina (veiculo de dissolugdo de FQ), no volume de 10 ml/kg, i.p. A anélise

estatistica dos dados obtidos foi realizada conforme descrito em 4.3.8.

4.13.2 Teste da formalina

Camundongos Swiss, machos (20 - 30 g), divididos em grupos de 6 animais
foram utilizados para determinar o efeito de FQ no teste da formalina, segundo o
método de Hunskaar e cols., (1985), conforme descrito a seguir.

FQ foi testada nas doses de 1, 5 e 10 mg/kg, administradas no volume de 10
ml/kg, i.p., uma Unica vez, 30 min antes da injecdo intraplantar de 20 p.l da solucédo de
formalina 1 %, na pata traseira, direita do animal. O tempo (em segundos), gasto pelo
animal lambendo a pata, foi registrado durante os primeiros 5 min (fase inicial) e com
20 até 25 min (fase tardia) apds a injecdo de formalina. O grupo controle recebeu
salina (veiculo de dissolucdo de FQ) no volume de 10 ml/kg, i.p. A meperidina
(farmaco opidide) foi utilizada como controle positivo, na dose de 20 mg/kg, no
volume de 10 ml/kg, i.p. Esse teste, de acordo com a recomendacéo de Tjolsen e cols.,
(1992), foi realizado a temperatura ambiente de 26 - 28°C, na auséncia de fatores
estressantes tais como sons, odores e grande luminosidade, que pudessem causar
alteracOes no comportamento dos animais.

Para investigar o envolvimento do sistema opioide, no efeito de FQ sobre a
nocicepgdo induzida por formalina, foram utilizados camundongos divididos em 5
grupos de 6 animais cada. O grupo ! (controle) recebeu salina. O grupo 2 foi tratado
com FQ na dose de 30 mg/kg, no volume de 10 ml/kg, i.p., uma unica vez, 30 min
antes da injecdo de formalina como descrito anteriormente. Ao grupo 3 foi
administrada morfina na dose de 5mg/kg, no volume de 10 ml/kg, i.p., uma Unica vez,
30 min antes da injecdo de formalina. O grupo 4 foi tratado com FQ 30 mg/kg, i.p., 15

min apds a administragdo de naloxona (antagonista opioide) na dose de 2 mg/kg, no
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volume de 10 ml/kg, s.c. e 30 min antes da injecdo de formalina. O grupo 5 recebeu
morfina 5 mg/kg, i.p., 15 min ap6s a administracdo de naloxona 2 mg/kg, s.c. e 30 min
antes da injecdo de formalina. A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada

como descrito em 4.3.8.

4.13.3 Teste da placa quente

Camundongos Swiss, machos (20 - 30 g), divididos em grupos de 10 animais
foram utilizados para investigar a acdo da FQ no teste da placa quente, segundo o
método de Eddy e Leimback (1953), conforme descrito a seguir.

No teste, foram empregados somente os animais previamente selecionados ou
seja, aqueles que ao serem colocados sobre uma placa de metal aquecida a 55,0 = 0,5
°C, responderam ao estimulo térmico em cerca de 20 segundos, lambendo as patas
traseiras e/ou saltando sobre a placa.

FQ foi testada nas doses de 5, 10 e 30 mg/kg, administradas no volume de 10
ml/kg, i.p., uma unica vez. Para cada animal, o tempo (em segundos) decorrido até a
manifestacdo da resposta ao estimulo termico, foi registrado antes e com 30, 60 e 90
min ap6s a administracdo de FQ. O grupo controle recebeu salina (veiculo de
dissolucdo de FQ) no volume de 10 ml/kg, i.p. A morfina, administrada na dose 5
mg/kg, no volume de 10 ml/kg, i.p., foi usada como controle positivo. Decorrido o
tempo méximo de 45 segundos, o animal que ndo reage deve ser retirado do teste e
substituido, evitando desse modo a ocorréncia de danos as suas patas. A analise

estatistica dos dados obtidos foi realizada conforme descrito em 4.3.8.
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5 RESULTADOS

5.1 Obtencéao da fragéo quinona de A. oncocalyx

A obtencdo da fracdo hidrossolivel de A. oncocalyx e sua determinacéo
qualitativa, utilizando a técnica de HPLC foram realizadas conforme descrito em 4.1.
Os cromatogramas resultantes da analise das solucdes de oncocalixona A e da fracdo
hidrossoluvel por HPLC sdo apresentados nas Figuras 7A e 7B.

A Figura 7A mostra que o tempo de retencdo da oncocalixona A foi de
4,03min e a Figura TB revela que o principal componente, representando cerca de 80
% da fracdo hidrossoluvel, tem o tempo de retencdo de 4,033 min., o qual é igual ao da
oncocalixona A, devendo por isso tratar-se desse composto. Esse fato originou a

denominacéo de fracdo quinona (FQ) dada a fracdo hidrossoluvel.

5.2 Avaliacdo da toxicidade aguda e de efeitos comportamentais da fracao
quinona A. oncocalyx em camundongos

A toxicidade aguda de FQ e seus efeitos, revelados por alteragbes no
comportamento em camundongos, foram determinados seguindo o procedimento
descrito em 4.2.

Os animais (em numero de 10) do grupo tratado com FQ, na dose de 500
mg/kg, i.p. apresentaram diminuicdo da motilidade, com posterior auséncia de
movimento das patas traseiras (queda do trem posterior), que evoluiu para a
imobilidade total. Nesse estado, 0s animais estavam conscientes e podiam responder a
estimulos. As mortes, provavelmente devido a parada respiratoria, ocorreram apés a
manifestacdo de depressdo respiratoria intensa. Apds o tratamento, a primeira morte no
grupo aconteceu com 35 min e decorridos 85 min, todos 0s animais haviam morrido;
eles apresentavam o focinho e as patas escurecidos (anoxia). Os animais do grupo
controle tiveram comportamento normal durante todo o periodo de observacdo (3
dias).
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FIGURAS - 7A (cromatograma da oncocalixona A) e 7B (cromatograma da fracéo
hidrossolivel de Auxemma oncocalyx). As solucfes de oncocalyxona A e da fragdo, cada
uma na concentracdo de ! mg/ml em acetonitrila - agua (1:1, v/v) e no volume de 20 p,|, foram
injetadas separadamente no HPLC, operando a 280 nm, com coluna (YMC-Pack) C-18 (250,0
x 4,6 mm D.I. e particulas de 5 p,m), fase mdvel acetonitrila - 4gua (1:1, v/v), velocidade de
fluxo de I ml/min e eluicdo isocratica a temperatura ambiente.
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Nos grupos tratados com FQ nas doses de 400 e 300 mg/kg, i.p., a toxicidade
aguda e a morte manifestaram-se como descrito anteriormente. No grupo que recebeu
FQ 400 mg/kg, todos os animais (n = 10) morreram durante o periodo de 72 min apds
0 tratamento. No grupo tratado com FQ 300 mg/kg, 8 dos 10 animais morreram nas 6
primeiras horas que se seguiram ao tratamento; com 93 min 5 dessas mortes ja haviam
ocorrido. Os 2 animais restantes foram encontrados mortos 24 h depois da
administragdo da fracdo. Os animais que serviram de controle para essas doses
apresentaram comportamento normal durante todo o periodo de observacéo.

Dois experimentos foram realizados com FQ na dose de 200 mg/Kg, i.p. Em
um deles, durante os 3 dias de observacdo apds tratamento, 1 animal morreu com 80
min e decorridas 24 h, foram encontrados 8 mortos e um vivo. O sobrevivente teve
comportamento normal em relagéo ao grupo controle. No outro experimento, durante o
periodo de observacdo ap0Os o tratamento, 3 animais morreram no prazo de 95 min, 4
foram encontrados mortos com 24 h e 3 permaneceram Vivos demonstrando
comportamento normal em relagéo ao grupo controle.

FQ na dose de 150 mg/kg, i.p. também foi testada 2 vezes. Em ambos ensaios
apenas 1 animal foi encontrado morto com 24 h ap6s o tratamento. Os demais
sobreviveram e apresentaram comportamento normal em relagdo ao grupo controle,
durante o periodo de observacao.

Nos animais dos grupos tratados com FQ nas doses de 100 e 50 mg/kg, i.p.
nenhum efeito foi observado.

A Tabela 1 mostra 0 numero de mortes em um grupo de 10 animais,
observadas com cada uma das doses de FQ testadas. Esses dados foram utilizados para
a determinacdo dos valores da DL50 de FQ e de seus limites inferior e superior,
conforme descrito em 4.2. A DL50 da fragdo quinona administrada por via
intraperitoneal em camundongos foi 182,16 mg/kg (162,03 - 209,13).

Os animais dos grupos tratados com FQ nas doses de 500, 200, 150, 100 e 50

mg/kg, v. 0. tiveram comportamento normal em relacdo a seus respectivos
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TABELA 1 - Numero de mortes causadas por diferentes doses da fracdo quinona
(FQ) de Auxemma oncocalyx

Grupo N° de mortes/n° total de animais

Controle 0/10
(DMSO 2 % em salina 10 ml/kg, i.p.)

FQ 500 mg/kg, i.p. 10/10
FQ 400 mg/kg,ip. 10/10
FQ 300 mg/kg, i.p. 10/10
FQ 200 mg/kg, ip. 8/10
FQ 150 mg/kg, i.p. 1/10

Camundongos Swiss, machos (25 - 30 g) foram utilizados. Os animais foram tratados com
DMSO 2 % em salina (controle) ou FQ uma Unica vez, por via intraperitoneal. Para cada dose
de FQ, foram registradas as mortes que ocorreram no grupo de animais (em nimero de 10),
durante o periodo de 24 h apds o tratamento. No caso das doses de 200 e 150 mg/kg os
valores representam a média de 2 experimentos.
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controles, durante o periodo de 3 dias de observacdo apds o tratamento. Esses dados
mostram que o valor da DL50 da fracdo quinona, administrada por via oral em

camundongos é maior do que 500 mg/kg.

5.3 Determinacdo da atividade inibitéria da fracdo quinona de A. oncocalyx
sobre a agregacéo de plaquetas humanas in vitro

5.3.1 Inibicdo da agregacédo plaquetaria induzida por diferentes agonistas em
PRP

A acdo inibitéria da FQ, sobre a agregacdo plaquetaria induzida pelos
agonistas: ADP, trombina, colageno, acido araquidonico e adrenalina, foi determinada

segundo o procedimento descrito em 4.3.4.

=> ADP

A Figura 8 mostra as curvas de agregacdo do ADP (controle) e na presenca de
FQ nas concentracgdes de 71,4, 35,7 e 17,8 pg/ml. A Tabela 2 contem os valores da
altura das curvas de agregacdo do ADP (controle) e das diferentes concentracdes de
FQ, medidas como especificado em 4.3.4, para amostras de sangue de 10 individuos.
A andlise estatistica dos dados, realizada conforme descrito em 4.3.4, demonstrou a
ocorréncia de diferenca significante somente para as concentracfes de FQ 35,7 e 71,4
pg/ml, em relacdo ao controle (p < 0,001 - ANOVA para medidas repetidas e teste de
Tukey - Kramer).

Os dados da Tabela 2, convertidos em valores de porcentagem de agregacao
em relacdo ao controle (100 % de agregacdo), foram utilizados na construgdo do
grafico apresentado a seguir (Figura 9). Os valores médios de inibigdo, expressos em
porcentagem em relacdo ao controle, foram 7, 36 e 70 % para FQ nas concentracfes de

17,8, 35,7 e 71,4 pg/ml respectivamente.

=> Trombina
A Figura 10 mostra as curvas da trombina (controle) e na presenca de FQ nas

concentracOes de 71,4, 35,7 e 17,8 pg/ml. A Tabela 3 contem os valores da altura das
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FIGURA 8 - Grafico representativo da inibicdo da agregacdo de plaquetas humanas
induzida por ADP em plasma rico em plaquetas (PRP) pela fracdo quinona (FQ) de
Auxemma oncocalyx, C (controle, ADP 3 pM), FQ1 (71,4 pg/ml), FQ2 (35,7 pg/ml) e FQ3
(17,8 pg/ml).
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TABELA 2 - Acdo inibitoria da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx
sobre a agregacdo de plaguetas humanas induzida por ADP em plasma rico em
plaquetas (PRP)

Ensaio Altura da curva de agregacéo (cm)

ADP FQ FQ FQ
(17,8 |xg/ml) (35,7 jig/tnl) (71,4 jig/mi)

| 14,1 12,8 11,2 2,4
2 11,3 11,3 91 477
3 8,5 59 4,5 0,9
4 11,8 11,6 10,6 3,7
5 10,4 8,5 51 2,6
6 12,5 11,6 5,9 14
7 13,4 13,1 91 53
8 131 12,3 7,6 6,1
9 8,4 8,4 51 4,3
10 13,2 13,2 6,9 3,4
Média + EPM 11,7 £0,64 10,9 0,77 7,5+£8,76 3,5 +8,53

O PRP (450 pl) foi incubado com salina (controle) ou FQ a 37 °C, por 5 min, antes da adicao
de ADP (3 pM). Os valores representam a altura das curvas de agregacdo em centimetros. 5
< 0,001 vs. o controle (ANOVA para medidas repetidas e teste de Tukey - Kramer).
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ADP

FIGURA 9 - Acdo inibitéria da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx sobre a
agregacdo de plaquetas humanas induzida por ADP em plasma rico em plaquetas
(PRP). O PRP (450 pl) foi incubado com salina (controle) ou FQ a 37 °C, por 5 min, antes da
adicdo de ADP (3 pM). Os valores, expressos em porcentagem de agregacao em relagdo ao
controle (100 % de agregacdo), representam a média £ EPM de 10 testes por coluna. p <
0,001 vs. o controle (ANOVA para medidas repetidas e teste de Tukey - Kramer).
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FIGURA 10- Grafico representativo da inibicdo da agregacdo de plaquetas humanas
induzida por trombina em plasma rico em plaquetas (PRP) pela fracdo quinona (FQ) de
Auxemma oncocalyx. C (controle, trombina 3,04 U/ml), FQ1 (71,4 pg/ml), FQ2 (35,7 pg/ml)
e FQ3 (17,8 pg/ml).
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TABELA 3 - Acdo inibitoria da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx
sobre a agregacdo de plaquetas humanas induzida por trombina em plasma rico
em plaquetas (PRP)

Ensaio Altura da curva de agregacao (cm)

Trombina FQ FQ FQ
(17,8 jig/ml) (35,7 jig/ml) (71,4 gg/ml)

1 11,0 10,8 7,4 5,6
2 12,6 10,3 5,7 2,9
3 11,5 114 1,7 4,7
4 11,8 11,8 7,4 2,5
5 12,2 12,2 12,1 9,2
6 12,4 12,4 11,5 5,0
7 13,8 13,4 12,9 9,9
8 13,5 13,5 11,5 9,8
9 12,7 12,0 7,6 4,5
10 9,6 8,6 8,2 7,0
11 13,7 12,1 11,6 10,3
12 13,1 131 11,4 7,9
Média + EPM 12,3 + 0,35 11,8 0,40 9,6 ¥0,71 6,6 + 6.80

O PRP (450 jj.1l) foi incubado com salina (controle) ou FQ a 37 °C, por 5 min antes da adi¢éo
de trombina (3,04 U/ml). Os valores representam a altura das curvas de agregacdo em
centimetros. g < 0,001 vs. o controle (ANOVA para medidas repetidas e teste de Tukey -
Kramer).



93

curvas de agregacdao da trombina (controle) e das diferentes concentragdes de FQ,
medidas como especificado em 4.3.4, para amostras de sangue de 12 individuos. A
analise estatistica dos dados, realizada conforme descrito em 4.3.4, demonstrou a
ocorréncia de diferenga significante somente para as concentragdes de FQ 35,7 e 71,4
pg/ml, em relacdo ao controle (p < 0,001 - ANOVA péara medidas repetidas e teste de
Tukey - Kramer).

Os dados da Tabela 3, convertidos em valores de porcentagem de agregacéo
em relacdo ao controle (100 % de agregacdo), foram utilizados na construcdo do
grafico apresentado a seguir (Figura 11). Os valores médios de inibicéo, expressos em
porcentagem em relagdo ao controle, foram 4, 22 e 46 % para FQ nas concentracdes de

17,8, 35,7 e 71,4 pg/ml respectivamente.

=>Colageno

A Figura 12 mostra as curvas do colageno (controle) e na presenca de FQ nas
concentracdes de 17,8, 35,7 e 71,4 pg/ml. A Tabela 4 contem os valores da altura das
curvas de agregacdo do colageno (controle) e das diferentes concentragdes de FQ,
medidas como especificado em 4.3.4, para amostras de sangue de 10 individuos. A
analise estatistica dos dados, realizada conforme descrito em 4.3.4, demonstrou a
ocorréncia de diferenca significante somente para as concentragdes deFQ35,7e71,4
pg/ml, em relacdo ao controle (p < 0,001 - ANOVA para medidas repetidas e teste de
Tukey - Kramer).

Os dados da Tabela 4, convertidos em valores de porcentagem de agregacao
em relacdo ao controle (100 % de agregacdo), foram utilizados na construcdo do
grafico apresentado a seguir (Figura 13). Os valores médios de inibicdo, expressos em
porcentagem em relacdo ao controle, foram 3, 30 e 72 % para FQ nas concentracdes de

17,8, 35,7 e 71,4 pg/ml respectivamente.

=>Acido araquidonico
A Figura 14 mostra as curvas do &cido araquiddnico (controle) e na presenca

de FQ nas concentracbes de 17,8, 35,7 e 71,4 pg/ml. A Tabela 5 contem os valores da
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Tromb.

FIGURA 11 - Acéo inibitoria da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx sobre a
agregacao de plaquetas humanas induzida por trombina (Tromb.) em plasma rico em
plaguetas (PRP). O PRP (450 pl) foi incubado com salina (controle) ou FQ a 37 °C, por 5
min, antes da adicdo de tromb. (3,04 U/ml). Os valores, expressos em porcentagem de
agregacdo em relacdo ao controle (100 % de agregacdo), representam a média £ EPM de 12
testes por coluna. p < 0,001 vs. o controle (ANOVA para medidas repetidas e teste de Tukey
- Kramer).
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FIGURA 12 - Grafico representativo da inibicdo da agregacdo de plaquetas humanas
induzida por colageno em plasma rico em plaquetas (PRP) pela fracdo quinona (FQ) de
Auxemma oncocalyx. C (controle, colageno 2,86 p.g/ml), FQ1 (71,4 fig/ml), FQ2 (35,7
pg/ml) e FQ3 (17,8 pg/ml).
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TABELA 4 - Acdo inibitoria da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx
sobre a agregacdo de plaquetas humanas induzida por colageno em plasma rico
em plaquetas (PRP)

Ensaio Altura da curva de agregacéao (cm)

Colageno FQ FQ FQ
(17,8 pg/ml) (35,7 pg/ml) (71,4 pg/ml)

1 9,0 8,6 2,1 0,5

2 10,9 10,9 2,3 0,8

3 11,0 10,5 9,5 05

4 11,9 11,0 10,7 5,3

5 11,9 11,6 7.4 12

6 13,4 13,4 11,9 41

7 12,8 12,4 9,8 43

8 14,7 14,1 12,8 7.2

9 13,7 135 11,2 8,5

10 12,7 12,0 7,7 1,6
Média + EPM 12,2 +0,52 11,8 +0,52 8,5%1,18 3,4 6,93

O PRP (450 pl) foi incubado com salina (controle) ou FQ a 37 °C, por 5 min, antes da adi¢éo
de colageno (2,86 pg/ml). Os valores representam a altura das curvas de agregacdo em
centimetros. § < 0,001 vs. o controle (ANOVA para as medidas repetidas e teste de Tukey -
Kramer).
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FIGURA 13 - Acdo inibitoria da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx sobre a
agregacdo de plaquetas humanas induzida por colageno (Coldg.) em plasma rico em
plaquetas (PRP). O PRP (450 pl) foi incubado com salina (controle) ou FQ a 37 °C, por 5
min, antes da adicdo de colag. (2,86 pg/ml). Os valores, expressos em porcentagem de
agregacao em relacdo ao controle (100 % de agregacdo), representam a média =+ EPM de 10
testes por coluna. < 0,001 vs. o controle (ANOVA para medidas repetidas e teste de Tukey
- Kramer).
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FIGURA 14 - Graéfico representativo da inibicdo da agregacédo de plaguetas humanas
induzida pelo acido araquiddnico (AA) em plasma rico em plaguetas (PRP) pela fracdo
quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx. C (controle, AA 285,7 jig/ml), FQ1 (71,4 gg/ml),
FQ2 (35,7 pg/ml) e FQ3 (17,8 pg/ml).
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TABELA 5 - Acdo inibitéria da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx
sobre a agregacdo de plaquetas humanas induzida pelo &cido araquiddnico (AA)
em plasma rico em plaquetas (PRP)

Ensaio Altura da curva de agregacéo (cm)

AA FQ FQ FQ
(17,8 ng/mJ) (35,7 ng/ml) (71,4 |ig/imJ)

1 11,3 111 74 1,6
2 11,2 11,2 8,9 4.6
3 12,4 12,4 5,7 1,6
4 11,9 11,9 9,9 0,4
5 12,8 12,1 10,7 6,4
6 13,1 125 11,4 6,7
7 13,6 132 12,6 11,2
8 13,2 13,1 123 11,1
9 12,6 12,6 8,4 6,1
10 13,8 133 12,3 6,4
11 11,7 11,6 15 05
Média = EPM 12,5 + 0,27 12,3 0,23 9,19 ¥1,02 5,1 *1,16

O PRP (450 p.1) foi incubado com salina (controle) ou FQ a 37 °C, por 5 min, antes da adi¢do
de AA (285,7 pg/ml). Os valores representam a altura das curvas de agregagdo em
centimetros. § < 0,001 vs. o controle (ANOVA para medidas repetidas e teste de Tukey -

Kramer).
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altura das curvas de agregacdo do &cido araquidonico (controle) e das diferentes
concentracbes de FQ, medidas como especificado em 4.3.4, para amostras de sangue
de 11 individuos. A analise estatistica dos dados, realizada conforme descrito em
4.3.4, demonstrou a ocorréncia de diferenca significante somente para as
concentracOes de FQ 35,7 e 71,4 pg/ml, em relacdo ao controle (p < 0,001 - ANOVA
para medidas repetidas e teste de Tukey - Kramer).

Os dados da Tabela 5, convertidos em valores de porcentagem de agregacédo
em relacdo ao controle (100 % de agregacdo), foram utilizados na construcdo do
gréfico apresentado a seguir (Figura 15). Os valores de inibicdo expressos em
porcentagem em relacdo ao controle, foram 1, 26 e 59 % para FQ nas concentracfes de

17,8, 35,7 e 71,4 pg/ml respectivamente.

=>Adrenalina

A Figura 16 mostra as curvas da adrenalina (controle) e na presenca de FQ
nas concentracoes de 17,8, 35,7 e 71,4 pg/ml. A Tabela 6 contem os valores da altura
das curvas de agregacdo da adrenalina (controle) e das diferentes concentracdes de FQ,
medidas como especificado em 4.3.4, para 6 “pools” de PRP diferentes. A analise
estatistica dos dados, realizada conforme descrito em 4.3.4, demonstrou a ocorréncia
de diferenga significante para as concentragbes de FQ 17,8, 35,7 e 71,4 pg/ml, em
relacdo ao controle (p < 0,05 - ANOVA e teste de Tukey - Kramer).

