Tarina Lins Ferreira

Prospeccao de inibidores da secrecao de
histamina a partir de espécies vegetais

do Cerrado e da Mata Atlantica

Dissertacdo apresentada ao Instituto de
Biociéncias de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista — UNESP, para obtencéao
do titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas,

Area de concentracdo: Farmacologia.

Orientador: Prof. Dr. Luiz Claudio Di Stasi

Botucatu
2011
Tarina Lins Ferreira



Prospeccao de inibidores da secrecao de
histamina a partir de espécies vegetais

do Cerrado e da Mata Atlantica

Dissertacdo para obtencgéo do titulo de mestre

Comisséo Julgadora
Presidente e orientador: Prof. Dr. Luiz Claudio Di Stasi
2° Examinador: Profa. Dra. Alessandra Gambero

3° Examinador: Prof. Dr. Ricardo Orsi



Auxilio financeiro:

Fundacédo de Amparo & Pesquisa do Estado de Sao Paulo

(Coordenacao de Aperfeicoamento Pessoal de Nivel Superior)



“O sucesso € ir de fracasso em fracasso sem perder o entusiasmo”.

Winston Churchill



Dedicatoria

“Para meus pais, Joseé e Ivania Lins, que por amor dedicaram da vida os melhores
momentos, para tornarem possivel minha existéncia. E como foram importantes
suas palavras de estimulo, frente por vezes, ao desanimo pelo esforco diario.
Vocés foram a forgca que me impulsionou, me fazendo acreditar que a realizacao

do sonho era possivel”.

A Deus, sempre, por permitir e iluminar cada passo. Pelas pessoas boas que

sempre estao em meu caminho, pelas oportunidades, pela for¢a, pela vida.



Agradecimentos

Ao Prof. Dr. Luiz Claudio Di Stasi por me orientar, dando-me condicdo de uma
visdo critica, para que ndo tropecasse na obscuridade da ignorancia. Minha
gratiddo a aquele que repartiu seus conhecimentos, com dedicagcdo e renuncias

pessoais ensinando-me a arte de construir um hoje comprometido com o amanha.

Ao Departamento de Farmacologia do Instituto de Biociéncias por criar condigbes

objetivas para a producgéo deste estudo.

Ao Luiz Antbnio de Oliveira, assistente de suporte técnico académico, pela sua
paciéncia, pelo seu respeito ao meu aprendizado, a sua colaboracao e incentivo

durante meu mestrado.

Ao Dr. Leonardo Noboru Seito e ao Prof. Adriano Cressoni pela orientagéo,

paciéncia e amizade.

A Ana Elisa Quaglio, Carolina Luchini, Patricia Orsi, Laura Orsi, Adriana Del Ben,
Alexandre Chagas, Juliana Severi e Andrea Fruet que contribuiram durante todo o
processo e me premiaram com companheirismo, apoio e incentivo em todos 0s

momentos.

Pequenos, grandes, de estimacdo e producdo, sdo e serdo fundamentais em
nossos estudos, pesquisas e descobertas. Companheiros e amigos presentes
durante a realizacdo deste sonho. Muitas vezes doaram suas vidas sem egoismo
ou ressentimento para que pudéssemos aprender mais a cada dia. Aprendi a ver
vocés com outros olhos, diferentes daqueles com a qual estava acostumada.
Assumi, entdo, o risco de parecer cruel aos olhos daqueles que estao de fora,
conscientes de que tudo sempre foi realizado com muito respeito. Obrigado por

ensinarem um pouco mais da vida.



“No semblante de um animal que néo fala, ha todo um discurso que somente um

espirito sabio pode realmente entender.” (Mahatma Gandhi)

Obrigada...



Sumario

LiStA A FIQUIAS ... uiiiiie ettt ettt r e e s e e e e e e e e e eeeeeeeesennnes 10
Lista de TaDEIAS ......uuiiiiiiei e 14
Ta(geTe (1 o= T Hu TP PPPPRTRTRPPTRPRIN 18
1. A busca de novos compostos para o tratamento de doencgas alérgicas......5
2. Espécies vegetais SeleCionadas........cccovvieeiiniineeiesieese e 7
2.1. Acanthospermum australe (Loefl.) Kuntze ... 7
2.2. Byrsonima verbascifolia RiCh €X JUSS .......ccccccvviiiniininieeneee e 9
2.3. Caesalpinia ferrea L. ... e 10
2.4. Hymenaea stigonocarpa Mart. eX Hayne..........ccoceoiiinieinenienneseee 12
(0] o] 1] (1Yo L ST TP UPPPPPPPPUPRPPRPIN 14
Material € MELOUOS .........vvuiiiiiiiie e as 16
1. Material VEgELaAL. ... ..ot e 17
1.1. Coleta do material Vegetal..........cccoueiiiiiie e 17
R T Y o111 1 = 1SS 18
1.4. Obtencéao das suspensdes celulares contendo mastocitos ...........ccccveuennee. 18
1.5. Incubacdes das suspensfes celulares.........cccoveviiieeiiciecseesies e 19
1.7. Desafio das células MastOCIHANIAS .........cccevererererieiererese e 20
2. Extracéo e dosagem automatica de histamina ..........cccceoevevriereneneneneccenns 20
3. ApresentaGao dOS reSUltados...........cooeeiirerie e e 22
4, ANAlISE ESTALISTICA .....cueevereiriiriietirier e e 23
RESUIAOS ...ttt e e e e e e e e e e 24
1. Acanthospermum australe (Loefl.) KUuNtze.........ccoooiriiiinicnineeeeene 25
1.1. CAUIE e e e 25
1.2. REIZ .. e 29
1.1. Y] 1 1T= (RS 33
2. Byrsonima Verbascifolia RICh €X JUSS.......cccccovirieiinierie e 37
2.1. CAUIE e e e 37
2.2. FOINAS . e eae e e 41
3. Caesalpinia ferrea L. ... 45



T I =00 11 0 =TT 45

4. Hymeneae stigonocarpa Mart. eX HaYNEe ........ccoovverieie e 49
AL CAUIE .. ns 49
A o ]| - OSSPSR 53

D o U S Y= o PSPPSR 57
(0] o 11153 o PR 64

=71 ][ ToTe | = - VUSSR 66



Lista de Figuras

Figura 1. Acanthospermum australe. Folhas e parte reprodutiva.
Figura 2. Byrsonima verbascifolia . Inflorescéncia em racemos densos.
Figura 3: Caesalpinia ferrea. Ramos e Inflorescéncia.

Figura 4: Hymenaea stigonocarpa. Flores e inflorescéncia.
Figura 5: Condensacao da histamina com o OPT.

Figura 6: Efeitos do extrato do caule da Acanthospermum australe na auséncia de

compostos secretores. Os dados sédo expressos em média = EPM.

Figura 7: Efeitos do extrato do caule de Acanthospermum australe sobre a
liberacdo de histamina induzida por lonéforo. Os dados sdo expressos em média +
EPM. (**p<0,01 em relacdo ao grupo).

Figura 8: Efeitos do extrato do caule de Acanthospermum australe sobre a
liberacédo de histamina induzida pelo composto 48/80. Os dados s&o expressos em
meédia £ EPM. (**p<0,01 em relacdo ao grupo 48/80).

Figura 9: Efeitos do extrato da raiz da Acanthospermum australe na auséncia de

compostos secretores. Os dados sédo expressos em média = EPM.

Figura 10: Efeitos do extrato da raiz de Acanthospermum australe sobre a
liberacdo de histamina induzida por lonéforo. Os dados sdo expressos em média +
EPM (**p<0,01 e *p<0,05 em relacao).



Figura 11: Efeitos do extrato da raiz de Acanthospermum australe sobre a
liberacédo de histamina induzida pelo composto 48/80. Os dados sdo expressos em

meédia = EPM. (**p<0,01 em relacdo ao grupo 48/80).

Figura 12: Efeitos do extrato da semente da Acanthospermum australe na

auséncia de compostos secretores. Os dados sdo expressos em media + EPM.

Figura 13: Efeitos do extrato da semente de Acanthospermum australe sobre a
liberacdo de histamina induzida por lonéforo. Os dados sdo expressos em média +

EPM (**p<0,01 e *p<0,05 em relagao ao grupo controle).

Figura 14: Efeitos do extrato da semente de Acanthospermum australe sobre a
liberagéo de histamina induzida pelo composto 48/80. Os dados s&o expressos em
média = EPM. (**p<0,01 em relacdo ao grupo 48/80).

Figura 15: Efeitos do extrato do caule da Byrsonima verbascifolia na auséncia de

compostos secretores. Os dados sdo expressos em média = EPM.

Figura 16: Efeitos do extrato do caule da Byrsonima verbascifolia sobre a
liberacdo de histamina induzida por lonéforo. Os dados séo expressos em média £

EPM (**p<0,01 e *p<0,05 em relagéo ao grupo controle).

Figura 17: Efeitos do extrato do caule da Byrsonima verbascifolia sobre a
liberacédo de histamina induzida pelo composto 48/80. Os dados sdo expressos em
meédia £ EPM. (**p<0,01 em relacdo ao grupo 48/80).

Figura 18: Efeitos do extrato das folhas da Byrsonima verbascifolia na auséncia

de compostos secretores. Os dados sdo expressos em meédia + EPM.

Figura 19: Efeitos do extrato das folhas da Byrsonima verbascifolia sobre a
liberacédo de histamina induzida por lonéforo. Os dados séo expressos em média £

EPM (**p<0,01 e *p<0,05 em relagao ao grupo controle).



Figura 20: Efeitos do extrato das folhas da Byrsonima verbascifolia sobre a
liberacédo de histamina induzida pelo composto 48/80. Os dados s&o expressos em
meédia £ EPM. (**p<0,01 em relacdo ao grupo 48/80).

Figura 21: Efeitos do extrato das folhas da Caesalpinia ferrea na auséncia de

compostos secretores. Os dados sédo expressos em média = EPM.

Figura 22: Efeitos do extrato das folhas da Caesalpinia ferrea sobre a liberacdo de
histamina induzida por lono6foro. Os dados sdo expressos em média + EPM

(**p<0,01 e *p<0,05 em relacdo ao grupo controle).

Figura 23: Efeitos do extrato das folhas da Caesalpinia ferrea sobre a liberacdo de
histamina induzida pelo composto 48/80. Os dados sdo expressos em média +
EPM. (**p<0,01 e *p<0,05 em relagédo ao grupo 48/80).

Figura 24: Efeitos do extrato do caule da Hymeneae stigonocarpa na auséncia de

compostos secretores. Os dados sdo expressos em média = EPM.

Figura 25: Efeitos do extrato do caule da Hymeneae stigonocarpa sobre a
liberacédo de histamina induzida por lonéforo. Os dados séo expressos em média

EPM (**p<0,01 e *p<0,05 em relagéo ao grupo controle).

Figura 26: Efeitos do extrato do caule da Hymeneae stigonocarpa sobre a
liberagéo de histamina induzida pelo composto 48/80. Os dados s&o expressos em
meédia £ EPM. (**p<0,01 e *p<0,05 em relagédo ao grupo 48/80).

Figura 27: Efeitos do extrato das folhas da Hymeneae stigonocarpa na auséncia

de compostos secretores. Os dados sdo expressos em média + EPM.



