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RESUMO

A Organizacdo Mundial de Saude recomenda o estudo e o uso de plantas
medicinais regionais, como fonte de recursos para diminuir os custos dos programas de
salde publica e ampliar o numero de beneficidrios, sobretudo em paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento. Na Amazénia, a pratica da fitoterapia j& €
parte integral da cultura tradicional, mas em muitas ocasides existe uma profunda
caréncia de conhecimento cientifico sobre o efeito dessas plantas. Portanto se torna
essencial o estudo com base cientifica que justifique ou ndo a indicacdo dessas plantas
para o tratamento ou prevencdo doencas. Nesse contexto, as doengas alérgicas sdo a
segunda maior complicacdo que afeta significativamente a qualidade de vida da
populacdo. Nas alergias, os mastocitos sdo células efetoras chaves participando através
da liberacdo de diversos mediadores pro-inflamatérios, entre eles a histamina. A
estabilizacdo de mastocitos e, portanto a inibicdo da liberacdo de histamina seria um
fator primordial na prevencdo e/ou controle das alergias. Assim o objetivo deste
trabalho foi avaliar o potencial antialérgico de 5 espécies oriundas ou adaptadas na
Amazonia Connarus perrottetii var. angustifolius (Radlk) (barbatimdo do para),
Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann (pariri), Luehea speciosa Willd (agoita
cavalo), Morinda citrifolia Linn (noni) e Mansoa alliacea (Lam.) A.H. Gentry (cip6
d"alho) através da andlise de secrecdo de histamina. Foi realizada a prospeccao
fitogquimica de extratos brutos etandlicos a 70% de cada espécie de planta (fruto, folhas
elou casca) e avaliada a liberagdo de histamina de mastocitos peritoneais de rato
incubados in vitro com diferentes concentracBes dos extratos e/ou com agentes
secretores (composto 48/80 e iond6foro A23187). O presente trabalho monstra pela
primeira vez a acdo inibitoria dessas cinco plantas medicinais sobre a liberacdo de
histamina. Dentre essas 5 plantas, o extrato que demonstrou um efeito mais potente foi
0 da casca da Connarus perrottetii var. angustifolius (Radlk). Um estudo mais
aprofundado desse extrato revelou uma baixa toxicidade aguda e a auséncia de
genotoxicidade, o que apoiaria seu uso como planta medicinal. As fracGes aquosa,
hexanica e de acetato de etila desse extrato também apresentaram potente efeito
inibitério sobre a liberacdo induzida de histamina. A andlise fitoquimica por
cromatografia de camada delgada revelou a presenca de taninos condensados,
catequinas e flavonoides que poderiam ser 0s responsaveis por esses potentes efeitos
Mediante os resultados obtidos, novas bases cientificas sdo formadas para elucidacdo
das informacGes etnofarmacoldgicas de plantas tradicionalmente utilizadas na regido
amazonica. Assim, a possibilidade de investigar alternativas terapéuticas com estes
extratos, contra as afecdes alérgicas ou condi¢cdes em que a secrecdo de mastocitos seja
relevante, pode favorecer sobretudo a populacdes de baixa renda e que habitam &reas
com acesso restrito aos centros de salde, como muitas vezes ocorre na Amazonia, mas
gue por outro lado tem acesso direto as plantas medicinais.

Palavras-chave: mastocitos, alergia, Luehea speciosa, Connarus perrotettii, Mansoa
alliacea, Fridericia chica, Morinda citrifolia.



SUMMARY

The World Health Organization recommends the study and use of regional medicinal
plants as a source of resources to reduce the costs of public health programs and
increase the number of beneficiaries, especially in underdeveloped and developing
countries. In the Amazon, the practice of herbal medicine is now an integral part of
traditional culture, but on many occasions there is a profound lack of scientific
knowledge about the effect of these plants. Therefore it is essential to study the
scientific basis or not the indication of these plants for treating or preventing diseases.
In this context, allergic diseases are the second leading complication that significantly
affects the quality of life. In allergies, mast cells are key effector cells participating
through the release of several pro- inflammatory mediators, including histamine. The
stabilization of mast cells and thus inhibiting histamine release would be a key factor in
the prevention and / or control of allergies. Thus the aim of this study was to evaluate
the antiallergic potential of 5 or adapted species from the Amazon Connarus perrottetii
var.angustifolius (Radlk) (barbatimao do para ), Fridericia chica (Bonpl.) LG Lohmann
(pariri), Luehea speciosa Willd ( acoita cavalo ) , Morinda citrifolia Linn (noni ) and
Mansoa alliacea (Lam. ) AH Gentry ( cipd de alho ) through the analysis of histamine
secretion . Phytochemical screening of the ethanolic crude extracts to 70 % of each
plant ( fruit, leaves and / or bark ) was performed and evaluated the release of histamine
from peritoneal mast cells of rat incubated in vitro with different concentrations of the
extracts and / or secretory agents (compound 48 /80 and A23187 ionophore) . The
present study demonstrates for the first time the inhibitory action of these five medicinal
plants on the release of histamine. Among these 5 plants , the extract that showed a
more potent effect was peeling Connarus perrottetii var . angustifolius ( Radlk ) .
Further study of this extract showed a low acute toxicity and lack of genotoxicity ,
which would support its use as a medicinal plant . The aqueous hexane and ethyl acetate
fractions of this extract also showed potent inhibitory effect on histamine release
induced . The phytochemical analysis by thin layer chromatography revealed the
presence of tannins ,catechins and flavonoids that could be responsible for these potent
effects Through our results , new scientific bases are formed to elucidate the
ethnopharmacological information on herbs traditionally used in the Amazon region.
Thus , the possibility of investigating alternative therapies with these extracts against
allergic affections or conditions in which the secretion of mast cells is relevant , may
especially favor the low-income populations and living in areas with limited access to
health centers , as often occurs in the Amazon , but otherwise has direct access to
medicinal plants .

Keywords: mast cells, allergy, Luehea speciosa, Connarus perrotettii, Mansoa
alliacea, Fridericia chica, Morinda citrifolia.
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1 INTRODUCAO

1.1 Uso de fitoterpicos e plantas medicinais

A Organizacdo Mundial de Saide (OMS) na assembleia “Salde para todos no
ano 2000” recomendou o estudo e o0 uso de plantas medicinais regionais como fonte de
recursos para diminuir os custos dos programas de satde publica e ampliar o nimero de
beneficiarios, sobretudo em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento (OMS,
1993; Lameira &Pinto, 2008).

Esta recomendacdo, aliada a outros fatores regionais, tais como o dificil acesso
da populagdo de baixa renda aos centros de salde e aquisi¢do de medicamentos de alto
custo, tem contribuido para fazer crescer o uso das plantas medicinais (Lameira &Pinto,
2008). S6 nas ultimas décadas observou-se um aumento expressivo no mercado mundial
dos medicamentos fitoterapicos de cerca de US$20 bilhdes anuais. No Brasil, estima-se
que as vendas de produtos derivados de plantas alcancaram US$550 milhdes (Lameira
& Pinto, 2008).

A biodiversidade brasileira, sobretudo a diversidade da flora amazonica faz
com que a regido ocupe uma posicdo de destaque na exploracdo e desenvolvimento de
novas substancias provenientes de fontes naturais, devido a grande variedade de
espécies de plantas com potencial terapéutico para o tratamento e prevencdo de doencas.

Porém consequentemente a recomendacdo da OMS trouxe a necessidade de
conhecer melhor os efeitos e a toxicidade do uso de espécies de plantas sem eficécia
comprovada ou possivelmente toxicas. Isto & importante considerando-se que na
Amazobnia assim como em outras partes do mundo, a pratica da do uso de produtos
oriundos de plantas medicinais ja é parte integral da cultura tradicional (Lameira &
Pinto 2008).

Deste modo, cada vez mais se faz necessario o desenvolvimento de pesquisas
para prover base cientifica que justifique ou ndo a indicacdo popular de plantas para o
tratamento ou prevencdo de determinada doenca, ao lado de estudos que avaliem
também a segurancga quanto ao uso, e que incluam um controle de qualidade da material
vegetal. Extratos e 6leos essenciais obtidos de plantas medicinais brasileiras usadas pela
populacdo no tratamento de diversas enfermidades possuem atividade bioldgica
comprovada tanto in vitro como in vivo (Basso et al., 2005), incluindo a atividade contra

sintomas de doengas alérgicas (Soares et al., 2002).
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As alergias sdo consideradas a segunda maior complicacdo que afeta
significativamente a qualidade de vida da populacgdo (Singh et al. 2012).

Estima-se que nos ultimos 20 anos a incidéncia de doencas alérgicas respiratorias
aumentou 40% em alguns paises. Em um estudo sobre a prevaléncia de doencas
alérgicas no Brasil, a regido amazonica, representada pela regido norte, esta entre as que
apresentam maiores indices de asma em criancas e adolescentes (Roséario-Filho et al.
2007). Entre as cidades pesquisadas Belém capital do estado do Pard foi a que
apresentou maior percentual de casos de asma, rinoconjuntivite e dermatite atopica
(Rosério-Filho et al. 2007).

1.2 Processos Alérgicos

O termo alergia esta relacionado a uma modificacéo da reatividade do organismo
de um individuo ao contato com antigeno especifico sendo geralmente um processo
localizado, mas pode ser sistémico e em alguns casos ocasionar oObito (Singh et al.
2012).

As reacdes alérgicas sao decorrentes em geral da interacdo de imunoglobulina E
a um antigeno especifico, produzindo nos mastocitos e basofilos, sequéncias de reacdes
bioquimicas as quais estabelecem subsequentemente, a liberacdo de mediadores
quimicos da inflamacdo que causam sinais e sintomas caracteristicos.

Quando reacdo alérgica ocorre de maneira aguda, é denominada de reacdo de
hipersensibilidade imediata ou do tipo | (Gomes & de Oliveira, 2012). Portanto, o
processo alérgico € um tipo de resposta inflamatdria, uma vez que nela as alteracGes
vistas na inflamagdo também estdo presentes ao lado das alteracGes tipicas alérgicas.
Entretanto o que ocasiona o inicio do processo alérgico, ndo é um dano em geral como o
corre na inflamacdo, e sim, a presenca de um alérgeno.

Por definicdo, alérgeno sdo antigenos especificos (grupos de proteinas com
diferentes estruturas e funcdes) que estimulam a producdo de anticorpos IgE e por
consequéncia, sdo capazes de causar a formacdo e liberacdo dos mediadores pro-
inflamatdrios (Gomes & de Oliveira, 2012).

Estes antigenos podem ser classificados em: aero-alérgeno (por exemplo:
poeira); alérgeno de animais (epitélio, saliva,etc.); alérgeno de contato (pigmentos,

metais, etc.); produtos de inoculacdo ou ingestdo (fa&rmacos e alimentos) e parasitas.
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No organismo de um individuo serdo produzidas tantas imunoglobulinas E
diferentes quantas sejam os diferentes alérgenos com os quais tenha reagido (Alberts et
al., 2010). Durante a hipersensibilidade imediata ocorrem mecanismos que interligam
diferentes tipos celulares com fun¢des que modulam a reacéo.

O macrofago, por exemplo, atua como célula responsavel pela fagocitose do
alérgeno o que leva a liberagdo de substdncias denominadas ‘“determinantes
antigénicos” a partir do alérgeno envolvido, os quais sdo reconhecidos pelos linfécitos T
auxiliadores (LTaux) (Alberts et al., 2010).

Os LTaux por sua vez, interagem com o macrofago e este, libera interleucina 1
(IL-1) o que acaba por estimular a multiplicacdo dos préprios LTaux. Os LTaux também
interagem com linfocitos B, que em consequéncia, diferenciam-se em uma célula
denominada plasmdcito, com a capacidade para produzir a IgE especifica para o
determinado alérgeno (Alberts et al., 2010).

Como moduladores destes eventos, surgem dois tipos de leucécitos importantes:
o linfocito T supressor (LT syp) € 0 eosinofilo.

O LT sypatua como uma célula que inibe as interagdes e transformacdes celulares
antes mencionadas e presume-se que durante os processos alérgicos, a populacdo de LT
sup €staria diminuida.

O eosinofilo atua como modulador das reacdes de hipersensibilidade, ao
diminuir a resposta inflamatoria, através da inibicdo de alguns mediadores pro-
inflamatdrios (histamina) e ao retirar, por fagocitose, complexos antigeno-anticorpo.

Apesar de toda a complexidade dos processos alérgicos, as células-chaves destas
reacfes sdo 0s mastocitos (Brown & Roberts, 2011). Originados basicamente de
precursores pluripotenciais da medula 6ssea e linfonodos, ganham a circulagdo como
células imaturas, migram a partir dai para os tecidos caracteristicos, onde amadurecem,
residem e desenvolvem suas funcGes (Metcalfe et al., 2006).

Estrategicamente os mastocitos permanecem na pele e mucosas do trato
respiratorio e gastrointestinal, no tecido conjuntivo frouxo, que envolve vasos e nervos,
isoladamente na luz dos bronquios, além de fluido peritoneal de rato (Brown & Roberts,
2011).

Apesar de possuirem muitas caracteristicas em comum, 0s mastdcitos nao
representam uma populagdo celular homogénea (Metcalfe et al., 1997). Estas células
diferem quanto a localizagdo anatdmica, quanto as caracteristicas morfolégicas, como

tamanho e  ultraestrutura  dos  granulos  citoplasmaticos,  propriedades
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imunohistoquimicas, alem de exibirem diferengas funcionais em relacéo a sensibilidade
a estimulos secretores e susceptibilidade a drogas (Marone et al., 1997).

Mediante a estas diferencas fenotipicas, os mastdcitos acabaram por receber uma
classificacdo mais tradicional que os agrupa em subtipos de acordo com o tipo de
proteases presentes em seus granulos. Assim ha os mastocitos que contém apenas
triptase (M), presentes em mucosas como mucosa intestinal e bronquial. E os
mastdcitos que contém tanto triptase quanto quimase (Mct), encontrados
predominantemente em tecido conjuntivo, por exemplo a camada dérmica da pele
(Church & Levi-Schaffer, 1997; Paine & Kam, 2004).

Independente do tipo, quando ativados, os mastécitos sofrem o fendbmeno de
degranulacdo ou secrecdo de mastocitos. A degranulagdo consiste na liberacdo para o
meio extracelular de histamina e outros mediadores pré-formados contidos em granulos
citoplasmaticos (Quadrol).

H4, entretanto outros tipos mediadores neoformados, que sdo derivados de
lipidios da membrana celular (prostaglandinas e leucotrienos) e um terceiro grupo de
substancias liberadas também neoformadas, as interleucinas e citocinas quimiotaticas as
quais possuem sintese lenta e sdo liberadas ao longo do processo de degranulagdo
(Kalesnikoffand e Galli, 2008) (Quadro 1).

Os mediadores inflamatérios liberados sdo classificados como primarios e
secundarios e, uma vez liberados produzem acbes sobre os diferentes Orgaos
denominados “orgaos de choque” ou “6rgdo-alvo.

Quadro 1: Mediadores bioquimicos liberados de mastécitos.

Mediadores Primarios Mediadores Secundarios

Histamina vasodilatacdo, aumento da permeabilidade | Leucotrienos C, + D, + E,= substancia de reacédo

capilar, bronquoconstri¢do e aumento da secrecdo mucosa. | lenta da anafilatica (SRL-A)

Heparina = acéo anticoagulante Prostaglandina D, = acéo vasodilatadora

Triptase = acdo proteolitica, ativacdo de C3 Prostaglandina E; e E, = acdo vasodilatadora e

broncodilatadora

Cininogenase = producdo de cininas, vasodilatadoras: | Prostaglandina F;, = acdo broncoconstritora

bradicinina

FQA-A = fator de quimiotaxia dos eosinéfilos Prostaglandina I, = protecdo vascular através de acdo

anti-agregante plaquetaria

FQE-PMN = fator de quimiotaxia dos polimorfonucleares | Tromoboxano A, e B,= atividade agregante

plaquetéria

FAP = fator de ativacdo das plaquetas

Fonte: Adaptado de Gomes & de Oliveira, 2012
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O fendmeno de degranulacdo pode se dar basicamente por dois mecanismos de
ativacdo: imunoldgico e ndo imunoldgico. Embora do ponto de vista morfoldgico, o
processo produzido pelos dois tipos de estimulos sejam similares, ha variagcbes nas
sinaliza¢des bioguimicas envolvidas, como veremos a seguir.

A estimulacdo imunoldgica, considerada ndo citotdxica, € a que define a reacédo
de hipersensibilidade do tipo I. A estimulacdo ocorre através da interacdo de um
antigeno multivalente, denominado alérgeno, com a IgE a qual se liga aos mastécitos o
que ocasiona a liberacdo imediata de mediadores quimicos, como a histamina, o
mediador fortemente responsavel pelas caracteristicas clinicas da alergia.

Como parte da resposta alérgica a um antigeno, esses anticorpos sao produzidos
e se ligam a superficie da membrana celular de mastocitos através de receptores de alta
afinidade (FceRI), levando a ativagdo dos mastdcitos através de uma tipica reacdo
antigeno-anticorpo. Ocasionalmente estas células podem ser ativadas também pela 19G
através de expressao de receptores com afinidade para tal imunoglobulina (FcyRII) ou
ainda por anafilotoxinas (Metcalfe et al., 2006).

