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Bioprospeccdo do hemiterpendide prenol: contribuicdo cientifico-tecnologica e
perspectivas para o desenvolvimento de um medicamento. ALEXANDRE XAVIER DE
LIRA DA SILVA. Orientador: Maria das Gracas Freire de Medeiros. Dissertacdo de
Mestrado. Programa de Pos-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas. Centro de Ciéncias da
Saude. Departamento de Bioquimica e Farmacologia, UFPI, 2016.

RESUMO

A busca por novas moléculas com propriedades farmacologicas presentes nas plantas é uma area
de interesse crescente. O hemiterpendide prenol, utilizado como intermediario na industria
quimica para a sintese de farmacos e substancias quimicas aromaticas, ocorre naturalmente em
frutas citricas e espécies vegetais da regido Nordeste, como Malpighia sp. (acerola), Spondias
tuberosa L. (umbu), Theobroma grandiflorum Schum (cupuagu), Morinda Citrifolia (noni),
Solanum lycopersicum (tomate) e Passiflora incarnata (maracujd). Em virtude da escassa
literatura sobre os efeitos biologicos do prenol, e ressaltando-se a importancia dos terpendides
como fontes para o desenvolvimento de novos farmacos, estudos toxicolédgicos e farmacolégicos
foram realizados a fim de contribuir com o desenvolvimento de novos farmacos. Foi realizada
uma prospeccao cientifica e tecnoldgica sobre as propriedades bioldgicas dos hemiterpenos, por
meio da busca de artigos cientificos e nos pedidos de depdsitos de patentes em bancos nacionais e
mundiais, onde foi observado que maior parte dos trabalhos é de origem asiatica e nenhum de
origem brasileira. No Brasil também ndo ha registro de hemiterpenos protegidos. Resultados da
citotoxicidade frente & A.salina indicam altas médias de sobrevivéncia das larvas, com CLsg
estimada em 2944,14 pg/mL (32,58 mM). Durante o tratamento, nenhuma morte foi
registrada nas doses de 300 e 2000 mg/kg™, permitindo estimar uma faixa de DLsg entre 2000
e 5000 mg/kg. O prenol também ndo alterou a massa corporea dos animais. Os resultados
mostram que a administracdo via oral, do prenol, de forma geral, ndo produz efeitos toxicos
gue levem a morte do animal, embora module os parametros analisados no teste de campo
aberto, inferindo uma possivel atividade no sistema nervoso central, sem influir no sistema
motor. N&o houve toxicidade aguda do sobre parametros bioguimicos, hematoldgicos,
fisiol6gicos em camundongos. A atividade antioxidante in vitro do hemiterpeno prenol foi
avaliada via inibicdo dos radicais hidroxila, nitrito, espécies reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS), 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico (ABTS) em concentracfes de 0,1 a 2,2 mM. O prenol exibiu potencial antioxidante in
vitro em todas as metodologias. Foi sugerido um mecanismo em que o prenol doa hidrogénios,
convertendo os radicais em espécies menos reativas. O prenol foi avaliado ainda com relacdo as
atividades esquistossomicida, antimicrobiana e de interferéncia na atividade de antibio6ticos. Os
ensaios indicaram que o prenol ndo apresentou atividade significativa do ponto de vista clinico
(CIM > 1024 pg/mL) frente as linhagens analisadas; entretanto, exibiu atividade moduladora das
quinolonas ciprofloxacino e norfloxacino (reducdo de 75% e 50%, respectivamente, do valor da
CIM frente ao Staphylococcus aureus SA1199B). Também ndo apresentou atividade
esquistossomicida, apresentando um efeito contrario, o0 aumento da motilidade e contracdo dos
vermes. Os presentes resultados enriquecem a literatura sobre este hemiterpendide e trazem
perspectivas para a realizagdo de novos testes que permitam o uso do prenol como
fitomedicamento ou produto biotecnoldgico.

Palavras-chave: 3-metil-2-buten-1-ol; Hemiterpeno; Produtos Naturais; Bioprospeccéo.
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Bioprospecting of the prenol hemiterpenoid: scientific and technological contribution
and prospects for the development of a medicament. ALEXANDRE XAVIER DE LIRA
DA SILVA. Advisor: Maria das Gracas Freire de Medeiros. Master's qualification. Post-
Graduate Program in Pharmaceutical Sciences. Center for Health Sciences. Department of
Biochemistry and Pharmacology, UFPI, 2016.

ABSTRACT

The search for new molecules with pharmacological properties present in plants is an area of
growing interest. The prenol hemiterpenoid, used as an intermediate in the chemical industry for
the synthesis of drugs and aromatic chemicals, naturally occurring in citrus fruits and plant
species in the Northeast region, as Malpighia sp. (acerola fruit), Spondias tuberosa L. (umbu
tree), Theobroma Grandiflorum Schum (cupuagu), Morinda citrifolia (noni fruit), Solanum
lycopersicum (tomato) and Passiflora incarnata (passion fruit). Due to the limited literature on the
biological effects of prenol, and emphasizing the importance of terpenoids as sources for the
development of new drugs, toxicological and pharmacological studies were conducted in order to
contribute to the development of new drugs. Primarily a scientific and technological prospecting
on the biological properties of Hemiterpenes was carried out through the search of scientific
articles and patent applications filed in national and global databases, where it was observed that
most of the work is of Asian origin and none from Brazil. In Brazil there is also no record of
protected Hemiterpenes, showing a gap in this area of research. The assessment of acute toxicity
of prenol on biochemical parameters, hematological, physiological and behavioral in mice and the
cytotoxicity forward microcrustacean Artemia salina were performed with the intention of
subsidize the following steps. During the toxicity test, no deaths were recorded at doses of 300
and 2000 mg/kg™, which allows to estimate a LD50 range between 2000 and 5000 mg/kg™. The
prenol did not alter body weight of the animals, water consumption, feed and excreta volume
during the 14 days of observation. The signs and symptoms of toxicity were observed only at the
highest dose. Hematological and biochemical parameters were presented, mostly within the
reference range, observing small changes in the values of segmented neutrophils, glucose and uric
acid. Prenol the cytotoxicity results on Artemia salina showed low toxicity with LC50 estimated
at approximately 2944,14 ug/mL (32,58 mM). The antioxidant activity in vitro of hemiterpene
prenol was evaluated by inhibiting the hydroxyl radical, nitrite, thiobarbituric acid reactive species
(TBARS) 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2'-azinobis-3-ethylbenzothiazoline -6-
sulfonic acid (ABTS). The prenol exhibited antioxidant potential in vitro against the hydroxyl
radical, significantly higher than standard ascorbic acid (AA) was similar to that facing the radical
nitrite and TBARS and lower forward to synthetic radical DPPH and ABTS. It could be suggested
that the prenol can form a complex with free radicals by donating hydrogen atoms, converting
them into less reactive species. The prenol was further assessed regarding the antimicrobial
activities and its interference with antibiotic activity. Preliminary in vitro tests indicate that the
prenol no significant activity from the clinical point of view (MIC > 1024 mg / mL) compared to
the analyzed strains; however, showed modulating activity of the quinolone ciprofloxacin and
norfloxacino (reduction of 75% and 50%, respectively, of the MIC value against the
Staphylococcus aureus SA1199B). The present results enrich the literature on this hemiterpendide
and bring prospects to conduct new tests that allow the use of prenol as phytomedicine or biotech
product.

Keywords: 3-methyl-2-buten-1-ol; hemiterpene; Natural products; Bioprospection.
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1. INTRODUCAO

A necessidade do desenvolvimento de novos farmacos efetivos no tratamento de
algumas patologias ainda sem tratamento adequado ou que possam substituir os existentes
sem muitos 6nus ou dotados com menos efeitos colaterais tém impulsionado a comunidade
cientifica a novas e incessantes pesquisas nesta area. Os produtos naturais ainda
desempenham um papel significativo na descoberta de novas drogas e no desenvolvimento
desta area (CHAPLA, BIASETTO e ARAUJO, 2013).

A identificacdo de componentes ativos presentes nas plantas e seus mecanismos de acédo
vém sendo um dos maiores desafios para a quimica farmacéutica, bioquimica, toxicologia e a
farmacologia. A busca por novas moléculas com propriedades farmacoldgicas importantes
para o tratamento de doencas é um area de interesse crescente de diversos grupos de pesquisa.
(BRAZ FILHO, 2010).

O uso de produtos naturais é certamente uma das estratégias mais bem sucedidas na
descoberta de novos farmacos, dado comprovado pela maioria das inovagdes produzidas pelas
industrias farmacéuticas nos ultimos anos. A pesquisa com plantas tem contribuido de forma
significativa para o fornecimento de metabdlitos secundarios devido as suas aplicacdes como
medicamento, cosmeticos, alimentos e agroquimicos (NEWMAN; CRAGG, 2007).

Vérias substancias extraidas dos vegetais sdo responsaveis por sua aplicabilidade em
areas como alimentacdo e saude, o que tem servido de estimulo ao desenvolvimento do estudo
qguimico de muitas plantas; os compostos resultantes do metabolismo podem ser classificados
em metabdlitos primarios que sdo os glicidios, proteinas e lipidios, estudados principalmente
no ambito da bioguimica, e metabdlitos secundario, que sdo 0s compostos terpénicos,
alcaldides, flavondides, taninos, glicosideos e varios outros estudados dentro do que se
convencionou denominar quimica de produtos naturais (SILVA, 2010).

A descoberta de novos farmacos a partir de plantas, além de servir como prot6tipo para
sintetizar outras drogas, permite o isolamento de muitas substancias que sdo utilizadas
clinicamente. Estima-se que 40% dos medicamentos disponiveis na terapéutica atual foram
desenvolvidos a partir de fontes naturais, sendo 25% de plantas (BESSA et al, 2013).

A biodiversidade brasileira oferece inUmeras possibilidades para o desenvolvimento de
pesquisas que propiciem, simultaneamente, sua preservacao, com base em seu conhecimento
mais detalhado, e inovacdo, por meio da descoberta de substancias com potencial aplicagdo
nas industrias quimica e farmacéutica. (OLIVEIRA, PUPO e VIEIRA, 2013).
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O processo de trazer a comercializagdo um novo medicamento é iniciado com a
descoberta de uma nova molécula com efeito terapéutico, conhecida como NEQ — nova
entidade quimica (ou NCE, de New Chemical Entity). O processo de pesquisa compreende as
fases de screening, desenho molecular, estudos farmacoldgicos e toxicoldgicos, clinicos de
eficacia e seguranca até o patenteamento do farmaco a partir de uma molécula promissora que
tem grande potencial de interacdo com o alvo, e que sera objeto do desenvolvimento futuro
(GONGALVES, 2013).

Conforme o0 exposto acima e sabendo da existéncia da necessidade de novos
medicamentos eficazes, seguros e acessiveis para controle e tratamento de doengas, uma das
principais justificativas para a realizacdo desse trabalho consiste na identificagdo de possiveis
efeitos de um hemiterpendide, direcionados futuramente ao tratamento de doencas
antimicrobianas e/ou acdes no sistema nervoso central. Dessa forma, o presente estudo
denominado “BIOPROSPECQAO DO HEMITERPENOIDE PRENOL.:
CONTRIBUIQAO CIENTIFICO-TECNOLOGICA E PERSPECTIVAS PARA O
DESENVOLVIMENTO DE UM MEDICAMENTO” visa enriquecer a literatura acerca
deste terpendide e caso as propriedades a serem pesquisadas sejam confirmadas, permitir o
delineamento de uma nova alternativa segura e eficaz como fitomedicamento ou produto
biotecnoldgico.

O trabalho foi dividido em 04 capitulos. No capitulo | foi realizada uma prospecc¢ao
cientifica e tecnoldgica sobre as propriedades biolégicas dos hemiterpenos, por meio do
levantamento de artigos cientificos e nos depdsitos de patentes em bancos nacionais e
mundiais. O capitulo Il teve como objetivo avaliar a citotoxicidade do hemiterpendide prenol
frente a0 microcrustaceo Artemia salina bem como a toxicidade aguda sobre parametros
bioquimicos, hematolégicos, fisioldgicos e comportamentais em camundongos mus musculus
(swiss). No capitulo 111 avaliou-se a atividade antioxidante in vitro via inibicdo dos radicais
hidroxila, nitrito, espécies reativas ao 4acido tiobarbiturico (TBARS), 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH°) e 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-4cido sulfonico (ABTS®). O
capitulo IV teve como objetivo avaliar as atividades esquistossomicida, antimicrobiana e

investigar a interferéncia do prenol na atividade de antibioticos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

B Avaliar as possiveis atividades toxicologicas e farmacoldgicas do hemiterpendide

prenol e explorar seu possivel potencial antioxidante por meio da modulacdo de
parametros relacionados ao estresse oxidativo in vitro, efeitos anti-helminticos sobre
Schistosoma mansoni e antimicrobianos sobre cepas de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans.

2.2 Objetivos Especificos

Realizar uma prospeccéo cientifica e tecnologica em relacdo aos hemiterpenos e suas
propriedades bioldgicas em bases de dados eletrénicas e bancos de patentes.

Avaliar a toxicidade aguda do hemiterpendide prenol nas doses de 300 e 2000 mg/kg
por via oral, sobre os parametros comportamentais, fisiologicos, bioquimicos e
hematoldgicos em camundongos fémeas (mus musculus) linhagem swiss;

Estimar a dose letal 50% (DLsp) do prenol baseado no Guia 423 da OECD (2001)
Avaliar a citotoxicidade preliminar, determinando a Concentracao letal média (CLso)
frente ao microcrustaceo Artemia salina;

Investigar a atividade antioxidante in vitro do prenol por meio da determinacdo dos
niveis de substancias reativas com o acido tiobarbiturico (TBARS), contetdo de nitrito
e radical hidroxila bem como esclarecer o seu potencial mecanismo de agéo;

Avaliar o potencial antioxidante in vitro do prenol contra os radicais sintéticos 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPHe) e 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-4cido sulfonico
(ABTS<");

Determinar a atividade antimicrobiana do prenol e a concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) sobre cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Candida albicans bem como a modulagdo com fluorquinolonas;

Avaliar a atividade esquistossomicida do prenol em vermes adultos de Schistosoma
mansoni e avaliar o seu efeito sobre a motilidade, integridade do tegumento e taxa de

mortalidade.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Inovagdo Farmacéutica e Tecnoldgica

O conceito de inovacao tecnoldgica esta ligado a introducdo de um novo produto ou
novo processo industrial e, sobretudo, a ideia de sua introducdo no mercado, sem o que nao ha
inovacdo. Se uma invencdo ndo € desenvolvida para fins de apropriacdo comercial, ela
termina caindo no esquecimento e ndo melhora a qualidade de vida das pessoas. Ou seja, uma
invencdo deve ser apropriada comercialmente para obter valor de uso e se tornar uma
inovacdo. No caso da indastria farmacéutica, inovar significa disponibilizar comercialmente
para 0 consumo humano um novo medicamento para o tratamento de doencas.
(YAMAGUISHI, 2014).

A industria farmacéutica € intensiva em conhecimento e tem caracteristicas singulares.
Sua estrutura de mercado é concentrada, com significativas barreiras a entrada e visiveis
assimetrias de informacdo. O lancamento de novas drogas ou procedimentos médicos mais
eficazes, ao mesmo tempo em que amplia a competitividade das empresas, pode propiciar
qualidade de vida para a populacéo, caracterizando-se como alvo de politicas publicas. Assim,
a ampliacdo de investimentos nessa industria pode atender simultaneamente a dois objetivos
caros a qualquer governo: o social e o econémico (PALMEIRA FILHO et al., 2012).

Descobrir um novo principio ativo, ou uma nova molécula, é uma invencdo de uma
nova entidade quimica, mas somente sera uma inovacdo quando tiver sua eficécia
comprovada no combate a uma doenca, e seu consumo for viabilizado por meio de um novo
medicamento colocado no mercado. A origem de uma nova droga geralmente é tracada pelos
esforgos colaborativos e decisdes tomadas entre financiadores, executivos e cientistas, dentre
outros profissionais do corpo diretivo de uma empresa ou de um aglomerado de empresas. As
idéias para uma nova droga medicinal sdo o resultado direto da avaliacdo das necessidades e
oportunidades de mercado, em uma dada area terapéutica (GONCALVES, 2013).

Os avancos cientificos e tecnologicos nas interfaces entre a quimica e biologia tém
proporcionado oportunidades e desafios notaveis na area de Pesquisa e Desenvolvimento
(P&D) de farmacos, com amplo destaque para dois componentes fundamentais: inovagao e
integracdo, que traduzem muito bem o papel central da quimica medicinal moderna. A area de
P&D de farmacos vem crescendo de forma acentuada no Brasil. Essa tendéncia deve ser
ampliada cada vez mais, mediante investimentos em infraestrutura, qualificacdo de pessoal e
em pesquisa, incentivando um desenvolvimento regional mais equilibrado e a consolidagdo de

parcerias entre universidade, governo e industria (MCTI, 2012).
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O compromisso comum ¢é integrar ac¢Ges, participar e contribuir da melhor maneira
possivel para o avanco do conhecimento cientifico e do dominio tecnolégico. E essencial
somar esforcos de forma organizada, articular estratégias de captacdo de recursos financeiros,
materiais e humanos, consolidar ideias e encontrar novas solucdes para que se possa evoluir,
nas proximas décadas, de uma nacdo emergente para uma poténcia mundial na area de
farmacos e medicamentos (GUIDO, ANDRICOPULO e OLIVA, 2010).

3.2 Estresse oxidativo.

E de conhecimento que a molécula de oxigénio, além de atuar como aceptor final de
elétrons na cadeia respiratoria mitocondrial pode ainda originar espécies quimicas capazes de
reagir com as demais biomoléculas, principalmente proteinas e fosfolipideos, inativando-as e,
assim, prejudicando o metabolismo intracelular. Essas substancias originadas a partir do
oxigénio sdo chamadas de radicais livres (VOET et al, 2013). A oxidacao € parte fundamental
da vida aerdbica e do nosso metabolismo e, assim, os radicais livres sdo produzidos
naturalmente ou por alguma disfuncéo biologica.

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas que possuem pelo menos um elétron
desemparelhado em seus orbitais externos. Isso permite a transferéncia de elétrons com
moléculas vizinhas. Alguns exemplos sdo: OH" (ion hidroxila), HOH" (ion peroxil), O, (anion
superdéxido), NO (6xido nitrico) e O, (oxigénio molecular singleto), além do peroxido de
hidrogénio, que ndo é um radical livre propriamente dito, mas é um forte agente oxidante. Os
radicais livres podem agir como aceptores ou doadores de elétrons, criando alteragcBes no
ambiente molecular ao seu redor (MARTELLI e NUNES, 2014).

Esses radicais livres cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos atomos de
oxigénio ou nitrogénio sdo denominados de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de
nitrogénio (ERN), respectivamente, além de outras espécies reativas, que sdo partes
integrantes do metabolismo humano. ERO e ERN tém importante funcdo biolégica, como na
fagocitose, fendmeno em que essas espécies sao produzidas para eliminar o agente agressor.
(NOGUEIRA NETO, SOUSA e FREITAS, 2013).

Por outro lado, quando sua producdo € exacerbada, o organismo dispde de um
eficiente sistema antioxidante que consegue controlar e restabelecer o equilibrio. O estresse
oxidativo resulta do desequilibrio entre o sistema pré e antioxidante, com predominio dos
oxidantes, com dano consequente. A célula, unidade da vida, € uma verdadeira usina de pro e
antioxidantes (GIACOMINI, HAHN e SIQUEIRA, 2013).
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Tabela 1. Reducdo do oxigénio a espécies reativas encontradas no organismo.

O, + 1e° — *0;, (radical anion superdxido)

*0; + H,0 — *HO; (radical hidroperoxila)

*HO, + 1e + H — H,0, (peroxido de hidrogénio)

H,0, + 1e"— *OH + OH’ (radical hidroxila)

Adaptado de MARTELLI e NUNES, 2014.

A molécula de 6xido nitrico sempre foi reconhecida como uma parte importante do
ciclo redox de moléculas nitrogenadas na natureza (llustracdo 1). Evolutivamente
desencadeado pela fixagdo da molécula de N2 por bactérias, plantas e fungos que
posteriormente originam espécies como amonio (NH,") e nitrito (NO,"), o ciclo do nitrogénio
é responsavel por prover nitrogénio para muitas das estruturas vitais aos seres vivos, Como 0
DNA. Entretanto, considerando o nivel molecular, os processos de dxido-reducdo envolvidos
nestas transformac@es sdo catalisados por um grande nimero de metaloenzimas que tem na
formagdo de espécies intermediarias altamente reativas, como NOe, HNO/NO- e NH20H,
notadamente moléculas instaveis que geram outras espécies reativas e que podem desencadear

processos deletérios nas células (SOUZA, 2014).

llustracéo 1. Ciclo bioguimico do Nitrogénio.

nitrossonio nitrato nitrito
3 s a
NO® <«—— NOy «— NO
+3 ) *\
NO,
ﬁ()- / nitrito 0
oxido nitrico & 41 S .NH;OH
NZO oxido nitroso hidroxilamina
\i ) +1 0 3 /
HNO/NO® —» N, —» NH;4
nitroxil nitrogénio aménia

Fonte: Souza, 2014.
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Ha na literatura fortes evidéncias de que o estresse oxidativo tem extrema importancia
nos processos de transformacdo, morte celular e envelhecimento em processos patolégicos,
como inducdo do cancer e falha no controle e propagacdo do virus HIV+ em pacientes
soropositivos com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), e na fisiopatologia de
muitas doencas cronicas, entre elas, doengas autoimunes, como espondilite anquilosante e
artrite reumatdide (MAEN e COCK, 2015), cardiopatias (ALFADDA e SALLAM, 2012),
cancer (RIOS-ARRABAL et al. 2013), intoxicacdo por xenobidticos e outras (XINYUAN et
al, 2013); Entre seus efeitos deletérios esta a peroxidacdo dos lipidios de membrana e
agressdo as proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas, carboidratos e ao préprio
DNA (NOGUEIRA NETO et al, 2013) vide ilustragdo 2.

llustracdo 2. Esquematizacédo dos alvos celulares dos radicais livres.

R 220, 1 - Estimulando mitocondrias a
- produzir mais EROs e ERNS.

2 - Lesando diretamente as
mitocondrias.

3 — Lesando o DNA celular ou
oxidando proteinas.

4 — Lesando a parede celular ou
peroxidando lipideos.

Pareq celular

Fonte: Pixabay, 2016.

Atualmente existe um grande interesse no estudo com agentes antioxidantes
especialmente devido as descobertas sobre o efeito dos radicais livres no organismo. Dessa
forma, justifica-se a importancia do trabalho, em identificar o potencial antioxidante de
terpeno, no caso o prenol, uma vez que muitos produtos de origem natural apresentam a

capacidade de neutralizar estes radicais livres.



21

3.3 Doengas Infecciosas

Nas ltimas décadas, o desenvolvimento de farmacos eficientes no combate a
infeccdes bacterianas revolucionou a forma de tratar essas infec¢des, ocasionando a drastica
reducdo da mortalidade por doencas microbianas. Entretanto, a disseminacdo do uso de
antibidticos fez com que as bactérias também desenvolvessem defesas relativas a estes
agentes, com consequente aparecimento de resisténcia (AZEVEDO e SILVA, 2012). A
resisténcia microbiana pode ser definida como uma resposta do micro-organismo, o qual cria
estratégias para driblar os diversos mecanismos medicamentosos (BOLIVAR et al., 2011).

Diante desse contexto, o uso excessivo e irracional dos antimicrobianos se tornou
motivo de preocupacdo mundial, j& que o surgimento dessas cepas microbianas cada vez
menos sensiveis aumenta a chance de falha na terapia medicamentosa, esgotando as
possibilidades de tratamento e até mesmo elevando o indice de mortalidade (ARIAS e
CARRILHO, 2012). O agravamento desse quadro incentivou a investigacdo de produtos
naturais com tal atividade, uma vez que diversas substancias com potencial antimicrobiano
sdo produzidas pelas plantas (DAS, TIWARI e SHRIVASTAVA, 2010).

Na maioria dos casos, a drastica reducdo da populacdo bacteriana obtida pelo agente
quimioterapico permite que as defesas naturais do hospedeiro possam lidar efetivamente com
0s patdgenos invasores. Entretanto, isso ndo ocorrerd se a infeccdo for causada por uma
populacdo de bactérias inteiramente resistentes ao farmaco ou se as defesas humanas
estiverem momentaneamente deficientes (DIAS e MONTEIRO, 2010; KAPLAN et al, 2013).

Outros microrganismos que constituem um grupo diversificado e abundante na
natureza sdo os fungos. O problema do tratamento das infec¢des flngicas pode ser justificado
pelo limitado arsenal de drogas antifngicas comparadas com as drogas antibacterianas, pelo
aparecimento de varios efeitos colaterais a terapia com medicamentos convencionais e pela
selecio de cepas resistentes aos farmacos utilizados (MAGALHAES, 2009).

