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RESUMO

O Brasil é detentor da maior biodiversidade vegetal mundial. Vérias das espécies de plantas
aqui encontradas possuem potenciais medicinais.O Brasil sendo um pais de clima tropical
apresenta 0 maior indice de acidentes por animais pegonhentos. Assim, sabe-se que o
tratamento principal para esses acidentes é o uso de soro antiofidico, mas que muitas vezes, ndo
previne efeitos neurotoxicos periféricos e centrais. Dentre as varias plantas medicinais
conhecidas por sua atividade sobre o sistema nervoso central esta aAristolochiacymbifera,
popularmente chamada de cip6 mil homens, uma planta comumente conhecida como um
agente neuroprotetor, pois apresenta terpendides, lignoides, flavonoides na sua composicéo, ja
conhecidos por tal efeito. Desta maneira, neste trabalho propusemo-nos a comprovar a
atividade neuroprotetora do extrato etandlico de Aristolochiacymbifera (EEAC) contra o
veneno da cascavel brasileira sobre o sistema nervoso central por meio de ensaios de
viabilidade celular hipocampais de camundongos utilizando o método MTT, que consiste na
reducdo do sal MTT ao sal formazan e também foram feito ensaios de potenciacdo de longa
duracdo (LTP) utilizando hipocampo de ratos, analisando-se 0s potenciais excitatorios pos-
sinapticos de campo. E para avaliar a neuroprotecdo sobre o sistema nervoso periférico
empregou-se a preparag0es de juncdo neuromuscular, utilizando biventer cervicis de
pintainhos. Os nossos resultados demonstraram que ocorreu neuroprotecao no sistema nervoso
central. Quando o extrato foi incubado com o tratamento em contraposi¢do ao veneno,
observou-se um crescimento na viabilidade celular, conforme aumentava as concentracfes do
extrato etanolico de Aristolochia cymbifera, 30% +1 55% +1 e 75% +2 para as concentracdes de
200, 400 e 800 pg/ml, respectivamente. Nos ensaios de LTP, sem a adigdo do extrato, a
amplitude dos potenciais excitatorios foi de 190.6 +10mV. A perfusdo do EAAC (200ug/ml)
durante 5 minutos sobre as fatias de hipocampo reduziu para 140 +0.7mV. Porém nas
preparacdes de juncdo neuromuscular o extrato etandlico ndo apresentou neuroprotecdo para o
sistema nervoso periférico. Com base nesses resultados podemos inferir que o extrato etandlico
de Aristolochia cymbifera foi benéfico ao sistema nervoso central e que, provavelmente devido
a uma concentracdo consideravelmente alta do veneno de cascavel ndo pode observar-se a

neuroprotecao periférica.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Neuroprotecdo. Aristolochia cymbifera. Crotalus durissus

terrificus.



ABSTRACT

Brazil detains the richest biodiverity in the world, with several species of plant presenting
medicinal properties. Brazil has the highest rate of accidents by venomous animals. And the
main treatment for these accidents is the use of antiofidic serum, wich many times do not
prevent peripheral and central neurotoxic effects. Among the several medicinal plants known
for their activity on the central nervous system is Aristolochia cymbifera, a plant popularly
known as a neuroprotective agent, because it presents terpenoids, lignoids, flavonoids in its
composition, already known for such an effect. In this way, in this work we propose to prove
the neuroprotective activity of the ethanolic extract of Aristolochia cymbifera against venom of
the Brazilian rattlesnake on the central nervous system by means of hippocampal cell viability
assays of mice using the MTT method, which consists in the reduction of salt MTT to the
formazan salt, and long-duration potentiation (LTP) assays were also performed using rat
hippocampus, analyzing field post-synaptic excitatory potentials. And to evaluate the
neuroprotection on the peripheral nervous system was used to neuromuscular junction
preparations, using biventer cervicis of chicks. Our results demonstrated that neuroprotection
occurred in the central nervous system. When the extract was incubated with the treatment as
opposed to the venom, an increase in the cellular viability was observed, as the concentrations
of ethanolic extract of Aristolochia cymbifera increased, 30% + 1, 55% * 1 and 75% = 2 for the
concentrations of 200, 400 and 800 pg / ml, respectively. In the LTP assays, without the
addition of the extract, the amplitude of the excitatory potentials was 190.6 £ 10mV. The
infusion of EAAC (200ug / ml) for 5 minutes on the hippocampal slices reduced to 140 +
0.7mV. However, in the neuromuscular junction preparations the ethanolic extract did not
present neuroprotection to the peripheral nervous system. Based on these results we can infer
that the ethanolic extract of Aristolochia cymbifera was beneficial to the central nervous system
and that probably due considerably concentration of the venom of rattlesnake can not be

observed the peripheral neuroprotection.

Keywords: Medicinal plants. Neuroprotection. Aristolochia cymbifera. Crotalus durissus

terrificus..
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1. INTRODUCAO

1.1 PLANTAS MEDICINAIS E MEDICAMENTOS FITOTERAPICOS

Fitomedicamentos sdo preparados de plantas com propriedades potencialmente
medicinais presentes em alguns vegetais como um todo, ou apenas em parte dele. A utilizacao
do potencial terapéutico desses extratos vegetais € usada ha muito tempo, e esta intimamente
relacionada com a propria evolucdo humana. Por exemplo, a sociedade primitiva ja fazia uso
dessas plantas como farmacos,valendo-se de suas proprias experiéncias empiricas de acerto e
erro e da observacéo do uso de plantas pelos animais (OLIVEIRA; SIMOES; SASSI, 2006).