Figura 28: Efeitos do extrato das folhas da Hymeneae stigonocarpa sobre a
liberacédo de histamina induzida por lonéforo. Os dados séo expressos em média £

EPM (**p<0,01 e *p<0,05 em relagéo ao grupo controle).

Figura 29: Efeitos do extrato das folhas da Hymeneae stigonocarpa sobre a
liberacédo de histamina induzida pelo composto 48/80. Os dados sdo expressos em

média = EPM. (**p<0,01 e *p<0,05 em relagéo ao grupo 48/80).



Lista de Tabelas

Tabela I. Lista de plantas medicinais referidas como Gteis em doencas alérgicas e

de hipersensibilidade.

Tabela Il: Espécies vegetais selecionadas.

Tabela Ill. Solugéo Tyrode.

Tabela IV: Efeito inibitério dos extratos do caule de Acanthospermum australe

sobre a liberacdo de histamina induzida pelos compostos secretores.

Tabela V: Efeito inibitério dos extratos da raiz de Acanthospermum australe sobre

a liberacado de histamina induzida pelos compostos secretores.

Tabela VI: Efeito inibitério dos extratos da semente de Acanthospermum australe

sobre a liberac&o de histamina induzida pelos compostos secretores.

Tabela VII: Efeito inibitorio dos extratos do caule da Byrsonima verbascifolia sobre

a liberacao de histamina induzida pelos compostos secretores.

Tabela VIII: Efeito inibitério dos extratos das folhas da Caesalpinia ferrea sobre a

liberacdo de histamina induzida pelos compostos secretores.

Tabela 1X: Efeito inibitério dos extratos das folhas da Byrsonima verbascifolia

sobre a liberacdo de histamina induzida pelos compostos secretores.

Tabela X: Efeito inibitério dos extratos do caule da Hymeneae stigonocarpa sobre

a liberacado de histamina induzida pelos compostos secretores.



Tabela XI: Efeito inibitério dos extratos das folhas da Hymeneae stigonocarpa

sobre a liberacdo de histamina induzida pelos compostos secretores.



Resumo

A histamina é um mediador que participa de uma série de doencas como asma
alérgica e outros processos alérgicos e de hipersensibilidade, assim como da
resposta inflamatoria, reacdes de pigmentacdo da pele e Ulcera gastrica. Desta
forma, a inibicdo de sua liberacdo pode contribuir com a produgédo de efeitos
benéficos, preventivos ou curativos, destas doencas. A prospecc¢do a partir de
produtos naturais encontra nas espécies vegetais a principal e mais promissora
fonte de novas moléculas. Na busca de novos ativos e com base em estudos
etnofarmacoldgicos, quatro espécies vegetais foram selecionadas com bases em
dados etnofarmacoldgicos para serem estudadas com o objetivo de realizar uma
triagem preliminar in vitro de espécies medicinais inibidoras da secrecdo de
histamina a partir de mastocitos. A atividade inibitoria de extratos metandlicos de
diferentes partes das espécies Acanthospermum australe (Loefl.)Kuntze,
Byrsonima verbascifolia Rich ex Juss, Caesalpinia ferrea L. e Hymeneae
stigonocarpa foi avaliada em mastocitos peritoneais de ratos em condi¢cdes
normais e apods estimulo da liberacdo de histamina induzido por agentes
secretagogos, o composto 48/80 e lonoforo A 23187. A liberacdo mastocitaria de
histamina foi realizada pelo método fluorométrico automatico utilizando-se um
sistema de fluxo continuo modular automatico. Todas as espécies nao
influenciaram a liberagcéo espontanea de histamina, assim como foram capazes de
inibir de forma diferenciada a liberacdo de histamina induzida pelos agentes
secretagogos, destacando-se os efeitos produzidos pelos extratos de caule e
folnas de Hymenaea stigonocarpa e folhas de Caesalpinia ferrea, as quais se
apresentam como espécies promissoras para estudos in vivo e de fracionamento

biomonitorado de seus constituintes quimicos ativos.



Abstract

Histamine is a mediator that participates in a number of diseases like asthma and
other allergic and hypersensitivity processes, as well as inflammatory responses,
skin pigmentation and gastric ulcer. In this way, the inhibition of its release may
contribute to the production of beneficial effects, preventive or curative, on these
diseases. The research of natural products found in plant species the main and
most promising source of new molecules. In the search of new active products and
based on ethnopharmacological studies, four plant species were selected to be
studied in order to perform a preliminary screening of medicinal species with
inhibitory activity on histamine secretion from mast cells. The inhibitory activity of
methanol extracts from different parts of the Acanthospermum australe (Loefl.)
Kuntze, Byrsonima verbascifolia Rich ex Juss, Caesalpinia ferrea L. and
Hymeneae stigonocarpa was evaluated using rat peritoneal mast cells in normal
conditions and after stimulation of histamine release induced by the secretagogues
agents such as compound 48/80 and ionophore A 23187. The mast cell release of
histamine was analyzed by automatic fluorometric method using a continuous and
automatic flow system. All species did not affect the spontaneous release of
histamine and were able to differentially inhibit histamine release induced by
secretagogue agents, highlighting the effects produced by extracts from leaves and
stems of Hymenaea stigonocarpa and leaves of Caesalpinia ferrea, which are
presented as a promising species for in vivo studies and bioassay-guided

fractionation of active chemical constituents.






Os mastocitos sdo células secretoras multifuncionais do sistema imune que
participam da resposta imune por meio da liberacdo de mediadores quimicos,
frente a um estimulo apropriado (Zhao et al.,, 2001), tendo papel central na
imunidade inata e adquirida (Kirshenbaum, 2000; Metcalfe et al., 1997).

Estas células secretoras foram descritas em 1878 por Paul Ehrlich com base
em uma seérie de experimentos, 0s quais também permitiram identificar os
primeiros indicios do papel dos mastdcitos, sua associacdo com tecidos
inflamados, vasos sanguineos, nervos e focos neoplasicos (Rang et al., 2004).
Sua principal funcdo é armazenar potentes mediadores quimicos da inflamacéo,
como a histamina, heparina, ECF-A (fator quimiotaxico dos eosindfilos), serotonina
e fatores quimiotaxicos dos neutroéfilos (Galli et al., 2005).

Os mastocitos possuem origem hematopoiética e circulam no sangue e no
sistema linfatico antes de migrarem para os tecidos, onde adquirem suas
caracteristicas finais. Sdo encontrados principalmente na pele e mucosa, sendo
derivados das células mesenquimatosas circulantes no sangue e linfa (Gurish et
al., 2006; Zhao et al., 2001; Benoist & Mathis, 2002).

E evidente a contribuicdo das células mastocitarias no processo patologico e
fisiolégico nas doencas inflamatodrias. A ativacdo e acumulo destas células séo
observados em diversas inflamacgdes cronicas e processos fibréticos, tais como,
na esclerose mudltipla, artrite reumatoide, sarcoidoses, doenca de Cronh,
parasitoses e cicatrizacdo de tecidos (Benoist & Mathis, 2002). Os mastocitos
também participam de forma direta nas reacfes anafilaticas, conhecidas como
reacdo de hipersensibilidade tipo I, assim como no processo de secrecao gastrica
(Riley & West, 1983; Rang et al., 2004).

Os mastocitos possuem importancia fundamental na defesa do organismo,
sendo um dos componentes principais da reacdo inflamatéria. Apds sua
sensibilizacdo, ocorre a liberacdo de diversos mediadores inflamatorios incluindo a
histamina, prostaglandina, heparina, leucotrienos e citocinas proinflamatorias
(Katzung, 2007).

Dentre os mediadores liberados, a histamina € um potente representante

guimico que possui uma variedade de papéis bioldgicos, que incluem,



vasodilatagdo, aumento de permeabilidade vascular, contragcdo bronquial,
contracdo dos musculos lisos intestinais e aumento da produc¢do de muco (Zhao et
al., 2001; Lagunoff, 1973, Petersen et al., 1996). Ela compde mais de 10% do
conteudo total do mastécito, sendo responséavel por diversos efeitos pertinentes a
respostas alérgicas (Jarrett & Haig, 1984). O mecanismo fisiopatologico da
liberacdo da histamina pode ocorrer através de estimulos imunol6gicos ou néo.

A ativagdo da desgranulacdo dos mastocitos por estimulo imunologico ocorre
via ativacdo dos receptores da imunoglobulina E (IgE). Quando um antigeno entra
em contanto com os anticorpos IgE eles se fixam aos mastécitos e basdfilos,
sensibilizando-os. Tal processo promove a expulsdo dos granulos dos mastoécitos
para 0 meio extracelular, expondo seu contetdo (Ferrer et al., 2002; Lagunoff,
1973, Katzung, 2007).

Além da ativacdo da desgranulacdo dos mastécitos por estimulo
imunoldgico, a desgranulacdo mastocitaria também pode ocorrer por sinalizacdo
de receptores de superficie celular.

Algumas drogas, tais como, venenos, toxinas, morfina, penicilinas,
substancia P, dextran, alcaléides e aminas sdo capazes de induzir a liberagdo da
histamina sem sensibilizacdo prévia. Esse tipo de liberacdo ndo requer energia e
ndo estd associado a lesdo celular, sendo esta acéo caracterizada pela atuacao
sobre o calcio intracelular (Ward & Newman, 1969; Johnson et al., 1975; Paton,
1957; Ferry et al., 2002).

O conceito do envolvimento de pequenas moléculas com potencial biolégico
na patogénese de reacOes alérgicas teve inicio com a descoberta da beta-
imidazoletilamina, conhecida como histamina. A histamina foi a primeira de uma
série de aminas bioldgicas liberadas durante o processo inflamatorio a ser
caracterizada. Ela é amplamente distribuida nos reinos vegetal e animal, de
unicelulares a organismos superiores (Emanuel, 1999).

Dale e Laidlaw isolaram a histamina pela primeira vez em 1907 a partir de
extratos do espordao de centeio. Essa substancia foi tratada como curiosidade

guimica devido a capacidade de promover estimulos uterinos. Sua importancia



biolégica foi reconhecida em 1910, quando suas atividades foram constatadas
apos a realizagdo de uma série de estudos (Best et al., 1927).

Outros locais de formacdo e estoque de histamina ndo mastocitarios
incluem as células de Langerhans da epiderme, as células tipo enterocromafins da
mucosa gastrica, alguns neurdnios do Sistema Nervoso Central e células de
tecidos em regeneracdo ou de rapido desenvolvimento. Apos sua liberacdo, a
histamina apresenta papel chave nas respostas alérgicas e de hipersensibilidade
(Rang et al., 2004; Emanuel, 1999; Parsons & Ganellin, 2006).

Na fisiopatologia da asma alérgica, assim como em outroS processos
alérgicos e reacbes de hipersensibilidade, a liberacdo de histamina explica
parcialmente os efeitos biolégicos observados nestes processos, visto que uma
grande série de outros mediadores também esta envolvida. A estimulacdo de
receptores IgE ativa os receptores H; que, por sua vez, estimulam a fosfolipase A.
levando a producdo de diferentes mediadores, incluindo o fator de agregacéo
plaguetaria e metabdlitos do acido aracddnico. Adicionalmente, cininas e
tromboxanos também participam como mediadores da resposta inflamatéria
(Barnes, 1996; Holgate, 2000; Church & Levi-Schaffer, 1997).