Em um primeiro momento, quando a IgE se liga ao receptor FceRI, ndo ocorre
secrecdo de mediadores; entretanto, os mastocitos ficam sensibilizados, ou seja, a IgE
esta conjugada a eles. Em uma segunda exposicdo ao antigeno, este se liga a IgE
conjugada e, entdo, o complexo Antigeno-Anticorpo-FceRI (sendo uma molécula de
antigeno para duas de IgE) ativa reacdes bioguimicas em cascata visando ao aumento de
calcio intracelular e ao despendimento de energia metabdlica; isso, consequentemente,
culmina com degranulacdo mastocitaria (Gomes & de Oliveira, 2012).

Embora a sinalizacdo molecular envolvendo o receptor FceRI1 seja 0 mecanismo
melhor compreendido na ativacdo de mastocitos ha uma variedade de mecanismos
adicionais envolvidos no evento, como a participacao de receptores acoplados a familia
G, o envolvimento de proteinas quinases ativadoras de mitose (MAPKS) e ativacdo de
genes codificadores de citocinas e quimiocinas (Rivera et al., 2006).

Fatores ndo imunoldgicos tais como estimulos quimicos, fisicos ou extremos de
temperatura e pH, envolvem diferentes interagbes com a membrana celular de
mastocitos, podendo atuar na ativacdo celular tanto por mecanismos citotoxicos (lise
celular) como por n&o citotoxicos (Galii.,1993).

A degranulacdo de mastdcitos e, portanto a liberacdo de histamina por

substancias quimicas se d& em geral, aumentando a concentracdo de célcio intracelular,
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seja por tornar a membrana plasmatica mais permeadvel ao calcio externo ou por
mobilizar célcio de depdsitos intracelulares (de Oliveira et al. , 2011).0 aumento da
concentracdo interna de célcio esta relacionado com a acdo de fosfolipases, proteina
quinase C, calmodulina e adenilato ciclase que controla os niveis de AMPciclico (Kim
et. al., 2005).

Entre os estimulos ndo imunoldgicos estdo neuropeptidios, compostos béasicos,
componentes do complemento, e certos farmacos como a morfina, procaina e alguns
antibioticos (Oskeritizian et al., 2005; de Oliveira et al., 2011. No entanto o composto
48/80, carreadores de calcio e ionoforos sdo alguns dos mais potentes estimuladores de
mastdcitos que sdo usados para o estudo da resposta alérgica (de Oliveira et al., 2011).

Independente do tipo de estimulo inicial de degranulacdo, dentre os mediadores
pré-inflamatorios liberados a partir dos mastdcitos a histamina, € a mais bem
caracterizada por ser tratar de uma amina vasoativa e espamogénica, e por ter um papel
importante nos eventos inicias da inflamacéo, é considerada a grande responsavel por
algumas alteracBes observadas nas reacdes alérgicas agudas, sejam elas reacOes locais
ou sistémicas (Metcalfe & Boyce, 2006).

Na dependéncia do tipo de alérgeno e da via de exposicdo a este, as alteracdes
mais frequentes decorrentes destas acbes sdo: prurido, urticéria, edema bolhoso,
conjuntivite, angioedema, rinite e sinusite alérgica, broncoespasmo, obstrucdo das vias
aéreas, alteracdes digestivas e, além de todas estas, hd o risco de desenvolvimento de
choque anafilatico (anafilaxia) que pode levar a 6bito (Lee & Thomson, 2009).

A concentracdo de histamina nos tecidos corporais varia de forma consideravel e
acompanha a distribuicdo de mastdcitos, os quais constituem o principal reservatorio de
histamina no organismo animal. (Gomes & de Oliveira, 2012). Assim sendo, tecidos e
fluidos ricos em mastocitos como pele, camada mucosa do trato gastrointestinal e
pulmdes regides que sdo expostas ao ambiente externo, além de fluido peritoneal de
ratos e camundongos, possuem altas concentragdes de histamina, além de ser
encontrada no sangue, em basdfilos circulantes (Gomes & de Oliveira, 2012).

Desta forma, os mastocitos estdo estrategicamente dispostos como células
primordiais nas defesas contra parasitas, microorganismos e agentes causadores de
alergias. (Chang & Shiung, 2006).

A histamina é sintetizada a partir da descarboxilacdo de um aminoacido
fornecido pela dieta, a L-histidina, e pela agdo da enzima histidina descarboxilase,

presente na maioria dos tecidos, formando em uma Unica etapa a histamina. Os
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mastocitos representam o local predominante de sintese e o estoque de histamina na
maioria dos tecidos, embora a sintese e estocagem ocorram também em neurdnios
(Brown & Roberts, 2010).

Uma vez liberada a partir dos mastdcitos, a histamina exerce seus efeitos em
tecido-alvo, seja nas reagdes alérgicas ou em eventos fisioldgicos, por meio da interacéo
com seus receptores localizados na superficie celular de diversos tecidos (Quadro 2).
Existem, até 0 momento, quatro tipos de receptores histaminérgicos descritos, H1, H2,

H3 e H4,todos pertencentes a familia de receptores acoplados a proteina G (Quadro 3).



Quadro 2: Receptores e efeitos da histamina

Local Efeito Via receptor
Vasos de menor calibre Dilatacéo: rapida instalacdo e curta duracéo H1
< 80 micras Dilataco lenta e longa duracio H2
Vasos de maior calibre >80 micras Constrigdo H1
Veénulas pos-capilares 1 Permeabilidade H1
Coracéo 1 Forga de contragdo e 1 frequéncia cardiaca H2
| Velocidade de condugdo do NAV (arritmias) H1
Musculatura lisa brénquica Broncoconstri¢ao H1
Broncodilatagdo H2
Musculatura lisa intestinal Contracao H1
Terminagdes nervosas sensoriais Dor e prurido H1
Estimulcdo de neurdnios autbnomos
Sistema Nervoso Central Inibicdo da sintese e liberagdo de histamina (receptor auto-inibitério) H3
Inibigdo da liberacdo neuronal de NA, Ach, 5-HT e dopamina H3

Fonte: Gomes & de Oliveira,2012.
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Quadro 3. Receptores de histamina, localizacdo e mecanismo de transdugédo

Receptor | Localizagéo Mecanismo molecular
H1 Células endoteliais, musculares lisas e neurdnios pés-sinapticos Ativagdo da PLC: 1 IP3 e DAG — PKC 1 calcio intracelular
H2 Células parietais da mucosa gastrica, miocardio e neurdnios pos-sinapticos Ativagdo da AC: 1 AMPc {célcio intracelular
H3 Neurdnios histaminérgicos, colinérgicos, adrenérgicos e serotoninérgicos e dopaminérgicos

pré-sinapticos no SNC Inibicdo da AC e dos canais de célcio: | célcio intracelular
H4 Mastdcitos, eosinofilos, basofilos, células dendriticas e células T Mobilizagdo de célcio

Fonte: Gomes & de Oliveira,2012.
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Em relacdo a alergia, se a liberacdo de histamina ocorrer em pequenas
quantidades ou lenta o suficiente para permitir sua inativacdo antes de atingir a
circulacdo sistémica, o resultado ser4 uma reacdo alérgica localizada. Por outro lado,
quando a reacao é sistémica, ocorre um quadro conhecido como anafilaxia ou choque
anafilatico, que pode ser fatal (Singh et al. 2012).

O amplo envolvimento da histamina nos sintomas observados nas desordens
alérgicas levou naturalmente ao desenvolvimento de drogas antialérgicas, capazes de

minimizar seus efeitos, os chamados antagonistas de receptores H1.

Entretanto, dado o papel dos mastocitos nas alergias, através da secrecdo de
histamina e os diferentes mediadores, a estabilizacdo destas células e, portanto, inibicdo
da liberacdo destas substéancias seria um fator primordial na prevencédo e/ou controle das
doencas alérgicas (de Oliveira et al.,2011).

Diferentes modelos experimentais, in vivo e in vitro sdo utilizados para avaliar a
atividade ou potencial antialérgico de farmacos, incluindo medicamentos fitoterapicos.
Geralmente os modelos animais, sdo realizados em roedores previamente sensibilizados
com um antigeno (por exemplo, ovoalbumina). Em seguida o animal recebe um
alérgeno e as respostas patoldgicas sdo monitoradas através de deteccdo de anticorpos
(IgE ou IgG), bem como os sinais e sintomas clinicos de reacdo alérgica (DeBrosse &
Rotenberg., 2010).

J& em outros modelos ndo ha sensibilizacdo prévia do animal, e sim exposi¢do
direta ao agente alergénico ou mediador bioguimico, como por exemplo, é feito no
modelo dede inducdo de broncoespasmo (in vivo) ou inducdo de contracdo de traquéia
(in vitro) (Sagar & Sahoo, 2012). Ambos utilizados para checar a atividade antialérgica
de farmacos através do antagonismo dos efeitos da histamina relacionados aos
receptores Hj

Alguns modelos experimentais in vivo permitem a avaliacdo do efeito de
farmacos sobre a degranulacdo de mastocitos, como por exemplo, a injecdo local ou
intraperitoneal de agentes secretores de mastocitos (composto 48/80) para inducdo de
anafilaxia ap0s o pré-tratamento com extratos de plantas com potencial antialérgico
(Chandrasekhar et al.,2011). Neste modelo, a eficacia do agente teste é dada
indiretamente através da determinacdo taxa de mortalidade dos animais (animais
mortos/animais totais x 100) 1 hora apds a administracdo do estimulo secretor
(Chandrasekhar et al.,2011).
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Outra forma de se estimar a eficacia de um farmaco como antialérgica pode se
através da anélise citologica em tecidos ricos em mastocitos, provenientes de animais
submetidos a reacGes alérgicas (Singh et al.,2012). Neste modelo ode se inferir se um
agente foi capaz de prevenir a degranulacdo de mastdcitos atraveés de uma taxa de
granulacdo por contagem das células (mastdcitos degranulados/mastocitos totais x100).

E possivel medir o grau de degranulacio de mastdcitos pelo ensaio de liberagéo
de B-hexosaminidase (proteina de marcador do granulo) (Mortaz et al., 2005), porém o
método geralmente utiliza mastécitos provenientes de cultura, o que exige condicGes
mais delicadas de manejo celular.

Em todos os modelos experimentais citados previamente, ndo ha nenhum que
avalie a atividade inibidora que um farmaco pode exercer de forma direta sobre a
secrecdo de mastocitos, isto € sem necessidade de cultura de células, e utilizando a
histamina como marcador da degranulacdo, como o modelo de secrecdo de mastocitos
(Shore et al., 1959; Siriganian et al, 1979) utilizado no presente estudo.

O modelo permite que seja feita a avaliagdo in vitro do efeito direto de uma
substancia, extrato de planta ou farmaco, sobre a secre¢do de mastocitos presentes em
suspensdo celular contendo mastocitos obtidos diferentes fontes organicas, como ja
demostrado por Gomes et al., (1996) utilizando mastdcitos peritoneais de rato obtidos
por lavagem direta da cavidade e mais recentemente de Oliveira et al. (2011) que
utilizou mastdcitos de tecido conjuntivo e de mucosa.

O modelo de secrecdo de mastdcitos atraves da dosagem de histamina, ja foi
empregado na avaliagdo do potencial antialérgico de plantas medicinais (Gomes et al.,
1994).Um estudo feito por de Oliveira et al. (2011) demostrou que uma planta nativa
brasileira utilizada na medicina popular como anti-inflamatorio, a Cordia verbenacea,
conhecida como erva baleeira, foi capaz de inibir a liberacdo de histamina em
mastécitos de diferentes origens organicas e em diferentes espécies animais roedores. O
extrato (Sertié et al., 2005; Rold&o et al., 2008), o dleo essencial (Passos et al., 2007) e
0s compostos isolados da Cordia verbenacea, foram avaliados também quanto a
atividade anti-inflamatdria (Fernandes et al., 2007; Medeiros et al., 2007) e antialérgica
(Passos et al., 2007).

Estes estudos sustentam a base da origem de um fitoterapico genuinamente
desenvolvido no Brasil, feito a partir de Cordia verbenacea (Pianowsk, 2005).

Apesar destas premissas, a heterogeneidade dos mastocitos dificulta o

desenvolvimento de novos agentes capazes de inibir as reagdes alérgicas de forma
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ampla. Além do que, os farmacos inibidores da secrecdo de mastdcitos apresentam

diferengas quanto a eficacia (Mancel et al., 1999).

Em virtude destes fatores, cada vez mais vem se buscando substancias com acéo
mais ampla e eficaz sobre a exocitose de mediadores mastocitarios, sendo que um
grande nimero de extratos e/ou substancias naturais isoladas de plantas medicinais, tem
sido identificados como possiveis candidatos a agentes inibidores da secrecdo de
mastécitos (Chang & Shiung, 2006).

1.3 Uso de plantas medicinais na alergia e na regiao Amazonica

Algumas plantas tanto da flora brasileira como de outros paises, com indicagdes
da medicina popular para tratamento de quadros de inflamagdo, incluindo as
manifestacGes alérgicas, ja possuem identificacdo de seus constituintes quimicos e
confirmacdes de sua eficacia em diferentes modelos experimentais de alergia.

Entre elas podemos destacar a Uncaria guianense (unha de gato) (Carvalho et
al.,2006), a Schinus terebinthifolis (aroeira-vermelha) (Cavaller-Machado, 2008), a
Cordia verbenacea (erva baleeira) (de Oliveira et al., 2011), a Maticaria recruta a L.
(camomila) (Chandrasekhar et al.,2011), a Elephantopus scaber (lingua de vaca) (Sagar
& Sah00,2012) e a Cassia alata Linn (Senna) (Singh et al., 2012).

A planta lingua de vaca referenciada na medicina popular para tratar eczemas na
pele, demostrou ter atividade anti-histaminica em modelo de traqueia isolada de cobaio
(Cavia porcellus) (Sagar & Sahoo, 2012). Assim como o extrato etandlico de “unha de
gato”, planta conhecida popularmente como ‘“‘anti-inflamatoria” e antialérgica” em
regides tropicais, também apresentou propriedades medicinais consistentes com a suas
indicacBes etnofarmacoldgica ao inibir edema de pata e exsudacdo pleural em
camundongos pré-tratados por via oral com o extrato (Carvalho et al.,2006).

O extrato metanolico da camomila, apresentou atividade anti-anafilatica e
antilérgica local provocadas por composto 48/80 em animais pré-tratados por via oral,
além de estabilizacdo de mastdcitos (Chandrasekhar et al., 2011).

Uma planta conhecida como Senna (Cassia alata) foi capaz estabilizar

mastocitos segundo o método de avaliagdo citologica (Singh et al., 2012).
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A Mikania glomerata (guaco) tradicionalmente conhecida como planta
antialérgica, também teve a propriedade comprovada acdo exercer atividade
broncodilatadora e em diminuir a contracdo provocada por histamina em traquéia de
guinea pig (Soares et al., 2002).

Apesar desses estudos relatados, existe uma grande diversidade de plantas
comumente usadas na regido amazonica que ainda necessitam de estudos para justificar
sua eficacia, bem como avaliar a possivel toxicidade delas (Oliveira DPC et al., 2008).

Apesar desses estudos relatados, existe uma grande diversidade de plantas
comumente usadas na regido amazonica que ainda necessitam de estudos para justificar
seu uso, bem como avaliar a possivel toxicidade delas (Oliveira DPC et al., 2008). Além
do que as espécies citadas em estudos anteriores nem sempre sdo avaliadas quanto a
seguranca de possivel efeitos toxicos e também sobre o controle de qualidade do
material vegetal. Ao lado disso, algumas espécies também ndo chegam a torna-se

fitoterapicos novos com propriedades anti-alérgicas.

Portanto a avaliacdo dos efeitos de candidatos a novos fitoterapicos com
potencial para prevencdo ou tratamento de alergias pode fornecer base para novas

perspectivas na terapéutica das doencas alérgicas..

As plantas medicinais utilizadas neste estudo sdo de uso popular frequente na
regido e possuem diversas indica¢fes etnomedicinais, sendo em comum entre elas a
indicacdo para processos inflamatérios e o fato de até o momento ndo existir estudos

que comprovem se ha eficécia e seguranca quanto ao uso (Quadro 4).
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Quadro  4: Plantas  medicinais  selecionadas para este estudo com  descricdio das partes utilizadas e indicacBes  etnomedicinais
NOME VERNARCULO NOME CIENTIFICO PARTES USADAS USOS ETNOMEDICINAIS FONTE
barbatimédo do Para Connarus  perrottetii ~ var. casca, folha InfeccBes geniturinarias, | Coelho-Ferreira et al. 2009
angustifolius (Radlk) corrimento vaginal, “mae-do-
corpo”, cefaléia, sintomas
relacionados a quadros
alérgicos (tosse, congestdo).
cip6 d’alho Mansoa alliacea (Lam.)A.H. folha Repelente, hipertensdo, | Sousa-Nascimento, 2012
Gentry reumatismo, doencas de pele, | Lameira & Pinto, 2008
com sinais alérgicos como
“impingens”, enjoos, gripe.
acoita-cavalo Luhea speciosa Willd folha Acrtrite, corrimento, | Veiga, 1992
reumatismo.
noni Morinda citrifolia Linn fruto, folha Acrtrite, diabetes, hipertensdo, | Serafini etal. 2011
maléria, melhora o sistema
imunoldgico.
pariri/crajiru Fridericia chica (Bonpl.) L.G. folha Anti-inflamatério, inflamagbes | Lameira &  Pinto, 2008;
Lohmann sin. Arrabidaea chica do estbmago, rins e figado, | Oliveira DPC et al., 2008;

(Bonpl.) Verl

anemia, conjuntivite, diarreia,
colica intestinal, problemas de
pele que incluem alergias,
cicatrizante, cosmético.

