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RIBEIRO, A. M.B. Perfil quimico, toxicidade, efeito anti-hipertensivo e atividade
antimicrobiana das partes aéreas de Phyllanthus amarus Schumach. & Thonn.
(quebra-pedra) associadas ao cloreto de magnésio. Orientadora: Aldeidia Pereira
de Oliveira. 2019, Tese — Pds-Graduacdo em Biotecnologia, Rede Nordeste de
Biotecnologia, Universidade Federal do Piaui, Teresina, Piaui.

RESUMO

A espécie Phyllanthus amarus, popularmente conhecida como quebra-pedra, tem
sido pesquisada devido aos beneficios encontrados em substéncias bioativas
presentes nesta espécie, como atividade antioxidante, anti-hiperglicémica,
hepatoprotetora, cardioprotetora e antimicrobiana. O magnésio desempenha
importantes funcdes intracelulares, além de regular o tébnus vascular e a funcao
endotelial. O objetivo desta pesquisa foi avaliar o perfil quimico, citotoxicidade,
toxicidade aguda, atividade hipotensora, anti-hipertensiva e antimicrobiana do
extrato etandlico obtido das partes aéreas de Phyllanthus amarus (PAE), cloreto de
magneésio (MgCl,) ou de um composto formado a partir de PAE e MgCl,, na forma de
extrato (PAE+MgCl;) ou Cha (PAE+MgCl, 3%). O perfil quimico do PAE foi analisado
por cromatografia gasosa com espectrometria de massas. No estudo de toxicidade
aguda os ratos foram tratados com dose oral Unica de 2000 mg/kg/animal e a
citotoxicidade foi avaliada pelo teste do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-zil)-2-5-
difeniltetrazolio (MTT). Para avaliar os parametros cardiovasculares, foram utilizados
modelos de ratos normotensos e hipertensos L-NAME (N®-nitro-L-arginina-metil
éster) a partir da técnica da medida direta da pressao arterial e frequéncia cardiaca
em ratos acordados. Além disso, investigou-se 0s possiveis mecanismos de acdo
envolvidos na resposta anti-hipertensiva do extrato etandélico de P. amaus associado
ao cloreto de magnésio (PAE+MgCl,). Testes de microdiluicdo foram realizados para
determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) do PAE ou Filantina para
diferentes espécies de microrganismos (Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Salmonella Typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Candida albicans). Para avaliar se o PAE ou Filantina foram capazes de agir como
moduladores da resisténcia as fluoroquinolonas, a CIM para Norfloxacina e brometo
de etidio foram determinados na presenca ou auséncia de PAE ou Filantina contra
S. aureus SA1199-B, em concentracdes subinibitorias. A analise quimica do PAE
apresentou em sua composi¢ao as lignanas: Nirantina, Hipofilantina, Nirtetralina,
Filantina, Filtetralina, Lignana D e Lignana 370. Nos estudos de viabilidade celular a
porcentagem de células viaveis diminuiu a partir de 400 e 100 pg/mL para o PAE e
PAE+MgCl,, respectivamente, apresentando CCsp iguais 196 e 50 pg/mL, para as
respectivas substancias. Os testes farmacologicos com dose unica de 2000 mg/kg
de PAE, MgCl, ou PAE+MgCl, ndo causou morte nos animais e nao produziu
alteracdes bioguimicas em parametros hepaticos ou renais. Em relacdo a resposta
sobre o sistema cardiovascular, o PAE+MgCl, administrado por via endovenosa nas
doses de 25, 50 e 100 mg/kg, promoveu efeito hipotensor dose-dependente em ratos
normotensos (APAM= -1557 + 2,84* -40,03 = 5,97* e -85,49 * 4,26* mmHg,
respectivamente) e efeito anti-hipertensivo dose-dependente, em animais
hipertensos (APAM= -31,65 = 4,57* -68,19 + 7,12* e -97,26 + 8,42* mmHg,
respectivamente), ambos associados a bradicardia. Apés tratamento agudo com
atropina, hexametonio, ioimbina e propranolol, os efeitos anti-hipertensivo e
bradicardico de PAE+MgCl, foram significativamente atenuados, sugerindo o
envolvimento de receptores muscarinicos, a, e B-adrenérgicos na resposta anti-
hipertensiva. O tratamento por via oral com PAE+MgCl,, por 7 dias na dose de 300



mg/kg/dia em animais L-NAME, promoveu diminuicdo significativa na pressao
arterial média (PAM), a partir de 180 minutos apos a administracdo da dose (APAM=
-21,40 £ 4,89* mmHg), permanecendo reduzida até 270 minutos (APAM= -24,17 +
5,36* mmHg). O Ch4d PAE+MgCl, (3%) promoveu efeito anti-hipertensivo, quando
administrado por via oral durante 7 dias (APAM= -32,28 + 7,52* mmHg) ou quando
administrado agudamente (APAM= -29,81 + 5,35* mmHg), apresentando uma
diminuicdo na PAM 240 ou 180 minutos ap6s a gavagem do Cha PAE+MgCl, (3%),
respectivamente, sem alteragbes na frequéncia cardiaca. O PAE mostrou atividade
antimicrobiana contra cepas Gram-negativas, enquanto a Filantina foi inativa contra
todas as cepas testadas. O PAE ou a Filantina, em concentra¢des subinibitorias,
aumentou a atividade da norfloxacina contra linhagem de S. aureus que
superexpressa 0 gene NorA, sugerindo que os produtos naturais testados podem
potencializar a acdo deste antibidtico. Este estudo sugere que o PAE associado ao
cloreto de magnésio induz efeito hipotensor e anti-hipertensivo, provavelmente por
atuacdo em receptores muscarinicos inespecificos, receptores nicotinicos
ganglionares e receptores a,-adrenérgicos. Além disso, a filantina e o PAE podem
ser utilizados como um agente potencializador da atividade da norfloxacina no
tratamento de infeccbes causadas por S. aureus resistente a fluoroquinolonas.

Palavras-chave: Phyllanthus amarus; filantina; cloreto de magnésio; atividade anti-
hipertensiva; S. aureus; atividade antimicrobiana.



RIBEIRO, A. M.B. Chemical profile, toxicity, antihypertensive effect and
antimicrobial activity of Phyllanthus amarus aerial parts Schumach. & Thonn.
(rock breaker) associated with magnesium chloride. Advisor: Aldeida Pereira de
Oliveira. 2019, Thesis - Post-Graduation in Biotechnology, Northeast Network of
Biotechnology, Federal University of Piaui, Teresina, Piaui.

ABSTRACT

Phyllanthus amarus, popularly known as rock breaker, has been researched due to
the benefits found in bioactive substances present in this species, such as
antioxidant, antihyperglycemic, hepatoprotective, cardioprotective and antimicrobial
activity. Magnesium performs important intracellular functions in addition to regulating
vascular tone and endothelial function. The aim of this research was to evaluate the
chemical profile, cytotoxicity, acute toxicity, hypotensive, antihypertensive, and
antimicrobial activity of the ethanolic extract obtained from Phyllanthus amarus
(PAE), magnesium chloride (MgCl,) or a compound formed from PAE and MgCl, as
extract (PAE+MgCl,) or Tea (PAE+MgCl, 3%). The PAE chemical profile was
analyzed by gas chromatography with mass spectrometry. In the acute toxicity study
rats were treated with a single oral dose of 2000 mg/kg/animal and cytotoxicity was
assessed by the 3-(4,5-dimethylthiazol-zyl) -2-5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
test. To evaluate cardiovascular parameters, we used normotensive and
hypertensive rat models L-NAME (NG-nitro-L-arginine methyl ester) using the
technique of direct measurement of blood pressure and heart rate in awake rats.
Furthermore, we investigated the possible mechanisms of action involved in the
antihypertensive response of P. amaus ethanolic extract associated with magnesium
chloride (PA+MgCl,). Microdilution tests were performed to determine the minimum
inhibitory concentration (MIC) of PAE or Phyllanthin for different species of
microorganisms (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Salmonella
Typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Candida albicans). To
assess whether PAE or Phyllanthin were able to act as fluoroquinolone resistance
modulators, the MIC for Norfloxacin and ethidium bromide were determined in the
presence or absence of PAE or Phyllanthin against S. aureus SA1199-B at
subinhibitory concentrations. The chemical analysis of PAE presented in its
composition the lignans: Niranthine, Hypophyllanthin, Nirtetraline, Phyllanthin,
Filtetraline, Lignana D and Lignana 370. In the cell viability studies the percentage of
viable cells decreased from 400 and 100 pg/mL for the PAE and PAE+MgCl,,
respectively, with CCso equal to 196 and 50 pg/mL, for the respective substances.
Pharmacological tests with a single dose of 2000 mg/kg PAE, MgCl, or PAE+MgCl,
did not cause death in animals and did not produce biochemical changes in hepatic
or renal parameters. Regarding the response on the cardiovascular system,
intravenously administered PAE+MgCl, at doses of 25, 50 and 100 mg/kg promoted
a dose-dependent hypotensive effect in normotensive rats (APAM = -15.57 + 2.84%).
-40.03 = 5.97* and -85.49 = 4.26* mmHg, respectively) and dose-dependent
antihypertensive effect in hypertensive animals (APAM = -31.65 + 4.57*; - 68.19 *
7.12* and -97.26 + 8.42* mmHg, respectively), both associated with bradycardia.
After acute treatment with atropine, hexamethonium, yohimbine and propranolol, the
antihypertensive and bradycardic effects of PAE+MgCl, were significantly attenuated,
suggesting the involvement of muscarinic, a, and B-adrenergic receptors in the
antihypertensive response. Oral treatment with PAE+MgCI, for 7 days at a dose of
300 mg/kg/day in L-NAME animals led to a significant decrease in mean arterial
pressure (MAP) from 180 minutes after dosing (APAM = -21.40 + 4.89* mmHg),



remaining reduced up to 270 minutes (APAM = -24.17 *+ 5.36* mmHg). PAE + MgCl,
Tea (3%) promoted antihypertensive effect when administered orally for 7 days
(APAM = -32.28 = 7.52* mmHg) or when acutely administered (APAM = -29.81 £ 5,
35* mmHg), showing a decrease in MAP 240 or 180 minutes after the storage of
PAE+MgCl, tea (3%), respectively, without changes in heart rate. PAE showed
antimicrobial activity against Gram-negative strains, while Phyllanthin was inactive
against all strains tested. PAE or Phyllanthin, at subinhibitory concentrations,
increased norfloxacin activity against S. aureus strain that overexpresses the NorA
gene, suggesting that the natural products tested may potentiate the action of this
antibiotic. This study suggests that magnesium chloride-associated PAE induces
hypotensive and antihypertensive effects, probably by acting on non-specific
muscarinic receptors, ganglionic nicotinic receptors and a,-adrenergic receptors. In
addition, Phyllanthin and PAE may be used as a potentiating agent of norfloxacin
activity in the treatment of infections caused by fluoroquinolone resistant S. aureus.

Keywords: Phyllanthus amarus; Phyllanthin; magnesium chloride; antihypertensive
activity; S. aureus; antimicrobian activity.
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1. Introducéao

O uso de plantas medicinais tem sido uma pratica comum no tratamento de
doencas (DUTRA et al., 2016), pois possuem diferentes constituintes fitoquimicos
que podem atuar em multiplos alvos importantes (KOON et al.,, 2014). Assim, na
presente pesquisa, analisou-se a espécie Phyllanthus amarus Schumach. & Thonn.,
uma erva conhecida como quebra-pedra, que possui diferentes metabdlitos
secundarios de importancia medicinal, incluindo os alcaldides, flavondides,
triterpenos, taninos e as lignanas (MACIEL et al., 2007, LONDHE et al., 2008;
MORONKOLA et al., 2009). Além disso, pesquisamos sobre os beneficios do
magnésio (Mg®*) no tratamento de doencas cardiovasculares.

O uso popular de P. amarus pode ser feito a partir do consumo de chas
obtidos por infusdo ou decoccao das folhas, comumente usados para tratar ictericia,
distarbios urinarios, infec¢bes intestinais, célculos renais e da vesicula biliar. Além
disso, estudos destacam a importancia farmacolégica de P. amarus por apresentar
atividade antioxidante, anti-diabética, diurética, anti-hepatotdxica, analgésica, anti-
inflamatéria, antimutagénica, anticancerigena, antimicrobiana e hipotensora
(INCHOQO et al., 2011; CARTAXO et al., 2010; KASSUYA et al., 2006; PATEL et al.,
2011).

Em relacdo as doencas cardiovasculares (DCVs), estas sdo consideradas a
primeira causa de mortes no mundo, dentre as quais destaca-se a hipertensao
arterial sistémica (HAS), caracterizada por niveis elevados e sustentados de presséo
arterial (PA), iguais ou acima de 140 mmHg para a PA sistélica e iguais ou acima de
90 mmHg para a PA diastélica. Estima-se que 17,9 milhdes de pessoas morreram
por DCVs em 2016 e que existem cerca de 1.13 bilhGes de pessoas hipertensas no
mundo (WHO, 2017). A combinagédo de varios fatores, como obesidade, uso de
tabaco, dieta ndo saudavel, inatividade fisica e hipertensdo geralmente aumentam o
risco de desenvolvimento de DCVs (PIERDOMENICO et al., 2009)

Sabe-se que a reducéo e o controle da HAS em individuos com hipertenséo
previnem ou atenuam as complicacbes (FOROUZANFAR et al., 2016; FREEDMAN,;
COHEN, 2016; KJELDSEN, 2017). Desta forma, destacamos a importancia da
suplementacdo com magnésio (Mg, o qual é capaz de regular cerca de 600
reacOes enzimaticas e modular a funcdo do sistema cardiovascular (OTSUKA et al.,
2012; KUPETSKY-RINCON; UITTO, et al., 2012; LIMAYE et al., 2011; SPASOV et
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al., 2008). O Mg?®" intracelular participa da sintese de DNA, regula canais de calcio e
potdssio em mibcitos cardiacos e inibe a liberagdo de calcio dos estoques
sarcoplasmaticos. Ressalta-se que anormalidades na homeostase celular do Mg**
podem causar doencas cardiovasculares, como arritmias, insuficiéncia cardiaca e
hipertensdo (BRUNET; SCHEUER; CATTERALL et al., 2009; WANG; GUSEYV,
NIGGLI et al., 2008).