E indiscutivel a importancia da histamina como mediador em inimeros
processos fisiopatoldgicos, assim como seu papel chave em véarias manifestacdes
clinicas. Dentre estas se destacam o choque anafilatico, prurido, eczema, rinite
alérgica, asma, alergias alimentares, aumento da permeabilidade vascular,
contragdo da musculatura lisa, aumento da producdo e secrecdo de muco
pulmonar (Ferre et al., 2002; Jutel et al., 2005).

Na pele, a histamina também esta implicada com as dermatites alérgicas,
assim como nas dermatites de contato. Age como importante mediador dos
processos de irritacdo dérmica causados por diferentes agentes etiologicos,
inclusive com o uso topico de produtos farmacéuticos e cosméticos. Além disso, a
histamina também desempenha papel importante no processo de pigmentagcédo da
pele, implicando nas respostas inflamatorias decorrentes da exposicdo a
irradiacdo ultravioleta (Yoshida et al., 2000; Wille & Kydonieus, 2000).



Além do envolvimento nos processos acima, a histamina € um dos
principais mediadores na ulceragéo gastrica, sendo responsavel, ap0s a ocupacao
de receptores H, na célula parietal, pela ativacdo da via AMPc dependente que,
por sua vez, ativa a secre¢do de ions H' para a luz do estdbmago, onde ira
contribuir com a formacéao de acido cloridrico e reducéo do pH estomacal (Skidgel
& Erdos, 2006; Luque & lllos, 1986).

Os processos fisioldgicos da histamina sdo mediados pela sua ligagdo com
qguatro subtipos de receptores presentes na superficie das membranas,
denominados H;, H,, H3 e H,;. Todos pertencem a familia dos receptores
acoplados a proteina G e compartilham similaridades entre si (Criado et al., 2010;
Thurmond et al., 2008).

Os receptores histaminicos H; sdo distribuidos em uma variedade de
tecidos, SNC, musculos lisos, sistema cardiovascular, células endoteliais e
linfocitos (Katzung, 2007). Os receptores H, sdo principalmente expressos em
musculos lisos vasculares, vias aéreas, endotélios, hepatodcitos e principalmente
em células parietais (Rang et al., 2004). Os receptores Hz sdo predominantemente
encontrados no ceérebro, onde possuem funcdo de receptores pré-sinapticos,
modulando a liberacdo de diversos neurotransmissores, incluindo a proépria
histamina (Hough, 2001; Clapham & Kilpatrick, 1992; Jutel et al., 2005). Os
receptores Hy, por sua vez, sdo encontrados principalmente em células de origem
hematopoiéticas, em particular de células dentriticas, mastécitos, eosinofilos,
monacitos, basofilos e células T. Além disso, séo consideravelmente expressos no
cérebro, tecidos nervosos, medula 6ssea e leucocitos. Nos pulmdes, intestino
delgado, colon e coracdo apresentam expressdo moderada (Thurmond et al.,
2008; Coge et al., 2001; Zampeli e Tiligada, 2009; Thurmond et al., 2008 ), mas
pouco se sabe sobre este receptor, apesar de estudos demonstrarem que 0s
receptores Hy s@o expressos em células envolvidas nos processos inflamatorios
(Thurmond et al., 2004).



1. A busca de novos compostos para o tratamento de doencas
alérgicas

Considerando-se a importancia da histamina na fisiopatologia de inimeras
doencas, associado ao fato de que os farmacos disponiveis até 0 momento atuam
como antagonistas diretos de receptores histaminérgicos (especialmente sobre
receptores H; e Hy) e os inumeros efeitos adversos que estes produtos provocam
no organismo vivo, verifica-se claramente a necessidade de uma busca criteriosa
de novos produtos que possam modular a resposta da histamina sobre os
diferentes tecidos e érgados nos quais 0s processos patolégicos descritos podem
ocorrer.

Uma destas estratégias € baseada na selecdo e estudo de produtos que
sejam capazes de inibir a secrecdo de histamina a partir das células produtoras
deste mediador, especialmente os mastocitos encontrados em diferentes tecidos e
orgaos. A inibicdo da secrecdo de histamina produziria como acdo imediata uma
menor disponibilidade deste mediador e, consequentemente, reduzida ocupacao
de seus respectivos receptores, acarretando em diminuicéo direta de seus efeitos
(Park et al., 2008; Senol et al., 2006).

De forma distinta dos farmacos antagonistas dos receptores para a
histamina, compostos com a capacidade de inibirem a secrecdo de histamina
podem causar uma resposta imediata, assim como serem Uteis para o tratamento
de diferentes doencas na qual a histamina esta implicada como um mediador
chave (Katzung, 2001; Rang et al., 2004).

A busca de novos medicamentos pode ser feita através de inumeras
estratégias, especialmente pela modificagdo molecular de compostos ativos ja
existentes, sintese de novas moléculas e a bioprospecc¢éo a partir de produtos de
origem natural, esta Ultima sendo a principal fonte de protétipos que originaram as
principais classes farmacoldgicas de compostos utilizados na medicina moderna
(Chiriboga & Di Stasi, 2006). De fato, a prospeccéo a partir de produtos naturais

encontra nas especies vegetais a principal e mais promissora fonte de novas
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moléculas que fazem parte da historia da farmacologia como a morfina, atropina,
0s antineoplasicos vincristina e vimblastina, a emetina entre muitos outros e, mais
recentemente compostos novos e de grande importancia como o antimalérico
artemisinina e o antineoplasico taxol (Chiriboga & Di Stasi, 2006).

A busca de novos ativos de origem vegetal também exibe outra
particularidade importante relacionada ao critério de selecdo de espécies vegetais
para a realizacdo dos estudos farmacoldgicos, toxicologicos e fitoquimicos. Dentre
estes, destaca-se a abordagem etnofarmacolégica, que considera 0S USOS
populares e tradicionais de espécies vegetais como produto de valor medicinal.
Além de representar grande parte das descobertas de novos farmacos, a
etnofarmacologia reveste-se de maior importancia como estratégia de selecéo de
espécies vegetais em paises como o Brasil, onde uma grande diversidade
biol6gica vegetal esta aliada a um amplo conhecimento popular e tradicional de
suas virtudes, especialmente nos mais variados grupos étnicos e populacionais
gue vivem no interior ou no entorno dos biomas brasileiros (Di Stasi, 2005). De
fato, o estudo de plantas medicinais como fonte de novos produtos para o
tratamento de problemas alérgicos tem sido realizado de forma intensa como uma
estratégia promissora para a obtencédo de novos compostos terapéuticos (Bierlory,
2004).

E importante constar ainda que a demanda de produtos de origem vegetal
no mercado € alta, mas o uso das espécies vegetais nativas € complexo visto a
falta de informacfes técnico-cientificas que permitem sua selecdo como matéria-
prima para a producgéao industrial (Elisabetsky, 1999).

Deve-se salientar que, além da enorme diversidade de espécies vegetais
do Cerrado e da Mata Atlantica, praticamente inexplorada pela ciéncia, existe uma
diversidade quimica incomensuravel nestas espeécies vegetais. Tais compostos
guimicos, oriundos do metabolismo secundario e que garantem a sobrevivéncia da
espécie em condicdes tdo inospitas e de intensa competicdo como a que ocorre
no Cerrado e na Mata Atlantica, podem, obviamente, representar uma série de
importantes principios ativos Uteis para o tratamento e cura de inUmeras doencgas

gue atingem a espécie humana (Di Stasi, 2005).



Com base em estudos etnofarmacologicos, foi elaborada uma lista de
espécies vegetais utilizadas popularmente para o tratamento e alivio de sintomas
de doencas na qual a histamina possui importante papel como mediador. Com
énfase nas plantas utilizadas contra bronquites, asma, coceiras, problemas
respiratorios e alergias, assim como em publicagfes referentes a cada uma das
espécies medicinais, as quatro espécies listadas na Tabela | foram selecionadas

como produtos prioritarios para a realizacao do presente estudo.

Tabela I. Lista de plantas medicinais referidas como Uteis em doencas alérgicas e
de hipersensibilidade.

Espécie Familia Nome Parte Referéncia
popular usada
Acanthospermum Asteraceae Carrapichinho  Caule, raiz  Maroni et al., 2006
australe (Loefl.) e semente  Mors et al., 2000
Kuntze Correa, 1926
Byrsonima Malpiguiaceae Douradinha Folha e Maroni et al., 2006
verbascifolia casca Rodrigues e Carvalho, 2001
Rich ex Juss Almeida et al., 1998
Cruz, 1965
Caesalpinia ferrea  Caesalpiniaceae Pau-ferro Folha Correa, 1926
L.* Di Stasi, 2002
Hymenea Fabaceae Jatoba Folha e Maroni et al., 2006
stigonocarpa Mart. casca Lorenzi e Matos, 2002
ex Hayne Rodrigues e Carvalho, 2001
Agra, 1982

*espécie ja com estudos em andamento e que possui importante atividade inibitéria da secrecao de

histamina

2. Espécies vegetais selecionadas

2.1. Acanthospermum australe (Loefl.) Kuntze

A familia Asteraceae é constituida de 25.000 espécies distribuidas em 1.100
géneros, constituindo assim a maior familia dentre as Angiospermas. No Brasil,
180 géneros sao relatados, sendo encontrados principalmente nas regides

tropicais montanhosas (Verdi et al., 2005).



Acanthospermum australe (Loefl.) Kuntze é integrante da familia Asteraceae,
também conhecida como “a familia das margaridas”. E nativa de regides tropicais
da América, mas encontrada em quase todas as partes do mundo, sendo
considerada cosmopolita (Heinrich et al., 2004).

Popularmente € conhecida como carrapichinho, carrapicho-rasteiro, mata-
pasto, mar6to, amor-de-negro, carrapicho-decarneiro, picdo-da-prata, cordao-de-
sapo, carrapicho-mitdo, chifrinho, pega-pega (Fig. 1). E considerada uma planta
daninha, crescendo principalmente em campos e cerrados com solo de textura
arenosa, em pastagens e terrenos baldios (Lorenzi, 2000; Lorenzi & Matos, 2002).

Por dispersar-se facilmente, protegem o solo contra erosdes (Lorenzi, 2000).

Figura 1: Acanthospermum australe. Detalhe das folhas e parte reprodutiva.

Fotografia: Leonardo Noboru Seito (2011)

Seu aspecto é variado. Em geral (aproximadamente 98%) apresenta-se na
forma herbacea anual, prostrada, de caules pubescentes e arroxeados, medindo
de 20 a 40 cm de comprimento. A caracteristica morfologica mais importante é a
estrutura floral que estd sempre reunida em inflorescéncias, chamadas capitulos.
Suas folhas podem ser simples, inteiras ou de margens irregularmente serreadas,
medindo de 1,5 a 3,5 cm de comprimento. Seus frutos sédo providos de projecdes
rigidas, reproduzindo-se através de sementes (Joly, 1998; Lorenzi, 2000; Lorenzi
& Matos, 2002).

Os ramos de A. australe sdo empregados na medicina tradicional brasileira,
na forma de chas por infusdo ou decoccdo, sendo utilizada como ténica,
diaforética, eupéptica, vermifuga, antidiarréica, antimalarica, aromatica,

antiblenorragica, febrifuga e antianémica. E também utilizada na forma de banho,
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no tratamento de dores lombares, renais ou nos membros, Ulceras, feridas e
micoses. O uso de A. australe por via oral também foi relatado no tratamento de
reumatismos e artrites, asma, bronquite, além do uso externo em inchacos e
hemorragias e como anti-inflamatoria (Shimizu et al., 1987; Araujo et al., 2008;
Sanchéz et al., 2009).