Os dados da Tabela 6, convertidos em valores de porcentagem de agregacéo
em relacdo ao controle (100 % de agregacdo), foram utilizados na construcdo do
grafico apresentado a seguir (Figura 17). Os valores de inibicdo, expressos em
porcentagem em relacdo ao controle, foram 11, 69 e 90 % para FQ 17,8, 35,7 e 71,4

pa/ml respectivamente.

5.3.2 Determinacdo da concentracdo inibitéria 50% da fracdo quinona para
diferentes agonistas

Para 0s agonistas testados, os valores de CI50 de FQ e seus limites inferior e

superior foram determinados conforme descrito em 4.3.5 e sdo mostrados na Tabela 7.
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FIGURA 15 - Acdo inibitéria da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx sobre a
agregacao de plaguetas humanas induzida pelo acido araquidénico (AA) em plasma rico
em plaquetas (PRP). O PRP (450 pl) foi incubado com salina (controle) ou FQ a 37 °C, por
5 min, antes da adicdo de AA (285,7 pg/ml). Os valores, expressos em porcentagem de
agregacao em relacdo ao controle (100 % de agregacdo), representam a média £ EPM de 10
testes por coluna. p < 0,001 vs. o controle (ANOVA para medidas repetidas e teste de Tukey

- Kramer).
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FIGURA 16 - Grafico representativo da inibicdo da agregacdo de plaquetas humanas
induzida por adrenalina em plasma rico em plaquetas (PRP) pela fracdo quinona de
Auxemma oncocalyx. C (controle, adrenalina 23,45 pg/ml), FQL1 (71, 4 pg/ml), FQ2 (35,7
pg/ml) e FQ3 (17,8 pg/ml).
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TABELA 6 - Acdo inibitéria da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx
sobre a agregacdo de plaquetas humanas induzida por adrenalina (Adren.) em
plasma rico em plaquetas (PRP)

Ensaio Altura da curva de agregacéao (cm)

Adren. FQ FQ FQ
(17,8 ng/ml) (35,7 jig/ml) (71,4 gg/ml)

1 11,6 10,0 4,1 15

2 10,4 9,6 3,2 0,8

3 11,1 9,9 3,2 13

4 10,4 9,2 3,6 11

5 9,8 8,7 2,9 0,9

6 9,2 8,5 2,5 0,6
Média + EPM 10,4 £0,35 9,3+8,25 3,25 + 8,23 1,0 ¥0,14

O PRP (450 pl) foi incubado com salina (controle) ou FQ a 37 °C, por 5 min, antes da adigdo

de adren. (23,45 pg/ml). Os valores representam a altura das curvas de agregacdo em
centimetros. p < 0,05 vs. o controle (ANOVA e teste de Tukey - Kramer).
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Adren.

FIGURA 17 - Acdo inibitéria da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx sobre a
agregacao de plaguetas humanas induzida por adrenalina (Adren.) em plasma rico em
plaguetas (PRP). O PRP (450 pl) foi incubado com salina (controle) ou FQ a 37 °C, por 5
min, antes da adicdo de adren. (23,45 pg/ml). Os valores, expressos em porcentagem de
agregacao em relacdo ao controle (100 % de agregacdo), representam a média + EPM de 6
testes por coluna. 5 < 0,05 vs. o controle (ANOVA e teste de Tukey - Kramer).



105

TABELA 7 - Valores de CI50 da fracdo quinona de Auxemma oncocalyx, na
inibicéo da agregacdo de plaquetas humanas induzida por diversos agonistas

Agonista CI50

FQ (fig/tnl)
Trombina 93,76 (64,66-135,95)a
Ac. araquiddnico 86,07 (59,36- 124,81)
Adrenalina 67,93 (38,38 - 120,24)
Colageno 56,57 (39,56 - 80,89)
ADP 53,85 (36,38 - 79,70)b

Os valores representam a concentracdo inibitéria 50 % (CI50) de FQ e seus limites inferior e
superior, para cada um dos agonistas testados. A andlise quantal de Litchfield e Wilcoxon,
utilizada como procedimento estatistico, revelou a ocorréncia de diferenga significante de b
VS. a.
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As inclinagbes das diferentes retas foram calculadas como especificado em
4.3.5, sendo seus valores: 2,18 (1,23 - 3,86) para o ADP; 2,26 (1,22 - 4,18) para a
trombina; 2,05 (1,25 - 3,36) para o colageno; 2,18 (1,27 - 3,75) para o0 acido
araquidonico e 2,41 (0,96 - 6,07) para a adrenalina. Os testes realizados indicaram que
essas retas sao paralelas; conseqiientemente foi possivel comparar entre si, 0s valores
de CI50 de FQ. Embora a CI50 de FQ frente ao ADP seja menor do que com 0S
demais agonistas, a analise estatistica revelou a ocorréncia de diferenca significante
somente para 0 ADP em relacdo a trombina, indicando que ao inibir a agregacdo de
plaquetas humanas, FQ mostrou-se mais potente frente ao ADP do que com a trombina

e 0 valor da razéo de poténcia foi 1,74 (analise quantal de Litchifield e Wilcoxon).

5.3.3 Avaliagdo da influéncia do tempo de incubagdo sobre a inibicdo da
agregacao plaquetaria pela fracdo quinona
A influéncia do tempo de incubacdo do PRP com FQ, sobre a inibicdo da
agregacao plaquetaria, foi avaliada segundo o procedimento descrito em 4.3.6.
Os resultados obtidos mostraram que o aumento do tempo de incubacdo, ndo
causou inibicdo da agregacdo de plaquetas humanas, mais pronunciada do que aquela
observada com 5 min. Isto ocorreu para todos os agonistas testados, ADP, trombina,

colageno, acido araquidoénico e adrenalina.

5.3.4 Avaliacéo das plaquetas quanto a sua capacidade de agregar novamente
apos a inibicao pela fracdo quinona
A restauracdo da capacidade de agregacdo das plaquetas, ap6s a sua inibicéo
por FQ, foi avaliada segundo o procedimento descrito em 4.3.7.
Os resultados obtidos mostraram que plaquetas humanas depois de inibidas,
tiveram a sua capacidade de agregacao restaurada, ap0s a lavagem para a retirada de
FQ do meio de reacdo e posterior inducdo da agregacao pelo agonista. As Figuras 18 e

19 ilustram esse fato.



107

FIGURA 18 - Grafico representativo da restauracdo da capacidade de agregacdo de
plaquetas humanas ap0s a sua inibicao pela fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx
utilizando o acido araquidonico (AA 285,7 pg/ml) como agonista. C (controle, AA em
PRP), I (AA em 450 pl de PRP + FQ 71,4 pg/ml), Cl (controle, AA em suspensdo de
plaquetas lavadas), R (AA em 450 pl de suspensdo de plaquetas lavadas, ap6s a sua inibi¢do
por FQ 71,4 pg/ml).

FIGURA 19 - Grafico representativo da restauracdo da capacidade de agregacdo de
plaquetas humanas apos a sua inibicéo pela fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx
utilizando a trombina (3,04 U/ml) como agonista. C (controle, trombina em PRP), |
(trombina em 450 pl de PRP + FQ 71,4 pg/ml), Cl (controle, trombina em suspensdo de
plaquetas lavadas), R (trombina em 450 pl de suspensdo de plaquetas lavadas, apds a sua
inibicdo por FQ 71,4 pg/ml).
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5.3.5 Determinacdo da potencializacdo pela fracdo quinona da acdo inibitoria da
aspirina sobre a agregacao plaquetaria

A potencializacdo por FQ da acdo inibitdria da aspirina sobre a agregacdo de
plaquetas humanas induzida pelo &cido araquidonico (AA) em PRP, foi determinada
segundo o procedimento descrito 4.3.8.

A Tabela 8 mostra os valores da altura das curvas de agregacdo do AA
(controle), aspirina, FQ e FQ na presenca de aspirina, medidas como especificado em
4.3.4, para 3 “pools” de PRP diferentes. A analise estatistica dos dados, realizada
como descrito em 4.3.8, mostrou que houve diferenca significante para 0 grupo
aspirina + FQ, em relacdo ao grupo aspirina ou FQ sozinhas (p < 0,001 - ANOVA e
teste de Tukey - Kramer).

Os dados da Tabela 8, convertidos em valores de porcentagem de agregacao
em relacdo ao controle (100 % de agregagédo), foram utilizados na construcdo do
grafico apresentado a seguir (Figura 20). Esses resultados demonstram que de modo
significante, FQ causou a potencializacdo do efeito inibitério da aspirina sobre a
agregacdo de plaquetas humanas induzida pelo acido araquidénico em PRP. Os valores
médios de inibicdo, expressos em porcentagem em relacdo ao controle, foram 10, 11 e
100 % para os grupos aspirina 25 pM, FQ 17,8 pg/ml e aspirina 25 pM + FQ 17,8

pg/ml respectivamente.

5.3.6 Determinacdo da potencializacdo pela fracdo quinona da acgdo inibitoria da
pentoxifilina sobre a agregacdo plaquetaria

A potencializacdo por FQ da acdo inibitdria da pentoxifilina sobre a agregacao
de plaquetas humanas induzida por ADP em PRP, foi determinada segundo o
procedimento descrito em 4.3.9.

A Tabela 9 mostra os valores da altura das curvas de agregacdo do ADP
(controle), PTX, FQ e FQ na presenca de PTX, medidas como especificado em 4.3.4,
para 10 “pools” de PRP diferentes. A analise estatistica dos dados, realizada como

descrito em 4.3.9, mostrou que houve diferenca significante para o grupo PTX + FQ,
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TABELA 8 - Potencializacdo pela fragéo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx da
acdo inibitéria da aspirina sobre a agregacdo de plaguetas humanas induzida
pelo acido araquiddénico (AA) em plasma rico em plaquetas (PRP)

Ensaio Altura da curva de agregacao (cm)

AA Aspirina FQ Aspirina

(25,0 pM) (17,8 gg/ml) +

FQ

1 9,9 8,7 8,6 0,0

2 10,7 9,7 9,6 0,0

3 11,2 10,2 10,1 0,0
Média + EPM 10,6 £0,38 9,5+0,44 9,4+0,44 0,0+ 8,00

O PRP (450 pl) foi incubado com a aspirina ou FQ a 37 °C, por 5 min e a agregacdo foi
induzida pelo AA (285,7 pg/ml). Nos experimentos realizados com FQ na presenca de
aspirina, essa fracdo foi acrescentada ap6s 5 min de incubacdo do PRP com a aspirina. A
incubacéo foi entdo mantida por mais 5 min, antes da adicdo do agonista. Desse mesmo modo
o controle foi obtido, exceto que o PRP foi incubado com os veiculos de dissolugdo da
aspirina e FQ. Os valores representam a altura das curvas de agregacdo em centimetros. pj <
0,001 vs. o grupo aspirina ou FQ sozinhas (ANOVA e teste de Tukey - Kramer).
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FIGURA 20 - Potencializacdo pela fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx da acao
inibitéria da aspirina (Asp.) sobre a agregacdo de plaquetas humanas induzida pelo
acido araquidoénico (AA) em plasma rico em plaquetas (PRP). O PRP (450 pl) foi
incubado com asp. 25 pM ou FQ 17,8 pg/ml a 37 °C, por 5 min e a agregacdo foi induzida
pelo AA (285,7 pg/ml). Nos experimentos realizados com FQ na presenca da asp., essa fracao
foi acrescentada apds 5 min de incubacdo do PRP com a asp. A incubacdo foi entdo mantida
por mais 5 min, antes da adi¢cdo do AA. Desse mesmo modo o controle foi obtido, exceto que
0 PRP foi incubado com os veiculos de dissolugdo da asp. e FQ. Os valores, expressos em
porcentagem de agregacdo em relacdo ao controle (100 % de agregacao), representam a média
+ EPM de 3 testes por grupo. < 0,001 vs. o grupo asp. ou FQ sozinhas (ANOVA e teste de
Tukey - Kramer).
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TABELA 9 - Potencializacéo pela fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx da
acdo inibitoria da pentoxifilina (PTX) sobre a agregacdo de plaguetas humanas
induzida por ADP em plasma rico em plaquetas (PRP)

Ensaio Altura da curva de agregacéo (cm)

ADP 3pM PTX FQ PTX

(222,2 pg/ml) (17,8 gg/ml) +

FQ

l 9,3 8,6 8,4 4,0

2 9,8 8,5 9,4 53

3 9,9 8,6 9,6 4,0

4 10,4 9,8 9,6 51

5 10,6 9,6 9,3 58

6 9,9 8,8 9,2 54

7 10,1 9,5 9,3 58

8 9,0 8,6 8,7 4,5

9 10,5 9,7 9,5 4,7

10 9,9 8,9 9,3 6,3

Média + EPM 9,9 £0,16 91 +0,17 9,2 0,12 51+8,25

O PRP (450 pl) foi incubado com PTX ou FQ por 5 min a 37 °C e a agregacdo foi induzida
por ADP. Nos experimentos realizados com FQ na presenca de PTX, essa fracdo foi
acrescentada ap6s 5 min de incubacdo do PRP com PTX. A incubacgéo foi entdo mantida por
mais 5 min, antes da adi¢do do agonista. Desse mesmo modo o controle foi obtido, exceto que
0 PRP foi incubado com os veiculos de dissolu¢do de PTX e FQ. Os valores representam a
altura das curvas de agregacdo em centimetros. < 0,001 vs. o grupo, PTX ou FQ sozinhos
(ANOVA e teste de Tukey - Kramer).
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em relacdo aos grupo PTX ou FQ sozinhos (p < 0,001 - ANOVA e teste de Tukey -
Kramer).

Os dados da Tabela 9, convertidos em valores de porcentagem de agregacéao
em relacdo ao controle (100 % de agregacdo), foram utilizados na construcdo do
grafico apresentado a seguir (Figura 21). Esses resultados demonstram que de modo
significante, FQ causou a potencializacdo do efeito inibitério de PTX sobre a
agregacdo de plaquetas humanas induzida pelo ADP em PRP. Os valores medios de
inibicdo, expressos em porcentagem em relacdo ao controle, foram 9, 7 e 49 % para 0s
grupos PTX 222,2 pg/ml, FQ 17,8 pg/ml e PTX 222,2 pg/ml + FQ 17,8 pg/ml

respectivamente.

5.3.7 Determinacéo da acdo da fragdo quinona sobre a inibicAo da agregacao
plaquetaria causada pela L-arginina

A acdo da FQ sobre a inibicdo causada pela L-arg. da agregacdo de plaquetas
humanas, induzida por colageno em PRP foi determinada a partir das curvas de
agregacdo obtidas seguindo o procedimento descrito em 4.3.10.

A Tabela 10 mostra os valores da altura das curvas de agregacdo do colageno
(controle), L-arg., FQ e FQ na presenca de L-arg., medidas como especificado em
4.3.4, para 8 “pools” de PRP diferentes. A analise estatistica dos dados, realizada
como descrito em 4.3.10, mostrou que ndo houve diferenca significante para o grupo
L-arg. + FQ, em relacédo ao grupo L-arg. sozinha (p > 0,05 - ANOVA e teste de Tukey
- Kramer).

Os dados apresentados na Tabela 10, convertidos em valores de porcentagem
de agregacdo em relacdo ao controle (100 % de agregacdo), foram utilizados na
construcdo do grafico apresentado a seguir (Figura 22). Esses resultados demonstram
que FQ néo produziu nenhum efeito significante sobre a inibicdo causada pela L-arg.,
da agregacdo de plaquetas humanas, induzida por colageno em PRP. Os valores
médios de inibi¢do, expressos em porcentagem em relacdo ao controle, foram 8, 3 e 13
% para os grupos L-arg. 2,7 mg/ml, FQ 17,8 pg/ml e L-arg. 2,7 mg/ml + FQ 17,8

pg/ml respectivamente.



113

ADP

FIGURA 21 - Potencializacdo pela fragdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx da agéo
inibitéria da pentoxifilina (PTX) sobre a agregacédo de plaquetas humanas induzida por
ADP em plasma rico em plaquetas (PRP). O PRP (450 pl) foi incubado com PTX 222,2
pg/ml ou FQ 17,8 p.g/ml a 37 °C, por 5 min e a agregacao foi induzida por ADP (3 pM). Nos
experimentos realizados com FQ na presenca de PTX, essa fragdo foi acrescentada ap6s 5 min
de incubacdo do PRP com PTX. A incubacdo foi entdo mantida por mais 5 min, antes da
adicdo do ADP. Desse mesmo modo o controle foi obtido, exceto que o PRP foi incubado
com os veiculos de dissolucdo de PTX e FQ. Os valores, expressos em porcentagem de
agregacao em relacdo ao controle (100 % de agregacdo), representam a media = EPM de 10
testes por grupo. < 0,001 vs. o grupo PTX ou FQ sozinhos (ANOVA e teste de Tukey -
Kramer).
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TABELA 10 - Agdo da fragdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx sobre a
inibicdo causada pela L-arginina (L-arg.) da agregacdo de plaquetas humanas
induzida por colageno em plasma rico em plaquetas (PRP)

Ensaio Altura da curva de agregacdo (cm)
Colageno L-arg. FQ L-arg.
2,7 mg/ml 17,8 pg/ml +

FQ
1 10,9 9,9 10,0 9,7
2 10,4 94 10,2 8,2
3 10,3 9,7 10,3 8,3
4 11,6 10,1 10,8 10,5
5 11,0 9,4 10,9 9,4
6 10,6 10,5 10,1 9,5
7 10,2 10,2 10,0 9,7
8 10,0 9,5 9,7 8,5

Média EPM 10,6 +0,18 9,8 +0,14 10,3 £0,15 9,2+0,29

O PRP (450 pl) foi incubado com L-arg. ou FQ por 5 min a 37 °C e a agregacdo foi induzida
por colageno (2,86 pg/ml). Nos experimentos realizados com FQ na presenca de L-arg., essa
fracdo foi acrescentada apos 5 min de incubacdo do PRP com L-arg. A incubacdo foi entdo
mantida por mais 5 min, antes da adicdo do agonista. Desse mesmo modo o controle foi
obtido, exceto que o PRP foi incubado com os veiculos de dissolugdo da L-arg. e FQ. Os
valores representam a altura das curvas de agregacdo em centimetros. Ndo houve diferenca
significante para o grupo L-arg. + FQ em relagdo L-arg. sozinha (p > 0,05 - ANOVA e teste
de Tukey - Kramer).
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FIGURA 22 - Acdo da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx sobre a inibicédo
causada pela L-arginina (L-arg.) da agregacdo de plaquetas humanas induzida por
colageno (colag.) em plasma rico em plaquetas (PRP). O PRP (450 pl) foi incubado com
L-arg. 2,7 mg/ml ou FQ 17,8 pg/ml a 37 °C, por 5 min e a agregacdo foi induzida por
colageno (2,86 pg/ml). Nos experimentos realizados com FQ na presenca de L-arg., essa
fracdo foi acrescentada apds 5 min de incubacdo do PRP com L-arg. A incubacéo foi entdo
mantida por mais 5 min, antes da adicdo do colageno. Desse mesmo modo o controle foi
obtido, exceto que o PRP foi incubado com os veiculos de dissolucdo de L-arg. e FQ. Os
valores, expressos em porcentagem de agregacdo em relagcdo ao controle (100 % de
agregacdo) representam a media + EPM de 8 testes por grupo. N&o houve diferenca
significante para o grupo L-arg. + FQ, em relacdo ao grupo L-arg. sozinha, (p > 0,05 -
ANOVA e teste de Tukey - Kramer).
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5.4 Determinacdo da atividade inibitoria da fracdo quinona de A. oncocalyx sobre
a agregacao de plaquetas de rato in vitro

5.4.1 Inibicdo da agregacdo plaquetaria induzida por diferentes agonistas em
PRP

A atividade inibitéria da FQ, sobre a agregacédo plaquetaria induzida por ADP

e trombina, foi determinada segundo o procedimento descrito em 4.4.3.

=> ADP

A Figura 23 mostra as curvas referentes a FQ nas concentracdes de 177,8 e
88,9 pg/ml, entre curvas do ADP (controle). A Tabela 11 mostra os valores da altura
das curvas de agregacdo do ADP (controle) e das diferentes concentragdes de FQ,
medidas como especificado em 4.3.4, para 6 “pools” de PRP diferentes. A analise
estatistica dos dados, realizada conforme descrito em 4.4.3, demonstrou a ocorréncia
de diferenca significante para as concentracdes de FQ 88,9 e 177,8 pg/ml, em relacdo
ao controle (p < 0,01 - ANOVA e teste de Tukey - Kramer).

Os dados da Tabela 11, convertidos em valores de porcentagem de agregacgao
em relacdo ao controle (100 % de agregagédo), foram utilizados na construcdo do
grafico apresentado a seguir (Figura 24). Os valores de inibicdo, expressos em
porcentagem em relacdo ao controle, foram 27 e 70 % para FQ 88,9 177,8 pg/ml

respectivamente.

=> Trombina

A Figura 25 mostra as curvas referentes a FQ nas concentracbes de 177,8 e
88,9 pg/ml, entre curvas da trombina (controle). A Tabela 12 mostra os valores da
altura das curvas de agregacdo da trombina (controle) e das diferentes concentracdes
de FQ, medidas como especificado 4.3.4, para 6 “pools” de PRP diferentes. A analise
estatistica dos dados, realizada conforme descrito em 4.4.3, demonstrou a ocorréncia
de diferenca significante para as concentracfes de FQ 88,9 e 177,8 pg/ml, em relacdo

ao controle, (p <0,001- ANOVA e teste de Tukey - Kramer).
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FIGURA 23 - Grafico representativo da inibicdo da agregacdo de plaquetas de rato
induzida pelo ADP em plasma rico em plaquetas (PRP) por diferentes concentragdes da
fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx C (controle, ADP 20 pM ), FQ1 (177,8
pg/ml), FQ2 (88,9 pg/ml).
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TABELA 11 - Acéo inibitéria da fragdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx
sobre a agregacdo de plaquetas de rato induzida por ADP em plasma rico em
plaquetas (PRP) in vitro

Ensaio Altura da curva de agregacéo (cm)
ADP FQ FQ
(177,8 jig/ml) (88,9 ng/ml)
1 4,7 11 3,2
2 5,7 1.8 4,0
3 55 15 3,9
4 6,1 19 4,5
5 5,8 18 4,3
6 6,2 2,3 5,2
Média £ EPM 570,22 1,7 *¥0,16 42 + 8,27

O PRP (450 pl) foi incubado com salina (controle) ou FQ a 37 °C, por 5 min, antes da adi¢éo
do ADP (20 pM). Os valores representam a altura das curvas de agregacao em centimetros.
*p < 0,01 vs. o controle (ANOVA e teste de Tukey - Kramer).
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FIGURA 24 - Acdo inibitéria da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx sobre a
agregacao de plaquetas de rato induzida por ADP em plasma rico em plaquetas (PRP).
O PRP (450 pl) foi incubado com salina (controle) ou FQ a 37 °C, por 5 min, antes da adi¢do
do ADP (20 pM). Os valores, expressos em porcentagem de agregacdo em relagdo ao controle
(100 % de agregacao), representam a media + EPM de 6 testes por coluna. 5 < 0,01 vs. 0
grupo controle (ANOVA e teste de Tukey - Kramer).
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FIGURA 25 - Graéfico representativo da inibicdo da agregacdo de plaquetas de rato
induzida pela trombina em plasma rico em plaquetas (PRP) por diferentes
concentracOes da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx. C (controle, trombina 15,8

U/ml), FQ1 (177,8 pg/ml) e FQ2 (88,9 pg/ml).
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TABELA 12 - Acdo inibitéria da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx
sobre a agregacéo de plaquetas de rato induzida por trombina em plasma rico em
plaquetas (PRP), in vitro

Ensaio Altura da curva de agregacao (cm)
Trombina FQ FQ
177,8 pg/mi 88,9 pg/ml
1 8,4 2,8 6,2
2 6,8 1,6 4,6
3 7,9 2,5 6,0
4 7,7 2,3 5,6
5 7,4 1,9 51
6 7,0 2,3 50
Média = EPM 7,5%0,24 2,2 ¥0,17 54 8,25

O PRP (450 pl) foi incubado com salina (controle) ou FQ a 37 °C, por 5 min, antes da adi¢do
da trombina (15,8 U/ml). Os valores representam a altura das curvas de agregacdo em
centimetros. p < 0,001 v.s. o controle (ANOVA e teste de Tukey - Kramer).
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Os dados da Tabela 12, convertidos em valores de percentagem de agregacgéo
em relagdo ao controle (100 % de agregacdo), foram utilizados na constru¢do do
grafico apresentado a seqguir (Figura 26). Os valores de inibicdo, expressos em
porcentagem em relacdo ao controle, foram 28 e 71 % para FQ 88,9 e 177,8 pg/mi

respectivamente.