Portanto, considerando as propriedades farmacoldgicas de P. amarus, esta
tese avaliou, além dos efeitos hipotensores e anti-hipertensivos, a modulacdo da
resisténcia bacteriana da referida espécie, a partir de abordagens inéditas. Desta
forma, é importante enfatizar que a resisténcia antimicrobiana € um dos principais
problemas de saulde publica, pois o uso indiscriminado de antibidticos tem
favorecido a selecdo de bactérias multirresistentes, como Staphyloccocus aureus,
responsavel por infec¢des de dificil tratamento (LI et al., 2018).

Esta tese esta organizada em trés capitulos, sendo o primeiro intitulado
“Avaliacdo da citotoxicidade e toxicidade aguda do extrato de Phyllanthus amarus
Schumach. & Thonn. associado ao cloreto de magnésio” que sera submetida a
revista Basic & Clinical Pharmacology & Toxicology, com fator de impacto 2,659 (ISl
2017) e qualis A2 em Biotecnologia. O segundo capitulo intitulado “Efeito hipotensor
e anti-hipertensivo de Phyllanthus amarus Schumach. & Thonn (Quebra-pedra),
associado ao cloreto de magnésio em ratos” foi submetido a revista Phytomedicine,
gue possui qualis A2 em Biotecnologia. Por fim, o terceiro capitulo, intitulado
“Atividade antimicrobiana do extrato etanélico de Phyllanthus amarus Schumach. &
Thonn e a atuacédo da Filantina na inibicdo de bombas de efluxo em Staphylococcus
aureus” foi publicado na revista Microbial Pathogenesis com Fator de Impacto 2,58,

com Qualis B1 na area de biotecnologia da CAPES no quadriénio 2013-2016.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Investigar a atividade biolégica do extrato etanodlico obtido das partes aéreas
de Phyllanthus amarus Schumach. & Thonn (PAE), cloreto de magnésio (MgCl,),
associacdo entre o PAE e MgCl, (PAE+MgCl,) e/ou do Cha preparado a partir das
partes aéreas de P. amarus e MgCl, (PAE+MgCl, 3%), quanto as propriedades
toxicolégica, citotoxicas, hipotensora, anti-hipertensiva e antimicrobiana em

protocolos in vitro e in vivo.

2.2 Objetivos especificos

v' Avaliar a toxicidade aguda do PAE, MgCl, e PAE+MgCl;;

v' Avaliar o potencial citotoxico do PAE, MgCl, e PAE+MgCl, em macréfagos
peritoneais de murinos e células Raw 264.7;

v Verificar a composi¢do quimica do PAE para a identificacdo dos constituintes
qguimicos principais;

v Investigar os efeitos do PAE, MgCl,, PAE+MgCl, e Cha PAE+MgCl, 3%, sobre a
pressao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) em ratos normotensos;

v’ Caracterizar a agdo anti-hipertensiva do PAE+MgCI, e Cha PAE+MgCl; 3% em
modelo de hipertensdo L-NAME em ratos;

v' Avaliar a participacdo dos receptores muscarinicos, ganglionares, a, e B-
adrenérgicos sobre o efeito do PAE+MgCl, nha PAM e FC em modelo de
hipertensdo L-NAME em ratos;

v Investigar a atividade antimicrobiana intrinseca do PAE e da filantina em
diferentes espécies de microrganismos (Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Salmonella Typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Candida albicans);

v' Avaliar a modulacdo do PAE e do seu componente principal filantina frente a
resisténcia a fluoroquinolona em S. aureus SA1199-B, que superexpressa a

bomba de efluxo NorA;
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3 Referencial teérico

3.1 Plantas medicinais

O Brasil possui uma grande biodiversidade e a populagdo tem um
conhecimento tradicional sobre o uso de plantas medicinais no tratamento de
doencas (DUTRA et al., 2016). Cerca de 30% dos medicamentos disponiveis séo
derivados de plantas e microrganismos (NEWMAN; CRAGG, 2012) e pesquisas
sobre o desenvolvimento de novas drogas tém sido validadas a partir da
caracterizagcdo do potencial medicinal de extratos (PUTAKALA et al., 2017) e
substancias isoladas (HARVEY, 2008; LI et al., 2019), como os flavondides,
compostos fendlicos, cumarinas, terpenos, terpendides e lignanas (AL DISI et al.,
2016).

Estudos tém dado credibilidade as propriedades farmacoldgicas de produtos
naturais utilizados na prevencao ou tratamento de patologias, incluindo as doencas
causadas por microrganismos (DOMINGUES et al.,, 2015; COSTA et al., 2018;
RIBEIRO et al.,, 2019) e as doencas cardiovasculares (DCVs), em especial a
hipertensdo (ARAUJO et al., 2014; RAWAT; SINGH; KUMAR, 2016; NEAMSUVAN;
KOMONHIRAN; BOONMING, 2018). Além de identificar as potencialidades
terapéuticas das plantas medicinais, é importante avaliar 0 uso seguro a partir de
estudos de toxicidade dessas espécies (RAMULONDI; WET; VUUREN, 2018;
CHUKWUMA et al., 2019).

Pesquisas sobre plantas da caatinga, usadas como medicamentos, identificou
119 espécies utilizadas no tratamento de 92 tipos de problemas de saude, dentre os
quais foram citados as infeccoes em geral, problemas intestinais, diarreia, infec¢céo
urinaria, diabetes, hipercolesterolemia, trombose, problemas circulatérios, acidente
vascular cerebral e hipertensdo (CARTAXO; SOUZA; ALBUQUERQUE, 2010).
Pesquisas sobre outras espécies, como a Curcuma longa L., reduziu a pressao
arterial e a frequéncia cardiaca em ratos normotensos, comprovando o uso de C.
longa em diferentes desordens, como inflamacédo, palpitacdo e hipertensdo
(ADARAMOYE et al., 2009). Um estudo anterior sobre o efeito anti-hipertensivo da
C. longa identificou sua propriedade vasodilatadora mediada pela liberacao de éxido
nitrico, ativacdo de receptores muscarinicos e de canais de potassio, com
antagonismo ao calcio (KHANA; KHANA; SHAHA, 2018).
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O potencial anti-hipertensivo e diurético do extrato metandlico de Solanum
capsicoides All. foi avaliado, in vitro e in vivo, em ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) e observou-se um efeito anti-hipertensivo significativo quando o
extrato foi adminstrado por via oral durante 21 dias, resultando também na inibic&o
de hipertrofia cardiaca (SIMOES et al., 2016). Estudos sobre substancias isoladas
calcio por canais de calcio dependentes de voltagem, levando a reducdo da
concentracdo intracelular de calcio nas células do musculo liso vascular e
consequente vasodilatacdo (ARAUJO et al., 2014).

Pesquisas realizadas com o extrato aquoso de E. senegalensis identificou
propriedades anti-hipertensivas, hipoglicémicas, hipolipidémicas, cardiomoduladoras
e antioxidantes envolvidas na melhora dos disturbios metabdlicos encontrados em
animais diabéticos e hipertensos, provavelmente devido a presenca de substancias
como a erysenegalensein, warangalona, senegalensina e 6,8-diprenilgenisteina
identificados no extrato (BILANDA et al., 2020). Em outro estudo, foram identificadas
33 espécies tradicionalmente usadas no tratamento de diabetes e/ou hipertensao,
em que 70% dos pacientes investigados utilizavam plantas medicinais preparadas a
partir de decocc¢do, maceracado ou infusao, incluindo espécies do género Phyllanthus
(TSABANG et al., 2015).

Diante do exposto, muitas substancias obtidas a partir de produtos naturais
tém sido investigadas como forma de propor terapias alternativas no tratamento da
hipertensdo arterial sistémica. Mais estudos sdo necessérios para confirmar a
eficacia geral de fitoterapicos e suas propriedades, para melhorar a saude, aliviando
os sintomas de doencgas cronicas e diminuindo os efeitos colaterais em comparagao

com 0s tratamentos convencionais.

3.2 Propriedades farmacoldgicas de espécies da familia Phyllanthaceae

A familia Phyllanthaceae possui cerca de 60 géneros e 2000 espécies. O maior
e mais diversificado género desta familia € o Phyllanthus, que inclui mais de 1000
espécies, distribuidas nas zonas tropicais e subtropicais da Asia, Africa, Austrélia e
América do Sul, onde é popularmente usado para tratar doencas do sistema

digestivo, urinario e para combater a malaria e ferimentos, respectivamente (Figura
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1) (KATHRIARACHCHI et al., 2005; SILVA; SALES, 2007; MAO et al., 2016;
ONGCHAI, 2019).

Figura 1: Uso tradicional do género Phyllanthus em diferentes paises.

Fonte: MAO et al., 2016.

Legenda: A cor diferente representa o nimero de plantas tradicionalmente usadas em diferentes
paises: vermelho, laranja, amarelo, verde, azul e roxo representam, respectivamente, quinze, oito,
cinco, trés, dois e um tipos de espécies do género Phyllathus em uso.

O género Phyllanthus spp. (P. amarus Schumach. & Thonn, P. niruri L., P.
tenellus Roxb. e P. urinaria L.) faz parte da “Relagdo Nacional de Plantas Medicinais
de Interesse ao SUS” (RENISUS), uma lista de plantas medicinais criada pelo
Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos do Ministério da Saude. A
finalidade da lista é orientar estudos e pesquisas que possam subsidiar a elaboragéo
de fitoterapicos disponiveis para uso da populagdo, com seguranca e eficacia
(BRASIL, 2009). Desta forma, espécies do género Phyllanthus tém demonstrado
eficicia terapéutica no tratamento de diferentes doengas humanas (SEYED, 2019).

As espécies P. amarus, P. urinaria, P. niruri, P. emblica L. e P. watsonii Airy
Shaw, tém sido comumente utilizadas na medicina popular e tém sido validadas por
pesquisas pré-clinicas e clinicas. Mais de 500 compostos bioativos ja foram isolados
de espécies do género Phyllanthus, sendo que o0s mais estudados sao os
flavonoides, triterpenadides, taninos e as lignanas (MAO et al., 2016). A nirtetralina B,
isolada de P. niruri, possui uma atividade significativa contra a replicagdo do virus da
hepatite B e melhora a patologia hepatica in vitro e in vivo (LIU et al., 2014). Em
outro estudo, 0 uso do extrato etanodlico das partes aéreas de P. niruri (500 mg/kg)

em ratos diabéticos e obesos, resultou em diminuicdo dos niveis glicémicos,
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melhorando a sensibilidade a insulina e perfil lipidico destes animais (MEDIANI et
al., 2016). Este efeito foi atribuido aos biocompostos epicatequina, acido elagico,
filantina, hipofilantina, catequina e quercetina. A atividade antimetastatica e
antiangiogénica do extrato aquoso e metandlico de 4 espécies do género
Phyllanthus (P. amarus, P. niruri, P. urinaria e P. watsonii) foi investigada contra
células cancerosas de melanoma (MeWo), prostata (PC-3) e células endoteliais da
veia umbilical humana. Os extratos estudados inibiram significativamente a
metastase tumoral e a angiogénese de células cancerosas (MeWo e PC-3) de
maneira dose-dependente, a partir de alteracdes na atividade da metaloproteinase
de matriz (TANG et al., 2015).

Em relacdo ao sistema cardiovascular, a substancia brevifolincarboxilato de
metil, extraida das partes aéreas de P. niruri exibiu efeito vasorrelaxante em aorta de
ratos a partir do envolvimento dos canais de célcio (IIZUKA; MORIYAMA; NAGAI,
2006). Em outra pesquisa, o efeito hipotensor e bradicardico do extrato n-butanol de
folhas de Phyllanthus acidus L. (Skeels), nas doses de 1, 10 e 100 mg/kg, e de cinco
substancias isoladas (adenosina, acido 4-hidroxibenzodico, éacido caféico, acido
hipogalico e kaempferol) obtidas do mesmo extrato (LEEYA et al., 2010). Assim,
observou-se que a atividade hipotensora estava envolvida com o efeito sinérgico dos
componentes isolados, fornecendo suporte cientifico para o uso tradicional da
decoccéo das folhas de P. acidus no tratamento da hipertensdo. Estudos prévios
verificaram que a substancia geranina, extraida e purificada a partir de P. urinaria (5
mg/kg, administrada por via oral) apresentou atividade anti-hipertensiva em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) no entanto, os mecanismos envolvidos neste

efeito ndo foram investigados (LIN et al., 2008).

3.3 Atividade biolégica de Phyllanthus amarus Schumach. & Thonn.

A espécie P. amarus Schumach. & Thonn., popularmente conhecida como
quebra-pedra, arrebenta-pedra ou erva-pombinha (Figura 2), € amplamente

distribuida em areas tropicais e subtropicais (KHATOON et al., 2006).
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Figura 2 - Phyllanthus amarus Schumach. & Thonn.

Fonte: ONGCHAI, S., 2019.

P. amarus tem sido estudada com fins farmacoldgicos e clinicos e o0s
beneficios atribuidos aos extratos aquosos, hexéanicos e etandlicos, obtidos das
partes aéreas, sao citados em varios estudos, os quais enfatizam atividade diurética
(YAO et al.,, 2016; YAO et al., 2018), antioxidante (PUTAKALA et al., 2015),
gastroprotetora (SHOKUNBI; ODETOLA, 2008), antimicrobiana (GBADAMOSI,
2015), anti-infertilidade (OJEZELE; IGBE; OKHUAROBO, 2018), anti-hiperglicémica
e controle da resisténcia a insulina (ADENEYE, 2012), antiesquistossomal (DE
OLIVEIRA et al., 2017), hepatoprotetora (KRITHIKA et al., 2011) e cardioprotetora,
sendo indicados na prevencdo de doencas cardiovasculares (PUTAKALA et al.,
2017).