O arsenal terapéutico ainda é bastante restrito, sendo clara a necessidade de novos
antifangicos mais eficazes e menos tdxicos. Muitas dessas drogas pertencem ao mesmo grupo
de acdo farmacoldgica (mesmo mecanismo de ac¢ao); contudo, os fungos respondem de forma
significativamente diferente quanto a susceptibilidade a elas (FREIRES et al, 2011).

Tendo em vista a crescente importancia clinica e epidemioldgica dispensada as
infeccBes microbianas e a necessidade de tratamentos mais eficazes e menos toxicos para 0s
individuos acometidos, numerosas pesquisas vém sendo desenvolvidas na expectativa de se

obter novos produtos (FIGUEREDO et al, 2013). Vérios trabalhos vém demonstrando a
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importancia do estudo de produtos naturais como fonte alternativa para novos antimicrobianos
ou que venham potencializar os ja existentes (MENEZES e LIMA, 2013).

A esquistossomose, tipica de locais de baixo desenvolvimento e como uma das
doencas negligenciadas mais prevalentes, também apresenta as mesmas complicacdes em
relacdo a arsenal terapéutico limitado e presenga de resisténcia de muitos vermes de
S.mansoni principalmente ao praziquantel.

Dessa forma, € mais um enfoque do trabalho investigar os efeitos do prenol a cepas de
bactérias e fungos a fim de determinar se 0 mesmo possui alguma acgéo frente a estes micro-

organismos.

3.4 Terpenos e Terpenoides

A relacdo do isopreno com os terpenos, durante muito tempo foi considerada
meramente formal, ja que, o isopreno nunca tinha sido isolado nos vegetais. Contudo, ap6s
seu isolamento de algumas espécies vegetais descobriu-se que sua relacdo com estes nao
ocorre ao acaso (FRANZ, 2010). O conhecimento das unidades isoprénicas, como
componente da estrutura dos terpenos, tem sido de fundamental importancia na elucidacao de
suas estruturas. Os isoprendides sdao um vasto grupo de biomoléculas que contém unidades
estruturais repetidas de cinco carbonos conhecidas como unidades de isopreno (ilustracao 3).
Sao subdivididos em terpenos (e seus derivados oxigenados, os terpendides) e esterdides.
(COLOMA et al, 2011).

Os terpenos sdo um enorme grupo de substancias encontradas em 6leos essenciais de
plantas e sdo classificados de acordo com o numero de residuos de isopreno que contém,
(SANTOS, 2010). Tém como origem biossintética a rota do acido mevaldnico (ilustracdo 4) e
(com algumas excecdes), tem um esqueleto com um numero de atomos multiplo de 5
classificados como: hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cip), sesquiterpenos (Cis); diterpenos
(Co0), sesterterpenos (Cys), triterpenos (Csg), esterdides (Cig a Cgzo) € tetraterpenos
carotendides (C40) (YADAVA, YADAVA e GOYALB, 2014).



llustracdo 3. Esquematizacéo da formacéo dos terpenos baseado nas unidades isoprénicas.
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Legenda: Na figura, o prenol representa um hemiterpeno, o geraniol um monoterpeno e o

fitol um diterpeno. Fonte: Arquivo pessoal, 2016.

A unidade basica de todo isoprendide € uma molécula de cinco carbonos de férmula
CsHg, o isopentenil pirofosfato (IPP) e seu isémero dimetilalil pirofosfato (DMAPP)
(llustracdo 4). Assim, todo composto isoprénico possui um esqueleto carbdnico basico com
formula (CsHg)n. Dependendo da classe de composto isoprénico, essa férmula pode
apresentar variacoes pela adicao de hidroxilas, ciclizacdo da molécula ou outras modificacdes.
Os carotendides sdo importantes isoprendides simples que funcionam como antioxidantes e
como precursores de vitamina A (SUSSMANN, 2010).

Essas moléculas, com extensa variedade nas plantas, apresentam diversas propriedades
bioldgicas ja relatadas na literatura, entre elas antimicrobianas, antifingicas, citotoxicas
(SHARIFI-RAD et al, 2015), esquitossomicidas (DONG et al, 2014), antidepressivas,
ansioliticas (CEREMUGA et al, 2015), antioxidantes (COSTA et al, 2012), antinociceptivas,
anti-inflamatorias (JIANG et al, 2015), entre outras. Hemi, mono e sesquiterpenos s&do

compostos importantes na criagdo de aromas.



lustragéo 4. Esquema da sintese de terpenos e sua classificagdo de acordo com as unidades

de isopreno.
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3.4.1 Prenol (3-metil-2-buten-1-ol).

O isopreno, teoricamente seria considerado o unico hemiterpeno, haja vista ser o
esqueleto fundamental dos terpenos e a Unica molécula com cinco carbonos a seguir a risca a
formula (CsHsg)n; entretanto, ha inimeros derivados do isopreno com outros elementos ligados
a estrutura molecular; um exemplo s&o aqueles que contem oxigénio, como o prenol ou 0
acido isovalérico, denominados de hemiterpendides; como ja relatado, terpendide € todo
aquele composto terpénico que apresenta O, na sua estrutura (ZEPKA, 2011).

O Hemiterpendide prenol (3-metil-2-buten-1-ol, também conhecido como &lcool
prenilico) é um liquido incolor a temperatura ambiente e com odor caracteristico; Sua formula
molecular é CsH100 e massa molecular de 86,1. Apresenta ponto de fusdo a -59.3°C e ponto
de ebulicdo a 140°C; densidade de 0.85 g/cm3; Solubilidade em &gua de 170g/L a 20°C
(elevada); Pressdo de vapor (Pa a 20°C) de 140 (NIOSH, 2010).

O prenol € utilizado principalmente como intermediario na inddstria quimica, para a
sintese de ingredientes ativos (farmacos) e quimicos aromaticos. Uma fracdo menor (estima-
se um maximo de 50 toneladas) é utilizada como agente aromatizante e em cosmética a um
nivel maximo de 0,1%. O alcool prenilico € um intermedidrio na fabricacdo de citral,
especialidade quimica utilizada nas industrias de aromas e fragrancias, bem como na
fabricagdo de vitaminas A e E, drogas antiacne e varios carotenoides utilizados, incluindo o
betacaroteno (MCGINTY et al, 2010).

llustracéo 5. Estrutura quimica do 3-metil-2-buten-1-ol ou prenol.

XS0

Fonte: Arquivo pessoal, 2016.

O prenol utilizado neste trabalho é de origem sintética; foi sintetizado no laboratorio de
produtos naturais da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE, pelo professor Dr.
Damido Pergentino de Sousa, e cedido em forma de colaboragdo aos professores Dr.(es)
Rivelilson Mendes de Freitas e Maria das Gracas Freire de Medeiros, orientadores desta

pesquisa.
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O prenol, entretanto, ocorre naturalmente em diversas frutas citricas como amora preta
(Rubus spp.), mirtilo (Vaccinium myrtillus), groselha (Ribes uva-crispa), maracuja
(Passiflora incarnata), uva (Vitis sp.), framboesa (Rubus idaeus), no tomate (Solanum
lycopersicum), café verde (Coffea arabica L.) e ldpulo (Humulus lupulus) (OECD/SIDS,
2005). Também foi relatada sua presenga em frutos tipicos da regido nordeste como bacuri
(Platonia insignis) (FRANCO e JANZANTT]I, 2005), noni (Morinda Citrifolia) (PINO et al
2010), acerola (Malpighia sp.), cupuagu (Theobroma grandiflorum Schum), umbu (Spondias
tuberosa L.) e cacau (Theobroma cacao L.) (DUARTE et al, 2010; BICAS et al, 2011).

llustragdo 6. Vegetais encontrados no Brasil que possuem o prenol como componente.
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Fonte: Mosaico elaborado com imagens disponiveis em https://pixabay.com/pt/, 2016.
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O hemiterpeno 3-metil-2-buten-1-ol é um “bloco de construgdo” na fabricagdo de varios
outros terpenos (como farnesol e geraniol) e é encontrado em frutas como em lichia (Litchi
chinensis Sonn) e ervilha doce (Lathyrus odoratus L.), além de produtos de origem animal,
como queijo hispanico, e leite de ovelhas. Seu aroma verde frutado sugere o uso em sucos de
fruta e flavor floral (LABUDA, 2009).

O prenol é a unidade estrutural dos alcodis isoprendides, variando o numero de
unidades de repeticdo CsHg (isopreno). O mais simples dos alcodis isoprendides é o geraniol
(com 2 unidades de repeticdo CsHg), seguido do farnesol (com 3) e de geranilgeraniol (com
4). O prenol é polimerizado por meio de reacfes de desidratacdo; quando ha, pelo menos,
cinco unidades de isopreno, o polimero é chamado um poliprenol. Poliprendis podem conter
até mais de 100 unidades de isopreno (n = 100). Eles sdo importantes para a acilagdo de
proteinas, carotenoides e vitaminas soltveis em gordura A, E e K (CIEPICHAL et al, 2011).

Os prendis e poliprendis constituem assim, a mais diversa familia de compostos
naturais, estando presente em todos 0s organismos vivos. Até o momento, sdo conhecidos
mais de 30.000 compostos isoprénicos na natureza, sendo metabolitos essenciais para diversas
funcBes celulares, incluindo as ubiquinonas, menaquinonas e plastoguinonas (envolvidas no
transporte de elétrons) dolicdis (envolvidos na glicosilagdo de proteinas e pontos de
ancoragem de proteinas via ancoras isoprénicas compostos isoprénicos), ligantes de proteinas
e RNA, horménios em animais e plantas, carotendides, vitaminas e 6leos essenciais, sendo
extremamente necessarios para organismos fotossintéticos (SUSSMANN, 2010).

Em relacdo ao prenol, a literatura é escassa em relacdo aos seus efeitos bioldgicos. Até a
presente data, ndo existem estudos sobre a atividade do prenol no sistema nervoso central,
investigacdo de atividade contra bactérias, fungos, nem depositos nos bancos mundiais de
patentes (Instituto Nacional de Propriedade Industrial - INPI, Organizacdo Mundial de
Propriedade Intelectual - OMPI, Banco Europeu de Patentes - EPO e no Banco Americano de
Marcas e Patentes - USPTO) relacionando esses termos. Uma vez que os terpendides
constituem uma importante fonte de pesquisa para o desenvolvimento de novos farmacos, este
estudo pretende enriquecer a literatura sobre o prenol e mediante resultados satisfatorios,

contribuir para o desenvolvimento de uma nova formulagdo farmacéutica.
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CAPITULO I - Propriedades bioldgicas dos hemiterpenos: uma prospeccéo cientifica e
tecnoldgica.
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PROPRIEDADES BIOLOGICAS DOS HEMITERPENOS: UMA PROSPECCAO
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Resumo: Terpenos e terpenoides sdo uma grande classe de metabolitos vegetais naturais
advindos do isopreno como sua unidade estrutural; incluem os hemiterpenos, monoterpenos
sesquiterpenos, diterpenos, sesterterpenos, triterpenos e tetraterpenos. Possuem diversas
propriedades bioldgicas ja relatadas na literatura e podem ser utilizados como medicamentos,
especiarias e matérias-primas para a industria. O objetivo do trabalho € realizar uma
prospeccdo cientifica e tecnoldgica referente aos os hemiterpenos e suas propriedades
bioldgicas, por meio do levantamento de artigos cientificos em bases de dados especializadas
(LILACS, IBECS, MEDLINE, SciELO, Biblioteca Cochrane, Springer Link, Science Direct)
e com base nos depdsitos de patentes no Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI),
Organizacdo Mundial de Propriedade Intelectual (WIPQO), Banco Europeu de Patentes (EPO)
e no Banco Americano de Marcas e Patentes (USPTO), respectivamente. Associando-se 0s
termos “Hemiterpene/Hemiterpeno” e biological activities/atividades biologicas foram
encontrados 98 artigos cientificos na base de dados ScienceDirect, 56 artigos na base Springer
Link, 32 artigos na base Medline/PubMed, 31 artigos na base da Biblioteca Cochrane, 1 artigo
na Lilacs e nenhum nas bases Scielo e IBECS, sendo a maior parte dessa literatura de origem
asiatica e europeia. No total sdo citados 34, 19 e 14 depdsitos envolvendo hemiterpenos nas
bases americana (USPTO), europeia (EPO) e mundial (WIPO), respectivamente. Ndo ha
relato de nenhum depdsito de patente na base brasileira (INPI). Excluindo-se os casos de
duplicidade nas bases de dados (principalmente EPO e WIPQ), o total de hemiterpenos que
apresentem alguma alegacdo bioldgica e que foram protegidos ndo passa de oito, sendo
também a maior parte de paises asiaticos. Conclui-se que poucos ha poucos estudos acerca das
propriedades bioldgicas de hemiterpenos, evidenciando uma lacuna nesta area de pesquisa,

especialmente no caso de paises ricos em biodiversidade, como é o caso do nosso pais.

Palavras-chave: Hemiterpenos; Propriedades bioldgicas; Plantas.
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INTRODUCAO

O uso de produtos naturais é certamente uma das estratégias mais bem sucedidas na
descoberta de novos farmacos, dado comprovado pela maioria das inovacdes produzidas pelas
industrias farmacéuticas nos ultimos anos. A pesquisa com plantas tem contribuido de forma
significativa para o fornecimento de metabolitos secundérios devido as suas aplicacdes como
medicamento, cosméticos, alimentos e agroquimicos (NEWMAN e CRAGG, 2012).

Vérias substancias extraidas dos vegetais sdo responsaveis por sua aplicabilidade em
areas como alimentacéo e saude, o que tem servido de estimulo ao desenvolvimento do estudo
quimico de muitas plantas; (SILVA, 2010). Terpenos e terpendides sdo uma grande classe de
metabdlitos vegetais naturais advindos do isopreno como sua unidade estrutural; incluem os
hemiterpenos (formados por uma unidade isoprénica; ex. acido angélico), monoterpenos (duas
unidades de isopreno; ex. limoneno), sesquiterpeno (trés unidades de isopreno; ex.
artemisinina), diterpenos (quatro unidades isopreno; ex. giberelinas), os sesterterpenos (cinco
unidades isoprénicas), os triterpenos (seis unidades de isopreno; ex. esterdis vegetais) e 0s
tetraterpenos (contendo oito unidades de isopreno; ex. carotenoides). (ZHAO et al, 2014).

Os hemiterpenos sdo os mais simples de todos os terpenos. Eles acumulam-se em
tecidos de plantas e podem ser encontrados em associagdo com outros compostos (alcaléides,
cumarinas, e/ou flavondides). Alguns terpendides sdo necessarios para 0 crescimento e
desenvolvimento das plantas, ao passo que outras desempenham papéis importantes em
interacdes destas com o meio ambiente. Além disso, terpendides podem ser utilizados como
medicamentos, especiarias e matérias-primas para a industria (SINGH e SHARMA, 2015).

O objetivo do trabalho foi realizar uma prospecgdo cientifica referente aos
hemiterpenos e suas propriedades bioldgicas in vitro ou in vivo e uma prospecc¢édo tecnoldgica

referente a protecdo patentaria dessa classe de moléculas.

METODOLOGIA

A prospeccéo cientifica foi realizada mediante levantamento de artigos cientificos em
bases de dados especializadas: Literatura Latino-Americana em Ciéncias da Saude (LILACS),
indice Bibliografico Espanhol de Ciéncias da Salide (IBECS), Sistema Online de Busca e
Analise de Literatura Médica (Medical Literature Analysis and Retrieval System Online ou
MEDLINE/PubMed), Biblioteca Cientifica Eletronica em Linha (Scientific Electronic Library
Online ou SciELO) e Biblioteca Cochrane, integradas a Biblioteca Virtual em Salde (BVS)
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do Centro Latino-Americano e do Caribe de Informacgdo em Ciéncias da Saude (BIREME);
bases de dados Springer Link, da Editora Springer e Science Direct de textos completos
revisados por pares da editora Elsevier.

O periodo de coleta dos dados ocorreu entre os meses de junho a agosto de 2015.
Como descritores foram utilizadas as palavras “hemiterpeno” e “atividades bioldgicas™ e seus
correspondentes na lingua inglesa (hemiterpene/biological activities); Como critério de
inclusdo foram analisados todos os artigos que traziam estes termos, independente do ano.
Critérios de exclusdo englobaram os trabalhos em duplicidade em mais de uma base e aqueles
que ndo se enquadraram no objetivo da pesquisa. Apds a andlise prévia dos artigos, seguiu-se
a leitura em profundidade para identificacio do hemiterpeno, sua espécie vegetal
correspondente e as atividades bioldgicas relatadas.

A prospeccdo tecnoldgica foi realizada com base nos pedidos de patentes depositados
no Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI), Organizagdo Mundial de Propriedade
Intelectual (WIPQO), Banco Europeu de Patentes (EPO) e no Banco Americano de Marcas e
Patentes (USPTQ). Foram utilizados como palavras-chave os termos gerais empregados na

prospeccdo cientifica: hemiterpeno/hemiterpene e atividades bioldgicas/biological activities.

RESULTADOS E DISCUSSAO

B Prospeccdo Cientifica

Associando-se 0s termos “Hemiterpene/Hemiterpeno” e  biological
activities/atividades bioldgicas foram encontrados 98 artigos cientificos na base
ScienceDirect, 56 artigos na base Springer Link, 32 artigos na base de dados
Medline/PubMed, 31 artigos na biblioteca Cochrane, um artigo na Lilacs, e nenhum nas bases
Scielo e IBECS. Apds a analise prévia de todos os artigos, foram selecionadas as pesquisas
que se enquadraram nos objetivos. Por critérios de exclusdo, ap6s analise minuciosa, foram
desconsiderados todos os artigos em duplicidade ou que ndo se enquadravam no objetivo do
trabalho.

Na tabela 1 sdo apresentados o numero de artigos nas bases de dados pesquisadas, 0
periodo de publicacdo, o nimero de artigos descartados segundo os critérios de exclusdo e o
total de artigos utilizados. Sdo poucos estudos envolvendo a descoberta ou propriedades

bioldgicas dos hemiterpenos em modelos in vivo ou in vitro.
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Tabela 1 - Resultado do ndamero de artigos encontrados e utilizados na prospeccgéo
cientifica de hemiterpenos com propriedades bioldgicas com base nos bancos de dados
consultados.

Banco de dados Artigos citados Perl'qdo ge Artigos Ar_tigos

na busca publicagdo  descartados* utilizados
Science Direct 08 1963-2015 78 20
Springer Link 56 1914-2015 53 3
MEDLINE 32 1953-2015 30 2
Biblioteca Cochrane 31 1992-2015 31 0
LILACS 1 1981-2015 1 0
SciELO 0 1909-2015 - -
IBECS 0 1978-2015 - -

* Trabalhos que ndo obedeceram aos critérios de incluséo.

Ao se analisar os paises de origem destas producdes, observa-se que a maior parte é de
origem asiatica (Coréia do Sul, China, Jap3o, india, Paquistio e Bangladesh), que corresponde
a 56% dos artigos encontrados, seguido da Unido Europeia com 24% (Alemanha, Bélgica,
Franca, Italia, Republica Tcheca e Suica), e América do Norte com 16% (Estados Unidos e
Canada). O Brasil, Unico representante da América Latina citado na busca, possui um artigo
elencado, o que no universo amostral pesquisado representa 4%. (Grafico 1).

O Brasil detém um dos maiores estoques da biodiversidade do planeta. Os recursos
naturais existentes em suas regides tornam-se gradativamente conhecidos, a medida que as
pesquisas cientificas se intensificam e o0s resultados apresentam-se disponiveis para a
sociedade. Embora, o Brasil detenha um dos maiores bancos de germoplasma in-situ,
constata-se por parte daqueles que habitam os diferentes biomas uma elevada demanda de
conhecimentos sobre 0 aproveitamento sustentavel da biodiversidade. Nesses biomas, a falta
de domesticacdo dos recursos naturais (plantas medicinais, aromaticas e detentoras de
metabolitos secundarios com propriedades biodefensivas) tem levado a subutilizagcdo e
extincdo de inimeras espécies vegetais, impondo limitacdes socioeconémicas e ambientais
(CGEE, 2010).
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Grafico 1. N° de artigos cientificos citando hemiterpenos com propriedades biologicas e os
paises originarios das pesquisas.
1-Coréia do Sul

- China

3 -Japéo

o RN |

4 - Estados Unidos
5 - Alemanha

- Bangladesh

o

7 - Bélgica
8 - Brasil
9 - Canadéa

10 - Egito

NUumero de artigos

11 - Franga
12 - India

13 - Italia

14 - Paquistao

'\/’b‘bb‘%b’\%QS’Q,\'\r,\"b,»’bb‘%‘b

15 - Republica Tcheca
Paises 16 - Suiga

Fonte: Graphpad Prism, versdo 6.0. Pesquisa direta, 2015.

Na tabela 2 sdo detalhados estes hemiterpenos. Dentro da subdivisdo dos terpendides,
0s hemiterpenos correspondem a menor classe de compostos; sdo poucos estudos envolvendo
a descoberta ou propriedades bioldgicas destas substancias em modelos in vitro ou in vivo.

Em comparacdo com outros terpenos, apenas alguns hemiterpenos verdadeiros séo
encontrados na natureza, e mais de 90 destes ocorrem como glicosideos (incorporados a
acucares). O proprio isopreno € um hemiterpeno volatil liberado por muitas arvores. Outros
Hemiterpenos naturais incluem o prenol (3-metil-2-buten-1-ol), encontrado em flores de
Cananga Odorata e lapulo (Humulus lupulus). O seu isémero, (S)-(-)-3-metil-3-buten-2-ol é
um constituinte dos 6leos essenciais de toranja e laranja. Outro hemiterpendide, o0 4-metoxi-2-
metil-2-butanediol, é responsavel pelo sabor caracteristico da groselha (Ribes nigrum).
(GUNATILAKA, 2012).
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Tabela 2 — Publica¢des nas bases de dados dos hemiterpendides em espécies vegetais e suas atividades bioldgicas (in vivo ou in vitro).

AUTOR/ANO

PERIODICO

TERPENOIDE

ESTRUTURA QUIMICA

PROPRIEDADE

ESPECIE VEGETAL

Wink (2015)

Joseph et al (2010)

Hockelmann, Moens
e Juttner (2004)

Zhang, Schlyter e
Birgersson (2012)

Wohlfart, Hansel e
Schmidt (1983)

Ribeiro et al (2007)

Chakravarty et al
(1997)

Medicines

Journal of Advanced
Biotechnology

Limnology and
Oceanography: Methods

Psyche: A Journal of
Entomology

Planta medica

Cellular and Molecular
Neurobiology

Journal of Plant Diseases
and Protection

Acido angélico

Prenol

Isoprenol

2-metil-3-buten-2-ol

Acido isovalérico

Acido tiglico

Acido senecidico

)V\
OH

Antioxidante

Antimicrobiano

Quimioatraente de
nematodeos

Sedativa
Hipnotica

Inibidor da Na*/K"-
ATPase

Antifungico

Antifangico

Angelica
archangelica L.

Psidium
Guajava L.

Quercus
llex L.

Populus
tremula L.
Betula
pendula Roth

Valeriana
Officinalis L.

Schoenocaulon
officinale Schlecht.

Senecio Mikanioides



Chai et al (2013)

Hall et al (1993)

Ono et al (2014)

Park et al (2013)

XU et al, 2007

R

International Journal of
Biological
Macromolecules

Journal: Arch Pharm
(Weinheim)

Natural products research

Phytochemistry

Journal of Asian Natural
Products Research

Acido 2-furéico

2-metilbutan-1-ol-B-D-
glucopiranosil-(1-6)-p-D-

glucopiranosideo

Derivados do Cafeoil*

Epiutililactona

Utililactona

""'OH

Antimicrobiano
Inibidor enzimatico
Hipolipemiante

Antioxidante

Antioxidante Anti-
inflamatorio

Imunossupressor

Imunossupressor
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Padina
pavonica Thivy.

Lycopersicon
esculentum Mill.

Spiraea
prunifolia Siebold &
Zuce

Prinsepia
utilis Royle.

Prinsepia
utilis Royle.



Akihisa et al (2010)

Journal of oleo science

3-Metill-but-3-enil
B-D-glucopiranosideo

Gle-O~ .~ ff

Gle{1=2}Gle-O_~._
Noniosideo K \(
Glo-(1=6)-Glo- O~ ~
Noniosideo A
Xyk(1-6)-Gle-0 P
Noniosideo L wﬁ"
Xylf-(1—6)-Glc-O.._ ﬁr:}
Noniosideo M

Inibidor da
melatogénese

Inibidor da
melatogénese

Inibidor da
melatogénese

Inibidor da
melatogénese

Inibidor da
melatogénese

41

Morinda
citrifolia Linn.

Morinda
citrifolia Linn.