2.2. Byrsonima verbascifolia Rich ex Juss

A familia Malpighiaceae & composta por aproximadamente 800 espécies
distribuidas por 60 géneros, sendo que 50% destas espécies estdo concentradas
no Brasil. O género Byrsonima é composto por aproximadamente 150 espécies
distribuidas pelo México e América do Sul (Joly, 1998). A Byrsonima verbascifolia
Rich ex Juss, conhecida popularmente como douradinha ou murici, é integrante da
familia Malpighiaceae. No Brasil, € encontrada em regides de Cerrado e no
Nordeste brasileiro (Aguiar et al., 2005).

E uma planta arbdrea, com 2 a 3 metros de altura por 3 a 4 metros de
didametro de copa. Suas folhas sdo simples, inteiras, subsésseis, com estipulas.
Possui inflorescéncias axilares e terminais, em racemos densos, com muitas flores
de coloracdo amarela (Fig. 2) (Joly, 1998). Seus frutos sdo carnosos, com cerca
de 1,3 a 1,5 cm de didametro, globosos, amarelos, em cachos (Di Stasi et al.,
2006).

Figura 2: Byrsonima verbascifolia. Detalhe das folhas e parte reprodutiva.

Fonte: htpp://zoo.bio.ufpr.br/



No uso medicinal as folhas séo utilizadas como antiasmaticos, antifebris e no
tratamento de infec¢des cutaneas. O fruto, quando ingerido com agucar, constitui
um brando laxante. A casca é utilizada no combate a febre e como adstringente.
Além disso, sdo usadas popularmente em disfuncdes gastricas, picadas de cobra
e ainda como antidiarréicos (Figueiredo, 2005; Caceres et al., 1993; Amarquaye et
al., 1994).

Além do uso na medicina popular, destaca-se o emprego alimenticio. O
extrativismo de seus frutos contribui para a alimentacdo de populacdes locais,
bem como a geracdo de renda. Varias espécies pertencentes ao género
Byrsonima sdo intensamente consumidas na forma de sucos, licores, geléias e
doces (Alves & Franco, 2003). A espécie floresce no més de setembro a
novembro e produz de 100 a 500 frutos por planta (Silva et al., 1994).

2.3. Caesalpinia ferrea L.

A familia Caesalpiniaceae é uma subfamilia pertencente as Leguminosae. E
constituida por cerca de 160 géneros nos quais estdo distribuidos 18.000
espécies, incluindo arvores, arbustos, lianas e ervas (Di Stasi et al., 2002; Joly,
1998).

S&o arvores de grande porte que podem chegar a 15 metros de altura. Suas
folhas sé@o bipinadas com foliolos oblongos, ovalados ou obovais. Possuem flores
diclamideas, hermafroditas com corola de 4 pétalas subiguais e uma quinta
superior. A espécie € caracteristica da mata pluvial, sendo encontrada
amplamente na regido amazonica e Mata Atlantica (Di Stasi et al., 2002).

A espécie é denominada na regido amazo6nica como Juca, mais conhecida
em todo o Brasil como pau-ferro ou pau-ferro verdadeiro (Fig. 3), além dos nomes

indigenas ibira-obi, imiraita, muira-obi e muiré-ita (Lorenzi, 1998).
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Figura 3: Caesalpinia ferrea. Detalhe das folhas e parte reprodutiva.

Fonte: http://www.mobot.org/tours/

Varias sdo as utilizacdes medicinais dessa espécie na regido amazénica. O
decocto das folhas € indicado para problemas hepaticos. A infusdo das folhas e
frutos é util no tratamento de inflamacdes, enquanto a casca é usada como
antidisentérico. Na regido da mata, a infusédo das folhas da espécie é usada contra
problemas respiratorios, especialmente bronquites (Di stasi et al., 2002).

Estudos com extratos brutos de frutos e caules revelaram a presenca de
atividade antitlceras (Bacchi et al., 1994), anti-inflamatério (Carvalho et al., 1996),
e anti-histaminico (Di stasi et al., 2002). Seus frutos séo utilizados no tratamento
de diabetes (Ueda, 2001), e na prevencao de cancer (Nakamura et al., 2002).

As folhas desta espécie, na forma de decocto, sdo utilizadas contra
hemorréidas, enquanto que o uso interno desta decocgéo é util contra amebiase e
problemas hepéticos, além de ser usado como fortificante para crian¢cas. O sumo
das folhas é usado internamente para problemas cardiacos. A infusdo das folhas e
frutos é util para tratar inflamag¢des do figado e tuberculose, enquanto que a
decoccdo da casca € usada internamente como anti-disentérico (Sanguinetti,
1989).

Na regido da Mata Atlantica, a infusdo das folhas da espécie é usada para
problemas respiratorios, especialmente bronquites, além do uso comum contra
gripes, resfriados e tosses (Di Stasi et al., 2002).

Outros usos medicinais desta espécie séo referidos por varios autores tais
como o uso das raizes como febrifugas e antidiarreicas; do fruto com propriedades

antidiabéticas; da casca como desobstruente e da madeira como anticatarral e
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contra feridas. Estudos com extratos brutos dos frutos e caules de C. ferrea
revelaram a presenca de atividade antitlceras e de restricdo ao fluxo coronariano
por possivel acdo sobre a musculatura lisa dos vasos, com alteracbes
eletrocardiograficas secundérias. De C. ferrea foram ainda caracterizadas as
atividades cardiotdnica, antimicrobiano, analgésico e anti-inflamatério, anti-
histaminico e antialérgico, anticoagulante e hepatotoxico (Di Stasi et al.,2002;
Bacchi, 1994; Pinto, 2000; Carvalho et al., 1996).

2.4. Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne

A Hymenaea stigonocarpa (Fabaceae) (Fig. 4), também conhecida como
jatoba-do-cerrado, é uma espécie endémica e de ampla distribuicdo no bioma
Cerrado. E uma leguminosa arbérea pertencente a familia Caesalpiniaceae que
pode atingir de 3-10 m de altura e pode chegar a 50 cm de didmetro (Rizzini,
1971).

Figura 4: Hymenaea stigonocarpa. Detalhe das folhas e parte reprodutiva.
Fonte: Leonardo Noboru Seito (2010)

Sua arvore produz frutos que variam de 10-20 cm de comprimento por 4-6
cm de largura, apresentando polpa seca, adocicada, comestivel e de sabor e
cheiro caracteristicos. Suas folhas séo bifoliadas, assimétricas podendo variar de
acordo com a espécie dentro do mesmo género (Gibbs et al., 1999).
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A infusdo de suas folhas e cascas é usada contra bronquites, enquanto que
o0 xarope do caule é eficaz contra tosses. Seu fruto € amplamente utilizado na
culinaria regional. Sua polpa é consumida in natura e na forma de geléia, licor e
farinhas para bolo, pdes e mingaus. A exploragcdo econdmica do jatoba, por meio
do aproveitamento de seus frutos na elaboragcdo de produtos alimentares com
valor agregado, pode representar uma alternativa de significancia ecologica,

econdmica e social para a regiao dos cerrados (Navickis, 1987).

13






Considerando-se as informagOes apresentadas, o0 presente projeto teve
como objetivo realizar uma triagem preliminar in vitro de quatro espécies
medicinais da Mata Atlantica e do Cerrado como inibidoras da secrecdo de
histamina a partir de mastécitos, tendo em vista a selecdo das espécies mais
potentes para futuros estudos in vivo, assim como de fracionamento
biomonitorado voltado para a identificacdo dos constituintes ativos responsaveis
pela atividade detectada.
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1. Material Vegetal

1.1.Coleta do material vegetal

As plantas investigadas neste trabalho foram coletadas em areas do Cerrado
localizadas nos municipios de Botucatu-SP e Bauru-SP e em éareas de Mata
Atlantica, localizadas no municipio de Eldorado-SP. O material florido foi coletado
para a montagem de exsicatas e identificadas junto ao Herbério “Irina Delanova
Gemtchujnicov” de Botucatu e da UNESP de Bauru. O tabela abaixo apresenta os
dados de coleta das espécies.

Tabela Il: Espécies vegetais selecionadas

L L Numero de

Espécie Vegetal Local de coleta Herbario id entificaco
Acanthospermum  australe Botucatu UNBA 5.690
(Loefl.) Kuntze
Byrsonima verbascifolia Botucatu BOTU 24.163
Rich ex Juss
Caesalpinea ferrea L. Eldorado BOTU 22.283
Hymeneae stigonocarpa  Botucatu UNBA 5.691

Mart. ex Hayne

1.2.Obtencé&o dos extratos

O material vegetal foi desidratado em estufa com circulacdo e renovacao de
ar, a temperatura de 45 °C, durante 48 horas. Ap0s a completa desidratacdo, o
material foi pulverizado em moinhos de facas e armazenado ao abrigo de luz e
umidade.

Os pos resultantes (10 g) foram submetidos a extracdo por maceracao a frio
em metanol absoluto (100 ml), durante 48 horas, por trés vezes consecutivas. As
solugbes extrativas foram filtradas em papel de filtro, concentradas em

rotaevaporador (temperatura inferior a 40 °C) e levadas a secura completa em
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estufa de ar circulante (25 °C). Os extratos obtidos foram catalogados e
armazenados a 3°C para utilizacao posterior.

Para a realizacdo dos ensaios de liberacdo de histamina, os extratos foram
preparados nas concentracdes de 0,3; 1, 3, 10, 30 e 100 pg/ml em solugéo de
Tyrode e DMSO 3%. A solucao de Tyrode foi preparada conforme dados da tabela
.

Tabela Ill. Solu¢do Tyrode

Solucéo fisiolégica de  Tyrode fosfato *

8 g de NaCl

0,2 g de KCI

0,2 g CaCl,

0,2 g de MgCl,

0,05 g de NaH,PO,

1 g de NaHCO3;

1 g de glicose
(*) As substéncias acima sao adicionadas a 1 L de agua destilada
e carbogenizadas por aeracdo com mistura carbogénica (95%
oxigénio 5% de didxido de carbono) durante 10 minutos.

1.3. Animais

Foram utilizados ratos machos albinos Wistar, pesando entre 200 e 300 g. Os
animais foram obtidos no Biotério Central da UNESP — Botucatu e transferidos
para o Biotério do Departamento de Farmacologia do Instituto de Biociéncias.
Foram mantidos por 1 semana sob condi¢des controladas de temperatura (20 + 2
°C), ciclo de luminosidade de 12 h de claro e 12 h de escuro com livre acesso a

agua e alimentacdo até o momento da realizacdo do procedimento experimental.

1.4. Obtencgéao das suspensdes celulares contendo mastocitos

Para a obtencdo das suspensfes celulares contendo mastécitos os animais

foram mortos por seccdo dos grandes vasos e vértebras cervicais e a pele da
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regido abdominal até pouco acima do processo xiféide foi removida. Apds a
remocdo de toda a pele foram injetados 40 ml de solugcdo tyrode (Tabela III)
contendo heparina e uma lavagem direta da cavidade peritoneal foi feita. A
solucéo foi filtrada em gaze dupla e umedecida com tyrode. Para a recuperacao
das células, a solugdo foi centrifugada a 22°C, 268.8 g por 7 minutos e lavadas 2

vezes em 12 ml de tyrode.