Coelho-Ferreira et al., 2009.
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1.4 Aspectos botanicos, distribuicdo geografica e etnofarmacologia das espécies das plantas
usadas nesse estudo.

1.4.1 Morinda citrifolia Linn

ASPECTOS BOTANICOS

Reino: Plantae

Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliophyta
Ordem: Gentianales
Familia: Rubiaceae
Género: Morinda

Espécie: Morinda citrifolia

Nome cientifico: Morinda citrifolia Linn

Figura 1: Morinda citrifolia L. Fonte: Horto de Plantas Medicinais da EMBRAPA

E uma arvore pequena ou arbusto de 3-10m de altura na maturidade com grandes
folhas elipticas (Figura 1), com muitas frutas dispostas em nos ao longo dos ramos, caules
finos e ramos. Os frutos, tecnicamente conhecidos como sincarpo. Concrescéncia de varios
frutos contiguos em desenvolvimento, dando uma infrutescéncia, como na jaca, no abacaxi,
etc.) é branco-amarelado, carnoso, 5-10 cm de comprimento, cerca de 3-4 cm de diametro

muito macio e fétido quando amadurecido Zapp (2013).
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DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

As plantas do género Morinda, exclusivamente, estdo distribuidas nas zonas tropicais do
mundo, existem cerca de 80 espécies. A Morinda citrifolia Linn é natural do sudeste da Asia,
disseminou-se desde a India até o Norte da Australia. Distribui-se, predominantemente, em
regides tropicais sendo que cerca da metade de suas espécies é de ocorréncia neotropical, no
Caribe e ao longo da costa da América central, mas a maioria é encontrada na América do
Sul. No Brasil € mais comum a sua ocorréncia em matas Umidas como a Floresta Amazonica
e a Mata Atlantica (Oliveira, 2009) (Figura2).

4
L *

Figura 2: Distribuicéo geogréafica de Morinda citrifolia Linn. Fonte: http://floradobrasil.jbrj.gov.br

ETNOFARMACOLOGIA

A Morinda citrifolia ja é utilizada como suco do fruto, ha cerca de 2000 anos na
polinésia contra varios tipos de doencas, tais como diabetes, febre, tuberculose, de afeccdes
com possivel envolvimento alérgico, tais como, artrite e desordens respiratérias (Serafins
etal.,2011). Frente a estas indicagdes etnomedicinais, seu uso expandiu-se no mundo (Serafins
et al.2011).

Diversos estudos, ha décadas relatam suas atividades terapéuticas, sendo alguns mais

recentes citam acdo antidiabética, (Lee et al., 2011), anti-neoplasica (Gupta et al., 2013),
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antimicrobiana (Bhardwaj , et al., 2012), acdo anti-inflamatoria, antinociceptiva de fracdes do
extrato da espécie sob o0 modelo de inducgdo de inflamagdo por edema de pata induzido pela
aplicacdo de formalina (teste de formalina), e potencial acdo antagonista de histamina, uma
vez que reduziu o edema de pata provocado pela administracdo subcutédnea de histamina
(Okusada et al. 2011).

O extrato das folhas de Morinda citrifolia Linn também apresentou potencial
antioxidante quando testados sob peroxidacéo lipica, determinacao de nitritos (Serafini et al.,
2011);além de ja ter alguns de seus compostos quimicos identificados, compostos este
sugestivos de exercer acdo antioxidante (glicosideos, compostos fendlicos e flavonoides)
(Serafini et al., 2011; Zhang et al., 2013; Thoo et al.,2013).

1.4.2 Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann.

ASPECTOS BOTANICOS

e Reino: Plantae

e Divisdo: Pteridophyta

e Classe: Equisetopsida

e Ordem: Lamiales

e Familia: Bignoniaceae

e Género: Fridericia

e Espécie: Fridericia chica

e Nome cientifico: Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann; sin. Arrabidaea
chica (Bonpl.) Verl.

Possui folhas compostas bi ou trifolioladas, foliolos oblongo-lanceolados, cartaceos, 8-
13 c¢cm de comprimento, flores campanuladas rosea-lilacinas, dispostas em paniculas

terminais, frutos tipo siliquas deiscentes (Figura 3).



Figura 3: Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann. Fonte: Horto de Plantas Medicinais da EMBRAPA.

DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

E uma espécie nativa que ocorre em todas as regies do Brasil (Figura 4)

Figura 4: Distribuicdo geogréfica de Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann.Fonte:

http://floradobrasil.jbrj.gov.br
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ETNOFARMACOLOGIA

A Fridericia chica ja teve algumas propriedades medicinais comprovadas, como
antifungica (Barbosa et al., 2008) e anti-inflamatoria frente a edema de pata em camundongos
provocado por veneno de serpentes amazonicas. O estudo demostrou que 0 extrato aquoso da
Fridericia chica administrado por via intraperitoneal em foi capaz de inibir a miocitélise e
migracdo celular. Sugerindo assim que a planta tem de fato potencial para a obtencdo de

principios ativos anti-inflamatorios. (Oliveira DPC, et al., 2008).

ASPECTOS BOTANICOS

1.4.3 Mansoa alliacea (Lam.) A.H. Gentry
e Reino: Plantae
e Divisao: Tracheophyta
e Classe: Magnoliopsida
e Ordem: Lamiales
e Familia: Bignoniaceae
e Género: Mansoa
e Espécie: Mansoa alliacea

e Nome cientifico: Mansoa alliacea (Lam.) A.H. Gentry

Caracteriza-se como um arbusto semi-trepador de 3m ou mais, partes vegetais com
cheiro de alho. Ocorre em terra firme longe de corpos de agua, areas sombreadas tanto de
capoeiras como bosques primarios, e em zonas tropicais com precipitacdo pluvial, solo

arenoso, areno-argiloso e argiloso com matéria organica. (Ferreira & Gongalves, 2007)

S&o constituidas com folhas opostas e compostas, flores hermafroditas, zigomorfas,
gamopetalas, oligostémones, estames didinamos, epipétalos, com estaminddios presentes,
gineceu si carpico, ovario supero, estilete bifido e fruto do tipo capsula (Vilhena-Potiguara et
al., 2012) (Figura 5).



Figura 5: Mansoa alliacea (Lam.) A.H. Gentry. Fonte: Horto de plantas Medicinais da EMBRAPA.
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DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

A Mansoa alliacea é de origem amazoénica, mais especificamente da regido norte

(Amazonas e Pard) e nordeste (Maranhdo) (Figura 6).

Figura 6: Distribuicdo geografica de Mansoa alliacea (Lam.) A.H. Gentry. Fonte: http://floradobrasil.jbrj.gov.br.

ETNOFARMACOLOGIA

A Mansoa alliacea (cip6 d'alho) tem suas folhas usadas na forma de cha no
tratamento de tosse, enjoo, constipacdo e reumatismo, artrite (Souza Filho & Nascimento,
2012).

Recentemente uma publicacdo reuniu diversos experimentos que comprovam
diferentes propriedades medicinais da planta, como anti-inflamatéria, ansiolitica, entre outras

(Souza Filho & Nascimento, 2012).
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1.4.4 Luehea speciosa Willd
e Aspectos botanicos
e Reino: Plantae
e Divisao: Tracheophyta
e Classe: Magnoliopsida
e Ordem: Malvales
e Familia: Malvaceae
e Género: Luehea
e Espécie: Luehea speciosa

e Nome cientifico: Luehea speciosa Willd.

A arvore mede de 6 a 30 m de altura possui tronco com 30 a 120 cm de diametro, com
casca externa pardo-acinzentada, de até 25 mm de comprimento, Com numerosos e pequenos
sulcos longitudinais e, casca interna rosada até avermelhada, com textura fibrosa. Suas folhas
sdo simples, alternas, disticas, membranaceas a cartacea, oblongas, com estipulas, pecioladas
(até um cm), com margens irregularmente serreadas e base arredondada a sub-cordada,
dicolores, verde-escuras, asperas ao tato na face adaxial e com pilosidade branco-tomentosa
na face abaxial, medem de 5 a 15 cm de comprimento por 2 a 6 cm de largura. As flores séo
brancas, hermafroditas, polisttmones e reunidas em inflorescéncias cimosas axilares ou em
paniculas terminais; podendo as flores chegar até 2,5cm de comprimento (Figura 7a. O fruto é
uma capsula de até3 cm, coberta de pilosidade de cor castanha, deiscente por cinco fendas na

extremidade (Marques, 2007)..
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Figura 7: Luehea speciosa Willd. Fontes: A. Marques, 2007, B. Horto de Plantas Medicinais da EMBRAPA.
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DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

As espécies do género Luehea crescem em Cuba, na América Central e do Sul, no

Brasil ocorre em todas as regides (Figura 8).

Figura8: Distribui¢do geogréfica do género Luehea Willd no Brasil. Fonte:

http://floradobrasil.jbrj.gov.br

ETNOFARMACOLOGIA

Quanto a Luehea speciosa Willd, ndo ha dados cientificos que comprovem as
propriedades medicinais indicadas pela populacdo, mas ha pesquisas realizadas com espécies
do mesmo género, como Luehea divaricata onde se relata, por exemplo, estudos etnobotanico
no Brasil, atividade antimicrobiana e potencial mutagénico (de Souza, 2004; Bieski et al.,
2012; Felicio et al., 2011).



1.4.5 Connarus perrottetii var. angustifolius (Radlk).

ASPECTOS BOTANICOS

Reino: Plantae

Classe: Equisetopsida C. Agardh

Ordem: Oxalidales Bercht. & J. Presl.

Familia: Connaraceae R. Br.

Género: Connarus

Espécie: Connarrus perrottetii var. angustifolius (Radlk)
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E uma arvore que possui peciolo de (2-) 5-12(16) cm e raque de (2-) 9-13 cm de
comprimento. Foliolos de (2-) 4-17(23) cm de comprimento por (1-)2,7-5,5(-6) cm de largura,
estreito-elipticas, rigido-cartaceos, apice acuminado, acimen de até 1,5 cm de distancia,
margem levemente revoluta e inervacdo reticulada. Pedicelo de 0,2 cm de comprimento;
sépalas de 2,8-3,5 mm de comprimento, unidas em grupo; pétalas de 2,8-3,5mm de
comprimento e 0,7-0,9 mm de largura, glabras ou pubérulos externamente; filamentos unidos
a um mm, glabos ou com pelos glandulares; anteras globosas com ou sem pelos glandulares
no apice do conectivo. Fruto estipitado (estipe de até 0,4 cm de comprimento) de dois cm de

comprimento por 1,7 cm de largura (Paracampo, 2011) (Figura 9).

Figura 9: Connarus perrottetti var.angustifolius Radlk. (Connaraceae). (a) Espécime do Horto de Plantas
Medicinais da Embrapa Amazénia Oriental, (b) tronco de casca, (c) folha, (d) folha jovem, (e) fruto, (f)

inflorescéncia. Fonte: Horto de Plantas Medicinais da EMBRAPA, por Paracampo, 2011.
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DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

E uma espécie nativa da Amazonia e endémica do Brasil. E encontrada naturalmente
crescendo em Floresta de Terra Firme (Paracampo, 2011).

Os dominios fitogeograficos sdo: a regido Norte (Amapa, Pard, Amazonas e
Rond6nia) e o Centro-Oeste (Mato Grosso), onde recebe 0os nomes populares de marassacaca
Ou muragacaca no Para, pajurarana ou pajujurana no Mato Grosso e raparigeira no Amapa
(Forero; Kamino, 2010) (Figura 10).

Figura 10: Distribuicdo geogréafica de Connarus perrottetii var. angustifolius(Radlk).Fonte:
http://floradobrasil.jbrj.gov.br

ETNOFARMACOLOGIA

As pesquisas sobre os efeitos da Connarus perrottetti ainda sdo escassas,
principalmente na farmacologia. Embora a importancia do seu uso tradicional como
barbatimdo no Para tenha sido confirmada (Paracampo, 2011).

Em estudo etnobotanico realizado em Maruda, PA, a utilizagéo da casca de barbatiméo
(Connarus perrottetii var. angustifolius (Radlk) foi citada para o tratamento de: infecgdes
geniturinarias em mulheres, hemorragia uterina, ovarios cisticos, corrimento vaginal, "mée-
do-corpo™, doencas gastricas, cefaléias, gripe, tosse e congestdo. Esses efeitos curativos foram
obtidos com diferentes formas de administracdo: maceracdo, cha, "garrafada”, banho ou
xarope (Coelho-Ferreira, 2009). Também foi destacada a elevada importancia cultural dessa
espécie de barbatimdo em Algodoal, PA, citado por mais de 50% dos entrevistados em um

inventario etnoboténico realizado na area (Roman & Santos, 2006).
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1.5 Potencial genotoxico das plantas medicinais

Salienta-se ainda que pelo facil acesso, 0 uso dessas espécies é muitas vezes
indiscriminado, e torna cada vez mais crescente sua comercializacdo, até mesmo pela questéo
das politicas publicas estimuladoras do uso de fitoterapicos.

Deste modo, se faz necessario avaliar ndo apenas a questdo das propriedades curativas
das plantas, mas o potencial toxico, especialmente o de carater aguda, com 0 uso em curto
periodo de tempo juntamente com a avaliacdo de possiveis danos genético devido as graves
consequéncias que podem ocorrer em longo prazo, tais como o desenvolvimento de cancer,
alteracdes reprodutivas e anomalias genéticas.

Entre as plantas aqui selecionadas, a Morinda citrifolia Linn, mais especificamente o
extrato obtido do fruto, demostrou apresentar potencial de causar dano genético em celular
renais de ratos (Alencar et al.; 2013), porém héa necessidades de mais estudos.

Recentemente foi investigado os possiveis efeitos os efeitos mutagénicos e genotoxico
de uma fracdo oriunda do extrato de Arrabidaea chica Verlot (pariri) e concluiu que este néo
causa dano genético nas concentragfes e modelo testado(dos Santos et al., 2013).

Para a maior parte das plantas selecionadas até 0 momento ndo ha dados a respeito de
sua genotoxidade em humanos, apesar dos relatos de uso popular medicinal.

A genotoxicidade estuda os processos que causam alteracdo no DNA. Esta alteracdo
pode acontecer na estrutura fisico-quimica do DNA (processo este classificado de
mutagénese) ou no determinismo genético ao nivel celular ou organico (processos
identificados respectivamente como carcinogénese e teratogénese) (Silva et al., 2003).

E possivel identificar atividade genotoxica in vitro de alguns compostos, através de
testes criptogenético.

O Guia da Quarta Conferéncia Internacional Sobre a Harmonizagéo - The Fourth
International Conference on Harmonization (ICH) Guidelines (2011)- descreve uma bateria
padrdo de testes genotoxicos para farmacos, tanto in vivo quanto in vitro.

No caso dos testes in vitro para avaliagdo de danos citogenéticos nas espécies
mamiferas,segundo o referio Guia, a avaliagdo de micronucleos e a técnica de determinacéo
de aberragdes cromossomicassao considerados padrao.

O guia indica ainda, entre métodos, o uso de culturas de linfécitos humanos
periféricos, ceélulas de ovario e pulméo de hamesters chinés, sendo a cultura de linfocitos

humanos periféricos frequentemente utilizados para o diagnético citogenético (Gus, 2011).
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2 OBIJETIVOS

2.1 Geral

Realizar uma triagem de cinco espécies de plantas medicinais usadas na Amazonia

através da analise de secrecao de histamina.

2.2 Especificos

e Obter extratos etanolicos brutos de:
» Morinda citrifolia Linn (noni)
» Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohman (pariri ou crajirQ)
» Mansoa aliacea (Lam.) A.H. Gentry (cip6d alho)
» Luehea speciosa Willd (acoita-cavalo)
» Connarus perrottetii var. angustifolius (barbatiméo do Pard)

e Realizar a prospeccao fitoquimica dos extratos obtidos.

e Avaliar a atividade in vitro desses extratos sobre a secrecdo de histamina de mastocitos
peritoneais de rato, considerando o efeito direto sobre a secre¢do espontanea e sobre a

secre¢do induzida por ionéforo A23187 e composto 48/80.

e Selecionar o extrato de melhor atividade inibitéria da secrecdo de histamina e realizar
analises toxicoldgicas:
o Toxicidade aguda
o Genotoxicidade em cultura primaria de linfocitos humanos expostos através de
técnica de determinacdo de aberracfes cromossdmicas
e Fracionar o extrato selecionado e determinar o perfil fitoquimico das fragfes obtidas
por cromatografia de camada delgada.
e Avaliar a atividade in vitro das fracGes sobre a secrecdo de histamina de mastocitos

peritoneais de rato.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal

3.1.1 Colheita

As plantas foram coletadas no horto de plantas medicinais da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria-EMBRAPA/Amazodnia Oriental no municipio de Belém (Estado do
Pard) na regido amazonica localizado a 1°27°21°°S e 48°30°14""W, com altitude de 10m do
nivel do mar. O horto de plantas medicinais da referida instituicdo é credenciado ao Conselho
de Gestéo de Patriménio Genético-CCGEN/IBAMA sob o n° 034/10.