O Brasil é um dos maiores detentores de biodiversidade e dispde da flora mais rica do
mundo. Segundo o Ministério do Meio Ambiente e a Secretaria de Biodiversidade e Florestas,
nosso pais possui cerca de 55 mil espécies de plantas (aproximadamente 22% do total
mundial), incluindo vegetais com potenciais medicinais. No Brasil o uso empirico de plantas
medicinais contribui de forma relevante para a popularizacdo das potencialidades terapéuticas
desses vegetais. Devido a isso, essas plantas sdo largamente empregadas no tratamento de
doencas, mesmo que geralmente, ndo tenham seus constituintes quimicos conhecidos ou sido
estudados cientificamente. Por outro lado, esse conhecimento tem despertado o interesse de
pesquisadores em estudos envolvendo areas multidisciplinares, como por exemplo, boténica,
farmacologia e fitoquimica (MACIEL et al., 2002).

Segundo CALIXTO (2003) é estimado que 40% dos medicamentos disponiveis na
terapéutica atual foram desenvolvidos a partir de fontes naturais, sendo que 25% tém sua
origem em plantas. O mercado mundial de fitoterapicos € milionario e pode ser considerado
uma nova forma de aproveitar a nossa flora. Por outro lado a producdo de medicamentos
produzidos a partir de plantas da biodiversidade brasileira é incipiente (JOLY, 2011). A
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), em meados de 2011, lancou uma lista
contendo 66 medicamentos fitoterapicos indicados para as mais diversas patologias, sendo
eficazes para casos simples ou mais graves, como distdrbios do sistema nervoso, doencas
neurodegenerativas, epilepsias e no tratamento de acidentes por animais peconhentos.

N&o obstante, o Brasil é um pais de clima tropical que apresenta um dos maiores indices
de acidentes por animais peconhentos do mundo. Nesse sentido, o tratamento principal para
esses acidentes € o uso de soro antiofidico, mas que muitas vezes ndo previne efeitos

neurotoxicos centrais e periféricos, nem mesmo a destruicdo do tecido muscular, devido a
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presenca de enzimas fosfolipasicas A, nos venenos (CHAGAS, 2007). Assim, 0 uso de plantas
medicinais que possam ser utilizadas como coadjuvantes ao tratamento convencional, torna-se

uma alternativa importante.

1.2 NEUROPROTECAO A PARTIR DE EXTRATOS VEGETAIS

Os extratos vegetais que exibem propriedade neuroprotetora agem, por exemplo, contra
os efeitos neurotdxicos centrais ou periféricos desencadeados por substancias toxicas naturais
ou sinteéticas (ADAMS; OLIVERA, 1994). Segundo GAGLIARDI (2000) compostos
neuroprotetores sao um grupo de drogas que reduzem a excitotoxicidade causada em razdo de
substancias neurotoxicas, reagindo a liberacdo excessiva de aminoacidos excitatorios e seus
efeitos intracelulares.

A excitotoxicidade refere-se ao processo neurodegenerativo iniciado pela ativacdo
excessiva de receptores do glutamato. Este processo é um dos mais extensivamente estudados e
tem uma participacdo importante em muitas doencas do sistema nervoso central, incluindo
trauma, isquemia, epilepsia e doencas neurodegenerativas (DINGLEDINE, 1999). Os
principais receptores envolvidos no mecanismo da excitotoxicidade neuronal séo o AMPA e o
NMDA (NMetil-D-Aspartato). A ativacdo do AMPA determina uma entrada no neurénio pds-
sinaptico de ions sddio, facilitando a despolarizacdo neuronal. Esta facilita a entrada ions calcio
no neurdnio pés-sinaptico, através de canais especificos, e também pela atuacdo do glutamato
no receptor NMDA.

Portanto, o estudo dos efeitos de plantas medicinais em modelos animais permite
aumentar o conhecimento sobre a patofisiologia de doencas, ao mesmo tempo em que
demonstra o potencial desses compostos para 0 tratamento e prevencdo de transtornos do
sistema nervoso central (ZENI,2011).

Dentre as varias plantas medicinais conhecidas por sua atividade sobre o sistema
nervoso central estd a Aristolochia cymbifera, uma planta popularmente conhecida com um

agente neuroprotetor.
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1.3 CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DA Aristolochia cymbifera

A Aristolochia cymbifera, popularmente conhecida como cip6-mil homens, é uma
planta trepadeira herbacea da familia Aristolochiaceae, vigorosa, de ramos finos e flexuosos,
cujo caule é engrossado com a casca corticosa fissurada. Apresenta folhas simples e flores
solitarias em forma de urna muito caracteristica. Nativa do Brasil é encontrada nas regides Sul
e Sudeste até o estado da Bahia, em florestas e capoeiras (LORENZI E MATQOS, 2008). Abaixo
a imagem de Aristolochia cymbifera:

¥ E % ‘.“
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Figura 1: Aristolochiacymbifera.
Fonte: http://www.buyrareseeds.com

Conforme (LEMOS et. al., 1993) as plantas deste género tém sido extensivamente
estudadas, principalmente devido as suas propriedades farmacoldgicas, como por exemplo,
atividades pesticidas, antibidticas e antifungicas. LORENZI & MATOS (2008) descreveram
qgue a planta é utilizada na medicina popular como diurética, sedativa, anti-séptica, sendo

também empregada em algumas regides contra anorexia e dispepsia.
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1.4 CONSTITUICAO QUIMICA DA Aristolochia cymbifera

Anédlises fitoquimicas realizadas no caule e na raiz da Aristolochia cymbifera apontaram
a presenca de terpenoides (mono, sesquiterpenos e diterpenos), lignoides, flavonoides, &cidos
graxos e constituintes nitrogenados como os acidos aristoloquicos (alcaldides), comuns ao
género, sdo correlacionados a toxicidade da planta (TABACHET et al., 2013).

Os terpenoides conforme PASSOS (2009) como substancias derivadas de unidades do
isopreno. Derivados terpénicos tém sido utilizadas tanto na medicina popular quanto na clinica
médica como sedativos, tranquilizantes e anticonvulsivantes.