5.5 Determinacdo da atividade da fracdo quinona de A. oncocalyx administrada
pela via intraperitoneal sobre a agregacéo de plaquetas em ratos

A acdo inibitéria da FQ, administrada nas doses de 10, 30 e 60 mg/kg, i.p.,
sobre a agregacdo plaquetaria em ratos, foi determinada a partir das curvas de
agregacao obtidas segundo o procedimento descrito em 4.5.

A Tabela 13 mostra os valores médios da altura das curvas de agregacao (em
duplicata) dos grupos controle e tratado com FQ na dose de 10 mg/kg, medidas como
especificado em 4.3.4. A analise estatistica dos dados, realizada conforme descrito em
4.5, mostrou que ndo houve diferenca significante para o grupo tratado com FQ 10
mg/kg, em relacdo ao grupo controle (p > 0,05 - teste t ndo pareado). Os dados da
Tabela 13 foram convertidos em valores de porcentagem de agregacdo em relacdo ao
controle (100 % de agregacdo) e a média = EPM de 4 experimentos foram 96,6 + 0,83
% para FQ 10 mg/kg.

A Tabela 14 mostra os valores médios da altura das curvas de agregacao (em
duplicata) dos grupos controle e tratados com FQ 30 e 60 mg/kg. A anlise estatistica
dos dados revelou que ndo houve diferenca significante para 0s grupos tratados com
FQ 30 e 60 mg/kg, em relacdo ao grupo controle (p > 0,05 - ANOVA e teste de Tukey
- Krumer). Os dados da Tabela 14 foram convertidos em valores de porcentagem de
agregacdo em relacdo ao controle (100 % de agregacdo) e as medias =+ EPM de 4
experimentos foram 97,3 + 1,31 e 97,9 £ 1,00 % para FQ nas doses de 30 e 60 mg/kg
respectivamente.

Esses resultados demonstram que FQ administrada nas doses de 10, 30 e 60

mg/kg, 1.p., 1 vez ao dia, durante 5 dias em ratos, ndo produziu nenhum efeito
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FIGURA 26 - Acdo inibitéria da fragdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx sobre a
agregacdo de plaquetas de rato induzida por trombina (Tromb.) em plasma rico em
plaguetas (PRP). O PRP (450 pl) foi incubado com salina (controle) ou FQ a 37 °C, por 5
min, antes da adicdo da tromb. (15,8 U/ml). Os valores, expressos em porcentagem de
agregacao em relacdo ao controle (100 % de agregacdo), representam a média £ EPM de 6
testes por coluna. p < 0,001 vs. o grupo controle (ANOVA e teste de Tukey - Kramer).
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TABELA 13 - Avaliacdo da resposta de plaquetas ao ADP, em plasma rico em
plaquetas de ratos pré-tratados com a fracdo quinona (FQ) de Auxemma
oncocalyx.

Ensaio Altura da curva de agregacao (cm)

ADP FQ
(10 mg/kg, i.p.)

| 6,8 6,6

2 7,0 6,9

3 7,4 7,0

4 8,0 1,7
Média £ EPM 7,3 +£0,26 7,1 £0,23

Ratos Wistar, machos (180 - 230 g), em nimero de 6 por grupo foram utilizados. Os animais
foram tratados com salina (controle) e FQ por via intraperitonial, 1 vez ao dia, durante 5 dias.
No 50 dia 0 sangue dos animais foi colhido 30 min apds o tratamento. Em PRP (450 pl) de
um “pool” obtido para cada um dos grupos, a agregacdo foi induzida por ADP 20 pM. Os
valores representam a altura das curvas de agregacdo em centimetros. Ndo houve diferenca
significante para o grupo tratado com FQ, em relacdo ao grupo controle (p > 0,05 - teste t ndo
pareado).
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TABELA 14 - Avaliagdo da resposta de plaquetas ao ADP, em plasma rico em
plaguetas (PRP) de ratos pré-tratados com a fracdo quinona (FQ) de Auxemma
oncocalyx.

Ensaio Altura da curva de agregacao (cm)

ADP FQ FQ
(30 mg/kg, i.p.) (60 mg/kg, i.p.)

| 8,0 7,7 7,9

2 8,2 8,2 8,0

3 8,5 8,0 8,1

4 7,9 7,8 7.9
Média + EPM 8,2+0,13 7,9 £0,11 8,0 £ 0,05

Ratos Wistar, machos (180 - 230 g), em numero de 6 por grupo foram utilizados. Os animais
foram tratados com DMSO 2 % em salina (controle) ou FQ por via intraperitonial, 1 vez ao
dia, durante 5 dias. No 50 dia 0 sangue dos animais foi colhido 30 min apds o tratamento. Em
PRP (450 pl) de um “pool” obtido para cada um dos grupos, a agregagédo foi induzida por
ADP (20 pM). Os valores representam a altura das curvas de agregacdo em centimetros. Nao
houve diferenca significante para os grupos tratados com FQ, em relacdo ao grupo controle (p
> 0,05 - ANOVA e teste de Tukey - Krumer).
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significante sobre a agregacdo plaguetaria induzida por ADP em PRP, obtido a partir
de amostras de sangue colhidas dos animais no 50 dia, com 30 min ap0s a ultima

injecdo de FQ.

5.6 Avaliacdo da administracdo oral por tempo prolongado da fracdo quinona de
A. oncocalyx sobre a agregacdo plaquetaria e parametros hematoldgicos e
bioquimicos do sangue em ratos

O efeito da administragdo de FQ por tempo prolongado, sobre a agregacéo
plaquetaria e parametros hematoldgicos e bioguimicos em ratos, foi avaliado segundo
0 procedimento descrito em.4.6.

A Tabela 15 mostra os valores (média £ EPM de 6 animais) dos parametros
hematoldgicos analisados antes e no final do tratamento, referentes aos grupos controle
e tratado com FQ. A andlise estatistica dos dados revelou que, para todos o0s
parametros hematoldgicos determinados no fmal do tratamento, ndo houve diferenca
significante para o grupo que recebeu FQ, em relagdo ao controle (p > 0,05 -
ANOVA).

A Tabela 16 mostra os valores (média £ EPM) dos parametros bioguimicos
analisados antes e no final do tratamento, referentes aos grupos controle e tratado com
FQ. A andlise estatistica dos dados revelou que para todos os pardmetros bioquimicos
determinados no final do tratamento, ndo houve diferenca significante para o grupo
que recebeu FQ, em relacdo ao controle (p > 0,05 - ANOVA).

O efeito de FQ sobre as plaquetas foi determinado a partir das curvas de
agregacao obtidas no 70 e 15° dia do tratamento, conforme descrito em 4.6. No 70 dia,
o valor médio da altura das curvas de agregacdo (em duplicata), medidas como
especificado em 4.3.4, foi 6,3 cm tanto para os grupo controle quanto para o tratado
com FQ. Consequentemente o valor, expresso em porcentagem de agregacdo em
relacdo ao controle (100 % de agregacdo), foi 100 % para o grupo tratado com FQ. No
final do tratamento os valores médios da altura das curvas de agregacdo (em duplicata)

foram 72 e 71 cm para 0s grupos controle e tratado com FQ
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TABELA 15 - Atividade da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx sobre

parametros hematologicos em ratos

Parametro

Hemacias (x106/pl)
Hemoglobina (g/dl)
Hematdcrito (%)
VCM (fl)
HCM(pg)

CHCM (g/dl)
Plaquetas (x103/pl)
Leucdcitos(xI03/pl)
Neutrofilos(x103/pl)
Linfdcitos (xIOOIpI)
Mondcitos (xIO /pl)
Eosinofilos (x103/pl)
Basofilos (x103/pl)

Controle
(AT)

7,5 +0,10
14,8 +0,19
46,3 + 0,64
61,3 +0,43
19,6 0,11
32,0 £0,07
600,2 + 26,05
9,1 +0,65
18,1 +1,81
65,9 +2,45
11,3 £1,35
0,8 £0,08
0,2 £0,03

Grupo
Controle Tratado
(F.T.) (A.T)
6,5+0,21 7,6 £0,10
14,6 £ 0,54 149 +0,14
43,1 +£ 161 46,5 £ 0,52
67,1 0,40 61,7 £0,32
22,3 £0,17 19,7 £0,14
33,3 0,20 32,0 +0,23
679,0 £36,19  567,0 £34,31
8,4+ 1,00 7,7+0,85
17,2 £1,16 173+ 1,24
69,5 £ 3,47 68,4 + 0,60
10,0 £1,15 10,5 £ 1,20
1,0 £0,14 1,0 £0,12
0,3 £0,03 0,2 £0,04

Tratado
(F.T)

6,6 + 0,23
14,7 +£0,57
443 +1,18
67,0 + 1,06
22,2 +0,12
33,2 +0,55
619,3 +36,06
9,5+0,50
18,4 +1,38
70,0 = 3,54
9,2+1,18
0,9 +0,11
0,3 +0,05

Ratos Wistar, machos (180 - 230 g) foram utilizados. Aos animais foram administrados
DMSO 2 % em salina (controle) e FQ 50 mg/kg, v.o., | vez ao dia, durante 15 dias (tratado).
Os parametros hematologicos foram determinados em sangue colhido com EDTA (1-2
mg/ml), antes (A.T.) e no final (F.T.) do tratamento. Os valores representam a média £+ EPM
de 6 animais por grupo. No final do tratamento, ndo houve diferenca significante para o grupo
tratado, em relacdo ao grupo controle (p > 0,05 - ANOVA e teste de Tukey - Kramer).
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TABELA 16 - Atividade da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx sobre
parametros bioquimicos em sangue de ratos

Parametro

Glicose (mg/dl)

Uréia (mg/dl)

Creatinina (mg/dl)

Albumina (mg/dl)

ALP (U/L)
ALT (U/L)

AST (UIL)

Colesterol (mg/dl)

Triglicerides (mg/dl)

HDL (mg/dl)

Controle
(A.T)

94,0 £ 8,73
53,7 £ 0,99
0,7 +£0,03
4,9 +0,11
79,3 +4,44
39,2 +5,05
153,8 £12,10
49,2 £ 4,27
45,5 +5,15

48,8 +4,96

Grupo

Controle Tratado

(F.T.) (A.T)
111,2 + 3,61 90,7 £4,47
49,7+ 254 54,3 + 3,39

0,7+ 0,00 0,7 £ 0,07

3,6 £0,18 49 0,11
85,8 6,16 77,8 +7,84
36,0 £3,18 34,8 £2,15
156,3 + 14,74 175,2 +.10,56
55,3 + 3,46 47,7 £ 3,21
41,7 £3,69 39,3 £0,88
40,2 £2,73 45,3 +4,00

Tratado
(F.T)

107,3 £5,02
48,3 + 1,73
0,8 + 0,06
3,5+0,18
82,7+9,74
31,0 +1,86
149,3 + 12,72
55,2 +4,51
38,3 +4,04

40,0 + 3,84

Ratos Wistar, machos (180 - 230) foram utilizados. Aos animais foram administrados DMSO
2 % em salina (controle) e FQ 50 mg/kg v.0., | vez ao dia, durante 15 dias (tratado). Os
pardmetros bioquimicos foram determinados em soro obtido antes (A.T.) e no final do
tratamento (F.T.). Os valores representam a média £ EPM de 6 animas por grupo. No final do
tratamento, ndo houve diferenca significante para o grupo tratado, em relacdo ao grupo
controle (p > 0,05 - ANOVA e teste de Tukey - Kramer).
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respectivamente. Desse modo, 0 valor expresso em porcentagem de agregacdo em
relacdo ao controle foi 99 % para o grupo tratado com FQ.

Esses resultados demonstram que FQ, administrada na dose de 50 mg/kg, v.o.,
1 vez ao dia, durante 15 dias, em ratos, ndo produziu nenhum efeito significante sobre
os parametros hematoldgicos e bioquimicos avaliados. Além disso, FQ ndo causou
nenhuma alteracdo significante na agregacdo plaquetaria induzida por ADP em PRP,
obtido de amostras de sangue colhidas dos animais no 70 e 15° dia, com 1 h apos o

tratamento.

5.7 Determinacdo da atividade da fracdo quinona (FQ) de A. oncocalyx sobre o
tempo de sangramento em camundongos

5.7.1 Apés a administracéo intraperitoneal

A acdo da FQ, administrada nas doses de 10 e 30 mg/kg, i.p., sobre o tempo de
sangramento em camundongos, foi determinada segundo o procedimento descrito em
4.7.1.

A Tabela 17 mostra os valores (média + EPM) do tempo de sangramento
medido (em segundos) antes e com 1, 3, 6 e 24 horas apds o tratamento, referentes aos
grupos controle e tratados com FQ 10 e 30 mg/kg. A analise estatistica dos dados,
realizada conforme descrito em 4.7.1, revelou que houve diferenca significante
somente para o grupo FQ 30 mg/kg, em relacdo ao grupo controle, com | e 3 h apds o
tratamento, (p < 0,05 - ANOVA e teste de Tukey - Kramer).

Esses resultados demonstram que de modo significante, FQ administrada na
dose de 30 mg/kg uma Unica vez, causou diminuicdo do tempo de sangramento em
camundongos, cujos valores expressos em porcentagem em relagdo ao controle foram
35 e 42 %, com 1 e 3 h respectivamente, apds o tratamento. Com a dose menor (10

mg/kg) nenhum efeito foi detectado.



TABELA 17 - Atividade inibitoria da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx administrada por via intraperitoneal
sobre o tempo de sangramento em camundongos

Grupo

Controle

(salina 10 ml/kg, i.p.)

FQ 10 mg/kg, i.p.

FQ 30 mg/kg, i.p.

To

94,7 + 7,06
(24)

87,2 £6,78
(10)

83,6 + 8,08
(17)

Lh

82,5 + 8,00
(25)

104,6+12,45
(10)

53,7 + 5,15
(16)

Tempo de sangramento (s)

3h

89,5 + 10,22
(27)

91,0 + 8,30
(10)

52,2 + 6,29
(12)

6h

82,8 +9,03
(23)

106,1 + 11,92
(10)

71,7 5,09
(15)

24 h

95,6 + 8,59
(22)

117,3 + 14,31
(10)

76,3 + 6,93
(12)

Camundongos Swiss, machos (25 - 30 g) foram utilizados. Os animais foram tratados com salina (controle) ou FQ uma Unica vez, por via
intraperitoneal. O tempo de sangramento foi medido (em seg.) antes (To) e com 1, 3, 6 e 24 h apds o tratamento. Os valores representam a
média £ EPM do nimero de animais que encontra-se entre parénteses. § < 0,05 v s. o grupo controle (ANOVA e teste de Tukey - Kramer
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5.7.2 Ap0s a administracéo oral

A atividade da FQ, administrada nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg, v.0., sobre
0 tempo de sangramento em camundongos, foi determinada segundo o procedimento
descrito em 4.7.2.

A Tabela 18 mostra os valores (média + EPM), do tempo de sangramento
medido (em seg.) antes e com 1, 3 e 24 h ap06s o tratamento, referentes aos grupos
controle e tratados com FQ 50, 100 e 200 mg/kg. A andlise estatistica dos dados,
realizada conforme descrito em 4.7.2, revelou que houve diferenca significante para o
grupo tratado com FQ 100 mg/kg, em relacdo ao grupo controle, com 3 h ap6s o
tratamento. Diferenca significante também ocorreu para FQ 200 mg/kg, em relacdo ao
controle, com 3 h apos o tratamento (p < 0,05 - ANOVA e teste de Tukey - Kramer).

Esses resultados demonstram que FQ administrada na dose de 100 mg/kg, uma
unica vez, causou diminuicdo significante do tempo de sangramento, cujo valor
expresso em porcentagem em relacdo ao controle foi 41 %, com 3 h ap6s o tratamento.
A inibigdo por 200 mg/kg foi de 51 %, com 3 h. Com a dose menor (50 mg/kg) foi

observada apenas uma tendéncia a diminui¢do, com 3 horas.

5.8 Determinacdo do numero de plaquetas em sangue total ap6s a administracéo
intraperitoneal da fragdo quinona de A. oncocalyx em camundongos
O numero de plaquetas, em sangue total de camundongos tratados com FQ nas
doses de 30 e 60 mg/kg, i.p., foi determinado segundo o procedimento descrito em 4.8.
A Tabela 19 mostra os valores (média + EPM) do nimero de plaquetas/mm)
de sangue, referentes aos grupos controle e tratados com FQ 30 e 60 mg/kg, i.p. A
analise estatistica dos dados, realizada conforme descrito em 4.8, revelou que néo
houve diferenca significante para os grupos tratados com FQ 30 e 60 mg/kg, em

relagdo ao grupo controle (p > 0,05 - ANOVA e teste de Tukey - Kramer).



TABELA 18 - Atividade da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx administrada por via oral sobre o tempo de

sangramento em camundongos

Grupo Tempo de sangramento (s)
To Lh 3h 24 h

Controle 118,8 £10,13 101,3 8,61 92,0 + 10,81 94,8 + 8,36

(DMSO 2 % em salina (17) (16) (11) (17)

10 ml/kg, v.0.)

FQ 50 mg/kg, v.o. 120,3 £15,89 84,2 £13,32 70,3 £ 7,79 146,0 £16,70
©) ©) (10) (8)

FQ 100 mg/kg, v.o. 105,6 £ 19,12 99,0 £ 15,62 54,2 + 559 127,8 £17,91
(8) (8) (6) (8)

FQ 200 mg/kg, v.o. 106,2 £7,48 745 £ 6,49 454 + 304 106,3 = 14,79
(27) (29) an (16)

Camundongos Swiss, machos (25 - 30 g) foram utilizados. Os animais foram tratados com DMSO 2 % em salina (controle) ou FQ uma Unica
vez, por via oral. O tempo de sangramento foi medido (em seg.) antes (To) e com 1, 3 e 24 h ap0s o tratamento. Os valores representam a
média + EPM do nimero de animais que encontra-se entre parénteses. *p < 0,05 vs. o grupo controle (ANOVA e teste de Tukey - Kramer).
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TABELA 19 - Efeito da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx sobre as
plaquetas apds administracéo intraperitoneal em camundongos

Grupo Numero de plaquetas/mm3 de sangue
Controle 904.000 +26. 518
(DMSO 2 % em salina 10ml/kg, i.p.) 9)
FQ 30 mg/kg, i.p. 966.286 + 50.780
(7)
FQ 60 mg/Kg, i.p. 831.000+111.790
(7)

Camundongos Swiss, machos, (25 - 30 g) foram utilizados. Os animais foram tratados com
DMSO 2 % em salina (controle) ou FQ por via intraperitonial, uma Unica vez. O nimero de
plaquetas foi determinado em sangue total, colhido 3 h ap6s o tratamento. Os valores
representam a média £ EPM do numero de animais que encontra-se entre parénteses. Nao
houve diferenca significante para o grupo FQ 30 ou 60mg/kg, em relacdo ao grupo controle (p
> (0,05 - ANOVA e teste de Tukey - Krumer).
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Esses resultados demonstram que FQ administrada nas doses de 30 e 60
mg/kg, i.p., uma unica vez, ndo causou nenhuma alteragdo significante no nimero de

plaguetas em sangue colhido de camundongos 3 h ap6s o tratamento.

5.9 Determinagdo do efeito da fracdo quinona de A. oncocalyx sobre a
musculatura lisa vascular

O efeito de FQ sobre preparacOes de aorta de rato foi determinado segundo o
procedimento descrito em 4.9. Os valores (média =+ EPM de 4 experimentos) de
relaxamento dependente do endotélio induzido pelo carbacol (1 mM) foram de 75, 57
+ 8,43 % da resposta contratil induzida pela solucdo despolarizante [K 60 mM]. FQ
provocou uma vasoconstricdo que no seu maximo correspondeu em média + EPM a
208,7 = 23,15 % respectivamente, da fase tonica da contracdo induzida por [K+ 60
mM]. O valor médio de CE50 de FQ e seus limites inferior e superior calculados
foram 15, 34 [2,2 - 28,46] pg/ml.

As curvas concentracdo-efeito sdo representadas na Figura 27A, e um registro

poligréfico de uma dessas curvas é mostrado na Figura 27B.

5.10 Determinacdo da atividade antioxidante da fracdo quinona de A. oncocalyx
in vitro

5.10.1 Determinacédo de substancias reativas com o acido tiobarbiturico

A producdo de TBARS na amostra (homogeneizado de cérebro de rato), na
auséncia (controle) e na presenca de FQ, foi determinada seguindo o procedimento
descrito em 4.10.2. Para cada concentracdo testada, a capacidade antioxidante (CAQ)
de FQ foi calculada empregando a equacgédo apresentada em 4.10.2.