O material vegetal foi coletado as 9:00h, pelos coletores Déborah Mara Costa de
Oliveira e Silvio Damasceno, no més de outubro de 2012, e em seguida as amostras foram
armazenado em sacos plasticos para evitar desidratacdo durante o transporte, para 0
Laboratdrio de Agroindustria da referida instituicdo, onde foi processado para obtencéo dos

extratos. As espécies estavam em fase adulta estagio reprodutivo.

Amostras representativas de cada espécie (parte vegetativa + reprodutiva) foram

selecionadas para preparacao de exsicatas.

3.1.2 Identificacdo

O material vegetal fértil foi identificado e autenticado pela especialista Dr2. Silvana
Tavares Rodrigues pesquisadora responsavel pelo laboratério de botanica-herbario da
EMBRAPA-Amazonia Oriental, onde as plantas foram depositadas sob o0s numeros

apresentados no quadro 5.

Quadro5: Identificacdo das plantas medicinais usadas no presente estudo.

NOMES NOME CIENTIFICO FAMILIA N° DA EXSICATA
VERNACULOS

barbatimédo do Pard | Connarus perrottetii var.angustifolius Connaraceae 1AN184393

(Radlk)

cip6 d’alho Mansoa alliacea(Lam.) A.H. Gentry Bignoniaceae IAN 184394

acoita cavalo Luehea speciosaWilld. Malvaceae IAN 188658

Noni Morinda citrifolia Linn Rubiaceae IAN 188659

pariri Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann | Bignoniaceae IAN 188177
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3.1.3 Obtencéo dos extratos
As folhas, casca ou fruto foram separados das demais partes da planta e secos em

estufa com circulagio e renovacdo de ar forgado & 45°C durante 120 horas.

Para céalculo de rendimento das amostras (peso seco/peso Umido =rendimento em

porcentagem), o material coletado foi pesado antes e ap0s a desidratacao.

Além do célculo de rendimento das amostras, amostras dos extratos foram submetidos
a determinacéo do teor de umidade residual, pelo método (Farmacopéia Brasileira,1988), com

pesagem em balanca acoplada a sistema de irradiacédo infra-vermelha.
Apos secagem, as folhas, cascas ou frutos, foram pulverizados em moinho de facas.

Todo o material foi pesado e acondicionado em frascos de vidro individuais e entéo,
submetido & extracdo sob refluxo por uma hora em banho-maria a 80°C, utilizando-se como

agente extrator etanol 70%.

Em seguida, as amostras foram filtradas a vacuo. Apéds a filtracdo, os residuos das
plantas foram submetidos novamente a mais duas extracdes e filtragens como descrito acima,

até obter esgotamento do material vegetal.

O filtrado total de todas as extracfes de cada amostra de planta foi transferido para um
baldo de fundo redondo e submetido a concentracdo com auxilio de evaporador rotativo a
temperatura ndo superior 45 °C, até cerca de 10% do volume original, obtendo-se assim o
extrato hidroetandélico de cada planta com suas respectivas partes.

Ap6s o calculo do rendimento [peso do baldo - peso do baldo contendo extrato
concentrado = rendimento], os extratos concentrados foram liofilizados (Freezone

2.5/Labconco®) e armazenados (-18°C) até 0 momento do uso.

Para a realizacdo da prospeccdo fitoquimica e dos ensaios bioldgicos, todos os
liofilizados foram dissolvidos a concentragdes stocks de 100ug/mL com solucdo Tyrode
contendo 0,2% de DMSO (pH = 7,3), apds terem sido testados outros veiculos (dgua destilada

e solucdo salina NaCl a 0,9%).
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3.2 Analise fitoquimica

3.2.1 Prospeccéo fitoquimica qualitativa

Com o objetivo de detectar as classes de constituintes quimicos presentes nas partes da
planta usadas foi realizada a investigacdo fitoquimica como descrito por Matos (1987) e
adaptado por Gonzéles & Di Stasi (2002).Ainda, foram realizadas analises quantitativas de
compostos fendlicos, devido a estes possuirem potencial atividade anti-inflamatéria ou

inibidora da secrecao de histamina.

3.2.2 Doseamento de compostos fenolicos totais

O doseamento de compostos fendlicos totais nos extratos vegetais foi realizado
empregando-se 0 método com o reagente de Folin-Ciocalteu (Singleton e Lamuela-Ravento;
1999). O reagente é constituido por uma mistura dos acidos fosfomolibidico e
fosfotunguistico. Nesta solugdo o molibdénio e o tungsténio encontram-se em estado de
oxidacdo 6+. Na presenca de certos agentes redutores, como substancias fendlicas, o estado de
oxidacdo média destes metais fica entre 5-6, adquirindo coloracdo azul, que pode ser

monitorada em 750 nm.

Solucdes hidro alcoodlicas (metanol 70%) dos extratos foram preparadas nas
concentragdes de 0—-1000 pg/mL. Em cada cavidade da microplaca foi adicionado50 pL de
agua, 25 pul das amostras-testes, 25 uLL do reagente Folin (2N, Sigma) e as misturas reacionais
serdo mantidas ao abrigo da luz por 5 minutos. Decorrido o periodo de incubagdo, foi
adicionado 125 pL de Na,CO3; 7% e realizada uma incubacdo adicional de 1 h ao abrigo da
luz. Em seguida, as medidas foram feitas em espectrofotdmetro UV-Vis (Power wave 340,
Bio-TEK) no comprimento de onda 750 nm.O composto acido galico (Sigma) foi usado como
controle (0—400 ug/mL). O teor de fenois totais foi expresso como mg de EAG (equivalentes

de &cido galico) por g de extrato, segundo a equacao.
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FT =[F] x1000
AT
Onde:
FT: teor de fenois totais
[F]: concentracdo de fendis da amostra-teste (pg/mL), obtida pela leitura da absorbancia da
amostra e posterior interpolacdo da [] pela curva padréo

[A]: concentracdo da amostra-teste (ug/mL)

3.3 Fracionamento dos extratos

O extrato que apresentou melhor atividade inibidora da secrecdo de histamina foi
fracionado por particdo liquido-liquido com solventes de diferentes polaridades (hexano,
acetato de etila e &gua) (Simdes et al., 2010), partindo de 1 g de extrato liofilizado diluido em
100ml de solucdo aquosa de extrato por 100mL de solvente. Isso resultou na separacao

provavel dos principais metabdlitos secundarios.

As fracBes obtidas com polaridades distintas foram chamadas respectivamente de
FrHex, FrAcEta e FAqQ e foram submetidas a andlise por determinacdo do perfil
cromatografica, através da técnica de cromatografica de camada delgada ..

3.3.1 Rendimento das fragdes

Os rendimentos das fracGes foram obtidos em relacdo a massa de extrato etanolico bruto

utilizado para o procedimento de particionamento.

3.4 Cromatografia de camada delgada

O perfil cromatogréafico das fragdes foi determinado de acordo com a técnica classica
de cromatografia de camada delgada (Lopes, 1990; Wagner & Bladt, 1995; Ferri, 1996).
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3.5 Dosagem de histamina

3.5.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar (200 e 250g), de 3 meses de idade, mantidos sob
condicBes controladas de temperatura, luminosidade e umidade, com livre acesso a agua e

alimentacdo até o momento da realizagdo do procedimento experimental.

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal (CEEA), do Instituto de Biociéncias da UNESP de Botucatu/SP (n° 42/04-CEEA).

3.5.2 Obtencdo das suspensdes celulares contendo mastécitos

Os animais foram previamente submetidos a anestesia com associagdo de xilazina
(20mg/Kg) e cetamina (100mg/Kg) ambos administrados por via intraperitoneal e logo que
estabelecida o plano anestésico (aproximadamente 10 minutos ap6s) os animais foram mortos

por decapitacao.

Apds a morte dos animais, a suspensdo celular contendo mastdcitos peritoneais foi
obtida por lavagem direta da cavidade peritoneal utilizando-se solucdo de Tyrode contendo
heparina (5unidades/mL). Em seguida, foi filtrada em gaze dupla umedecida com solugéo de
Tyrode. As células foram recuperadas por centrifugacdo (22°C, 1000 rpm, 5 minutos) e
lavadas duas vezes em 12 mL de solucdo de Tyrode. Posteriormente, as células foram
ressuspensas em volume necessario para a realizacdo do protocolo experimental (Gomes et
al., 1994).

3.5.3 Exposicdo das suspensdes celulares as solu¢des dos extratos.

O volume final de suspenséo celular obtido foi pré-incubado a 37°C por 5 minutos,
para a uniformizacdo da temperatura, e dividido em tubos de ensaio em aliquotas de 0,5 mL

para cada amostra experimental. Em cada amostra, foi adicionado o extrato teste e/ou outras
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solugdes, com excecdo de duas amostras reservadas para a dosagem da liberagdo espontanea

de histamina, utilizada como controle, e uma amostra para a dosagem de histamina total.

Apo6s o periodo de estabilizacdo, as suspensfes de mastocitos foram em seguida

incubadas durante 10 min a 37 C ° com os extratos nas diferentes concentragdes (0
al00ug/mL) ou veiculo (DMSO 0,2%). Posteriormente, foram adicionados os agentes
secretores, composto 48/80 (0,5ug/ mL) ou ion6foro A23187 (3uM). Depois de 10 minutos
de reacgéo, a secrecdo foi interrompida com solugdo de Tyrode gelada.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas (4°C, 1000 rpm, 10 minutos) e o sobrenadante
(que contem histamina fora dos mastocitos) foi separado do precipitado (que contém
histamina dentro dos mastocitos) por decantacdo. A este Gltimo, foram adicionados 1,5 mL de
solugdo de Tyrode. Finalmente, todas as amostras, precipitado e sobrenadante, receberam
acido perclorico (concentracdo final 0,4N) para precipitacdo de proteinas.

3.5.4 Extracdo e dosagem automatica de histamina

Para dosagem e extragdo automatica de histamina foi utilizado o método fluorimétrico
de Shore et al. (1959), realizado através de um sistema de fluxo continuo modular automatico
(Siriganian, 1974).

Os precipitados e sobrenadantes obtidos no ponto anterior foram tratados por separado
da mesma forma (no calculo final, sdo consideradas ambas as medidas de precipitado e
sobrenadante para o calculo da liberacdo de histamina). Brevemente, os precipitados e
sobrenadantes obtidos no ponto anterior contendo histamina, foram submetidas a extracédo
butandlica apo6s a adicdo de NaOH 2N saturado com NaCl, formando duas fases: aquosa e
organica. A fase organica foi tratada de novo com NaOH 0,1N saturado com NaCl, formando
novamente uma fase aquosa e outra organica. Esta Ultima sofreu uma nova extracdo com HCI
0,1N. Apos essa extracao a fase orgénica foi desprezada, ficando a histamina extraida na fase
aquosa acida. Em seguida, a histamina extraida foi derivatizada com ortoftaldialdeido (OPT)
em solucdo fortemente alcalina. O resultado foi um produto condensado altamente

fluorescente, estabilizado por acidificagdo com HCI 3N.

A intensidade de fluorescéncia foi registrada em registrador grafico potencidometro
acoplado ao sistema de extragdo. O comprimento dos picos registrados foram entdo medidos

em milimetros e essas medidas usadas para o calculo de porcentagens de histamina liberada.
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Os resultados foram expressos em porcentagem média de liberagcdo de histamina (%
LH) em relacéo ao total de histamina liberada:
% LH=S*100/T
S= comprimento do pico do sobrenadante
P= comprimento do pico do precipitado
T=soma dos comprimentos dos picos (S+P)
Todos os resultados foram apresentados descontando-se a histamina liberada

espontaneamente.

Para os extratos que apresentaram a melhor eficacia sobre a diminuicdo da liberacédo
de histamina, foi dado o seguimento nos experimentos com a triagem da anélise toxicoldgica

aguda e detecc¢do do potencial genotéxico.

3.6 Avaliagéo da toxicidade aguda

3.6.1 Animais

Foram utilizados camundongos swiss, fémeas, entre 8 a 12 semanas, com peso de 25 a
35g. Os animais foram mantidos em condic¢des adequadas de temperatura, com ciclo claro-

escuro de 12h/12h. Todos os animais foram provenientes do biotério central da UFPA.

3.6.2 Teste de toxicidade aguda

Os testes de toxicidade aguda para verificagdo de morte e sintomas provocados pela

administracdo de xenobidticos foi realizado segundo o guia (OECD 425).

Foram utilizados 5 animais por grupo experimental. Os grupos foram divididos em

grupo tratado com extrato teste e grupo controle que recebeu agua destilada.

Apbs horas 6 horas de jejum para alimentos sélidos, os animais receberam 2000mg/Kg
do extrato teste ou agua destilada por via oral (gavagem) e em seguida foram avaliados aos
30min, 1, 2, 4, 24 e 48 horas ap0s administracao do extrato.
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3.7 Avaliacéo do potencial Genotoxico

3.7.1 Obtengdo da cultura de linfocitos humanos

a. Doadores VVoluntarios

Os linfécitos para as culturas foram obtidos a partir da coleta de sangue total de 6

doadores voluntarios oriundos da cidade de Belém.

b. Critérios de inclusdo

Os critérios de inclusdo para todos os participantes neste estudo foram individuos

adultos (> 18 e <40 anos de idade) de ambos os sexos.

c. Critérios de exclusdo

Os critérios de excluséo para todos os participantes foram: fumantes de mais de quatro
cigarros ao dia, ser portador de doencas aguda e cronica graves, que estivessem em
tratamento a base de medicamentos nos ultimos dois meses, que fizessem uso de farmacos-
dependentes, individuos que bebessem quantidades significativas de alcool (mais de 200 mL)
ao dia, exposicdo ocupacional e outras atividades que produzam genotoxicidade, além de

estar em transito pela cidade.

d. Aspectos éticos
Todos os participantes da pesquisa foram informados sobre o objetivo do estudo e

solicitados seu consentimento por escrito para participar da pesquisa.

e. Coleta de amostras de sangue

De cada individuo foram colhidos 5 mL de sangue venoso com material estéril e de
uso unico que foi aberto pela primeira vez diante do participante. As amostras foram
colocadas em tubos vacutainer heparinizados e a cultura foi realizada imediatamente apds a

coleta.
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f. Cultura de linfécitos
Para obtengdo das culturas de linfocitos humanos foi seguido o método descrito por
Moorhead et al. (1960). Resumidamente, aos tubos de vidro contendo 5mL do meio RPMI
1640 suplementado com antibidtico/antimicotico, 20% de soro fetal bovino inativado e 1,5%
de fitohemaglutinina foram adicionados 500 pL de sangue total. Os tubos foram fechados e
finalmente, as culturas foram incubadas em estufa de C0O, (5%) a 37 °C por 72 horas.
Todo este procedimento foi realizado em um fluxo laminar, para evitar qualquer tipo

de contaminacéo.

3.7.2 Técnica de determinacéo de aberracGes cromossdmicas (AC):

Apds 48h do inicio das culturas de linfocitos humanos, foi adicionado o extrato na
concentracdo final de 100 pg/ml, sendo esta a maior concentracdo utilizada nos ensaios
biolégicos sobre a secrecdo de histamina, descritos anteriormente. As células ficaram
incubadas a 37°C por 24 horas. Duas horas antes do término da cultura foram adicionados 50
uL de colchicina (16 pg/mL), um inibidor de fuso mitotico, a fim de parar a divisdo celular
em metafase (Sram et al., 1998; Lazutka et al., 1999).

Completadas as 72h de cultivo, as células foram coletadas por centrifugacdo (5
minutos a 1000 rpm & temperatura ambiente). Posteriormente, foram descartados4mldo
sobrenadante deixando o pellet com 1mL de sobrenadante, que foi homogeneizado e tratado
com uma solucdo hipoténica de KCI 0,075M durante 5 minutos. Em seguida, as amostras
foram de novo centrifugadas por 5 minutos a 1000 rpm a temperatura ambiente.

Assim, foram realizadas trés fixacdes consecutivas da seguinte forma: o pellet com 1
mL do sobrenadante foi homogeneizado e acrescentado de 5mL dos fixadores metanol e &cido
acético (3:1) e centrifugado a 1000 rpm por 5 minutos, a temperatura ambiente (Lee et al.,
1999).