1.5.Incubagdes das suspensodes celulares

O volume final de suspensao foi pré-incubado a 37 °C por 5 minutos, e
dividido em tubos de ensaio em aliqguotas de 0,5 ml para cada amostra
experimental. Em cada amostra foi adicionado um extrato, exceto em duas
amostras reservadas para a dosagem de liberacdo espontanea de histamina,
sendo que uma foi usada como controle e a outra foi utilizada para dosagem de
histamina total. As amostras foram incubadas por 10 minutos para a verificacdo do
efeito dos extratos sobre a liberacdo espontanea de histamina.

Apenas as espécies vegetais que nao produziram liberagcdo espontanea de
histamina na auséncia de compostos secretores, em uma segunda etapa, foram
desafiadas com compostos secretores (ionéforo A23187 e Composto 48/80),

conforme protocolo experimental descrito abaixo.

1.6.Solucbes estoques dos agentes secretores:

O iondforo A23187 foi diluido em DMSO e adicionado em agua destilada.
Aliquotas de 1ug/ml da substancia foram congeladas a -20° C para uso posterior.
O composto 48/80 foi diluido em agua destilada. Para futura utilizacéo,

aliquotas de 0,5ug/mL da substancia foram congeladas.
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Diluicbes apropriadas destes compostos foram feitas através da adicdo de 20pl
do composto secretor durante o processo de incubacdo celular de cada

experimento.

1.7.Desafio das células mastocitarias

Conforme descrito por Leung & Pearce (1984), ap6s pré-incubacdo da
suspensédo celular por 10 minutos contendo 20 yL dos extratos vegetais, foram
adicionados aos tubos de ensaio 20 ul dos agentes liberadores de secrecao de
mastocitos (ionéforo A23187 e composto 48/80). As amostras foram incubadas por
mais 10 minutos. Apos este periodo, foram adicionados 1 ml de tyrode a 4°C para
se bloquear a reacdo. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 4°C, 268.8¢g
durante 10 minutos e o sobrenadante foi separado do precipitado por decantacao.
Ao precipitado foi adicionado 1,5 ml de tyrode.

Por ultimo as amostras, precipitado e sobrenadante, receberam 50 puL de
acido perclorico 11.6 N (concentracdo final de 0,4 N) para precipitacdo das
proteinas e rompimento completo das células. A extracdo e dosagem automética
de histamina foi feita através de método fluorimétrico caracterizado por Shore et
al. (1959).

2. Extragcédo e dosagem automatica de histamina

Para a extracdo e dosagem automatica de histamina foi utilizado o método
fluorimétrico de Shore et al. (1959), realizado por meio de um sistema de fluxo
continuo modular automatico (Siraganian, 1974).

Esta técnica foi desenvolvida durante a década de 50 formando a base de

todos os sistemas de analises por fluxo continuo. Amostras e reagentes,
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segmentados por bolhas de ar, sdo aspirados mediante uma bomba continua e
precisa que distribue o volume exato de amostra assim como a mistura de
diferentes fluidos para a analise. As amostras passam por um sistema de tubos e
sdo conduzidas através de reagentes, controladas por condigcbes que causam
reacfes quimicas quantitativamente calculadas. O fluxo € direcionado através dos
tubos, modulo por moédulo. Cada unidade possui uma funcdo analitica diferente,
incluindo distribuicio de amostras e reagentes, purificacdo e filtrac&o,
aguecimento e incubacéo, deteccao e registro.

Resumidamente, as amostras contendo histamina foram submetidas a
extracao butandlica apos adicdo de NaOH 2 N saturado com NaCl, formando duas
fases: aquosa e organica. A fase aquosa foi desprezada e a fase organica se
adicionou NaOH 0.1 N saturado com NaCl para remover residuos organicos,
formando novamente uma fase organica e outra aquosa, esta Ultima novamente
desprezada. Foi adicionado HCl 0.1 N na fase organica para a extracido da
histamina. Apds este procedimento, a fase organica foi desprezada e a fase
aquosa acida contendo histamina foi utilizada nos procedimentos seguintes. Nesta
fase a histamina foi submetida a condensacdo com ortoftaldialdeido (OPT) em
solucdo fortemente alcalina (Fig. 11). Se obtém desta forma um produto
fluorescente, estabilizado por acidificacdo com HCI 3 N. A intensidade de
fluorescéncia foi registrada em papel na forma de picos, medidos para o calculo de

porcentagens de histamina liberada.

Figura 5: Condensacéo da histamina com o OPT.
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3. Apresentacao dos resultados

3.1.Calculo da liberacdo de histamina:
Os resultados foram apresentados na forma de porcentagem de histamina

liberada, conforme calculo descrito abaixo:

# Libsianin og Sbieracar ¥ 10
Histarr iz B

Sapnrerngdanis -+ Presiniis

3.2.Calculo da inibicdo de histamina

Em Complemento aos resultados, foi calculada a porcentagem de inibicdo de

histamina, visando maior clareza para observacao dos dados.

% Inibigdo de _ % Liberagcao x 100 _ (100)

Histamina % Liberacao induzida pelo

composto secretor
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4. Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos em termos de porcentagem de
histamina liberada, sob forma de média, acompanhada por seus respectivos erros
padréo (EPM).

As analises foram feitas utilizando-se andlise de variancia (ANOVA) seguida
de teste paramétrico de Dunnett. Foram consideradas como verdadeira as

diferencas de médias cuja probabilidade de erro foram menores que 5%.
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1. Acanthospermum australe (Loefl.) Kuntze

1.1. Caule

As concentracbes do extrato metandlico do caule da A. australe, foram
inicialmente testadas na auséncia de compostos secretores, com a finalidade de
observar a capacidade da espécie de interferir ou ndo na liberacao espontanea de
histamina. As células foram encubadas na temperatura de 37°C com
concentracdes de 0.3, 1, 3, 10, 30 e 100 pg/ml do extrato. O controle utilizado &
composto apenas pelas células, sem nenhum tratamento ou composto secretor.
Todas as concentragcdes do caule da A. australe induziram uma liberacao

espontanea de histamina semelhante ao controle (Figura 7).
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>
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Concentracdo do extrato do caule de A. oustrole {pg/ml)

Figura 6: Efeitos do extrato do caule da Acanthospermum australe nas concentra¢gbes 0.3; 1; 3;
10; 30; 100 pg/ml sobre a liberagdo esponténea de histamina a partir de mastécitos peritoneais de

ratos. Os dados sdo expressos em média £ EPM. C: controle (células sem tratamento).
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Apoés o tratamento das células com 20 pl do composto secretor (ionéforo

A23187) verificou-se que as concentracdes de 10, 30 e 100 pug/ml do extrato de

caule de A. autrale reduziram significativamente a liberacéo de histamina induzida
por iondforo A23187 (Figura 8), respectivamente em 71.35; 71.43 e 91.91%

(Tabela V).
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Figura 7: Efeitos do extrato do caule de Acanthospermum australe sobre a liberag@o de histamina

induzida por lonéforo A23187. Os dados séo expressos em média + EPM. (**p<0,01 em relacéo ao

grupo lon). C: controle (células sem tratamento).
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Apoés o tratamento das células com 20 pl do composto secretor (Composto
48/80) verificou-se que apenas as concentracdes de 10 e 30 pg/ml do extrato de
caule de A. australe foram capazes de reduzir significativamente a liberacéao
induzida pelo composto 48/80 (Figura 9), respectivamente em 69.6 e 82.7%
(Tabela V).
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Figura 8: Efeitos do extrato do caule de Acanthospermum australe sobre a liberagéo de histamina
induzida pelo composto 48/80. Os dados séo expressos em média + EPM. (**p<0,01 em relagdo ao

grupo 48/80). C: controle (células sem tratamento)
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Na Tabela 1V, pode-se ainda observar individualmente as porcentagens de
inibicdo da liberacéo de histamina produzidas pelo extrato de caule de A. australe

apos inducéo da liberacao pelos compostos ionéforo A23187 e composto 48/80.

Tabela 1V: Efeito inibitorio dos extratos do caule de A. australe sobre a liberac&o
de histamina induzida pelos compostos secretores:

lon6foro A23187 48/80

% inibicdo de % de inibicédo de

Concentracoes Histamina Histamina
(média £ EPM) (média £ EPM)

0,3 pg/ml 0.0+ 2.9 37.6+3.8

1 pg/ml 1.36 +1.6 43.6 +3.9

3 ug/ml 3.33+15 51.4+3.5

10 pg/ml 71.35+0.6 69.6 + 3.2

30 pg/ml 71.43+2.4 82.7+04

100 pg/ml 91.91+1 39.2+4.2
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1.2. Raiz

As concentracdes do extrato metandlico da raiz de A. australe, foram
inicialmente testadas na auséncia de compostos secretores, com a finalidade de
observar a capacidade da espécie de interferir ou ndo na liberacao espontanea de
histamina. As células foram encubadas na temperatura de 37° com concentracfes
de 0.3; 1; 3; 10; 30 e 100 pg/ml do extrato. O controle utilizado € composto apenas
pelas células, sem nenhum tratamento ou composto secretor. Todas as
concentracdes da raiz de A. australe induziram uma liberacdo espontanea de

histamina semelhantes ao controle (Figura 10).
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Figura 9: Efeitos do extrato da raiz de A. australe nas concentracdes 0.3; 1; 3; 10; 30; 100 pg/ml
sobre a liberag@o espontanea de histamina a partir de mastocitos peritoneais de ratos. Os dados

sdo expressos em média + EPM. C: controle (células sem tratamento).
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Apoés o tratamento das células com 20 pl do composto secretor (ionéforo

A23187) verificou-se que os extratos da raiz de A. autrale nas concentragdes

testadas (0,3; 1, 3,10, 30 e 100 pg/ml) ndo promoveram reducdo significativa

(Tabela V) sobre a liberacdo de histamina induzida por ionoforo A23187 (Figura

11).
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Figura 10: Efeitos do extrato da raiz de Acanthospermum australe sobre a liberagdo de histamina

induzida por lonéforo A23187. Os dados séo expressos em média + EPM. (**p<0,01 em relacéo ao

grupo lon). C: controle (células sem tratamento).
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Apoés o tratamento das células com 20 pl do composto secretor (Composto
48/80) verificou-se que as concentracoes de 0.3; 1, 3, 10, 30 e 100 pg/ml do
extrato da raiz de A. australe foram capazes de reduzir significativamente a
liberacdo induzida pelo composto 48/80 (Figura 12), respectivamente em 58.1;
54.3; 52.9; 65.2; 61.5 e 66.2% (Tabela V).
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Figura 11: Efeitos do extrato da raiz de Acanthospermum australe sobre a liberagdo de histamina
induzida pelo composto 48/80. Os dados séo expressos em média + EPM. (**p<0,01 em relacéo ao

grupo 48/80). C: controle (células sem tratamento).
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Na Tabela V, pode-se ainda observar individualmente as porcentagens de
inibicdo da liberacdo de histamina produzidas pelo extrato da raiz de A. australe

apos inducéo da liberacdo pelos compostos ionéforo A23187 e composto 48/80.