Morinda
citrifolia Linn.

Morinda
citrifolia Linn.

Morinda
citrifolia Linn.
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B 0. OH Ilex
Pubescenosideo A HO:Q\/\W J\[ Antiplaquetario pubescens Hook et
v o Arn.
|
Jiang et al (2005) Journal of Natural -
Products. o
HO 0 T Ilex
Pubescenosideo B o Antiplaquetério pubescens Hook et
5 ° Arn.
|
0
MeO -
0 Inibidor da
Potobanosideo A & Gll ,-0’\%‘3” hialuronidase Pothos scandens L.
C
H
0
MeQ
(i Antitumoral  Inibidor
Muhit et al (2015) Potobanosideo B HO _OIJ\/OH da liberacdo de Pothos scandens L.
Gle- histamina
MeQ
Phytochemistry 0
MeO o
gcg)i ~_oi  Antitumoral Inibidor
Potobanosideo C Mol Gle =0 da liberagdo de Pothos scandens L.

histamina



Kim et al (2012)

Lee et al (2014)
Kim et al (2014)

Lee et al (2015)

Choudhary et al
(2009)

Archives of Pharmacal
Research

*European Journal of
Pharmacology
*Naunyn Schmiedeberg
Archives Pharmacology
*International
Immunopharmacology

Phytochemistry

Rotundarpenosideo A

Rotundarpenosideo B

Rotundarpeno

2-(trans-cinamoil-oxi-metil)-

1-butene-4-O-b-D-
glucopiranosideo

4-(6-O-trans-cinamoil)-(2-
hidroximetil-4-hidroxi-
butenil-b- D-
glucopiranosideo

Antioxidante

Antioxidante

Antioxidante
Anti-inflamatorio

Inibidor da apoptose

Antioxidante

Antioxidante
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Ilex
Rotunda Thunb.

Ilex
Rotunda Thunb.

Ilex
Rotunda Thunb.

Spiraea canescens
D.Don.

Spiraea canescens
D.Don.

Fonte: Pesquisa direta, 2015.
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O 4cido angeélico é um 4cido organico monocarboxilico insaturado, encontrado
principalmente nas plantas da familia Apiaceae. Foi isolado pelo farmacéutico alemé&o
Ludwig Andreas Buchner, em 1842, a partir das raizes da planta herbacea angélica (Angelica
archangelica), que deu origem ao seu nome (WINK, 2015). Acido angélico, seus sais e
ésteres de &cido, chamados angelatos, sao componentes ativos de medicamentos & base de
plantas utilizada contra varios distdrbios, incluindo dores, febre e pirose (ZNATI et al, 2014).

Um estudo com o isoprenol (3-metil-3-buten-1-ol) com o objetivo de conhecer melhor
os fendmenos de atracdo e repeléncia, revelou que 0 mesmo possui a capacidade de atrair por
quimiotaxia, nematddeos de agua doce (Bursilla monhystera) e terrestre (Caenorhabditis
elegans). Independentemente do tempo de exposi¢do, ambos os vermes foram atraidos pelo
hemiterpeno, provando que esta molécula é capaz de ativar receptores de odor destes
organismos invertebrados (HOCKELMANN, MOENS E JUTTNER, 2004).

O hemiterpendide 2-metil-3-buten-2-ol, encontrando no choupo (Populus tremula) e
em duas espécies de bétula (Betula pendula Roth e Betula pubescens Ehrh), plantas tipicas
das floretas temperadas, além de ser um ingrediente de perfumaria usado em cosméticos,
produtos de higiene pessoal e produtos de limpeza tem propriedades sedativas e hipnéticas. E
formado a partir da Humulona e lupulona (derivadas do &cido a-lupulico) por reacdo com
radicais OH, seja na presenca de oxigénio atmosférico ou radicais OH in vivo (ZHANG,
SCHLYTER E BIRGERSSON, 2012; WOHLFART, HANSEL E SCHMIDT 1983).

Ao se examinar a composicdo do 6leo essencial extraido de folhas de Pisidium
guajava L. (goiaba), comprovou-se que 0 mesmo possui atividade antibacteriana contra
micro-organismos Gram-positivos (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Lactobacillus lactis, Lactobacillus acidophilus), Gram-negativos (Azotobactor species,
Agrobacterium rhizogenes, Enterobactor aerogenes, Glucanobactor oxidans e Pseudomonas
fluorescens) e atividade citotoxica direcionada a linhagem de células tumorais de cancer
cervical humano (HeLa). Os compostos majoritarios no 6leo sdo o hemiterpeno prenol (3-
metil-2-buten-1-ol) e os alcaldides criptonina e benzofenatridina. (JOSEPH et al, 2010).

O écido isovalérico, encontrado em plantas como Valeriana officinalis inibe uma
enzima crucial na manutencdo do potencial de membrana basal necesséria para uma
neurotransmissdo normal, a Na*K*-ATPase, sendo possivel que a inibigio dessa enzima esteja
relacionada a fendmenos ligados a encefalopatia, especialmente durante as crises de
descompensacdo metabdlica, quando o0s metabolitos tdéxicos acumulados aumentam

dramaticamente suas concentragdes teciduais (RIBEIRO et al, 2007).
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Os é&cidos senecidico e tiglico bem como os seus derivados inibiram parcial ou
completamente a colonizacdo dos fungos fitopatogénicos Phellinus tremulae, Ophiostoma
crassivaginatum e Ophiostoma piliferum, em concentragdes variaveis de 1 a 1000 ug/ml,
mostrando-se promissores no tratamento da grafiose ou doenca holandesa do ulmeiro, tipica
de plantas do género Ulmus L (CHAKRAVARTY et al, 1997).

O écido 2-furdico foi eficaz na reducdo dos niveis de colesterol e de trigliceridios em
ratos (dose de 20mg/kg/dia) além de uma elevacdo do nivel de colesterol HDL. A atividade
do receptor de LDL foi reduzida em hepatdcitos, células espumosas da aorta, células do
epitélio intestinal e fibroblastos. A atividade do receptor de HDL foi elevada nos hepatdcitos e
células do intestino delgado. Também houve a inibicdo da atividade da acil-CoA:colesterol
aciltransferase (ACAT), enzima presente no figado que catalisa a formagdo de ésteres de
colesterol a partir de colesterol (HALL et al, 1993). Este hemiterpeno ja foi relatado em
Padina pavonica (SHOUBAKY e SALEM, 2014).

O 4cido furdico também é um inibidor ndo competitivo e reversivel enzima tirosinase,
indicando que os grupos funcionais no anel furano desempenham um papel crucial na
inibicdo. Além disso, constatou-se também este hemiterpeno pode inibir a proliferacdo de
bactérias Salmonella e Bacillus subtilis. Os valores de concentragdo inibitéria minima (MIC)
do é&cido 2-furdico contra B. subtilis e Salmonella foram de 0,027 e 0,029, uM,
respectivamente (CHAI et al, 2013).

Foi identificado no fruto do tomate (Lycopersicon esculentum) um novo hemiterpeno,
chamado 2-metilbutan-1-ol-B-D-glucopiranosil-(1—6)-p-D-glucopiranosideo. A atividade
antioxidante, avaliada pelo método do radical sintético livre DPPHe (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl) foi positiva, com um indice de 76,0% de atividade de elimina¢do (scavenging)
do radical, numa concentracao de 0,5mM. (ONO et al, 2014).

Foram identificados na planta Spiraea prunifolia uma familia de hemiterpenos
derivados do cafeoil, denominados de: 4'-(6-O-cafeoil-B-D-glucopiranosil)-2'-metil acido
butirico,  1-O-cafeoil-6-O-(4'-hidroxi-2'-metileno-butiroil)-B-D-glucopiranosideo,  1,2-O-
dicafeoil-6-O-(4'-hidroxi-2'-metileno-butiroil)-B-D-glucopiranosideo, 1-O-cafeoil-6-O- (4'-
cafeoil-2'-metileno-butiroil)-p-D-glucopiranosideo e 1-O-cafeoil-6-O-(4'-cafeoil-3'-hidroxi-2'-
metileno-butiroil)-B-D-glucopiranosideo. Todos exibiram atividade antioxidante frente ao
radical superdxido (Oz¢) e radical livre sintético DPPHe. A atividade anti-inflamatoria in vitro

N = wp .

macrofagos estimuladas por fator LPS. (PARK et al, 2013).
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Na llex rotunda, arvore originaria do Japdo, foi relatada a presenca de dois
hemiterpendides com  propriedades antioxidantes: o Rotundarpenosideo A e
Rotundarpenosideo B, que também demonstraram capacidade sequestradora do radical
superdxido (O,e) e radical livre sintético DPPHe. (KIM et al, 2012).

Foram identificaram no fruto noni (Morinda citrifolia), cinco hemiterpendides: o 3-
Metil-but-3-enil-B-D-glucopiranosideo e quatro chamados genericamente de noniosideos:
Noniosideo A, noniosideo K, noniosideo L, noniosideo M. Todos apresentaram efeitos
inibitérios hormonais na melanogénese de células de melanoma induzidas, com reducdo de
34-49% do conteldo de melanina numa concentra¢do de 100 mM, com nenhuma ou quase
nenhuma toxicidade para as células (91-116% de viabilidade celular) (AKIHISA et al, 2010)

Foi relatada na llex pubescens, a presenca de hemiterpendides com propriedades
antiplaquetarias: o pubescenosideo A e pubescenosideo B. A atividade foi mais potente do
que a do &cido salvianolico B e do &cido acetilsalicilico, podendo no caso, serem utilizados
em composicBes farmacéuticas com o objetivo de inibir a agregacdo plaquetaria, a formacéo
de trombos, melhorar a microcirculacdo, reduzir a pressdo arterial, a excitacdo do sistema de
conducao cardiovascular e os riscos de isquemia cardiaca. (JIANG et al, 2005).

Investigagdes farmacoldgicas indicam que o extrato de Prinsepia utilis Royle, uma
planta arbustiva que cresce em grandes altitudes no sul da China e da india tem atividade
antioxidante, além de ser rica em compostos bioativos, como o0s hemiterpenos epiutililactona
e utililactona, que através de bioensaios imunossupressores, demostraram efeito inibidor sobre
a transformacdo de linfdcitos, proporcionado ferramentas para elucidar os mecanismos que
envolvem as respostas imunoldgicas e efeito imunomodulador (XU et al, 2007).

Da planta Spiraea canescens foram isolados dois hemiterpenos glicosidicos
denominados de 2-(trans-cinamoil-oxi-metil)-1-butene-4-O-b-D-glucopiranosideo e 4-(6-O-
trans-cinamoil)-(2-hidroximetil-4-hidroxi-butenil-b-D-glucopiranosideo. As duas moléculas
demonstraram capacidade antioxidante frente aos radicais DPPH e superdxido e pelo
potencial de reduzir o ferro (caracteristica de muitos antioxidantes), quando testados a uma
concentragdo de 500 uM (CHOUDHARY et al, 2009).

Da planta Pothos scandens L. foram isolados trés hemiterpenos glicosidicos:
potobanosideo A, potobanosideo B e potobanosideo C. Enquanto potobanosideo A exibiu
uma atividade inibitéria sobre a hialuronidase (que produz uma resposta angiogénica
implicada na capacidade de invasdo e metastase tumoral, podendo ser um valioso composto
anti-tumor), potobanosideo B e potobanosideo C exibiram uma atividade inibitoria e

antiestrogénica forte contra linhas celulares de céncer da mama humano estrogeno-
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dependentes. Eles também tém atividade inibitoria sobre a liberagdo de histamina por células
baséfilas. (MUHIT et al, 2015).

Lee et al (2015) isolaram do extrato de das cascas de Ilex Rotunda T. o hemiterpeno
rotundarpeno (4-cafeoil-3-metil-but-2-eno-1,4-diol), que demonstrou efeitos antioxidantes
frente a morte de células neuronais por produtos de oxidacdo de colesterol. Rotundarpeno
atenuou a oxidacdo do colesterol, ao inibir a formacdo de espécies de oxigénio reativas e
esgotamento de GSH, e impediu alteragdes nos niveis de proteinas apoptéticas, por supressao
da ativacdo da via mitocondrial e da caspase-8. (LEE et al, 2015).

O rotundarpeno também bloqueou alteragGes induzidas por receptores do ligante
indutor de apoptose relacionado com o fator de necrose tumoral (TRAIL), espécies reativas de
oxigénio e 6xido nitrico e danos nucleares em queratindcitos. Estes resultados sugerem que
rotundarpeno pode reduzir a apoptose induzida por TRAIL, sendo eficaz na prevencdo de
doencas da pele ou autoimune (LEE et al, 2014). Também inibiu a producdo de mediadores
inflamatorios em queratindcitos por supressdo da ativacdo das vias Akt e NF-kB por toll like
receptors (TLR-2) (KIM et al, 2014).

De todas as espécies vegetais citadas na tabela 2, poucas sdo as originarias da
América, sendo que mesmo aquelas com intensa distribuicdo no Brasil, como é o caso da
Morinda Citrifolia (noni) e Psidium Guajava (goiaba), tiveram estudos desenvolvidos em
outros paises, como Coréia do Sul, China, Japdo e india; ha poucos estudos identificando a
presenca de hemiterpendides com propriedades bioldgicas no Brasil.

Com uma das maiores diversidades bioldgicas do mundo, os paises asiaticos abrigam
uma imensa variedade de plantas superiores e espécies endémicas, além de possuir quase
todos os tipos de ecossistemas. Vale destacar ainda que séo paises com largo conhecimento na
medicina tradicional, e que tem articulado de maneira intensa suas atividades de P&D com o
patenteamento massivo no setor de fitoterapicos e pesquisa de novos farmacos de origem
vegetal; ja o Brasil ndo tem conseguido aproveitar o enorme potencial de sua biodiversidade
para a geracdo de conhecimentos neste setor.

Segundo o Panorama da Quimica Verde no Brasil: 2010 a 2030, entre 0s principais
fatores que contribuem para esses problemas estdo a falta de investimentos em P, D &l
voltados para a fitoquimica. Hoje predominam pesquisas relacionadas a fase de caracterizagédo
quimica e boténica. Faz-se necessario a realizacdo de estudos ligando instituicbes de
pesquisas, setor produtivo e o mercado consumidor. As pesquisas fitoquimicas devem ser
realizadas em conjunto com as industrias consumidoras de substancias bioativas, que

avaliardo as matérias-primas e produtos com potencial de mercado. Com base nas
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informagdes geradas, desenvolvem-se novas formas de obtencdo ecologicamente correta dos
metabdlitos secundarios de interesse, que serdo repassadas ao setor produtivo. Essa
interatividade promovera a valorizacao da biodiversidade e a conservacgédo de espécies em fase
de extincdo, fomentadas pelo desenvolvimento de novos sistemas de producdo. (CGEE,
2010).

B Prospeccdo Tecnoldgica

O termo prospeccdo tecnoldgica designa atividades centradas nas mudangas
tecnoldgicas, em mudangas na capacidade funcional ou no tempo e significado de uma
inovacdo. Visa incorporar informacdo ao processo de gestdo tecnoldgica, tentando predizer
possiveis estados futuros da tecnologia ou condi¢bes que afetam sua contribuicdo para metas
definidas. (FREITAS, 2013). Os métodos de Prospeccdo Tecnoldgica sdo usados ha varias
décadas em diversos paises, como uma ferramenta para orientar os esforgos empreendidos
para a pesquisa, desenvolvimento e inovacéo (P, D & I) (AMPARO et al, 2012).

Por meio da Busca de Anterioridade é possivel avaliar se a tecnologia em questao ja
foi desenvolvida, se ja foi apropriada, ou se ja esta sendo utilizada pela sociedade. Através da
Prospeccdo Tecnoldgica sdo levantadas todas as tecnologias existentes, identificando o
estagio de maturidade da tecnologia em questdo e como ela se insere na sociedade, assim
como aspectos de tecnologias concorrentes e lacunas a serem preenchidas, sendo possivel
uma determinada tecnologia e suas variacdes serem competitivas (QUINTELLA et al, 2011).

Os estudos de prospeccdo, que necessitam da informacdo tecnolégica, podem ser
encontrados nos bancos de dados de patentes, um recurso valioso e confiavel. Existem muitas
vantagens no uso dessa fonte de informacéo tecnolodgica, dentre elas, destaca-se a facilidade
de acesso as bases de dados disponibilizadas gratuitamente na internet (FERNANDEZ e
COMBA, 2012).

Desta forma, a revisdo tecnoldgica foi realizada em bases de dados especializadas
incluindo patentes depositadas no periodo compreendido entre o ano em que se iniciaram a
listagem dos depositos em cada banco até junho de 2015 nas bases do EPO, USPTO, WIPO e
INPI, como listado na metodologia. Os resultados podem ser observados na tabela 3. No total
sdo citados 34, 19 e 14 depositos envolvendo hemiterpenos nas bases americana (USPTO),
europeia (EPO) e mundial (WIPO), respectivamente. Ndo ha relato de nenhum depoésito de

patente depositado na base brasileira (INPI).
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Tabela 3. Numero de patentes depositadas nas bases de dados INPI, USPTO, EPO e WIPO,
compreendendo os termos utilizados.

Atividade bioldgica ou biological activities 422 1455 2847 2895
Hemiterpeno ou hemiterpene 0 34 19 14
Atividade biol6gica e Hemiterpeno ou 0 1 5 2

biological activities and hemiterpene

Fonte: Pesquisa Direta, 2015.

Além do nimero pequeno de estudos com hemiterpenos, como relatado na prospeccao
cientifica, poucas pesquisas chegaram a ser protegidas e disponibilizadas a sociedade em
forma de produto. Excluindo-se os casos de duplicidade nas bases de dados (principalmente
EPO e WIPO), o total de hemiterpenos com propriedades bioldgicas e que foram protegidos
ndo passam de 8 (tabela 2). No Brasil ndo ha registro de nenhum hemiterpeno protegido. Na
tabela 3 sdo explicitados esses oito depositos de patentes, alguns provenientes de pesquisas
relatadas na prospecgéo tecnologica.

Cinquenta por centro (50%) das patentes encontradas séo provenientes de pesquisas
citadas na prospeccdo cientifica. S&o elas: hemiterpenos glicosideos isolados de folhas de
Spiraea prunifolia, hemiterpenos glicosideos isolados do extrato de folhas de llex rotunda,
hemiterpenos glicosideos isolados da raiz de llex pubescens e uma composi¢do antifingica
que compreende pelo menos um composto selecionado a partir do grupo que consiste em:
acido tiglico, acido senecidico e derivados. As outras ndo constam nos artigos cientificos
elencados. Com excecgdo de 1 patente anterior a 1997, todas as outras foram depositadas apos
0 ano de 2005 (um percentual de 87,5%), mostrando que o interesse por essas moléculas teve

um aumento a partir dos anos 2000.
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Tabela 4. Patentes relacionadas as aplica¢6es tecnoldgicas dos hemiterpenos depositadas nas bases de dados EPO, USPTO e WIPO.

Patente Inventores . ‘- x
(n%/Ano) /Depositantes Titulo do depdsito Inovacao
A invencdo refere-se a novos hemiterpenos glicosideos
. . isolados de folhas de Spiraea prunifolia, com atividade
Novel hemiterpene glucoside compounds antioxidante/anti-inflamatoria, podendo ser utilizados
KR20140043258 LEE, M.W. isolated from the leaves of spiraea COMO COMDonentes ativos de’me%icamentos Cosmeticos e
(A) /2012 PARK, S. H. prunifolia and anti-oxidative and anti- . ponentes '
) alimentos funcionais.
inflammatory use thereof
A invencdo refere-se a dois novos hemiterpenos
New compounds purified from the leaves glicosideos isolados do extrato de folhas de llex rotunda
KR20120135448 LEE, M.W. P P L com atividade antioxidante, para serem utilizados em
of llex rotunda and anti-oxidative effect - ” . :
(A) /2011 KIM, M.H. thereof composic¢des cosméticas/alimento funcional.
A invencdo refere-se ao hemiterpeno 2-B-hidroxi-5-a-
LI, X. eudesmano-11-alil-12-4cido que pode ser usados em
CN1951378 (A) / ZHAO, Y Medical usage of 2beta-hydroxyilicicacid medicamentos para tratar a hepatite B; capacidade de
2007 HUANG, K in inhibiting hepatitis B conter o HBsAg superior ao difuradin.
LI, R.
A invencdo refere-se a dois novos hemiterpenos
LIANG, L. L, . . .
. . : : glicosideos (Pubescenosideo A e B) isolados da raiz de
ZHIHONG, J. Hemiterpene glycosides with anti-platelet . . «
US20060154877 . L Ilex pubescens, com atividade anti-agregagdo de plaquetas
MIN, L. aggregation  activities  from  llex . L 2 PE
/ 2006 mais potente que é&cido salviandlico B e Acido
JINGRONG, W. pubescens acetilsalicilico, e podem ser utilizados em composi¢oes
ZONGQIO, L. € P POSIC

farmacéuticas em seres humanos e mamiferos.




Use of setooquen

Degradeable furan sesterterpenes
keratinous spongistatin, and its preparing
method and use

New compound possessing insecticidal
bactericidal activity

W01997048279 CHAKRAVARTY, P. Agents with antifungal activity and

CN20051002559
6.1/ 2006 XU, S.
CN20061003560 YOZNH?Q&NCZB, L.
3.0/ 2006 ban
CN1948256 (A) -
2007-04-18 | CAO. H. L.
2005
AYER, W.A.
Al /1997 HIRATSUKA., Y.
TRIFONOV L.S

methods of use thereof
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A presente invencgdo refere-se a uma aplicacdo médica do
composto hemiterpeno que tem a atividade inibitdria da
proteina tirosina fosfatase 1B, podendo ser utilizado na
preparacdo de medicamentos usados no tratamento da
diabetes, a obesidade e as suas complicacdes.

Esta invencéo refere-se a degradacao de sesterterpenos em
um hemiterpeno bi-furano com aplicacdo no céancer
humano, especialmente cancer do pulmao, coélon do utero,
sistema nervoso central, pele e intestino. A toxidade
celular neste composto e seu valor ICsy é de cerca de 10
ug/mL, boa relagdo para restringir o crescimento de células
tumorais.

A presente invencdo refere-se a um novo composto,
eupatoria-C  (8-a-hidroxi-1-isopropil-4,7-dimetil-1,3,4,8-
tetralil-o-2,6-dicetona, um hemiterpeno que pode ser
utilizado como fungicida de alta eficacia, pesticida e
repelente.

A presente invencdo refere-se a uma composicdo
antifingica que compreende pelo menos um composto
selecionado a partir do grupo que consiste em: &cido
tiglico, &cido senecidico, derivados, na forma de sal ou
ndo, alcalino ou acido. Os métodos de reduzir ou inibir o
crescimento de fungos sdo também descritos.

Pesquisa Direta, 2015.
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Como jé relatado, a maior parte dos depoésitos de patentes é de origem asiatica, sendo
quatro depdsitos de origem chinesa, dois sul-coreanos, um canadense e um norte-americano
corroborando os dados descritos na prospeccdo cientifica (grafico 2), uma vez que a maior
parte dos estudos foi desenvolvida em paises orientais (especialmente a China e Coréia do
Sul), (gréafico 1). S&o paises com certa tradi¢cdo na protecdo patentaria de suas pesquisas. O
Brasil, como se previu na prospecc¢do cientifica, pouco produziu literatura sobre os
hemiterpenos e consequentemente ndo protegeu pesquisas relacionadas na area,
inviabilizando a disponibilizacéo a sociedade de novos produtos e a comunidade cientifica de

novos conhecimentos.
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Graéfico2. Paises de origem dos depositos de patentes nas bases de dados dos bancos de
patentes EPO, USPTO e WIPO. Pesquisa Direta, 2015.

A éarea de P&D de farmacos vem crescendo de forma acentuada no Brasil. Os avancos
cientificos e tecnologicos nas interfaces entre a quimica e biologia tém proporcionado
oportunidades e desafios notaveis na area de Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) de
farmacos, com amplo destaque para dois componentes fundamentais: inovacao e integracéo,
gue traduzem muito bem o papel central da quimica medicinal moderna (GUIDO et al, 2010)

Estimulada pelas politicas publicas, a industria farmacéutica nacional foi capaz de

aproveitar as oportunidades abertas pelo crescimento expressivo do mercado brasileiro na
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ultima década. No entanto, esse movimento ndo promoveu o desenvolvimento da industria
farmoquimica no pais, principal insumo da cadeia produtiva. Em paralelo, a ascensdo dos
paises asiaticos como grandes ofertantes desses insumos vem impondo desafios a
competitividade industrial brasileira, assim como dos demais paises (MIDITIERI et al, 2015).