Apos as fixagOes, as celulas dos cultivos foram depositadas sobre I&minas limpas e
secadas a temperatura ambiente. Depois de secas, as laminas foram coradas com Giemsa 5%
durante 5 minutos. Todas as laminas foram observadas em microscépio Optico e para
determinacdo de AC (quebras cromossomicas, gaps, deformacdes...) foram analisadas 100
metéafases por individuo e calculado o indice Mitético (n° de metafases encontradas a cada
1000 células).
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3.8 Andlise estatistica

Para comparacéo dos resultados obtidos, foi realizado o teste paramétrico de analise de
variancia (ANOVA) de uma via, seguido do teste pos-teste de comparagcfes multiplas Tukey.
As diferencas entre as médias foram consideradas significativas quando a probabilidade de

erro foi menor do que 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Rendimento das amostras das plantas

Os rendimentos das amostras de planta, apds o processo de secagem, sdo apresentados

na Quadro 6.

Quadro 6: Rendimento das amostras \

PLANTA PARTEDO MATERIAL MATERIAL RENDIMENTO DAS
VEGETAL FRESCO SECO AMOSTRAS (%)
(MATERIAL
SECO/MATERIAL
FRESCO)
Connarus perrottetii var. folha 4609 260g 56,5%

angustifolius
(barbatimédo do Para)
Connarus perrottetii var. casca 7009 4639 66,1%
angustifolius
(barbatimédo do Para)

Mansoa alliacea(Lam.) A.H. folha 690g 260g 37,6%
Gentry
(cip6 d"alho)
Luehea speciosa Willd folha 700g 300g 42,8%
(acoita cavalo)
Morinda citrifolia Linn fruto 1.200g 108g 9%
(noni)
Morinda citrifolia Linn folha 1000g 205g 20,5%
(noni)
Fridericia chica (Bonpl.) folha 600g 143¢g 23,8%
L.G. Lohmann

(pariri)




4.2 Rendimento dos extratos concentrados

Os rendimentos dos extratos ja concentrados sdo demostrados na quadro?.

Quadro 7: Rendimento dos extratos concentrados

PLANTA PARTE MATERIAL MATERIAL RENDIMENTO
USADA SECO CONCENTRADO DOS
EXTRATOS

Connarus perrottetii var. folha 260g 249 9,2%

angustifolius

(barbatimé@o do Para)

Connarus perrottetii var. casca 463g 18¢g 3,8%

angustifolius

(barbatimé@o do Para)

Mansoa alliacea folha 2609 25¢g 9,6%

(Lam.) A.H. Gentry

(cip6 d"alho)

Luehea speciosa Willd folha 3009 279 9%

(acoita cavalo)

Morinda citrifolia Linn fruto 1089 25¢g 23,1%

(noni)

Morinda citrifolia Linn folha 2059 289 13,6%

(noni)

Fridericia chica (Bonpl.) folha 1439 279 18,8%

L.G. Lohmann

(Pariri)
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4.3 Teor de umidade dos extratos

O teor de umidade residual dos extratos séo demostrados no quadro 8

PLANTA PARTE USADA Umidade %
Connarus perrottetii var. angustifolius folha 5,8
(barbatimé@o do Para)
Connarus perrottetii var. angustifolius casca 59
(barbatimé@o do Para)
Mansoa alliacea folha 6,5
(Lam.) A.H. Gentry (cip6 d"alho)
Luehea speciosa Willd folha 7,3
(acoita cavalo)
Morinda citrifolia Linn fruto 6,7
(Noni)
Morinda citrifolia Linn folha 8
(noni)
Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann folha 5,8

(pariri)




56

4.4  Perfil Fitoquimico

4.4.1 Prospeccdo fitoquimicaqualitativa

Os resultados da andlise fitoquimica qualitativa (Tabela 9) indicam a presenca de
substancias quimicas com propriedades anti-inflamatérias dos quais incluem os compostos
fendlicos taninos (presentes em todos os extratos), catequinas e terpenoides (nos extratos de
Connarus perrottetii var. angustifolius (Radlk) (casca e folha), Luehea speciosa Willd e
Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann) e compostos terpendides (em Fridericia chica

(Bonpl.) L.G. Lohmann e no extrato dos frutos de Morinda citrifolia Linn.

Além disso, no extrato da casca de Connarus perrottetii, existe a presenca de
flavonoides, conhecido grupo de sustancias com capacidade antialérgica e anti-inflamatoria,

entre outras acdes bioldgicas benéficas (Quadro 9).



Quadro 9: Prospeccdo fitoquimica dos extratos de Connarrus perrottetii, Luehea speciosa, Mansoa alliacea, Fridericia chica e Morinda citrifolia. Cor amarela= presenca da

substancia referida; Cor branca ou cinza = auséncia de substancia referida.
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Mansoa

. : Fridericia
Nome cientifico Connarus perrottetii var. angustifolius Luehea speciosa alliacea chica (Bonpl.) | Morinda citrifolia Linn
Willd (Lam.) A.H.
L.G. Lohmann
Gentry
Nome comum barbatimao-do-Para acoita-cavalo cip6-de-alho | pariri/ crajird noni
Orgdo da planta casca folha folha folha folha Fruto Folha

Testes quimicos

Acidos Organicos

AcUcares redutores

Polissacarideos

Proteinas e aminoacidos

Taninos

Catequinas

Flavondides

Glicosideos cardiacos

Sesquiterpelactonas

Azulenos

Carotenoides

Esteroides e triterpenoides

Depsideos e depsidonas

Derivados da cumarina

Saponina espumidica

Alcalbides

Purinas

Antraquinonas

Heterosidios cianogenéticos




59

4.4.2 Dosagem de compostos fenolicos totais

Para a quantificacdo de compostos fendlicos totais foi realizada uma curva de
concentracdo com o padrdo de absorbancia do acido galico, com um coeficiente de
correlacdo de 0,9997(Figura 11).Portanto o método demostrou confiabilidade para dosar
0s compostos fendlicos nos extratos.

450 -

400 - y = 121.96x - 12.557
R2 = 0.9997

350 -
300 -
E' 250 -
g 200 -
150 -
100 -
50 -

0' T T T T T T T 1
0.000 0.500 1.000 1.500 2.000 2.500 3.000 3.500 4.000

Absorbancia

Figura 11: Curva de calibracdo com substancia padrdo (&cido galico), os valores considerados padrao para
a presenca de compostos fendlicos é de 0 a 400ug/mL .

Entre os extratos das plantas avaliados, os de Connarus perrottetii var.
angustifolius (Radlk) foram o que apresentaram o0 maior quantidade de compostos
fendlicos, tanto o da casca (391,65 mg EAG/g) como o da folha (411,21 mg EAG/Q)
(Quadro 10).

Quadro 10: Quantidade de composto fendlicos presentes nos extratos

Extrato avaliado/Parte utilizada Teor de fendis totais
(mg EAG/g extrato seco)

Morinda citrifolia Linn /frutos 13,73

Morinda citrifolia Linn/folhas 30,56

Connarus perrottetii var. angustifolius (Radlk) /cascas 391,65

Connarus perrottetii var. angustifolius (Radlk) /folhas 411,21

Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann/folhas 134,77

Luehea speciosa Willd/folhas 246,38

Mansoa alliacea (Lam.) A.H. Gentry/folhas 57,69
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4.5 Dosagem de histamina

45.1 Efeito do veiculo (dimetilsulféxido - DMSO) sobre a secre¢do espontanea de

histamina de mastécitos peritoneais de rato.
Antes da realizacdo dos ensaios de dosagem de histamina utilizando os extratos,

foram testados como possiveis veiculos, agua destilada, solucéo salina (Na CI 0,9%) e

DMSO, sendo este ultimo o que apresentou eficiéncia mais ampla na solubilizacdo dos

extratos.

O veiculo utilizado entdo foi DMSO 0,2% em solucdo de Tyrode (v/v) para

todos os extratos. Esse veiculo ndo interferiu coma liberacéo de histamina (Figura 12).
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Figura 12: Efeito do veiculo DMSO sobre a liberacdo de histamina de mastocitos
peritoneais de rato (n =4). P > 0,05 versus controle.
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4.5.2 Efeito dos extratos de Morinda citrifolia Linn sobre a liberagdo de histamina.

a) Extrato dos frutos

O extrato dos frutos de Morinda citrifolia Linn ndo interferiu com a liberacéo
espontanea de histamina e inibiu a liberacdo de histamina induzida por composto 48/80
nas concentracdes de 0,3 e 3ug/mL, e por ion6foro A23187 apenas na concentracdo de
0,3 pg/mL (Figura 13).
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Figura 13: Efeito do extrato etandlico de frutos de Morinda citrifolia L. sobre a liberagdo espontanea de
histamina (A), sobre a liberagdo de histamina induzida por composto 48/80 (0,5ug/mL) (B) e sobre a
liberagdo de histamina induzida por iondforo A23187 (3uM) (C), em mastocitos peritoneais de rato in
vitro. (n=4). *P< 0,05 versus controle.
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b) Extrato das folhas
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O extrato de folhas de Morinda citrifolia Linn n&o interferiu com a liberacdo

espontanea de histamina e ndo apresentou efeito inibidor da liberagdo de histamina

induzida por nenhum dos agentes secretores utilizados (Figura 14).
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Figura 14: Efeito do extrato etanolico folhas de Morinda citrifolia Linn sobre a liberagdo espontanea (A),
sobre a liberacdo de histamina induzida por composto 48/80 (0,5ug/mL) (B) e sobre a liberacdo de
histamina induzida por ionéforo A23187 (3uM) (C), em mastdcitos peritoneais de rato in vitro. (n=4).

*P> 0,05.
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4.5.3 Efeito do extrato de folhas de Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann.sobre a

liberac&o de histamina.

O extrato de Fridericia chica interferiu com a liberacdo espontanea de histamina
apenas nas maiores concentracfes (Figura 15A) assim como na presenca de iondforo
A23187 (Figura 15C). Entretanto, ele foi capaz de inibir a liberacdo de histamina
estimulada por composto 48/80 nas mesmas concentra¢des (30 e 100ug/mL) (Figura
15B).
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Figura 15: Efeito do extrato etandlico de folhas de Fridericia chica sobre a liberagdo espontanea (A),
sobre a liberacdo de histamina induzida por composto 48/80 (0,5ug/mL) (B) e sobre a liberacdo de
histamina induzida por ion6foro A23187 (3uM) (C), em mastécitos peritoneais de rato in vitro. (n=4).
*P< 0,05 versus controle.
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45.4 Efeito do extrato de folhas de Mansoa alliacea (Lam.) A.H. Gentry sobre a

liberacdo de histamina.

O extrato de Mansoa alliacea néo interferiu com a liberacdo espontanea de
histamina (Figura 16A), mas quando a liberacdo foi induzida por ionéforo A23187 o
extrato estimulou a liberacdo nas concentracdes crescentes de 10 a 100 pg/mL(Figura
16C).Porém quando a Nberacdo da secrecdo de histamina foi induzida pelo composto
48/80 o extrato demostrou atividade inibitéria na maior concentracdo (100 pg/mL)
(Figura 16B).
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Figura 16: Efeito do extrato etandlico de folhas de Mansoa alliacea sobre a liberacdo espontanea (A),
sobre a liberacdo de histamina induzida por composto 48/80 (0,5ug/mL) (B) e sobre a liberacdo de
histamina induzida por ion6foro A23187 (3uM) (C), em mastécitos peritoneais de rato in vitro. (n=4).
*P< 0,05 versus controle.
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455 Efeito do extrato de folhas de Luehea speciosa Willd sobre a liberacéo de

histamina.

O extrato de Luehea speciosa ndo interferiu com a liberagdo espontanea de

histamina (Figura 17A), assim como ndo inibiu a liberacdo de histamina induzida por

ionoforo (Figura 17C). Porém quando a liberacdo foi estimulada por composto 48/80,

foi detectada uma inibicdo significativa a partir da concentracdo de 10ug/mL) (Figura

17B).
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Figura 17: Efeito do extrato etandlico de folhas de Morinda citrifolia L. sobre a liberacao espontanea (A),
sobre a liberagcdo de histamina induzida por composto 48/80 (0,5ug/mL) (B) e sobre a liberagdo de
histamina induzida por ion6foro A23187 (3uM) (C), em mastécitos peritoneais de rato in vitro. (n=4).

*P< 0,05 versus controle.
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4.5.6 Efeito dos extratos de Connarus perrottetii var. angustifolius (Radlk) sobre a

liberagéo de histamina

a) Extrato da casca

O extrato de casca da Connarus perrottetii ndo interferiu com a liberagédo

espontanea de histamina e inibiu, em todas as concentragdes utilizadas, a liberagéo de

histamina induzida tanto por composto 48/80 quanto pelo iondforo (Figura 18).
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Figura 18: Efeito do extrato etan6lico da casca de Connarus perrottetii var. angustifolius (Radlk) sobre a
liberacdo espontanea (A), sobre a liberacdo de histamina induzida por composto 48/80 (0,5ug/mL) (B) e
sobre a liberagdo de histamina induzida por ionéforo A23187 (3uM) (C), em mastécitos peritoneais de

rato in vitro. (n=4). *P< 0,05 versus controle.
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b) Extrato de folhas

O extrato das folhas de Connarus perrottetii var. angustifolius (Radlk) néo
interferiu com a liberagdo espontanea. Além disso, também inibiu a liberacdo de
histamina induzida por ionoforo em todas as concentracdes utilizadas e inibiu a

liberacdo de histamina provocada por composto 48/80 a partir de 3ug/mL (Figura 19).
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Figura 19: Efeito do extrato etanolico de folhas de Connarus perrottetii Var. angustifolius (Radlk) sobre a
liberacdo espontanea (A), sobre a liberacdo de histamina induzida por composto 48/80 (0,5ug/mL) (B) e
sobre a liberacdo de histamina induzida por iondforo A23187 (3uM) (C), em mastdcitos peritoneais de
rato in vitro. (n=4). *P< 0,05 versus controle.
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4.6 Analise toxicoldgica do extrato que apresentou maior poténcia e eficacia na
diminuigdo da liberagcdo de histamina: toxicidade aguda e genotoxicidade do
extrato de casca da Connarus perrottetii var. angustifolius (Radlk).

4.6.1 Avaliacdo da toxicidade aguda do extrato etandlico 70% da casca de Connarus
perrottetii var. angustifolius (Radlk).
A administracdo do extrato da casca de Connarus perrottetii na dose de
2000mg/Kg ndo provocou a morte de nenhum animal. Portanto na dose testado, foi

considerado ndo toxico e classificado na categoria 5 (ndo tdxico ou de baixa toxicidade).

4.6.2 Determinacdo da genotoxicidade do extrato etandlico da casca de Connarus
perrottetii var. angustifolius (Radlk).
O extrato da casca de Connarus perrotetii ndo causou nenhum tipo de aberracao
cromossémica (Figura 20) na concentragdo méxima testada (100ug/mL) e nem alterou o

indice mitdtico das células (Figura 21).

A ‘ ,’ 200pm . &
; o - B

Figura 20: Metafases encontradas nas culturas de linfocitos humanos expostas por 24 horas ao extrato de
casca da Connarus perrottetii var. angustifolius (Radlk) (100pug/mL) (A) e a ciclofosfamida (6ug/mL)
(B) usada como controle positivo. A seta indica uma quebra de croméatide. Aumento: 100x, coloracéo:

Giemsa 5%.
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Figura 21: Indice mitético de culturas de linfocitos humanos expostos por 24h ao extrato de casca de
Connarus perrotetii var. angustifolia (Radlk) (100ug/mL) ou a ciclofosfamida (6jug/mL) usada como
controle positivo. (n= 6). P < 0,05 versus controle.

4.7 Analise das fracGes do extrato de casca de Connarrus perrottetii var angustifolius
(Radlk).

4.7.1 Rendimento das fragdes hexanica, acetato de etila e aquosa do extrato de casca

de Connarrus perrottetii var angustifolius (Radlk)

Quadrol1: Rendimento das frac6es do extrato de casca de Connarrus perrottetii var angustifolius (Radlk)

Fracoes FrHex FrAcOEt Fraq |
Rendimento (%) 1,4 28,5 70

4.7.2 Perfil fitoquimico do extrato bruto e das fracbes da casca de Connarus
perrottetii var. angustifolius (Radlk) pelo método de cromatografia em camada

delgada .

Ap6s nebulizacdo com anisaldeido sulfarico, as andlises por CCD do extrato
etandlico bruto das cascas de Connarus perrottetii indicam a presenca de
principalmente manchas de coloragdo marrom avermelhado (Fator de retencéo: 0,28),
acompanhadas de outras de coloracdo violacea (Fator de retencdo: 0,85), amarelo-ouro
(Fator de retencdo:0,67) e azul-acinzentado (fator de retencdo: 0,57), o que é indicativo
da presenca de taninos condensados, terpendides, flavondides e glicideos,

respectivamente(Figura 22).
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Verificou-se ainda pelo perfil cromatografico das fragdes acetato de etila e
aquosa, ambas provenientes da particdo do extrato bruto, que houve uma distribuigédo
seletiva destes constituintes, sendo a primeira fracdo constituida sobretudo por terpenos,
flavonoides e mondmeros de catequinas, e a segunda por unidades poliméricas de
flavan-3-ol e glicideos (Figura 22). Estes resultados indicam resultado similar em

termos de classes e substancias presentes no extrato e fragdes (figura 22).