Tabela V: Efeito inibitorio dos extratos da raiz de Acanthospemum australe
sobre a liberacao de histamina induzida pelos compostos secretores:

lonoforo 48/80
% inibicdo de % inibicdo de
Concentracoes Histamina Histamina
(média £ EPM) (média £ EPM)
0,3 7461 58.1+6.5
1 1847 1.5 54.3+3
3 726 £4 529+2.3
10 5.69+2.6 65.2+8.4
30 28921 61.5+2.6
100 11.48+3 66.2+£2.8
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1.1. Semente

As concentragfes do extrato metandlico das sementes da A. australe, foram
inicialmente testadas na auséncia de compostos secretores, com a finalidade de
observar a capacidade da espécie de interferir ou ndo na liberacao espontanea de
histamina. As células foram encubadas na temperatura de 37° com concentracdes
de 0.3; 1; 3; 10; 30 e 100 pg/ml do extrato. O controle utilizado € composto apenas
pelas células, sem nenhum tratamento ou composto secretor. Todas as
concentracoes das sementes de A. australe induziram uma liberacdo espontanea

de histamina semelhante ao controle (Figura 13).
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Figura 12: Efeitos do extrato das sementes de Acanthospermum australe nas concentracdes 0.3;
1; 3; 10; 30; 100 pg/ml sobre a liberagdo espontdnea de histamina a partir de mastécitos
peritoneais de ratos. Os dados sdo expressos em meédia + EPM. C: controle (células sem

tratamento).

33



Apoés o tratamento das células com 20 pl do composto secretor (ionéforo

A23187) verificou-se que as concentragcbes de 0.3; 1, 3, 10, 30 e 100 pg/ml do

extrato das sementes de A. autrale reduziram significativamente a liberacdo de

histamina induzida por ionéforo A23187 (Figura 14), respectivamente em 50.18;
46.20; 38.52; 68.39; 63.62 e 29.14% (Tabela VI).
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Figura 13: Efeitos do extrato das sementes de A. australe sobre a liberagéo de histamina induzida

por lonéforo A23187. Os dados sdo expressos em média + EPM. (**p<0,01 em relagdo ao grupo

lon). C: controle (células sem tratamento).



Apoés o tratamento das células com 20 pl do composto secretor (Composto

48/80) verificou-se que as concentracdes de 1, 3, 10 e 30 pg/ml do extrato das

sementes de A. australe foram capazes de reduzir significativamente a liberacao

induzida pelo composto 48/80 (Figura 15), respectivamente em 40; 50.64; 55.10 e
47.14% (Tabela VI).
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Figura 14: Efeitos do extrato das sementes de Acanthospermum australe sobre a liberacao de

histamina induzida pelo composto 48/80. Os dados sdo expressos em média + EPM. (**p<0,01 em

relagéo ao grupo 48/80). C: controle (células sem tratamento).

35



Na Tabela VI, pode-se ainda observar individualmente as porcentagens de
inibicdo da liberacdo de histamina produzidas pelo extrato das sementes de A.
australe apos inducéo da liberacdo pelos compostos ionoforo A23187 e composto

48/80.

Tabela VI: Efeito inibitorio dos extratos da semente de Acanthospemum
australe sobre a liberacédo de histamina induzida pelos compostos secretores:

lono6foro 48/80
% inibicdo de % inibicdo de
Concentracoes Histamina Histamina
(média £ EPM) (média £ EPM)
0,3 50.18 0.4 32.01+0.6
1 46.20 £ 1 40.00 £ 1.3
3 3852+1 50.64 £ 1.9
10 68.39 £ 2.5 55.10 £4.7
30 63.62 £ 0.2 47.14+7.9
100 29.14 +3.1 0+3.9

36



2.Byrsonima Verbascifolia Rich ex Juss

2.1.Caule

As concentracbes do extrato metandlico do caule de Byrsonima
verbascifolia, foram inicialmente testadas na auséncia de compostos secretores,
com a finalidade de observar a capacidade da espécie de interferir ou ndo na
liberacdo espontanea de histamina. As células foram encubadas na temperatura
de 37 °C com concentragfes de 0.3; 1; 3; 10; 30 e 100 pg/ml do extrato. O
controle utilizado é composto apenas pelas células, sem nenhum tratamento ou
composto secretor. Todas as concentracdes do caule de B. verbascifolia induziram

uma liberagéo esponténea de histamina semelhante ao controle (Figura 16).
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Figura 15: Efeitos do extrato do caule de B. verbascifolia has concentra¢des 0.3; 1; 3; 10; 30; 100

pg/ml sobre a liberacdo esponténea de histamina a partir de mastdcitos peritoneais de ratos. Os

dados sdo expressos em média = EPM. C: controle (células sem tratamento).
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Apoés o tratamento das células com 20 pl do composto secretor (ionéforo
A23187) verificou-se que as concentragcbes de 0.3; 1, 3, 10, 30 e 100 pg/ml do
extrato do caule de B. verbascifolia reduziram significativamente a liberacdo de
histamina induzida por ionéforo A23187 (Figura 17), respectivamente em 42.50;
31.58; 28.33; 29.96; 23.81 e 31.29% (Tabela VII).
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Figura 16: Efeitos do extrato do caule de B. verbascifolia sobre a liberacdo de histamina induzida

por lonéforo A23187. Os dados sdo expressos em média + EPM. (**p<0,01 em relagdo ao grupo

lon). C: controle (células sem tratamento).
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Apoés o tratamento das células com 20 pl do composto secretor (Composto
48/80) verificou-se que as concentracoes de 0.3; 1, 3, 10, 30 e 100 pg/ml do
extrato do caule de B. verbascifolia foram capazes de reduzir significativamente a
liberacdo induzida pelo composto 48/80 (Figura 18), respectivamente em 72.4;
72.8; 74.48; 86.0; 90.12 e 88.8% (Tabela VII).
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Figura 17: Efeitos do extrato do caule de B. verbascifolia sobre a liberagédo de histamina induzida
pelo composto 48/80. Os dados sédo expressos em média + EPM. (**p<0,01 em relagdo ao grupo

48/80). C: controle (células sem tratamento).
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Na Tabela VII, pode-se ainda observar individualmente as porcentagens de

inibicdo da liberagdo de histamina produzidas pelo extrato do caule de

B.verbascifolia apds inducdo da liberacdo pelos compostos ion6foro A23187 e

composto 48/80.

Tabela VII: Efeito inibitério dos extratos do caule de B. verbascifolia sobre a
liberacdo de histamina induzida pelos compostos secretores:

lon6foro

48/80

Concentracoes

0,3
1
3

10

30

100

% inibicdo de

Histamina

(média £ EPM)

42.50+1.8
31.58 +0.9
28.33+0.6
296 +2
23.81+1.2
31.29+0.3

% de inibicdo de

Histamina

(média £ EPM)

724 +1
728 +1.3
74.48 £0.2
86.0 +0.6
90.12 +£0.7
88.8+0.4
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2.2.Folhas

As concentracdes do extrato metandlico das folhas de Byrsonima
verbascifolia, foram inicialmente testadas na auséncia de compostos secretores,
com a finalidade de observar a capacidade da espécie de interferir ou ndo na
liberacdo espontanea de histamina. As células foram encubadas na temperatura
de 37° com concentragOes de 0.3; 1; 3; 10; 30 e 100 pg/ml do extrato. O controle
utilizado € composto apenas pelas células, sem nenhum tratamento ou composto
secretor. Todas as concentracdes das folhas de B. verbascifolia induziram uma

liberacdo espontanea de histamina semelhante ao controle (Figura 19).
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Figura 18: Efeitos do extrato das folhas de B. verbascifolia nas concentragfes 0.3; 1; 3; 10; 30;
100 pg/ml sobre a liberagdo espontanea de histamina a partir de mastocitos peritoneais de ratos.

Os dados séo expressos em média £ EPM. C: controle (células sem tratamento).
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Apoés o tratamento das células com 20 pl do composto secretor (ionéforo
A23187) verificou-se que apenas as concentracdes de 30 e 100 pg/ml do extrato
das folhas de B. verbascifolia reduziram significativamente a liberacdo de
histamina induzida por ionoforo A23187 (Figura 20), respectivamente em 54.34 e
90.38% (Tabela VIII).
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Figura 19: Efeitos do extrato das folhas de Byrsonima verbascifolia sobre a liberacdo de histamina
induzida por lonéforo A23187. Os dados séo expressos em média + EPM. (**p<0,01 em relagdo ao

grupo lon). C: controle (células sem tratamento).
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Apoés o tratamento das células com 20 pl do composto secretor (Composto

48/80) verificou-se que as concentracoes de 0,3; 1, 3, 10, 30 e 100 pg/ml do

extrato das folhas de B. verbascifolia foram capazes de reduzir significativamente

a liberacdo induzida pelo composto 48/80 (Figura 21), respectivamente em 39.1;

45.8; 82; 86; 93.2 e 100% (Tabela VIII).

50.00
45.00 - T
40.00 - 1
35.00 1

30.00 4 =

de histamina

H

25.00 A
20.00 -
15.00 -

icio

% de inib

10.00 A &

500 - ’—I—‘

0.00 T T T
C 48/80 0.3

1

*k -
X
T T T i T
3 10 30 1

00

Concentracdo do extrato das folhas de B. verbascifolio (pgfml) desafiadas com composto

48/80

Figura 20: Efeitos do extrato das folhas de B. verbascifolia sobre a libera¢do de histamina induzida

pelo composto 48/80. Os dados sdo expressos em média + EPM. (**p<0,01 em relacdo ao grupo

48/80). C: controle (células sem tratamento).



Na Tabela VIII, pode-se ainda observar individualmente as porcentagens de
inibicdo da liberacdo de histamina produzidas pelo extrato das folhas da
B.verbascifolia apds inducdo da liberacdo pelos compostos ion6foro A23187 e

composto 48/80.

Tabela VIII: Efeito inibitorio dos extratos das folhas da Byrsonima verbascifolia
sobre a liberacao de histamina induzida pelos compostos secretores:

lonoforo 48/80
% inibicdo de % de inibicdo de
Concentracoes Histamina Histamina
(média £ EPM) (média £ EPM)
0,3 0x+1.8 39.1+1
1 18.47 £0.9 45.8+1.3
3 20.78 £ 0.6 82+0.2
10 24 +2 86 £ 0.6
30 54.34 +1.2 93.2+0.7
100 90.38 £0.3 100+0.4




3. Caesalpinia ferrea L.
3.1. Folhas

As concentracdes do extrato metandlico das folhas de C. ferrea, foram
inicialmente testadas na auséncia de compostos secretores, com a finalidade de
observar a capacidade da espécie de interferir ou ndo na liberacdo espontanea de
histamina. As células foram encubadas na temperatura de 37° com concentracées
de 0.3; 1; 3; 10; 30 e 100 pg/ml do extrato. O controle utilizado é composto apenas
pelas células, sem nenhum tratamento ou composto secretor. Todas as
concentracdes das folhas de C. ferrea induziram uma liberagcdo espontanea de

histamina semelhante ao controle (Figura 22).
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Figura 21: Efeitos do extrato do caule de C. ferrea nas concentrac¢des 0.3; 1; 3; 10; 30; 100 pg/ml
sobre a liberacdo esponténea de histamina a partir de mastdcitos peritoneais de ratos. Os dados

sdo expressos em média + EPM. C: controle (células sem tratamento).