Essa tendéncia deve ser ampliada cada vez mais, mediante investimentos em
infraestrutura, qualificacdo de pessoal e em pesquisa, incentivando um desenvolvimento
regional mais equilibrado e a consolidacdo de parcerias entre universidade, governo e
industria. O compromisso comum é integrar acdes, participar e contribuir da melhor maneira
possivel para o avanco do conhecimento cientifico e do dominio tecnolégico (PIMENTEL et
al, 2013). E essencial somar esforcos de forma organizada, articular estratégias de captacdo de
recursos financeiros, materiais e humanos, consolidar ideias e encontrar novas solugdes para
gue se possa evoluir, nas proximas décadas, de uma nacdo emergente para uma poténcia

mundial na &rea de farmacos e medicamentos (GUIDO et al, 2010).

CONCLUSAO

Considerando o levantamento de dados, conclui-se que ha poucos estudos sobre as
propriedades bioldgicas de hemiterpenos. As pesquisas existentes foram desenvolvidas em
sua maior parte em paises asiaticos e da Europa, evidenciando uma lacuna em nosso pais no
que se refere esta area da pesquisa. Tendo em vista a busca mundial pela descoberta de novos
tratamentos para diversas doencas, ha uma grande necessidade de desenvolver pesquisas e
transferir tecnologia, especialmente no caso de paises ricos em biodiversidade, como o
Brasil; sdo necessarios nesse caso uma maior aparelhagem entre as instituicdes de pesquisa,
universidades e iniciativa privada, formacdo de recursos humanos e estrutura adequada, junto

de maiores investimentos no setor de pesquisa e desenvolvimento de farmacos.
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CITOTOXICIDADE EM Artemia salina E TOXICIDADE AGUDA EM Mus musculus
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Resumo: O hemiterpendide prenol (3-metil-2-buten-1-o0l) é um dos compostos terpénicos
mais simples. E utilizado principalmente como intermediario na indGstria quimica, para a
sintese de ingredientes ativos e quimicos aromaticos; ocorre naturalmente em frutas citricas
de extensa distribuicdo no Brasil. A literatura pouco relata sobre os possiveis efeitos
toxicoldgicos produzidos pelo prenol em ensaios ndo clinicos. Diante disto, este estudo teve
como objetivo estimar a dose letal mediana 50% (DLsg) baseado no guia 423 da Organizagédo
para Cooperacgdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD, 2001), avaliar a toxicidade aguda
sobre o0s pardmetros bioquimicos, hematoldgicos, fisiolégicos e comportamentais em
camundongos swiss fémeas, bem como avaliar a citotoxicidade preliminar, determinando a
Concentracdo letal média (CLsp) frente ao microcrustdceo Artemia salina. Resultados da
citotoxicidade preliminar frente a A.salina das concentracdes do prenol indicam altas médias
de sobrevivéncia das larvas para as concentracdes testadas; a CLso foi estimada em 2944,14
pug/mL (32,58 mM). Durante o tratamento, nenhuma morte foi registrada nas doses de 300 e
2000 mg/kg™, o que permite estimar uma faixa de DLso entre 2000 e 5000 mg/kg. O prenol
ndo alterou a massa corporea dos animais. Os resultados mostram que a administracdo via
oral, do prenol, de forma geral, ndo produz efeitos toxicos que levem a morte do animal,
embora module os parametros analisados no teste de campo aberto, inferindo uma possivel
atividade no sistema nervoso central, sem influir no sistema motor. Nao houve alteracéo
significativa no consumo de agua, racdo e volume de excretas dos animais durante o periodo
de 14 dias de observacdo. Todos os parametros hematoldgicos e bioquimicos estavam dentro
da faixa de referéncia, observando-se pequenas alteracdes no valor dos neutrofilos
segmentados, glicose e acido Urico. O estudo toxicoldgico ndo clinico com o prenol revelou
que este terpeno possui baixa toxicidade aguda por via oral e em microcrustaceos, sendo que
os dados coletados contribuem de forma satisfatoria com a literatura do composto. Porém, é
valido destacar a necessidade de pesquisas futuras que contribuam ainda mais com os dados
toxicoldgicos, como a toxicidade por doses repetidas e estudos genotoxico e histopatologicos
a fim de permitir o uso seguro deste hemiterpeno.

Palavras-chave: 3-metil-2-buten-1-ol; Toxicidade Aguda; Camundongo; Artémias.
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1. INTRODUCAO

O hemiterpendide prenol (3-metil-2-buten-1-ol ou &lcool prenilico) é um dos compostos
terpénicos mais simples; Liquido a temperatura ambiente, e com odor caracteristico, sua
formula molecular ¢ CsH300 e massa molar de 86,1 g/mol. Apresenta ponto de fusdo a -
59.3°C, ponto de ebulicfo a 140°C, densidade de 0.85 g/cm® e elevada solubilidade em agua
(170g/L a 20°C) (NIOSH, 2010).

E um hemiterpeno que ocorre naturalmente em diversas frutas citricas como amora
preta (Rubus spp.), mirtilo (Vaccinium myrtillus), groselha (Ribes uva-crispa), maracuja
(Passiflora incarnata), uva (Vitis sp.), framboesa (Rubus idaeus), no tomate (Solanum
lycopersicum), café verde (Coffea arabica L.) e lupulo (Humulus lupulus) (OECD/SIDS,
2005). Também foi relatada sua presenca em frutos tipicos da regido nordeste como bacuri
(Platonia insignis) (FRANCO e JANZANTTI, 2005), noni (Morinda Citrifolia) (PINO et al
2010), acerola (Malpighia sp.), cupuagu (Theobroma grandiflorum Schum), umbu (Spondias
tuberosa L.) e cacau (Theobroma cacao L.) (DUARTE et al, 2010; BICAS et al, 2011).

O prenol ¢ utilizado principalmente como intermediario na inddstria quimica, para a
sintese de farmacos e quimicos aromaticos. Uma fracdo menor, estimada em cerca de 50
toneladas) é utilizada como agente aromatizante e em cosmética a um nivel maximo de 0,1%.
O alcool prenilico € um intermediario na fabricacdo de citral, especialidade quimica utilizada
nas industrias de aromas e fragrancias, bem como na fabricacdo de vitaminas A e E, drogas
antiacne e varios carotendides utilizados, incluindo o betacaroteno (BELSITO et al, 2010;
MCGINTY et al, 2010).

X-"0oH

llustracdo 1. Estrutura quimica do 3-metil-2-buten-1-ol (prenol).

Arquivo pessoal, 2015.

O estudo toxicol6gico ndo clinico de um composto é uma etapa inicial importante para
0 uso seguro dessa substancia na saude humana e ambiental, pois visa a caracterizacdo dos

efeitos toxicos produzidos a partir de sua administracdo. Alem disso, os estudos toxicoldgicos
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ndo clinicos tém o propdsito de buscar informacGes para os pesquisadores clinicos sobre as
doses capazes de provocar efeitos toxicos em animais de laboratorio (ANVISA, 2013).

O teste de toxicidade tem como objetivo definir a toxicidade intrinseca da substancia
quimica, determinar as espécies mais susceptiveis a acdo do composto, identificar 6rgaos
alvos e oferecer dados sobre o modelo, além de selecionar as doses para estudos toxicoldgicos
de longa duragdo (ALMEIDA, 2006). Um grande nimero de espécimes variando de
procariotos a eucariotos (roedores, micro-organismos, células de mamiferos e plantas) vem
sendo utilizados para a analise da toxicidade em amostras ambientais, compostos quimicos
puros ou misturas, medicamentos, etc. (MARIZ et al, 2008; CUNHA et al, 2013).

A literatura pouco relata sobre os possiveis efeitos toxicolégicos produzidos pelo prenol
em ensaios ndo clinicos. Diante disto, este estudo teve como objetivo avaliar a citotoxicidade
frente a0 microcrustaceo Artemia salina, determinando a Concentracdo letal média (CLs),
avaliar a toxicidade aguda sobre os parametros bioquimicos, hematoldgicos, fisiolégicos e
comportamentais em camundongos swiss fémeas, estimar a dose letal mediana 50% (DLso)
baseado no Guia da Organizacdo para Cooperacao e Desenvolvimento Econémico OECD 423
(OECD, 2001).

2. METODOLOGIA
2.1 Nauplios de Artémias

2.1.1 Avaliacédo da citotoxicidade frente a Artemia salina L.

A avaliagdo da toxicidade frente & Artemia salina L. foi realizada segundo
metodologia descrita por McLaughlin (1998). Inicialmente, foram preparados dois litros de
solucdo de sal marinho em &gua mineral ndo clorada (30 g/L) para incubacdo dos ovos de A.
salina (10 mg). O pH foi ajustado entre 8,0 e 9,0, por meio de solu¢do 0,1 mol/L de NaOH.
Estes foram expostos a luz artificial (lampada incandescente de 60 watts) a 25 °C, com
aeracdo constante, durante 24 horas para que houvesse a eclosdo das larvas (nduplios).

Para efetuar o ensaio, foram colocados, em triplicata, dez exemplares de nauplios em
tubos de ensaio contendo 5 mL de solugdo salina e aliquotas do prenol, nas seguintes
concentragdes: 0,1 mM, 0,54 mM, 1,1 mM, 2,2 mM e 54 mM. Grupos-controle também
foram preparados, sem a presenca do hemiterpeno (controle negativo) e com o dicromato de
potassio (controle positivo). Apds o periodo de 24 horas, foi realizada a contagem do nimero

de nauplios sobreviventes.
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2.2 Camundongos

Foram utilizados camundongos fémeas, albinas (Mus musculus), linhagem Swiss
adultas, com 2 a 3 meses de idade, e peso variando de 25 a 30 g, provenientes do Biotério
Central do Centro de Ciéncias Agrérias - CCA da Universidade Federal do Piaui (UFPI).

Durante todos os experimentos, os animais foram mantidos em gaiolas de acrilico 30 x
30 cm? cm, em condicdes controladas (temperatura ambiente de 24-25°C e umidade de 50 a
60%), com ciclo claro / escuro alternado de 12 horas (07:00 am a 07:00 pm) e sistema de
exaustdo, recebendo ragdo padrdo tipo Purina e agua filtrada ad libitum. Assepsia das caixas
foi realizada 3x por semana com alcool a 70% e hipoclorito de s6dio. Os experimentos
propostos foram previamente submetidos a avaliacdo do Comité de Etica em Experimentacéo
com Animal da UFPI e aprovado conforme os aspectos de natureza ética. Numero de

aprovacao: 095/14 (Anexos).

2.2.1 Screening Hipocratico, determinacéo da DLs e parametros quantitativos.

Para o screening, os animais foram divididos em trés grupos: grupo controle negativo
que recebeu Tween 80 0,05% dissolvido em solugcdo salina 0,9%, e 2 grupos teste, que
receberam as doses de 300 e 2000 mg/kg™. O guia da OECD (2001) recomenda que 0s grupos
sejam divididos em 4 grupos de 3 animais por etapa, e devem receber por via oral e em dose
Unica, as doses de 5, 50, 300 e 2000 mg/kg. Entretanto, quando ndo existem informacdes
sobre a substancia a ser testada, é recomendacdo do Guia usar a dose inicial de 300 mg/kg.
Portanto, ndo foram utilizadas as doses de 5 e 50 mg/kg. O Guia também recomenda que a
etapa seja feita duas vezes, entdo em cada dose se utilizou 6 animais (e 18 animais no total).

O Guia da OECD apresenta boa reprodutibilidade, usa poucos animais e é capaz de
classificar as substancias de acordo com sistemas internacionalmente aceitos (Globally
Harmonised System-GHS), estimando a dose letal mediana (DLsg). O guia também
recomenda o uso de fémeas para esse teste; embora ndo costume haver diferenca entre 0s
géneros, nos poucos casos em que esta ocorreu, as fémeas foram mais sensiveis que 0s
machos, e por isso, a predilecdo por este género em especifico (OECD, 2001).

Os camundongos foram observados nas primeiras 24 horas e diariamente durante 14
dias para avaliar o “screening hipocratico”, que forneceu uma estimativa geral da toxicidade
da substancia sobre o estado consciente e disposi¢do geral, atividade e coordenacdo do

sistema motor, reflexos e atividades sobre o sistema nervoso central e sobre o sistema nervoso
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autbnomo. Os parametros foram: atividade geral, frénito vocal, irritabilidade, resposta ao
toque, aperto da cauda, contor¢cdo abdominal, reflexo de endireitamento, forca para agarrar,
reflexo corneal, ataxia, tremores, convulsdes, lacrimacao, fenomenos de “Straub”, ptose,
miccao, defecacdo, piloerecdo, respiracdo, hipnose e anestesia. Também foram mensurados o
volume de &gua e racdo consumidos e excretas produzidos durante os 14 dias, com leituras

feitas a cada dois dias.

2.3 Avaliacdo comportamental

Ap6s a administracdo via oral do prenol, nas doses de 300 e 2000 mg/kg™ e do veiculo
(Tween 80 0,05% dissolvido em salina a 0,9%), os grupos de animais foram submetidos aos
testes comportamentais de campo aberto (open field) e barra giratéria (rota rod); estes foram
realizados trés vezes durante o periodo de observacdo: dia 01, dia 07 e dia 14.

O campo aberto de acrilico (paredes transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15 cm) e
dividido em nove quadrantes iguais (llustracdo 2). Esse aparato foi utilizado para avaliar a
atividade exploratéria do animal. Ap6s 30 minutos dos tratamentos, observaram-se 0s
seguintes parametros: n° de cruzamentos com as quatro patas (crossings), n° de
comportamento de autolimpeza (groomings) e o n° de levantamentos (rearings), sem
encostar-se a parede, durante o tempo de 5 minutos. Apds cada sessdo de teste individual, o
campo foi limpo com alcool 70% para remover qualquer vestigios (ARCHER, 1973).

O equipamento rota rod foi utilizado para a avaliacdo da coordenacdo motora e
relaxamento muscular em animais. Simultaneamente a leitura no teste de campo aberto por 5
minutos, os animais foram colocados com as quatro patas sobre uma barra giratéria de 2,5 cm
de diametro, elevada a 25 cm do piso, em uma rotacdo de 17 rpm, por um periodo de trés
minutos. Foram registrados, o tempo de permanéncia na barra giratéria, em segundos (s), e 0

namero de quedas, com trés reconducgdes, no maximo (SHIOTSUKI et al, 2010).

llustracéo 2. Equipamentos Campo Aberto (A) e barra giratéria (B). Arquivo pessoal, 2015.
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2.4. Toxicidade aguda do prenol em parametros bioquimicos, hematoldgicos e
fisioldgicos.

Ap0s 14 dias de observacdo, os animais foram anestesiados com Xilazina e Cetamina
em associacdo (10 mg/kg™ e 50 mg/kg™, respectivamente, i.p.) e a coleta do sangue foi
realizada por puncéo cardiaca. O sangue foi acondicionado em dois tipos de tubo: um com
anticoagulante para determinacdo dos parametros hematologicos, e 0 outro, sem
anticoagulante, para obtencdo do soro para avaliacdo dos parametros bioquimicos.

O sangue foi centrifugado a 2500 rpm durante 5 minutos a fim de se extrair o soro
para analise bioquimica; posteriormente foram determinados o0s seguintes parametros
bioquimicos: glicose, uréia, creatinina, aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (AST), triglicerideos, fosfatase alcalina (ALP), bilirrubinas total e direta. Os
ensaios foram realizados em aparelho automético Labmax 240 (Labtest) com sistemas
comerciais da Labtest®.

A anélise hematologica foi feita baseada nos valores para eritrocitos, leucocitos,
plaquetas, hemoglobina, hematocrito e os indices hematimétricos volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM). Ambas as analises foram realizadas no Laboratério de Patologia Animal do
Hospital Veterindrio da Universidade Federal do Piaui — UFPI. A andlise dos parametros
fisiologicos foi realizada de acordo com o volume de dgua e peso de ragdo que foram
consumidas durante os quatorzes dias de observacdo dos animais, assim como a quantidade de
excretas produzidas.

As cobaias foram eutanasiadas de acordo com a Resolugdo n° 1000, de 11 de maio de
2012 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CRMV) que dispde sobre procedimentos
e métodos de eutandsia em animais e d& outras providéncias. Na seguinte resolucdo sdo
listados os procedimentos aceitaveis e os inaceitaveis como métodos de eutanasia.

Entre os aceitaveis cita-se a sobredose de barbitlricos ou outros anestésicos gerais
injetaveis (duas a trés vezes a dose anestésica) a serem administrados por via intraperitoneal,
em dose suficiente para produzir a auséncia do reflexo corneal. Portanto, foi utilizada a dose

de 30 mg/Kg e 150 mg/kg™ de xilazina e cetamina, respectivamente.
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2.5. Analises estatisticas

Os dados da citoxicidade em Artemia foram analisados a fim de determinar os valores
de CLso e as médias de sobrevivéncia para cada concentracdo, por regressdo de Probitos por
meio do software GraphPad Prism®, versdo 6.0, com 95 % de intervalo de confianga. Os
valores obtidos em camundongos foram expressos como média = erro padrdo da média
(E.P.M.). As diferencas entre os grupos foram determinadas por meio da Analise de Variancia
(ANOVA), seguida, quando detectada diferenca, pelo teste t-Student-Newman-Keuls como

post hoc teste. Os valores foram considerados significativos quando p<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

B Citotoxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina

Resultados da citotoxicidade preliminar frente a Artemia salina das concentracdes do
hemiterpeno prenol estéo descritos na tabela 1 (quantidades de larvas expostas X mortas). No
gréafico 1, as médias de sobrevivéncia/viabilidade das larvas para as concentra¢fes 0,1 mM,
054 mM e 1,1 mM, 2,2 mM e 5,4 mM, foram de 100%, 100%, 100%, 98,89% e 92,22%,
respectivamente. A CLso do hemiterpeno 3MB foi de 2944,14 pg/mL (32,58 mM) (tabela 2).

Tabela 1. Contagem de Artemias salinas mortas apos 24 h de exposicdo ao hemiterpeno

prenol.
Concentracédo das Quantidade de A. Quantidade de A. salinas
solugdes (mM) salinas expostas Mortas
0,1 30 0
0,54 30 0
1,1 30 0
2,2 30 1
54 30 2
CN 30 0
CP 30 30

Legenda: CN — Controle Negativo (Soluc¢do salina); CP — Controle Positivo (Dicromato de Potassio).
Pesquisa Direta, 2015.
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Gréfico 1. Viabilidade dos nauplios de Artemia salina nas concentrag¢fes do prenol.
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Legenda: Os valores representam a média dos valores de sobrevivéncia/ viabilidade das larvas, in
vivo, n = 5, experimentos realizados em triplicata. GraphPad Prism, 2015. Pesquisa Direta, 2015.

Tabela 2. Valor da CLso do prenol, com o intervalo de confianca de 95%

Intervalo de Confianca de 95%

Amostra CLso (Mg/mL)

prenol 2944,14 ug/mL (ou 32,58 mM)

Fonte: Pesquisa Direta, 2015.

O bioensaio de toxicidade com o microcrustaceo A. salina, é em geral simples, rapido,
sensivel e de baixo custo, e consiste na estimativa da concentracdo de uma substancia por
meio da medida de uma resposta bioldgica, na qual existe apenas um parametro envolvido:
vida ou morte. O ensaio de letalidade permite a avaliacdo da toxicidade aguda como bioensaio
preliminar no estudo de compostos com potencial atividade biologica; é atualmente aceito
pela comunidade cientifica (GUBBELS-VAN HAL et al, 2005; ARAUJO et al, 2010).

O estudo revelou que o prenol apresentou baixo nimero de mortes dentro de todas as
concentragOes testadas. Mesmo aquelas mais elevadas (2,2 e 5,4 mM), a média de letalidade
foi pequena dentro do universo amostral; a média de sobrevivéncia variou de 92% a 100%,
um indicativo de baixa toxicidade. Ndo houve morte de nenhuma A. salina no controle
negativo, 0 que mostra que o solvente utilizado é inofensivo a este microcrustaceo; no

controle positivo houve 100% de letalidade com o uso do dicromato de potassio (K,Cr,07).
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A CLsp é definida como a concentracdo de um agente que em um meio, causa a
mortalidade ou inibe em cinquenta por cento (50%) a populacdo exposta, durante um
determinado periodo de tempo. Esse simples organismo pode ser usado como um monitor
conveniente para a citotoxicidade de produtos, além de ser um método répido, seguro e
acessivel. Uma vez que o ensaio permite a avaliacdo da toxicidade geral, é considerado um
importante bioensaio da toxicologia dos produtos naturais com potencial atividade biologica
(AMARANTE et al, 2011). Varios métodos aplicados para testar a toxicidade geral séo Uteis
na toxicologia in vitro (HOCAYEN et al, 2012).

Quanto maior o valor de uma CLsg, menos téxica € a substancia frente a um
organismo-teste; segundo os valores da CLsy resultante dos trabalhos de Alves e
colaboradores (2000) e Araujo e colaboradores (2010), sdo consideradas toxicas substancias
que apresentam valores de CLs abaixo de 1000 pg/mL utilizando o organismo teste A. salina.
Como ja mostrado, a CLso do hemiterpeno prenol resultou em um valor de 2944,14 pg/mL,

quase o triplo do valor de seguranca relatado (tabela 2).

Screening Hipocratico, determinacdo da DLsy e parametros quantitativos.

Durante o tratamento, nenhuma morte foi registrada nas doses de 300 e 2000 mg/kg™
(tabela 3). O prenol ndo alterou a massa corporea dos animais; ndo foram exibidas alteragdes
significativas antes, durante e ap6s a administracdo do prenol no periodo de observacéao
(tabela 4). Houve, entretanto sinais e sintomas de toxicidade na maior dose, especialmente na
dose 2000 mg/kg™. Foram observados a respiracdo aumentada, presenca de frénito vocal
(ruido caracteristico da vocalizacdo do ar), além de atividade geral diminuida, caracteristico

de atividade depressora no sistema nervoso central (SNC).

Tabela 3. Efeitos da administracdo aguda por via oral do prenol em camundongos durante 14
dias de observacéo.

Grupos Doses  N°de animais  N°de mortes Sinais e sintomas
mg/kg™ por grupo por grupo de toxicidade
Controle Veiculo 6 0 -
Prenol 300 6 0 Atividade geral diminuida

Respiragdo ofegante, atividade
geral diminuida e frénito vocal.

Screening hipocréatico e contagem de cobaias mortas; n = 6 por grupo. Pesquisa direta, 2015.

Prenol 2000 6 0
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Tabela 4. Variacdo de peso corporal em camundongos durante 14 dias de observacdo apos
administracdo aguda por via oral do prenol.

Grupos Doses  N°de animais Peso por grupo dia01 Peso por grupo dia 14

mg/kg®  por grupo (média + EPM) (média + EPM)
Controle Veiculo 6 26,66 + 1,67 28,33 + 1,67
Prenol 300 6 30+0,0 31,67 + 1,66
Prenol 2000 6 26,67 + 1,67 26,66 + 1,67

Resultados expressos como a média + E.P.M. n = 6 por grupo. (ANOVA e t-Student-Newman-
Keuls como post hoc teste). Pesquisa direta, 2015.

De acordo com a OECD (2001), quando ndo ocorrem mortes nem mesmo na dose
mais elevada (2000 mg/kg™) administrada aos roedores, a substancia é enquadrada na
categoria 5 (padrdes da Globally Harmonised System). Esta categoria é destinada a produtos
quimicos com toxicidade aguda relativamente baixa (sob certas circunstancias, podem
representar riscos para populacbes vulneraveis). A DLsy estimada para compostos nesta
categoria varia de 2000 a 5000 mg/kg (baixa toxicidade em humanos). (ABIQUIM, 2005).

No geral, também ndo foram observadas alteracdes significativas nos parametros
quantitativos de: consumo de agua (mL), consumo de racéo (g) e producdo de excretas (Q)
durante o periodo de observacédo de 14 dias.

Os animais do grupo controle nos sete dias de observacdo apresentaram uma média
(E.P.M) de consumo agua (mL) de 137,00+1,52, 137,00+1,52, 142,00+2,30, 137,33+1,76,
137,33+2,90,140,00+2,00 e 140,66+3,48, respectivamente. Os animais que receberam a dose
de 300 mg/Kg de prenol apresentaram uma média de 144,00+1,15, 143,33+1,76,
139,33+0,66, 137,33+1,76, 136,67+2,40,139,33+0,66 e 136,67+2,03 respectivamente. E 0s
que receberam 2000 mg/Kg apresentaram uma média de 130,66+0,66, 139,00+0,57,
140,00+0,00, 138,67+2,90, 131,33+2,40, 134,00+2,40 e 138,67+0,88, sem diferencas
significativas entre todos os dias e avaliados.