A Tabela 20 mostra os valores (média + EPM) da CAO das concentracdes
de FQ testadas, calculados com base na determinacdo de TBARS. As diferentes
concentracOes de FQ e suas respectivas capacidades antioxidante foram empregadas na
construcdo do grafico (1/CAO vs. 1/[FQ]) apresentado a seguir (Figura 28).
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CCh1mM
KCf 60 mM
0,5¢g
1 min

FIGURAS 27 - A (efeito da fracdo quinona (FQ) de A. oncocalyx em anéis de aorta de
rato). Vasoconstricdo produzida por FQ em concentragfes variando iinearmente de 0,22 a
225,28 pig/ml expressa como porcentagem da contracdo induzida pela solucdo despolarizante
[K+ 60 mM]. Os dados representam a média + EPM (n = 4). B (curva concentracao-efeito
representativa). Os pontos correspondem ao momento de adicdo e logo abaixo estdo
especificadas as concentracdes de FQ. Calibracdo vertical = 0,5 g; calibracdo horizontal = |
min); CCh = carbacol.
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TABELA 20 - Capacidade antioxidante (CAO) da fracdo quinona (FQ) de
Auxemma oncocalyx medida através da producédo de substancias reativas com 0

acido tiobarbiturico (TBARS)

FO AQtbars
(gg/ml) (%)
16,39 97,5 + 0,87
(7)
8.20 87.8 +0,70
(7)
4,10 72.93 +2 67
(8)
2,05 58.43 + 3,62
(9)
1,03 3915 +2,08
(7)

Ratos Wistar, machos (180 - 230 g) foram utilizados. Em amostras de homogeneizado de
cérebro, coletado desses animais e submetido a condicGes (temperatura e oxigenacao)
controladas que determinam a ocorréncia de lipoperoxidagdo, a CAO de FQ foi determinada
com base na inibicdo da producdo de TBARS. Os valores representam a media £ EPM do
namero de experimentos que encontra-se entre parénteses.
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FIGURA 28 - Capacidade antioxidante (CAO) de diferentes concentracbes da fracao
qguinona (FQ) de Auxemma oncocalyx medida com base na inibicdo da producdo de
substancias reativas com o &cido tiobarbiturico (TBARS). A reta foi obtida por regressao

linear através do programa “GRAPH PAD PRISM 2.0 for Windows”.
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A equacdo da reta de regressao obtida (y = a + bx, onde a = 0,0093 £ 0,0001 e
b =0,0176 + 0,0002) foi utilizada para calcular a concentracdo de FQ capaz de inibir a
lipoperoxidacdo do homogeneizado de cérebro de rato em 50 % (Q!/2), cujo valor foi
1,64 pg/ml.

5.10.2 Medida de quimiluminescéncia

A emissdo de QL pela amostra (homogeneizado de cérebro de rato), na
auséncia (controle) e na presenca de FQ, foi determinada seguindo o procedimento
descrito em 4.10.3. Para cada concentracdo testada, a CAO de FQ, foi calculada
empregando a equacdo apresentada em 4.10.3.

A Tabela 21 mostra os valores (média =+ EPM), da CAO das concentracdes de
FQ testadas, calculados com base na medida de QL.

As diferentes concentracfes de FQ e suas respectivas capacidades antioxidante
foram empregadas na construcdo do grafico (L/CAO vs. 1/[FQ]) apresentado a seguir
(Figura 29). A equacdo da reta de regressdo obtida (y = a + bx, onde a = 0,0062 +
0,0012 e b = 0,0284 * 0,0021) foi utilizada para calcular Qi2 de FQ, cujo valor foi
2,06 pg/ml.

5.11 Determinacdo da atividade antioxidante da fracdo quinona de A. oncocalyx
in vivo

5.11.1 Hepatotoxicidade induzida por tetracloreto de carbono em rato

e Avaliacdo da funcdo hepatica, observacdo histopatoldgica e medida dos niveis
de lipoperoxidacao no tecido 72 h apds a administracdo de CCl4

=> Avaliacdo da fun¢do hepatica
O efeito de FQ, na hepatoxicidade causada pelo CCl4 foi avaliado através da

medida da funcdo hepatica, conforme descrito em 4.11.1. A Tabela 22 mostra o0s

valores (média £ EPM) dos niveis de ALT e AST em plasma heparinizado, referentes
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TABELA 21 - Capacidade antioxidante (CAO) da fracdo quinona (FQ) de
Auxemma oncocalyx medida através da emissdo de quimiluminescéncia (QL)

FQ ca’)ql
(Hg/ml) (%)
8,20 95,6 + 0,59
(6)
4,10 75,2 +1,16
(6)
2,05 54,7 + 1,54
(6)
1,02 28,9 + 0,67
(6)

Ratos Wistar, machos (180 - 230 g) foram utilizados. Em amostras de homogeneizado de
cerebro, coletado desses animais e submetido a condigBes (temperatura e oxigenacédo)
controladas que determinam a ocorréncia de lipoperoxidacdo, a CAO de FQ foi determinada
com base na inibicdo da emissdo de QL. Os valores representam a média + EPM do namero
de experimentos que encontra-se entre parénteses.
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FIGURA 29 - Capacidade antioxidante de diferentes concentracfes da fracdo quinona
(FQ) de Auxemma oncocalyx medida com base na inibicdo da emissdo de
quimiluminescéncia (QL). A reta foi obtida por regressdo linear através do programa
“GRAPH PAD PRISM 2.0 for Windows’.
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TABELA 22 - Efeito da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx sobre 0s
niveis plasmaticos de alanina amino transferase (ALT) e aspartato amino
transferase (AST) em ratos, medidos 72 h ap0s o tratamento com o tetracloreto
de carbono (CCl4)

ALT AST
r

Grupo (UIIL) (UIZL)

Controle 28,6 £2,07 86,7 + 2,95

(salina 10 ml/kg, i.p. e 6leo de oliva (23) (23)

3 ml/kg, s.c.)

Salina - i.p. + CCl4 50 % em Oleo de 97,0+ %,80 196,1 + 16,33

oliva 3 ml/kg, s.c.) (14) (14)

FQ 10 mg/kg, i.p. + CCl4 71,2 £7,16’ 175,07 £14,76
(15) (15)

FQ 30 mg/kg, i.p. + CCl4 69,3 + 6,98’ 182,33 £18,16
(14) (14)

Ratos Wistar, machos (180 - 230 g) foram utilizados. Os animais do grupo controle receberam
os veiculos de dissolucdo de FQ e do CCI4. Os outros grupos foram tratados com salina ou FQ
por via intraperitonial, 30 min antes e 24 e 48 h apds a administracdo do CCI4. Os niveis de
ALT e AST foram determinados em plasma heparinizado obtido 72 h ap6s a administra¢do do
CCl4. Os valores representam a média =+ EPM do nimero de animais que encontra-se entre
parénteses. § < 0,001 vs. o grupo controle e ap < 0,05 vs. 0 grupo tratado com salina + CCl4
(ANOVA e teste de Tukey - Kramer).
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aos grupos controle, tratado somente com CCl4 e tratados com FQ 10 e 30 mg/kg, i.p.,
30 min antes e 24 e 48 h ap6s a administracdo do CCl4.

A andlise estatistica dos dados revelou que no grupo tratado somente com 0
CCl4, houve aumento significante dos niveis plasmaticos de ALT e AST (de 3,4 ¢ 2,3
vezes) respectivamente, em relagdo ao grupo controle, medidos 72 h apos o tratamento
(p < 0,001). Porém, nos grupos tratados com FQ e o CCl4, em compara¢do com o
grupo que recebeu apenas o CCl4, ocorreu diminuicdo dos niveis de ALT e AST, que
foi significante somente para ALT. Ambas as doses, 10 e 30 mg/kg, produziram
inibicdo significante dos niveis de ALT, com valores de 27 e 29 % respectivamente.
Esses valores foram muito proximos, indicando que a dose de 10 mg/kg ja produz
efeito maximo (p < 0,05 - ANOVA e teste de Tukey - Kramer).

=> Observacéo histopatologica

A acdo da FQ, sobre as alteracdes morfololdgicas produzidas pelo CCl4 no
tecido hepatico, foi avaliada através de investigacdo histologica, realizada conforme
descrito em 4.11.1. Em cada um dos grupos controle, tratado somente com o CCl4 e
tratados com FQ 10 e 30 mg/kg, i.p., 30 min. antes e 24 e 48 h apds o CCl4, foram
analisadas amostras de figado de 6 animais, coletadas 72 h ap6s a administracdo do
CCl4. Em 100 % das amostras, do grupo tratado somente com o CCL, foram
observadas tumefacdo difusa e esteatose com disposicdo centrolobular, que variaram
de moderada a intensa. Granulomas e infiltrado inflamatorio moderado e difuso,
composto de neutréfilos polimorfonucleares, também estavam presentes (Figura 30B).
Essas alteracdes ndo foram observadas nas amostras do grupo controle (Figura 30A).
Os animais que receberam FQ na dose de 10 mg/kg também apresentaram tumefacao
difusa e esteatose com disposic¢ao centrolobular, de moderada a intensa em 100 % das
amostras. O infiltrado inflamatorio mostrou-se moderado e difuso em 67 % das
amostras e em 33 % foi discreto e difuso. Em 83,3 %, tambem foram encontrados
granulomas. No grupo tratado com FQ 30 mg/kg, a esteatose centrolobular variou de

moderada a intensa em 50 % das amostras, moderada a discreta em 33 % e em 17,6 %,
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FIGURAS 30 - Cortes de figado de rato corados com hematoxilina e eosina. A (controle -
salina 10 ml/kg, i.p. + 6leo de oliva 3 ml/kg, s.c.; tecido normal), B (salina 10ml/kg, i.p. +
CCl4 50 % em oleo de oliva 3 ml/kg, s.c.; esteatose centrolobular intensa, granulomas e
infiltrado inflamatério moderado e difuso), C (FQ 10 mg/kg, i.p. + CCU; esteatose
centrolobular moderada, granulomas e infiltrado inflamatério moderado), D (FQ 30 mg/kg,
i.p. + CCU; esteatose centrolobular moderada e infiltrado inflamatério discreto) HE, 100x.
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essa alteracdo ndo ocorreu. Em todas as amostras, a tumefacéo variou de moderada a
discreta, o infiltrado inflamatério mostrou-se discreto e difuso e ndo foi observada a
presenca de granulomas. Em nenhum dos grupos tratados com o CCl4, inclusive aquele

que recebeu apenas CCl4, foi observada a ocorréncia de necrose.

=> Medida dos niveis de lipoperoxidacéo no tecido hepatico

O efeito de FQ, sobre os niveis de lipoperoxidacdo induzida pelo CCI4 no
tecido hepatico, foi determinado conforme o procedimento descrito em 4.11.1. A
Tabela 23 mostra os valores (média =+ EPM) dos niveis de TBARS, expressos em
nmol de MDA/g de tecido, referentes aos grupos controle, tratado somente com o CCI4
e tratados com FQ 10 e 30 mg/kg, i.p., 30 min antes e 24 e 48 h apds a administracédo
do CCl4.

A analise estatistica dos dados revelou que no grupo tratado somente com o
CCl4 houve aumento significante dos niveis de TBARS, em relacdo ao grupo controle
(p < 0,001). Porém, nos grupos tratados com FQ e o CCl4 foi observada a diminuicdo
dos niveis de TBARS, em relacdo ao grupo que recebeu apenas o CCU, mas esta ndo
foi significante. Os valores de inibi¢cdo produzidos foram 13 e 15 % com as doses de
10 e 30 mg/kg respectivamente (p > 0,05 - ANOVA e teste de Tukey - Kramer).

5.11.2 Prolongamento por CC14 do tempo de sono induzido por pentobarbital

O efeito de FQ, sobre o tempo de sono induzido por pentobarbital, foi avaliado
segundo o procedimento descrito em 4.11.2.

A Tabela 24 mostra os valores (média + EPM) do tempo de sono, referentes
aos grupos controle e tratados com FQ 10 e 30 mg/kg, i.p., uma Unica vez, 30 min
antes da injecé@o de pentobarbital.

A Tabela 25 mostra os valores (média + EPM) do tempo de sono, referentes
aos grupos controle e tratados com FQ 10, 30, 100 e 200 mg/kg, v.0., uma Unica vez,
60 min antes da injecdo de pentobarbital. Em ambos os casos ou seja, tanto por
administracdo intraperitoneal como oral, a analise estatistica dos dados revelou que

nao
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TABELA 23 - Efeito da administracdo da fracdo quinona (FQ) de Auxemma
oncocalyx sobre os niveis de substancias reativas com acido tiobarbitdrico
(TBARS) em figado de ratos tratados com tetracloreto de carbono (CC14)

Grupo (TBARS)
(nmol de MDA/g de tecido)

Controle 22,4 + 2,20

(salina 10 ml/kg, i.p. + dleo de oliva 3 ml/kg, s.c.) (8)

Salina + CCI4 50 % em 6leo de oliva 3 ml/kg, s.c. 39,4 +1,34*
(8)

FQ 10 mg/kg, i.p. + CCl4 34,3 +2,42
(8)

FQ 30 mg/kg, i.p. + CCl4 33,6 +1,27
(8)

Ratos Wistar, machos (180 - 230 g) foram utilizados. Os animais foram tratados com salina
(controle) ou FQ 30 min antes e 24 e 48 h apds a administracdo do CCl4. TBARS foi
determinado em homogeneizado de figado coletado 72 h apés o tratamento com o CCl4. Os
valores representam a média £ EPM do nimero de animais que encontra-se entre parénteses.
*p < 0,001 vs. o grupo controle (ANOVA e teste de Tukey - Kramer). Ndo houve diferenca
significante para os grupos tratados com FQ + CCl4, em relacdo ao grupo que recebeu salina +

CCl4.
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TABELA 24 - Efeito da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx
administrada por via intraperitoneal sobre o tempo de sono induzido por

pentobarbital em camundongos

Grupo

Controle
(salina, i.p. + pentobarbital 40 mg/kg, i.p.)

FQ 10 mg/kg, i.p. + pentobarbital

FQ 30 mg/kg, i.p. + pentobarbital

Tempo de
sono (s)

2416,0 111,45
(12)

2339,7 + 172,69
(12)

24468 + 182,36
(11)

Camundongos Swiss. machos (25 - 30 g) foram utilizados. Os animais foram tratados com
salina (controle) ou FQ uma Unica vez, 30 min antes da administracdo do pentobarbital. Em
seguida o tempo de sono (segundos) foi registrado. Os valores representam a media + EPM do
numero de animais que encontra-se entre parénteses. N&do houve diferenga significante para os
grupos tratados com FQ, em relacdo ao grupo controle (p > 0,05 ANOVA).
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TABELA 25 - Efeito da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx
administrada por via oral sobre o tempo de sono induzido por pentobarbital em
camundongos

Grupo Tempo de
sono (S)

Controle

(DMSO 2 % em salina 10 ml/kg, v.0. + 1747,6 £133,71

pentobarbital 40 mg/kg, i.p.) (18)

FQ 10 mg/kg, v.o. + pentobarbital 1678,2 £145,28
(10)

FQ 30 mg/kg, v.o. + pentobarbital 1627,6 £144,13
(10)

FQ 100 mg/kg, v.0. + pentobarbital 1578,8 +106,00
9)

FQ 200 mg/kg, v.o. + pentobarbital 1756,9 +110,87
9)

Camundongos Swiss, machos (25 - 30 g) foram utilizados. Os animais foram tratados com
salina (controle) ou FQ uma Unica vez, 60 min antes da administracdo do pentobarbital. Em
seguida o tempo de sono (segundos) foi registrado. Os valores representam a média + EPM do
nlmero de animais que encontra-se entre parénteses. Ndo houve diferenca significante para os
grupos tratados com FQ, em relacdo ao grupo controle (p > 0,05 ANOVA).
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houve diferenca significante para os grupos tratados com FQ, em relagdo ao grupo
controle (p > 0,05 - ANOVA e teste de Tukey - Kramer). Esses resultados demonstram
que FQ, administrada nas doses de 10 e 30 mg/kg, i.p. e nas doses de 10, 30, 100 e 200
mg/kg, v.0., ndo causou nenhuma alteracédo significante no tempo de sono induzido por
pentobarbital 40 mg/kg, i.p.

O efeito de FQ sobre o prolongamento por CCfi do tempo sono induzido pelo
pentobarbital foi avaliado segundo o procedimento descrito em 4.11.2.

A Tabela 26 mostra os valores (média £ EPM) do tempo de sono induzido por
pentobarbital, referentes aos grupos controle, tratado somente com o CCl4 e tratados
com FQ 1, 10 e 30 mg/kg, i.p., uma Unica vez, 30 min antes da administracdo do CCl4.
A analise estatistica dos dados revelou que no grupo tratado somente com o CCl4
houve aumento significante do tempo de sono induzido por pentobarbital (de 4,5
vezes), em relacdo ao grupo controle (p < 0,001). Porém, nos grupos tratados com FQ
antes do CCfi ocorreu diminui¢do do tempo de sono induzido por pentobarbital, com
valores de 17, 45 e 44 % para as doses de 1, 10 e 30 mg/kg respectivamente, em
relacdo ao grupo que recebeu apenas o CCfi. Somente as doses de 10 e 30 mg/kg
produziram inibicdo significante. Esta foi similar, indicando que a dose de 10 mg/kg ja
produz o efeito maximo (p < 0,05 - ANOVA e teste de Tukey - Kramer).

A Tabela 27 mostra os valores (média £ EPM) do tempo de sono induzido por
pentobarbital, referentes aos grupos controle, tratado somente com o CCfi e tratados
com FQ 10, 30, 100 e 200 mg/kg, v.0., uma Unica vez, 60 min. antes da administracéo
do CCfi. A andlise estatistica dos dados revelou que no grupo tratado somente com 0
CCfi houve aumento significante do tempo de sono induzido por pentobarbital (de 4,8
vezes), em relacdo ao grupo controle (p < 0,001). Porém, nos grupos tratados com FQ
antes do CCfi ocorreu diminuicdo significante do tempo de sono induzido por
pentobarbital, com valores de 19 e 29 % para as doses de 100 e 200 mg/kg
respectivamente, em relacdo ao grupo que recebeu apenas o CCfi (p < 0,05). As doses
de 10 e 30 mg/kg néo produziram nenhum efeito (p > 0,05 - ANOVA e teste de Tukey

- Kramer).
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Grupo

Controle
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- Efeito da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx
administrada por via intraperitoneal sobre o prolongamento por tetracloreto de
carbono (CCl4) do tempo de sono induzido por pentobarbital em camundongos

(salina 10 ml/kg, i.p. + pentobarbital

40 mg/kg, i.p.)

Salina, i.p + CCI4 20 % em Oleo de

oliva 3 ml/kg, s.c. + pentobarbital

FQ | mg/kg,
pentobarbital

FQ 10 mg/kg.
pentobarbital

FQ 30 mgl/kg,
pentobarbital

i.p.

i.p.

I.p.

+ CcCcia +

+ Cccl4 +

+ Cccu +

Tempo de
sono ()

1772,2 +121,82
(10)

7954,0 + 869,74
(©)

6571,4 +617,89
(?)

4383,6 ¥478,88
(10)

4453,1 ¥384,44
©)

Camundongos Swiss, machos (25 - 30 g) foram utilizados. Os animais do grupo controle
receberam salina e pentobarbital. Os outros grupos foram tratados com salina ou FQ uma
Unica vez, 30 min antes da injecdo do CCl4. O pentobarbital foi administrado 24 h ap6s o
tratamento com o CCl4 e em seguida o tempo de sono (segundos) foi registrado. Os valores
representam a media £ EPM do nimero de animais que encontra-se entre parénteses. j <
0,001 vs. o grupo controle e ap < 0,05 vs. 0 grupo tratado com salina + CCI4 + pentobarbital
(ANOVA e teste de Tukey - Kramer).
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TABELA 27 - Efeito da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx
administrada por via oral sobre o prolongamento por tetracloreto de carbono
(CCl4) do tempo de sono induzido por pentobarbital em camundongos

Grupo Tempo de
sono (s)

Controle 1647,6 + 142,56

(DMSO 2 % em salina 10 ml/kg, v.o. (13)

+ pentobarbital 40mg/kg, i.p.)

DMSO 2 % em salina 10 mg/kg, v.o. 79674 +412,81*
+ CCl4 20 % em Oleo de oliva 3 (14)

ml/kg, - s.c. + pentobarbital

FQ I0Omg/Kg - v.o. + CCl4 + 8246,1 +452,53
pentobarbital (10)
FQ 30mg/Kg - v.o. + CCH4 + 8139,0 +388,47
pentobarbital (9)
FQ 100mg/Kg - v.o. + CCl4 + 6463,0 £259,63’
pentobarbital (10)
FQ 200mg/Kg - v.0. + CCl4 + 5679,3+450,29’
pentobarbital (9)

Camundongos Swiss, machos (180 - 230 g) foram utilizados. Os animais do grupo controle
receberam DMSO 2 % em salina e pentobarbital. Os outros grupos foram tratados com salina
ou FQ uma Unica vez, 60 min antes da injecdo do CCl4. O pentobarbital foi administrado 24 h
apos o tratamento com o CCl4 e em seguida o tempo de sono (segundos) foi registrado. Os
valores representam a média + EPM do nimero de animais que encontra-se entre parénteses.
*p < 0,001 vs. o grupo controle e ap < 0,05 vs. o grupo tratado com DMSO 2 % em salina +
CCl4 + pentobarbital (ANOVA e teste de Tukey - Kramer).
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5.12 Determinacdo da atividade antiedematogénica da fracdo quinona de A.
oncocalyx

5.12.1 Modelo de edema de pata induzido por carragenina em rato

A acdo da FQ, sobre o edema de pata induzido por carragenina em ratos, foi
determinada conforme descrito em 4.12.1.

A Tabela 28 mostra os valores (média £ EPM) do volume do edema de pata
(ml) medido com 1, 2, 3, 4 e 24 horas apds a administracdo de carragenina, referentes
aos grupos controle e tratados com FQ nas doses de 1, 10 e 30 mg/kg, i.p. A analise
estatistica dos dados revelou que FQ nas doses de 10 e 30 mg/kg causou diminuicdo
significante do edema de pata, com 2, 3 e 4 h ap6s a administracdo de carragenina, em
relacdo ao grupo controle. Os dados da Tabela 28 foram utilizados para a construcédo
do gréfico apresentado a seguir (Figura 31). Para a dose de 10 mg/kg, os valores de
inibicdo expressos em porcentagem em relacdo ao controle foram 46, 57 e 48 %, com
2, 3 e 4 h respectivamente. Para a dose de 30 mg/kg, os valores de inibi¢cdo foram 50,
60, 51 %, com 2, 3 e 4 h respectivamente. A dose menor (1 mg/kg) ndo produziu efeito
significante.

A Tabela 29 mostra os valores (média + EPM) do volume do edema de pata
(ml) medido com 1, 2, 3, 4 e 24 horas ap0s a administracdo de carragenina, referentes
aos grupos controle e tratados com FQ 100 e 200 mg/kg, v.o. A analise estatistica dos
dados revelou que FQ na dose de 200 mg/kg causou diminuicdo significante do edema
de pata com 3 e 4 h ap6s a administracdo de carragenina, em relacdo ao grupo
controle. Os dados da Tabela 29 foram utilizados para a construgcdo do gréafico
apresentado a seguir (Figura 32). Os valores de inibigdo foram 25 e 24 % com 3 e 4 h

respectivamente. A menor dose (100 mg/kg) ndo produziu efeito significante.
5.12.2 Modelo de edema de pata induzido por dextrano em rato

A acdo da FQ sobre o edema de pata induzido por dextrano em ratos foi

determinada conforme descrito em 4.12.2. A Tabela 30 mostra os valores (média +



TABELA 28 - Acéo da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx administrada pela via intraperitoneal sobre o edema de
pata induzido por carragenina em ratos

Volume do edema (ml)

Grupo

Lh 211 311 4h 24 h
Controle 0,61 +0,03 1,03 +0,10 1,62 +0,10 1,41 +0,13 0,29 £ 0,04
(salina 10 ml/kg, i.p.)
FQ 1 mg/kg, i.p. 0,59 + 0,06 0,98 £ 0,09 1,35 +0,17 1,28 +0,11 0,27 £ 0,03
FQ 10 mg/kg, i.p. 0,45 + 0,05 0,56 *0,05 0,69 + 6,06 0,74 + 6,06 0,20 £ 0,02
FQ 30 mg/kg, i.p. 0,44 + 0,04 0,52 + 8,05 0,65 + 8,05 0,69 *¥0,05 0,18 + 0,02

Ratos Wistar, machos (150 - 200 g) foram utilizados. Os animais foram tratados com salina (controle) ou FQ uma Unica vez, 30 min. antes da
injecdo intraplantar de 0,1 ml da solucdo de carragenina | % na pata traseira, direita do animal. O volume do edema foi medido com 1, 2, 3, 4
e 24 h ap6s a administracdo de carragenina. Os valores representam a média + EPM de 6 animais por grupo. *p < 0,05 vs. 0 grupo controle
(ANOVA e teste de Tukey - Kramer).
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controle mg/kg 10 mg/kg 30 mg/kg

FIGURA 31 - Acdo da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx
administrada pela via intraperitoneal sobre o edema de pata induzido por
carragenina em ratos. Ratos Wistar, machos (150 - 200 g) foram utilizados.
Os animais foram tratados com salina (controle) ou FQ uma Unica vez, 30 min antes
da injecdo intraplantar de 0,1 ml da solucdo de carragenina | % na pata traseira,
direita do animal. O volume do edema foi medido com 1, 2, 3, 4 e 24 horas ap6s a
administracdo de carragenina. Os valores representam a media + EPM de 6 animais
por grupo. p < 0,05 vs. o grupo controle (ANOVA e teste de Tukey - Kramer).