Segundo MACHADO et al. (2008), os flavonoides de plantas, possuem diversas
funcOes, entre elas, a protecdo contra a incidéncia de raios ultravioleta, protecdo contra
microrganismos patogénicos, acdo antioxidante, agdo alelopatica, atividade anti-inflamatdria e
inibicdo enzimatica.

Os lignoides que também sdo encontrados na espécie Aristolochia cymbifera sdo uma
derivagcdo genérica para caracterizar micromoléculas que possuem o esqueleto formado
exclusivamente pelo grupo fenilpropanico (Cs-Cs). Apresentam diversas fungdes, tais como:
acdo antimicrobiana, antiflngica, anti-inflamatoria, antialérgica e anti-hepatotoxica
(SILVERSTEIN; WEBSTER, 1994).

PELLETIER (1983) cita que um alcal6ide € uma substancia orgénica ciclica contendo
um nitrogénio em estado de oxidacdo negativo e cuja distribuicdo é limitada entre os
organismos vivos. Para fins terapéuticos é relatada sua acdo com agdo anestésica, analgésica,
neurodepressora (SIMOES, 1999).

Em pesquisa realizada na Espanha por MORENO (1993) demonstrou-se que o &cido
aristoléquio pode inibir in vitro a fosfolipase A, (PLA;) e também reduzir edemas induzidos
por veneno de serpentes e fluido sinovial humano (PLA;). Os resultados demonstraram que 0
acido aristoléquio foi capaz de inibir a inflamacdo induzida por complexos imunolégicos e
agentes nao imunoldgicos tais como 6leo de créton. Os autores entdo propuseram que O
mecanismo de atividade anti-inflamatoria dos alcaldides ocorra pelo bloqueio da liberagdo da
PLA,. Além disso, este estudo demonstrou que o acido aristoloquico poderia também inibir
outras etapas envolvidas na liberacdo dos eicosandides, tais como as vias da ciclo-oxigenase e
lipoxigenase. SILVA et al. (2013) também comprovou o potencial antibacteriano do extrato de
Aristolochia cymbifera contra Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus
e Shigella flexneri.
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1.5 ASPECTOS GERAIS DE VENENO DE SERPENTES

No Brasil o envenenamento por picada de serpentes peconhentas constitui um sério
problema de salde publica, devido ao grande nimero de pessoas atingidas anualmente e da
prépria gravidade dos casos (DOS SANTOS et al., 1995). Estima-se que 5,4-5,5 milhGes de
pessoas sdo picadas por serpentes a cada ano, o que resultaria em cerca de 400.000 amputacdes
e aproximadamente 125.000 mortes (DAL BELO et al., 2013). No pais existem cerca de 360
especies de serpentes sendo que dessas, 55 sdo peconhentas (BERNARDE, 2009).

O veneno de serpentes é uma mistura de varias toxinas, apresentando-se como uma
mistura heterogénea e complexa de varias substancias de origem protéica ou ndo. Substancias
ibnicas simples como o célcio, que é um importante cofator de acdo de algumas enzimas
proteoliticas e das fosfolipases A,, 0 magnésio e 0 zinco sdo importantes para a acdo das
principais metaloproteases do veneno, como as hemorraginas. Substancias complexas como
proteinas, principalmente as enzimas e neurotoxinas atuam sinergicamente e sdo responsaveis
pela atividade toxica do veneno(DAL BELO et al., 2005).

Melgarejo (2003) classifica em quatro grupos as serpentes que podem causar acidentes
ofidicos no Brasil: Grupo | (Géneros Bothrops: Bothriopsis e Bothrocophias; popularmente
conhecidas como jararacas, caissaca, urutu-cruzeiro, jararacussu); Grupo Il: (Género Crotalus;
popularmente conhecidas como cascaveis); Grupo Ill: (Género Lachesis; popularmente
conhecidas como surucucu-bico-de-jaca); Grupo 1V: (Género Microruse Leptomicrurus;
conhecidas popularmente como corais-verdadeiras). Dentre essas, 0 género Crotalus apresenta
um veneno extremamente neurotdxico, que causa danos sobre o sistema periférico e central em
mamiferos (DOS SANTOS et al., 1995).

1.6 ASPECTOS BIOLOGICOS DO VENENO DE Crotalus durissus terrificus

Como dito anteriormente, as serpentes do género Crotalus possuem venenos
extremamente neurotdxicos. Dessa forma, nesse trabalhofoi utilizado o veneno da serpente
Crotalus durissus terrificus, popularmente conhecida como cascavel. Essas serpentes sdo
encontradas nos cerrado do Brasil central, em regides aridas e semi-aridas do Nordeste, em
campos e areas abertas do Sul, Sudeste e Norte (BERNARDE, 2009).

Segundo o Ministério da Salde (1998) espécies do género Crotalus sdo as que
apresentam maior indice de letalidade (1,87%) devido a frequéncia com que o acidente evolui

para insuficiéncia renal aguda, sendo a mais seria complicagdo do envenenamento crotalico
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humano (BERNARDE, 2009). Abaixo a imagem da espécie Crotalus durissus terrificus

cascavel brasileira:

#igdﬁi 2: Crotalus durissus terrificus.
Fonte: http://s436.photobucket.com/user/Tex_05/media/DSC05291.jpg.html

O veneno desidratado da cascavel brasileira € constituido por 90% de proteinas. As
proteinas sdo moléculas carregadas que se ligam com céations ou anions. Muitas enzimas
presentes nesses venenos requerem ions para exibir suas atividades. Em alguns casos, 0s ions
(Mg** Ca™, Cu*® servem de cofatores sem o0s quais a enzima ndo apresenta atividade
catalitica. Carboidratos também sdo encontrados, geralmente na forma de glicoproteinas (TU,
1982). Quanto as enzimas, a fosfolipase A, (PLA;) é a mais facilmente detectada. Também
estdo presentes no veneno Crotalus durissus terrificus neurotoxinas pré-sinapticas, compostas
de subunidades &cidas e basicas cuja principal representante é a crotoxina (BEGHINI, 2001).