O grupo controle nos sete dias de observacao apresentou uma média de consumo ragao
de 5,35%0,24, 6,86+0,46, 6,07+0,75, 7,45+1,49, 8,62+1,52, 7,40+1,38 e 8,24+0,23,
respectivamente. Os do grupo 300 mg/Kg apresentaram uma média de 5,08+0,20, 5,72+1,52,
7,51+1,16, 9,41+0,74, 9,59+0,89, 9,70+0,43 e 10,76+0,39 respectivamente. E 0s que
receberam 2000 mg/Kg apresentaram uma média de 6,08+0,71, 8,68+0,67, 9,12+0,59,
8,39+0,86, 10,71+1,37, 9,89+0,78 e 10,12+1,17, sem diferencas significativas entre eles.
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Gréfico 2. Perfil do consumo de &gua em camundongos ap6s administragdo aguda do prenol
(300 e 2000 mg/Kg). GraphPad Prism, 2015. Os resultados foram expressos como a média *
E.P.M. "p<0,05 quando comparado ao grupo controle do n° de cruzamentos dos camundongos
utilizados (n = 6 por grupo) (ANOVA e t-Student-Newman-Keuls como post hoc teste).
Pesquisa direta, 2015.
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Gréfico 3. Perfil do consumo de racdo em camundongos ap6s administracdo aguda do prenol.
(300 e 2000 mg/Kg). GraphPad Prism, 2015. Os resultados foram expressos como a média *
E.P.M. "p<0,05 quando comparado ao grupo controle do n° de cruzamentos dos camundongos
utilizados (n = 6 por grupo) (ANOVA e t-Student-Newman-Keuls como post hoc teste).
Pesquisa direta, 2015.
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Os animais do grupo controle nos sete dias de observacdo apresentaram uma média
(E.P.M) de produgdo de excretas (g) de 1,97+0,11, 2,96+0,13, 1,82+0,45, 2,84+0,70,
2,75£0,90, 4,01+£1,47 e 3,47+0,67, respectivamente. Os animais que receberam 300 mg/Kg
apresentaram uma meédia de 2,27+0,24, 2,61+0,76, 2,67+0,46, 2,77+0,82, 3,24+0,19,
3,94+1,29 e 3,23£1,00 respectivamente. E os que receberam 2000 mg/Kg apresentaram uma
média de 3,71+1,30, 3,61+0,81, 3,09+0,90, 2,18+1,13, 3,61+0,81, 4,81+0,30 e 5,49+1,44, sem

diferencas significativas entre todos os dias e avaliados.
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Graéfico 4. Producéo de excretas em camundongos ap6s administracdo aguda do prenol (300 e
2000 mg/Kg). Os resultados foram expressos como a média + Erro Padrdo da Média (E.P.M.).
"p<0,05 quando comparado ao grupo controle do n® de cruzamentos dos camundongos
utilizados (n = 6 por grupo) (ANOVA e t-Student-Newman-Keuls como post hoc teste).
Pesquisa direta, 2015.

E importante destacar que embora os valores do grupo de 2000 mg/Kg apresentem
médias superiores aos outros grupos, os erros padroes das médias sdo elevados; como 0s
grupos possuem apenas trés animais, eleva¢des em um Gnico animal tendem a superestimar 0s
dados. No décimo terceiro dia, por exemplo, para uma média de 5,44 gramas de excretas
produzidas, é apresentado um erro padrdo de quase um ponto e meio entre amostras do grupo;
para um universo de médias inferiores a seis gramas, tais erros invalidam qualquer

significancia estatistica que pudesse ocorrer.
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B Avaliagdo comportamental

A média do nimero de cruzamentos do grupo controle no primeiro, sétimo e décimo
quarto dia foi de 80,67+2,67, 46,33+1,33 e 46,00+0,0, respectivamente. O grupo de 300
mg/Kg de prenol apresentou média de 44,67+4,17, 39,33+2,96 e 37,33%2,18,
respectivamente. E o grupo de 2000 mg/Kg apresentou médias de 30,33+5,48, 26,67+7,33 e
19,33+3,28.

Assim, percebe-se que no primeiro dia, houve diferenca significativa entre os grupos
de 300 e 2000 mg/Kg do prenol e o grupo controle, com diminuicdo da atividade geral das
cobaias, devido a diminuicdo do numero de cruzamentos (crossings) (gréafico 5).

Também nota-se que mesmo com o passar do periodo de 14 dias, o grupo de 2000
mg/Kg, apresenta indices significativamente menores quando comparado ao controle, o que

nao ocorre com a dose de 300, inferindo um sinal de toxicidade no sistema nervoso central.

1001
B controle
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NUuUmeros de cruzamentos

Periodo de observacdo (dias)

Grafico 5. Numero de cruzamentos realizados por camundongos ap6s administracdo oral
Unica do prenol, e periodo de observacdo de 14 dias. Graphpad Prism, 2015. Os resultados
foram expressos como a média + Erro Padrdo da Média (E.P.M.). "p<0,05 quando comparado ao
grupo controle do n° de cruzamentos dos camundongos utilizados (n = 6 por grupo) (ANOVA

e t-Student-Newman-Keuls como post hoc teste). Pesquisa direta, 2015.
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O prenol também diminuiu 0 ndmero de levantamentos (readings) do grupo que
recebeu a dose 2000 mg/kg™em comparacdo ao grupo controle e ao grupo de 300 mg/kg™
(grafico 6). A média do numero de levantamentos do grupo controle no primeiro, sétimo e
décimo quarto dia foi de 38,33%£2,84, 27,67+2,66 e 23,67+5,78, respectivamente. O grupo de
300 mg/Kg de prenol apresentou média de 23,33%1,76, 22,00+1,55 e 15,67+1,20,
respectivamente. E o grupo de 2000 mg/Kg apresentou médias de 19,66+2,33, 14,67+2,60 e
8,66+4,66.
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Graéfico 6. Numero de levantamentos realizados por camundongos apds administracdo oral
unica do prenol, e periodo de observacdo de 14 dias. Graphpad Prism, 2015. Os resultados
foram expressos como a média + Erro Padrdo da Média (E.P.M.). "p<0,05 quando comparado ao
grupo controle do n° de cruzamentos dos camundongos utilizados (n = 6 por grupo) (ANOVA
e t-Student-Newman-Keuls como post hoc teste). Pesquisa direta, 2015.

A média do nimero de movimento de auto-limpeza (groomings) do grupo controle no
primeiro, sétimo e décimo quarto dia foi de 17,00+1,15, 23,00+1,52 e 29,00+4,50,
respectivamente. O grupo de 300 mg/Kg de prenol apresentou média de 5,33+0,88,
19,33+4,00 e 15,66+4,37, respectivamente. E o grupo de 2000 mg/Kg apresentou médias de
4,67+0,66, 15,00+3,21 e 21,00+2,08. (gréafico 7)

Com excecédo do primeiro dia, que exibiu uma diminui¢cdo dos groomings dos grupos
de 300 e 2000 mg/Kg em relacéo ao grupo controle, se nota um aumento dos mesmos com 0
passar dos quatorze dias apds a administracdo do prenol, embora em sua maior parte ndo

sejam estatisticamente diferentes.
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Grafico 7. Numero de movimentos de auto-limpeza realizados por camundongos apos
administracdo oral Unica do prenol, em periodo de observacdo de 14 dias. Graphpad Prism,
2015. Os resultados foram expressos como a média + Erro Padrdo da Média (E.P.M.). "p<0,05
quando comparado ao grupo controle do n° de cruzamentos dos camundongos utilizados (n =
6 por grupo) (ANOVA e t-Student como post hoc teste). Pesquisa direta, 2015.

O teste de campo aberto visa avaliar a movimentacdo espontanea dos animais. Ele
pode fornecer respostas importantes que indicam a acdo de uma droga ou planta medicinal
sobre a memdria, aprendizagem ou medo do animal. (MATTEI; FRANCA, 2006).

Os resultados mostraram que o prenol nas doses testadas no primeiro dia, reduziu a
atividade locomotora (crossings), 0 nimero de levantamentos (readings) e 0s movimentos de
auto-limpeza (groomings) sugerindo uma acdo depressora sobre o comportamento. Dados na
literatura demonstram que a reducdo na atividade locomotora espontanea da uma indicacao do
nivel de excitabilidade neuronal e esta reducdo pode estar relacionada a depressdo do sistema
nervoso central. Costa” (2012), Costa® (2) (2012) Almeida (2013) também relataram
terpendides e derivados com capacidade de diminuir os trés parametros, a ciano-carvona, 0
fitol e 0 epdxi-limoneno, respectivamente.

Em relacdo ao movimento de auto-limpeza, embora se note reducdo no primeiro dia
apos a administracdo do prenol, com o passar das semanas ocorre um aumento, diferente dos
outros parametros; a literatura classifica isto como um tipo de comportamento deslocado. A
literatura apresenta relatos de trabalhos onde o grooming foi considerando comportamento
deslocado, com a possibilidade de estar relacionado a agressividade frustrada (CHEN et al,
2010; AGUDELO et al, 2013).
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Em relacdo ao teste de barra giratéria (rota rod), ndo houve diferenca significativa
entre o tempo de permanéncia dos camundongos na barra giratoria nem entre o nimero de

quedas, dos grupos testados, como pode ser observado abaixo.

Tabela 5. Efeitos do prenol em camundongos no tempo de permanéncia no teste de barra
giratdria ap6s administracdo oral Unica, e periodo de observacdo de 7 e 14 dias.

Tempo de permanéncia (s)

Grupos Doses mg/kg™ Dia 01 Dia 07 Dia 14

Controle Veiculo 180 + 0,0 180 + 0,0 177+ 1,53
PRE 300 178,33 + 4,00 176 + 1,00 174 + 3,46
PRE 2000 176 + 2,08 176 + 2,08 176 + 0,57

Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. (Erro Padrdo da Média) do nimero de
animais usados em cada grupo nos experimentos. ANOVA seguido do teste t-Student-Newman-

Keuls como post hoc. Pesquisa direta, 2015.

Tabela 6. Efeitos do prenol em camundongos no numero de quedas no teste de barra giratéria
apos administracdo oral Unica, e periodo de observacao de 7 e 14 dias.

Numero de quedas

Grupos Doses mg/kg™ Dia 01 Dia 07 Dia 14

Controle Veiculo 0,0+0,0 0,0+0,0 0,67 + 0,33
PRE 300 0,0+0,0 1,33+0,33 1,67 + 0,88
PRE 2000 0,67 +0,33 1,33+0,33 1,0+0,0

Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. (Erro Padrdo da Média) do numero de
animais usados em cada grupo nos experimentos. ANOVA seguido do teste t-Student-Newman-

Keuls como post hoc. Pesquisa direta, 2015.
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O teste da barra giratdria consiste em colocar camundongos sobre uma barra que gira a
uma velocidade constante e verificar a capacidade do animal equilibra-se sobre a mesma. Esse
teste mede o efeito do relaxamento muscular ou de incoordenagdo motora produzidos pelos
ansioliticos, por exemplo, que costumam interferir diretamente no nimero de quedas e tempo
de permanéncia na barra giratoria. (MATTEI; FRANCA, 2006).

Em relagdo ao teste de rota rod, ndo houve diferenca significativa entre o tempo de
permanéncia dos camundongos na barra giratéria nem no nimero de quedas, entre 0s grupos,
0 que indica que o prenol nas doses testadas ndo produziu relaxamento muscular, excluindo a
diminuicdo do nimero de levantamentos e cruzamentos no teste de campo aberto a este fator;
portanto presume-se a possibilidade de que estes ocorreram por um efeito depressor no SNC.

Dessa forma, pode-se sugerir que o prenol apresenta um possivel efeito sedativo, ao
diminuir os parametros no teste do campo aberto; por outro lado demonstra um melhor
potencial farmacoldgico de importancia clinica, ja que ndo altera a coordenagdo motora, como
0s benzodiazepinicos classicos. Resultados semelhantes foram obtidos com a ciano-carvona
(COSTA?, 2012), ja epoxi-limoneno e fitol, em maiores concentragdes elevaram o nimero de
quedas e diminuiram o tempo de permanéncia na barra.

H& na literatura o relato de um hemiterpendide com propriedades ansioliticas e
hipnéticas, o 2-metil-3-buten-2-ol (estruturalmente semelhante ao prenol), encontrando no
choupo (Populus tremula) e em duas espécies de bétula (Betula pendula Roth e Betula
pubescens Ehrh), plantas tipicas das floretas temperadas, o que serve de indicio de possivel
atividade no sistema nervoso central do prenol (WOHLFART, HANSEL E SCHMIDT 1983;
ZHANG, SCHLYTER E BIRGERSSON, 2012).

B Toxicidade aguda em parametros bioquimicos e hematoldgicos

Os camundongos tratados com as doses de 300 e 2000 mg kg™ via oral do prenol
apresentaram todos os parametros hematoldgicos dentro da faixa de referéncia, observando-se
pequenas alteracGes no valor dos linfocitos segmentados, mas sem indicativo de repercussao
clinica (p<0,05; Tabela 7).

Na tabela 8, sdo apresentados os valores obtidos da avaliacdo dos parametros
bioquimicos em camundongos submetidos aos ensaios toxicolégicos pré-clinicos, por via
oral; houve pequenas alteracbes nos parametros analisados sem indicativo de importancia
clinica. Os valores de glicose e 4cido Grico diminuiram na dose de 2000 mg kg™ em relacéo

ao veiculo (p<0,05; Tabela 8).



Tabela 7. Resultados dos parametros hematoldgicos de camundongos Swiss, tratados com

prenol por via oral.
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Parametros Controle PRE 300 mg/kg™ PRE 2000 mg/kg™
Hemacias 7,82+0,77 7,60 + 0,40 8,03+ 0,69
Hemoglobina 9,90 + 0,50 9,83 +0,44 9,23+ 0,54
Hematdcrito 36,06 + 1,45 36,23 + 3,37 36,23 + 1,26
VCM 46,67+ 2,33 47,00+ 1,53 47,33+ 2,60
CHCM 27,43 +0,48 27,47+ 1,49 25,43 +0,71
RDW% 19,83+ 0,65 19,90 + 0,26 21,86+ 0,96
Leucdcitos totais 2250,0 + 376,6 2193,3 +129,1 2866 + 338,3
Linfocitos 90,67 +1,76 88,0 + 3,60 76,33+ 1,76
Segmentados 4,66 + 0,88 4,33+ 1,20 20,00 + 2,51*

Parametros bioquimicos obtidos de camundongos Swiss fémeas, tratadas de forma aguda por via
oral, com veiculo (Controle, n = 6) e com prenol nas doses 300 mg/kg*(PRE 300, n = 6) e 2000
mg/kg™ (PRE 2000, n = 6). Os valores representam a média = E.P.M. do nimero de animais
usados nos experimentos. n - representa 0 numero de animais em cada grupo. *p<0,05 em relagdo
ao controle. Pesquisa direta, 2015.

Os camundongos tratados com as doses de 300 e 2000 mg kg™ via oral do prenol
apresentaram todos os parametros hematoldgicos (hemacias, hematdcrito, hemoglobina e os
indices hematimétricos, bem como contagem leucocitaria) dentro da faixa de referéncia,
observando-se pequenas alteracdes no valor dos neutrofilos segmentados (p<0,05; Tabela 5),
mas sem repercussdo clinica nos camundongos. O leucograma ndo exibiu aumento
significativos de leucdcitos totais, que podem ser causados pela elevacdo de neutréfilos e
linfocitos, ou somente uma dessas linhagens de células (THRALL et al, 2004; STEIN et al
2010).

Entretanto, no grupo prenol 2000 mg/kg™ foi observado um significativo aumento dos
neutrdfilos segmentados. O quadro de neutrofilia apresenta variadas causas, desde infecgdes
bacterianas, inflamacdo e necrose tecidual, distdrbios metabdlicos, farmacos (como
corticosteroides), até o consumo de alcool. (GONZALEZ e SILVA, 2008).
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O consumo cronico de alcool tem sido associado com um aumento da infiltragdo de
leucocitos polimorfonucleares em alguns 6rgdos, especialmente no figado; se admite que
metabolitos do alcool sejam capazes de ativar células de Kupffer a produzir fatores
quimiotaticos para neutréfilos, aumentando a exsudacgéo dessas células (GAO e BATALLER,
2011; TRABUT et al, 2012). Uma vez que o prenol é um &lcool simples, é uma possibilidade
que a maior dose tenha provocado um aumento dos neutréfilos na circulagéo.

Tabela 8. Resultados dos parametros bioguimicos de camundongos Swiss, tratados com

prenol por via oral.

Parametros Controle PRE 300 mg/kg™ PRE 2000 mg/kg™
Glicose (mg dL-1) 130,16 + 0,38 125,83 + 0,49 113,16 + 0,47*
Uréia (mg dL-1) 27,43 + 0,66 27,83+ 0,73 26,90 + 0,41

Creatinina (mg dL-1) 0,41 + 0,36 0,45+ 0,42 0,50 £ 0,56
Acido urico (mgdL-1)  2.45+0,10 2.30+0,37 1,89 + 0,55*
AST/TGO (UI/L) 299,63 + 28,86 225,06 + 2,24 250,90 £ 5,77
ALT/TGP (UI/L) 60,40 + 4,10 53,13 + 3,97 48,56 + 0,16
Fosfatase alcalina 196,53 + 1,33 204, 43 + 8,55 203,23 + 31,02
Triglicérides 70,00 + 0,58 69,33 + 3,84 71,66 +4,41
Bilirrubina total 0,31 +0,15 0,28 + 0,07 0,34 + 0,02

Parametros bioquimicos obtidos de camundongos Swiss fémeas, tratadas de forma aguda por via
oral, com veiculo (Controle, n = 6) e com prenol nas doses 300 mg/kg*(PRE 300, n = 6) e 2000
mg/kg™ (PRE 2000, n = 6). Os valores representam a média = E.P.M. do nimero de animais
usados nos experimentos. n - representa 0 nUmero de animais em cada grupo. *p<0,05 em relagéo
ao controle. Pesquisa direta, 2015.

A avaliacdo dos parametros bioquimicos nos camundongos se deu através da
determinacdo de seus niveis séricos: uréia, creatinina, alanina aminotransferase (ALT ou
TGP), aspartato aminotransferase (AST ou TGO), fosfatase alcalina, triglicérides e bilirrubina
total; os mesmos ndo foram alterados nos animais tratados com prenol, independente da dose.

Como a elevacdo nos niveis plasmaticos de uréia e creatinina fornece indicios de
sobrecarga renal, insuficiéncia renal aguda ou, ainda, de aumento no catabolismo protéico
(CAUTHEN et al, 2008), e como 0s mesmos encontram-se dentro dos niveis de referéncia,

infere-se que ndo ha sobrecarga ou toxicidade renal.
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Em virtude dos niveis séricos dos marcadores hepaticos alanina aminotransferase
(ALT ou TGP), aspartato aminotransferase (AST ou TGO), fosfatase alcalina e bilirrubina
total ndo mostrarem diferencas significativas nem alterar tais parametros para fora dos valores
de referéncia, presume-se que o prenol ndo possui a capacidade toxica frente ao sistema
hepatico.

As aminotransferases aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase séo
enzimas hepaticas intracelulares, que sdo liberadas para a circulacdo periférica em
consequéncia da perda de integridade celular durante injaria e morte dos hepatocitos (SOUZA
et al, 2014). A presenca pouco significativa da ALT em outros tecidos que nao o do figado, ao
contrario da AST, faz dela um marcador mais especifico da funcdo hepética. (PINTO et al,
2012; MAHTAB et al, 2013)

Por outro lado, houve pequenas alteracdes nos valores de glicose e acido urico
(p<0,05) sem indicativo de importancia clinica. Os mesmos encontraram-se
significativamente diminuidos na dose de 2000 mg kg™ em relagéo ao controle.

Sabe-se que a glicose é um importante substrato energético para o organismo e por
isso, tem-se estudado exaustivamente o seu comportamento em varias situacdes fisioldgicas e
patoldgicas. Em condicgdes fisioldgicas normais a glicose é o principal substrato energético do
sistema nervoso central (SNC), ndo sendo este capaz de sintetizar ou armazenar glicose em
quantidades suficientes para subsistir além de alguns minutos quando privado da reserva
organica. (SILVEIRA et al, 2011).

Uma vez que o estoque desse substrato é limitado no organismo, & importante
descobrir de que maneira o prenol é capaz de modificar 0 metabolismo glicidico. Deve-se
levar em conta que trata-se de uma dose extremamente elevada, e ndo se pode tirar conclusdes
sobre um possivel efeito hipoglicemiante.

Muitas substancias extraidas de plantas reduzem o nivel de glicose no sangue. A
grande diversidade de classes quimicas indica que uma variedade de mecanismos de acéo
deve estar envolvida na reducdo do nivel de glicose no sangue. Algumas destas substancias
podem ter potencial terapéutico enquanto outras podem produzir hipoglicemia como um
efeito colateral devido a sua toxicidade, especialmente hepatotoxidade (NEGRI, 2010).

Os niveis séricos de 4cido Urico foram reduzidos com prenol na dose de 2000 mg kg .
A producdo excessiva e/ou a baixa excrecdo de acido Urico provocam um estado patoldgico
chamado de gota. Na presenca de oxigénio molecular, a enzima xantina oxidase catalisa a
oxidacdo da hipoxantina a xantina e esta a acido urico (TASAKI et al, 2008; BESERRA et al,

2010). De alguma forma, o prenol, no modelo de toxicidade aguda foi capaz de reduzir
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significativamente os niveis de acido Urico, o que leva a possiveis inferéncias de como
terpeno em altas concentragcdes pode ser capaz de interferir no funcionamento da xantina

oxidase, um indicativo de uma provavel atividade antioxidante in vivo.

5. CONCLUSAO

Ap0s a andlise dos resultados, concluiu-se que o hemiterpeno prenol ndo apresenta
efeitos toxicos frente as A. salinas, tampouco produz alteragdes hematolégicas, bioquimicas e
fisiologicas significativas, embora module o comportamento dos camundongos; O prenol
ainda precisa ser analisado por meio de outros testes de avaliacdo toxicologica para a
confirmacdo dos resultados. Devido a auséncia de toxicidade aguda grave durante 14 dias de
observacgdo, novos estudos comportamentais e toxicoldgicos com esse hemiterpeno precisam
ser realizados, a fim de esclarecer possiveis mecanismos de acdo e justificar o uso do prenol

de forma segura e eficaz, como um potencial agente terapéutico para o tratamento de doencas.
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RESUMO: As especies reativas sdo atomos, moléculas, ou ions derivados do oxigénio e
nitrogénio, que em sua grande maioria possuem alta reatividade. O estresse oxidativo é
resultante de um desequilibrio entre a formacdo de antioxidantes e de radicais livres
produzidos pelo organismo, ocasionando danos ao DNA e proteinas, juntamente com a
peroxidacdo de lipideos. Eventualmente, estas mudancas levam ao surgimento de diversas
doencas cronicas, como diabetes mellitus, cancer, aterosclerose, inflamacao, envelhecimento
precoce. Ha trabalhos na literatura que citam a ocorréncia em plantas medicinais de
metabdlitos secundarios que apresentam propriedades antioxidantes os terpenos. Esses
constituintes bioativos sdo alvos de novos estudos para a elucidacdo de potenciais farmacos
antioxidantes. Neste sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade antioxidante in
vitro do hemiterpeno prenol via inibi¢do dos radicais hidroxila, nitrito, espécies reativas do
TBARS, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPHe) e 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico (ABTSe"). Foram utilizadas concentracdes definidas do prenol e do 4cido ascorbico
como padrdo antioxidante. O método por DPPHe e ABTSe" baseou-se na reacdo direta dos
radicais sintéticos com 0s compostos testes. O radical hidroxila foi gerado pela reacdo de
Fenton; O &xido nitrico foi produzido a partir da decomposicao espontanea de nitroprussiato
de sodio. A capacidade antioxidante por inibicdo da peroxidacdo lipidica foi baseada no
método de substancias reativas com o &cido tiobarbitdrico. O prenol exibiu potencial
antioxidante in vitro frente ao radical hidroxila, significativamente superior ao acido
ascorbico; foi semelhante a este frente ao radical nitrito e peroxidacdo lipidica por espécies
reativas ao acido tiobarbitarico. Também exibiu potencial antioxidante in vitro frente aos
radicais DPPHe e ABTSe", embora de maneira inferior ao acido ascorbico. Pode ser sugerido
que o prenol, pode formar um complexo com radicais livres, ao doar hidrogénios convertendo
estes radicais em espécies menos reativas. Diante dos resultados apresentados foi possivel
verificar o potencial antioxidante in vitro do prenol frente aos testes antioxidantes. Entretanto,
o fato da prenol ser capaz de reduzir o dano oxidativo in vitro ndo garante que o mesmo
possua as mesmas propriedades antioxidantes in vivo. Embora este terpenodide tenha
demonstrado tal potencial, € necessaria a constatacdo dessa caracteristica em sistemas
organicos.