TABELA 29 - Acéo da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx administrada pela via oral sobre o edema de pata
induzido por carragenina em ratos

Volume do edema (ml)

Grupo

lh 2h 3h 4h 24 h
Controle 0,94 + 0,06 1,54 0,13 2,06 £0,10 2,09 +0,11 0,24 + 0,04
(DMSO 2 % em salina
10 ml/kg, v.0.)
FQ 100 mg/kg, v.o. 0,79 0,14 1,57 £0,08 1,70 0,13 1,93 +0,09 0,19 +0,02
FQ 200 mg/kg, v.o. 0,73 £ 0,06 1,47 +0,18 1,54 ¥0,16 1,58 ¥0,12 0,17 £0,02

Ratos Wistar, machos (150 - 200 g) foram utilizados. Os animais foram tratados com salina (controle) ou FQ uma Unica vez, 60 min. antes da
injecdo intraplantar de 0,1 ml da solucdo de carragenina ! % na pata traseira, direita do animal. O volume do edema foi medido com 1, 2, 3, 4
e 24 h apo6s a administracdo de carragenina. Os valores representam a média £ EPM de 6 animais por grupo. *p < 0,05 vs. o grupo controle
(ANOVA e teste de Tukey - Kramer).
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horas
controle 100 mg/kg 200 mg/kg

FIGURA 32 - Acéo da fragdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx administrada pela
via oral sobre 0 edema de pata induzido por carragenina em ratos. Ratos Wistar, machos
(150 - 200 g) foram utilizados. Os animais foram tratados com salina (controle) ou FQ uma
Unica vez, 60 min. antes da injecdo intraplantar de 0,1 ml da solucdo de carragenina 1 % na
pata traseira, direita do animal. O volume do edema foi medido com 1, 2, 3, 4 e 24 h ap6s a
administracdo de carragenina. Os valores representam a média + EPM de 6 animais por
grupo. p < 0,05 vs. o grupo controle (ANOVA e teste de Tukey - Kramer).



TABELA 30 - Acéo da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx sobre o edema de pata induzido por dextrano em ratos

VVolume do edema (ml)

Grupo

'‘Ah Lh 2h 3h 4h
Controle 2,36 +0,13 3,03 +0,13 3,14 +0,11 3,1 +0,08 2,4 £0,15
(salina 10 ml/kg, i.p.)
FQ 1 mg/kg, i.p 2,78 0,21 3,11 +0,18 2,99 +0,12 2,7 +0,14 2,7+0,12
FQ 10 mg/kg, i.p. 2,19 + 0,11 2,38 + 0,08 1,99 0,24 1,8 ¥0,24 1,6 +0,25
FQ 30 mg/kg, i.p. 2,04 + 0,30 2,22 + 8,27 1,74 ¥0,23 1,6 ¥0,28 14 *¥0,24

Ratos Wistar, machos (150 - 200 g) foram utilizados. Os animais foram tratados com salina (controle) ou FQ uma Unica vez, 30 min. antes da
injecdo intraplantar de 0,1 ml da solucdo de dextrano 1,5 %, na pata traseira, direita do animal. O volume do edema foi medido com *2, 1, 2, 3
e 4 h apos a injecdo de dextrano. Os valores representam a média + EPM de 6 animais por grupo. *p > 0,05 v.s. o0 grupo controle ( ANOVA e
teste de Tukey — Kramer.

Uh
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EPM) do volume do edema de pata (ml) medido com 6, 1, 2, 3 e 4 h ap6s a injecdo de
dextrano, referentes aos grupos controle e tratados com FQ nas doses de 1, 10, e 30
mg/Kkg, i.p.

A anélise estatistica dos dados revelou que FQ, nas doses de 10 e 30 mg/kg,
causou reducdo significante do edema de pata em relacdo ao grupo controle. Os dados
da Tabela 30 foram utilizados para a construcdo do grafico apresentado a seguir
(Figura 33). Para a dose de 10 mg/kg, os valores de inibicdo expressos em
porcentagem em relacdo ao controle foram 37 e 42 %, com 2 e 3 h respectivamente,
apos a injecdo de dextrano. Para a dose de 30 mg/kg, os valores de inibi¢do foram 27,
45, 48 e 41%, com 1, 2, 3 e 4 h respectivamente. A dose menor (1 mg/kg) ndo produziu

efeito significante.

5.13 Determinacdo da atividade antinociceptiva da fracdo quinona de A.
oncocalyx

5.13.1 Teste de contor¢gbes abdominais induzidas pelo é&cido acético em
camundongos

A acdo antinociceptiva da FQ, no teste de contor¢cdes abdominais induzidas
pelo acido acético em camundongos, foi determinada conforme descrito em 4.13.1.

A Tabela 31 mostra os valores (média £ EPM) do numero de contor¢des
manifestadas pelos animais, referentes aos grupos controle e tratados com FQ nas
doses de 0,1, 1 e 5 mg/kg, i.p. Os valores de inibi¢cdo, expressos em porcentagem em
relacdo ao controle, relativos a cada uma das doses de FQ testadas, sdo também
apresentados.

A andlise estatistica dos dados revelou que FQ, nas doses de 1 e 5 mg/kg, i.p.,
causou inibicdo significante do nimero de contor¢fes abdominais induzidas pelo acido
acético em camundongos, em relacdo ao grupo controle (p < 0,05 - ANOVA e teste de
Tukey - Kramer). Os valores de inibicdo em relacdo ao controle foram 26 e 60 % para

as doses de 1 e 5 mg/kg respectivamente.
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FIGURA 33 - Acdo da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx sobre o edema de
pata induzido por dextrano em ratos. Ratos Wistar, machos (150 - 200 g) foram utilizados.
Os animais foram tratados com salina (controle) ou FQ uma Unica vez, 30 min antes da
injecdo intraplantar de 0,1 ml da solucdo de dextrano 1,5 %, na pata traseira, direita do animal.
O volume do edema foi medido com 4, 1, 2, 3 e 4 h ap0s a injecdo de dextrano. Os valores
representam a média £+ EPM de 6 animais por grupo. p > 0,05 v.s. o grupo controle
(ANOVA e teste de Tukey - Kramer).
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TABELA 31 - Acao inibitoria da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx
sobre as contor¢des abdominais induzidas pelo &cido acético em camundongos

Grupo NUmero de contorgdes Inibicao (%)
Controle 24,5 + 1,80
(salina 10 ml/kg, i.p.) (16)
FQ 0,1 mg/kg, i.p. 23,6 £ 1,09
(10)
FQ 1 mg/kg, i.p. 18,2+1,42 26
(10)
FQ 5 mg/kg, i.p. 9,7 +6,92 60
(10)

Camundongos Swiss, machos (20 - 30 g) foram utilizados. Os animais foram tratados com
salina (controle) ou FQ uma Unica vez, 30 min antes da administracdo da solucdo de &cido
acético 0,6 %, no volume de 10 ml/kg, i.p. A partir de 10 min apds a inje¢do do ac. acético, o
namero de contorcBes foi registrado durante 20 min Os valores representam a média + EPM
do numero de animais que encontra-se entre parénteses. p < 0,05 vs. 0o grupo controle
(ANOVA e teste de Tukey - Kramer). Os valores de inibicdo do numero de contorcoes,
expressos em porcentagem em relacdo ao controle, sdo também apresentados.
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5.13.2 Teste da formalina

O efeito inibitério de FQ, sobre a nocicepcdo induzida por formalina em
camundongos, foi determinado segundo o protocolo descrito em 4.13.2.

A Tabela 32 mostra os valores (média + EPM) do tempo gasto pelo animal
lambendo a pata, nas fases inicial e tardia apds a injecdo de formalina, referentes aos
grupos controle e tratados com FQ nas doses de 1, 5 elO mg/kg, i.p. e meperidina 20
mg/kg, i.p. Os valores de inibicdo, expressos em porcentagem em relagdo ao controle,
relativos a cada uma das doses de FQ e a meperidina sdo também apresentados.

A andlise estatistica dos dados revelou que FQ, somente nas doses de 5 e 10
mg/kg, i.p., causou inibicdo significante do tempo gasto pelo animal lambendo a pata,
apenas na fase tardia do teste, em relacdo ao grupo controle. Os valores de inibicéo
foram 27 e 52 %, para FQ 5 e 10 mg/kg respectivamente. De modo significante em
relagdo ao controle, a inibi¢cdo produzida por meperidina ocorreu em ambas as fases.
Os valores de inibicdo foram 37 e 92 %, nas fases inicial e tardia respectivamente (p <
0,05 - ANOVA e teste de Tukey - Kramer).

O envolvimento do sistema opioide, no efeito de FQ sobre a nocicepcao
induzida por formalina, foi investigado conforme descrito em 4.12.2. A Tabela 33
mostra os valores (média £+ EPM) do tempo gasto pelo animal lambendo a pata, nas
fases inicial e tardia, apos a injecdo de formalina, referentes aos grupos controle e
tratados com FQ 30 mg/kg, i.p.; morfina 5 mg/kg, i.p.; naloxona 2 mg/kg, s.c. + FQ e
naloxona + morfina. Os valores de inibicdo, expressos em porcentagem em relacdo ao
controle, relativos a FQ e a morfina sdo também apresentados.

A andlise estatistica dos dados revelou que FQ causou inibi¢do significante
(62 %) do tempo gasto pelo animal lambendo a pata, apenas na fase tardia do teste, em
relacdo ao grupo controle. De modo significante em relagdo ao controle, a inibicdo
produzida pela morfina ocorreu em ambas as fases. Os valores de inibigdo foram 55 e
85 %, nas fases inicial e tardia respectivamente (p < 0,001 - ANOVA e teste de Tukey

- Kramer). A naloxona ndo foi capaz de reverter o efeito antinociceptivo de FQ 30
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TABELA 32 - Acéo inibitéria da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx
sobre a nocicepcgao induzida por formalina em camundongos

Grupo

Controle

(salina 10 ml/kg, i.p.)

FQ 1 mg/kg, i.p.

FQ 5 mg/kg, i.p.

FQ 10 mg/kg, i.p.

Meperidina 20 mg/kg, i.p.

Tempo (s)

F. iniciai F.tardia
56,6 £ 2,57 26,4 + 1,86
(21) (21)
55,1 £3,06 25,3 £ 1,26
(H) (11)
53,5 + 3,14 19,3 + *.68
(12) (12)
58,5+ 2,73 12,8 + 122
(10) (10)
35,8 #3,19 2,0 ¥0,31

(12) (12)

Inibicéo (%)

F. inicial F.tardia
27
52
37 92

Camundongos Swiss, machos (20 - 30 g) foram utilizados. Os animais foram tratados com
salina (controle), FQ ou meperidina uma Gnica vez, 30 min antes da injecdo intraplantar de 20
pl da solucdo de formalina 1 %, na pata traseira, direita do animal. O tempo (em segundos),
gasto pelo animal lambendo a pata, foi registrado durante os primeiros 5 min (F. inicial) e
com 20 até 25 min (F. tardia) apos a injecdo de formalina. Os valores representam a média +
EPM do numero de animais que encontra-se entre parénteses. < 0,05 vs. 0 grupo controle
(ANOVA e teste de Tukey - Kramer). Os valores de inibicdo do tempo gasto pelo animal
lambendo a pata, expressos em porcentagem em relacdo ao controle, sdo também

apresentados.
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TABELA 33 - Avaliacdo do envolvimento do sistema opidide na acdo da fracdo
guinona de Auxemma oncocalyx sobre a nocicepcédo induzida por formalina em

camundongos
Grupo Tempo (s) Inibicéo (%0)
F. inicial F.tardia F. inicial F. tardia

Controle 50,9 +2,63 28,2+ 277

(salina 10 ml/kg, Lp.) (12) (12)

FQ 30 mg/kg, Lp. 48,4 +324  %0,7+1,35 62
(11) (11)

Morfina 5 mg/kg, Lp. 22,9+ 175 42 +6,89 55 85
(12) (12)

Naloxona 2 mg/kg, s.c. + 474 + 3,34 91 + %57 68

FQ 30 mg/kg, Lp. (10) (10)

Naloxona 2 mg/kg, s.c. + 50,6 +4,41 25,6 £ 2,69

morfina 5 mg/kg, Lp. (12) (12)

Camundongos Swiss, machos (20 - 30 g) foram utilizados. Os animais foram tratados com
salina (controle), FQ ou morfina uma unica vez, 30 min antes da injecdo intraplantar de 20 pl
da solugdo de formalina 1 %, na pata traseira, direita do animal. A naloxona foi administrada
15 min antes do tratamento com FQ ou morfina + injecdo de formalina. O tempo (em
segundos), gasto pelo animal lambendo a pata, foi registrado durante os primeiros 5 min (F.
inicial) e com 20 até 25 min (F. tardia) apds a injecdo de formalina. Os valores representam a
média £ EPM do numero de animais que encontra-se entre parénteses. 5 < 0,001 vs. 0 grupo
controle (ANOVA e teste de Tukey - Kramer). Os valores de inibicdo do tempo gasto pelo
animal lambendo a pata, expressos em porcentagem em relacdo ao controle, sdo também

apresentados.
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mg/kg, i.p., na fase tardia. Porém, a naloxona reverteu o efeito antinociceptivo da

morfina 5 mg/kg, i.p., em ambas as fases.

5.13.3 Teste da placa quente

A acdo da FQ, no teste da placa quente, foi determinada segundo o protocolo
descrito em 4.13.3.

A Tabela 34 mostra os valores (média £+ EPM) do tempo decorrido até o
animal responder ao estimulo térmico, medido antes (To) e com 30, 60 e 90 min. apos
0 tratamento, referentes aos grupos controle e tratados com FQ nas doses de 5 e 10
mg/Kkg, i.p.

A analise estatistica dos dados revelou que FQ, nas doses testadas, ndo causou
nenhuma alteracéo significante no tempo decorrido até o animal responder ao estimulo

térmico, em relacdo ao grupo controle (p > 0,05 - ANOVA).
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TABELA 34 - Acéo da fracdo quinona (FQ) de Auxemma oncocalyx e morfina no
teste da placa quente em camundongos

Grupo Tempo decorrido até a reacao (s)
To 30 min. 60 min. 90 min.
Controle 15,8+1,13  152+0,96  13,5+0,87 12,6+ 1,10
(salina 10 ml/kg, i.p.) (16) (16) (16) (16)
FQ 5 mg/kg, ip. 13,6 #1,38  142+106  109+057 133128
(10) (10) (10) (10)
FQ 10 mg/kg, ip. 125+134 137+174 112+137 11,8 +1,16
(10) (10) (10) (10)
FQ 30 mg/kg, ip. 160+ 151 162+ 104  158+0,87 12,6+ 1,29
(10) (10) (10) (10)
Morfina 5 mg/kg, i.p. 153+ 154 280+304 237+209 193+ 168
(10) (10) (10) (10)

Camundongos Swiss, machos (20 - 30 g) foram utilizados. Os animais foram tratados com
salina (controle), FQ ou morfina uma Unica vez. O tempo (em segundos) que o animal levou
parareagir (lamber as patas traseiras e/ou saltar sobre uma placa aquecida a 55,0 + 0,5 °C) foi
medido antes (To) e com 30, 60 e 90 min apds o tratamento. Os valores representam a média
+ EPM do namero de animais que encontra-se entre parénteses. 5 < 0,01 vs. o grupo controle
(ANOVA e teste de Tukey - Kramer).
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6. DISCUSSAO

Estudar as acBes farmacoldgicas de oncocalixona A seria o0 ideal, mas para
Isso, ndo havia quantidade suficiente desse composto isolado. Esse fato estimulou a
tentativa de obter um método eficiente e rapido de extracdo da oncocalyxona A, a
partir do extrato metandlico do cerne de A. oncocalyx, o qual existia em maior
disponibilidade. A oncocalixona A contém dois grupamentos hidroxila (OH) em sua
molécula, que lhe conferem certa hidrossolubilidade (Figura 2). Por isso, 0 extrato
metandlico foi submetido a lavagem exaustiva com agua destilada, seguida de filtracdo
e posterior liofilizacdo do filtrado. Visto que a oncocalixona A representa cerca de 80
% da fracdo hidrossolavel resultante (FQ), o metodo empregado mostrou-se eficiente.

Considerando as vias de administracdo testadas (intraperitoneal e oral), a
DL50 da fragdo quinona determinada em camundongos foi menor por via
intraperitoneal indicando que a sua absorcdo oral é mais lenta. Desse modo, FQ
manifestou maior toxicidade aguda ap6s a administracdo intraperitoneal.

A pesquisa de novos farmacos antitrombdticos tem resultado no isolamento de
muitos constituintes de plantas com atividade antiagregante plaquetaria. Esses
compostos de varios grupos quimicos, inclusive quinonas, inibem a funcéo plaquetéaria
através de diferentes mecanismos.

Frangulina B, uma antraquinona isolada de Rhammus formosana, quando
testada frente a diversos agonistas (ADP, trombina, PAF, &cido araquidénico e
colageno) inibiu especificamente a agregacdo plaquetéria induzida por coladgeno e é
apontada como um provéavel antagonista do receptor de colageno (Teng e cols., 1993).

Foi demonstrado que in vitro, a cinamofilina ((8R,8’S)-4,4’-dihidroxi-
3,3’dimetoxi-7-0x0-8,8’-neoligan) obtida de Cinnamomwn philippinense inibe a
funcdo plaquetéria, atuando de duas maneiras, como inibidor da sintese de TXAZ? e
antagonista de receptor do TXA2. In vivo, esse composto causou acentuado aumento
do tempo de sangramento, por incisédo na cauda, em camundongos (Yu e cols., 1994).

“Shikonin” e derivados (naftoquinonas) provenientes de Amebia euchroma

(Ko e cols., 1995), protopina (alcaldide) de Corydalis tashiroi e Corydalis pallida (Ko
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e cols., 1989) e derivados cumarinicos das espécies Citrus grandis, Severinia huxifolia
e Poncirus trifoliata (Teng e cols., 1992) inibem a hidrélise de fosfolipideo inositol no
processo de ativacdo plaquetaria.

Os compostos fendlicos, gingerol isolado de Zingiber officinale (Guh e cols.,
1995) e capsaicina obtida de Capsicum spp. (Wang e cols., 1985), atuam do mesmo
modo que a aspirina ou seja, impedem a formacéo de TXA2, inibindo a ciclooxigenase.
O alcal6ide girinimbina (alcal6ide) proveniente de Murraya euchrestifolia além de
inibir a ciclooxigenase, induz o aumento dos niveis citoplasmaticos de cAMP em
plaquetas (Ko e cols., 1994).

Visto que alguns compostos atuam como antagonistas de receptor, inibindo
especificamente a ativacdo plaquetaria induzida por um dado agonista, como por
exemplo: a frangulina B (Teng e cols., 1993) e clopidogrel, antagonista de receptor do
ADP, (Gachet, 1995), a possivel especificidade de acdo antiagregante plaquetaria da
fracdo quinona de A. oncocalyx foi investigada. Em PRP obtido de amostras de sangue
humano, o efeito de FQ sobre a resposta de plaquetas a varios agentes agregantes foi
determinado in vitro. Os mais importantes agonistas fisioldégicos de plaquetas: ADP,
trombina, coladgeno, &cido araquidénico e adrenalina foram utilizados; cabe aqui
portanto, considerar seus respectivos receptores.

O ADP ¢é liberado dos granulos densos de plaquetas ativadas pelo proprio
ADP e por outros agonistas (Puri e Colman, 1997). In vitro, em PRP, o ADP pode
induzir os dois tipos de agregacédo, primaria (reversivel), em baixas concentracfes (de
0,1 a 0,5 pM) e secundaria (irreversivel), em concentracfes elevadas, que variam de 2
a5 pM (Yardumian, 1986).

A ativacdo plaquetéria por ADP resulta em alteracdo de forma, agregagdo,
producdo de TXA2 e secrecdo dos granulos. Além disso, induz a inibigdo de adenilil
ciclase, previamente estimulada por PGI2 e PGEb mobilizacdo de calcio de seus
estoques no citoplasma e o répido influxo de célcio (Jin e cols., 1998). Embora
contribuicbes de carater multidisciplinar tenham aumentado consideravelmente os
conhecimentos sobre as respostas de plaquetas ao ADP, os mecanismos de transducéo

de sinal envolvidos ainda ndo foram elucidados, porque a identidade do receptor desse
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agonista permanece indefinida (Puri e Colman, 1997; Jin e cols., 1998). Varias
moléculas presentes na membrana plasmatica de plaquetas, inclusive agregina, uma
proteina de 100 KDa e a glicoproteina lia, um componente do receptor de
fibrinogénio, foram propostas como sendo o receptor de ADP, mas ndo houve
confirmacdo posterior (Jin e cols., 1998).

Diversos receptores de ATP, ADP e UDP foram clonados recentemente. Esses
receptores purinérgicos pertencem a superfamilia de receptores acoplados a proteina G
e foram designados P2, terminologia que os distingue dos receptores de adenosina,
denominados Pj. Com base em estudos farmacologicos, foram descritos os subtipos
P2X , P2Y, P2T e outros. (Boarder e cols., 1995). Até o momento, foram clonados de
plaquetas humanas os receptores: P2xi, suposto mediador de influxo rapido de célcio e
P2Y1, que via fosfolipase C, parece responder por alteracdo de forma, aumento da
concentracdo citoplasmatica de Ca e agregacdo, mas ndo pela inibicdo da adenilil
ciclase (Jin e cols., 1998). Estudos farmacoldgicos indicam a ocorréncia de mais um
receptor (P2tac), mediador da inibicdo de adenilil ciclase, ainda ndo caracterizado e
sugerem que 0s receptores Plyi e P2tac atuam concomitantemente, regulando
diferentes aspectos do acoplamento, estimulo por ADP e resposta das plaquetas
(Daniel e cols., 1999; Jantzen e cols., 1999).