PINHO; PEREIRA (2001) divide os efeitos do veneno crotalico em trés principais
atividades com importéncia clinica conhecida: 1) Atividade neurotoxica, com acéo periférica,
causando paralisia flacida da musculatura esquelética, principalmente ocular, facial e em alguns
casos, da respiracdo, consequentemente levando a insuficiéncia respiratéria. 2) Atividade
coagulante que provoca a ocorréncia de sangramento e disturbios da coagulagdo por consumo
de fibrogénio. 3) Atividade miotoxica sistémica, causando rabdomidlise generalizada que
resulta da morte das fibras musculares, que liberam seu conteldo para a corrente sanguinea
podendo evoluir para insuficiéncia renal aguda, pois afeta os rins, que ndo conseguem, remover
os residuos concentrados da urina (CARVALHO, 2015).

O veneno crotalico é um dos mais neurotdxicos, em que os efeitos sistémicos residem

principalmente na neurotoxicidade periférica. A neurotoxicidade induzida pelo veneno de
Crotalus em sistema nervoso periférico esta essencialmente relacionada com a presenca das
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toxinas crotoxina e crotamina. Assim a busca por agentes neuroprotetores € relevante, de modo
acomplementar a soroterapia e neutralizar os danos causados por envenenamento de serpentes.
(DAL BELO et al., 2013).
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivos:

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Nesse trabalho propusemo-nos comprovar a atividade neuroprotetora do extrato
etanolico de Aristolochia cymbifera contra o veneno da cascavel brasileira (Cdt) em sistema

nervoso central e periférico de vertebrados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar o efeito neuroprotetor induzido por diferentes concentragbes do extrato
etandlico de Aristolochia cymbifera contra o veneno de Cdt sobre a viabilidade celular de meio
da técnica MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium).

e Investigar o efeito neuroprotetor central induzido por diferentes concentracdes do
extrato etanolico de Aristolochia cymbifera por meio da analise da potenciacdo de longa
duragéo (LTP).

e Investigar o efeito neuroprotetor induzido por diferentes concentragbes do extrato
etanolico de Aristolochia cymbifera contra o veneno de Cdt sobre a juncdo neuromuscular em

preparacdo musculo biventer cervicis de pintainhos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 REAGENTES

Todos os reagentes utilizados nesse trabalho foram obtidos de empresas certificadas,

como a Sigma Aldrich e Merck, sendo todos de alto grau de pureza.

3.2 SOLUCOES NUTRITIVAS

Foram utilizadas duas solugdes nutritivas. A de Krebs e a HEPES-salina, descritas a
sequir:

Krebs: 68 mMNacCl, 1,66 mMKCI, 25 mM CaCl,, 47,6 mM NaHCO;, 1,2 mM
MgSQ4,2,4 mM KH,PO,4 e 22 mM de glicose.

HEPES-salina: 124 mM de NaCl, 4 mMKCI, 1 mM de CaCl;, 1,2 mM MgSOQOy, glucose
12 mM, e 25 mM; pH 7 4.

3.3 EXTRATOS ETANOLICO DE Aristolochia cymbifera

Os caules secos foram gentilmente cedidos pela Universidade Federal de Uberlandia.
Posteriormente, os caules secos foram macerados em EtOH (4x500 ml) a temperatura ambiente
durante 24h. Posteriormente foi feita uma filtracdo usando-se um filtro ultra fino, sendo o
solvente removido por evaporacao rotativa. O resultado dessa extracdo foi um extrato semi-

solido, o qual foi liofilizado e armazenado a temperatura de -4°C até sua utilizacao.

3.4 VENENO DE Crotalus durissus terrificus (Cdt)

O veneno de Cdt foi doado pelo Prof. José Carlos Cogo do Centro de Estudos da
Natureza (CEN) da Universidade do Vale do Paraiba- UNIVAP.
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3.5 ANIMAIS

3.5.1 RATOS

Ratos machos da linhagem Wistar adultos, pesando 150g (30-45 dias) que foram
fornecidos pelo centro de bioterismo da PUCRS- CEMB.

3.5.2 CAMUNDONGOS

Camundongos fémeas da linhagem Swiss SPF, pesando entre 25 e 30g (30-120 dias).

3.5.3 PINTAINHOS

Pintainhos HY-Line, pesando entre 40 e 50 g (4-10 dias), comprados em casas
agropecudrias. Todos os animais usados nesse trabalho foram alojados em vivario com

temperatura controlada (25 + 2°C) com livre acesso a dgua e racao.

3.6 PREPARACOES E ENSAIOS DE ATIVIDADE BIOLOGICA

3.6.1 TECNICA DE MTT PARA AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

Apds anestesia por tiopental sédico 100mg/kg os camundongos foram decapitados, em
seguida os cérebros foram dissecados e umidificados imediatamente em solucdo tampéo
HEPES-salina (124 mM de NaCl, 4 mMKCI, 1 mM de CaCl,, 1,2 mM MgSO,, glucose 12
mM, e 25 mM; pH 7,4), aerado previamente com oxigénio por 30 minutos e mantido em gelo.
As fatias de hipocampo (0,4 mm) foram obtidas utilizando um fatiador de tecidos
McllwainChopper. Em seguida as fatias dos hipocampos foram separadas e transferidas para
placas de ELISA, mantidas em pré-incubacdo com tampdo HEPES-salina a 37° C durante 30
minutos em 200 pl/fatia. Subsequentemente ap6s o periodo de pré-incubacdo, o meio foi
descartado e substituido por tampao fresco.