Estudos prévios sobre a constituicdo fitoquimica das partes aéreas de P.
amarus tém identificado a existéncia de varias classes de compostos fendlicos,
alcaldides, flavondides, flavondis, taninos hidrolisaveis, triterpenos, esteroides,
derivados de &cido elagico e lignanas (KUMAR et al., 2015; PEREIRA et al., 2017).
Ressalta-se que as lignanas apresentam importantes atividades bioldgicas, incluindo
propriedades anticancer (PARVATHANENI et al., 2014), neuroprotetoras e
antioxidantes (BAI et al., 2017), hepatoprotetora (OOl et al., 2015), modulacédo da
resisténcia antimicrobiana (RIBEIRO et al., 2019) e vasorrelaxante (INCHOO et al.,
2011).

O efeito hepatoprotetor da filantina, um dos constituintes majoritarios de P.
amarus, foi estudado em lesdes de células hepaticas de ratos induzida por etanol, e

verificou-se que este fitoquimico proporcionou aumento da atividade antioxidante em
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hepatdécitos de ratos, incluindo a glutationa total, a superéxido dismutase (SOD) e a
glutationa redutase (GR), comprovando o efeito da filantina contra o estresse
oxidativo induzido pelo etanol (CHIRDCHUPUNSEREE; PRAMYOTHIN, 2010). Em
seres humanos, estudos anteriores demonstram que a suplementacdo aguda com
capsulas preparadas a partir das partes aéreas de P. amarus aumentou 0s niveis
plasmaticos de vitamina C ao longo de dois dias ap0s exercicio de intensidade
moderada (ROENGRIT et al., 2015).

3.4 Hipertenséo arterial sistémica

A hipertensado arterial sisttmica (HAS) € caracterizada por pressao arterial
(PA) persistentemente alta nas artérias. A PA € comumente expressa como a razao
entre a PA sistélica, isto é, a pressao que 0 sangue exerce nas paredes arteriais
quando o coracdo se contrai e a PA diastolica, que consiste na pressao quando o
coracdo relaxa (LUFT, 2001). A HAS é uma das doengas crbnicas nao
transmissiveis mais comuns na populacdo humana, sendo um importante fator de
risco para doencas cardiovasculares (DCVs), predispondo o individuo a disfungcbes
metabolicas.

A HAS esta associada a um risco aumentado de DCVs (KIZHAKEKUTTU,;
WIDLANSKY, 2010; OPARIL et al., 2018), incluindo acidente vascular cerebral,
doenca cardiaca coronariana, insuficiéncia cardiaca, infarto do miocardio, doenca
arterial periférica, doenca renal crénica, cegueira e comprometimento cognitivo
(FOROUZANFAR et al., 2016; FREEDMAN; COHEN, 2016; KJELDSEN, 2017).
Pacientes que precisam de 3 ou mais medicamentos para o controle da PA possuem
hipertenséo resistente (HR) (DE LA SIERRA et al., 2011), os quais permanecem
com a PA alta mesmo depois da intervencdo medicamentosa, podendo aumentar o
risco de efeitos colaterais (PERSELL, 2011; ACHELROD et al., 2015).

A hipertensdo néo controlada pode ser classificada como pressao arterial
sistélica média igual ou superior a 130 mmHg e PA diastdlica média igual ou maior a
80 mm Hg, sendo ou né&o tratada a partir de prescricdo medicamentosa anti-
hipertensiva (WHELTON et al., 2017). Cerca de 30% da populacdo mundial foi
diagnosticada com formas controladas, descontroladas ou resistentes de
hipertensdo (UNMUESSIG et al., 2016). As DCVs foram as principais causas de
morte em 2015, com 17,7 milhdes de 6bitos, o que representa 31% de todas as

mortes em todo o mundo (BENJAMIN et al., 2017). Estima-se que a populacéo de



42

pessoas que sofre com hipertensdo é de 1 bilh&do, resultando em uma mortalidade
anual de 9,4 milhes de pessoas em todo o mundo (GOMEZ-OLIVE et al., 2017).

Embora os principais determinantes da PA sejam o débito cardiaco e a
resisténcia vascular sistémica, a homeostase da PA exige uma regulacdo adequada
da funcdo do coracéo e da vasculatura pelo sistema nervoso autdbnomo, rins e
orgaos enddcrinos. Além disso, varios genes sao expressos em células musculares
lisas e endoteliais, destacando a importancia da vasculatura como um regulador
principal da pressédo sanguinea e como um alvo para terapias potenciais (EHRET et
al., 2011; PADMANABHAN; CAULFIELD; DOMINICZAK, 2015).

A prevencéo e o tratamento da hipertensédo sao fundamentais para promover
a longevidade na populacdo mundial. Estudos demonstraram que a reducdo em 10
mmHg da PA sistélica € acompanhada por uma diminui¢do significativa no risco de
DCVs (ETTEHAD et al., 2016). Desta forma, a partir de cuidados preventivos, como
eliminacdo do tabagismo, alimentacdo saudavel, reducdo no consumo de sddio,
pratica de atividade fisica e medidas terapéuticas adequadas, os efeitos da PA
elevada podem ser minimizados (CHAAR et al., 2015; SILVA et al., 2015).

Varias terapias de primeira linha estdo disponiveis para tratar a hipertenséao,
incluindo diuréticos, inibidores da enzima conversora da angiotensina (ECA),
bloqueadores dos receptores da angiotensina Il (ARBs), bloqueadores dos canais de
calcio e os beta bloqueadores. Contudo, essas drogas geralmente sdo prescritas
empiricamente e muitas vezes sdo ineficazes, uma vez que, mais de 50% dos
adultos tratados n&o estdo com sua PA sob controle (YOON et al., 2015).

Devido ao impacto global da hipertensao, a investigacado de novas alternativas
terapéuticas, incluindo o uso de plantas medicinais, torna-se relevante. Pesquisas
sobre o potencial anti-hipertensivo de produtos naturais tém sido comumente
avaliadas com o modelo de animal tratados com N®-nitro-L-arginina-metil éster (L-
NAME) (AEKTHAMMARAT et al., 2019; BUNBUPHA et al., 2019). Ratos tratados
com L-NAME tém expressdo negativa da enzima o6xido nitrico sintase endotelial
(eNOS) em vasos sanguineos (NAKMAREONG et al., 2011; SILAMBARASAN et al.,
2014) e deplecdo dos niveis plasmaticos de Oxido nitrico (NO), o que leva a
vasoconstricdo sistémica e aumento da resisténcia vascular, favorecendo a
instalacao da hipertensao arterial (BERKBAN et al., 2015; NISHIJIMA et al., 2014).



43

3.5 Regulacéao da presséo arterial

A press@o sanguinea é a pressdo pulsétil exercida nos vasos sistémicos,
fundamental para a manutengcao do fornecimento de oxigénio aos tecidos do corpo.
E determinada pelas a¢Ges de bombeamento do coracio, a partir do débito cardiaco
(DC) e pelo estado de contracdo do musculo liso, ambos governados pelo sistema
nervoso autbnomo. A pressao arterial (PA) corresponde ao produto do DC pela
resisténcia vascular periférica total (RVPT) e pode ser influenciada por diversos
fatores (MACEFIELD; HENDERSON, 2019). Em humanos n&o ha inervacao
parassimpatica dos vasos sistémicos que inervam o coragdo, portanto o diametro
das arteriolas e, consequentemente, o grau de resisténcia periférica total €&
amplamente controlado por aumentos ou diminuigdes no impulso vasoconstritor
simpatico (MACEFIELD; HENDERSON, 2019).

A regulacdo da PA é uma das mais complexas funcdes fisiolégicas, pois
envolve uma acéo integrada dos sistemas cardiovascular, neural, renal e enddcrino,
a partir de mecanismos regulatérios que se processam a curto e a longo prazo. A
curto prazo, o controle da PA é exercido, momento a momento, por mecanismos
neurais, que envolve a ativacdo de barorreceptores e quimiorreceptores, os quais
sdo sensiveis a mudancas na PA. Esses barorreceptores agem como um
mecanismo de feedback negativo, de modo que, quando a pressao arterial aumenta,
sua atividade aumenta, resultando em uma diminuicdo da pressao arterial
(MACEFIELD; HENDERSON, 2019).

Os barorreceptores estdo situados nos seios carotideos e arco aortico e sao
estimulados por deformacdes das paredes desses vasos, influenciando o coragéo e
0S vasos sanguineos para ajustar o débito cardiaco e a resisténcia periférica total.
Uma vez ativados, 0s barorreceptores controlam o tdnus simpatico e parassimpatico
para o coracdo e vasos, que resulta em redugdo da atividade simpatica e aumento
da atividade vagal, gerando uma vasodilatacdo periférica, bradicardia e reducéo da
contratilidade miocardica e da PA (LOHMEIER; ILIESCU, 2015).

O controle da PA, a longo prazo, esta ligado a homeostasia do volume do
liqguido corporal, determinado pelo balanco entre ingestdo e a eliminacdo de liquidos
(HARRISON et al., 2013). O Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA) tem
amplos efeitos sobre a regulacdo da PA, atuando a longo prazo, pois gera

hormoénios importantes para a regulacdo cardiovascular. A enzima conversora de
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angiotensina (ECA), indiretamente, aumenta a pressdo sanguinea e € conhecida por
causar constricdo nos vasos sanguineos a partir da conversao de angiotensina | em
angiotensina Il (ANG I1), que tem a capacidade de contrair 0s vasos sanguineos. A
renina e seu precursor, a pro-renina, sédo sintetizados e armazenados nas células
justaglomerulares do rim e séo liberados em resposta a varios estimulos. A principal
funcdo da renina é metabolizar o seu substrato, o angiotensinogénio, para formar
Angiotensina | (ANG I). A ECA, presente principalmente nas células endoteliais, cliva
ANG | para formar ANG Il (BADER, 2010).

Para exercer suas funcdes, ANG Il ativa dois subtipos de receptores, 0
receptor da angiotensina tipo 1 (AT:R), que ativa cascatas oxidativas e inflamatérias
e o0 receptor da angiotensina tipo 2 (AT2R), que ao ser estimulado, produz resposta
vasodilatadora (PAUL; POYAN; KREUTZ, 2006; CHEN; COFFMAN, 2015;
HAMMER; STEGBAUER; LINKER, 2017; LEENEN; BLAUSTEIN; HAMLYN, 2017).
Na hipertensdo, a sinalizacdo ATiR é excessiva. Desta forma, antagonistas de AT;R
tém sido amplamente utilizados para o tratamento da hipertenséao.

Drogas como os bloqueadores de receptores da ANG Il (ARBs) se ligam
especificamente a todas as formas do receptor, impedindo a sinalizacao.
Atualmente, os ARBs séo prescritos como tratamento de primeira linha para reducao
dos niveis sustentados de PA elevada em pacientes. Além disso, os inibidores da
ECA blogueiam a enzima conversora de angiotensina, resultando em relaxamento
dos vasos e reducdo da pressdo sanguinea (KARNIK et al., 2015; FORRESTER et
al., 2018).

Uma caracteristica fundamental de muitas DCVs é o aumento da atividade
nervosa simpatica, geralmente mais ativado em pessoas com obesidade, doenca
renal avancada ou hipertensdo (GRASSI et al.; 2007; AUGUSTYNIAK et al., 2010;
MANCIA; GRASSI, 2014). Muitos pacientes hipertensos estdo em desequilibrio
autonbmico, com aumento da atividade simpatica e diminuicdo da atividade
parassimpatica, onde a hiperatividade do sistema nervoso simpatico (SNS) é
relevante para a geragcao e manutencao da hipertensdo (DIBONA, 2013; MANCIA,
GRASSI, 2014). Além disso, o aumento da atividade do SNS pode resultar em
disfuncdo endotelial mediada por vasoconstricdo, proliferacdo do musculo liso
vascular e aumento da rigidez arterial, contribuindo para o desenvolvimento e

manutenc¢ao da hipertensao (FUJITA, 2014).
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Sabe-se que o endotélio € um importante regulador do tdnus vascular e um
dos principais contribuintes para o controle da PA. As células endoteliais (Figura 3)
estdo localizadas na camada mais interna (tinica intima) dos vasos sanguineos e
desempenha um papel modulador na regulacdo basal e dindmica do diametro dos
vasos sanguineos, liberando substancias vasoconstritoras, como a endotelina 1,
prostaglandinas e ANG I, além de substancias vasoativas, como as prostaciclinas e
0 NO (BAUER; SOTNIKOVA, 2010). O NO desempenha um papel fundamental na
regulacéo fisiologica do sistema cardiovascular, uma vez que anormalidades em sua
producdo e/ou biodisponibilidade acompanham ou precedem doencas como a
hipertensao (VANHOUTTE et al., 2009).

Figura 3 - Estrutura da parede arterial.
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Fonte: Adaptado de ZHAO et al., 2015.

O NO é um importante mediador no sistema cardiovascular, sendo sintetizado
a partir do aminoacido L-arginina e L-citrulina, catalisada pela eNOS. O NO é
continuamente liberado pelas células endoteliais para atuar nas células musculares
lisas vasculares, induzindo relaxamento a partir da ativagcdo da guanilato ciclase
soluvel (GCs) e geragcdo da guanosina monofosfato ciclico (GMPc) intracelular
(SANDOO et al., 2010; KHADDAJ et al., 2017). A GMPc ativa proteina quinase G,
que promove a captacdo de calcio citosoOlico intracelular para o reticulo

sarcoplasmatico, efluxo do calcio para fora da célula e abertura dos canais de
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potéssio ativados pelo calcio (LEDOUX et al., 2006). Desta forma, a concentracao
intracelular de calcio diminui e a quinase da cadeia leve de miosina (MLCK) néo
pode mais fosforilar a miosina, ocorrendo o relaxamento das células musculares
lisas. Além disso, o NO pode afetar a atividade celular independentemente da
ativagdo da GCs. Assim, o NO estimula a célcio ATPase do reticulo sarcoplasmaético
(SERCA), reduzindo a concentracdo de calcio intracelular e causando relaxamento
do musculo liso (Figura 4) (MIZUNO et al., 2008).