Apoés o tratamento das células com 20 pl do composto secretor (ionéforo
A23187) verificou-se as concentracdes de 0,3; 1, 3, 10, 30 e 100 pg/ml do extrato
das folhas de C. ferrea reduziram significativamente a liberacdo de histamina
induzida por iondforo A23187 (Figura 23), respectivamente em 16.59; 39.10;
85.78; 90.27; 90.70 e 92.77% (Tabela IX).
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Figura 22: Efeitos do extrato das folhas de C. ferrea sobre a liberagdo de histamina induzida por
ionoforo A23187. Os dados sdo expressos em meédia £ EPM. (**p<0,01 em relagdo ao grupo lon).

C: controle (células sem tratamento).
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Apoés o tratamento das células com 20 pl do composto secretor (Composto
48/80) verificou-se que as concentragdes de 1, 3, 10, 30 e 100 pg/ml do extrato
das folhas de C. ferrea foram capazes de reduzir significativamente a liberacéo
induzida pelo composto 48/80 (Figura 24), respectivamente em 26.09; 32.42;
70.92; 90.59 e 92.67% (Tabela IX).
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Figura 23: Efeitos do extrato das folhas de Caesalpinia ferrea sobre a liberagdo de histamina
induzida pelo composto 48/80. Os dados séo expressos em média + EPM. (**p<0,01 em relagdo ao

grupo 48/80). C: controle (células sem tratamento).
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Na Tabela IX, pode-se ainda observar individualmente as porcentagens de
inibicdo da liberagdo de histamina produzidas pelo extrato das folhas de C. ferrea

apos inducéo da liberacao pelos compostos ionéforo A23187 e composto 48/80.

Tabela IX: Efeito inibitorio dos extratos das folhas da Caesalpinia ferrea sobre
a liberacao de histamina induzida pelos compostos secretores:

lonoforo 48/80

% inibic&do % de inibicédo de

Concentracoes de Histamina Histamina
(média £ EPM) (média £ EPM)

0,3 16.59 +3.1 0.32+0.5

1 39.10 £5.2 26.09+£1.3

3 85.78 £1.3 32.42+£3.9

10 90.27 £0.4 70.92+£3.1

30 90.70+£0.3 90.59+£0.3

100 92.77 £0.3 92.67 £ 0.3



4. Hymeneae stigonocarpa Mart. ex Hayne

4.1. Caule

As concentracdes do extrato metandlico do caule de Hymeneae
stigonocarpa, foram inicialmente testadas na auséncia de compostos secretores,
com a finalidade de observar a capacidade da espécie de interferir ou ndo na
liberacdo espontanea de histamina. As células foram encubadas na temperatura
de 37° com concentragfes de 0.3; 1; 3; 10; 30 e 100 pg/ml do extrato. O controle
utilizado é composto apenas pelas células, sem nenhum tratamento ou composto
secretor. Todas as concentragbes do caule de H. stigonocarpa induziram uma

liberacdo espontanea de histamina semelhante ao controle (Figura 25).
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Figura 24: Efeitos do extrato do caule de H. stigonocarpa nas concentragdes 0.3; 1; 3; 10; 30; 100

pg/ml sobre a liberacdo espontanea de histamina a partir de mastécitos peritoneais de ratos. Os

dados sao expressos em média + EPM. C: controle (células sem tratamento).
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Apoés o tratamento das células com 20 pl do composto secretor (ionéforo
A23187) verificou-se as concentracdes de 0.3, 1, 10, 30 e 100 pg/ml do extrato do
caule de H. stigonocarpa reduziram significativamente a liberagcdo de histamina
induzida por ionoforo A23187 (Figura 26), respectivamente em 34.90; 24; 28.26;
72.47 e 96.45% (Tabela X).
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Figura 25: Efeitos do extrato do caule de H. sticonocarpa sobre a liberagdo de histamina induzida
por iondforo A23187. Os dados s&o expressos em média + EPM. (**p<0,01 em relagdo ao grupo

lon). C: controle (células sem tratamento).
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Apoés o tratamento das células com 20 pl do composto secretor (Composto
48/80) verificou-se que as concentracoes de 0,3; 1, 3, 10, 30 e 100 pg/ml do
extrato do caule de H. stigonocarpa foram capazes de reduzir significativamente a
liberacdo induzida pelo composto 48/80 (Figura 27), respectivamente em 79,20;
81,68; 83,64; 100, 100 e 100% (Tabela X).
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Figura 26: Efeitos do extrato do caule da H. stigonocarpa sobre a liberagéo de histamina induzida
pelo composto 48/80. Os dados sédo expressos em média + EPM. (**p<0,01 em relagdo ao grupo

48/80). C: controle (células sem tratamento).
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Na Tabela X, pode-se ainda observar individualmente as porcentagens de
inibicdo da liberacdo de histamina produzidas pelo extrato do caule de H.

stigonocarpa apoés inducdo da liberacdo pelos compostos iondforo A23187 e

composto 48/80.

Tabela X: Efeito inibitério dos extratos do caule da Hymeneae stigonocarpa

sobre a liberagéo de histamina induzida pelos compostos secretores:
lono6foro 48/80
Concentracoes % inibicdo de Histamina % de inibicédo de
Histamina
0,3 34.98 +£10.5 79.20+£4.2
1 24.11 +4.7 81.68+1.4
3 16.76 £ 3.5 83.64+14
10 28.26 15.4 100 +1.3
30 72.47 £11.3 100 £ 0.5
96.45+0.8 100+£1.0
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4.2. Folha

As concentracdes do extrato metandlico das folhas de H. stigonocarpa,
foram inicialmente testadas na auséncia de compostos secretores, com a
finalidade de observar a capacidade da espécie de interferir ou n&o na liberacéo
espontanea de histamina. As células foram encubadas na temperatura de 37°C
com concentragfes de 0.3; 1; 3; 10; 30 e 100 pg/ml do extrato. O controle utilizado
€ composto apenas pelas células, sem nenhum tratamento ou composto secretor.
Todas as concentragcfes das folhas de H. stigonocarpa induziram uma liberagao

espontanea de histamina semelhante ao controle (Figura 28).
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Figura 27: Efeitos do extrato das folhas de H. stigonocarpa nas concentragdes 0.3; 1; 3; 10; 30;
100 pg/ml sobre a liberagdo espontanea de histamina a partir de mastocitos peritoneais de ratos.

Os dados sao expressos em média £ EPM. C: controle (células sem tratamento).
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Apoés o tratamento das células com 20 pl do composto secretor (ionéforo

A23187) verificou-se as concentracdes de 0.3; 1, 3, 10, 30 e 100 pg/ml do extrato

das folhas de H. stigonocarpa reduziram significativamente a liberacdo de

histamina induzida por ionéforo A23187 (Figura 29), respectivamente em 25.59;
32.38; 25.33; 33.23; 59.49 e 97.40% (Tabela Xl).
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Apoés o tratamento das células com 20 pl do composto secretor (Composto
48/80) verificou-se que as concentracoes de 0.3; 1, 3, 10, 30 e 100 pg/ml do
extrato das folhas de H. stigonocarpa foram capazes de reduzir significativamente
a liberacéo induzida pelo composto 48/80 (Figura 30), respectivamente em 49.92;
68.39; 65.67; 96.94; 100 e 100% (Tabela XI).
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Figura 29: Efeitos do extrato das folhas de Hymeneae stigonocarpa sobre a liberagédo de histamina
induzida pelo composto 48/80. Os dados séo expressos em média + EPM. (**p<0,01 em relacéo ao

grupo 48/80). C: controle (células sem tratamento).
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Na Tabela XI, pode-se ainda observar individualmente as porcentagens de
inibicdo da liberacdo de histamina produzidas pelo extrato das folhas de H.

stigonocarpa apoés inducdo da liberacdo pelos compostos iondforo A23187 e

composto 48/80.

Tabela XI: Efeito inibitério dos extratos das folhas da Hymeneae stigonocarpa
sobre a liberacao de histamina induzida pelos compostos secretores:

lonoforo 48/80
Concentragoes % inibicdo de Histamina % de inibicédo de
Histamina
0,3 25.59 £10.5 49,92 +4.2
1 32.38 £ 0.7 68.39+14
3 25.33+1.7 65.67 1.4
10 33.23+t5.4 96.94 +1.3
30 59.49 +£10.3 100 £ 0.5
100 97.40+0.8 100 +0.08
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As espécies vegetais estudadas foram selecionadas com base em dados
etnofarmacoldgicos e seus efeitos estudados em modelos experimentais in vitro,
0S quais permitem a determinacdo de uma atividade biologica diretamente na
célula alvo, neste caso os mastaécitos retirados da cavidade peritoneal de ratos. De
acordo com a tradicdo de uso de plantas medicinais na forma de infusdes,
decoccbes e outros macerados vegetais de distinta origem e produgéo, a via de
administracdo invariavelmente € a oral, de modo que um extrato ativo por esta via
justificaria 0 uso popular e tradicional, enquanto que a auséncia de efeitos poderia
ser interpretada ou pela auséncia de substancia ativa nos extratos ou néo
absorcéo pelo trato gastrointestinal. No entanto, mesmo considerando a limitagédo
dos ensaios in vitro para efetivamente se justificar o uso popular, tais modelos
experimentais permitem a andlise de um grande numero de amostras em
pequenas concentracdes, portanto de facil obtencdo e estudo, sendo util no
processo de triagem de plantas com finalidade de selecdo das mais ativas para
estudos mais detalhados. Neste sentido, o presente estudo tem sua relevancia
principal em realizar uma triagem preliminar de produtos de origem vegetal com a
finalidade de identificar potenciais espécies vegetais a serem estudadas em
modelos in vivo, assim como em estudos de prospeccdo dos constituintes
quimicos responsaveis por esta atividade, como foi proposto por Di Stasi et al.,
1999.

Desta forma, quatro diferentes espécies medicinais de amplo uso popular e
tradicional foram selecionadas para esta triagem, que envolveu a andlise de 8
diferentes extratos obtidos de distintas partes das plantas selecionadas. Os 8
extratos vegetais foram estudados em duas diferentes abordagens metodologicas,
a primeira verificando-se a influéncia de cada extrato sobre a liberacdo
espontanea de histamina a partir de mastocitos e a segunda, verificando-se a
capacidade destes extratos de reduzirem a liberacdo de histamina, apds os
mastocitos serem estimulados com dois diferentes agentes secretagogos, 0O
ion6foro A23187 e o composto 48/80, que liberam a histamina dos mastdcitos por
diferentes mecanismos, de forma nao citotoxica, mas interferindo com a

mobilizacdo de Ca®* (Gomes et al., 1994).
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As espécies testadas séo utilizadas na medicina tradicional brasileira para o
tratamento de diferentes processos alérgicos como afecgBes cutdaneas e asma
(Lorenzi e Matos, 2002; Di Stasi et al., 2002). Estudos realizados com estas
espécies demonstraram que elas apresentam diversas atividades farmacoldgicas
associadas a processos alérgicos (Carvalho et al., 1996; Shimizu et al., 1987,
Ueda et al., 2001; Mirandola et al., 2002).