A fragdo hexanica do extrato apresentou bandas de coloragdo amarelo-ouro na

regido de retencdo 0,2-0,5.0 que € indicativo da presenca de flavondides (Figura 22).

m O O W >

Figura 22: Analise cromatografica do extrato bruto de casca da Connarus perrottetii (A) e as respectivas
fracdes aquosa (B), acetato de etila (C) e hexanica (E). D = Padrao
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4.7.3 Dosagem de histamina na presenca das fracfes aquosa, acetato de etila e
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hexanica do extrato de casca de Connarus perrottetii var. angustifolius.

a) Efeito da fracdo aquosa (FrAq)

A FrAqg néo interferiu com a liberacdo espontanea de histamina e ndo foi capaz

de inibir a liberagdo de histamina induzida por iondforo A23187, mas inibiu a

liberag&o induzida por composto 48/80 (Figura 23).

ST

>

% de liberacdo de histamina

3 Controle (48/80)
Bl FrAg

>

A.
20923 Controle
03 FrAg
154
_— - _— T I b
104
5_
0 1 1 1 1 1 1
ST L

N

Concentragado do extrato (ng/mL)

S
N>

Concentracéo do extrato (ug/mL)

% de liberacdo de histamina

C.
80n =3 Controle
@l FrAg
60 —1=
401
204
0 T
°© P LRSI IR

Concentragéo do extrato (png/mL)

Figura 23: Efeito da fracdo aquosa do extrato de cascas de Conarrus perrottetii var. angustifolia (Radlk)
sobre a liberagdo espontdnea (A), sobre a liberacdo de histamina induzida por composto 48/80
(0,5ug/mL) (B) e sobre a liberagéo de histamina induzida por ion6foro A23187 (3uM) (C), em mastdcitos

peritoneais de rato in vitro. (n=4). *P< 0,05 versus controle.
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b) Efeito da fracdo acetato de etila (FrACOEt)

A FrAcOEt n&o interferiu com a liberacdo esponténea de histamina e néo foi
capaz de inibir a liberacdo de histamina induzida por ionéforo A23187, mas
inibiu a liberacdo induzida por composto 48/80 (Figura 24).
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Figura 24: Efeito da fracdo acetato de etila do extrato de cascas de Conarrus perrottetii var. Angustifolia
(Radlk) sobre a liberacdo espontanea (A), sobre a liberacdo de histamina induzida por composto 48/80
(0,5ug/mL) (B) e sobre a liberacdo de histamina induzida por ionéforo A23187 (3uM) (C), em mastocitos
peritoneais de rato in vitro. (n=4). *P< 0,05 versus controle.
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c) Efeito da fracdo hexanica (FrHex)
A FrHex néo interferiu com a liberagdo espontanea de histamina e néo foi
capaz de inibir a liberacdo de histamina induzida por ionéforo A23187, mas

inibiu a liberacdo induzida por composto 48/80(Figura 25).
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Figura 25: Efeito da fracdo hexa&nica do extrato de cascas de Conarrus perrottetii var. angustifolia
(Radlk) sobre a liberacdo esponténea (A), sobre a liberagdo de histamina induzida por composto 48/80
(0,5ug/mL) (B) e sobre a liberacdo de histamina induzida por ionéforo A23187 (3uM) (C), em mastocitos
peritoneais de rato in vitro. (n=4). *P< 0,05 versus controle.
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho demonstra pela primeira vez a acao inibitdria de cinco espécies
de plantas medicinais da regido amazonica (Morinda citrifolia Linn, Fridericia chica
(Bonpl.) L.G. Lohman, Mansoa aliacea (Lam.) A.H. Gentry, Luehea speciosa Willd e
Connarus perrottetii var. angustifolius (Radlk).) sobre a liberacéo de histamina, um dos
principais mediadores do processo alérgico. Dentre essas 5 plantas, o extrato que
demonstrou um efeito mais potente foi o da casca da Connarus perrottetii var.
angustifolius (Radlk), conhecida popularmente como barbatimdo do Para. Um estudo
mais aprofundado desse extrato revelou uma baixa toxicidade aguda e a auséncia de
genotoxicidade, o que apoiaria seu uso como planta medicinal. As fracbes aquosa,
hexanica e de acetato de etila desse extrato também apresentaram potente efeito
inibitério sobre a liberacdo induzida de histamina. A andlise fitoquimica por
cromatografia de camada delgada revelou a presenca de taninos condensados,

catequinas e flavonoides que poderiam ser 0s responsaveis por esses potentes efeitos.

As plantas medicinais utilizadas neste estudo sdo de uso popular frequente na
regido amazonica (Lameira & Pinto, 2008; Oliveira DPC et al., 2008; Coelho-Ferreira et
al., 2009,Sousa-Nascimento, 2012) e possuem, entre outras, indicacdo etnomedicinal
para processos inflamatorios (quadro 4), o que foi a assumido como um dos critérios de

selecao.

Além disso, as informacBes na literatura atual sobre a atividade anti-inflamatoria
comprovada relacionada a alergias sobre estas plantas sdo muito escassas ou
inexistentes. Ainda, e como critérios de selecdo adicionais, todas as plantas eram
oriundas ou adaptadas na Amazbnia e estavam disponiveis no Horto de Plantas
Medicinais da EMBRAPA/Amazdnia Oriental, que permitiu a colheita das amostras e
forneceu suporte técnico para a identificacdo das espécies e processamento de todo o
material vegetal, inclusive o método de extragdo utilizado na rotina do Laboratorio de
Agroinddstria da instituicdo. Vale ressaltar que no Horto de Plantas Medicinais da
EMBRAPA ndo sdo utilizados pesticidas ou quaisquer agrotdxicos nas plantas que

possam vir a interferir nos testes de toxicidade.

Uma vez finalizado o processo de extracdo, foi realizado o calculo de rendimento
dos extratos finais obtidos (isto €, apOs a concentracdo e a determinagdo do teor de
umidade residual) como controle de qualidade dos extratos. Dados a respeito do
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rendimento de extratos ap0s o processamento do material fresco, entre outros
parametros, sdo Uteis como indicadores de qualidade para a manipulacdo de material
bruto, no que diz respeito a viabilidade para a producéo de futuros fitoterapicos. Assim,
o rendimento dos extratos concentrados variou de 3,8% (para 0 extrato da casca de
Connarus perrottetii var. angustifolia (Radlk) a 23,1% (para o extrato de frutos de
Morinda citrifolia Linn ) (Tabela 7).

Apesar de que o rendimento do extrato da casca de C. perrottetii possa parecer
relativamente baixo em relacdo aos demais extratos, este extrato demostrou ser tdo
potente como inibidor da secrecdo de mastdcitos, que nao seriam necessarias grandes

quantidades do extrato para obter um efeito terapéutico.

Quanto ao teor de umidade residual dos extratos, foi observado que todos os
extratos apresentaram valores maximos de umidade residual (5,8% a 8%, tabela8),
dentro do teor maximo (que varia de 8 a 14%) recomendado pela maioria das
farmacopeias (Simdes et al, 2010), o que é mais um indicativo da qualidade do processo
de extracdo. O excesso de umidade em matérias-primas vegetais permite a acdo de
enzimas, podendo acarretar a degradacdo de constituintes quimicos, além de possibilitar

0 desenvolvimento de microorganismos (Simdes et al., 2010).

Frente aos aspectos considerados sobre a qualidade dos extratos, prosseguimos o
estudo para as analises fitoquimicas e bioldgicas propostas sob a secrecdo de

mastocitos.

A secrecdo de mastocitos € o ponto inicial para a génese dos processos alérgicos
(Korbeleet al., 2012). A histamina € o mais proeminente mediador liberado de
mastocitos (Diamant et al., 2010) e é considerada fundamental tanto nas reac@es de fase
inicial e final de uma resposta alérgica, com papel importante na liberagdo de citocinas
(IL-6, TNF,ETC.) e no processo de adesdo celular (Bachert, 1998).Elevadas
concentragfes sanguineas de histamina sdo encontradas na anafilaxia e, portanto, a
amina exibe consideravel importancia clinica nos sinais e sintomas observados nas
alergias (Lee & Thomson, 2009;Wechsler, et al., 2013).Dada a relevancia das a¢des da
histamina nos processos alérgicos, a inibicdo da secre¢cdo de mastocitos devera resultara
em uma melhor resposta ao tratamento ou prevencdo do desenvolvimento dos processos

alérgicos.
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Os mastocitos representam ceélulas heterogéneas, com diferentes graus de
sensibilidade aos agentes inibidores de sua secrecdo (Marrone et al., 1997), o que se
torna um desafio para encontrar drogas com alta eficécia antialérgica sobre a inibicéo da
secrecdo (Reber et al., 2012).

Todos o0s extratos testados demostraram atividade inibidora da secrecdo de
histamina, porém de modo concentracdo e estimulo dependente, sendo que os extratos

de casca e de folha de Connarus perrottetti foram os mais potentes (Figuras 18 e 19).

Diferentes modelos experimentais sdo utilizados para avaliar a atividade ou
potencial antialérgico de farmacos na busca por novos agentes antialérgicos (Reber et
al.,2012).0 modelo usado em nosso estudo foi a analise direta do efeito sobre a secregdo
de mastocitos através da extracdo de dosagem de histamina por método flurométrico,
em que a histamina reage com ortoftaldialdeido(OPT) e gera um produto fluorescente
que pode ser quantificado (Shore et al., 1959). Este método é preciso, sensivel e
especifico para a histamina (Shore et al., 1959). A especificidade do método é
considerada elevada, uma vez que outras substancias ja foram testadas como possiveis
geradoras de fluréforos (ex: histidina, norepinefrina), porém se ndo sao extraidas ndo
geram produtos alcalinos e mesmo que sejam extraidas precisam conjugar com o OPT
para gerar algum grau de fluorescéncia (Shore et al., 1959).

Apesar de se tratar de um modelo in vitro, este permite que seja feita a avaliacdo
do efeito direto de uma substdncia sobre a secrecdo de mastocitos contidos em
suspensdo celular (Gomes & de Oliveira, 2011), isto €, sem necessidade de realizacéo
de cultura de células, portanto € um ensaio que leva menos manipulacdo e tempo de
preparacao.

Uma das vantagens do modelo é que é possivel utilizar mastdcitos proveniente
de diferentes fontes orgénicas (tecido conectivo, mucosa ou fluidos), como por
exemplo, mastocitos obtidos do peritbnio de rato por lavagem direta da cavidade
(Gomes et al.; 1994), de bolsa jugal de hamsters (Ferreira et al., 1996) ou intestino
(Luchini et al., 2009).

Assim, recentemente, demostramos que este modelo pode ser aplicado para
mastocitos com caracteristicas fenotipicas diferentes e em espécies distintas de animais
(de Oliveira et al., (2011). Nesse trabalho, também demonstramos que este modelo é util
como base para ensaios futuros in vivo, uma vez que os resultados obtidos in vitro

condissem com os resultados obtidos com mastdcitos de animais pré-tratados com o
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extrato de planta (Cordia verbenacea) (de Oliveira et al., (2011). Ainda, uma vez que as
reagBes com 0s mastdcitos ocorrem in vitro, o numero de amostras pode ser distribuido
conforme as necessidades de volume para a realizacdo do protocolo experimental, o que
implica em um uso menor de animais para o estudo quando comparado com métodos in
Vivo.

Dada a importéncia da histamina nas respostas alérgicas e por ser o mais bem
caracterizado mediador liberado de mastocitos, ela é frequentemente utilizado como
marcador de secrecdo de mastdcitos, ndo s6 nos estudos relacionados a alergia, mas
também a outras condi¢des que envolvam processo inflamatério (Luchini et al., 2009).

Farmacos capazes de diminuir ou inibir a liberacdo de histamina, ou seja,
capazes de prevenir a secrecdo de mastdcitos, tornam-se assim candidatas a
medicamentos antialérgicos e no controle da hipersensibilidade.

Deve-se considerar que o0s mastocitos podem liberar histamina de maneira
espontanea, isto é, sem estimulo imunoldgico prévio. Assim, realizar uma curva
concentracdo resposta da substancia teste sobre a liberacdo esponténea de histamina,
como demostrado por de Oliveira et al., (2011), proporciona uma selecdo inicial das
concentracdes a serem utilizadas no experimentos.

Nenhum dos extratos testados aqui interferiu com a liberacdo espontanea de
histamina, com excecdo do extrato de Fridericia chica (pariri) nas concentragdes
maiores (30 e 100pg/mL) (Figura 15A). No inicio foi postulada a hipotese de que seria
possivel que elementos presentes no extrato de pariri, tais como pigmentos, poderiam
ter interferido com a fluorescéncia das amostras quando forem usadas grandes
quantidades do extrato, desde que consigam ser extraidos e gerem fluoréforos.

Além da liberacdo espontanea exercida pelos extratos, verificou-se a possivel
interferéncia do veiculo utilizado para solubilizar os extratos, o dimetilsulfoxido
(DMSO 0,2%), sobre a secrecdo de mastdcitos em nosso modelo. Apesar de ja ter sido
relatada a capacidade desse composto de interferir na liberacdo histamina de forma
depende da concentracdo (entre 0,6 a 10% inibe a liberacdo de histamina e em
concentragdes acima de 20% estimula) (Candussio et al., 1987), a concentragdo
utilizada no nosso trabalho ndo provocou qualquer interferéncia na secre¢do dos

mastocitos (Figura 12).

Para verificar se um farmaco € capaz de inibir a secrecdo de mastocitos, sao

utilizados estimulos néo citotoxicos nos mastocitos pre-tratados com a droga-teste. A
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secrecdo de mastocitos pode ser iniciada por diversas vias de sinalizacdo bioguimica
(via receptores FcRepisolonRl, toll-like, proteina G, tirosincinase, tetraspaninas), por
alteracbes fisico-quimicas na membrana plasmaética, tais como pH, ou por vias
citotoxicas (Riviera et al., 2006; Korbele et al., 2012; Sanding et al.; 2012;Hosokawa et
al., 2013).

Assim, no método de secrecdo de mastdcitos, através da dosagem de histamina
liberada, é possivel inferir possiveis mecanismos de acdo de substancias que alterem a
degranulacdo. Isto se faz través do uso de agentes secretores que atuem por formas ja
conhecidas, como os ionoforos de calcio (ex; A23187), o composto 48/80, as lectinas,
(concanavalina A) e o dextran, dentre outras substancias estimuladoras da secrecdo
(Ferry et al., 2002; Lopes et al., 2005; de Souza Santos et al., 2013; Hosokawa et al.,
2013).

No modelo apresentado, foram utilizados dois agentes secretores, A23187 e
composto 48/80, que atuam de modo ndo citotdxico, sendo comum a estes 0 aumento de

célcio intracelular.

O iondforo A231871 induz a secrecdo de mastocitos por permitir alteracGes de
permeabilidade da membrana ao calcio, e liberacdo de calcio a partir das organelas
citoplasmaticas, culminando com aumento das concentracdes intracelulares (Gomes et
al., 1994). Este aumento de calcio ativa a proteina cinase C e induz a fosforilacdo da
cadeia leve de miosina no citoesqueleto de mastdcitos que inicia o processo de

exocitose (Ludowyke et al., 1996).

O mecanismo de acdo do composto 48/80 se d& pela ativacdo de receptores
acoplados a proteina G que por vez ativam fosfolipases C e D, proteina cinase C e

aumento de célcio intracelular, com consequente degranulacéo (Ferry et al.; 2002).

O presente trabalho demostrou claramente que todos 0s extratos testados inibem a
liberacdo de histamina em algum grau, de maneira dependente da concentracgdo testada e
do estimulo secretor, ou seja, provavelmente através de um ou mais fitoconstituintes

que atuem por formas distintas.

Para a investigacao fitoquimica dos extratos, 0 método utilizado em nosso estudo ja
foi reportado na literatura para analise de extratos obtidos por método de extracéo
similar ao nosso, e para investigagdo de constituintes quimicos relacionados a atividade

anti-ulcerogénica, e portanto anti-inflamatéria (Gonzales & Di Stasi, 2002). Entretanto,
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é importante lembrar que este método fitoquimico detecta presenca ou auséncia dos
compostos, mas ele ndo é quantitativo, sendo necessario por isso, estudos posteriores
com a planta de interesse, que quantifiquem os fitoconstituintes detectados inicialmente,
com o intuito de determinar o grau de participacdo de cada composto no efeito

encontrado.

De um modo geral todos os extratos analisados quanto a fitoquimica contém
carotenoides, saponinas, acglcares redutores e esteroides (com exce¢do dos extratos de
Morinda citrifolia Linn e de cascas de Connarus perrottetii onde ndo foram detectados
a presenca de carotenoides).Entre estas classes de compostos alguns podem exibir
potencial efeito antialérgico ou reduzir a liberacdo de histamina tais como, carotenoides

(Cantwel & Forema, 1989) e as saponinas (Han et al., 2009).

Em relacdo aos carotenoides, foi sugerido que estas substancias podem diminuir a
liberacdo de histamina de mastdcitos peritoneais de rato induzida por A23187 e por
composto 48/80 (Cantwel & Forema, 1989), como poderia estar acontecendo no nosso
estudo. Entretanto, ndo foram encontrados na literatura muitos estudos a respeito da

interacdo destes compostos com a histamina.