Figura 4 — Regulacéo do tdnus vascular pelo 6xido nitrico.
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solavel; cGMP: monofosfato de guanosina ciclico; PKG: proteina kinase G; IP3: receptor inositol
1,4,5-trifosfato; SR: reticulo sarcoplasmético; MLCK: cadeia leve de miosina kinase; SERCA: calcio
ATPase do reticulo sarcoplasmatico.

Fonte: Adaptado de ZHAO et al., 2015.

O modelo animal de hipertensao induzida por L-NAME atua principalmente por
causar deficiéncia de NO e estresse oxidativo. A inibicdo da sintese de NO pelo L-
NAME exibe muitas caracteristicas que espelham a hipertensdo humana, tais como
distarbios cardiovasculares induzidos por espécies reativas de oxigénio (ROS),
inflamacéo, ativacdo dos sistemas nervoso simpatico e do sistema renina-
angiotensina (SILAMBARASAN et al., 2014; KUKONGVIRIYAPAN et al., 2015).

Outro mecanismo de regulacdo da PA ocorre a partir dos efeitos diretos dos

hY

receptores acoplados a proteina G (GPCRs) na vasoconstricdo e relaxamento
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através da geracdo de segundos mensageiros, que alteram a resisténcia dos vasos
ao fluxo sanguineo. A superfamilia dos GPCRs possui sete segmentos
transmembrana, essenciais no controle e manutencdo das funcbes normais do
sistema cardiovascular. A ativacdo inadequada de GPCRs pode resultar em
hipertensao e disfungéo vascular (KARNIK et al., 2015). Os GPCRs sao essenciais
na maioria dos processos fisioldgicos sendo alvos viaveis para a intervencao
terapéutica em inUmeras doencas.

A proteina G consiste em trés subunidades (a, B, y), que ficam ancoradas a
membrana através de uma cadeia de acidos graxos, sendo responsaveis pelas
cascatas de sinalizacdo, quando ativadas. No estado nao estimulado, a subunidade
a possui uma guanosina difosfato (GDP) ligado e a proteina G permanece inativa.
Quando a subunidade a € acoplada a um receptor ocupado por um agonista, a
proteina G € ativada pela perda da afinidade da subunidade a por GDP, que é
trocado por uma molécula de guanosina trifosfato (GTP). As subunidades By
permanecem unidas na forma de um complexo. O complexo a-GTP se dissocia do
receptor e do complexo By, podendo interagir com enzimas e proteinas, causando a
ativacao ou inibicdo do alvo (KATRITCH; CHEREZOV; STEVENS, 2013).

Enfatiza-se a existéncia de trés classes de proteina G, farmacologicamente
importantes: Gs, Gi e Gq, em que Gs e G; produzem estimulagéo e inibi¢cdo da enzima
adenilil ciclase, enquanto a G ativa a fosfolipase C (PLC) (KATRITCH; CHEREZOV;,
STEVENS, 2013). As proteinas G da familia Gq11 acopladas a AT;R medeiam a
ativacdo da PLC para produzir dois segundos mensageiros intracelulares: IP;
(inositol 1,4,5-trifosfato) e DAG (diacilglicerol). O IP3; promove a liberacéo intracelular
de célcio das reservas do reticulo endoplasmatico, enquanto o DAG e o calcio
regulam a ativagdo de proteinas quinases (CHEN; COFFMAN, 2015; LEENEN;
BLAUSTEIN; HAMLYN, 2017).

A sinalizacdo via GPCRs desempenha um papel critico na manutencdo da
pressdo arterial normal e na fisiopatologia da hipertensdo e doencas
cardiovasculares e renais associadas. Os GPCRs atuam como transdutores de sinal
para substancias vasoativas, como angiotensina Il, norepinefrina, endotelina-1 e
vasopressina, regulando a presséo arterial em grande parte por dois mecanismos
principais: modulacdo do controle renal do volume de liquido extracelular e,
consequentemente, débito cardiaco e modulagdo da resisténcia periférica total,

regulando o equilibrio entre constricdo e dilatacdo da vascularizacdo de resisténcia
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(HALL et al., 2012). Os GPCRs continuam sendo alvos para o desenvolvimento de
medicamentos com mais de 40% dos medicamentos comercializados visando 0s
GPCRs. Estes receptores de membrana plasmatica regulam virtualmente todos os
processos fisiolégicos incluindo visdo, paladar, olfato, neurotransmissao,
metabolismo, coagulagdo sanguinea, débito cardiaco, pressao arterial e crescimento
celular e desenvolvimento (ZALEWSKA,; SIARA; SAJEWICZ, 2014).

Dentro da superfamilia dos GPCRs, 0s receptores muscarinicos de
acetilcolina (mMAChR) tém sido alvo de descobertas de drogas devido a sua
distribuicéo sistémica e envolvimento em varias cascatas de sinalizacao, fornecendo
beneficios terapéuticos para muitas doencas, incluindo o controle e funcéo de vérias
atividades cardiovasculares (LEWARTOWSKI; MACKIEWICZ, 2015). A acetilcolina
(ACh) é o neurotransmissor sintetizado, armazenado e liberado pelos neurénios
colinérgicos, e as principais moléculas que transduzem a mensagem da ACh s&o os
MAChR e o0s receptores ionotropicos nicotinicos de acetilcolina (nAChR)
(PICCIOTTO; HIGLEY; MINEUR, 2012).

A acetilcolina liga-se a dois receptores enddgenos, muscarinicos e
nicotinicos. Apesar de terem 0 mesmo ligante, seus mecanismos de acdo sdo muito
diferentes. O efeito da ACh nas sinapses parassimpaticas pds-sinapticas é mediado
por receptores muscarinicos, que sdo GPCRs e utiliza segundos mensageiros para
facilitar a transducao de sinal. Os mMAChR podem ainda ser estratificados em cinco
subtipos, M; a Ms, e sdo codificados pelos genes mAChR1-5, respectivamente. Os
efeitos podem variar de acordo com 0s subtipos de receptores e a distribuicdo
tecidual (EGLEN, 2012).

Embora os tecidos possam expressar mais de um subtipo, o subtipo M; é
abundante nos géanglios cerebrais do sistema autondmico e nas terminacdes pré-
sinapticas do neurdnio; M, no coragdao, M3 e My no musculo liso, no endotélio e
também no tecido glandular; e Ms é encontrado no sistema nervoso central. Eles
podem afetar diferentes vias de sinalizag&o, incluindo proteinas quinases, fatores de
transcricdo e canais idnicos. Os receptores M, e My séo acoplados a Gi/G, (inibicdo
da adenililciclase), enquanto M;, M3 e Ms sé@o acoplados a Gg11, proporcionando
estimulacdo da fosfolipase C e aumento de IP; e DAG (EGLEN, 2012). Os cinco
receptores compartilham muitas semelhancas, mas apresentam distribuicdes que
prevalecem em determinadas regides do corpo, levando a uma diversidade de
respostas fisiologicas (KRUSE et al., 2014).
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Os nAChR sdo uma familia heterogénea de canais ibnicos ubiquamente
expressos no sistema nervoso central (SNC) que, respondendo ao neurotransmissor
endogeno acetilcolina (ACh) e nicotina, estdo envolvidos em uma variedade de
processos fisioldgicos. O sistema vascular contém varias subunidades nicotinicas
nas células endoteliais (a3, as, a7, aio, b2, b € bs) € musculo liso vascular (a,, as, as,
as, a7, aip) (HURST; ROLLEMA; BERTRAND, 2013). As subunidades nAChR tém
uma porcdo amino terminal extracelular relativamente hidrofilica que transporta o
sitio de ligacdo da ACh e enfrenta a fenda sinaptica, seguida por trés dominios
transmembrana hidrofébicos e um quarto dominio hidrofilico transmembrana. As
subunidades s&o organizadas em torno de um poro central (Figura 6)
(ALBUQUERQUE et al., 2009).

As catecolaminas exercem sua funcdo através da ativacdo de receptores
adrenérgicos, que pertencem a superfamilia de receptores acoplados a proteina G e
representam importantes alvos de farmacoterapia. Os dois tipos principais de
receptores adrenérgicos sdo 0s receptores a e B, que sao divididos em diferentes
subtipos: os receptores a; estdo classificados nos subtipos a;A, a;B e a;D; os
receptores a, podem ser do tipo a,A, a;B ou a,D e os receptores B estdo divididos
nos tipos B1, B2 ou B3 (LYMPEROPOULOS; RENGO; KOCH, 2013).

Sob condicdes normais, o coracdo humano expressa principalmente
receptores 3 (com uma proporcao de 80:20% comparados com os receptores a) e,
destes, os receptores B; sdo 0s mais representados (75% dos receptores B). As
células musculares, pelo contrario, expressam principalmente receptores a; e By,
gue medeiam vasoconstricdo e vasodilatacdo, respectivamente (BRODDE, 1993).
Cada subtipo de receptor desencadeia uma cascata de transducéo de sinal diferente
e desempenha uma funcéo celular especifica. A distribuicdo desses receptores nos
principais sistemas, e em especial no sistema cardiovascular, mostra os importantes
efeitos que eles podem desempenhar diante de diferentes agonistas ou antagonistas
adrenérgicos (STROSBERG, 1993; GUIMARAES; MOURA, 2001; OVERGAARD;
DZAVIK, 2008; LYMPEROPOULOS; RENGO; KOCH, 2013).

Os receptores a, estéo localizados principalmente em terminais nervosos pré-
sinapticos e no sistema nervoso central, exercendo uma fungcdo regulatéria do
sistema nervoso simpatico (SNS) (BANGASH; KONG; PEARSE, 2012). Além disso,
estdo envolvidos com a fisiologia das doencas cardiovasculares (GYIRES et al.,

2009) e sao amplamente utilizados no tratamento da hipertensdo. A ativacdo dos
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receptores ap-adrenérgicos, na regido do sistema nervoso central, gera uma
resposta hipotensora, tornando esse receptor um importante alvo para o
desenvolvimento de anti-hipertensivos (NIKOLIC et al., 2008). A clonidina € um
medicamento ndo seletivo classico agonista dos receptores a,-adrenérgicos,
atuando nos trés subtipos de receptores (GIOVANNITTI et al., 2015).

Os receptores B-adrenérgicos pertencem a familia dos receptores acoplados
as proteinas G, como anteriormente explicitado, e desempenham um papel central
na regulacdo da funcdo cardiovascular. No coracdo, existem trés subtipos destes
receptores (B:A, B-A ou B3A) e, embora todos estejam presentes, seus niveis de
expresséo variam significativamente. Os mais abundantes s&o ;A e representam
aproximadamente 75% do total de receptores adrenérgicos cardiacos seguidos por
B2A (aproximadamente 25% do total), enquanto B3A sdo minimamente expressados
no coracdo de mamiferos adultos (DESSY; BALLIGAND, 2010; MADAMANCHI,
2007). A sinalizacé@o € iniciada ligando um horménio (principalmente adrenalina e
noradrenalina) (BRODDE; BRUCK. LEINEWEBER, 2006) que induz a acoplamento
do receptor a proteinas G heterotriméricas (MADAMANCHI, 2007).

Os receptores B-adrenérgicos medeiam principalmente a funcédo cardiaca
(inotropia, cronotropia, lusitropia) através da ativacéo da proteina Gs, que estimula a
producdo de segundos mensageiros guanilil ciclase, adenilil ciclase e 3’,5’ adenosina
monofosfato ciclico (AMPc). Os niveis aumentados de AMPc ativa a proteina
quinase A (PKA), que fosforila varios alvos, incluindo fosfolambano (inibidor de
SERCA) e a célcio ATPase do reticulo sarcoplasméatico/endoplasmético (SERCA),
importantes para a dindmica intracelular do calcio (BERNSTEIN; FAJARDO; ZHAO,
2010). O AMPc é um importante regulador da funcéo cardiaca e pode ser produzido
rapidamente em resposta aos horménios liberados pelo sistema nervoso simpatico.
A tarefa de transduzir o fluxo de sinais das catecolaminas para o AMPc é tomado
principalmente por receptores beta-adrenérgicos, uma classe de proteinas que faz
parte da superfamilia de receptores acoplados a proteina G (SAUCERMAN;
MCCULLOCH, 2006; BERTHOUZE et al., 2011 (Figura 5). Estudos anteriores
mostraram que agonistas do receptor [,-adrenérgicos exibem efeitos protetores
contra as complicacbes cardiovasculares provocadas por diabetes em modelos de
animais (NOH et al. 2017).
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Figura 5 — Sinalizacdo dos receptores B-adrenérgicos.

Fonte: Adaptado de BERNSTEIN; FAJARDO; ZHAO, 2010.

3.6 Magnésio e doencas cardiovasculares

O magnésio (Mg?) é o cation divalente intracelular mais abundante e
essencial para a manutencdo da fisiologia e metabolismo celular normais, pois tem
propriedades anti-inflamatérias e é considerado um antagonista dos canais de Ca*?
(BASRALI et al., 2015). Atua como co-fator em cerca de 600 rea¢des enzimaticas
vitais (CASPI et al., 2012; DE BAAIJ; HOENDEROP; BINDELS, 2015), incluindo o
metabolismo energético, a sintese proteica, regulacdo dos canais ibnicos e
sinalizacao celular (MUBAGWA et al., 2007; JAHNEN-DECHENT; KETTELER, 2012;
KUPETSKY-RINCON; VORMANN, 2016). Além disso, o Mg* tem um papel
importante na regulagdo do ritmo cardiaco, influenciando o ténus vascular, a
resisténcia vascular periférica e a fungdo endotelial (DE BAAIJ; HOENDEROP;
BINDELS, 2015). Desta forma, os niveis reduzidos de Mg®** podem ter uma
importante relacdo com as doencgas cardiovasculares.