A trombina, protease gerada nos sitios de dano vascular, além de outras acoes,
atua como potente ativador de plaguetas in vitro, sendo capaz de induzir secrecéo e
agregacdo, mesmo quando a via ciclooxigenase estd bloqueada (Siess e cols., 1983).
Além de promover a hidrolise de fosfatidilinositol, outro mecanismo de ativacéo
plaquetéria pela trombina é a inibicdo de adenilil ciclase, previamente estimulada por
PGI2 e PGEi (Brass e cols., 1986; Banga e cols., 1988).

Vu e cols., (1991) relataram a clonagem de um receptor de trombina humano,
membro da superfamilia de receptores acoplados a proteinas G. A extensao terminal,
amino, de localizacdo extracelular do receptor, contém estruturas cruciais para a sua
funcdo. Nesse dominio, a trombina provavelmente exerce sua atividade enzimatica,
promovendo a divagem do receptor, com consequente exposi¢do de um novo terminal

amino, 0 que causaria a ativacao do receptor. O modelo acima delineado é o de um
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receptor peptidico que contém seu proprio ligante, que é revelado através de divagem
pela trombina (Coughlin, 1994). Foi demonstrado que ambos os eventos de sinalizacao
estimulados pela trombina, a hidrdlise de fosfatidilinositol e inibicdo da adenilil
ciclase, podem ser mediados por esse receptor, mas 0s dados disponiveis ndo excluem
totalmente a existéncia de um segundo receptor de trombina na plaqueta (Hung e cols.,
1992). Quanto a glicoproteina Ib (GPIb), um outro sitio de ligagdo da trombina na
plagueta (Barrie, 1990), seu papel no processo de ativacdo ainda ndo foi elucidado.
Segundo Hung e cols., (1992), a sinalizacdo pela trombina ocorre claramente em
células que nédo expressam GPIb e evidéncias sugerem que GPIb serve para aumentar a
concentracdo local de trombina, promovendo a interacdo desta com seu receptor
(Coughlin, 1994). A trombina, através desses receptores ativados por proteases (PARS)
acoplados a proteina G, pode regular o comportamento de véarias células, além de
ativar plaquetas. Recentemente, foram identificados PARI, PAR3 e PAR4 que podem
ser ativados pela trombina e PAR2 que é ativado por tripsina, mas ndo pela trombina.
Vaérios estudos estdo comecando a definir o papel desses receptores in vivo (Chintala e
cols., 1998; Coughlin, 1999; Wu e cols., 2000).

Diversos tipos de coldgeno constituintes da regido subendotelial, quando
expostos devido a injuria na parede vascular, tem um importante papel na ativacéo de
plaguetas, evento que inicia o processo de reparo da lesdo (Clemetson, 1999). O
colageno, tanto monomeérico como o fibrilar, induz a adesdo, mas somente a adesdo ao
colageno fibrilar resulta em secrecdo. Os quatro tipos de colageno fibrilar encontrados
no subendoteélio, I e Il (coldgeno intersticial) e IV e V (coldgeno de membrana basal),
podem induzir a agregacdo, mas apenas os tipos I, 11l e 1V sustentam a adesao (Siess,
1989).

Esforcos para identificar o componente da membrana plasmatica responsavel
pela adesdo inicial de plaquetas as fibrilas de colageno, tem resultado em vaérias
respostas. Como o colageno pode interagir com diversas proteinas, ndo causa surpresa
o fato de que uma grande variedade de provaveis receptores, tenham sido descritos

para esse agonista (Colman, 1991).
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Recentemente, a glicoproteina la/lla (GPla/lla) e glicoproteina VI (GPVI) tem
recebido maior atencdo. Foi demonstrado que GPVI ¢ especificamente necessaria para
a ativacdo de plaguetas humanas por coladgeno e o estimulo pelo colageno induz a
fosforilagéo tirosina da cadeia gama do receptor Fc (FCR) presente na plaqueta (Moroi
e cols., 1989; Gibbins e cols., 1997). Segundo Tsuji e cols. (1997), os resultados da
investigacdo da relacdo entre a cadeia gama de FCR (uma subunidade geradora de sinal
de FcR) e GPVI indicaram que estas, associadas como um complexo, constituem um
receptor de colageno, com sinalizacdo tipica de receptores do sistema imune.
Clemetson e cols. (1999) relataram a clonagem, isolamento e purificagdo desse
receptor de plaquetas humanas, o qual pertence a superfamilia imunoglobulina e tem
sequéncia estreitamente relacionada com FcR, conforme sugerido anteriormente.

Em um estudo, a utilizacdo de agonistas especificos para GPVI e GPla/lla
permitiu comparar as vias de transducdo de sinal mediadas por esses receptores na
plaqueta. A ativacdo dessas vias resultou em respostas similares: agregacdo, elevagdo
de Ca citoplasmatico e fosforilagdo da tirosina das mesmas protefnas. Porém, ao
contrario de GPVI, a maioria dos fenbmenos induzidos por estimulacdo de GPla/lla
foram acentuadamente inibidos pela aspirina, indicando que a transducédo de sinal via
GPla/lla e ndo através de GPVI, requer a producdo de TXA2 (Inoue e cols., 1999).

O &cido araquiddnico, exogenamente adicionado as plaquetas ou
endogenamente liberado em plaquetas ativadas por outros agonistas, é metabolizado
através da via ciclooxigenase e tromboxano sintase, que produz o TXA2, um potente
vasoconstritor e indutor de secrecdo e agregacéo (Siess, 1989; Fitzgerald, 1991; Okwu
e cols., 1994).

Estudos farmacolégicos com os ligantes, 1-BOP e GR 32191, sugeriram a
presenca na plaqueta de dois subtipos de receptor do TXAZ2, aos quais foram atribuidas
fungdes distintas. A agregacdo e secrecdo sdo mediadas por receptores com baixa
afinidade de ligacdo pelo agonista I-BOP, os quais ligam-se irreversivelmente ao
antagonista GR 32191. Receptores com alta afinidade por I-BOP e que ligam-se
reversivelmente a GR 32191, foram responsabilizados por alteracdo de forma e

majoritario aumento de Ca2+ citoplasmatico (Dom, 1989; Takahara e cols., 1990).
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Contudo, apesar dessas evidéncias a base molecular para a segregagdo funcional de
subtipos farmacoldgicos do receptor de TXA2 permanece indefinida.

Hirata e cols., (1991) relataram a clonagem do receptor de TXA?2 de placenta
humana, que foi incluido como membro da superfamilia de receptores acoplados a
proteina G. Até o momento, foi clonado apenas um gene do receptor de TXAZ2, do qual
foram identificadas as isoformas alfa e beta e o0s mMRNA de alfa e beta foram
detectados na plaqueta humana. De acordo com os resultados de um estudo, no qual
foram utilizados antigenos especificos para ambas as isoformas, apenas a isoforma alfa
foi detectada nas plaquetas, sugerindo que a isoforma beta é menos abundante ou ndo é
expressa na plagueta humana (Habib e cols., 1999).

A adrenalina, presente na circulagdo sanguinea, € um importante indutor de
ativacdo plaquetaria. Foi demonstrado que a adrenalina, em concentracdes
relativamente baixas (10 nM) in vitro, pode potencializar as respostas de plaquetas a
outros agonistas. Niveis dessa catecolamina, aumentados pelo fumo ou estresse,
podem revestir-se de importancia patofisiologica na ativacdo plaquetaria (Siess, 1989;
Hjemdahl e cols., 1991; Vanags e cols., 1992).

A adrenalina, do mesmo modo que o ADP, induz dois eventos independentes
de ativacdo plaquetéaria: a hidrdlise de fosfatidilinositol (via fosfolipase C, com
mobilizacdo de Ca citoplasmatico, formacdo de TXA2 e resultante agregacdo) e
reducdo dos niveis de AMPc (através da inibicdo de adenilil ciclase previamente
estimulada por PGI2 ou PGEi). Todos esses efeitos produzidos pela adrenalina ou seja,
agregacédo ou potencializagcdo da agregacao induzida por outros agonistas e inibigcéo da
adenilil ciclase, sdo mediados através da ativacdo de receptores alfa2-adrenérgico
presentes nas plaquetas (Barrie e cols., 1990; Berlin e cols., 1991; Vanags e cols.,
1992). O receptor alfa2-adrenérgico de plaqueta humana foi purificado e o gene que o
codifica foi clonado, tendo a sequéncia tipica de um receptor acoplado a proteina G
(Kobilka e cols., 1987).

As plaquetas humanas também possuem receptores beta2-adrenérgico, que ao
contrario dos receptores alfa2-adrenérgico, sdo acoplados a estimulacdo da adenilil

ciclase, e respondem pela inibicdo da funcdo plaquetaria (Hjemdahl e cols., 1991).
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A fracdo quinona por nés estudada foi capaz de inibir, de maneira dependente
da concentragdo, a agregacdo induzida por todos o0s agonistas anteriormente
mencionados, 0 que indica sua atuacdo, numa etapa do processo de ativacdo
plaquetaria, comum a esses agentes.

Face aos valores de CI50 da fracdo quinona, calculados para esses agonistas e
com base na analise estatistica dos dados, FQ manifestou poténcia similar ao inibir a
agregacao plaquetaria induzida por ADP, colageno, adrenalina ou acido araquidénico.
Contudo, de modo significante, FQ mostrou-se mais potente frente ao ADP em relacdo
a trombina.

Investigando a influéncia do tempo de incubacdo sobre a inibicdo da
agregacdo plaquetéaria, foi observado que com 5 minutos, a fracdo quinona ja havia
produzido seu efeito inibitorio maximo. Por isso, esse periodo de tempo de incubacdo
foi utilizado em todos o0s experimentos.

Alguns compostos, inclusive a aspirina (Schror, 1997) e o clopidogrel
(Herman, 1998), inibem a agregacdo plaquetaria irreversivelmente. Ao contrario
destes, o efeito inibitorio produzido pela fracdo quinona é reversivel, ja que depois de
inibidas, as plaquetas tiveram sua capacidade de agregacao restaurada, apds a lavagem
para a retirada de FQ do meio de reacdo e posterior inducdo de agregacdo pelo
agonista (trombina ou &cido araquiddnico). Protopina (Ko, e cols., 1989), gingerol
(Guh e cols., 1995) e girinimbina (Ko, e cols.,, 1994) também inibem a funcéo
plaquetéria de modo reversivel.

O é&cido araquiddnico, uma vez liberado de fosfolipideos de membrana por
acdo da fosfolipase A2, € metabolizado via ciclooxigenase e tromboxano sintase, com
resultante producdo de TXA2 em plaquetas (Kroll e Schafer, 1989; McNicol e Shibou,
1998). A aspirina, um blogueador da ciclooxigenase, pode inibir a secrecdo e
agregacdo irreversivel produzidas por muitos agonistas, o que denota a atuacdo do
TXA2, como mediador dessas respostas plaquetarias (Siess, 1989; Schror, 1997). O
gingerol (Guh e cols., 1995) e a capsaicina (Wang e cols., 1985) sdo exemplos de
compostos que atuam do mesmo modo que a aspirina, inibindo a agregacao

plaquetaria.
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O efeito produzido pela fracdo quinona sobre a funcéo plaquetéria, apds sua
associacdo com a aspirina, foi estudado utilizando PRP humano, in vitro. De acordo
com os resultados obtidos, FQ potencializou a inibicdo da agregacdo produzida pela
aspirina, causando o bloqueio total dessa resposta das plaquetas, quando o &cido
araquidonico foi usado como agonista. I1sso sugere que 0 mecanismo de acdo de FQ
pode ser semelhante ao da aspirina.

O processo de lipoperoxidacdo é iniciado pela incorporacdo de oxigénio
molecular em 4&cidos graxos poliinsaturados, com resultante formacdo de
hidroperoxidos. A incorporacdo de oxigénio pode ou ndo ser controlada por enzimas, o
que define duas formas gerais de ocorréncia desse processo. A sintese de
endoperoxidos precursores de prostaglandinas e TXA2, depende da ciclooxigenase que
catalisa a introducdo de oxigénio molecular em um &cido graxo poliinsaturado,
particularmente o &cido araquidonico, caracterizando-se portanto, Como um processo
de lipoperoxidacéo, que sofre regulacdo enzimatica. De outro modo, a peroxidacdo de
acidos graxos poliinsaturados ndo enzimatica e metabolicamente desacoplada é
estimulada por oxigénio reduzido, metais em transicdo e hidroperoxidos
primariamente produzidos (Janero, 1990; Briine e cols., 1991).

Os fatos anteriormente mencionados levaram a investigacdo da atividade
antioxidante da fracdo quinona. In vitro, FQ mostrou-se capaz de inibir a
lipoperoxidacdo em cérebro homogeneizado de rato, efeito determinado através da
medida de malonildialdeido (MDA) e quimiluminescéncia.

Cabe resaltar que o0 MDA é um marcador da atividade da ciclooxigenase de
plaguetas e a reducdo da producdo desse metabdlito do acido araquidénico, em
resposta a ativacao plaquetaria, correlaciona-se com o grau de inibicdo dessa enzima
(Naijes e cols., 1997).

Face ao exposto, toma-se evidente que a propriedade antioxidante da fracéo
quinona consiste em forte indicacdo adicional de sua provavel inteferéncia no
metabolismo do acido araquidonico (Figura 34), impedindo a acdo da ciclooxigenase,

a producdo de TXA2, com consequente inibicdo da agregacao plaquetéria.
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FIGURA 34 - Provavel local de acdo da fracdo quinona de A. oncocalyx no metabolismo
oxidativo do acido araquidénico em plaquetas (modificado de Briine e cols, 1991).
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In vitro, a quercetina (o flavondide mais estudado) manifestou acéo
antioxidante ao prevenir a oxidacdo de lipoproteina de baixa densidade (Formica e
Regelson, 1995) e também exerceu atividade antiagregante plaquetéria, impedindo a
formacdo de TXAZ2, por inibicdo da ciclooxigenase (Tzeng e cols., 1991; Formica e
Regelson, 1995).

O composto PMC, derivado do alfa-tocoferol, além de ser um potente agente
antioxidante, mostrou-se capaz de inibir a agregacdo plaquetaria, atuando como
inibidor da ciclooxigenase, in vitro (Sheu e cols., 1999).

Varios autores relataram a atividade antiagregante plaquetaria da pentoxifilina,
um derivado da metilxantina (Nenci e cols.,, 1981; Manrique e Manrique, 1987
Rossignol e cols., 1988). Estudos in vitro, utilizando plaquetas humanas, mostraram
que a pentoxifilina exerce essa a¢do, induzindo o aumento dos niveis citoplasmaticos
de AMPc, através da inibicdo de fosfodiesterase (Ward e Clissold, 1987).

E sabido que os nucleotideos ciclicos séo importantes moduladores da funcéo
plaquetaria, visto que podem regular a concentracdo citoplasmatica de Ca2+ livre (Folts
e cols., 1994). Portanto, o aumento de AMPc causa a reducdo da concentragédo
citoplasmética de Ca e inibicdo da maioria das respostas de plaquetas, inclusive
secrecdo, ativacdo de fosfolipase A2 e formacdo de TXA2 (Kroll e Schafer, 1989; Teng
e cols., 1998).

In vitro, foi demonstrada a atividade da fracdo quinona, ap0s sua associacdo
com a pentoxifilina, sobre a agregacéo plaquetaria induzida por ADP em PRP humano.
De modo significante, FQ potencializou a atividade da pentoxifilina, o que indica sua
possivel atuagdo tambem, como inibidor de fosfodiesterase de AMPc.

De modo semelhante a FQ, cuja atividade inibitéria sobre a agregacdo de
plaguetas humanas parece envolver principalmente a inibicdo da ciclooxigenase e em
menor grau da fosfodiesterase de AMPc, foi mostrado que a girinimbina exerce sua
acdo antiagregante plaquetéria, inibindo ambas as enzimas, ciclooxigenase e
fosfodiesterase de AMPc em plaquetas humanas (Ko e cols., 1994).

O oxido nitrico produzido pelas células do endotéelio vascular inibe (via a

ativacao de guanilil ciclase e aumento de GMPc) as respostas de plaquetas a ativacéo,
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inclusive adesdo (De Graaf e cols., 1992), agregacdo (Broekman e cols., 1991) e
aumento da expressdo do receptor de fibrinogénio (GPIIb/1lla) ativado (Michelson e
cols., 1996).

O NO é sintetizado a partir do atomo de nitrogénio guanidino, terminal
fornecido pela L-arginina (aminoacido), por acdo da enzima NO sintase . Pelo menos
dois tipos de NO sintase (NOS) foram identificadas: uma € constitutiva, dependente de
Ca’ /calmodulina e libera NO por curto periodo de tempo, em resposta a estimulagédo
de receptor e a outra, encontrada em macrofagos e leucdcitos polimorfonucleares
ativados, é induzivel, independe de Ca2+ e uma vez expressa, sintetiza NO por periodos
longos de tempo (Palmer e cols., 1988; Moncada e Higgs, 1991). Ambas as enzimas
sdo inibidas in vitro e in vivo por analogos da L-arginina, tais como os compostos, NCI-
nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) e N*-monometil-L-arginina (L-NMMA). Além
disso, glicocorticoides inibem a NOS induzivel (NOSIi), de macréfagos e leucocitos
polimorfonucleares, mas ndo afetam a NOS constitutiva (NOSc), endotelial ou
cerebral (lalenti e cols., 1992).

Uma NOSc foi identificada em plaquetas humanas (Moncada e Higgs, 1991;
Muragandam e Mutus, 1994; Sase e Michel, 1995). Estudos realizados por Mehta e
cols. (1995) e Chen e Mehta (1996) demonstraram a presenca de isoformas
constitutiva e induzivel de NO sintase e seus MRNA em plaguetas humanas. Chen e
Mehta (1996) mostraram que a agregacao de plaquetas humanas lavadas induzida por
trombina foi potencializada por um inibidor de NO sintase (N Omega-nitro-L-
arginina) e inibida por L-arginina. O NO derivado de plaquetas foi caracterizado pela
medida de sua producdo, simultaneamente com a agregacdo plaquetaria induzida por
ADP em PRP humano, zw vitro (Freedman e cols., 1997).

Em individuos saudaveis, a infusdo sistémica de L-arginina causou inibicdo da
agregacdo plaguetaria (Bode-Boger e cols., 1994) e de L-NMMA resultou em aumento
da resposta de plaquetas a varios agonistas, avaliados ex vivo (Bodzenta-Lukaszyle e
cols., 1994). Tais estudos porém, ndo permitem a separacdo dos efeitos do NO

derivado do endotélio daquele sintetizado nas plaquetas.



In vitro, tem sido mostrado que em resposta ao coldgeno e outros agonistas, a
agregacdo de plaquetas humanas (plaquetas lavadas, PRP ou sangue total) é inibida
(via aumento de GMPc) por pré-incubacdo com L-arginina e aumentada por pré-
incubacdo com L-NAME e L-NMMA, o que sugere o envolvimento do NO derivado
de plaguetas no controle da funcédo plaquetaria (Radomski e cols., 1990a; Radomski e
cols., 1990b; Anfossi e cols., 1993, Marietta e cols., 1997; Yoshimoto e cols., 1999;
Anfossi e cols., 1999).

In vitro, foi investigada a atividade da fracdo quinona, apds sua associagédo
com a L-arginina, sobre a agregacdo plaquetaria induzida por coldgeno em PRP
humano. De acordo com os resultados obtidos, FQ ndo alterou de modo significante a
inibicdo causada pela L-arginina e portanto, provavelmente ndo atua via ativacdo de
guanilil ciclase e aumento de GMPc.

In vitro, a fracdo quinona inibiu de maneira dependente da concentragéo, a
agregacdo de plaquetas de rato induzida tanto por ADP como por trombina em PRP.
As plaguetas humanas quando comparadas as de rato, mostraram-se mais susceptiveis
aos agentes agregantes. O ADP e trombina nas concentracdes de 3 pM e 3,04 U/ml
respectivamente causaram agregacdo plaquetaria irreversivel em PRP humano.
Concentracbes de 20 pM de ADP e 15,8 U/ml de trombina produziram agregacédo
reversivel em PRP de ratos. Cabe ressaltar que as curvas de agregacdo induzidas por
ADP 20 pM e trombina 15,8 U/ml representam cerca de 90 % da resposta maxima e
esta também foi reversivel; com o dobro da concentra¢do de trombina (31,6 U/ml) foi
observada a coagulagdo do PRP.

FQ na concentracdo de 71,4 pg/ml causou 70 % de inibicdo da agregacdo
plaguetaria induzida por ADP em PRP humano. Para produzir efeito similar em PRP
de rato foi necessaria uma concentracdo de 177,8 pg/ml. Com a trombina, nas
concentracoes de 71,4 e 88,9 pg/ml, FQ causou 46 e 28 % de inibicdo da agregacéo
em PRP humano e de rato respectivamente.

Na resposta de agregacdo plaquetaria, diferencas entre as espécies foram
também relatadas por Cox e cols., (1992), Cook e cols., (1993a; 1993b). Segundo
Bostwick e cols., (1996), o efeito produzido pelo composto RG13965 (antagonista de
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receptor de fibrinogénio) sobre a agregacdo plaquetéria induzida por colageno foi
varidvel dependendo da espécie. A ordem quanto ao grau de poténcia foi a seguinte:
[cdo = macaco = humano] > [hamster = camundongo] > porco. Parece que in vivo, a
dose de efeito maximo de RGB965 refletiu a dependéncia da espécie estabelecida in
vitro; nos modelos de trombose em hamster e camundongo essa dose foi 30 vezes
maior do que em cdo.

Em concordéncia com os resultados que obtivemos, Takahashi (2000) mostrou
que in vitro, o ADP e trombina induzem agregacao plaquetaria reversivel em PRP de
rato.

Visando entender alguns dos mecanismos hemostaticos em ratos, com énfase
especial nas fungbes das plaquetas, a resposta destas a muitos agentes agregantes foi
estudada por Takahashi (2000). Este sugeriu, com base nos resultados obtidos, que
apenas 0 ADP pode atuar como um agonista fisiologicamente importante, em ratos.
Segundo esse autor, considerando que as plaquetas de rato sdo menos susceptiveis do
que as humanas ou ndo respondem a trombina, coldgeno, &cido araquidénico,
adrenalina, serotonina, PAF e outros agentes, é questionavel se elas tem um papel
critico na hemostasia. Pode-se inferir que a coagulacdo do sangue é da maior
importancia, embora as plaquetas exercam funcdo secundaria em ratos.

Quanto ao papel das plaquetas na hemostasia e formacdo do trombo em ratos,
esse autor formulou as seguintes hipéteses: (1) os vasos sanguineos e tecidos sofrem
lesdo e os eritrocitos sdo danificados por colisdo com os sitios de lesdo; (2) o ADP €
liberado dos eritrocitos; (3) o ADP induz adesdo e agregacdo plaquetaria nos sitios de
lesdo; (4) logo apds a formacdo do tampdo plaquetério reversivel, o coagulo de fibrina,
resultante da coagulacdo do sangue, cobre o tampé&o plaquetario; (5) os agregados de
plaquetas, que sofrem adesdo nos sitios de lesdo, sdo estabilizados irreversivelmente
através do retardo do fluxo sanguineo e sua cobertura por redes de fibrina.