Quanto aos acUcares redutores inespecificos, ndo ha dados consistentes até o
presente que apontem uma relacdo estreita destes compostos com a liberagdo de
histamina. Ja os esteroides dependendo do tipo de sua estrutura quimica, podem inibir
(Koet al, 2008) ou promover um potente efeito citotéxico (Chiesa & Moyna, 2004).

Por outro lado, os resultados de nossa investigacdo fitoquimica, revelam também
classes de compostos com potencial anti-inflamatério e antialérgico presentes nos
extratos (polifendis: flavondides, taninos, catequinas) além de triterpendides e
cumarinas (Quadro 9). Dada a presenca dos diferentes polifendis com potencial anti-
inflamatdrio detectados em nossa prospeccdo fitoquimica qualitativa, foi realizada a
analise quantitativa de compostos fendlicos em todos os extratos, como analise

complementar.

Todos os extratos analisados apresentaram a presenca de taninos. Em geral
acredita-se que as atividades farmacoldgicas destes compostos séo devidas pelo menos
em parte, a trés caracteristicas gerais, que S&0 comuns em maior ou menor grau aos dois

tipos de taninos (hidrolisaveis e condensados): 1) complexagdo com ions metalicos
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(ferro, manganés, cobre, aluminio, calcio, entre outros), 2) atividade antioxidante e
sequestradora de radicais livres e 3) habilidade de complexar com outras moléculas
incluindo macromoléculas tais como proteinas e polissacarideos (Haslam, 1996;
Haslam, 1998).

Foi sugerido que os possiveis mecanismos de acdo dos taninos no tratamento de
doencas estdo intimamente ligados a essas trés propriedades, apesar de que possam
atuar de forma seletiva, em funcdo de sua estrutura quimica, ligando-se
preferencialmente a certos receptores de modo reversivel ou irreversivel (Zhu et
al.,1997).

Os flavonoides, detectados nos extratos de Fridericia chica e de Connarus
perrottetii (casca), ao lado quantidades significativa de compostos fendlicos (tabela 10 e
Figura 11) podem atuar por diversos mecanismos de agdo para promover efeito anti-
inflamatério e antialérgico, como através da inibicdo da liberacdo e sintese de
substancias enddgenas que promovem inflamacdo, como a histamina (Amellaet al.,
1985; Chi et al., 2001; Chirumbolo et al., 2010).

Os flavondides isolados ou presentes em grandes quantidades em extratos de
plantas com propriedades medicinais vém cada vez mais sendo apontados como agentes
inibidores da secrecdo de mastdcitos, com acdo mais potente que algumas drogas
classicas inibidoras, como cromoglicato de sédio (Park et al., 2008;Andhare et
al.,2012,Weng et al., 2013). A quercetina, por exemplo, conhecido flavonoide isolado
de Quercus sp, e presente em inumeras espécies medicinais, possui atividades anti-
inflamatdria e antildergica bem reportadas (Weng et al., 2013) agindo por mais de um
mecanismo de acdo. Parte de seu efeito antialérgico se da pela inibicdo da secrecédo de
mastdcitos através da diminuicdodos niveis citossélicos de calcio (Wenget al., 2013) e
da diminuicdo da atividade de proteina cinase (via inibicdo de fosfoditiisositol
trifosfato), além de interferir na liberacdo mediada pele imunoglobulina E (Chirumbolo
etal., 2010).

Outro mecanismo atribuido aos flavonoides é a capacidade de estabilizar a
membrana de basofilos e mastdcitos, prevenindo assim o desencadeamento da secrecao
de histamina (Pearce, 1984).Ja outra classe de flavonoides, as procianidinas, sdo

capazes de evitar a secre¢do de mastdcitos ao impedir a ligagdo de moléculas de
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imunoglobulina E ao receptor FcepsilonRI (Tokura et al., 2005). Ainda, as antocianinas
parecem ser capazes de inibidor a liberagdo de histamina in vivo em modelo de prurido

induzido por composto 48/808 (Yamamura et al.; 2012).

Todos esses dados demostram que os flavonoides sdo um amplo grupo de
compostos com diversificados mecanismos de acdo relacionados as atividades anti-
inflamatoria e antialérgica. Assim, eles fornecem a base para relacionarmos a presenca
destas substancias aos efeitos inibidores da liberacdo de histamina encontrados em
nossos resultados para o extrato bruto de casca de Connarus perrottetii var. angustifolia

e para o extrato de folhas de Fridericia chica.

Quanto a essa ultima planta, a Fridericia chica (pariri), que ja& é amplamente
utilizada pela populacdo como anti-inflamatério e cicatrizante (Jorge et al., 2008),
nossos resultados demonstraram, pela primeira vez, um potencial efeito antialergénico
comprovado, uma vez que observamos um efeito inibitorio sobre a liberacdo de
histamina induzida pelo composto 48/88 (figural5B).Este resultado contribui para
elucidar mais uma via de acdo dos principios ativos do pariri, ao lado da ja reportada
acao anti-inflamatdria, através da inibicdo de cicloxigenase (de Oliveira DPC et
al.,2008).

Uma vez que o efeito antisecretor sobre os mastdcitos, foi observado apenas na
presenca do composto 48/80, possivelmente os principios responsaveis pelo efeito

bloqueiem os receptores acoplados a proteina G utilizados pelo composto 48/80.

Ainda, principios como os flavonoides poderiam interferir em algum ponto da via
de sinalizacdo do composto 48/80, como a inativacdo de proteina cinase C necessaria
para aumento das concentracBes de calcio intracelular (Chirumbolo et al., 2010),

impedindo assim o processo exocitose dos mastocitos com a liberacdo de histamina.

E provével que a relevante quantidade de compostos fendlicos (134,77 mg/EAG)
encontrada nesse extrato esteja relacionada aos flavonoides, que podem ser o0s
compostos majoritarios diretamente relacionados ao efeito inibidor da secrecdo de
histamina, assim como anteriormente foram correlacionados como principios ativos
responsaveis pela acdo anti-inflamatéria do extrato de Fridericia chica (de Oliveira
DPC et al.,2008).
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Adicionalmente aos flavonoides, outros compostos fendélicos (taninos, catequinas),
revelados no extrato de Fridericia chica, poderiam estar também envolvidos na inibigdo
da liberagdo de histamina, sem descartar a possibilidade de envolvimento de compostos
reconhecidamente relacionados a atividade antialérgica, e mais, inibidores da secrecao
de mastdcitos como alguns tipos de cumarina (de Souza Santos et al., 2013)e o0s

compostos triterpendides (Andhare et al., 2012).

Porém, o extrato de Fridericia chica curiosamente demonstrou um aumento na
porcentagem de histamina liberada de forma espontinea e induzida por iondforo
A23187 em concentracdes elevadas (30 e 100ug/mL) (figura 15 A e C).O aumento da
liberacdo de histamina nestas duas condi¢fes pode ter ocorrido em funcdo da presenca
de fortes pigmentos naturais como a carajurona e acarajurina, compostos derivados das
3-deoxiantocianidinas como a antocianidina, o pigmento 1, o pigmento 2 e a luteolina e
flavona carajuru (Takemura et al., 1995; Zorn, 2001; Alcerito et al., 2002; Devia et al.
2002). E possivel que estes pigmentos tenham interferido com o aumento de
fluorescéncia das amostras mais concentradas, no momento da extracdo e dosagem de

histamina.

Ainda assim o extrato de Fridericia chica apresentou efeito inibitério sobre a
liberacdo de histamina induzida por composto 48/80. Este pode ser atribuido aos
flavonoides; contudo ndo é possivel descartar a possibilidade de acdo dos derivados

cumarinicos, taninos condesados (catequinas) e terpendides.

Os mesmos elementos foram encontrados ndo s6 no extrato de folhas de Fridericia
chica, mas também no extrato do fruto de Morinda citrifolia Linn e podem estar
implicados no efeito inibitério da liberagdo de histamina do extrato de fruto dessa

ultima planta.

Em esse ultimo extrato (de fruto da Morinda citrifolia Linn) ndo foram detectados
niveis significativos de flavonoides, provavelmente devido ao baixo teor de compostos
fenolicos presentes (30,56mg EAG/g extrato seco). Assim, possivelmente para o extrato
de Morinda citrifolia Linn, os flavonoides ndo sejam o0s responsaveis pelo efeito
inibidor observado. Esta possibilidade acaba por apoiar a ideia de que o efeito inibidor
da secrecdo de mastdcitos do extrato possa estar relacionado a acdo de taninos e/ou

terpendides.
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Os terpenoides sdo Oleos volateis que sdo reconhecidamente implicados na
atividade anti-inflamatoria (Jung et al., 2005) e anti-alérgica, por serem capazes de
diminuir sintomas relacionados a alergia, como prurido (Oliveira et al., 2004).Ainda, 0s
terpendides, podem exercer acdo inibitoria sobre a secrecdo de mastocitos (Andhare et
al., 2012) induzida por estimulo imunolégico (Shoji et al.; 1992) ou por agentes
secretores (composto 48/80), tal como observado em nossos dados para os extratos onde
foram encontrados terpendides (Fridericia chica e Morinda citrifolia Linn).

No caso de Morinda citrifolia Linn, além de inibir a secre¢do induzida por
composto 48/80, o extrato proveniente dos frutos, mas ndo das folhas da planta, também
diminuiu em concentrac6es baixas (0,3 e 3pug/mL) a liberacdo de histamina induzida por
iondforo de célcio (Figurasl3 e 14). A diferenca de efeito entre os extratos oriundos da
mesma planta, pode ter se dado em fungéo de que no extrato das folhas ndo tenham sido
encontrados tracos de terpendides. Isso seria mais uma prova de que provavelmente
estes sdo 0s agentes responsaveis pelo efeito inibidor, e ndo outros compostos com

efeito antialérgico, como taninos, encontrados tanto no extrato das folhas como de fruto.

Inclusive, o fato de o efeito ter se dado a baixas concentracdes e sob estimulos
diferentes (composto 48/80 e iondforo A23187), denotaria que estes principios ativos
(terpendides ou taninos) possam ser mais potentes do que os do extrato de Fridericia
chica (com efeito inibitorio apenas a partir de concentra¢es maiores (30 e 100ug/mL)e

apenas perante a estimulacdo induzida pelo composto 48/80.

Considerando o fato de que o efeito inibidor da secrecdo de mastocitos de Morinda
citrifolia Linn foi detectado com os dois estimulos secretores que agem por mecanismos
diferentes (Figura 13), pode ser sugerido que 0s compostos anti-secretores presentes no
extrato, atuem interferindo na disponibilidade de céalcio necessaria para a exocitose
(evento comum ao mecanismo de acdo de ambos os compostos, 48/80 e iondforo
A23187). Entretanto, estudos adicionais precisardo ser realizados para esclarecer
totalmente o mecanismo, especialmente considerando que quando aumentadas as

concentragdes do extrato o efeito ndo foi evidente.

Os resultados entdo indicam que outros compostos, que ndo necessariamente
flavonoides, séo responsaveis pelo efeito inibidor da secrecdo de mastocitos. Isso seria
uma nova contribui¢do para o conhecimento sobre essa planta, diferente do que havia

sido sugerido previamente onde o efeito do extrato do fruto de Morinda citrifolia Linn
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foi atribuido a acdo de flavonoides que estariam agindo como antagonistas de receptor
H, (Brett et al., 2009).

Além disso, nossos achados contradizem o efeito histaminérgico espasmogénico
que o extrato do fruto de Morinda citrifolia Linn exibiu em modelo de contracéo de ileo
de cobaia (Wang et al., 2002). Isto poderia ser atribuido a possiveis diferencas de
constituicdo fitoquimica entre os extratos, dadas pela origem das plantas estudadas, o

que consequentemente pode interferir na atividade farmacoldgica.

Em nosso caso os compostos encontrados, estdo de acordo com as classes de
metabdlitos ja descritos [polissacarideos, glicosideos do &cido graxo, iriddides,
antraquinonas, cumarinas, flavondides, lignanas, fitoesterdis, carotendides e uma gama
de substancias volateis, incluindo monoterpenos, acidos graxos de cadeia curta e ésteres
de acidos graxos (Poterrat & Hamburger, 2007)], mesmo que alguns compostos nédo
tenham sido detectados (antraquinonas, glicosideos cardiotdnicos), talvez por conter
pequenos tracos destas substancias.

A triagem sobre o potencial antialérgico das plantas segue com a avaliacdo do
efeito e analise dos componentes quimicos do extrato de Luehea speciosa Willd, espécie
que tem como uma de suas indicagfes na medicina popular, o uso para afecgdes de

origem inflamatéria (artrite, reumatismo) (Veiga, 1992).

Esta é a primeira vez que é feita uma investigacdo bioldgica sobre a uma
possivel atividade terapéutica de Luehea speciosa Willd. Esse extrato inibiu a liberacdo
de mastocitos promovida pelo composto 48/80 (a partir de 10pug/mL), embora ndo tenha
sido observado efeito inibidor quando o estimulo foi provocado pelo ionéforo A23187
(Figura 17). Esse resultado é inédito e ja aponta que 0s constituintes presentes podem
ser capazes de diminuir a secre¢do de mastocitos na presenca de compostos basicos,

como é o composto 48/80.

A andlise fitoquimica realizada com o extrato de Luehea speciosa Willd (agoita-
cavalo) revelou a presenca de importantes compostos de classes com acdo anti-
inflamatdria, como fendis, taninos e catequinas as quais podem ser responsaveis pelo

efeito observado.
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Além destes compostos, o extrato apresentou 246,38 mgEAG/g de compostos fendlicos
(tabela 10). Essa quantidade de compostos fendlicos foi muito superior ao encontrado em
preparagOes em forma de infuséo de folhas de Luehea speciosa Willd (47.54 mgEAG/Q)
(Singleton e Lamuela-Raventos, 1999). Ainda, embora nossa prospeccdo fitoquimica nao
foi detectado a presenca de flavonoides, certa quantidade deles ja foi detectada na infuséo
de folhas de Luehea speciosa Willd (Da Silva Port’s et al., 2013).Uma possivel explica¢do
para estas diferencas seria que o método de extracdo empregado foi diferente em cada

estudo.

Cabe destacar que ndo hd até o momento uma descricdo completa do perfil
fitoquimico de Luehea speciosa Willd e que a Unica propriedade farmacoldgica
reportada até o presente é seu potencial antioxidante em ensaios de triagem com 2,2—
Difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) (Da Silva Port’s et al., 2013).Por esta razdo nosso
trabalho torna-se pioneiro em fornecer dados fitoquimicos sobre essa espécie que

demostrou ter potencial sobre a inibi¢do da secre¢ao de mastdcitos.

Também, o extrato das folhas de Mansoa alliacea demostrou ser capaz de inibir a
liberacdo de histamina quando a degranulacdo de mastdcitos foi induzida pelo composto
48/80 (Figura 16). Porém isso aconteceu apenas na maior concentracdo utilizada do
extrato (100pg/mL), o que indicaria uma poténcia menor de efeito em relagédo aos

demais extratos analisados.

O efeito observado pode ser atribuido a menores quantidades de compostos

fenolicos encontrados (57,59mg/EAG de extrato seco).

Ainda o efeito anti-secretor de mastocitos de Mansoa alliacea, poderia ser também
atribuido a outra classe de compostos, as cumarinas. Os derivados da cumarina ja tem
atividade antialérgica bem reportada. Foi demostrando que a scoparona (6,7-
dimethoxycoumarin) conseguiu suprimir reacfes alérgicas locais induzidas em ratos
(Choi e Yan, 2009). Extratos de plantas, ricos em derivados cumarinicos também
diminuiram drasticamente os sintomas de dermatite alérgica de contato em modelos
animais (Jooet al.,, 2010).Recentemente foi demostrado que uma cumarina (3-
Arylcoumarins), foi capaz de inibir a secrecdo de mastocitos induzida por antigeno no
pelo ensaio utilizando como biomarcador da degranulagdo a beta-hexosaminidase (de
Souza Santos et al., 2013).
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O perfil fitoquimico da Mansoa alliacea revelado em nossas analises apontou a
presenca de alcaloides, triterpendides e flavonoides, o que corrobora com dados
demostrados na literatura (Zoghbi, et al., 2009).

Apesar do efeito inibitdrio sobre a secrecdo de histamina pelo composto 48/80, a
Mansoa alliacea teve efeito sinérgico com o iono6foro A23187 na liberacéo de histamina
a partir da concentracdo de (10pg/mL) (figural9). Isto pode ser devido & presenca e
acdo de compostos alcaldides (Quadro 9) que, dependendo do tipo em questdo, podem
ser toxicos e capazes de liberar histamina. Um exemplo seria a morfina, um alcaloide
isolado de planta, que ja € conhecido como agente capaz de induzir a liberacdo de

histamina de mastécitos (Baldo e Phan, 2012).

Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para verificar se outros compostos
presentes na Mansoa alliacea, além dos que ja foram discutidos, podem ter contribuido

para o efeito liberador de histamina na presenca de A23187.

Entre todos os resultados obtidos no nosso estudo de triagem dos extratos dessas
cinco plantas, aqueles da casca e da folha de Connarus perrottetti, foram os que tiveram
efeito inibitorio mais relevante (Figuras 18 e 19).