Palavras-chave: Prenol; hemiterpeno; antioxidante; in vitro.
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1. INTRODUCAO

Um dos maiores avancos dos seres vivos, durante seu processo evolutivo foi a
capacidade de utilizacdo do oxigénio (O,) nos processos de producdo de energia no interior
das células. Contudo, simultaneamente em que a utilizagdo de oxigénio se tornou fundamental
no desenvolvimento de organismos mais complexos, essa mesma necessidade vital trouxe
consigo um indesejavel efeito (ALVES et al., 2010). A molécula de O, além de atuar como
aceptor final de elétrons na cadeia respiratdria mitocondrial pode originar espécies quimicas
capazes de reagir com as demais biomoléculas, principalmente proteinas e fosfolipideos,
inativando-as e prejudicando o metabolismo intracelular (BOKHARI et al., 2012).

Essas substancias originadas a partir do oxigénio sdo chamadas de espécies reativas de
oxigénio (EROs’s), e compdem, junto das espécies reativas de nitrogénio (ERN’s), o grande
grupo dos radicais livres. EROs e ERNs desempenham um papel importante na fisiologia
celular podendo atuar como um mecanismo inflamatério de defesa contra micro-organismos,
por exemplo (HALLIWELL, 2011; BRIEGERA et al, 2012). Apesar de serem parte
importante do processo fisioldégico, EROs e ERNSs, por possuirem elétrons desemparelhados,
sdo moléculas altamente reativas e interagem com componentes celulares produzindo diversos
danos oxidativos, que podem culminar com o estresse oxidativo (TELES et al, 2015).

O estresse oxidativo € resultante de um desequilibrio entre a formacdo de
antioxidantes e de radicais livres produzidos pelo organismo, que buscam estabilidade por
meio do emparelhamento de elétrons com macromoléculas bioldgicas ocasionando danos ao
DNA, proteinas e peroxidacdo de lipidios das células (ZHANG et al, 2014). Eventualmente,
estas mudancas levam ao surgimento de diversas doencas cronicas, como diabetes mellitus,
cancer, aterosclerose e Alzheimer (CERCHIARO e HONORIO, 2011; ALFADDA e
SALLAM, 2012; COSTA et al 2012; NOGUEIRA NETO et al, 2013, XINYUAN et al,
2013).

O corpo humano tem desenvolvido diferentes mecanismos tanto enzimaticos
guanto ndo enzimaticos para eliminar as espécies reativas de oxigénio. No entanto, para
combater o estresse oxidativo em condi¢des severas, atencdo consideravel vem sendo
concentrada no isolamento, caracterizacdo e utilizacdo de agentes antioxidantes naturais na
prevencdo de doengas (ALASALVAR e BOLLING, 2015).

Tipicamente as defesas antioxidantes tem origem enzimatica, com destaque para a
glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD), ou nao

enzimatica no qual se enquadram produtos de origem exdgena adquiridos por meio da dieta
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como as vitaminas (tocoferdis e ascorbato), carotenoides, compostos fendlicos, quelantes e
produtos sintéticos. Enquanto as enzimas impedem a producdo de radicais livres, 0s
antioxidantes ndo enzimaticos bloqueiam e previnem o0 estresse oxidativo ao sequestrar
especies reativas (CAROCHO e FERREIRA, 2013;).

Ao longo das Gltimas décadas, ha um interesse crescente em estudos epidemioldgicos
indicando o papel do consumo de frutas e verduras como antioxidantes na prevengdo de
doencas degenerativas cronicas. Esses efeitos protetores dos frutos estdo, sobretudo,
relacionados com 0s componentes antioxidantes, ou seja, as vitaminas, flavonoides e 0s
carotendides. (BOKHARI et al., 2012; MARTELLI e NUNES, 2014)

Ha trabalhos na literatura que citam a ocorréncia em plantas medicinais de metabdlitos
secundarios que apresentam propriedades antioxidantes. Essas substancias pertencem aos
mais variados grupos quimicos, como os terpenos, flavonoides, alcaloides, glicosideos
cianogénicos e fenilpropandide. Esses bioativos sdo alvos de novos estudos para a elucidacéo
de potenciais farmacos antioxidantes (COSTA et al 2012; SANTANA et al, 2013; ALMEIDA
et al, 2014; MARQUES et al, 2014; NUNES et al, 2014; PIRES et al, 2014).

Neste sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade antioxidante in vitro do

hemiterpeno prenol via inibicdo de radicais livres sintéticos e gerados por rea¢des quimicas.

2. MATERIAIS E METODOS

Para a avaliacdo antioxidante in vitro foi preparada uma solucdo estoque do
hemiterpeno prenol diluido em DMSO 3% + agua destilada e do Acido ascorbico (AA), usado
como padrdo antioxidante. Em seguida por dilui¢do do prenol e da vitamina C foram obtidas
as concentragdes de 0,1 mM, 0,54 mM, 1,1 mM e 2,2 mM. Com essas concentracOes-teste,
foram determinados os percentuais de inibicdo frente aos radicais hidroxila (OHe), nitrito
(NOy"), a peroxidacdo lipidica por formas reativas associadas ao &cido tiobarbiturico
(TBARYS) e os radicais sintéticos 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH?e) e 3-etilbenzotiazolina-
6-4cido sulfénico (ABTSe").

A porcentagem de reducdo dos radicais livres (R%) foi determinada em funcdo das
medidas das absorbancias por meio da seguinte equacdo: R% = 100 x (Ac - AT) / Ac, onde,
Ac ¢ a absorbancia do controle (sistema), obtida do meio reacional sem a amostra e AT € 0
valor da substancias testadas (prenol e acido ascorbico).

Os dados obtidos foram analisados com o software GraphPad Prism® verséo 6.0 e

apresentados como a média * erro padrdo da média (E.P.M.). Os resultados foram avaliados
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por meio da Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste t-Student-Newman-Keuls
como post hoc teste. As diferencas encontradas foram consideradas estatisticamente

significativas quando p<0,05.

2.1. Capacidade antioxidante contra o radical hidroxila (OH?¢)

Para a avaliacdo da capacidade antioxidante contra o radical hidroxila, o0 mesmo foi
gerado pela reacdo de Fenton (Lopes et al, 1999). Resumidamente, varias concentracdes da
prenol e AA foram adicionadas a mistura da reacdo de Fenton contendo 1,5 mM de EDTA, 5
mM de Cloreto Férrico (FeCly), 50 mM de frutose, 100 mM de H,O, e 20 mM de tampao
fosfato (pH 7,4).

A reacdo foi realizada durante 30 minutos a temperatura de 50°C e estacionada pela
adicdo de &cido fosforico a 4% (v/v) seguido por 1% de Acido Tiobarbitarico a 1% (w/v).
Depois, foi aquecida durante 15 minutos a 95 °C, e entdo arrefecida a temperatura ambiente
(ilustragcdo 1). O experimento foi realizado em triplicata e as leituras das absorbancias
mensuradas a 532 nm foram expressas como equivalentes do MDA formados pelo Fe**/H,0,.

B EDTAal5mM

T i - FeCl, a5 mM

B Frutose a 50 mM

- \ B H,0,a100 mM
(0,1;0,54; 1,1 e 2,2 mM) -

Acido fosférico 4%

B Acido Tiobarbiturico 1%
(OH¢)

a -

Acido Ascorbico
(0,1;0,54; 1,1 e 2,2 mM)

llustracéo 1. Avaliagdo da capacidade antioxidante do prenol pelo método do radical OHe
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2.2. Capacidade antioxidante contra o radical nitrito (NO").

Nesta avaliacdo, o dxido nitrico foi produzido a partir da decomposicao espontanea de
nitroprussiato de sddio (NPS) em 20 mM de tampao fosfato (pH 7,4). Uma vez gerado, o
Oxido nitrico interage com oxigénio para produzir ions nitrito, os quais foram medidos pela
reacdo de Griess (Basu e Hazra, 2006).

A mistura da reacdo (1 mL) contendo 10 mM de NPS em tampéo fosfato e varias
concentracdes de prenol e &cido ascorbico foram incubadas a 37 °C por 1 hora. Uma aliquota
de 0,5 mL foi retirada e homogeneizada com 0,5 mL do reagente de Griess (ilustragdo 2). A
absorbancia do croméforo foi medida a 540 nm em um espectrofotdmetro e os resultados

foram expressos como percentagem de nitrito formado pelo meio reacional.

Nitroprussiato de sédio 20 mm

- B Tampao Fosfato 20 mM

(0,1;0,54; 1,1 e 2,2 mM)

Acido Ascorbico (NO;")
(0,1;0,54; 1,1 e 2,2 mM)

B Reagente de Griess

11
+

lustragdo 2. Avaliacdo da capacidade antioxidante do prenol pelo método do radical NO,’
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2.3. Capacidade antioxidante contra a peroxidacéo lipidica (TBARS).

Para a determinacdo da capacidade antioxidante do prenol na inibi¢do da peroxidacéo
lipidica, foi utilizado o método TBARS (substancias reativas com o acido tiobarbitdrico). O
homogenato da gema de ovo (1% w/v) em 50 mM de tampédo fosfato (pH 7,4) € utilizado
como substrato rico em lipidios. A peroxidacéo lipidica foi induzida pela adi¢do de 0,1 mL de
solugéo do oxidante dihidrocloridrato de 2,2’-azobis 2-metilpropinamida (AAPH, 200 mM),
acido tricloroacético (15%) e acido tiobarbiturico (0,6%) (ilustracdo 3). O experimento foi
realizado em triplicata; a leitura foi feita em espectrofotdmetro a 532 nm e os resultados

expressos como percentagem de TBARS formadas a partir do AAPH (controle induzido).

Homogenato de ovo + Tampao

B AAPH 200 mM

Prenol )
(0,1;0,54; 1,1 e 2,2 mM) H + _ :- W Acido tricloroacético (15%)

B Acido tiobarbiturico (0,6%)

Acido Ascorbico
(0,1;0,54; 1,1 e 2,2 mM) (TBARS)

llustracao 3. Avaliacdo da capacidade antioxidante do prenol pelo método TBARS-
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2.4. Capacidade antioxidante contra o radical DPPHe (2,2-difenil-1- picrilhidrazil)

A avaliacdo da capacidade antioxidante do prenol foi realizada por meio da
metodologia descrita por Silva et al, (2005); preparou-se o radical DPPHe na concentragdo de
40pg/mL em etanol, e ajustado sua absorbancia em 1,00 no espectrofotdmetro.

Na auséncia de luz foi transferida uma aliquota de 200 pL de varias concentracdes do
prenol e &cido ascérbico para tubos de ensaio contendo 2000 pL do radical DPPHe, em
triplicata; apds 30 minutos, foi feita a leitura dos valores das absorbancias a 515 nm, e estes

expressos como porcentagem de inibicdo da absorbéncia da solu¢do de DPPHe.

Ne A

@ N /© AH A” N /©
I |
Ne HN

Prenol NO, NO,
(0,1;0,54; 1,1 ¢ 2,2 mM) DPPH (0x) DPPH (red)
1y Yy [l ' prsple i

[ Il
Acido Ascorbico
(0,1;0,54; 1,1 e 2,2 mM)

llustracao 4. Avaliacdo da capacidade antioxidante do prenol pelo método DPPHe.
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2.5. Capacidade antioxidante contra o radical ABTSe" (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico).

Para a determinacdo da capacidade antioxidante pelo método ABTSe+, formou-se o
cation radical ABTSe" a partir da reacdo de 5 mL de uma solugdo 7 mM de ABTSe" com 88
puL de uma solucdo 2,45 mM de persulfato de potassio (K»S;0s), incubada a temperatura
ambiente e na auséncia de luz por 16 horas.

Transcorrido esse tempo, a solugdo de ABTSe" foi diluida em etanol até obter-se uma
solucdo com absorbéncia de 1,00 a 734 nm. Na auséncia de luz foi transferida uma aliquota de
200 pL de varias concentracfes do prenol e AA para tubos de ensaio contendo 1960 pL do
radical ABTSe". A leitura da absorbancia a temperatura ambiente foi realizado no tempo de 6
minutos em um espectrofotobmetro a 734 nm e o0s resultados foram expressos como

porcentagem de inibicdo da absorbéncia da solugdo de ABTSe".
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lustracdo 5. Avaliacdo da capacidade antioxidante do prenol pelo método ABTS".
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3. RESULTADOS

O hemiterpeno prenol nas concentragdes de 0,1 mM, 0,54 mM, 1,1 mM e 2,2 mM
produziu a remocao do radical hidroxila (sistema), reduzindo seus niveis em 30,01+0,63%,
43,15+1,17%, 49,67+0,04% e 51,34+0,04% respectivamente.

O 4cido ascorbico (AA) por outro lado, nas concentragbes de 0,1 mM, 0,54 mM, 1,1
mM e 2,2 mM reduziu os percentuais do radical hidroxila em 29,77+1,26%, 36,53+0,26%,
38,0£1,60% e 43,7+0,52%, respectivamente. O prenol desta forma exibiu potencial
antioxidante in vitro frente ao radical hidroxila, em perfil semelhante (0,1 mM) e
significativamente superior ao acido ascorbico (0,54 mM, 1,1 mM e 2,2 mM).
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Gréfico 1. Efeitos do hemiterpeno prenol na reducdo do radical hidroxila (HO*). Os valores
representam a média + E.P.M. dos valores de inibi¢do in vitro, n = 4, experimentos em
triplicata. O acido ascorbico foi usado como padrdo antioxidante. p<0,05 controles (prenol e
4cido ascorbico) versus sistema (meio reacional). ‘p<0,05 prenol versus &cido ascérbico

(ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste).
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O prenol nas concentragbes de 0,1 mM, 0,54 mM, 1,1 mM e 2,2 mM produziu a
remoc¢do do radical nitrito (sistema), reduzindo seus niveis em 38,7+0,54%, 39,81+1,18%,
43,15+0,60% e 48,33+1,62% respectivamente.

O é&cido ascorbico (AA) por outro lado, nas concentracbes de 0,1 mM, 0,54 mM, 1,1
mM e 2,2 mM reduziu os percentuais do radical nitrito em 43,56+0,45%, 44,02+0,21%,
46,39+0,37% e 50,5+1,42%, respectivamente. O prenol desta forma exibiu potencial
antioxidante in vitro frente ao radical nitrito, em perfil semelhante ao acido ascorbico, ja que

ndo houve diferenca significativa entre as concentracdes.
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Gréfico 2. Efeitos do hemiterpeno prenol na redugéo do radical livre nitrito (NO«). Os valores
representam a média = E.P.M. dos valores de inibicdo in vitro, n = 4, experimentos em
triplicata. O acido ascdrbico foi usado como padrdo antioxidante. ®p<0,05 controles (prenol e
acido ascorbico) versus sistema (meio reacional). (ANOVA t-Student-Neuman-Keuls como
post hoc teste).
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A peroxidacao lipidica foi avaliada por meio do método de quantificacdo de espécies
reativas ao &cido tiobarbiturico (TBARS). Os resultados mostram que o prenol, nas
concentracdes de 0,1 mM, 0,54 mM, 1,1 mM e 2,2 mM testadas, reduziu significativamente
as porcentagens de TBARS em 33,17+0,92%, 50,00+0,54%, 56,00+£0,76% e 60,83+1,02%,
respectivamente. (p<0,05).

O é&cido ascorbico (AA) por outro lado, nas concentragdes de 0,1 mM, 0,54 mM, 1,1
mM e 2,2 mM reduziu producdo de TBARS em 35,44+1,28%, 55,00+1,12%, 60,71+0,64% e
63,04+2,01%, respectivamente. O prenol desta forma exibiu potencial antioxidante in vitro
frente de espécies reativas ao &cido tiobarbitdrico em perfil semelhante ao padrdo acido
ascorbico, sem diferenca significativa entre as concentragdes (0,54 mM, 1,1 mM, 0,1 mM 2,2
mM).
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Grafico 3. Efeitos do hemiterpeno prenol contra a peroxidacdo lipidica associada a
substancias reativas com o acido tiobarbitdrico (TBARS). Os valores representam a média +
E.P.M. dos valores de inibico in vitro, n = 4, experimentos em triplicata. O acido ascérbico
foi usado como padrdo antioxidante. p<0,05 controles (prenol e é&cido ascorbico) versus
sistema (meio reacional). (ANOVA t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste).
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O prenol nas concentracbes de 0,1 mM, 0,54 mM, 1,1 mM e 2,2 mM inibiu
significativamente o radical DPPHe (sistema), reduzindo seus niveis em 22,64+0,26%,
25,03+0,28%, 27,85+0,11% e 29,87+0,50% respectivamente.

O écido ascérbico (AA), nas concentracdes de 0,1 mM, 0,54 mM, 1,1 mM e 2,2 mM
reduziu os percentuais do radical DPPHe em 20,32+2,87%, 29,37+£0,55%, 42,16+1,36% e
56,50+1,17%, respectivamente. O prenol desta forma exibiu potencial antioxidante in vitro
frente ao radical sintético, com perfil semelhante ao &cido ascorbico nas concentracdes

menores (0,1 mM e 0,54 mM) e significativamente inferior nas maiores (1,1 mM e 2,2 mM).
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Gréfico 4. Efeitos do hemiterpeno prenol na reducdo do radical nitrito DPPHes. Os valores
representam a média + E.P.M. dos valores de inibi¢do in vitro, n = 4, experimentos em
triplicata. O acido ascorbico foi usado como padrdo antioxidante. p<0,05 controles (prenol e
4cido ascorbico) versus sistema (meio reacional). ‘p<0,05 prenol versus &cido ascérbico
(ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste).
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O prenol nas concentragbes de 0,1 mM, 0,54 mM, 1,1 mM e 2,2 mM produziu a
inibicdo significativa do radical ABTSe" (sistema), reduzindo seus niveis em 23,960,43%,
27,18+0,43%, 30,05+0,79% e 34,67+0,88% respectivamente.

O 4cido ascérbico (AA), nas concentracdes de 0,1 mM, 0,54 mM, 1,1 mM e 2,2 mM
reduziu os percentuais do radical ABTSe" em 25,50+1,04%, 33,17+0,72%, 53,67+0,88% e
66,00+1,18 %, respectivamente. O prenol desta forma exibiu potencial antioxidante in vitro
frente a este radical, com perfil semelhante ao &cido ascorbico nas menores concentracdes

(0,1 mM e 0,54 mM) e significativamente inferior nas maiores (1,1 mM e 2,2 mM).
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Grafico 5. Efeitos do prenol na reducio do radical ABTSe". Os valores representam a média
+ E.P.M. dos valores de inibicdo in vitro, n = 4, experimentos em triplicata. O &cido ascorbico
foi usado como padrdo antioxidante. O acido ascérbico foi usado como padrdo antioxidante.
p<0,05 controles (prenol e acido ascdrbico) versus sistema (meio reacional). ‘p<0,05 prenol
versus acido ascorbico (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste).
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4. DISCUSSAO

O prenol (3-metil-2-buten-1-o0l) é um hemiterpendide de ampla disseminacdo na
natureza, encontrado em muitas frutas citricas de ampla distribui¢do no Brasil, como o noni
(Morinda Citrifolia), acerola (Malpighia sp) e cupuagu (Theobroma grandiflorum Schum).
(DUARTE, 2010; PINO et al 2010; BICAS et al, 2011). Entretanto, ainda Sdo escassos 0S
estudos com este terpendide em modelos antioxidantes in vitro. Dessa forma, é importante
caracterizar e expandir as informages sobre o potencial antioxidante do prenol.

A atividade antioxidante in vitro é baseada em ensaios quimicos que avaliam a
capacidade de uma substancia isolada de produtos naturais ou de fontes sintéticas em reduzir
a concentracao de radicais livres em um meio reacional especifico. (HALLIWELL, 2011).

Dentre os radicais livres, o radical hidroxila (HO*) € considerada a ERO mais reativa
em sistemas biologicos. A combinacdo extremamente rapida do HOe com metais/outros
radicais no proprio sitio onde foi produzido confirma sua alta reatividade. Assim, se 0 HO
for produzido proximo ao DNA, poderdo ocorrer modificacbes de bases
purinicas/pirimidinicas, inativando ou mutando do DNA. Além disso, 0 HO+ pode inativar
varias proteinas, ao oxidar grupos sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfeto (- SS), e peroxidar
acidos graxos poli-insaturados das membranas (OYINLOYE, ADENOWO e KAPPO, 2015).

Neste ensaio, *OH ¢ gerado pela decomposi¢do do peroxido de hidrogénio (H,0,)
catalisada por Fe?*, proveniente do cloreto férrico (FeCls) e 4cido etilenodiaminotetracético
(EDTA), que reage para formar Ferro(I1)-EDTA. O H,0O, reage com Ferro II/EDTA para
formar Ferro II/EDTA e *OH (reagdo de Fenton, ilustracdo 6). O radical formado pode entdo
reagir com 2-deoxirribose ou frutose para formar produtos que, sob aquecimento com &cido
tiobarbiturico, apresentam coloracdo rosada, monitorada por espectrofotometria. Substancias
que tenham propriedades antioxidantes podem competir com a 2-deoxirribose/frutose pelo

radical, produzindo uma diminuicdo na intensidade da coloracdo (ALVES et al, 2010).

O, + FeCls - > O, + Fe?*

Fe>*/EDTA + H,0, — >  Fe**/EDTA + *OH

llustracdo 6. Esquematizacdo da reacdo de Fenton. Alves et al, (2010).
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Foi demonstrado que o prenol nas concentragdes em estudo produziu a remogéo do
radical hidroxila em todas as concentracdes testadas. Resultados positivos também foram
encontrados com o acido ascérbico (antioxidante padrdo usado em diversos estudos), que
também foi capaz de reduzir significativamente os percentuais do radical OH. Vale destacar
que nas maiores concentracbes o prenol exibiu potencial antioxidante superior ao acido
ascorbico.

O 6xido nitrico (NO) é uma molécula pequena, relativamente instavel. E um radical
livre que, dependendo da sua quantidade pode ter efeitos benéficos ou maléficos sobre o
organismo. Sabe-se que o NO atua como mecanismo fundamental de sinalizagdo nos sistemas
cardiovascular e nervoso e desempenha a funcdo de defesa do hospedeiro. No entanto em
situacOes de estresse oxidativo, ha a geracao de intermediarios reativos, como o radical nitrito
(NO;) que é altamente citotoxico, e pode propagar lesdes teciduais (ALAM, BRISTI e
RAFIQUZZAMAN, 2013).

O método proposto para determinar a acdo sequestradora do ion NO;" é baseado na
decomposi¢do do Nitroprussiato de sédio em NO, e este ao reagir com O, produz 0s nitritos
que sdo quantificados espectrofotometricamente pela reacdo com Reagente de Griess
(sulfanilamida + cloridrato de N-(naftil)etilenodiamina, ilustracdo 7) (NEED), dando origem a
um diazo composto de coloracdo intensa vermelha (CAROCHO e FERREIRA, 2013).

Sulfallllanllda NH,
NHT N T

Diazo-composto

llustracéo 7. Mecanismo de reacdo usada no método de Griess. Carocho e Ferreira, (2013).
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Também foi observado que o prenol produziu a remocao do radical nitrito, de forma
significativa, com perfil semelhante ao 4acido ascérbico, ja que ndo houve diferenca
significativa entre as concentracbes. O principal mecanismo envolvido na capacidade
antioxidante de composto estd relacionado a transferéncia de elétrons ou &tomos de
hidrogénio (NIKI, 2010). O mecanismo proposto para as acOes sequestradoras sobre essas
radicais livres estd demonstrado abaixo, estando HO+ e NO;’ representados pelo radical R’.
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llustracdo 8. Representacdo esquematica da provavel reacdo entre a molécula do prenol e um

radical livre (R"), demonstrando a atividade sequestradora. Autoria propria, 2015.

A presenca da dupla ligacdo é importante para a atividade antioxidante. A ligacao
carbono-hidrogénio do prenol e sua hidroxila funcional (ligacdo alilica), vizinhos a dupla-
ligacdo possuem carater acido, o que facilita a abstracdo do hidrogénio alilico (H) por
nucleofilos e radicais. Este € o mecanismo pelo qual muitas substancias alifaticas exercem
atividade antioxidante, pois apds a retirada do hidrogénio alilico pelo radical livre, 0 novo
radical gerado sera estabilizado pela deslocalizacdo das ligagbes duplas, mecanismo

semelhante ao que ocorre com carotenoides e outros terpenos alifaticos, como o fitol, geraniol
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e nerolidol; isto impede que a propria molécula se transforme em uma molécula reativa
(GIORI, 2010; SANTOS et al, 2013).

A determinacdo de espécies reativas com o acido tiobarbitdrico (TBARS) é um teste
de determinacdo antioxidante que foi desenvolvido no final da década de 40; é comumente
usado para testes tanto in vitro quanto in vivo. Trata-se de um teste baseado na reacdo do
acido tiobarbitarico com os produtos de decomposicéo dos hidroperoxidos.

Um dos principais produtos formados no processo oxidativo é o malonaldeido, um
aldeido com trés atomos de carbono. Neste teste uma molécula de malonaldeido reage com
duas moléculas de &cido tiobarbitirico (TBA) para formar um complexo de cor vermelha, o
qual absorve a 532 nm (ilustracdo 9). A reacdo ocorre em meio &cido (pH 1-2) e a alta
temperatura (100°C), no sentido de aumentar a sua velocidade e sensibilidade (SANTOS,
2011, PAPASTERGIADIS et al, 2012).