No modelo de rato, em comparagdo com o humano, Takahashi (2000) apontou
as seguintes diferencas: (1) a agregacao plaquetaria é causada somente pelo ADP; (2) a
adesdo necessita de ADP; (3) a agregacdo secundaria (irreversivel) ndo ocorre e

portanto a reacdo de liberacdo tem pouca importancia; (4) eritrocitos sdo
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extremamente frageis, contem uma grande quantidade de ADP e o plasma tem forte
atividade ADPase; (5) a atividade de coagulacdo intrinseca é alta e a formacdo do
coagulo de fibrina é rapida. Anteriormente, Maffrand e cols., (1988) j& haviam
apontado um papel chave para o ADP na hemostasia em ratos.

Entre outras razdes, diferencas fundamentais nos mecanismos hemostaticos
entre humanos e ratos, relatadas por Sekiya e cols., (1990), Maffrand e cols., (1988) e
Takahashi (2000), talvez possam explicar o fato de ndo ter sido observado o efeito
inibitorio de FQ sobre a agregacédo de plaquetas de ratos, nos estudos ex vivo.

Nas doses de 10, 30 e 60 mg/kg, i.p., administradas | vez ao dia, durante 5
dias, em ratos, nenhum efeito significante foi produzido pela fragdo quinona sobre a
agregacdo plaquetaria induzida por ADP em PRP, preparado a partir de amostras de
sangue colhidas dos animais, 30 minutos ap0s a Gltima injecdo da fracéo.

Na dose de 50 mg/kg, v.o., administrada 1 vez ao dia, durante 15 dias, em
ratos, FQ ndo causou alteracdo significante na agregagdo plaquetéria induzida por
ADP em PRP, obtido de amostras de sangue colhidas dos animais no 70 e 15° dia, com
1 h ap6s a ingestdo da fracdo. Esse tratamento também ndo produziu qualquer
modificacdo significante sobre o numero de plaguetas e outros parametros
hematoldgicos e bioquimicos desses animais.

O sangramento devido a incisdo na cauda de rato pode ser um exemplo de
hemorragia e hemostasia provocadas por injuria mecanica e o tempo de sangramento
pode ser considerado como um indicador da atividade hemostatica total (Takahashi,
2000).

Segundo De Gaetano e cols., (1977), a inibicdo da agregacdo plaquetaria
causada por ADP, mas ndo pelo colageno, determina o prolongamento do tempo de
sangramento em ratos.

De acordo com Maffrand e cols., (1988), a ativacdo de plaquetas durante a
hemostasia primaria em ratos, envolve o ADP e é sensivel a defeitos, na funcdo da
plagueta dependente de ADP ou na coagulacéo.

Tanaka e cols., (1998) relataram que o tempo de sangramento em ratos nédo foi

alterado pela aspirina ou pelo composto Z-335 (antagonista do receptor de TXA?2), mas
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foi significativamente prolongado pela ticlopidina (antagonista do receptor de ADP).
Esses dados indicam que na hemostasia primaria em ratos, o0 TXA2 parece ndo estar
envolvido, enquanto que o ADP pode ter um papel importante. O aumento do tempo
de sangramento em ratos por ticlopidina e clopidogrel também foi demonstrado por
Takahashi e cols., (2000).

Wang e cols., (1985) mostraram que capsaicina (inibidor da ciclooxigenase)
prolongou o tempo de sangramento provocado por incisdo na cauda de camundongos e
esse efeito foi similar ao da aspirina e indometacina. Esses resultados foram contrarios
aqueles obtidos por Tanaka e cols., (1998) em ratos.

Segundo Bostwick e cols., (1996) o composto RG13965 mostrou-se capaz de
inibir a formag&o do trombo sem alterar o tempo de sangramento em cées, diferindo de
muitos outros antagonistas do receptor de fibrinogénio, que em doses eficazes contra
modelos de trombose também prologam o tempo de sangramento. Ha relatos de outros
agentes antitrombdticos que exibem eficacia maxima em doses que ndo aumentam o
tempo de sangramento Tschopp e cols., (1993) e Collen e cols., (1994).

De modo surpreendente, a fragdo quinona causou diminuigéo significante do
tempo de sangramento em camundongos, nas doses de 30 mg/kg, i.p. (3 h apos a
administracdo), 100 mg/kg, v.0. (3 h apos a ingestdo) e 200 mg/kg, v.o. (3 h apéds a
ingestdo). Conforme os resultados experimentais apresentados, FQ causou a constri¢éo
em preparacdes de aorta de rato, na mesma faixa de concentracdo em que inibiu a
agregacao de plaquetas desses animais in vitro. Esse fato pelo menos em parte, pode
explicar a diminuicdo do tempo de sangramento em camundongos por essa fracao.

A fracdo quinona nas doses de 30 e 60 mg/kg, i.p. administradas uma unica
vez em camundongos ndo produziu nenhum efeito significante no nimero de plaguetas
em sangue colhido desses animais, 3 h apos o tratamento.

Na literatura especializada, encontramos numerosos artigos que relatam a
atividade antioxidante de extratos de plantas (Maitra e cols., 1995; Ismail e cols.,
1997; Colak e cols., 1998; Shi e Niki, 1998; Kumar e Muller, 1999) e constituintes
quimicos isolados (Ferrandiz e cols., 1994; Prasad e cols., 1995; Joyeux e cols., 1995;
Houghton e cols., 1995; Wiseman e cols., 1996; Chiu e cols., 1997; Fraga e cols.,
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1997; Fuhrman e cols., 1997; Manna e cols., 1997), o que denota o grande interesse
atual por esse tema.

A andlise dos dados revelou que dentre varios grupos de compostos, as
quinonas foram citadas por sua propriedade antioxidante. O oOleo fixo bruto e a
timoquinona pura, obtidos das sementes de Nigella sativa, espécie vegetal
tradicionalmente empregada no tratamento de reumatismo e outras doencas
inflamatorias relacionadas, foram testados como possiveis inibidores da sintese de
eicosandides e peroxidacdo lipidica de membrana. Ambos inibiram as vias
ciclooxigenase e 5-lipooxigenase do metabolismo do acido araquidénico em leucocitos
de peritdnio de rato estimulados com iono6foro de calcio A23187, como demonstrado
pela reducdo dose-dependente dos niveis de tromboxano B2 (TXB2), metabdlito
estavel TXA2 e leucotrieno B4 respectivamente. O dleo fixo e a timoquinona tambem
inibiram a peroxidacdo ndo enzimatica de fosfolipideos de lipossomos de cérebro de
rato. Nas duas situacdes a timoquinona mostrou-se mais potente (Houghton e cols.,
1995).

Segundo Tripathi e cols., (1995) o estudo fitoquimico do extrato alcéolico da
raiz de Rubia cordifolia Linn (Rubiacea), erva de distribuicdo ampla na regido do
Himalaia indicou a presenga de antraquinona e naftoquinona, como seus principais
constituintes. Em homogeneizado de figado de rato, esse extrato mostrou-se capaz de
inibir a peroxidacdo lipidica induzida por hidroperéxido cumeno.

Diferentes iniciadores do processo de peroxidacdo lipidica foram utilizados
para determinar a atividade antioxidante de uma hidroquinona, avarol e sua quinona,
avarona, produtos naturais de origem marinha. Com todos os iniciadores testados,
ambos 0s compostos mostraram-se capazes de inibir a lipoperoxidacdo. (Belisario e
cols.,, 1992). Em plaquetas humanas (plaquetas lavadas e PRP), frente a diferentes
agonistas, o avarol e a avarona manifestaram atividade antiagregante plaquetaria,
através da inibicdo da producdo de TXA2 (Belisario e cols., 1996).

A idebenona [2,3-dimetoxi-5-metil-6-( 10-hidroxidecil)-1,4-benzoquinona],
analogo sintético da coenzima Q, é atualmente empregada no tratamento de doencas

vascular e degenerativa do sistema nervoso central (Gillis e cols., 1994). Apesar do
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uso clinico, seu mecanismo de acdo permanece desconhecido. Alguns autores tem
atribuido o efeito neuroprotetor da idebenona a sua capacidade antioxidante. De fato,
esse composto mostrou-se capaz de inibir a peroxidacdo lipidica em membranas de
mitocondria submetida a estresse oxidativo (Suno e Nagaoka, 1984). Além disso, pode
inativar diversos radicais livres, inclusive os radicais peroxila e tirosila e o
peroxinitrito (Mordente e cols., 1998). Suno e cols., (1989) relataram a atividade
antiagregante plaquetaria da idebenona. Em ratos, esse farmaco preveniu deficits de
memoria e aprendizagem causados pela infusdo intracerebroventricular continua do
peptideo p-amildide, citotoxico, o qual € o principal componente das placas senis
presentes no cérebro de pacientes com a doenca de Alzheimer (Yamada e cols., 1999).

A ubiquinona e a vitamina K sdo quinonas que ocorrem nos sistemas
biologicos e atuam como componente redox de cadeias de transporte de eletrons
transmembrana. O ubiquinol e a hidroquinona da vitamina K sdo os produtos de
reducédo, de 2 eletrons, da ubiquinona e vitamina K respectivamente (Mukai e cols.,
1993).

O ubiquinol mostrou-se potente inibidor do processo lipoperoxidacdo, em
diferentes sistemas biologicos, tais como: mitocondria e microssomos (Kagan e cols.,
1990), lipossomos (Landi e cols., 1992) e lipoproteina de baixa densidade (Merati e
cols., 1992). Além disso, é capaz de inativar radicais peroxila de lipideo e regenerar o
alfa-tocoferol, reduzindo o radical alfa-tocoferoxila (Mukai e cols., 1993). Esses dados
revelam a propriedade antioxidante desse composto.

Segundo Mukai e cols., (1993), a hidroquinona da vitamina K atua como um
antioxidante, inativando varios radicais livres. O estudo realizado por Vervoot e cols.,
(1997) testou a atividade antioxidante potencial do ciclo da vitamina K. A forma
hidroguinona da vitamina K, cofator da enzima gama-glutamil carboxilase, é
continuamente regenerada nesse ciclo e as vias envolvidas sdo a oxidacdo da
hidroguinona a epoxido, seguida por reducdo a quinona e posterior reducdo a
hidroquinona. De acordo com os resultados obtidos, o ciclo da vitamina K inibiu a
peroxidacado lipidica em microssomos de figado de rato e a espécie quimica ativa foi a

hidroquinona da vitamina K.



183

O composto alfa-tocoferila quinona é um metabdlico ativo do alfa-tocoferol,
produzido zn vivo, nos sitios de ocorréncia do estresse oxidativo. Recentemente, foi
demonstrada a capacidade antioxidante da sua forma reduzida, alfa-tocoferila
hidroquinona (Siegel e cols., 1997; Shi e cols., 1999). Em lipoproteina de baixa
densidade (LDL) exposta a diferentes indutores da formacao de radicais livres, a alfa-
tocoferila hidroquinona inibiu acentuadamente o processo de lipoperoxidacdo ou
impediu a sua ocorréncia (Neuzil e cols., 1997).

No presente estudo, a propriedade antioxidante da fracdo quinona iw vitro
revelou-se através da sua capacidade de inibir a lipoperoxidacdo que ocorre
espontaneamente, quando o homogeneizado de cérebro de rato é incubado sob
condicgdes controladas, conforme o método de Stocks e cols., (1974). Nesse sistema,
originalmente proposto como modelo para medir a atividade antioxidante de fluidos
bioldgicos (soro, liquido cefalorraquidiano entre outros), a lipoperoxidagdo ocorre em
alto grau e de forma reprodutivel, sob condi¢cdes padronizadas simples. Isto somado a
consideragdes préticas, tais como a facilidade de obter quantidades relativamente
grandes de material (cérebro de rato fresco) e a simplicidade de iniciacdo do processo
de lipoperoxidacao (ndo requer catalizador estranho), levaram a escolha desse método.
A producédo de TBARS e a emisséo de QL foram os parametros empregados para a
avaliacdo do grau de lipoperoxidacao.

Com base na literatura revisada, a lipoperoxidacdo é o dano oxidativo mais
utilizado para o estudo da atividade antioxidante de compostos quimicos, in vivo e in
vitro.

Vérios métodos quimicos e fisicos foram descritos para medir a peroxidacdo
lipidica em tecidos homogeneizados (Prasad e cols., 1996; Barros e cols., 1996; Siu e
cols., 1998), células ( Videla e cols., 1984; Manna e cols., 1997), fracfes subcelulares
microssomal (Ursini e cols., 1994; Fraga e cols., 1997) e mitocondrial (Chiu e cols.,
1997), membrana de lipossomos (Houghton e cols., 1995; Kumar e Muller, 1999) e
LDL (Viana e cols., 1996; Fuhrman e cols., 1997).

Uma maneira direta de avaliar esse processo seria através da determinacgéo

quantitativa de hidroperoxidos, produtos iniciais primarios que resultam do ataque de
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radicais livres a acidos graxos poliinsaturados. Porém, na prética, isso € dificil devido
a natureza labil desses compostos. Consequentemente, a lipoperoxidacdo ¢ medida por
métodos indiretos ou seja pela analise de produtos finais ou secundarios derivados do
metabolismo ou decomposicdo de hidroperdxido (Janero, 1990).

Tais métodos incluem a determinacdo de malonildialdeido (MDA), medida de
dienos conjugados por absorcdo ultravioleta, analise de produtos fluorescentes,
determinacdo da formacdo de etano e pentano, deteccdo de quimiluminescéncia,
medida do consumo de oxigénio, analise de peroxidos lipidicos e avaliacdo da perda
de &cidos graxos poliinsaturados de fosfolipideos da membrana. Dentre estes, o teste
TBA, ou seja, a determinacdo do MDA com base na sua reatividade com o &cido
tiobarbitarico (TBA), tem sido o mais usado (Valenzuela, 1991).

Os fatos que determinaram 0 uso rotineiro do teste TBA, para detectar e
quantificar a lipoperoxidacdo em uma grande variedade de amostras, s&o mencionados
a seguir. O MDA ¢é gerado como um produto secundario na biossintese de
eicosandides (peroxidacdo lipidica controlada por enzimas) e como um produto final
da degradacdo oxidativa, ndo enzimatica e metabolicamente desacoplada de &cidos
graxos poliinsaturados (Smith, 1989; Girotti, 1995). Sob condi¢Ges de incubacao
apropriadas (meio acido e temperatura elevada) o0 MDA participa prontamente de uma
reacdo de adicdo nucleofilica com o TBA, da qual resulta um pigmento de cor rosa
intensa, estavel, com alta absortividade molar no espectro visivel e absorbancia
méxima de 532 a 535nm (Sinnhuber e Yu, 1958). A estrutura desse composto, um
produto de condensacdo 1:2 MDA: TBA, foi estabelecida por Nair e Tumer (1984).
Finalmente, a determinacdo quantitativa do MDA, atravées da medida
espectrofotométrica de seu derivado, o 1:2 MDA: TBA, é um método sensivel, rapido
e pouco dispendioso (Janero, 1990; Valenzuela, 1991).

Cabe ressaltar que o teste TBA tem algumas limitagdes bem conhecidas hoje,
as quais quando ndo consideradas podem levar a resultados errdneos. Em tais
circunstancias, os seguintes fatores se revestem de importancia: a influéncia das
condicOes de reacdo e dos reagentes na resposta do teste, a inespecificidade da

reatividade do TBA com o MDA e a inabilidade da espectrofotometria para, sozinha,
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distinguir o real derivado 1:2 MDA: TBA de outros compostos similares produzidos
no teste. Essas interferéncias levaram alguns autores a usar a expresséo “thiobarbituric
acid reactive substances” (TBARS) para traduzir seus resultados, assumindo que o
principal componente é o composto 1:2 MDA: TBA (Janero, 1990; Valenzuela, 1991).

Face ao exposto, toma-se evidente que o emprego do teste TBA em estudos de
lipoperoxidacdo, especialmente em sistemas bioldgicos, exige prudéncia. Visto que 0s
resultados obtidos por esse método ndo sdo inequivocos, impde-se a necessidade de
incluir na avaliacdo, outros indicadores da formacdo e decomposicdo de peroxido
graxo, como um procedimento complementar (Janero, 1990; Valenzuela, 1991).

Em diversas amostras biologicas, a lipoperoxidacdo tem sido avaliada atraves
da emissdo de luz (Piergiacomi e cols., 1996; Desmarchelier e cols., 1997; Afanas’ev e
cols., 1998; Albertini e Abuja, 1998; Gulaya e cols., 1998; Vasiljeva e cols., 1998;
Yesilkaya e cols., 1998). Lissi e cols., (1986) relataram que a quimiluminescéncia
correlaciona-se bem com outros ensaios de lipoperoxidacdo como o acumulo de
TBARS e a producdo de alcanos e por isso, pode ser usada com vantagem para
monitorar o grau de lipoperoxidagéo e o efeito de aditivos no processo. De fato, a
avaliacdo da lipoperoxidacdo através da determinacdo de TBARS e QL, como
procedimentos complementares, € uma pratica bastante usada (Videla e cols., 1997;
Davino e cols., 1998; Desmarchelier e cols., 1998; Desmarchelier e cols., 1999;
Kawagoe e Nakagawa, 2000). Além disso, a combinacdo da medida de QL e dienos
conjugados foi empregada para a avaliacdo da lipoperoxidagdo em LDL (Albertini e
cols.,1999).

No presente estudo, os resultados mostraram que a fragdo quinona causou
inibicdo concentracdo-dependente da peroxidacdo lipidica em homogeneizado de
cérebro de rato. Os valores 1,64 e 2,06 pg/ml, Q1/2 de FQ calculados com os dados
obtidos atraves da determinacdo de TBARS e QL respectivamente, sdo muito
proximos. Lissi e cols. (1986) ja haviam relatado que a producdo de TBARS e a
emissdo de luz, quando integrados, exibem respostas similares. Barros e cols. (1996)
demonstraram o efeito inibitorio de 4-neurolidilcatecol (composto isolado da espécie

vegetal Pothomorphe umbellata L. Mig.) sobre a lipoperoxidacdo em homogeneizado
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de cérebro de rato, comparando-o com o do alfa-tocoferol. Valores semelhantes de Q1/2
também foram observados. Esses valores via TBARS e QL foram 0,75 e 0,68 pM
respectivamente para o 4-neurolidilcatecol e 14,40 e 10,90 pM (ou 6,20 e 4,69 pg/ml)
respectivamente para o alfa-tocoferol. Visto que os metodos utilizados e as condigdes
de trabalho foram as mesmas, os valores, Q1/2 de FQ via TBARS e QL, puderam ser
comparados com os relatados por Barros e cols., (1986) para o alfa-tocoferol, o qual é
reconhecidamente um importante antioxidante natural (Gaté e cols., 1999). Se quanto
menor o valor de Qi”®, maior € a capacidade antioxidante, entdo FQ mostrou-se ainda
mais potente do que o alfa-tocoferol.

Demonstrada a atividade antioxidante da fracdo quinona in vitro, esta foi
também investigada in vivo. Para tanto, foi utilizado o modelo de hepatotoxicidade
aguda induzida pelo tetracloreto de carbono em ratos, no qual estdo envolvidos:
radicais livres e lipoperoxidacdo (Mitcheva e cols., 1993; Murakami e cols., 1998).

O CCU e biotransformado pelo sistema oxidase de funcdo mista, no reticulo
endoplasmatico do figado e a divagem da ligacdo cloro - carbono resulta na formacéo
do radical livre triclorometil, que é instdvel e pode reagir prontamente com
componentes da membrana ou com o oxigénio molecular para formar o radical
triclorometilperoxila, que parece ser ainda mais reativo do que o seu precursor (Lin e
cols., 1997). Os radicais livres gerados podem formar ligagcdes covalentes ou abstrair
um atomo de hidrogénio de acidos graxos poliinsaturados da membrana, resultando na
producdo de radicais livres de lipideo. Estes reagem com o oxigénio molecular, o que
inicia a decomposicdo peroxidativa de lipideos, no reticulo endoplasmatico. O
processo de lipoperoxidacdo resulta na liberacdo de produtos sollveis que afetam
outras membranas, como a membrana plasmatica da célula (Tsai e cols., 1997).

As enzimas alanina amino transferase (ALT/GPT) e aspartato amino
transferase (AST/GOT) estdo localizadas no citoplasma e séo liberadas na circulacéo
sanguinea por injurias que comprometem a integridade estrutural do figado. Desse
modo, o aumento dos niveis dessas enzimas no soro, quando o CCI4 é administrado, é
um indicador preciso da ocorréncia de lesdo celular (Mitcheva e cols., 1993; Gilani e

cols., 1998). Segundo Lin e cols. (1997), a AST ocorre no figado, musculo cardiaco,
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musculo esquelético, rins, cérebro, pancreas, pulmdes, leucdcitos e eritrécitos (em
ordem decrescente de concentracdo), enquanto a ALT esta presente em maior
concentracdo no figado. Nas células, a AST é encontrada no citosol e mitocéndria e a
ALT apenas no citosol. De acordo com esses autores, para a avaliagdo de dano
hepatocelular, agudo, a determinacdo da atividade de ALT é um teste mais sensivel e
especifico do que a anélise de AST. Os resultados obtidos demonstraram que a fracdo
quinona causou inibigéo significante, apenas da atividade de ALT. As doses crescentes
testadas produziram efeitos similares e a inibicdo méaxima, observada com FQ 30
mg/kg, foi de 29 % em relacdo ao grupo tratado somente com o CCfi.

Os dados referentes a observacdo histopatologica indicaram uma acédo
protetora, muito discreta do tratamento com a fracdo quinona. Embora a dose de CCfi
utilizada pudesse causar necrose hepatica em ratos, tal efeito ndo foi observado.
Provavelmente, contribuiu para isso o fato de os animais terem sido alimentados
normalmente, antes e durante o experimento. Com 0 objetivo de estudar a degeneracéo
das células hepaticas em condi¢es menos severas, Merino e cols., (1996), utilizando o
CCfi em dose capaz induzir necrose, relataram ter alimentado os animais antes e
durante todo o experimento com o propésito de prevenir a ocorréncia desse efeito.
Esses autores demonstraram o efeito hepatoprotetor do propolis, através da
determinacdo de ALT no soro e medida do grau de esteatose. Utilizando um programa
de computador para medir a extensdo da area de esteatose, ndo foi observada diferenca
entre 0s grupos tratados com o propolis e aquele que recebeu apenas o CCfi. A
reducdo da esteatose pelo prépolis somente se revelou atraves de reacdo histoquimica
para lipideos e dosagem de triglicérides no figado. Tendo em vista esses dados, merece
consideracdo o fato de que efeitos de menor intensidade podem passar despercebidos
ou ser subestimados, quando a esteatose € submetida apenas a avaliacdo qualitativa,
utilizando a técnica de coloracdo dos cortes histopatopatoldgicos por hematoxilina-
eosina.

Nos grupos de animais tratados com a fragdo quinona, 0s niveis de

lipoperoxidacdo induzidos pelo CCfi no tecido hepatico manifestaram apenas uma
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tendéncia a diminuicdo. Com FQ nas doses de 10 e 30 mg/kg, i.p., a reducéo foi dei3 e
15 % respectivamente em relagdo ao grupo.