Apesar das principais indicacBes etnomedicinais do barbatimdo do Pard, como é
conhecida a Connarus perrottetti, estarem relacionadas com o tratamento de afeccOes
inflamatdrias (Coelho-Ferreira, 2009), ndo havia estudos que avaliassem sua atividade
farmacoldgica até o momento. Assim, demostramos pela primeira vez o grande
potencial terapéutico desta planta sobre a inibicdo de secrecdo de mastdcitos, células
chaves na génese de alergias e processos que envolvam a liberacédo e histamina.

Em nossa avaliagdo tanto o extrato proveniente das folhas quanto o das cascas de
Connarus perrottetti apresentaram efeitos similares sobre a liberacdo espontanea de
histamina (Figuras 18 e 19) e ambos inibiram com alta eficacia a liberacdo de histamina

induzida pelos dois mecanismos de liberacdo utilizados (Figuras 18 e 19).

Possivelmente este efeito esteja relacionado ao elevado teor de composto fendlicos
presentes em ambos o0s extratos (411,21mg/EAG para o extrato das folhas e 391,65
mg/EAG para o extrato das cascas) (tabelal0). O perfil fitoquimico dos extratos revelou

compostos com grande potencial de atividade inibidora de mastocitos e anti-
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inflamatdria (esteroides, cumarinas, terpenos, flavonoides, taninos gerais e taninos

condensados (catequinas) (Quadro 9).

No extrato da casca de C. perrottetii também foi detectada a presenga de
glicosideos cardiotdnicos, porém o papel destes na liberacdo de histamina de mastocito
ainda € controverso. A bomba Na +-K + ATPase, alvo de acdo dos glicosideos
cardiacos (por exemplo: ouabaina e digoxina, digitoxina) pode desempenhar um papel
na regulacdo da secrecdo de mastdcitos principalmente através da modulacdo dos
estoques de calcio citoplasmaticos e a acessibilidade de célcio sensiveis a calmodulina
(Knudsen, 1995).Alguns trabalhos demonstram que a interacdo destes compostos
aumentam, inibem ou nao alteram a liberacdo de histamina, sugerindo que o efeito pode

ser influenciado pela origem dos mastécitos (Senol et al., 2007).

Os mastdcitos peritoneais de rato, suspensao utilizada em nosso estudo, parecem
ser sensiveis a acdo de glicosideos cardiotbnicos (ouabaina) e na presenca destes
secretam mais histamina (Lago et al., 2001),portanto provavelmente estes substancias
encontradas no extrato da casca de Connarus perrottetii, ndo estdo relacionadas ao

efeito inibitério aqui demostrado.

Frente a alta intensidade do efeito inibidor da secrecdo de mastdcitos observado, e
baseado na analise fitoquimica do extrato, possivelmente este efeito poderia ser
atribuido aos taninos condensados, especialmente as catequinas, apesar da presenca

flavonoides.

As catequinas ja tem sido reportadas como substancias antialérgicas (\VVenkastesh et
al., 2010). A epicatechin-3-O-(3"-O-methyl)-gallate isolada da Camellia sinensis L.
(cha-verde) demonstrou efeito inibitdrio sobre a liberacdo de histamina de mastocitos de
medula dssea de camundongo (Maeta-Yamamoto et al., 2012).Assim como a atividade
antialérgica do extrato de Diospyros kaki(caqui),foi atribuido acdo de catequinas
presentes (epicatequina) (Kim, et al, 2013)as quais estariam promovendo a elevagdo nos

niveis de AMPciclico com consequente prejuizo a degranulacio dos mastocitos.

Drogas que ativam a adenilato ciclase ou inibem as fosfodiesterases, reduzem a
liberacdo de histamina de mastdcitos por aumentar os niveis de AMPc, e assim

diminuem a mobilizacdo do célcio a partir das organelas comprometendo os niveis de
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calcio intracelular necessarios para a exocitose dos mediadores bioquimicos (Makino et
al., 1987).

Portanto, ao correlacionar o pronunciado efeito inibitério do extrato da casca e das
folhas de Connarus perrottetii com as catequinas perante a liberacdo de histamina
induzida pelo composto 48/80, é possivel sugerir que o modo de acdo destas poderia

estar relacionado a esta via de sinalizacéo envolvendo o AMPc.

Cabe destacar que entre todos os extratos estudados em este trabalho, o extrato de
cascas de Connarus perrottetii foi 0 mais potente no efeito inibitorio sobre a liberacdo
da histamina (Figura 18), constituindo o candidato mais promissor para um efeito

antialérgico via histamina.

Assim, esse extrato foi selecionado para um estudo mais aprofundado. Primeiro foi
realizada uma triagem toxicoldgica (através do estudo da toxicidade aguda in vivo e da
genotoxicidade em cultura de linfocitos humanos) para, posteriormente, proceder ao
fracionamento e anélise das fragGes, as quais foram comparadas também com a anélise

cromatrografica das fracdes do extrato das folhas.

Na triagem toxicol6gica aguda do extrato de cascas de Connarus perrottetii, o
mesmo foi considerado seguro (categoria 5), segundo o guia OCD425 para anélises
toxicolégicas (OEDC,2008), considerada assim menos toxica do que a teofilina,
farmaco utilizado no tratamento da asma com capacidade de diminuir a secrecdo de

mastacitos, porém com baixa margem de seguranca (Shichijo et al.,1998).

Este trabalho também teve por objetivo avaliar in vitro os possiveis efeitos
genotdxicos do extrato da casca de Connarus perrottetii uma vez que este foi o que
apresentou maior eficacia sob a inibicdo da liberacdo de histamina além de ser a parte

da planta mais utilizada na tradicao popular (Coelho-Ferreira, 2009).

A técnica de aberragdes cromossdmicas (AC) utilizando cultura de linfécitos
humanos, assim como outras técnicas de avaliacdo de dano citogenético (como a
deteccdo de micronucleos), vem sedo utilizada com frequéncia como importante
ferramenta para a deteccdo de substancias capazes de causar alteracdes genéticas, que
levem a ocorréncia de cancer ou mé formacgbes (Fenech, 2000; Silva et al., 2003;
Bonassi et |., 2005; Mateuca et al., 2006).
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Uma das grandes vantagens do modelo € a utilizacdo de linfécitos do sangue
periférico de humanos, considerada uma das mais importantes fontes de material para o
estudo do processo mitético. Isto porque tais células, que normalmente ndo se
multiplicam in vivo, entram ativamente em mitose e a completam in vitro, desde que
estimuladas de modo apropriado (Beiguelman, 1982).

O sangue periférico é o tecido mais utilizado para o diagnoético citogenético
porque além da facilidade de obtencdo do material, fornece elementos, para fazer uma
cultura primaria utilizando linfocitos humanos, que permite uma extrapolacdo mais
direta dos efeitos dos farmacos testados para a populacdo humana e é uma cultura que
exibe simplicidade de cultivo (Gus, 2011).

Através do teste para deteccdo de aberracBes cromossdmicas, € possivel a
identificacdo de dois tipos de substancias mutagénicas, as clastogénicas, que sdo aquelas
que produzem aberracdes estruturais (quebras e “gaps”), e as substancias aneugénicas,
que produzem aberragdes numéricas (devido uma interferéncia na formacdo do fuso
mitdtico o que provoca alteracfes na distribuicdo dos cromossomos durante a diviséo
celular).Na maioria das vezes traz consequéncias maléficas, pois estas alteracOes
causam proliferacdo celular desregulada, o0 que consequentemente favorece a ocorréncia
de neoplasias. (Silva et al., 2003).

A analise pode ser feita ndo sO para farmacos, mas também para extratos
oriundos de fontes naturais com reconhecida eficacia, como ja foi descrito para o extrato
de Fridericia chica que ndo demostrou ser genotoxico em cultura de linfcitos humanos
(dos Santos et al., 2013).

Apesar da importancia desse tipo de estudo, é realmente escassa a literatura que
existe sobre avaliacdo genotdxica de produtos naturais. Assim, nunca foram realizados
estudos até hoje que avaliem se a Connarus perrottetii € capaz de causar dano genético

em cultura primaria de linfocitos humanos.

Unicamente existe um estudo, realizado in vitro em cultura de células de
linhagem de céncer de colon humano (KM-124) em que o extrato de Connarus
perrottetii na mesma concentracdo testada aqui (100 pg/mL) demonstrou ser citotoxico
(Suffredini et al., 2006).Porém neste caso, essa atividade revelou mais um potencial

terapéutico do extrato, como anticancerigeno.
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No nosso estudo, a exposicdo temporaria dos linfocitos humanos a maior
concentracdo do extrato de Connarus perrottetii utilizada nos ensaios de liberagdo de
histamina (100 pg/mL) ndo induziu a formacdo de aberragcbes cromossOmicas,
clastogénicas ou aneugénicas (Figura 20). Adicionalmente, o extrato também néo
promoveu alteracdo no indice mitdtico (Figura 21), ou seja, ndo estimulou e nem

prejudicou a proliferacao celular.

Com base nestes resultados pode-se inferir que o extrato de Connarus perrottetii

ndo exibe potencial genotoxico e carcinogénico na maxima concentragao testada.

Assim, apos analise da toxicidade aguda e do potencial genotdxico, realizou-se o
fracionamento do extrato de casca de Connarus perrottetii.

Enquanto o extrato bruto da casca foi capaz de inibir tanto a liberacdo de histamina
provocada pelo composto 48/80(Figura 18B), quanto aquela provocada pelo ionéforo de
calcio (A23187) (Figura 18C), apds o fracionamento, o efeito inibidor do extrato foi
observado apenas sobre a liberacdo de histamina provocada pelo composto 48/80.
Assim todas as fracdes analisadas (aquosa, hexanica e de acetato de etila) demostraram
claramente o efeito inibidor da liberacdo de histamina, porém apenas quando esta foi
induzida pelo composto 48/80 (Figuras 23,24 e 25).

Por outro lado, como o efeito inibidor dos extratos sobrea liberacdo de histamina
induzida pelo A23187 ndo foi observado (Figuras 23C, 24C e 25C), denota-se que 0s
compostos capazes de inibir a secrecdo de mastocitos nesta condicdo, ndo sejam 0s
mesmos implicados na inibicdo da secrecdo, quando esta é promovida pelo composto
48/80.

Dado que os efeitos das fracGes do extrato sobre a secrecdo de histamina foram
diferentes do que foi observado com o extrato bruto, tanto os extratos brutos quanto
suas respectivas fracdes foram submetidos a andlise por cromatrografia de camada

delgada .

A andlise por CCD do extrato bruto detectou taninos (figura 22), os quais podem
exibir a capacidade de quelar célcio e, portanto, seriam capazes de interferir com a
entrada de célcio induzida pelo ion6foro A23187 explicando o efeito inibidor do extrato

bruto sobre a secre¢do de mastdcito induzida pelo ionoforo.
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Entretanto, a diferenca encontrada entre o efeito inibitério do extrato bruto (com
ambos os estimulos, composto 48/80 e iondforo) e aqueles das fragdes (unicamente com
o0 estimulo do composto 48/80) poderia ser devida a presenca de substancias com agao
antialérgica (como a cumarina) presentes apenas no extrato bruto, segundo a analise
fitoquimica. Assim, essas substancias mostrariam sua eficacia quando a liberacdo de

histamina se da com o aumento de célcio induzido pelo ionéforo.

Outra possibilidade que explicaria a auséncia do efeito inibidor das fragdes do
extrato sobre a liberacdo de histamina provocada pelo ion6foro seria a necessidade
deuma acdo sinérgica entre constituintes quimicos da planta (cumarinas, flavonoides,

taninos, terpenos) para produzir um efeito inibitorio detectavel e significativo.

A andlise cromatrografica das fraces do extrato de casca de Connarus perrotetii,
demostrou agora com mais especificidade a presenca de componentes pertencentes a
classes quimicas detectados na prospeccao fitoquimca. Taninos polimerizados (flavan-
3-0is) foram detectados na fracdo aquosa na forma de mondémeros de catequinas e ainda,
flavonoides estiveram presentes na fracdo acetato de etila e na fracdo hexanica (Figura
22).

Todas estas substancias citadas estdo implicadas na acdo antialérgica ou anti-
inflamat6ria e possivelmente relacionadas com o efeito inibidor da secrecdo de

mastdcitos das fracBes extrativas de Connarus perrotetii sobre a secrecdo de mastdcitos.

Vale destacar que o efeito inibitdrio na secrecdo de mastécito foi mais potente com
a fracdo de acetato de etila (Figura 24B). Talvez isso foi por esta apresentar além de
catequinas, a marcante presenca de flavonoides, compostos com atividade inibidora da
secre¢do, como ja discutido anteriormente (da Rocha, et al., 2012;Maeta-Yamamoto et
al., 2012. Ambos, catequinas e flavonoides, estariam agindo em sinergismo e
promovendo desta forma o forte efeito antisecretor de histamina (Figura 22B)

Como a atividade inibidora da secrecdo de mastdcitos tratados com as fragdes
contendo taninos, foi elevada quando induzida pelo composto 48/80 pode-se inferir que
0s taninos, incluindo as catequinas, estariam atuando como antagonistas de receptores

e/ou bloqueando algum ponto da cascata de sinalizagéo ativada pelo composto.
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Nossos resultados, considerados em conjunto, apresentam fortes evidéncias que
apontam para estes compostos como sendo 0s principios ativos responsaveis pela acdo

anti-histaminica de Connarus perrottetii.

Em resumo, este trabalho demonstra pela primeira vez o potencial antialérgico
de 5 plantas medicinas da Amazénia e das fracdes daquela que foi a mais potente e ndo
apresentou toxicidade aguda in vivo e genotoxicidade in vitro (Connarus perrottetii).
Ainda, alguns dos fitoconstituintes foram apontados como 0s possiveis responsaveis
pelo efeito terapéutico. Embora estudos adicionais sejam necessarios para confirmar e
ampliar o conhecimento sobre a atividade terapéutica da planta assim como sobre a
avaliacdo toxicoldgica dela, este trabalho estabelece o ponto de partida e ja apoia 0 uso
terapéutico da Connarus perrottetii como extrato com atividade farmacolégica

comprovada com certo padrdo de seguranca.

Mediante os nossos resultados, novas bases cientificas sdo formadas para
elucidagdo das informagdes etnofarmacoldgicas de plantas tradicionalmente utilizadas
na regido Amazonica. Em esse contexto, cabe ressaltar a importante contribuicdo do
Horto de Plantas Medicinais da EMBRAPA/Amazoénia Oriental como fonte de recursos
naturais confiaveis e manejados de forma técnica e racional, o que fornece condic¢Bes
para obtencdo de material de qualidade o que propicia a realizacdo de estudos com
plantas medicinais da regido amazo6nica, sem causar prejuizo aos recursos naturais da

regiao.

Assim, a possibilidade de investigar alternativas terapéuticas com estes extratos,
contra as afecBes alérgicas ou condi¢cBes em que a secrecdo de mastdcitos seja relevante,
pode favorecer, sobretudo a populacdes de baixa renda e que habitam areas com acesso
restrito aos centros de saude, como muitas vezes ocorre ha Amazénia, mas que por

outro lado tem acesso direto as plantas medicinais.
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6 CONCLUSOES

-Todos os extratos testados demostraram atividade inibidora da secregcdo de
histamina, de modo concentracdo e estimulo dependente.

- A andlise fitoquimica qualitativa indicou substancias presentes nos extratos
possivelmente implicadas na acdo na acdo anti-histaminica: flavonoides, taninos,

catequinas, terpendides e cumarinas.

-Os extratos etanolicos brutos de Connarus perrottetii var. angustifolius (Radlk)
foram os que se destacaram por apresentarem potente efeito inibitorio sobre a secrecéo

de histamina (e especialmente o extrato da casca).

-A analise da toxicidade aguda do extrato da casca de C. perrottetii var.
angustifolius (Radlk),mostrou a baixa toxicidade do extrato.

-A andlise genotdxica de culturas de linfécitos humanos expostos a méaxima
concentracdo usada do extrato da casca de C. perrottetii var. angustifolius (Radlk)

,revelou a auséncia de capacidade carcinogénica.

- O extrato etanolico bruto de folhas e de casca de Connarus perrottetii var.
angustifolius(Radlk), bem como suas fracbes aquosa , hexanica e acetato de etila,
possuem alta eficdcia na inibicdo da liberacdo de histamina de mastocitos porém com

diferencas entre os estimulos secretores.

- A andlise fitoquimica das fracbes da Connarus perrottetii var. angustifolius
(Radlk) por cromatografia de camada delgada apontou substéncias provavelmente
responsaveis pelo efeito anti-histaminico da planta: taninos condensados, possivelmente

catequinas e flavonoides, que atuariam em sinergismo ou ndo.

- A alta eficécia dos principios ativos de Connarus perrottetii var. angustifolius (Radlk),
e a auséncia de predisposicédo toxica aguda e mutagénica do extrato, sugerem que
produtos provenientes desta planta medicinal possam ser potencialmente Uteis no
tratamento ou prevencdo de desordens alérgicas ou outras condicdes relacionadas a

secrecao de mastacitos.
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