Evidéncias experimentais demonstram o efeito redutor da pressao arterial
(PA) a partir do tratamento com magnésio, por via oral, em modelo animal de

hipertensdo L-NAME, que resultou em aumento da resposta vasorrelaxante
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dependente do endotélio. Estudos realizados por Al Alawi, Majoni e Falhammar
(2018) mencionam que o baixo teor de Mg®" na dieta e a hipomagnesemia pode
contribuir com a fisiopatologia da hipertensdo. O Mg®" reduz o ténus vascular e
resisténcia, aumentando o efeito vasodilatador do oOxido nitrico, antagonizando o
efeito vasoconstritor do célcio, bradicinina, angiotensina Il e prostaglandina,
protegendo o endotélio vascular através do seu efeito antioxidante (PARAVICINI et
al., 2009).

Produzida pelo endotélio e liberada na circulacdo, a endotelina-1 induz
inUmeros efeitos nos vasos sanguineos, incluindo vasoconstricdo, acdes pro-
inflamatorias, efeitos mitogénicos e proliferativos e estimulacdo da formacao de
radicais livres (KHARITONOVA et al., 2015). Portanto, o0 Mg®* atua na funcéo celular
endotelial, promovendo a diminuicdo da expressdo da endotelina-1 e aumento na
producdo de prostaciclina, contribuindo para a promocao da vasodilatacdo e
modulacdo da excitabilidade miocardica (MAIER, 2012). Assim, a deficiéncia de
Mg** pode aumentar a producéio de endotelina-1, reduzir a producéo de endotélio e
induzir inflamacéo sistémica, onde os niveis de marcadores inflamatérios como a
interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral a (TNF-a), moléculas de adesdo em
célula vascular (VCAM-1) e proteina C reativa (PCR) podem ficar alterados (Figura
6).
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Figura 6 - Patogenia da deficiéncia de magnésio na disfuncéo endotelial.
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Fonte: Adaptado de KHARITONOVA et al., 2015.

O Mg*™ desempenha um papel importante na hipertenséo, indicando que ha
reducéio significativa da pressdo sanguinea a partir da suplementacdo com Mg*?,
uma vez que este importante elemento participa de vias relacionadas a rigidez
vascular e resisténcia vascular (VAN LAECKE et al., 2012; SCHUTTEN et al., 2018).
O efeito do Mg?* sobre a PA e resisténcia vascular, pode contribuir para a reducao
dos niveis pressoricos (VAN LAECKE et al.,, 2012). A rigidez vascular € um pré-
requisito para as doencas cardiovasculares, especialmente em pacientes com
hipertensdo (LAURANT; TOUYZ, 2000). Portanto, 0 Mg?* desempenha importante
funcdo em varios disturbios cardiovasculares, promovendo vasodilatacdo e reducao
da resisténcia vascular (SICA; FRISHMAN, 2011). Desta forma, a suplementacéo
com Mg®" pode ser uma alternativa importante no tratamento de DCVs, uma vez
que, a suplementacdo estd associada com risco reduzido de acidente vascular
cerebral, insuficiéncia cardiaca e diabetes (FANG et al., 2016).

A concentracdo sérica de Mg?* tem sido inversamente associada a um
aumento de 66% e 36% do risco de morte por insuficiéncia cardiaca (<0,7 mmol/L) e
doenca cardiaca coronéria (<0,8 mmol/L), respectivamente (LUTSEY et al., 2014,
KIEBOOM et al., 2016). Resultados de uma meta-analise sugerem que a

suplementacdo com Mg?* diminuiu significativamente a PA em individuos com
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resisténcia a insulina, pré-diabetes ou outras doengas crénicas ndo transmissiveis,
que comumente predispbem os individuos a hipertensdo (DIBABA et al., 2017),
fornecendo evidéncias que apoiam o efeito benéfico da suplementacdo com Mg**
para a reducéo da PA (Figura 7). Além disso, 0 Mg®* pode ter efeitos sinérgicos com

medicamentos anti-hipertensivos (ROSANOFF, 2010).

Figura 7 - Fungdo do magnésio na fisiopatologia da presséo arterial.
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Fonte: Adaptado de SCHUTTEN et al., 2018 e VAN LAECKE et al., 2011.

Van Laecke et al., (2011) estudaram a associacao entre os niveis séricos de
Mg** e a rigidez vascular em 512 receptores de transplante renal. Baixos niveis de
Mg** nos pacientes foram associados com aumento da rigidez vascular. E
importante ressaltar que ocorreu uma melhora significativa da referida patologia
apos a suplementacdo com magnésio (JORIS et al., 2016). Estudos epidemiologicos
e prospectivos de metandlise tém associado a ingestdo de Mg®" com um risco
diminuido de DCVs (SONG et al., 2012; LARSSON, 2013; QU et al., 2013). Em
estudos realizados por Diaz-Tocados et al (2017) observou-se que o aumento do
Mg** dietético em animais preveniu e reverteu a calcificacdo vascular e de outros
tecidos moles, tendo efeitos positivos nos parametros do metabolismo mineral,

funcao renal, mortalidade e presséao arterial.
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Um estudo realizado por Annapurna et al., (2015) com humanos hipertensos e
ndo hipertensos mostrou que 600 mg/dia de Mg?* durante um periodo de 8 semanas
resultou em diminuicéo significativa na PA no grupo dos hipertensos. Além disso,
esse estudo confirmou que h& niveis significativamente mais baixos de Mg?* nos
pacientes com hipertensdo essencial quando comparados ao grupo controle
saudavel. A partir da importancia da suplementacdo com Mg?* para o controle da
hipertensdo, decidiu-se associar este importante mineral ao extrato etandlico
preparado a partir das partes aéreas da espécie Phyllanthus amarus e administrado

por via oral e endovenosa em animais com hipertensao induzida por L-NAME.

3.7 Microrganismos multirresistentes e produtos naturais

A resisténcia bacteriana tem aumentado devido ao uso inadequado de
antibiéticos, favorecendo a selecdo de bactérias multirresistentes, que torna o
tratamento menos eficaz e com altos custos (COUTINHO et al.,, 2015). Os
microrganismos possuem Vvarios mecanismos pelos quais podem resistir aos efeitos
dos antimicrobianos, dentre eles: alteracdo da estrutura molecular dos antibioticos,
producdo de enzimas que inativam a droga, alteracdo das proteinas ligadoras da
penicilina ou outros pontos-alvo nas paredes das células, alvos modificados da DNA-
girase, mutacdes que afetam a permeabilidade do antibitico na célula e
modificacdes ribossémicas (REDGRAVE et al., 2014).

Dentre as espécies de bactérias multirresistentes, destaca-se o0
Staphylococcus aureus, que €& uma bactéria Gram-positiva capaz de causar
infecgcbes graves ou fatais. Atualmente, mais de 60% dos isolados de S. aureus sao
resistentes a meticilina (MRSA) e cerca de 2% dos individuos possuem em sua flora
microbiana o MRSA (DROUGKA et al., 2014). MRSA é responsavel por varias
infeccbes de dificil tratamento no ser humano, incluindo infeccbes da pele e dos
tecidos moles, septicemia, endocardite, pneumonia, enterite, meningite, osteomielite,
bem como a sindrome do choque toxico, representando uma significativa ameaca a
saude, pois contribui para o aumento da morbidade e mortalidade (LI et al., 2018).
Em S. aureus, NorA é uma proteina de 388 aminoacidos com 12 segmentos
transmembrana, que pode expulsar compostos quimicos como as fluoroquinolonas
hidrofilicas norfloxacina e ciprofloxacina, além de corantes como o brometo de

etidio. O aumento da resisténcia as fluoroquinolonas, biocidas e corantes tém sido
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associados ao efluxo mediado por NorA, através da superexpressao do gene NorA
(KAATZ; SEO, 2004).

Tendo em vista a prevaléncia de infecgbes promovidas por microrganismos
multirresistentes aos antibiéticos convencionais, 0s produtos naturais podem
apresentar atividade antimicrobiana ou melhorar a eficiéncia dos antibidticos,
potencializando seu mecanismo de acgdo e dificultando a adaptacdo do
microrganismo (COSTA et al., 2018; ZHANG et al., 2018). Pesquisas com extratos
de plantas ou seus constituintes quimicos tém contribuido como fontes alternativas
na diminuicdo da resisténcia microbiana aos antibidticos (CALIXTO JUNIOR et al.,
2015; COSTA et al., 2017; COSTA et al., 2018).

Dentre as plantas com potencial efeito antimicrobiano, podemos enfatizar as
espécies do género Phyllanthus. Gbadamosi (2015) utilizou o0 método de difusédo em
agar e analisou o extrato das partes aéreas e raiz de Phyllanthus amarus e
Phyllanthus niruri, as quais foram testadas contra cinco isolados clinicos de
Escherichia coli. Os resultados indicaram que P. amarus e P. niruri apresentaram
atividade antibacteriana significativa contra Escherichia coli, sendo consideradas
eficaz no tratamento de infec¢des do trato urinario relacionada a E. coli. Em estudo
realizado por Oluwafemi e Debiri (2008), o extrato aquoso e etandlico de P. amarus
foram investigados quanto a atividade antimicrobiana contra Salmonella typhi. Os
resultados indicam atividade significativa de P. amarus contra Salmonella typhi.

Estudos recentes, realizados por Ribeiro et al., (2019), concluem que o
extrato de P. amarus mostrou atividade antimicrobiana contra as cepas Gram-
negativas Serratia marcescens, Escherichia coli, Salmonella typhimurium e
Pseudomonas aeruginosa. Além disso, o extrato e um de seus componentes
majoritarios, a Filantina, foram capazes de aumentar a atividade da Norfloxacina,
bem como, do Brometo de Etidio, contra S. aureus SA1199-B, considerada uma
cepa resistente as fluoroquinolonas e que superexpressa a bomba de efluxo NorA.
Os resultados obtidos por Ribeiro et al., (2019) também sugerem que a filantina é
um inibidor da bomba de efluxo NorA, a qual poderia ser usada em combinagédo com
a norfloxacina no tratamento de infecgbes causadas por cepas de S. aureus que

superexpressam NorA.
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CAPITULO 1

Avaliacao da citotoxicidade e toxicidade aguda do extrato de Phyllanthus
amarus Schumach. & Thonn. associado ao cloreto de magnésio
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Avaliacdo da citotoxicidade e toxicidade aguda do extrato etandlico das partes
aéreas de Phyllanthus amarus Schumach. & Thonn. associado ao cloreto de

magneésio

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a citotoxicidade e toxicidade aguda do extrato
etandlico das partes aéreas de P. amarus (PAE), cloreto de magnésio (MgCl,) e de
um composto formado a partir da associacdo entre PAE e MgCl, (PAE+MgCl,). O
MTT foi utilizado para avaliar a citotoxicidade e viabilidade celular, a partir do uso de
macrofagos peritoneais de murinos e células Raw 264.7, as quais foram expostas a
concentracbes crescentes dos produtos-teste (6,25 a 800 pg/mL) por 48h. Nos
ensaios de toxicidade aguda, ratas Wistar foram divididas aleatoriamente em quatro
grupos. Um grupo serviu como controle e os demais foram tratados com 2000 mg/kg
de MgCl,, PAE e PAE+M(gCl,, sendo avaliados quanto a sinais de toxicidade e
mortalidade por 14 dias, conforme diretrizes do teste de toxicidade aguda por via
oral da OCDE 423. ApGs o periodo de observacao dos animais tratados, amostras
de sangue foram coletadas por puncdo cardiaca, e submetidas a andlises
bioquimicas (triglicerideos, colesterol total, HDL, glicose, creatinina, ureia, acido
arico, AST, ALT, proteinas totais e albumina). Os 6rgdos vitais dos animais foram
preservados para posterior exame histopatolégico. Os dados revelaram que nas
maiores concentracoes testadas de PAE e PAE+MgCl, observou-se maior reducao
na viabilidade celular de linhagens de células de macréfagos, enquanto o MgCl, nao
causou citotoxicidade e apresentou CCs0>800 pug/mL. Na toxicidade aguda de PAE,
MgCl, ou PAE+MgCI; ndo se observou letalidade e nem alteracbes comportamentais
nas ratas tratadas com dose Unica de 2000mg/kg. Em comparacdo com o grupo
controle, observou-se reducdo significativa nos niveis de HDL e acido Urico nos
grupos tratados com PAE+MgCl, e reducdo nos niveis de uréia no grupo tratado
com MgCl,. A partir dos dados obtidos neste estudo, pode-se concluir que séo
necessarios estudos mais especificos para averiguar possiveis danos a 6rgaos vitais
a partir de analises histopatologicas.

Palavras-chave: Phyllanthus amarus; cloreto de magnésio; toxicidade aguda;
citotoxicidade; MTT.
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Evaluation of cytotoxicity and acute toxicity of the ethanolic extract of aerial
parts of Phyllanthus amarus Schumach. & Thonn. associated with magnesium

chloride

Abstract

The objective of this work was to evaluate the cytotoxicity and acute toxicity of the
ethanolic extract of the aerial parts of P. amarus (PAE), magnesium chloride (MgCl,)
and a compound formed from the association between PAE and MgCl, (PAE+
MgCl,). MTT was used to evaluate cytotoxicity and cell viability, using murine
peritoneal macrophages and Raw 264.7 cells, which were exposed to increasing
concentrations of the test products (6.25 to 800 pg/mL) for 48 hours. In acute toxicity
trials, Wistar rats were randomly divided into four groups. One group served as a
control and the others were treated with 2000 mg/kg of MgCl,, PAE and PAE+MgCl,,
being evaluated for signs of toxicity and mortality for 14 days, according to OECD
oral toxicity test guidelines 423 After the observation period of the treated animals,
blood samples were collected by cardiac puncture and submitted to biochemical
analyzes (triglycerides, total cholesterol, HDL, glucose, creatinine, urea, uric acid,
AST, ALT, total proteins and albumin). The animals vital organs were preserved for
later histopathological examination. The data revealed that in the highest tested
concentrations of PAE and PAE+MgCl,, a greater reduction in cell viability of
macrophage cell lines was observed, while MgCl, did not cause cytotoxicity and
presented CCs0>800 pug/mL. In acute toxicity of PAE, MgCl, or PAE+MgCl,, lethality
and behavioral changes were not observed in rats treated with a single dose of 2000
mg/kg. In comparison with the control group, there was a significant reduction in HDL
and uric acid levels in the groups treated with PAE+MgCl, and a reduction in urea
levels in the group treated with MgCl,. From the data obtained in this study, it can be
concluded that more specific studies are needed to ascertain possible damage to
vital organs from histopathological analyzes.