Para os ensaios, as fatias foram incubadas com Cdt, de EEAC e tratamento contendo
1ug/ml de Cdt mais concentragdes 200ug/ml, 400ug/ml e 800ug/ml de EEAC em pocgos

separados. A placa foi incubada durante 1 hora (37° C).
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Ap0s este periodo, o meio foi retirado e as fatias incubadas com MTT (sal de coloragéo
amarela e soluvel em &gua) por 30 min a 37°C (0,05% em tampao HEPES-salina — 200 pL).
Apos, 0 meio com MTT foi retirado e substituido por 200 ul de DMSO por 30 min para a
solubilizacdo dos cristais de formazan (sal de coloracdo arroxeada e insolivel em agua) e as
placas foram lidas em Leitor de ELISA a 540 nm. A reducdo do MTT a formazan é diretamente

proporcional a atividade mitocondrial e a viabilidade celular.

3.6.2 PREPARACAO DAS FATIAS DE CEREBRO DE RATOS PARA OS ENSAIOS
DE POTENCIAGCAO DE LONGA DURAGCAO (LTP)

Os ratos foram profundamente anestesiados com tiopental e em seguida os cérebros
foram removidos e as fatias de hipocampo coronais (200 e 400 um de espessura) foram
cortadas com um fatiador do tipo vibroslicer (MA752, Campden Instruments, EUA) e
sustentados durante pelo menos 1 h, na presenca de gas de carbogénio (95%, O,, 5% de COy)
saturados com solucdo artificial de fluido cérebro-espinhal (ACSF) contendo (em mM)
130NaCl, 3,5 KCI, 1,3 NaH,PO,4, 2 Mg?®*, 2 CaCls, 10 d-glicose, e 24 NaHCOs, pH 7,4 a 23-
25°C. Fatias individuais foram transferidas para uma camara de registro de tipo submersao e
submersas abaixo da perfusdo continua de gas (95%, O,, 5% de CO,) com ACSF a taxa de 3,0
ml/min. Os potenciais excitatorios pés-sinapticos de campo (PPSC) foram gerados por
estimulacdo elétrica (vinte pulsos por segundo) através de uma corrente alternada (Isoflex
M.P.1., Israel). O eletrodo de estimulagéo consistia de um par torcido bipolar de 75 uM fios de
platina-iridio (A M-Systems, Carlsborg, WA, EUA). Os potenciais foram registrados usando
microeletrodos capilares de vidro (1-10 mohms) preenchidos com ACSF.

Os PPSC foram registrados utilizando um amplificador Axoclamp 2-B (Axon
Instruments, Foster City, CA, EUA), ligado a um computador. No inicio de cada registro, foi
feita uma curva para a amplitude PPSC em relacdo a intensidade do estimulo (aumento em
50pA de uma forma passo a passo na gama de 50 a 250 pA) sendo feito registros até a
saturacdo das amplitudes PPSC.Esta intensidade de corrente foi ajustada para evocar uma linha
de base PPSC. As respostas da linha de base com estimulos de até 0,05 Hz por pulsos pareados
(0,2 ms) foram registradas durante 20 minutos antes da inducdo da LTP. Apds a verificacdo da
estabilidade da linha de base foi evocada a resposta de alta frequéncia. O protocolo de
estimulacdo foi aplicado e os potenciais foram evocados aplicando-se pulsos tetanizantes
pareados de 100 Hz, 0,2 ms, 5-10V. Os potenciais de campo foram monitorizados durante pelo

menos 60 minutos apds o estimulo tetanico. Os PPSC evocados foram amplificados a 600 Hz
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(CyberAmp 320, Axon Instruments), digitalizados (Digidata 1322A, Axon Instruments) e
registrados (Axoscope 9.2, Axon Instruments). A amplitude da resposta sinaptica evocada foi
medida pelo software Clampfit 9.2 (Axon Instruments).Os valores registrados foram
normalizados, e em seguida, representados como a média de 2 min (PPSC) de uma a trés fatias
por rato (1 e 10 dias apds a inducdo de epilepsia por administracdo de pilocarpina 40mg/kg

durante dois dias).

3.6.3 PREPARACAO MUSCULO BIVENTER CERVICIS DE PINTAINHO

A preparacdo foi isolada e montada de acordo com o método descrito por Rostelato
(2011). Os musculos biventer cervicis foram obtidos a partir de pintainhos machos, sacrificados
com isoflurano, montados sob uma tensdao de 1g em um banho de 6rgdos em cuba de 5 ml a
37°C, contendo solucdo de Krebs aerada (95% O, + 5% de CO,, v/v ) com a seguinte
composicdo:68 mM NaCl, 1,66 mM KCI, 2,5 mM CaCl,, 47,6 mM NaHCO3, 1,2 mM MgSQy,
2,4 mM KH,PO,4 e 22 mM de glicose; pH 7,5. Um eletrodo bipolar de anel de platina foi
colocado em torno do tenddo dentro do qual o tronco do nervo que inerva 0 masculo é
estimulado. A estimulacdo (0,1 Hz, 0.2ms, 4-6V) foi feita com um estimulador elétrico (AVS
Projetos, S&o Carlos, SP). As contragdes musculares e contraturas foram registradas
isometricamente através de um transdutor de deslocamento de forca acoplado a um fisidgrafo
AVS através de um amplificador universal. As contraturas foram evocadas pela aplicacdo
exogena de Acetilcolina -ACh- (110 uM) e Cloreto de potassio -KCI- (20 pM), como um teste
para a presenca de atividades miotoxicas e neurotoxicas. As preparagdes foram deixadas
estabilizar durante pelo menos 20 minutos antes da adi¢cdo do controle negativo com Cdt (20
pg/ml) e os tratamentos contendo 60ug/ml e 100pug/ml do extrato etandlico com a presenca de
20pg/ml de Cdt ao banho. As respostas de contragdo muscular foram registradas durante 120

minutos.
3.7 ANALISES ESTATISTICAS
Os dados foram representados como a meédia + erro padrdo da média e as diferencas

entre os tratamentos foram confirmadas por meio do teste ANOVA e t de Student onde p<0,05

foi considerado significativo.
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4. RESULTADOS

4.1 ANALISE DE VIABILIDADE CELULAR

A andlise de viabilidade celular foi obtida medindo-se a porcentagem de ceélulas
viaveis ap0s a exposicao aos tratamentos (Fig. 3). O ensaio do EEAC (200, 400 e 800 pg/ml)
isoladamente ndo induziu alteracdes no numero de células viaveis (n=3, p>0.05
respectivamente). Quando o extrato foi incubado 30 minutos antes com o veneno de Cdt foi
observado um aumento na viabilidade celular quando comparado ao Cdt (70+2%, 85+4% e

60%, para as concentracdes de 200, 400 e 800 pg/ml respectivamente, n=3, p<0.05).