NH
Hm’l7<“%;%%r“m 41:‘ OH HO H

NH HO*
2 HCl ===k —> N

AAPH , TBARS
Malonaldeido

+

Substrato lipidico Cromégeno (Absmay, 532 nm)

llustracéo 9. Mecanismo da reacdo da peroxidacgdo lipidica por reacdo entre o0 malonaldeido e
o &cido tiobarbitdrico. Adaptado de Papastergiadis et al, (2012).

No teste, 0 malonaldeido é liberado da oxidacdo dos lipideos provenientes da gema do
ovo e este da prosseguimento a reacdo. Os resultados mostram que o prenol reduziu
significativamente as porcentagens de formas reativas associadas ao &cido tiobarbiturico, em
um perfil semelhante ao padrdo &cido ascorbico (sem diferenca significativa entre ambos);
dessa forma, impediu que os radicais lipidicos deflagrassem o processo de peroxidacédo e
liberacdo de malonaldeido. Assim como nos mecanismos anteriores, prop6s-se que a reducéo
dos radicais lipidicos seja proveniente da transferéncia de atomos de hidrogénio da hidroxila
terminal do prenol, e posterior processo de deslocalizacdo de elétrons para impedir que a

molécula se transforme em um proprio radical (llustragdo 10).
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Deslocalizacio
eletrimica

llustracdo 10. Representacdo esquematica da provavel reacdo entre a molécula do prenol e

um radical lipidico (L"), durante a peroxidacéo lipidica. Autoria prépria, 2015.

O 2,2-difenil-1-picril-hidrazila, mais conhecido pela sigla DPPHe, € um radical livre
sintético e estavel em virtude da deslocalizacdo do elétron desemparelhado por toda a
molécula. Esta deslocalizacdo confere a esta molécula uma coloracdo violeta, caracterizada
por uma banda de absor¢do em etanol em cerca de 515-520 nm. Este ensaio se baseia na
medida da capacidade antioxidante de uma determinada substancia em sequestrar o radical
DPPHe, reduzindo-o a hidrazina (HAYES et al, 2011). Quando as substancias antioxidantes
realizam as transferéncias, seja do hidrogénio ou do elétron, o DPPH é convertido no radical
a—o—difenil-pB—picrilhidrazina, mais estdvel. (GULCIN, ELMASTAS E ABOUL-ENEIN,
2012).

Quando uma determinada substancia que age como doadora de atomos de hidrogénio é
adicionada a uma solugdo de DPPHe, a hidrazina é obtida com mudanga simultanea na
coloracdo de violeta a amarelo pélido. Este método é considerado, do ponto de vista

metodolégico, um dos mais faceis, precisos e reprodutivos na avaliacdo da atividade
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antioxidante de frutas, extratos vegetais e substancias puras, tais como flavonoides e
terpendides (ALAM, BRISTI e RAFIQUZZAMAN, 2013).

O prenol também produziu a inibicao significativa do radical DPPH embora de forma
mais discreta, quando comparado ao acido ascorbico. Em maiores concentracdes o padréo
antioxidante foi mais efetivo em reduzir o radical sintético, o que ndo ocorreu com o prenol; o
namero de hidroxilas disponiveis pode ser um fator importante para este fato. Também foi
proposto um mecanismo de inibi¢do do prenol a este radical (ilustracdo 11).

Utilizando este método para avaliar a atividade antioxidante, incluindo &cido ascérbico
e isoascorbico, estudos revelam que a interacdo de um potencial antioxidante com o DPPH
depende, sobretudo, de sua conformacgdo estrutural e do nimero de grupos hidroxilicos
disponiveis. Entretanto, para a maioria das substancias testadas o mecanismo parece ser muito
mais complexo, necessitando de um estudo posterior mais aprofundado (BRAND-
WILLIAMS et al, 1995).
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llustracéo 11. Provavel mecanismo do prenol na inibicdo do DPPHe. Autoria propria. 2015.
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O método do sequestro do radical ABTSe" (2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) apresenta excelente estabilidade em determinadas condi¢bes de analise. Porém,
estes radicais apresentam algumas diferencas importantes. O radical DPPHe ja vem pronto
para uso e € sollvel em solventes organicos, enquanto o ABTSe" necessita ser gerado antes
por reacOes quimicas, principalmente com o perssulfato de potassio (K,S,0s).

Ele solivel tanto em &gua como em solventes organicos, permitindo a analise tanto de
amostras hidrofilicas como lipofilicas. Por meio da adi¢céo do perssulfato de potéssio, ocorre a
formacao do radical ABTSe", que apresenta cor esverdeada. Na medida em que o antioxidante
é misturado com esse radical, ocorre a redugio do ABTSe" a ABTS, provocando a perda da
coloragéo do meio reacional (ROGINSKI e LISSI, 2005; KUSKOSKI et al., 2005).

Assim como no radical DPPHe, o prenol reduziu significativamente o radical ABTSe"
(sistema), embora de forma inferior ao padrdo &cido ascorbico. Como ja relatado
anteriormente, € sugerido um mecanismo por doacdo de hidrogénios da hidroxila terminal
(lustragéo 12).
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Ilustracdo 12. Provavel mecanismo do prenol na inibicdo do ABTS«". Autoria propria. 2015.
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O é&cido ascorbico € um potente antioxidante pela devido a presenca de hidroxilas do
grupo carbonila do anel, fortemente redutoras. Os produtos da oxidacdo do acido ascérbico e
ascorbato - por um elétron e por dois elétrons séo, respectivamente, radicais ascorbila e acido
desidroascorbico (ilustracdo 13). O radical ascorbila, entretanto, é relativamente nédo reativo,
quando comparado a outros radicais livres. Eles possuem a propriedade de reconversdo em
ascorbato e &cido ascérbico. Esta propriedade torna o &cido ascorbico um eficiente
antioxidante, capaz de eliminar espécies altamente reativas, formando um radical de
reatividade baixa. (CERQUEIRA, 2007; VILLANUEVA-TIBURCIO, CONDEZO-HOYOS e
ASQUIERI, 2010). Pode ser um mecanismo pelo qual em maiores concentracdes o acido

ascorbico foi mais efetivo em inibir radicais sintéticos que o prenol.

HOH'C HOHC HOH'C
H
HO O\ HO
. )0 6H / =0 \—
H\ : Pa—
— +e; +H
[\ Y, O
HO OH OH . 0
R’ R
Acido ascorbico Ascorbato Ascorbila Acido deshidroascérbico

llustracdo 13. Mecanismo de oxidacdo do acido ascorbico frente aos radicais livres.
Villanueva-Tiburcio, Condezo-Hoyos e Asquieri, 2010).

Com base nos resultados, pode ser sugerido que o prenol, pode formar um complexo
com radicais livres, provavelmente ao doar hidrogénios convertendo estes radicais em
espécies menos reativas. Mecanismos semelhantes foram propostos para alguns terpendides,
de cadeia aberta como o caso do diterpeno fitol e o sesquiterpeno nerolidol (SANTOS et al,
2013; NOGUEIRA NETO, SOUSA e FREITAS, 2013).

No entanto, também é importante discutir que em alguns testes ndo foram observadas
alteracdes significativas entre as diferentes concentragdes utilizadas do prenol, sugerindo que
0s metabdlitos do oxigénio e/ou nitrogénio podem saturar a possivel atividade antioxidante

deste hemiterpeno (GUIMARAES et al., 2010). Logo, a exposicio a elevadas concentracdes
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de prenol podem ndo ser suficientemente capazes de aumentar seu potencial antioxidante, fato

este que precisa ser mais bem investigado em futuras pesquisas, especialmente testes in vivo.

5. CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados foi possivel verificar o potencial antioxidante in
vitro do prenol frente aos radicais livres hidroxila e nitrito, bem como a peroxidacao lipidica
associada a formas reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), e radicais sintéticos ABTSe" e
DPPHe, possivelmente por um mecanismo de doagéo de hidrogénio. Ainda sim, mesmo com a
capacidade em reduzir o dano oxidativo in vitro, € necessaria a constatacdo dessa

caracteristica em sistemas organicos, via modelos farmacoldgicos in vivo.
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CAPITULO IV - Avaliacdo da atividade esquistossomicida, antimicrobiana intrinseca e
da interferéncia de um hemiterpendide na resisténcia a fluorquinolonas em
Staphylococcus aureus
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AVALIACAO DA ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA, ANTIMICROBIANA
INTRiN§ECA E DA INTERFERENCIA DE UM HEMITERPENOIDE NA
RESISTENCIA A FLUORQUINOLONAS EM Staphylococcus aureus.
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Resumo: As doencas infecciosas sdo a segunda maior causa de mortalidade no mundo, sejam
elas causadas por bactérias, fungos ou vermes parasitarios; Antibiéticos sdo compostos naturais
ou sintéticos capazes de inibir o crescimento ou causar a morte de fungos ou bactérias. Diversas
razdes justificam a necessidade urgente por novos agentes antibioticos e quimioterapicos: alta
incidéncia dessas doencas, especialmente paises pobres; altas taxas de resisténcia em micro-
organismos e o decréscimo constante observado no nimero total de novos antimicrobianos e
quimioterapicos aprovados pelo FDA. Novas fontes de substancias obtidas de espécies nativas do
Brasil podem vir a ser uma alternativa viavel, de baixo custo e de facil acesso pelas comunidades
carentes, da regido onde tais espécies sdo encontradas. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a atividade esquistossomicida e antimicrobiana do hemiterpeno prenol sobre vermes
adultos de Schistosoma mansoni e bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos
respectivamente. Também foi avaliada a atividade moduladora da resisténcia as fluorquinolonas
em uma linhagem de S.aureus que hiperexpressa a bomba de efluxo NorA. A atividade
antimicrobiana foi realizada em cinco cepas de micro-organismos, sendo quatro bactérias -
Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC 25923), Staphylococcus aureus (SA-1199B
superprodutora de proteina NorA), Escherichia coli (NEWP22) e Pseudomonas aeruginosa
(NEWP53) - e um fungo - Candida albicans (NEWP31). As concentracdes inibitorias minimas
(CIMs) foram determinadas pelo ensaio de microdiluicdo em caldo BHI 10% em microplaca de
96 pocos. O hemiterpendide prenol ndo apresentou atividade inibitoria contra as cepas de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans.
Entretanto, resultados preliminares indicam que o prenol foi capaz de potencializar a acao
antimicrobiana das quinolonas fluoradas ciprofloxacino e norfloxacino contra a cepa de
Staphylococcus aureus SA-1199B, micro-organismo que hiper-expressa a bomba NorA, um
sistemas de efluxo multidrogas (MDR) responsavel pela resisténcia a antibioticos. Em relagdo ao
S. mansoni, o prenol ndo apresentou atividade esquistossomicida; observou-se, porém um
incremento da mobilidade dos vermes, possivelmente por modulagdo das vias dos
neurotransmissores.

Palavras-chave: Prenol; hemiterpeno; Antimicrobiano; Resisténcia.
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1. INTRODUCAO

Antibioticos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o crescimento ou
causar a morte de fungos ou bactérias. Podem ser classificados como bactericidas, quando
causam a morte da bactéria, ou bacteriostaticos, quando promovem a inibi¢cdo do crescimento
microbiano (GUIMARAES, MOMESSO e PUPO, 2010).

A resisténcia microbiana pode ser considerada um fendmeno ecolégico que ocorre
como resposta do micro-organismo frente ao amplo uso de antibidticos e sua presenca no
meio ambiente. A descoberta e a inovacdo dos antibioticos sdo consideradas umas das
principais conquistas da humanidade, uma vez que além de aumentarem significativamente a
expectativa de vida, salvaram milhdes de pessoas de infeccGes até entdo sem um arsenal
terapéutico especifico (BUTLER e COOPER, 2011).

As doencas infecciosas sdo a segunda maior causa de mortalidade do mundo. Tanto a
resisténcia bacteriana intrinseca como a diminuicdo significativa da efetividade dos
antibidticos, bem como as altas taxas de resisténcia microbiana, acarretam uma necessidade
critica para o desenvolvimento de novos medicamentos antimicrobianos (KAPLAN et al.,
2013). Uma vez que o nimero de novos antibioticos no mercado diminuiu significativamente
nos ultimos anos, com poucas entidades quimicas aprovadas, a OMS incluiu os agentes
antibacterianos na lista de medicamentos prioritarios para 0 mundo (MENDES, 2014)

A pesquisa de novos antibidticos engloba desde o entendimento das infeccdes
bacterianas, as principais bactérias causadoras destas infeccbes, a sensibilidade destes
microrganismos aos antibioticos existentes, o surgimento de bactérias resistentes aos
antibidticos na pratica clinica, como estas bactérias se tornam resistentes e seus mecanismos
de resisténcia (CARLET e COLLIGNON, 2011). Sdo necessarias estratégias e tecnologias
inovadoras que variem desde a area cientifica até os aspectos financeiros e reguladores, para
aliviar a escassez de novos antibidticos e outros produtos destinados a limitar a resisténcia
antimicrobiana. (WHO, 2012).

Os fungos s@o microrganismos que constituem um grupo diversificado e abundante na
natureza. S&o caracterizados por estruturas unicelulares ou multicelulares e classificados de
acordo com sua morfologia em filamentosos, leveduras e dimérficos. O problema do
tratamento das infecgbes fungicas pode ser justificado pelo limitado arsenal de drogas

antifingicas comparadas com as drogas antibacterianas, pelo aparecimento de varios efeitos
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colaterais a terapia com medicamentos convencionais e pela selecdo de cepas resistentes aos
farmacos utilizados. (ALMEIDA et al, 2009).

Apesar de atualmente haver uma variabilidade maior de opcdes de antifingicos, tanto
topicos quanto sistémicos, o arsenal terapéutico ainda e bastante restrito, e € clara a
necessidade de novos antifingicos mais eficazes e menos toxicos. Muitas dessas drogas
pertencem ao mesmo grupo de acdo farmacoldgica e possuem 0 mesmo mecanismo de ac&o;
contudo, os fungos respondem de forma significativamente diferente quanto a
susceptibilidade a elas (MAGALHAES, 2009).

Essas situacdes tem encorajado a adogcdo de novas terapéuticas, dentre elas o0 uso mais
extenso dos produtos naturais (MENEZES; LIMA, 2013). Novas fontes de substancias
obtidas de espécies nativas do Brasil, que apresentem atividade antimicrobiana e baixa
toxicidade, podem vir a ser uma alternativa viavel, de baixo custo e de facil acesso pelas
comunidades carentes, da regido onde tais espécies sao encontradas. (COSTA et al, 2008).

Esquistossomose é uma doenca causada pelo trematdédeo Schistosoma mansoni, cujas
formas adultas habitam os vasos mesentéricos do hospedeiro (vertebrado/homem) e as formas
intermediarias (esporocistos primarios, esporocistos secundarios, cercarias) se desenvolvem
em caramujos gastropodes aquéticos do género Biomphalaria. Constitui um grande problema
de saude publica por estar associado a pobreza e ao baixo desenvolvimento econémico
(BRASIL, 2014).

Atualmente, o tratamento quimioterdpico da esquistossomose € baseado no uso de
apenas um farmaco, praziquantel, mas seu uso extensivo e inapropriado culminou com o
aparecimento de resisténcia, além de ser um farmaco eficaz apenas contra as formas adultas
do verme, ndo atuando nas formas jovens (esquitossdbmulos). Dessa forma, é muito importante
a necessidade de novas alternativas terapéuticas, especialmente com o uso de produtos
naturais (MORAES, 2011).

Desta forma, o objetivo do trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana intrinseca do
hemiterpeno prenol contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos ao determinar a
concentracdo inibitéria minima (CIM), avaliar a atividade moduladora da resisténcia as
fluorquinolonas em uma linhagem de S.aureus que hiperexpressa a bomba de efluxo NorA,
responsavel pelo efluxo de fluorquinolonas e avaliar a atividade esquistossomicida em vermes

adultos de S. mansoni.
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2. METODOLOGIA
B Avaliacdo da atividade Antimicrobiana

A andlise de atividade antimicrobiana foi realizada em cinco cepas de micro-
organismos, sendo quatro bactérias - Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC®
25923™) Staphylococcus aureus SA-1199B (superprodutora de proteina NorA), Escherichia
coli NEWP22 e Pseudomonas aeruginosa NEWP53 - e um fungo - Candida albicans
NEWP31.

Uma solucéo estoque de prenol foi preparada por dissolu¢do de 0,01 g do composto
(densidade do composto: 0,85 g/cm®, o que corresponde a 12uL) em 1 mL de
Dimetilsulfoxido (DMSQy,), o que corresponde a concentragdo 10.000pug/mL ou 10mg/mL. A
solucdo resultante foi entdo diluida em agua destilada esterilizada, em quantidade suficiente
para atingir uma concentragdo de 1024 pg/mL. O DMSO foi utilizado como solubilizante uma
vez que experimentos realizados previamente ja descartaram atividade antimicrobiana
intrinseca deste composto as cepas testadas, a concentracdes <1024 pg/mL.

As concentragGes inibitdrias minimas (CIMs) foram determinadas pelo método de
microdiluicdo em caldo BHI 10%. Para preparacdo do in6culo, uma por¢do do crescimento
bacteriano em agar inclinado foi semeada em estrias maltiplas em placas de petri contendo
agar nutriente, seguido de incubacdo a 37°C por 24 horas. Apds esse periodo, uma porcao do
crescimento obtido nas placas de Petri foi transferida para um tubo falcon contendo 3 ml de
Caldo Infusdo-Cérebro-Coracdo ou BHI (do inglés Brain Heart Infusion; Himedia, India), o
qual foi incubado a 37°C por 24 horas.

A partir dessa cultura em BHI, preparou-se uma suspensao bacteriana padronizada
para uma densidade equivalente a 0,5 na escala MacFarland (aproximadamente 1,5 x 108
UFC/ml). Esta suspenséo foi diluida em BHI de modo que a concentracéo final do indculo em
cada poco atingisse cerca de 10° UFC/mL (NCCLS, 2012).

Aliquotas de 100puL de suspensdo foram distribuidas nos pocos de uma placa de
microtitulacdo no sentido alfabético (A-H). Em seguida, foi realizada a microdilui¢do de
100uL do produto teste a 1024 png/mL, nos pogos de A a G (concentragdes de 512 a 8 pg/mL),
tomando-se o cuidado de homogeneizar a solucéo por trés vezes antes da transferéncia para o
pogo seguinte. No altimo po¢o (H) ndo foi adicionado o produto teste, servindo este como
controle positivo de crescimento bacteriano. Uma fileira de pogos distribuida apenas com

caldo BHI (sem inoculo e sem o produto-teste) foi usada como controle negativo de
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crescimento (controle da contaminacdo do meio e/ou microplacas). Em seguida as
microplacas foram incubadas a 37°C por 24 horas.

Para determinacdo da CIM (concentracdo inibitoria minima em que ndo se observa o
crescimento bacteriano), adicionou-se em todos os pogos 20 puL de uma solugdo de resazurina
sodica a 0,01% (m/v). As placas foram entdo incubadas a 1 hora em temperatura ambiente e
apos este periodo procedeu-se a leitura, levando-se em consideracdo que a mudanca de
coloracdo de azul para rosa indicava a ocorréncia de crescimento bacteriano devido a reducao

da resazurina.

I Avaliacdo da atividade moduladora da resisténcia aos antimicrobianos.

Para avaliacdo do prenol como modulador da resisténcia as fluorquinolonas
(ciprofloxacino e norfloxacino), as CIMs dos antibidticos foram determinadas na presenca e
na auséncia da concentracdo sub-inibitéria (1/8 da CIM) do prenol, ou seja, 128 pug/mL.
Elegeu-se a cepa Staphylococcus aureus SA-1199B para os testes de modulacdo
antimicrobiana haja vista tratar-se de uma bactéria resistente super-produtora de proteina
NorA. As concentragdes dos de norfloxacino variaram de 2500 pg/mL a 2,44 pg/mlL;
ciprofloxacino de 128 pg/mL a 0,25 pg/mL e nistatina e cetoconazol de 512 ug/mL a 0,5
pg/mL.

A seqguir, repetiu-se o mesmo procedimento da etapa anterior: Aliquotas de 100uL das
suspensdes microbianas contendo meio BHI com ou sem o prenol foram distribuidas nos
pocos de uma placa de microtitulacdo, e posteriormente foi realizada a microdiluicdo dos
antibidticos nos pocos, tomando-se o cuidado de homogeneizar a solugdo por trés vezes antes
da transferéncia para o po¢o seguinte. No ultimo po¢o ndo foi adicionado o antibidtico,
servindo este como controle positivo de crescimento bacteriano.

As placas de microtitulagdo foram incubadas a 37°c por 24 horas e apds este periodo
procedeu-se a leitura, adicionando-se em todos os pogos 20 uL. de uma solugdo de resazurina
sodica a 0,01% (m/v) nos pocos com bactérias (em virtude do crescimento de Candida sp. ser

caracteristico, ndo € necessario a adi¢do de resazurina).
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B Atividade esquistossomicida

Os helmintos S. mansoni, linhagem BH, foram mantidos em caramujos Biomphalaria
glabrata (hospedeiro intermediario) e hamsters Mesocricetus auratus (hospedeiro definitivo),
(Moraes et al, 2012) no Laboratério de Parasitologia do Instituto Butantan. Os hamsters foram
infectados subcutaneamente com cerca de 150 cercérias e 0s parasitas adultos, com 49 dias de
idade, foram recuperados por perfusdo do sistema porta hepatico com o meio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) 1640 e heparina sodica. Os ensaios in vitro com adultos de S.
mansoni foram realizados com machos e fémeas acasalados (de Moraes et al. 2011). Os pares
de vermes foram lavados em meio RPMI 1640 contendo estreptomicina 200 pg/ mL,
penicilina 200 Ul/mL e anfotericina B 2 pg/ mL e transferidos em placas para cultura de
células com 24 pogos contendo 2 mL do mesmo meio, porém suplementado com 10% de soro
de fetal bovino e tamponado com HEPES 25.

O prenol foi adicionado as culturas nas concentra¢des de 125 pug/mL, 250 pg/mL, 500
pg/mL,750 pg/mL e 1000 pg/mL. Praziquantel 5 pg/mL foi utilizado como controle positivo e
pocos contendo somente meio de cultura ou meio com DMSO 1% foram usados como
controle negativo. As culturas foram mantidas a 37°C, em atmosfera de CO2 a 5% e foram
monitoradas diariamente por 5 dias, utilizando um microscopio invertido e um
estereomicroscopio. Para avaliar o efeito do prenol sobre o S. mansoni foram considerados 0s
seguintes parametros: atividade motora (motilidade), a sobrevivéncia dos parasitas e analise

do tegumento.
I Estatisticas

Cada experimento foi realizado em triplicata e os resultados normalizados pelo célculo
da média geométrica das CIMs. O erro padrdo e o desvio padrdo foram determinados. As
analises estatisticas foram realizadas por meio do software GraphPad Prism®, verséo 6.0.

A ocorréncia de diferencas entre o tratamento com antibioticos e antifingicos na
auséncia e na presenca de prenol, foi examinada por da analise de variancia de duas etapas
(ANOVA). As diferengas mencionadas acima foram analisadas atraveés do pds-teste de
Bonferroni e foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.
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llustracdo 1. Modelo de placa de 96 pocos para método de microdiluicdo seriada em caldo
BHI para determinacdo de atividade antimicrobiana (MICs) do prenol e das associac@es de

prenol e antibidticos. Autoria propria, 2016.
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llustracdo 2. Estrutura quimica do 3-metil-2-buten-1-ol ou prenol. Arquivo pessoal, 2016.

3. RESULTADOS

Os resultados dos ensaios para avaliagOes da atividade antimicrobiana com o prenol
podem ser observados na tabela 1. Produtos naturais de origem vegetal sdo considerados
como tendo uma boa atividade inibitéria quando apresentam CIMs < 100 pg/mL, uma
atividade inibitéria moderada quando apresentam CIMs variando de 100 a 500 pg/mL,

atividade inibitéria fraca quando exibem CIMs variando de 500 a 1000 pg/mL e com
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atividade inibitoria inexistente quando apresentam CIMs acima de 1000 pg/mL (HOLETZ ,
2002). De acordo com estes critérios, o prenol ndo apresentou atividade inibitdria contra as
cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Candida

albicans.

Tabela 1. Concentracdo Inibitéria minima (CIM) do hemiterpendide prenol contra cepas de

micro-organismos selecionados.

CIM (pg/mL)
Micro-organismo Prenol
Staphylococcus aureus ATCC 25923™ >1024
Staphylococcus aureus SA-1199B >1024
Escherichia coli NEWP22 > 1024
Pseudomonas aeruginosa NEWP53 > 1024
Candida albicans NEWP31 >1024

Laboratério de Pesquisa em Microbiologia; Pesquisa direta, 2015.