Keywords: Phyllanthus amarus; magnesium chloride; acute toxicity; cytotoxicity;
MTT.
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1. Introducéo

Apesar do aumento do uso de medicamentos sintéticos nos ultimos anos, as
plantas medicinais tém sido comumente utilizadas pela populacéo, até mesmo como
tnica fonte de tratamento de enfermidades (HALBERSTEIN, 2005). A espécie
Phyllanthus amarus Schumach. & Thonn. € uma planta medicinal conhecida como
quebra-pedra, tradicionalmente usada para tratar muitas doencgas e por possuir
atividade diurética (YAO et al., 2016; YAO et al., 2018), antioxidante (PUTAKALA et
al.,, 2015), gastroprotetora (SHOKUNBI; ODETOLA, 2008), antimicrobiana
(GBADAMOSI, 2015), anti-hiperglicémica (ADENEYE, 2012), hepatoprotetora
(KRITHIKA et al., 2011) e cardioprotetora, sendo indicada na prevencao de doencas
cardiovasculares (PUTAKALA et al., 2017).

P. amarus é constituida por importantes componentes bioativos como
compostos fendlicos, alcaldides, flavonoides, flavondis, taninos hidrolisaveis,
triterpenos, esteroides, derivados de acido elagico e lignanas (KUMAR et al., 2015;
PEREIRA et al., 2017). Os efeitos benéficos da filantina, um dos componentes
principais de P. amarus, tém sido relatados em diversos estudos in vitro e in vivo
(SETHIYA et al. 2015; KHENG et al. 2015; JIA et al. 2016), sendo referenciada
também como hepatoprotetora e antioxidante (CHIRDCHUPUNSEREE;
PRAMYOTHIN, 2010; LONDHE et al., 2008). Quanto ao magnésio, trata-se de um
importante ion que participa como co-fator em cerca de 600 reacdes enzimaticas
vitais (CASPI et al., 2012; DE BAAIJ; HOENDEROP; BINDELS, 2015), cuja
deficiéncia no organismo pode contribuir com a fisiopatologia de doengas como a
hipertensdo (VAN LAECKE et al., 2011; SCHUTTEN et al., 2018).

O estudo de plantas medicinais fornece importantes contribuicbes para o
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas. Desta forma, estudos
toxicoldgicos devem ser realizados para preparacdes a base de plantas para
validar sua seguranca (BECKER et al., 2007). Assim, identificar a toxicidade de
plantas é importante para minimizar o equivoco da populacdo em acreditar que
produtos naturais sdo desprovidos de efeitos toxicos ou adversos. Desta forma, este
artigo objetivou realizar uma investigacao preliminar da citotoxicidade em células
peritoneais de murinos e células RAW, além de avaliar a toxicidade aguda pré-
clinica do extrato etandlico das partes aéreas de P. amarus (PAE), cloreto de
magnésio (MgCl,) e de um composto preparado a partir de PAE e MgCls,

denominado neste estudo por PAE+MgCl,.
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2. Material e métodos

2.1 Coleta e identificacao botéanica de P. amarus Schumach. & Thonn

Amostras de P. amarus (Figura 1) foram colhidas durante a estagédo chuvosa,
entre os meses de fevereiro a abril de 2017, na cidade de Angical do Piaui (latitude
06°05'09 "sul e longitude 42°44'20" oeste), Piaui, Brasil, para a confeccdo de
exsicatas, depdsito no Herbario Graziela Barroso, da Universidade Federal do Piaui
(UFPI) e preparacdo do extrato. A espécie foi analisada pelo Dr. Marcos José da
Silva, pesquisador da Universidade Federal do Goias e identificada sob registro n°
30821. A espécie foi registrada no Sistema de Gestdo do Patrimdnio Genético
(SISGEN), sob numero AOABD12.

Figura 1 - Phyllanthus amarus Schumach. & Thonn.

Fonte: Dados da pesquisa.

2.2 Preparacdo do extrato etandlico das partes aéreas de P. amarus Schumach.
& Thonn

O extrato etandlico das partes aéreas de P. amarus (PAE) foi preparado no
laboratério de alimentos do Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia do
Piaui (IFPI), no campus Teresina Zona Sul. O material vegetal foi seco em
temperatura ambiente (Figura 2A), triturado em moinho de faca e macerado em
etanol a 99% por 3 semanas, com filtragem e troca do reagente a cada 7 dias
(Figura 2B e 2C). Em seguida, o filtrado foi submetido ao rotaevaporador a 45 °C
para a remoc¢ao do solvente (Figura 2D) e liofilizador para a obtencé&o final do PAE
(Figura 2E) (QUELEMES et al., 2015).
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Figura 2 - Preparacdo do extrato etanolico das partes aéreas de P. amarus. (A)
Partes aéreas de P. amarus desidratadas. (B) Maceracao das folhas de P. amarus

em etanol. (C) Processo de filtragem. (D) Remocéao do solvente em rotaevaporador.

(E) Liofilizacao.

Fonte: Dados da pesquisa.

2.3 Preparacao do composto formado por PAE e MgCl;

O composto foi obtido a partir da mistura entre o PAE e o MgCl, (Labsynth
produtos para laboratério, Brasil), na propor¢cdo de 1:1, denominado neste estudo
por PAE+MgCl,. O PAE foi diluido em Tween 80 (Dindmica, Sdo Paulo, Brasil)

(0,5% v/v) e o MgCl; foi diluido apenas em solucao de agua desmineralizada.

2.4 Andlise dos constituintes quimicos do extrato etanélico das partes aéreas
de P. amarus por Cromatografia Gasosa com Espectrometria de Massas (GC-
MS)

Aproximadamente 2 mg de PAE foram colocados em frascos de fundo
redondo e selados com um septo de borracha. O sistema de reacgéo foi purgado com
nitrogénio e adicionadas duas gotas de piridina, recentemente destilada. A mistura
reacional foi agitada até completa dissolu¢cdo. Em seguida, 100 pL de N, O-bis-
(trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) + trimetilclorosilano 1% (TMCS) foram
adicionados. O sistema foi aquecido para 85 °C sob agitacdo e atmosfera inerte
durante 1 h. Os constituintes foram analisados com o equipamento SHIMADZU GC-
17A acoplado a espectrometria de massas GCMS-QP5050A, equipado com uma
coluna capilar MS5 (30 mm x 0,2 mm x 0,2 um espessura do filme) e a fonte de ions
foi operada no modo de impacto de elétrons (El) a 70 eV.

Um pL da mistura dos produtos foi injetado em modo split (1:30) e em uma
temperatura de 300 °C e temperatura de interface de 300 °C. O programa de
temperatura do forno foi a partir de temperatura inicial de 120 °C, com tempo inicial
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de 2 min, que foi aumentando para 300 °C a 10 °C min™. O gas hélio (99,9999%) foi
utilizado como géas carreador a um fluxo de 1 mL min®. O quadrupolo do
espectrometro de massa foi operado em modo de varredura completa na faixa de
massa de 40 a 650 Da. O tempo total de varredura para uma corrida cromatografica
foi de 40 minutos. A identificacdo de constituintes foi feita por comparacdo de
espectros de massa com bibliotecas computacionais Wiley 229 e NIST.

2.5 Drogas e reagentes

Durante o desenvolvimento dos experimentos foram utilizados os anestésicos:
tiopental sédico (Cristalia, S0 Paulo, Brasil; 40 mg/kg), xilazina (Ceva®, Sdo Paulo,
Brasil; 20 mg/kg), quetamina (Ceva®, S&o Paulo, Brasil; 80 mg/kg). Para a obtencéo
do extrato, utilizou-se etanol 99% (Dinamica, Sdo Paulo, Brasil). Foram utilizados
Tween 80 (Dinamica, S&o Paulo, Brasil, na proporcdo de 0,05 mg/kg) e cloreto de
magnésio P.A. (Labsynth produtos para laboratério, Brasil).

2.6 Estudos com animais

Para o desenvolvimento dos ensaios de viabilidade celular, foram utilizados
10 camundongos BALB/c machos e fémeas de 4-5 semanas de vida e com 20-30 g
de peso vivo. Uma sobredose de anestésico por injecdo intraperitoneal de uma
mistura de tiopental (150 mg/kg) e lidocaina (10 mg/kg) foi usada para a eutanasia
dos camundongos. Para os protocolos de toxicidade aguda foram utilizadas 14 ratas
da espécie Rattus norvegicus, da linhagem Wistar, pesando entre 223-312 g.

Todos os animais foram provenientes do Biotério Central da UFPI e mantidos
no Biotério setorial do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais - NPPM/UFPI,
sob condi¢des controladas de temperatura (24 £ 1 °C) e ciclo claro-escuro de 12
horas, com ragdo e agua ad libitum. Os procedimentos experimentais foram
realizados em conformidade com as normas éticas do Conselho Nacional de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e com a provacdo do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA/UFPI) sob o niumero 223/2016 (Anexo 1).

Os procedimentos referentes a eutanasia dos animais estavam em
conformidade com a resolucéo n° 1000 de 11 de maio de 2012 do Conselho Federal
de medicina Veterinaria — CFMV, atualizada pela resolu¢cdo normativa do CONCEA
n° 37 de 15 de fevereiro de 2018.
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2.7 Protocolos experimentais in vitro
2.7.1 Cultivo de células

Os macroéfagos utilizados para as amostras PAE e MgClz foram elicitados da
cavidade peritoneal de camundongos BALB/c, anteriormente mantidos em alcool
70% apOs a eutanasia. A retirada dos macrofagos foi feita em capela de fluxo
laminar onde o animal, apds eutanasia, foi fixado em placa na posicdo de decubito
dorsal, administrando-se 8 mL de salina tamponada com fosfato (PBS- NaCl 145
mM, Na,HPO4 9 mM, Na,HPO, 1 mM, pH 7,4), pH 7,4, estéril, a 4 °C, na cavidade
abdominal. Em seguida foi feita uma massagem suave na regido abdominal e
realizada a aspiracdo do PBS injetado utilizando-se uma agulha acoplada a uma
seringa estéril. O material obtido foi transferido para um tubo cénico de poliestireno
com capacidade de 50 mL, centrifugado a 3000 rpm, durante 10 min. Em seguida,
foi lavado trés vezes com PBS estéril na temperatura de 4 °C. Para averiguacao da
viabilidade celular, foi contado em Camara de Neubauer, diluido em corante vital
azul de Trypan (Sigma, EUA).

2.7.2 Avaliacdo da citotoxicidade do PAE e MgCl, em macréfagos peritoneais
de murinos pelo teste do MTT

A fim de determinar a viabilidade celular e possiveis efeitos citotdxicos das
amostras testadas, o ensaio colorimétrico com base no metabolismo mitocondrial do
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-zil)-2,5-difeniltetrazolio  (MTT) foi utilizado
(MOSMANN, 1983). Este € um método que analisa a viabilidade e o estado
metabdlico da célula. O MTT é um sal de coloracdo amarela que é acumulado pelas
células por endocitose. A reducéo do anel tetrazdlico deste sal pelas mitocondrias de
células viaveis resulta na formacao de cristais de formazan de cor violeta, a partir de
enzimas mitocondriais presente somente em células metabolicamente ativas. A
mudanca de coloracdo do meio de reacdo encontra-se associada a atividade
metabdlica celular e pode ser medida registrando-se os valores de absorbancia
deste.

Em placas de 96 pocos, foram adicionados 100 pL de meio RPMI 1640
suplementado, contendo 10% de soro fetal bovino, 10.000 Ul de penicilina, 1000 Ul
de estreptomicina e cerca de 2 x 10°® macréfagos por poco. Essas células foram
incubadas a 37 °C e 5% de CO, por 4 h para adesao celular. Apés este tempo,

foram realizadas duas lavagens com meio RPMI 1640 suplementado, para a retirada
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das células que ndo aderiram. Posteriormente, foram adicionados 100 yL do meio
RPMI suplementado juntamente com as amostras diluidas, de forma seriada, nas
concentracdes de 800 a 6,25 ug/mL. Em seguida, as amostras foram incubadas por
48 h e, ao final da incubacéao, foi adicionado 10 yL de MTT diluido em meio RPMI a
5 mg/mL. Foram incubadas por mais 4 h em estufa a 37 °C com 5% de CO,, e em
seguida o sobrenadante foi descartado e adicionado 100 yL de DMSO em todos os
pocos. A placa foi colocada sob agitacdo por cerca de 30 min em agitador de Kline
(modelo AK 0506), a temperatura ambiente para dissolucdo completa do formazan.
Por ultimo, foi realizada a leitura a 550 nm, utilizando-se um leitor de placas Biotek
(ELx800) (Figura 3) Os resultados foram expressos em porcentagem e em
concentracdo citotoxica média (CCs) sendo o grupo controle considerado como
100% de viabilidade (OLIVEIRA, 2017).