Bl Conirole salina

Cdt (1 pg/ml)

== EEAC (200 pg/ml)

EEAC (400 pg/ml)

BEXEX EEAC (300 pg/ml)

E= EEAC (200 pg/ml) + Cdt (1 pg/ml)
I EEAC (400 pg/ml) + Cdt (1 pg/ml)
[ EEAC (800 pg/ml) + Cdt (1 pg/ml)

100 <

75 =

25 -

Viabilidade celular (% do cor

&\\\”

Fig. 3: Efeito neuroprotetor induzido pelo EEAC contra o veneno Cdt em fatias de cérebro de camundongos. No
grafico cada barra representa a média = E.P.M. de no minimo trés experimentos. Note que conforme aumentava as
concentragdes do EEAC maior era a protecdo contra o efeito excitotdxico do veneno de cascavel. * p<0.05 em

comparagdo com o controle salina; ** p<0.05 em comparacdo ao EEAC.
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4.2 ANALISE DA PREPARACAO DOS ENSAIOS DE POTENCIACAO DE LONGA
DURACAO (LTP)

A analise do LTP foi obtida a partir da porcentagem amplitude normatizada dos
potenciais excitatorios pds-sinapticos de campo. Assim, na preparacdo controle, sem adi¢do do
extrato, a amplitude dos potenciais excitatérios foi de 190.6 +10 mV (n = 6). A perfusdo do
EAAC (200 pg/ml) durante S5min sobre as fatias de hipocampo reduziu para 140 +0.7mV, n=6,
p<0.05 (40+5%) a amplitude dos PPSC (n=6, p<0.05), ou seja, inibiu significativamente a

atividade excitatdria do hipocampo de ratos (Fig.4).

2

2

Amplitude normalizada (%)

=

Controle EEAC

Fig. 4: Atividade do extrato etandlico de Aristolochia cymbifera (EEAC) sobre a amplitude dos potencias pds-
sinapticos excitatérios de campo (PPSC). Note que a aplicacdo do EEAC induziu uma diminuigdo significativa na
amplitude média dos PPSC. No grafico a linha pontilhada significa o linear para o inicio da potencia¢do de longa
duracdo (LTP).**p<0.05.
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4.3 ANALISE JUNCAO NEUROMUSCULAR EM PREPARACAO MUSCULO biventer
cervicis DE PINTAINHOS

A preparacdo da juncdo neuromuscular utilizando biventer cervicis de pintainhos, exibiu
retardamento do efeito de Cdt no sistema nervoso periférico quando se utilizou concentracGes
de 100pg/ml de EEAC, havendo bloqueio irreversivel apds 1 hora de registro. N&o houve

resultados significativos na concentracdo de 60pg/ml em comparacgédo ao controle feito com Cdt
(Fig. 5).

== Conbroke

- Cdt 20ugmi

== EEAC BDpgiml + Cdt 20pgiml
== EEAC 100pg/ml + Cdt 20ypgiml

Resposta contratil (%)

8a 0 100 10 120

Fig. 5: Atividade do EEAC em contraposicdo ao veneno de Crotalus durissus terrificus (Cdt) em
preparagdo musculo biventer cervicis de pintainhos. No gréfico cada ponto representa a média + E.P.M.
de no minimo trés experimentos. Note que a maior concentragdo utilizada de EEAC (100pg/ml) induziu
um retardo significativo do efeito bloqueador do veneno nos primeiros 10min. ** p < 0,05 em
comparagdo com a preparacdo tratada apenas com Cdt.
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5. DISCUSSAO

Os resultados apresentados nesse trabalho comprovaram o potencial neuroprotetor do
EEAC, principalmente sobre o sistema nervoso central de vertebrados.

Primeiramente por meio dos ensaios de viabilidade celular verificou-se que o extrato da
planta ndo é toxico para o sistema nervoso e que o veneno Cdt diminuiu significativamente a
viabilidade das células do hipocampo. Feito isso, foi observada neuroprotecdo utilizando o
EEAC como tratamento em contraposi¢éo ao Cdt ap6s uma hora de incubacéo.

A LTP € descrita como um aumento na amplitude dos potenciais excitatorios pos-
sinapticos ap6s a aplicacdo de um breve estimulo tetdnico. Essa repetida estimulagdo de um
grupo de neurdnios, resulta em mecanismos semelhantes a epilepsia (FRISON, 2003).Deste
modo podemos inferir através dos resultados obtidos que o extrato da Aristolochia cymbifera,
além de apresentar potencialidade neuroprotetora, também pode exibir caracteristicas anti-
epilépticas, pois ap6s 5 minutos da perfusdo do EAAC (200 pg/ml) sobre as fatias de
hipocampo, reduziu a amplitude dos PPSC em comparagéo ao controle.

De fato, FARDI e SHOJAIl (2013) demonstraram um efeito neuroprotetor similar
sobre o sistema nervoso de ratos, usando o extrato etanolico de Terminalia chebula. Além
disso, varias outras plantas, também j& foram investigadas quanto a mesma capacidade.