A descricdo do composto A23187 como um ionéforo deriva da sua habilidade
de carrear o calcio através das barreiras lipidicas. Assim como outros ionéforos, o
A23187 é um &cido carboxilico lipossolivel que se complexa ao calcio, se
difundindo através da membrana e liberando-o no interior das células,
transportando-os assim do meio extracelular para o meio intracelular (Pressman,
1982; Peter et al., 1972; Lawrence, 1975). Este aumento de calcio ativa a proteina
guinase C e induz a fosforilagéo de cadeias de miosina presentes no citoesqueleto
de mastdcitos, facilitando o processo de exocitose (Ludowyke, 1996). Este
composto promove aumento de calcio em suspensfes de ceélulas peritoneais,
incluindo células mastocitarias, sendo esse mecanismo associado a acao
estimulante dos ionéforos na liberacao de histamina (Foreman et al., 1973).

O ion6foro A23187 é extremamente seletivo para célcio (Ca**), sendo
rotineiramente utilizado no aumento deste ion no interior de células intactas.
Devido ao processo de liberacdo de histamina ser célcio dependente, o uso deste
composto sobre células mastocitarias e basofilos € muito comum (Martina, 1994;
Wang, 1994; Mongar, 1962).

Quanto ao composto 48/80, estudos demonstram que sua acado ocorre
diretamente na membrana de mastocitos ligando-se a receptores associados a
proteina G, os quais ativam a fosfolipase D, com consequente aumento da
atividade da proteina quinase C e do fluxo de calcio intracelular, ocorrendo a
ativacdo dos mastocitos (Wang et al.,, 1994, Palomaki & Laitinen, 2006). As
mudancas iniciais promovidas pelo composto 48/80 ocorrem na superficie da
célula e sdo compostas por duas fases, uma que se caracteriza pelo rapido
aumento do célcio intracelular e outra caracterizada por uma continua liberacéo do

célcio intracelular (Gillespie et al., 1968; Thon & Uvnas, 1967).
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O composto 48/80 é um produto da condensacao da p-metoxifenetil metilamina
com formaldeido, sendo encontrados em uma mistura de dimeros e trimeros
(Palomaki & Laitinen, 2006; Paton, 1951). E um potente agente indutor capaz de
liberar seletivamente a histamina dos mastocitos por um processo de
desgranulacdo exocitética, primariamente de células mastocitarias, com a
subsequente deplecdo de histamina tecidual (Paton, 1951; Bronner et al., 1987,
Niemegeers, 1978; Lagunoff, 1983). Outros estudos mostram que ocorre geracao
endogena de &cido lisofosfatidico, o qual também esta envolvido com a liberagc&o
de histamina a partir dos mastocitos (Hashimoto et al., 2005).

Com base nos resultados obtidos, pode-se verificar que a selecdo com base
em dados populares ou etnofarmacoldgicos foi extremamente eficiente, visto que
todos os extratos obtidos a partir das 4 diferentes espécies vegetais foram
capazes de inibir a liberagdo de histamina em condigbes experimentais onde esta
liberacéo foi estimulada por agentes secretagogos. Estes dados mostram que as 4
plantas medicinais utilizadas popularmente para o tratamento e prevencdo de
diferentes doencas, na qual a histamina é mediador chave, é respaldado pela
capacidade destes extratos inibirem a secrecdo de histamina a partir de
mastocitos estimulados. Por outro lado, é importante referir que todos estes
extratos foram inativos em reduzir ou aumentar a liberagdo de histamina em
condi¢cbes normais, ou seja, sem a prévia estimulacédo por agentes secretores. O
fato destas espécies vegetais ndo reduzirem a liberagdo de histamina nestas
condicOes sugere que estas plantas medicinais sdo capazes de atuar apenas apos
a ocorréncia de uma condi¢éo patologica onde a histamina é mediadora, como é o
caso das doencas alérgicas e de hipersensibilidade. Por outro lado, a ineficiéncia
destes extratos vegetais em aumentar a liberacdo de histamina em condi¢des
normais é um importante indicativo de que estas plantas ndo produzirem efeitos
de irritagdo, hipersensibilidade ou desenvolvimento de processos alérgicos e
inflamatorios mediados pela histamina.

A analise dos resultados, obtidos com os diferentes extratos vegetais sobre a
liberacdo de histamina induzida por ambos agentes secretagogos, permite

identificar que os extratos de folhas e caules de Hymeneae stigonocarpa, folhas
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de Caesalpinia ferrea e de Byrsonima verbascifolia sdo aqueles que produziram os
melhores efeitos inibitorios sobre a liberacdo induzida de histamina. Com efeitos
inferiores a estes, destacam-se aqueles produzidos pelos extratos de caule de
Byrsonima verbascifolia e com efeitos inibitorios mais discretos os extratos de
caule, raiz e sementes de Acanthospermum australe.

Os resultados obtidos neste estudo permitem identificar que os caules e
folhas da espécie H. stigonocarpa € uma fonte potencial de produtos inibidores da
secrecao de histamina, visto que ambos inibiram, na concentracdo de 100 pg/ml,
completamente a liberagdo de histamina induzida pelo composto 48/80 e
respectivamente em 96.45 e 97.80 % a liberagdo induzida por ionéforo A23187.
Deve-se destacar que o extrato de folhas desta espécie produziu inibicdo maxima
da liberacdo de histamina induzida pelo composto 48/80 na concentracdo de
30ug/ml e que esta inibicdo € concentracdo dependente. Por outro lado, o extrato
de caule também inibiu de forma concentracdo dependente a liberacdo de
histamina induzida pelo composto 48/80, apresentando na menor concentracao
testada uma inibicdo de 79.80%. Estudos demonstram que as folhas desta
espécie possuem em sua constituicdo uma série de compostos secundarios, tais
como sesquiterpenos, terpenos, flavondides e esterdis (Langenheim et al., 1983 e
1982; Doménech-Carbo et al., 2009; Santana et al., 2010). Todas estas classes de
compostos secundarios possuem inumeras atividades biologicas, no entanto, a
identificacdo dos constituintes responsaveis pela atividade biolégica detectada
requer estudos de fracionamento biomonitorado.

O extrato de folhas de C. ferrea também apresentou um comportamento
concentracdo dependente na inibicdo da liberacdo de histamina induzida tanto
pelo iondforo A23187 como pelo composto 48/80. Nossos resultados sdo similares
aos de Pinto, (2000) que confirmou a atividade inibidora desta espécie sobre a
secrecao de mastécitos de pulméo e intestino de cobaia.

Estudos fitoquimicos realizados com esta espécie por Santos & Sant’Ana
(1985, apud Di Stasi, 2002) confirmaram a presenca de &cidos palmitico, gélico,

elagico e octacosandico. Os triterpenos lupeol, o—amirina e a presenca de 3

flavonoides C-glicosilados, isoorientina, orientina e vitexina, foram detectadas por
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Coelho (2004). E importante constar que o acido galico tem sido descrito como um
produto capaz de inibir a secre¢édo de histamina (Kim et al., 2006). Os triterpenos
isolados de C. ferrea sdo os mais comuns encontrados em plantas superiores e
dentre as atividades biologicas atribuidas aos triterpenos isolados desta espécie
pode-se citar a atividade antiinflamatéria do lupeol e da a—amirina (Geetha &
Varalashmi, 2001).

Estudos feitos com diferentes extratos de C. ferrea revelaram a presenca de
atividades antitlcera (Bacchi et al., 1994), analgésica e anti-inflamatoria (Carvalho
et al., 1996) anti-histaminica, antimicrobiana (Sampaio et al., 2009) e antialérgica
(Rossi-Ferreira, 1995 apud Di Stasi, 2002; Pinto, 2000). Recentemente sua
atividade antitumoral também foi constatada por Nakamura et al. (2002).

Os resultados de B. verbascifolia obtidos neste estudo demonstraram que o
extrato metanolico do caule e folhas apresenta importante atividade nas
concentracdes de 30 e 100 pg/ml quando desafiados com composto 48/80
promovendo inibigéo respectivamente de 90.12; 88.80 no extrato de caule e 93.2 e
100 % no extrato de folhas. Quando desafiados com o ion6foro A23187 o extrato
das folhas promoveu inibicdo de 90.38% na concentracdo de 100 ug/ml. Estes
resultados demonstram que a B. verbascifolia apresenta-se também como uma
fonte potencial de constituintes quimicos para o tratamento de afeccdes alérgicas.

Até o momento, poucas espeécies do género Byrsonima foram estudadas
guimicamente. Foram isolados do tronco e folhas de B. verbascifolia, flavondides,
triterpenos e esterois (Gottlieb et al., 1975; Dosseh et al., 1980) assim como fendis
e taninos (Castro, 2005). Dosseh et al., (1980) também confirmou a presenca de
guercetina e isoquercetina nas folhas e caule desta espécie.

Os flavondides apresentam diversas funcbes biolégicas tanto para os
organismos vegetais como animais. Inumeros trabalhos relatam atividades
antimicrobiana, antiviral, antineoplasica, anti-inflamatoria, hepatoprotetora, anti-
hipertensiva e hipoglicemiantes, além da capacidade de alguns destes compostos
apresentarem atividade inibitoria sobre a liberacdo de histamina de mastocitos
(Duraisamy et al., 2005; Cho et al., 2010; Kimata et al., 2000; Di Carlo et al., 1999;
Harbone & Williams, 2000).
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A presenca de quercetina no extrato metanolico da B. verbascifolia (Carvalho
et al.,, 1996; Coelho, 2004) sugere que a atividade inibitéria das secrecdo de
histamina verificada neste estudo possa estar associada a presenca deste
flavondide (Fewtrell & Gomperts, 1977; Kimata et al., 2000).

Os extratos da semente, caule e raizes da A. australe demonstraram que a
A. australe semelhante a A. hispidum (Brandao et al., 1988) possui acao inibitoria
sobre a secrecdo de histamina promovidos pelo ion6foro A23187 e também pelo
composto 48/80.

Estudos fitoquimicos realizados com esta espécie confirmaram a presenca
de diterpenos e sesquiterpenolactonas (Bohlmann et al.,, 1981; Herz &
Kalyanaraman, 1975), monoterpenos e alcaldides (Bohlmann et al., 1981), além
de flavondides (Shimizu et al., 1987), como a peduletina, crisosplenol D, axillarina,
rutina, quercetina, trifolina e hiperina (Debenedetti et al., 1987). Alguns flavondides
que ocorrem naturalmente em plantas, como a rutina e quercetina, apresentam
atividade inibitoria sobre a liberacdo de histamina dos mastécitos da cavidade
peritoneal de ratos, sendo caracterizada pela diminuicao do influxo de calcio e de
algumas quinases reguladas por sinais extracelulares, sendo esta Ultima
relacionada com a liberacdo de leucotrienos e prostaglandinas (Duraisamy et al.,
2005; Cho et al., 2010; Kimata et al., 2000; Di Carlo et al., 1999).
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A andlise dos resultados nos permite concluir que os extratos metanolicos da
A. australe, C. ferrea, B. verbascifolia e H. stigonocarpa apresentam atividade
inibitoria sobre a liberagcéo induzida de histamina a partir de mastécitos. Dentre as
guatro espécies, H stigonocarpa e C. ferrea destacam-se por produzirem inibicdo
méaxima da liberacdo de histamina induzida, caracterizando-se como importante
fonte de constituintes quimicos com potencial uso no tratamento de doencas na

qual a histamina € mediador chave.
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