Figura 3 - Protocolo de citotoxicidade em macréfagos peritoneais de murinos pelo
teste do MTT.
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2.7.3 Avaliacado da citotoxicidade do PAE+MgCl, em células da linhagem RAW
264.7 pelo método do MTT

Os macrofagos utilizados para a amostra PAE+MgCl2 foram provenientes da
linhagem RAW 264.7 cultivados em meio DMEM (Sigma, EUA), suplementado com
20% de soro fetal bovino (SFB) (Sigma, EUA) e penicilina-estreptomicina 10.000
UI/10 mg (Sigma, EUA) a 37 °C em estufa a 5% de CO2. Em placas de 96 pocos,
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foram adicionados 100uL de meio DMEM suplementado e cerca de 2x
10° macréfagos por poco. Essas células foram incubadas a 37 °C e 5% de CO, por 4
h para adesao celular. Apos este tempo, foram realizadas duas lavagens com meio
DMEM suplementado, para a retirada das células que ndo aderiram. Posteriormente,
foram adicionados 100uL do meio DMEM suplementado juntamente com
a amostra diluida, de forma seriada, nas concentra¢des de 800 a 6,25 pg/mL.

Em seguida, a amostra foi incubada por 48 h e, ao final da incubacao, foi
adicionado 10uL de MTT diluido a 5 mg/mL em meio DMEN. Foram incubadas por
mais 4 h em estufa a 37 °C com 5 % de CO,, e posteriormente 0 sobrenadante foi
descartado e adicionado 100uL de DMSO em todos os pogos. A placa foi colocada
sob agitacdo por cerca de 30 min em agitador de Kline (modelo AK 0506), a
temperatura ambiente para dissolucdo completa do formazan. Por ultimo, foi
realizada a leitura a 550 nm, utilizando-se um leitor de placas Biotek (ELx800). Os
resultados foram expressos em porcentagem e em concentracado citotoxica
meédia (CCs,) sendo o grupo controle considerado como 100% viavel (OLIVEIRA,
2017).

2.8 Determinacéao da toxicidade aguda em ratos

A avaliacdo toxicolégica de PAE, MgCl: e PAE+MgCl: foi realizada pelo
método de dose fixa recomendado pela Organizacdo para a Cooperagdo e
Desenvolvimento Econémico (OECD), n° 423 (OECD, 2001). Antes dos tratamentos,
os animais foram deixados em jejum prévio de 8h e posteriormente foram pesados e
as substancias foram administradas. Os ratos foram divididos aleatoriamente em 4
grupos: o grupo controle foi tratado com agua desmineralizada/Tween 80 (0,5%
volume/volume) e os demais grupos receberam a dose de 2000 mg/kg, por via oral
(V.0.) (0,1 mL/100g) de PAE, MgCl. ou PAE+MgCl: (Tabela 1). Os animais ficaram
sob observacao durante as primeiras 4 horas ap0s as gavagens. Alem disso, fez-se
observacbes diarias dos animais para avaliagdo do peso, consumo de racao,
atividade autbnoma, atividade motora e sobre a ocorréncia de morte em cada grupo

tratado.
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Tabela 1 - Desenho experimental do ensaio de toxicidade aguda realizado com ratos
Wistar tratados com PAE, MgCl, e PAE+M(gCl,.

GRUPOS N° de animais
Grupo 1: Controle 3
Grupo 2: PAE 4
Grupo 3: MgCl, 3
Grupo 4: PAE+MgCl, 4

2.9 Avaliacéo dos efeitos farmacoldgicos gerais (Screening Hipocrético)

Ap6s administragdo das substancias, foram observados os efeitos gerais
apresentados pelos grupos experimentais nos intervalos: 30, 60, 90, 120, 180 e 240
minutos no primeiro dia e uma vez ao dia, sempre no mesmo horério, nos 14 dias
seguintes, com o0 objetivo de mapear possiveis alteracdes comportamentais,
sugestivas de atividade sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) ou no Sistema
Nervoso Autdnomo (SNA), utilizando-se protocolo experimental (OECD 2003).

Os parametros observados, relacionados as acdes estimulantes, foram:
hiperatividade, tremores, convulsédo e piloerecdo. Os parametros considerados para
avaliar a acdo depressora foram: alienacdo do meio, analgesia (auséncia de
sensibilidade a dor quando a cauda do animal é comprimida por pressdo manual),
anestesia (auséncia de sensibilidade a dor quando o animal tem seu pélo puxado
por suspensdao), ataxia, diminuicdo da apreenséo da pata, catatonia, dispneia, ptose
palpebral e sedacdo.

Ainda foram observados parametros como: agressividade (resposta ao
toque), contorcdo, coloracdo da urina, diametro da pupila, presenca de diarréia,
erecdo da cauda, fasciculagbes, grunhidos, aumento ou diminuicdo da micgéo,
midriase, aspectos colorimétrico da orelha (cianética, hiperemiada ou palida),
passividade, reacdo de fuga, sialorréia (salivacdo excessiva), tremor da cauda,

lacrimejamento, sudorese, coma e morte.
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2.10 Avaliacdo ponderal, consumo de ragdo e andlise dos parametros
bioquimicos

Avaliou-se 0 peso e 0 consumo de agua e racado, diariamente por 14 dias,
apos dose Unica de 2000 mg/kg de veiculo, PAE, MgCl. ou PAE+MgCl.. Diariamente
colocava-se 250 g de racdo e mamadeiras com 500mL de agua nas gaiolas. No dia
seguinte, registrou-se a quantidade de agua e ra¢do consumida pelo animal e o seu
peso.

Decorridos 14 dias de administracao de dose Unica das substancias testes, os
animais foram submetidos a 8 horas de jejum e anestesiados com uma solucdo de
xilazina e cetamina de no maximo 0,10 mL/100 g de massa corpGrea, na proporcao
de 8,75 mL de cetamina e 1,25 mL de xilazina, por via intraperitoneal (I. P.).
Amostras de 4mL de sangue foram coletadas, a partir da aorta abdominal, e
acondicionados em tubos com gel separador. Estes foram centrifugados por 10
minutos a 3500 rpm (rotagbes por minuto) para obtencdo do soro, o qual foi
separado em tubos tipo eppendorf para posterior analise bioquimica.

O material foi analisado no Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais —
NPPM utilizando o Analisador Bioquimico Automatico Labmax plenno modelo
Standard, n° de série 1208.06 (Labtest, Brasil). Os exames foram realizados
seguindo os protocolos do fabricante do equipamento e dos kits reagentes
padronizados (Labtest®, Labtest Diagnostica S. A., Lagoa Santa — MG) com
metodologias cinéticas, enzimaticas ou colorimétricas, em temperatura de 37 °C,
sendo a leitura realizada em espectrofotdbmetro semiautomatico UV/Vis, T80 Pg
instruments. Foram analisados 0s seguintes parametros bioquimicos: colesterol total,
lipoproteinas de alta densidade (HDL), triglicerideos, glicose, aspartato
aminotransferase  (AST), alanina aminotransferase (ALT), gama glutamil

transpeptidase (GGT), uréia, creatinina, acido urico, proteinas totais e albumina.

3. Analises estatistica

Os ensaios de MTT foram realizados em triplicata e trés experimentos
independentes. A concentragao citotéxica CCso com limite de confianca de 95%, foi
calculada utilizando regressdo de probitos do programa SPSS 13.0. Foram

realizadas analises de variancia ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni do
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programa Graph Pad Prism® 6.0, tomando-se o valor de p<0,05 como nivel maximo
de significancia estatistica (SOKAL; ROHLF, 1996).

Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.). Os
dados dos parametros bioquimicos, avaliacdo ponderal e de consumo de racéo
foram submetidos ao teste t. Em todos os testes a probabilidade foi de 5% (p<0,05).
As anélises estatisticas foram realizadas no Graph Pad Prism® 6.0 (Graph Pad
Software, Inc., San Diego, CA, EUA).

4. Resultados
4.1 Constituintes quimicos do extrato etandlico das partes aéreas de P. amarus

Na Figura 4, os resultados da andlise da composi¢cdo quimica do PAE por
GC-MS indicaram a presenca das lignanas nirantina, hipofilantina, nirtetralina,
filantina e filtetralina como compostos principais, seguidos por lignana D e lignana
370.

Figura 4 - Cromatograma obtido por GC-MS do extrato etandlico das partes aéreas

de P. amarus
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Nota: Os picos referentes aos nameros 19.947, 20.041, 20.503, 21.030, 21.100, 21,192 e 21,367
correspondem a Filantina, Filtetralina, Nirtetralina, Hipofilantina, Nirantina, Lignana D e Lignana 370,
respectivamente.
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4.2 Avaliacado da citotoxicidade do PAE e MgCl, em macr6fagos peritoneais de
murinos pelo teste do MTT

Apés 48 horas de incubacdo com PAE observou-se que todas as
concentracfes testadas reduziram a viabilidade celular de forma dependente da
concentragéo, apresentando valores de viabilidade iguais a 81,55 = 2,89*; 80,60 *
0,21* 79,89 + 1,29*; 63,06 + 1,82 e 60,30 + 0,37*, 42,66 + 4,80%, para as doses
6,25; 12,5, 25, 50, 100, 200 e 400 pg/mL, respectivamente. Na concentragao de 800
pg/mL observou-se uma redugdo na viabilidade em 93,99% (Figura 5). O PAE

apresentou concentracao citotoxica média (CCsp) igual a 193,96 pg/mL.

Figura 5 — Efeito do PAE sobre a viabilidade de macrofagos peritoneais murinos.
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Nota: Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média de experimentos realizados
em triplicata. ANOVA one-way; PAE: Extrato das partes aéreas de P. amarus. *Diferenca significativa
em relacdo ao controle, com p < 0,05.

Apoés 48h de incubacdo com MgCl,, as concentracdes (6,25; 12,5; 25; 50;
100; 200 pg/mL n&o causaram citotoxicidade aos macrofagos. Nas concentragdes
de 400 e 800 pg/mL, a viabilidade celular foi reduzida em apenas 8,01 e 15,33%,

respectivamente (Figura 6). O MgCl, apresentou CCsy maior que a 800 pg/mL.
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Figura 6 — Efeito do MgCl, sobre a viabilidade de macréfagos peritoneais murinos.
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Nota: Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média de experimentos realizados
em triplicata. ANOVA one-way, *Diferenca significativa em relacéo ao controle, com p < 0,05.

4.3 Avaliacdo da citotoxicidade do PAE+MgCl, em macré6fagos da linhagem
RAW 264.7 pelo teste do MTT

Apbs 48 horas de incubacdo com PAE+MgCl, observou-se que todas as
concentracfes testadas reduziram a viabilidade celular de forma dependente da
concentracdo, apresentando percentuais de viabilidade iguais a 76,25 + 1,2*%; 74,29 +
0,56*; 72,62 £ 0,25*; 62,30 = 2,84 e 58,91 *+ 0,49*, para as concentracdes 6,25; 12,5;
25; 50 e 100 pg/mL, respectivamente. Nas concentragdes de 200, 400 e 800 pg/mL
observou-se uma reducao na viabilidade em 87,09 + 0,03*, 90,36 + 0,53* e 94,02 +
0,84*%, respectivamente (Figura 7). O PAE+MgClI, apresentou concentracdo CCsg

igual a 50 pg/mL.
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Figura 7 — Efeito do PAE+MgCl, sobre a viabilidade celular de macréfagos da
linhagem RAW 264.7.
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Nota: Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média de experimentos realizados
em triplicata. ANOVA one-way, *Diferenca significativa em relagcao ao controle, com p < 0,05.

4.4 Avaliagéo da toxicidade aguda em ratos

Apoés a administracdo de PAE, MgCl, e PAE+MgCI, na dose de 2000 mg/kg
(V.0.) em ratos, ndo foram observadas mortes durante os 14 dias de observacéo ou
alteracbes comportamentais como: efeito sedativo, bem como influéncia sobre o
sistema nervoso autbnomo durante o tempo de observacdo de 14 dias. Contudo, no
grupo PAE+MgCI, observou-se sinais de auto-limpeza, reflexo de endireitamento,
reflexo corneal e auricular, nos 30 minutos iniciais, ap6s a gavagem como
apresentado na Tabela 4. No dia seguinte, essas alteracdes foram normalizadas e

nao foram observados sinais clinicos de toxicidade.
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Tabela 2 - Sinais clinicos e comportamentais apds administracdo de PAE na dose

de 2000 mg/kg por via oral.

Atividades

Tempo (minutos)

w
o

60

120

180

240

ESTIMULANTE

Hiperatividade
Agressividade
Tremores
Convulséo
Piloerecéo

[oNeoNeoNoNe)

[oNeoNeoNoNe)

[oNeoNeloNe)

[cNeoNeoNoNe)

[cNeoNeoNoNe)

DEPRESSOR

Ptose palpebral

Sedacao

Anestesia

Ataxia

Reflexo de endireitamento
Catatonia

Analgesia

Perda do reflexo palpebral
Perda do reflexo auricular
Ptose palpebral

eNoNooNoNoloNoNeNe)

eNoNoloNoNoNoNoNeNe)

eNeolololoNoloelNelNolo)

eNoNoloNoNoNoNoNoNo)

eNoNoloNoNoNoNoNoNo)

SISTEMA NERVOSO AUTONOMO

Diarréia
Constipacao
Lacrimejamento
Salivacao

Cianose

Diametro da pupila

OUTROS COMPORTAMENTOS

cNeoloNoNoNe)

cNeoloNoNoNe)

[cNeoloNeNoNe)

cNolNoNoNoNe)

cNolNoNoNoNe)

Ambulagéo
Autolimpeza

Levantar

Escalar

Vocalizagéo
Contor¢des abdominais

MORTE

[elleNoNoNeol o]

[elleleolNoNoNoNe]

(elleoloNeloeNe]

(elleNeoNoNoNoNe]

[elleNeoNoNoNoNe]

Legenda: (0) Sem efeito; (-) efeito diminuido; (+) efeito aumentado.
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Tabela 3 - Sinais clinicos e comportamentais apds administracdo de MgCl, na dose

de 2000 mg/kg por via oral.