HEDGE et al. (2009) cita como fator subjacente a epilepsia um aumento nos acidos
glutdmicos, que é um neurotransmissor excitatorio, e inibicdo de GABA. Nesse sentido,
Johnston et al. (2006) ressalta que compostos naturais vegetais apresentam uma vasta gama de
flavonoides e terpenos que modulam a funcdo de receptores ionotropicos que atuam na via
gabaérgica para inibir o processo de neurotoxicidade causado por estados convulsivos. Desta
forma, pode-se induzir que se um excesso de glutamato estivesse causando danos excitotdxicos
para 0 sistema nervoso, a liberacdo de GABA poderia atuar diminuindo a entrada de calcio
excessiva e prevenindo a ativacdo de vias celulares que levariam a morte das células, ou seja,
apresentaria acdo neuroportetora. (SOUZA, 2010). Portanto, podemos inferir que a acdo de
Aristolochia cymbifera mostra agdo semelhante a de outras plantas j& estudadas que apresentam
capacidade moduladora de GABA.

Nas preparacdes de juncdo neuromuscular utilizando biventer cervicis de pintainhos
observou-se um atraso do efeito do veneno Cdt quando incubado juntamente com o tratamento
de EEAC com a concentracdo mais alta utilizada (100 pg/ml). Porém, apds aproximadamente
50 minutos de registro ocorreu um bloqueio irreversivel com as concentragdes usadas (60

pug/ml e 100pg/ml).
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Podemos concluir que ndo pode-se concluir que o extrato da Aristolochia cymbifera
apresenta efeito neuroprotetor contra o efeito do veneno Cdt no sistema nervoso periférico, pois
a dose usada para as preparagdes de jungdo neuromuscular foi consideravelmente alta. Ensaios
futuros com doses menores estdo em andamento.

Assim, os dados corroboram que, em parte foi confirmada a atividade neuroprotetora da

Aristolochia cymbifera no sistema nervoso, agindo principalmente no sistema nervoso central.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados alcangados e nos aspectos discutidos, a dose de 800 pg/ml de
EEAC apresentou maior acdo neuroprotetora em hipocampo de camundongo. E que a
diminuicdo nas amplitudes dos potenciais excitatdrios pos-sinapticos de campo apds a perfusdo
de 200 pg/ml do EEAC nas fatias hipocampais de rato, corroboram este potencial neuroprotetor
no sistema nervoso central de vertebrados. E, apesar disso néo foi comprovada a neuroprotegéo

em sistema nervoso periférico.
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ANEXOS

RESUMO ANAIS DE CONGRESSO- SIEPE 2014

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINEUROTOXICA INDUZIDA PELO EXTRATO
HIDROALCOOLICO DE Aristolochia cymbifera SOBRE O SISTEMA NERVOSO
CENTRAL DE CAMUNDONGOS

Helena Balk, Chariston Andre Dal Belo, Carlos Gabriel Moreira de Almeida, Lucia Helena do
Canto Vinadé

Atualmente diversos estudos cientificos tém investigado as propriedades bioldgicas de espécies
vegetais, as quais tém contribuido para o tratamento de diversas patologias. Nos acidentes por
animais pegonhentos a neurotoxicidade central e periférica € um fendmeno comum. Nesse
aspecto, as plantas medicinais brasileiras tém sido utilizadas tradicionalmente como alternativa
para o tratamento dos sintomas pelo envenenamento ofidico. A Aristolochia cymbifera é uma
planta nativa da regido do cerrado. Ja& foi comprovado que plantas desse género possuem
estruturas quimicas como alcaloides, acidos aristoloquicos, flavonoides, esteres fendlicos e
Oleos volateis, que sdo conhecidos por exercerem atividade neuroprotetora. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o potencial do extrato aquoso de Aristolochia cymbifera (EAAC) em
contrapor o efeito neurotdxico induzido pelo veneno de Crotalus durissus terrificus (Cdt) sobre
0 hipocampo de camundongos. Foram usados camundongos adultos fémeas da linhagem Balb-
C pesando entre 25-30g. Os animais foram alojados em vivario com temperatura controlada
(25-27 Célsius) com &gua e racdo ad libtum. Os resultados foram plotados como a média +
EPM. O teste t de Student foi usado para a andlise estatistica. Os resultados foram considerados
significativos quando p<0.05. Foram ensaiadas diferentes concentracdes do EAAC utilizando a
técnica do MTT na auséncia e presenca do veneno de Cdt. A técnica do MTT consiste na
avaliacdo da viabilidade celular pela atividade das enzimas desidrogenases mitocondriais,
quantificada pela redugdo do MTT (um sal de coloracdo amarela e soltvel em agua) a formazan
(sal de coloracdo arroxeada e insoltvel em &gua). A reducdo do MTT a formazan € diretamente
proporcional a atividade mitocondrial e a viabilidade celular. Assim, o ensaio do EAAC (200,
400 e 800 pg/ml) isoladamente ndo induziu alteracbes significativas no numero de células
viaveis (n=3, p>0.05 respectivamente). O veneno de Cdt 5ug/ml induziu reducdo de 70+2% no
namero de células viadveis (p<0.05, n=3). Quando o extrato foi incubado 30min antes com o
veneno de Cdt5ug/ml foi observado um aumento significativo na viabilidade celular quando
comparado ao controle com Cdt (70+2%, 85+4% e 60%, respectivamente para as
concentracdes de 200, 400 e 800 pg/ml respectivamente, n=3, p<0.05 em relacdo ao veneno de
Cdt). O extrato aquoso de Aristolochia cymbifera demonstrou eficacia em contrapor a
neurotoxicidade induzida pelo veneno da cascavel brasileira sobre o sistema nervoso central de
mamiferos. Ensaios bioguimicos futuros para a medida da atividade PLA, poderdo reforcar o
potencial antiofidico dessa planta.
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RESUMO ANAIS CONGRESSO- SIEPE 2015