Face ao exposto, caracterizou-se a necessidade de dados complementares para
uma avaliagdo conclusiva do efeito da fragdo quinona na hepatotoxicidade induzida
pelo CCl4. Por isso foi usado o modelo experimental de prolongamento pelo CCl4, do
tempo de sono induzido por pentobarbital. Os danos conferidos pelo CCl4, tanto ao
hepatdcito quanto as enzimas microssémicas do sistema oxidase de funcdo mista,
comprometem o processo de biotransformacéo de farmacos pelo figado (Javatilaca e
cols., 1990). De modo significante, o tratamento prévio dos animais com a fracdo
quinona reduziu o prolongamento pelo CCfi do tempo de sono induzido por
pentobarbital em camundongos, confirmando seu efeito hepatoprotetor. As doses de 10
e 30 mg/kg. i.p. produziram efeitos similares e a inibicdo méaxima, observada com a
dose de 10 mg/kg, foi de 45 % em relacdo ao grupo tratado somente com o CCfi. Os
valores de inibicdo foram 19 e 29 % com as doses de 100 e 200 mg/kg, v.o.
respectivamente. Dessa maneira, FQ mostrou-se mais potente, quando administrada
por via intraperitoneal. A variacdo entre espécies, da suscetibilidade a agentes
quimicos, pode explicar pelo menos em parte o efeito hepatoprotetor mais intenso de
FQ observado em camundongos.

Segundo Lin e cols., (1998), os compostos que protegem o figado de danos
causados pelo CCl4, o fazem exercendo sua atividade antioxidante ou evitando a
ocorréncia de peroxidacdo lipidica induzida pelo CCfi, impedindo a formacdo de
radicais livres.

Os inibidores das enzimas microssémicas do sistema oxidase de funcdo mista
hepético atuam inibindo a bioativacdo do CCI4 em sua espécie reativa, o radical
triclorometil (Castro e cols., 1974). Gilani e cols., (1998) relataram que a duracdo do
sono induzido por pentobarbital em animais é considerada um indicador confiavel da
atividade das enzimas microssémicas do sistema oxidase de funcdo mista hepatico. Os
produtos que resultam da biotransformacdo do pentobarbital por esse sistema sdo
inativos e portanto, qualquer farmaco capaz de inibir a atividade dessas enzimas

deverd prolongar o tempo de sono induzido pelo pentobarbital. Nas doses testadas, por



189

vias intraperitoneal e oral, a fracdo quinona ndo prolongou o tempo de sono induzido
pelo pentobarbital. Isso indica que FQ ndo altera a atividade das enzimas do sistema
oxidase de fungédo mista.

A inflamagéo tem um papel central na hepatotoxicidade aguda causada por
compostos quimicos e portanto os agentes antiinflamatérios podem oferecer protecéo
contra os danos agudos induzidos pelo CCl4 (Perez-Alvarez e cols., 1993).

A inflamacdo é a resposta do organismo, especialmente dos tecidos
vascularizados, a injaria que pode ser causada por agentes quimicos, fisicos ou
bioldgicos (microorganismos). Trata-se de um processo muito complexo, com atuacao
de numerosos mediadores de origem plasmatica e celular (Kehrer, 1993).

A primeira fase da inflamacdo, denominada aguda, tem curta duragdo e
compreende as seguintes etapas: 1) dilatacdo dos pequenos vasos adjacentes a area de
lesdo tecidual, tomando mais lento o fluxo sanguineo através deles, 2) aumento da
permeabilidade vascular e formacdo do exsudato fluido, contendo pequenas proteinas
plasméaticas e 3) formacdo do exsudato celular por migracdo de leucdcitos
predominantemente neutrofilos para o foco inflamatério (Kuehl e Egan, 1980; Mackay
e cols., 1985).

Uma resposta efetiva do hospedeiro a infeccdo ou dano tecidual requer o
acumulo de leucdcitos no foco inflamatorio. Essas células realizam a fagocitose de
agentes lesivos, matam bactérias, degradam tecidos necrosados e antigenos estranhos
(Bevilacqua e cols., 1994). O movimento de neutrofilos do lume do vaso para a area de
lesdo é um processo complexo que obedece a estimulos quimiotaxicos. Dentre outros,
destacam-se em importancia 0s seguintes agentes quimiotaxicos: produtos bacterianos
e 0s mediadores enddgenos, quinto componente do sistema complemento (C5a),
leucotrieno B4 e citocinas, particularmente quimiocinas (peptideo ativador de
neutrofilos 1, peptideo ativador de neutrdfilos 2 e peptideo estimulador do crescimento
de melandcitos) da familia da interleucina 8 (Whaley e Ferguson, 1981; Ribeiro e
cols., 1991; Rot, 1992).
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Quando o processo inflamatdrio ndo € resolvido, por eliminacdo do agente
lesivo na fase aguda, ocorre entdo a fase cronica que em geral tem longa duracgdo
(Kuehl e Egan, 1980; Mackay e cols., 1985).

A atividade antiinflamatéria de FQ foi investigada utilizando os modelos de
inflamacdo aguda, edemas induzidos por injecdo de carragenina e dextrano na pata de
rato.

A carragenina (polissacarideo sulfatado) é o agente flogistico de escolha para
a investigacdo da atividade antiinflamatéria de compostos quimicos por depender
inteiramente de um estimulo local, ndo apresentar potencial antigénico, ndo produzir
efeitos sistémicos, manifestar um elevado grau de reprodutibilidade e sua acéo poder
ser inibida por antiinflamatorios esteroidais e ndo esteroidais (Winter e cols., 1962).
Com base na literatura revisada, o edema induzido por carragenina na pata de rato tem
sido largamente utilizado na pesquisa de novos agentes antiinflamatérios.

Willoughby e cols., (1969) relataram a possivel atuacdo do sistema
complemento como um mecanismo indutor do processo inflamatério agudo. Willis
(1969) apontou o envolvimento de varios mediadores, inclusive histamina, 5-
hidroxitriptamina (5-HT), cininas e prostaglandinas no edema causado por
carragenina. Esses fatos estimularam Di Rosa e cols., (1971) a investigar a atuacdo do
sistema complemento e reavaliar o papel desses mediadores no edema induzido por
carragenina na pata de rato. Os resultados obtidos demonstraram a participacdo do
sistema complemento, do inicio ao fim, na reacdo inflamatoria. Quanto aos mediadores
envolvidos, 3 etapas foram distinguidas: a inicial (correspondendo aos primeiros 90
min), com liberacdo concomitante de histamina e 5-HT, a segunda (de 90 a 150 min),
mediada por cininas e finalmente a terceira (a partir de 150 min), com atuacdo de
prostaglandinas. Todos esses mediadores mostraram ser dependentes do sistema
complemento para o exercicio de sua atividade. Evidéncias indicaram a histamina e 5-
HT como responsaveis pela ocorréncia de vasodilatacdo e aumento da permeabilidade
vascular na etapa inicial do processo inflamatério.

A bradicinina tem sido implicada nas reacGes inflamatorias agudas devido a

sua habilidade de induzir o aumento da permeabilidade de vasos sanguineos para
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componentes do plasma. Seu envolvimento no edema induzido por carragenina na pata
de rato foi demonstrado por Ronald e Christopher (1990) e Damas e Remacle-Volon
(1992), utilizando antagonistas de receptor dessa cinina.

Outra caracteristica do edema induzido por carragenina na pata de rato € a
infiltracdo macica de leucdcitos polimorfonucleares observada na terceira etapa (Di
Rosa e Willougby, 1971 e lalenti e cols., 1992).

O edema induzido por dextrano (polissacarideo sulfatado) na pata de rato
envolve a degranulacdo de mastécitos e portanto resulta principalmente da liberacdo
de histamina e 5-HT. A reacdo inflamatdria causada por dextrano difere daquela
provocada por carragenina, Vvisto que é caracterizada pela presenca de um ndmero
pequeno de leucdcitos no exsudato (Di Rosa e Willoughby, 1971; lalenti e cols., 1992
e Masso e cols., 1993).

Segundo lalenti e cols., (1992), a histamina, 5-HT, e bradicinina sdo capazes
de induzir a liberacdo de Oxido nitrico das celulas do endotélio vascular in vitro, por
um mecanismo que envolve a ocupacao de receptor seguida por estimulacéo da enzima
NO sintase constitutiva. Adicionalmente, macrofagos produzem NO quando ativados
por lipopolissacarideos ou citocinas.

Considerando que existem todas as condic¢des para a formacdo de NO no sitio
de uma reacdo inflamatoria aguda, esses autores estudaram o efeito da L-arginina e de
inibidores da NO sintase (L-NAME e L-NMMA) no aumento da permeabilidade
vascular induzida por carragenina na pele de rato e nos edemas induzidos por
carragenina e dextrano na pata de rato. L-NAME e L-NMMA inibiram o0 aumento da
permeabilidade vascular e a formacdo dos edemas. L-arginina aumentou essas
respostas inflamatdrias e mostrou-se capaz de reverter os efeitos de L-NAME e L-
NMMA. Para investigar o envolvimento da enzima NO sintase induzivel foram
utilizados ratos tratados com dexametasona (inibidor da NOSI). L-arginina aumentou a
reacdo inflamatoria ao dextrano, durante todo periodo de sua duracdo e as primeiras
fases do edema induzido por carragenina. Neste, a L-arginina ndo modificou a inibicéo
causada pela dexametasona na Ultima fase. Esses dados sugerem que NO enddgeno é

liberado no local de inflamacdo aguda e modula a formacéo do edema. Dependendo do
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tempo decorrido ou do tipo de reacdo inilamatéria 0 NO pode ser predominantemente
gerado pela NOSc ou NOSi.

Em concordancia com os resultados anteriormente mencionados, Salvemini e
cols., (1996a) apontaram o NO como um importante mediador do edema induzido por
carragenina e sugeriram que na sua producdo a NOSc atua nas etapas iniciais, de
desenvolvimento do edema e a NOSi esté envolvida na Ultima etapa, de manutencédo
da reacdo inilamatoria.

Uma vez que o NO é um importante vasodilatador, seu envolvimento durante
uma resposta inilamatoria pode estar relacionado a sua habilidade de aumentar a
permeabilidade vascular e o edema, através de alteragbes no fluxo sanguineo local
(Moncada e Higgs, 1991). Alem disso, o0 NO mostrou-se capaz de aumentar a
producdo de prostaglandinas pro-inflamatdrias, por ativacdo de ambas as isoformas da
ciclooxigenase (COX-1 e COX-2), iw vitro e in vivo (Salvemini e cols., 1993; Sautebin
e cols., 1995; Salvemini e cols., 1995). A isoforma induzivel da ciclooxigenase (COX-
2) foi apontada por Siebert e cols., (1994) como responsavel pela elevada producédo de
prostaglandinas, observada na Gltima etapa do edema induzido por carragenina na pata
de rato.

Um possivel mecanismo pelo qual o NO produz injuria tecidual é através de
sua interacdo com o anion superoxido (02" para formar peroxinitrito (ONOO"), um
potente agente oxidante, capaz de induzir peroxidacdo lipidica e dano celular, cuja
formacdo tem sido proposta em diversos processos patoldgicos associados com a
producdo excessiva de NO e O2° (Beckman e cols.,, 1990 e Rubbo e cols., 1994).
Segundo Boughton-Smith e cols., (1993), a ativacdo e infiltracdo local de neutrofilos
contribuem para a reacdo inilamatéria induzida por carragenina na pata de rato,
produzindo entre outros mediadores, os radicais livres de oxigénio: hidroxila (OH) e
02". Salvemini e cols., (1996b) demonstraram a producdo de NO, O2' e ONOO" nesse
modelo de inflamacdo.

Segundo Cuzzocrea e cols., (1997), a melatonina é capaz de inibir a produgéo
de NO e eliminar radicais livres de oxigénio e ONOQO", in vitro. Considerando que

esses compostos desempenham um importante papel no processo inflamatério
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induzido por carragenina na pata de rato, esses autores investigaram os efeitos da
melatonina nesse modelo. Os resultados obtidos revelaram uma potente atividade
antiinflamatoria da melatonina, com inibicdo da producdo de NO e inativacdo de
radicais livres de oxigénio e ONOO' in vivo.

O edema induzido por carragenina na pata de rato foi novamente utilizado por
Cuzzocrea e cols., (1998) para demonstrar a inibicdo da producédo de NO e inativacado
de radicais livres de oxigénio e ONOO’ por mercaptoetilguanidina, um composto que
em estudos anteriores mostrou-se capaz de produzir esses efeitos in vitro.

Tendo em vista suas acOes, antiagregante plagquetaria e antioxidante,
demonstradas no presente estudo, a fracdo quinona produziu o efeito esperado no
edema induzido por injecdo de carragenina na pata de rato. Guardando a relacdo dose-
resposta, FQ inibiu o edema quando administrada por via intraperitoneal ou oral.
Respostas similares foram observadas com as doses de 30 e 10 mg/kg, i.p.,
demonstrando que a ultima ja produz efeito maximo. A inibicdo foi significante na 2,
3a e 4a hora ap6s a administracdo do agente flogistico, quando ocorrem a liberacdo de
bradicinina, acumulo de prostaglandinas e infiltracdo de leucdcitos
polimorfonucleares, com producdo de radicais livres de oxigénio e outros mediadores
por essas células. Considerando as vias de administracdo testadas (intraperitoneal e
oral) as doses eficazes por via intraperitoneal foram menores, indicando que a
absorcdo oral de FQ é menos eficiente. Uma dose de 200 mg/kg, v.o. foi necessaria
para a inibicdo significante do edema por FQ, na 3a e 4a hora apds a injecdo de
carragenina.

ApoOs a administracdo intraperitoneal, a fracdo quinona também inibiu de
modo dose-dependente o edema induzido por injecdo de dextrano na pata de rato. A
inibicdo nas doses de 10 e 30 mg/kg foi significante a partir da 2a e la hora
respectivamente, apds a injecao de dextrano.

A inflamacéo aguda ou cronica € um modelo de nocicepc¢do (Besson, 1997) e a
pesquisa sobre dor inflamatdria tem mostrado que mediadores inflamatérios podem
gerar impulsos nociceptivos (Steen e cols., 1996; Besson, 1997). Desse modo, foi

estabelecido que a bradicinina e serotonina sdo capazes de excitar nociceptores



194

cuténeos e observou-se que a serotonina pode aumentar pronunciadamente a resposta
de nocicepcdo a bradicinina (Lang e cols., 1990; Rueff e Dray, 1993). Também as
prostaglandinas, embora ineficazes na ativacdo de nociceptores podem promover a
sensibilizacdo destes para a bradicinina em alguns tecidos (Schaible e Schmidt, 1988).
Além disso, foi demonstrado o papel de neuropeptideos, especialmente substancia P na
ativacdo da inflamacdo neurogénica (Steen e cols.,, 1996). Evidéncias recentes
apontam a contribuicéo de citocinas, inclusive do fator alfa de necrose tumoral (TNF
alfa), na geracdo e manutencdo da hiperalgesia que acompanha a dor neuropética
(Jungler e Sorkin, 2000). A grande diversidade de todos esses compostos interagindo
toma o tratamento farmacoldgico da dor muito complexo.

A reducdo da inflamagdo pelo uso de farmacos antiinflamatorios sempre
resulta em alivio da dor por significantes periodos de tempo. Além disso, a maioria dos
analgesicos ndo opidides (aspirina e outros) também exercem efeito antiinflamatério
(antiinflamatorios ndo esteroidais) e sdo portanto adequados para o tratamento de
condi¢des inflamatorias aguda e cronica (Payan e Katzung, 1995).

Com base nesses fatos e considerando a atividade antiedematogénica
manifestada pela fracdo quinona foi investigada sua propriedade analgésica. Ao
utilizar testes de comportamento nociceptivo, impéem-se a necessidade de aplicar
varios desses ensaios, diferentes quanto a qualidade, intensidade e duracdo do
estimulo, para obter um retrato o mais fiel possivel das propriedades analgésicas de
substancias quimicas (Tjolsen e cols.,, 1992). Os seguintes testes: contorcdes
abdominais induzidas pelo acido acético, formalina e placa quente situam-se entre 0s
mais comumente empregados com essa finalidade e por isso foram utilizados para
determinar a atividade analgésica de FQ.

O teste de contorcbes abdominais induzidas pelo é&cido acético foi
originalmente descrito por Wander Wende e Margolin (1956) para ratos e modificado
por Koster e cols., (1959) para camundongos. O &cido acético provoca reagdo
dolorosa, produzindo inflamacdo aguda na area peritoneal. Desse modo, ndo age por
estimulacdo direta de receptores nociceptivos peritoneais, mas pela liberacdo de

substancias enddgenas que excitam as terminacgdes nervosas (Gyires e Toma, 1984).
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Foi demonstrado consideravel aumento dos niveis de prostaglandinas E2 e F2a no
fluido peritoneal, apo6s a injecdo de acido acético e portanto, o pronunciado efeito
analgésico de farmacos similares a aspirina sobre as contor¢des abdominais induzidas
pelo &cido acético pode ser explicado pelo bloqueio da sintese de prostaglandinas e
consequente inibicdo do desenvolvimento de hiperalgesia. A morfina também mostra-
se eficaz contra as contorgdes induzidas por esse agente irritante (Deraedt e cols.,
1980; Gyires e Toma, 1984). Além de prostaglandinas, a participacdo de outros
componentes inflamatdrios na contorcdo induzida pelo &cido acético € sugerida pelo
fato de que esse agente produz aumento da permeabilidade de vasos sanguineos
peritoneais (Gyires e Toma, 1984). A fracdo quinona administrada por via
intraperitoneal foi capaz de inibir de modo significante e dose-dependente, as
contorcdes induzidas pelo acido acético em camundongos.

O teste de formalina foi introduzido por Dubuisson e Dennis (1977) para gatos
e ratos e posteriormente adaptado por Hunskaar e cols., (1985) para camundongos.
Esse teste permite avaliar como um animal responde a dor continua e moderada
causada por injuria tecidual. Devido a essa conexdo com lesdo tecidual, acredita-se que
esse ensaio fornece um modelo de dor clinica mais valido do que aqueles com
estimulo fasico térmico ou mecanico (Dubuisson e Dennis 1977).

Um importante aspecto do teste de formalina em roedores consiste no fato de
gue esses animais manifestam duas fases distintas de comportamento nociceptivo que
parecem envolver estimulos diferentes. A primeira fase tem inicio imediatamente apos
a injecdo de formalina, dura de 3 a 5 minutos e provavelmente resulta de direta
estimulacdo quimica de nociceptores. Subsequentemente, existe um periodo de 10 a 15
minutos durante o qual os animais exibem comportamento muito pouco sugestivo de
nocicepgdo. A segunda fase comeca 15 a 20 minutos apos a injecdo de formalina, dura
de 20 a 40 minutos e parece depender de processo inflamatorio periférico e alteracdes
no processamento central. Farmacos antiinflamatérios ndo esteroidais, como por
exemplo a indometacina inibem o comportamento nociceptivo durante a segunda fase,
enguanto que a primeira ndo é afetada (Rosland e cols., 1990). Os analgésicos

narcéticos sdo capazes de inibir ambas as fases (Hunskaar e Hole, 1987). Resultados
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experimentais indicaram que a substancia P e bradicinina participam na fase inicial
enquanto que a histamina, serotonina, prostaglandinas e bradicinina estdo envolvidas
na fase tardia (Shibata e cols., 1989). De modo significante e dose-dependente, a
fracdo quinona reduziu o comportamento nociceptivo dos animais, apenas na fase
tardia do teste formalina, o que evidencia um efeito relacionado com a inibi¢do da
reacdo inflamatoria. A naloxona, um conhecido antagonista opidide, ndo exerceu
influéncia sobre o efeito antinociceptivo de FQ, mas aboliu o da morfina, indicando
que a atividade antinociceptiva de FQ parece ndo envolver a atividade de receptores
opidides.

O teste da placa quente desenvolvido ha mais de 50 anos atras por Woolfe e
Mac-Donald (1944), consiste na aplicacdo de um estimulo de curta duracdo e alta
intensidade que é detectado por terminacdes nervosas livres e transmitido atraves de
vias neuronias de conducdo. Esse ensaio envolve fungbes cerebrais superiores e
consiste em uma resposta ao estimulo nociceptivo que € organizada ao nivel supra-
espinhal (Gardmark e cols.,, 1998). Analgésicos fracos, tais como o acido
acetilsalicilico e paracetamol praticamente ndo exercem influéncia sobre a resposta no
teste da placa quente (Tjolsen e cols., 1992). Esse teste tem sido largamente utilizado
para medir a poténcia de opiodides (Gong e cols., 1991; Plone e cols., 1996).

Enquanto a morfina (controle positivo) produziu efeito analgésico durante
todo o periodo de duracdo do teste da placa quente, a fracdo quinona contrariamente
ndo causou alteracdo significante na resposta dos animais, indicando que
provavelmente sua ac¢do antinociceptiva ndo se manifesta ao nivel do sistema nervoso

central.
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7 CONCLUSOES

Os estudos realizados com a fracdo quinona (FQ) obtida de A. oncocalyx, nos

permitiram estabelecer as seguintes conclusoes:

=> O método utilizado para a obtencdo de oncocalyxona A a partir do extrato
metandlico do ceme (caule) de A. oncocalyx mostrou-se eficiente, apresentando um

rendimento de aproximadamente 80 %.

=> FQ inibiu de modo significante e concentracdo-dependente, a agregacdo de
plaguetas humanas induzida pelos seguintes agonistas: ADP, trombina, colageno, acido
araquidonico e adrenalina em PRP, in vitro. Isso indica que essa fragdo provavelmente
atua numa etapa do processo de ativacdo plaquetaria que € comum a esses agentes

agregantes. A inibicdo produzida por FQ foi reversivel.

=> Considerando que FQ potencializou a atividade inibitoria tanto da aspirina
como da pentoxifilina sobre a agregacdo plaquetéria, seu mecanismo de acdo parece
envolver principalmente a inibicdo de ciclooxigenase e em menor grau de fosfodiesterase
de AMPc. Como FQ ndo alterou a resposta de plaquetas a L-arginina, sua acgdo
provavelmente ndo é exercida via ativacdo de guanilil ciclase e aumento dos niveis

citoplasmaticos de GMPc.

=> FQ também causou inibicdo da agregacdo de plaquetas de rato induzida tanto
por ADP como por trombina in vitro. As plaquetas de rato quando comparadas as
humanas mostraram-se menos susceptiveis a esses agentes agregantes, bem como a acéo
de FQ. Com base nos protocolos utilizados para os estudos ex vivo, ndo foi observada a
atividade inibitdria de FQ sobre a agregacdo de plaguetas de ratos induzida por ADP em
PRP.
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=> FQ inibiu a lipoperoxidacdo em homogeneizado de cérebro de rato in vitro. Os
valores de Q!% obtidos através da determinacdo de TBARS e QL foram muito préximos e

indicam potente propriedade antioxidante dessa fracéo.

No modelo de hepatotoxicidade induzida pelo CCl4 em ratos, FQ exerceu fraca
acdo protetora, determinada com base na medida da funcdo hepatica (ALT e AST), dos

niveis de lipoperoxidacdo (TBARS) no tecido hepatico e observacao histopatoldgica.

=> Contudo FQ manifestou acdo hepatoprotetora mais intensa no modelo de

prolongamento pelo CCI4 do tempo de sono induzido por pentobarbital em camundongos.

=> Adicionalmente, FQ inibiu de modo significante e dose-dependente 0 edema
de pata e a nocicepcdo em diversos modelos experimentais, utilizando ratos e

camundongos respectivamente.

=> Os resultados obtidos sugerem que FQ apresenta atividades antiagregante

plaguetaria, antioxidante e antiedematogénica entre outras.
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