Por outro lado, a adicdo uma concentracdo sub-inibitdria (1/8 da CIM) do prenol, ou
seja, 128 pg/mL, ao meio de crescimento provocou a reducdo das CIMs dos antibioticos
ciprofloxacino e norfloxacino contra a cepa de Staphylococcus aureus SA-1199B, sendo 0
primeiro relato até entdo do prenol modulando a atividade de fluorquinolonas.

No gréafico 1 e tabela 2 estdo expressas as concentracfes inibitérias minimas dos
antibidticos em separado e combinados com o prenol, exemplificando a porcentagem de
reducdo do CIM contra essa linhagem em especifica, como ja relatado, por possuir uma
proteina de membrana responsavel por um mecanismo de expulsao de antibioticos do interior

da célula.
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Graéfico 1. Média Geométrica das CIMs dos antibioticos Ciprofloxacino e Norfloxacino na
presenca e auséncia do hemiterpeno prenol. GraphPad Prism. Pesquisa direta, 2015.

Tabela 2. Concentracdo Inibitéria minima (CIM) do hemiterpendide prenol contra cepas de

micro-organismos selecionados. Staphylococcus aureus SA-1199B

Substancias CIM (pg/mL) Reducéo da CIM (pg/mL)
Prenol > 1024 -

Ciprofloxacino 16

75%
Ciprofloxacino + Prenol 4
Norfloxacino 32

50%
Norfloxacino + Prenol 16

Laboratorio de Pesquisa em Microbiologia; Pesquisa direta, 2015.

Em relacéo aos efeitos do prenol sobre vermes adultos de Schistosoma mansoni, ndo
foram observadas nem mortes, nem alteraces dos tegumentos dos vermes (tabela 3).
Curiosamente, em relacdo ao parametro de atividade motora (motilidade), nas primeiras horas
0s parasitas aumentam significativamente a motilidade, seguidos de contragdes. Resultado
extremamente incomum para a maioria dos compostos estudados por potencial atividade

esquistossomicida. Contudo, no dia seguinte os parasitas voltaram ao seu movimento normal.
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Tabela 3. Efeitos in vitro do prenol sobre vermes adultos de Schistosoma mansoni.

Reducdo na atividade Alteracdes

Tempo de Mortalidade motora (%) tegumentares (%)

Grupo

. ~ 0/4)2
incubaggo (h) (%) Leve Significante  Leve  Significante

Controle® 24
48
72
96
120

o
o

0

0.5% DMSO 24
48
72
96
120

O OO O OO0 o o o
O O O O OO o o o
O OO O OO0 o o o

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100

Praziquantel 24 100
5 pug/mL 48 100
72 100
96 100
120 100

Prenol 24
125 pg/mL 48
72
96
120

Prenol 24
250 pg/mL 48
72
96
120

Prenol 24
500 pg/mL 48
72
96
120

Prenol 24
750 pg/mL 48
72
96
120

Prenol 24
1000 pg/mL 48
72
96
120

O O O OO O O O OO0 OO0 OO0 00O oo o o o
O O OO OO O O O OO0 OO OO0 O0O0O0O OO0 O0O0O 00O OO0 oo o oo

O O OO OO O O O OO0 OO OO0 O0OO0O0OO0O0 OO0 O0O O OO0 OO0 OO0 oo oo

O O O O OO0 O O O OO0 O OO OO0 000 ol oo o
O O O O OO0 O OO OO0 O0O 00 000000 o0l oo o

o

% Percentagem relativa a 20 vermes investigados.
"RPMI 1640.
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4. DISCUSSAO

No Brasil, a investigagdo sobre produtos naturais com atividade antimicrobiana
aumentou significativamente nos ultimos anos. Entretanto, apesar da rica biodiversidade,
estdo disponiveis poucos dados de espécies de plantas pertencentes com atividades positivas
frente a micro-organismos, incluindo espécies nativas e exdticas. O baixo numero de registros
pode ser consequéncia do numero reduzido de centros de pesquisa ou da disseminacao restrita
dos resultados dos estudos. (DUARTE, 2007).

Além disso, a maioria das pesquisas é baseada em testes isolados com uma ou poucas
espeécies, geralmente com base em informac@es etnofarmacolodgicas, diferentemente daquelas
que abrangem a flora de uma regido definida, onde varias familias botanicas séo estudadas.
Assim, existe uma crescente demanda de produtos naturais por industrias farmacéuticas, que
impulsiona as investigacOes cientificas e a busca por drogas naturais (PROBST, 2012).

Terpenos e terpendides sdo conhecidos na literatura por apresentarem atividade
antimicrobiana contra varias bactérias, tais como: Helicobacter pylori, Bacillus subtillis,
Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa e menor atividade contra
Candida albicans, dependendo do terpeno. Assim estes compostos podem estar envolvidos,
isoladamente ou em associacdo, na atividade antimicrobiana de determinados produtos de
origem vegetal. (BUSTAMANTE et al, 2010).

Como ja relatado, de acordo com nossos estudos o hemiterpendide prenol nao
apresentou atividade inibitéria contra as cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans.

Um estudo que examinou a composicdo do Oleo essencial extraido de folhas de
Pisidium guajava L. (goiaba) relatou o prenol (3-metil-2-buten-1-ol) entre os compostos
majoritarios presentes no 6leo, além dos alcaldides criptonina e benzofenatridina. Os autores
comprovaram que 0 6leo possui atividade antibacteriana contra micro-organismos Gram-
positivos (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Lactobacillus lactis,
Lactobacillus acidophilus), Gram-negativos (Azotobactor species, Agrobacterium rhizogenes,
Enterobactor aerogenes, Glucanobactor oxidans e Pseudomonas fluorescens) e atividade
citotoxica contra linhagem de células de cancer cervical humano. (JOSEPH et al, 2010).

Os autores tambem testaram o 6leo essencial contra cepas de Candida tropicalis,
Aspergillus niger e Aspergillus aculeatus, e 0 mesmo ndo exibiu qualquer atividade sobre
estas espécies, o que de certa forma contribui com os indicios em nosso estudo de que o

prenol ndo apresenta atividade antifingica. (JOSEPH et al, 2010).
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Desta forma, a atividade antimicrobiana desta espécie pode estar relacionada com o0s
outros fitoquimicos presentes na molécula, uma vez que no presente estudo, evidenciou-se
que o prenol isolado ndo apresenta atividade antimicrobiana intrinseca. No entanto, nao se
pode descartar a possibilidade de sinergismo entre o prenol e outros metabdlitos secundarios
no efeito antimicrobiano reportado para esta espécie.

Sistemas de Efluxo Multidrogas (MDR) correspondem a um fato crescentemente
relatado que tem sido descrita em muitos organismos, incluindo bactérias, fungos e
protozoarios, além de ser um mecanismo de resisténcia em células tumorais de mamiferos. As
bactérias possuem uma ampla gama de proteinas de efluxo de drogas e um ndmero de
espécies clinicamente relevantes, mais notavelmente o Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli, utilizam estes transportadores, como parte da sua estratégia de
resisténcia (GIBBONS et al, 2003).

Muitos destes mecanismos de efluxo exportam uma vasta gama de antibioticos
estruturalmente ndo relacionados a partir da célula, sdo mecanismos desenvolvidos por
algumas bactérias com a finalidade de expelir moléculas de antimicrobianos, reduzindo as
concentracdes da droga dentro da célula, além de outras substancias toxicas, como metais
pesados, antissépticos e quimioterapicos, o que resulta uma concentracdo intracelular reduzida
e, assim, reduzida susceptibilidade. (VIVEIROS et al, 2008).

Estudos indicam que esses sistemas ainda interferem na entrada de nutrientes na célula
bacteriana, na manutencdo da homeostase, na mediacdo da adesdo bacteriana e na adaptacéao
das bactérias as células do hospedeiro, os quais sdo importantes fatores de viruléncia (RICCI
E PIDDOCK, 2009).

Uma das proteinas transportadoras mais estudadas é a bomba NorA, uma proteina de
efluxo multidrogas associada a membrana que pode diminuir a susceptibilidade as
fluorquinolonas em Staphylococcus aureus. Trabalhos na literatura sobre inibidores de
bombas MDR em Staphylococcus aureus incluem o rastreio de substancias contra este
transportador. Estes inibidores agem de maneira sinérgica com ciprofloxacino e norfloxacino,
suprimindo drasticamente o aparecimento de resisténcia in vitro as quinolonas em S. aureus.
(GIBBONS et al, 2003).

Entre os inibidores de bombas MDR em S. aureus citam-se o alcaloide anti-
hipertensivo reserpina, os inibidores da bomba de prétons lansoprazol e omeprazol, as
flavonolignanas hidnocarpin D e a porfirina feoforbida A e outras flavonas. A atividade

antimicrobiana de berberina, um antibiotico natural encontrado em algumas plantas é também
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um substrato norA, e teve seu efeito aumentado por baixas concentra¢des de hidnocarpin D
(AESCHLIMANN et al, 1999; HOLLER et al, 2012).

Fluorquinolonas

Meio extracelular

Membrana celular
bacteriana

Citoplasma

llustracéo 3. Esquematizagcéo da bomba de efluxo NorA na parede celular bacteriana. Autoria
prépria. 2016.

As quinolonas constituem uma importante classe de antibiéticos que atuam através da
inibicdo das topoisomerases tipo Il bacterianas. As quinolonas mais recentes introduzidas na
terapéutica sdo, em sua maioria, fluoradas, incluindo o ciprofloxacino, norfloxacino e o
levofloxacino. Estas quinolonas e outras quinolonas fluoradas sdo amplamente utilizadas no
tratamento de infeccbes urogenitais, respiratorias e gastrintestinais comuns causadas por
microrganismos Gram-negativos, incluindo E. coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa e Neisseria gonorrhoeae.(GOLAN, 2009).

Tipicamente, as bactérias desenvolveram resisténcia as quinolonas através de
mutacdes cromossdmicas nos genes que codificam as topoisomerases tipo Il ou através de
alteracdes na expressdo das purinas e bombas de efluxo das membranas que determinam a
concentracdo de farmaco no interior das bactérias. Em relacdo ao S. aureus resistente, ele é
amplamente disseminado, e as quinolonas sd&o menos efetivas no tratamento das infeccoes
causadas por essa espécie de bacteria (BIEDENBACH et al, 2006).



124

A literatura esta repleta de reivindicagbes de produtos naturais e extratos que exibem
atividade antibidtica, com muitas pesquisas descrevendo compostos com valores de CIM
maiores que 1 mg/ml (1000 ug/ml), que em uma perspectiva clinica tem pouca relevancia.
Entretanto, € provavel que um numero de substancias relativamente inertes possam exibir
atividade antibacteriana nesta alta concentragdo. (BASSOLE e JULIANI, 2012; BARRETO et
al, 2014).

Devido ao baixo desenvolvimento de novos farmacos e a propagacao das bactérias de
MDR, existe uma necessidade urgente de identificar metas claras para bloquear mecanismo de
efluxo, para selecionar as moléculas com uma elevada eficacia inibitdria e auséncia de efeitos
toxicos em células de mamiferos (OSPINA et al, 2014). A procura por novos agentes tem
focado os produtos naturais como moduladores da atividade antibiotica por bomba de efluxo
(ZECHINI e VERSACE, 2009).

De fato, os resultados preliminares com o hemiterpeno prenol indicam que esta
molécula modulou significativamente as duas quinolonas testadas, ciprofloxacino e
norfloxacino. Houve reducdo das concentragcfes inibitérias minimas quando se associou 0
hemiterpeno com as mesmas (reducdo de 75% e 50%, respectivamente). A literatura é escassa
em relacdo aos efeitos farmacoldgicos dos hemiterpendides, ndo havendo até esta data
conhecimento de estudos de modulagdo a resisténcia de antibidticos com hemiterpenos.

Esses agentes de modificacdo da resisténcia potencializam a atividade de um
antibidtico contra uma estirpe resistente. Podem visar especificamente um mecanismo de
resisténcia, tais como a inibicdo de resisténcia a multiplas drogas (MDR), por exemplo como
a inibicdo do mecanismo de efluxo NorA em Staphylococcus aureus ou agir de forma
sinérgica através de um mecanismo ainda ndo descrito (GIBBONS, 2004). Assim faz-se
necessario, a realizacdo de mais testes microbioldgicos, a fim de esclarecer se o prenol é
capaz realmente de inibir o mecanismo da bomba NorA, potencializar o efeito das quinolonas
de forma sinérgica ou como o0s autores descrevem, por um mecanismo ainda ndo descrito.

O desenvolvimento de inibidores da bomba de efluxo de fato é uma area da pesquisa
muito promissora, uma vez que tais compostos poderiam ser usados em conjunto com
antimicrobianos existentes, estendendo o tempo de vida Util desses antibidticos através da
melhoria de sua eficacia terapéutica e suprimindo o surgimento de variantes de resisténcia que
de outro modo poderiam surgir durante o tratamento (RICCI E PIDDOCK, 2009).
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Em relacdo a atividade do prenol sobre vermes adultos de S. mansoni, observou-se que
0 mesmo nao apresentou atividade esquistossomicida, pelo contrario, aumentou a atividade
motora e contracfes dos vermes nas primeiras horas, cessando apos 24 horas. Essa alteracéo
na atividade motora dos sugere que o 3-metil-2-buten-1-ol atingiu a via de neurotransmissores
do verme.

Sabe-se que neurotransmissores do Schistosoma sdo similares aos de mamiferos, um
achado surpreendente em virtude da enorme distancia filogenética entre eles. De fato, 0
controle da motilidade dos helmintos esta associado a varios neurotransmissores como
serotonina, dopamina, acetilcolina, adrenalina, noradrenalina, glutamato, GABA e
neuropetideos, sendo 0s neurotransmissores possiveis alvos de agentes esquistossomicidas
(MORAES, 2012).

O sistema nervoso do S. mansoni tem recebido muita atencdo nas ultimas décadas,
sobretudo pelo fato de representar um ponto de ataque para novas drogas. Existem atualmente
evidéncias sugerindo que a 5-hidroxitriptamina (5-HT ou serotonina) funciona como
neurotransmissor excitatério, desempenhando importante papel no controle neuromuscular
com aumento da atividade motora, frequéncia e amplitude de contracdo desse parasita. A
serotonina parece ser a amina biogénica dominante em todos os platelmintos. Esses efeitos
podem ser resultado da ativacao de receptores serotoninérgicos em S. mansoni, que inervam a
massa muscular corporal e/ou de ativacdo direta de musculatura. (CARVALHO, COELHO e
LENZI, 2008). Isto € um indicio que o prenol pode ter atingido essa via de neurotransmissao.

Resultados semelhantes foram encontrados com hicantone e oxamniquine, produtos do
metabolismo oxidativo do pro-farmaco lucantone; estes aumentam a motilidade de vermes
adultos de S. mansoni em concentracfes especificas. Hicantone e o oxamniquine também
apresentam atividade anticolinérgica, promovendo aumento da motilidade do S. mansoni. O
carbacol, colinomimético de atuacdo direta sobre receptores colinérgicos pds-sinapticos,
bloqueia este efeito, promovendo a paralisia do verme in vitro (SILVA, 2006). Também é
uma hipétese que o prenol possa atingir a via colinérgica e causar o aumento da motilidade.

Um estudo com o isoprenol (3-metil-3-buten-1-ol), um intermediario do prenol,
revelou que 0 mesmo possui a capacidade de atrair por quimiotaxia, nematddeos de agua doce
(Bursilla monhystera) e terrestre (Caenorhabditis elegans). Independentemente do tempo de
exposicéo, ambos os vermes foram atraidos pelo hemiterpeno, provando que esta molécula é
capaz de ativar receptores de odor destes organismos invertebrados (HOCKELMANN,
MOENS E JUTTNER, 2004). Este fato seria mais um indicativo da a¢do do prenol sobre

helmintos.
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Dessa forma, ficam os questionamentos sobre o uso do prenol como produto natural,
seja isoladamente ou em alguns extratos vegetais, direcionado contra S.mansoni, onde o
mesmo tem um efeito contrario ao pesquisado (auséncia de mortalidade e aumento da

motilidade), podendo até mesmo antagonizar a eficacia de moléculas esquistossomicidas.

5. CONCLUSAO

No presente estudo, verificou-se que o prenol, apesar de ndo apresentar atividade
antibacteriana direta sobre as cepas testadas, foi capaz de modular positivamente a agéo
antimicrobiana das quinolonas fluoradas ciprofloxacino e norfloxacino na cepa de
Staphylococcus aureus SA-1199B, micro-organismo que hiper-expressa a bomba NorA, um
sistemas de efluxo multidrogas (MDR) responsavel pela resisténcia a antibioticos.

Também foi relatada uma a¢do incomum sobre vermes de S. mansoni, com aumento
significativo da motilidade e numero de contra¢Ges, sugerindo uma ac¢do do terpeno sobre a

via de neurotransmissores do verme.
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CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

B Existe pouca literatura sobre funcdes biologicas dos hemiterpenos e consequente,
poucos depositos de patentes;

B O prenol apresentou uma DLsg entre 2000 e 5000 mg/kg em camundongos fémeas
(caracteristica de substancias de baixa toxicidade);

B N&o foi toxico ao micro-organismo Artemia salina, com CLso de 2944,14 pg/mL;

B N&o produziu alteragbes significativas em todos os parametros hematoldgicos,
fisiologicos, e maior parte dos bioquimicos;

B Diminuiu significativamente os valores de glicose e &cido Urico na maior dose;

B Modulou pardmetros comportamentais, inferindo-se como atividade depressora no
sistema nervoso central;

B Exibiu significativa atividade antioxidante in vitro frente aos radicais hidroxila, nitrito
e contra a peroxidacdo lipidica;

B Inibiu os radicais sintéticos DPPH e ABTS de forma menos efetiva que o acido
ascorbico;

B Né&o apresentou atividade antimicrobiana intrinseca frente as linhagens analisadas;

B Exibiu atividade moduladora das quinolonas ciprofloxacino e norfloxacino frente a
uma cepa geneticamente resistente;

B Aumentou a atividade motora e 0 nimero de contracdes em vermes de S.mansoni.

Os presentes resultados enriquecem a literatura sobre este hemiterpendide e trazem
perspectivas para a realizacdo de novos testes que permitam o uso do prenol como
fitomedicamento ou produto biotecnoldgico. Sdo perspectivas futuras do trabalho: produzir
complexos de inclusdo e formas nanotecnoldgicas com o prenol, e prosseguir com a
bioprospecgdo frente a outros protocolos experimentais in vitro e in vivo (determinagédo da
atividade antioxidante in vivo, atividade ansiolitica, antidepressiva, antiepilética e anti-
inflamatoria), bem como tentar esclarecer o possivel mecanismo de modulagdo de

antibioticos.
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ANEXO I: Aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFPI

MINISTERIO DA EDUCAGAO .
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
. PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL

Campus Universitario Ministro Petronio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil; CEP: 64049-550
Telefone (86) 3215-5734 _e-mail: ceeapi@ufpi.edu.br

Teresina, 28 de Novembro de 2014.

lima.

Profa. Dra. MARIA DAS GRAGAS FREIRE DE MEDEIROS.
Departamento: Bioquimica e Farmacologia/CCS/UFPI

Senhora Pesquisadora,

Em reuni@o na presente data (28 de Novembro de 2014), a Comisséo de Etica
¢ Experimentagdo no Uso de Animais em Pesquisa, da Universidade Federal
do Piaui, analisou e Aprovou no que diz respeito aos aspectos de natureza da
ética em experimentagdo animal, sob o ndmero 095/14, o projeto de pesquisa
intitulado “Prospecgdo do terpendide prenol: contribuicdo tecnolégica e
perspectivas para o desenvolvimento de um medicamento”, sob a sua
responsabilidade. Informamos que este projeto tem Periodo de Vigéncia de
Janeiro/2015 a Dezembro/2019, e serao usados 360 Camundongos isogénicos
(324 machos e 36 fémeas).

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEEA/UFPI, ¢ relatério final
sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais — Lei
N° 11.794, 8 de outubro de 2008).

Atencios‘yamente,

|
ete L. deMendonza”

Comité de Etica em/Experimentagao Animal-UF Pl
Coordenadora
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ANEXO Il. Exemplo de Laudo dos exames hematologicos realizados no laboratério de
Patologia Clinica do Hospital Veterinario.

5| |,'1 UU

Centro de Ciéncias Agrarias

A A
% UNIVERSIDADE )
FEDERAL po PIAUI

e

LABORATORIO DE PATOLOGIA CLINICA VETERINARIA

N° EXAME: 1564/15 REGISTRO: -
PROPRIETARIO: Alexandre Xavier de Lira da Silva ANIMAL: Animal 09
ESPECIE: SEXO: Fémea IDADE: 3 meses RACA: SRD
DATA DA COLETA: 27/05/15
SUSPEITA CLINICA: A esclarecer
REQUISITANTE: Francisco Dantas
HEMOGRAMA
ERITROGRAMA VALORES ENCONTRADOS VALORES DE REFERENCIA
Hemécias (x10°/uL) 8,3 55-85
Hemoglobina (g/dL) 10,3 9-18
Hematdcrito (%) 38,7 37-55
VGM (fL) 47 46-67
CHGM (g/dL) 26,5 32-36
RDW (%) 23,8 12-25
Plaquetas (x107/ul) » "200-500
LEUCOGRAMA VALORES ENCONTRADOS VALORES DE REFERENCIA
Leucdcitos Totais (Cel/uL) 3.300 1.700 -6.000
Relativo (%) Absoluto (/uL) Relativo (%) Absoluto (/ul)
Mielécitos 0 0 0 0
Metamielécitos 0 0 0 0
Bastonetes 0 0 0-3 0-300
Segmentados 17 561 10-47 300-1000
Linfécitos 79 2.607 57-85 1000—4.800
Eosindfilos 4 132 2-10 100-1.250
Mondcitos 0 0 3-10 150-1.350
Basofilos 0 0 Raro Raro
Jain, 1996; Meyer; Harvey, 2004.

Wellson Oliveira
Meédico Veterindgrio
CRMV-PI 0777

Itala Siqueira
Meédica Veterinaria
CRMV-PI 1125

Laudenita Nunes
Médica Veterinaria
CRMV-PI 1294

Janaina Cardoso
Médica Veterinaria
CRMV-PI 1315

Ilka Catarina
Meédica Veterinaria
CRMV-PI 1156

Ana Paula Barros
Médica Veterindria
CRMV-PI 1295

Campus Agricola da Socopo e CEP 64049-550 - Teresina - Piaui - Brasil
Fone: (86) 3215-5538 « Fax: (86) 3215:5537 « E-maili hvu@ufpi.br

Improsto na Griita Uavrarsi
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ANEXO I1Il. Exemplo de Laudo dos exames bioquimicos realizados no laboratorio de
Patologia Clinica do Hospital Veterinario

LABORATORIO DE PATOLOGIA CLINICA VETERINARIA

N°® EXAME: REGISTRO:
PROPRIETARIO: Alexandre Xavier de Lira da Silva ANIMAL: Animal 01
ESPECIE: Camundongo |SEXO: IDADE: RACA:
DATA DA COLETA: 24/06/15
SUSPEITA CLINICA: A esclarecer
REQUISITANTE: Francisco Dantas
EXAMES BIOQUIMICOS
' ~ VALORES ~ VALORES DE
| ENCONTRADOS |  REFERENCIA
e e L CAMUNDONGO
Glicose (mg/dL) 130,2 79 — 145
Ureia (mg/dL) 242 21-29
Creatinina (mg/dL) 0,29 <0,5
Acido drico (mg/dL) 2.3 -
AST/TGO (UI/L) 2493 77 — 383
ALT/TGP (UI/L) 68,5 40-189
Fosfatase Alcalina (UI/L) 195,2 66 — 262
CK (UAL) -
Proteina total (g/dL) 5-7
Albumina (g/dL) 3-4
Globulina (g/dL) -
Bilirrubina total (mg/dL) 0,28 -
Bilirrubina conjugada (mg/dL) * -
Bilirrubina nao conjugada (mg/dL) * -
Colesterol total (mg/dL) -
Triglicérides(mg/dL) 69 -
Calcio (mg/dL) 79-105
Fosforo (mg/dL) 56-92
Magnésio (mg/dL) —
Thrall. 2006.

Obs.: * Amostra insuficiente para realizagdo dos testes.

Laudenita Nunes
Meédica Veterindria
CRMV-PI 1294

Ana Paula Barros
Médica Veterindria
CRMV-PI 1295

%im

Meédica Veterindria
CRMV-PI 1125

ITka Catarina
Meédica Veterindria
CRMV-PI 1156

Wellson Oliveira
Médico Veterindrio
CRMV-PI1 0777

Janaina Cardoso
Meédica Veterindria
CRMV-PI 1315
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