EFEITOS DO EXTRATO ETANOLICO DE Aristolochia cymbifera SOBRE A
NEUROPROTECAO E A MEMORIA EM MAMIFEROS

Helena Balk Melo , Carlos Gabriel Moreira de Almeida, Simone Denise Salamoni, Zaquer
Costa Ferro, Lucia Helena Vinadé, Chériston André Dal Belo

RESUMO: Os extratos vegetais tem se destacado como alternativa comum em estados
patoldgicos que envolvem o sistema nervoso central, agindo em sintomas de excito toxicidade.
Dentre esses extratos vegetais esta a Aristolochia cymbifera, plantas desse género exibem em
sua composicdo metabolitos secundarios com estruturas quimicas ja conhecidas por exercerem
atividade neuroprotetora. O objetivo do estudo foi avaliar o potencial do extrato etandlico de
Aristolochiacymbifera em contrapor ao efeito neurotoxico induzido pelo veneno de
Crotalusdurissusterrificus sobre o hipocampo de camundongos através de ensaios de
viabilidade de células por meio da técnica do MTT. Também objetivou-se investigar a
atividade do extrato etandlico de Aristolochia cymbifera sobre a potenciacdo de longa duracéo
em fatias de hipocampo de ratos por meio de registros extracelulares de potenciais excitatorios
pos sindpticos de campo. O extrato etandlico de Aristolochia cymbifera induziu neuroprote¢édo
em hipocampo de camundongos, também se observou uma diminui¢cdo na amplitude por meio
de registros extracelulares de potenciais excitatorios pdssinapticos de campo, sugerindo uma
atividade benéfica potencial do extrato de doengas neurodegenerativas.

Palavras-Chave: Aristolochia cymbifera, hipocampo, atividade antineurotoxica, viabilidade
celular, LTP

INTRODUCAO Atualmente diversos estudos cientificos tém investigado as propriedades
medicinais de espécies vegetais, as quais tém contribuido para o tratamento de vérias
patologias. A neurotoxicidade é um fendmeno comum em estados patolégicos que envolvem o
sistema nervoso central. Doencas como o Alzheimer, Parkinson e as epilepsias envolvem em
algum de seus estagios o desenvolvimento de fendmenos excito tdxicos e a liberagdo excessiva
do ion célcio (GASIORA et al., 2006). Nesse aspecto, as plantas medicinais brasileiras tornam-
se uma excelente alternativa como coadjuvantes no tratamento dos sintomas relacionados a
excito toxicidade. A Aristolochia cymbifera € uma planta nativa da regido do cerrado. Plantas
desse género exibem metabdlitos secundarios com estruturas quimicas de alcaldides, acidos
aristoloquicos, flavonoides, ésteres fendlicos e oleos volateis (TREASE; EVANS, 1980), que
sdo conhecidos por exercerem atividade neuroprotetora. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
potencial do extrato etandlico de Aristolochia cymbifera (EEAC) em contrapor o efeito
neurotoxico induzido pelo veneno de Crotalus durissus terrificus (Cdt) sobre o hipocampo de
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camundongos. Também objetivou-se investigar a atividade do EEAC sobre a potenciacdo de
longa duracéo (LTP) em fatias de hipocampo de ratos.

METODOLOGIA: Para os ensaios de viabilidade celular foram usados camundongos adultos
fémeas da linhagem Balb-C pesando entre 25-30g. Para os ensaios de LTP usaram-se ratos
machos juvenis (100g) da linhagem Wistar. Os animais foram alojados em vivario com
temperatura controlada (25-27° C) com agua e racao ad libitum. Os resultados foram plotados
como a média £ EPM. Foram usados os testes “t” de Student e ANOVA/MANOVA para as
andlises estatisticas. Os resultados foram considerados significativos quando p0.05
respectivamente). O veneno de Cdt 5ug/ml induziu reducdo de 70+2% no numero de células
viaveis (p<0.05)

RESULTADOS E DISCUSSAO:O ensaio do EEAC (200, 400 e 800 pg/ml) isoladamente néo
induziu alteracdes significativas no namero de células vidveis (n=3, p>0.05 respectivamente).
O veneno de Cdt 5ug/ml induziu reducdo de 70+2% no ndmero de ceélulas viaveis
(p<0.05,n=3). Quando o extrato foi incubado 30min antes com o veneno de Cdt 5ug/ml foi
observado um aumento significativo na viabilidade celular quando comparado ao controle com
Cdt (70£2%, 85+4% e 60%, para as concentracdes de 200, 400 e 800 pg/ml respectivamente,
n=3, p<0.05 em relacdo ao veneno (Cdt). A perfuséo do EAAC (200pg/ml) durante 20min
sobre as fatias de hipocampo reduziu em 40£5% a amplitude dos PPSC (n=6, p<0.05)

CONCLUSOES:Em conclusdo o extrato etandlico de Aristolochia cymbifera apresentou efeito
neuroprotetor contrapondo a neurotoxicidade induzida pelo veneno da cascavel brasileira sobre
o0 sistema nervoso central de camundongos. Também ficou evidenciado o potencial do EEAC
em inibir a formacédo da potenciagdo de longa duracdo no hipocampo de ratos. Esse Gltimo dado
sugere uma atividade inibidora sobre os neurdnios excitatorios ou mesmo um refor¢co na
neurotransmissao inibitoria do hipocampo, pelos compostos quimicos presentes no extrato. Os
dados reforcam ainda o potencial do extrato etandlico de Aristolochia cymbifera no tratamento
de doencas neurodegenerativas, como as epilepsias. Futuros ensaios de cromatografia e anélise
bioguiada dos compostos presentes no extrato poderdo indicar os principios ativos envolvidos
na modulagdo das respostas sinapticas sobre o sistema nervoso central.