Atividades

Tempo (minutos)

30

60

120

180

240

| ESTIMULANTE

Hiperatividade
Agressividade
Tremores
Convulsao
Piloerecao

eoNoloNoeNe

eoNoloNeNe

oNolNoNoNe

oNoloNoeNe

oNoloNoeNe

| DEPRESSOR

Ptose palpebral

Sedacao

Anestesia

Ataxia

Reflexo de endireitamento
Catatonia

Analgesia

Perda do reflexo palpebral
Perda do reflexo auricular
Ptose palpebral

OO OO0 O0OO0OOO0OO0

OO OO0 O0OO0OOO0OO0

cNoNoNoNoloNolNoNoNo)

OO OO0 O0OOOO0OO0

OO OO0 O0OO0OOO0OO0

| SISTEMA NERVOSO AUTONOMO

Diarréia
Constipacéo
Lacrimejamento
Salivacao

Cianose

Diametro da pupila

+ OO0 000

+ OO0 000

oNolNoNoNeNel

QO O0OO0OOO0o

QO O0OO0OOO0o

| OUTROS COMPORTAMENTOS

Ambulacédo
Autolimpeza

Levantar

Escalar

Vocalizacao
Contor¢des abdominais

MORTE

0o oO0OoO ! O

Q0O O0OO0OO0OO0

elleleolNoNoNoNe)

[elleeololoNeNe)

[elleNeoloNoNeNe)

Legenda: (0) Sem efeito; (-) efeito diminuido; (+) efeito aumentado.
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Tabela 4 - Sinais clinicos e comportamentais apds administracdo de PAE+MgCl, na
dose de 2000 mg/kg por via oral.

Atividades Tempo (minutos)
30 60 120 180 240
| ESTIMULANTE
Hiperatividade 0 0 0 0 0
Agressividade 0 0 0 0 0
Tremores 0 0 0 0 0
Convulsao 0 0 0 0 0
Piloerecao 0 0 0 0 0
| DEPRESSOR
Ptose palpebral 0 0 0 0 0
Sedacao 0 0 0 0 0
Anestesia 0 0 0 0 0
Ataxia 0 0 0 0 0
Reflexo de endireitamento + 0 0 0 0
Catatonia 0 0 0 0 0
Analgesia 0 0 0 0 0
Perda do reflexo palpebral + 0 0 0 0
Perda do reflexo auricular + 0 0 0 0
Ptose palpebral 0 0 0 0 0
| SISTEMA NERVOSO AUTONOMO
Diarréia 0 0 0 0 0
Constipacéo 0 0 0 0 0
Lacrimejamento 0 0 0 0 0
Salivacéo 0 0 0 0 0
Cianose 0 0 0 0 0
Diametro da pupila + +
| OUTROS COMPORTAMENTOS
Ambulacédo 0 0 0 0 0
Autolimpeza + + + 0 0
Levantar 0 0 0 0 0
Escalar 0 0 0 0 0
Vocalizacdo 0 0 0 0 0
Contorc¢des abdominais 0 0 0 0 0
MORTE 0 0 0 0 0

Legenda: (0) Sem efeito; (-) efeito diminuido; (+) efeito aumentado.
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4.5 Avaliacdo ponderal de ratas tratadas com 2000 mg/kg de PAE, MgCl, e
PAE+MgCl,

O peso inicial dos animais do grupo tratado com PAE+MgCl, foi menor do que
a média de peso dos demais grupos e desta forma, apds tratamento estatistico
observou-se uma diferenga significativa, quando comparado ao grupo controle (p <
0,05) (Figura 8).

Figura 8 — Avaliacdo ponderal de ratas tratadas com 2000 mg/kg de PAE, MgCl, e
PAE+MgCl, durante 14 dias.
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Nota: Os valores estdo expressos como média + E.P.M. Teste t, com significAncia de 5. *p<0,05 vs
Controle. Veiculo: 4gua desmineralizada em Tween 80 0,05 mg/kg. PAE: extrato de P. amarus;
MgCl,: Cloreto de magnésio P.A. PAE+MgCl,: extrato de P. amarus + cloreto de magnésio

Em relacdo ao consumo de ragao observou-se uma diminuicdo no consumo
no grupo tratado com PAE+MgCl, de modo significativo, quando comparado ao
grupo controle (p < 0,05) (Figura 9).
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Figura 9 — Consumo de racdo de ratas tratadas com 2000 mg/kg de PAE, MgCl, e
PAE+MgCl, durante 14 dias.
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Nota: Os valores estdo expressos como média + E.P.M. Andlise de varidncia One-Way ANOVA,
seguida do poés-teste de Sidak’s, com significancia de 5%. *p<0,05 vs Controle. Veiculo: agua
desmineralizada em Tween 80 0,05 mg/kg. PAE: extrato de P. amarus; MgCl,: Cloreto de magnésio
P.A. PAE+M(Cl,: extrato de P. amarus + cloreto de magnésio.

4.6 Avaliacdo dos parametros bioquimicos de ratas tratadas com dose Unica
(2000 mg/kg) do PAE, MgCl, ou PAE+MgCl,, durante ensaio de toxicidade
aguda.

A Tabela 5 apresenta os resultados da andlise bioquimica dos grupos
controle e tratados com dose unica de PAE, MgCl, ou PAE+MgClI, (2000 mg/kg) em
protocolo de toxicidade aguda. Os dados demonstram que ndo houve alteragbes
significativas nos triglicerideos e colesterol total. Contudo, observou-se uma
diminuicao significativa nos niveis de HDL nos grupos tratados MgCl, e PAE+MgCl,
(28,00 + 3,46* e 30,67 = 1,25* mg/dL, respectivamente), quando comparado ao
grupo veiculo (51,00 + 7,32* mg/dL).

Os parametros renais, como creatinina, uréia e acido urico, apds o tratamento
com dose unica de MgCl, resultou em reducao significativa na uréia (25,67 + 0,67*
mg/dL) em relacdo ao grupo controle (40,33 = 0,67* mg/dL). Neste estudo, os
marcadores de danos hepaticos como a alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) e o parametro proteinas totais ndo apresentaram alteracdes
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significativas apds os tratamentos. Contudo, estudos adicionais, tal como a analise
histopatologica do figado seria necessario, visando esclarecer melhor a existéncia

ou nédo de leséo hepatica.

Tabela 5 - Parametros bioquimicos obtidos do soro de ratas normotensas tratadas
por via oral com dose Unica de PAE, MgCl, e PAE+MgCl, a 2000 mg/kg, sob

avaliacdo de 14 dias, durante ensaio de toxicidade aguda.

Parametros Veiculo 0,05 PAE MgCl, PAE+MgCl,

bioguimicos mg/kg
Triglicerideos 62,33 + 7,96 66,5 + 3,52 62,50 + 8,37 71 + 7,56
Colesterol total (mg/dL) 84,00£9,71 103,00 £ 5,12 100,3 + 13,30 89,25 + 9,58
HDL (mg/dL) 51,00 + 5,2 51,50 + 7,32 28 + 3,46* 30,67 + 1,25*
Glicose (mg/dL) 121 + 5,85 137 + 6,24 137+3,84 139,25 + 8,89
Creatinina (mg/dL) 0,42 £ 0,05 0,32 £ 0,08 0,37 £ 0,02 0,47 £ 0,23
Uréia (mg/dL) 40,33 + 0,67 46,25+ 2,5 25,67 £ 0,67* 40 + 3,19
Acido arico (mg/dL) 5,33 + 0,53 7,15+ 2,87 4,75+ 0,09 3,98 + 0,10*
ALT (U/L) 59,00 + 7,00 50,00 £ 5,78 48,50 + 3,18 72,50 £ 5,33
AST (U/L) 152,66 + 27,67 102,75 + 6,13 130,00 + 10,68 137,25 + 8.93
Proteinas totais (g/dL) 6,95 £ 0,97 7,12 +£0,10 7,44 £ 0,23 7,41 +£0,16
Albumina (g/dL) 2,27 +0,12 2,42 + 0,09* 2,23+ 0,04 2,47 + 0,08

Fonte: Dados da pesquisa (2019).

Notas: Os valores estdo expressos como média + E.P.M. Teste t, com significaAncia de 5%. Grupo
veiculo: agua desmineralizada em Tween 80 0,05 mg/kg (n=3). PAE: extrato de P. amarus (n=4);
MgCl,: Cloreto de magnésio P.A. (n=3) PAE+MgCl, = extrato de P. amarus + cloreto de magnésio,
(n=4). HDL: lipoproteinas de alta densidade; ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato
aminotransferase. *p<0,05 vs veiculo.
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4.7 Avaliacdo de estdbmagos de ratas tratadas com dose Unica de 2000 mg/kg
de PAE, MgCl2 e PAE+MgCl2.

A analise macroscopica dos estdbmagos dos animais tratados com dose Unica
de PAE, MgCl2 e PAE+MgCl2 estdo apresentados na Figura 10. A avaliacéo
demonstrou que ndo foram identificadas lesbes na mucosa gastrica dos animais,

como auséncia de pregas, edemas e hemorragia no tecido gastrico.

Figura 10 — Avaliacdo de estbmagos de ratas tratadas com dose Unica de 2000
mg/kg. (A, B e C) Grupo veiculo. (D, E, F e G) Grupo PAE. (H, | e J) Grupo MgClz. (L,
M, N e O) Grupo PAE+MgCl..
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5. Discussao

5.1 Citotoxicidade do PAE, MgCl, e PAE+MgClI, contra células peritoneais de

murinos e células Raw

O PAE, nas concentracdes testadas, reduziu a viabilidade celular de forma
dependente da concentracdo e apresentou concentracdo citotoxica média (CCsp)
igual a 193,96 pg/mL (Figura 5) enquanto o MgCl, ndo causou citotoxicidade aos
macrofagos (Figura 6) e apresentou CCsp maior que 800 pug/mL. O PAE+MgCl,
apresentou CCsp igual a 50 pg/mL e observou-se que todas as concentracoes
testadas reduziram a viabilidade celular de forma dependente da concentragéo.
Entretanto, estudos anteriores sobre viabilidade celular do extrato etandlico de P.
amarus em células imunes isoladas de ratos relataram que P. amarus ndo exerceu
efeito citotoxico e mais de 90% de viabilidade celular foi registrada em ratos tratados
com extratos de P. amarus em doses variando de 100 a 400 mg/kg (JANTAN et al.,
2015). De acordo com a ISO 10993-5 (2009), caso a viabilidade seja reduzida para
menor que 70% do branco, ela tem um potencial citotoxico.

A analise quimica do extrato de P. amarus realizado para a presente
pesquisa, comprovou a presenca de importantes lignanas como a filantina,
hipofilantina, filtetralina, nirtetralina e nirantina (Figura 4). Pesquisas anteriores tém
relatado que a filantina, um dos componentes principais de P. amarus, provocou
efeito hepatoprotetor e antioxidante em pesquisas sobre estresse oxidativo induzido
por etanol em hepatécitos de ratos (CHIRDCHUPUNSEREE, H; PRAMYOTHIN, P.
2010) e células hepaticas humanas (SUKKETSIRI;, SAWANGJAROEN;
TANASAWET, 2016).

A filantina e a hipofilantina também foram investigadas sobre seus potenciais
antitumorais em linhagens celulares de cancer de mama (PARVATHANENI et al.,
2014), carcinoma (ISLAM et al. 2008) e sobre possiveis vias de sinalizacdo que
inibiram a resposta inflamatéria em células leucémicas humanas (HARIKRISHNAN
et al.,, 2018). Em outro estudo, os efeitos anti-apoptéticos, antioxidantes e anti-
inflamatorios do extrato aquoso padronizado de P. amarus, utilizado no tratamento
de colite em ratos, foram atribuidos ao efeito protetor da filantina e da hipofilantina
(KIEMER et al. 2003; JANTAN et al., 2016). Diante do exposto, o extrato de P.

amarus €& promissor no desenvolvimento de drogas, devido a presenca de
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substancias bioativas com importante atividades farmacoldgicas, como as lignanas

filantina e hipofilantina.

5.2 Ensaios de toxicidade aguda em ratos

O teste de toxicidade aguda de PAE, MgCl, ou PAE+MgCl, foi conduzido
empregando-se a via de administracdo oral, por ser a forma na qual as pessoas
normalmente fazem uso dos preparados de plantas para fins medicinais. Na
avaliacdo pré-clinica da toxicidade aguda ndo ocorreu mortes de animais em
nenhum grupo, durante os 14 dias de observagdo. Desta forma, estima-se que a
DL50 das substancias testadas € maior que 2000 mg/kg.

Os ratos utilizados na analise de toxicidade aguda foram submetidos a
avaliacdo dos parametros bioguimicos sanguineos apés 14 dias de observacédo. Os
niveis séricos de aminotransferases (AST e ALT) sdo importantes indicadores de
lesdo dos hepatocitos (HESSEL, 1996). O presente estudo sugere que o uso das
substancias testadas de forma aguda pode ndo ser hepatotdxico, corroborando os
estudos de Pramyothin et al., (2007). Outras pesquisas mostram que o extrato das
folhas de P. amarus pode proteger o figado contra danos oxidativos induzidos pelo
etanol, possivelmente reduzindo a taxa de peroxidacao lipidica e aumentando o
mecanismo de defesa antioxidante em ratos (FAREMI et al., 2008). Além disso,
outros estudos mostram que P. amarus possui em sua constituicdo substancias
bioativas, como a filantina, com funcdo hepatoprotetora (SETHIYA et al. 2015;
KHENG et al. 2015; JIA et al. 2016).

O peso corporal e 0 peso dos 6rgaos vitais ndo foram alterados em grupos
que foram tratados com filantina, com doses variando entre 20 e 100 mg/kg, em
relacdo ao grupo controle. Além disso, a administracéo oral de filantina diariamente
com 20, 40 e 100 mg/kg por 14 dias consecutivos, nao alterou significativamente o
nivel sérico dos parametros bioquimicos hepaticos AST e ALT (ILANGKOVAN;
JANTAN; BUKHARI, 2016).

Neste trabalho ndo foram evidenciadas alteracbes nos valores de ureia,
creatinina e &cido Urico, sugerindo que o tratamento com PAE, MgCl, e PAE+MgCl,
nao provocou sobrecarga renal. A uréia, o produto final do metabolismo protéico, é
excretada pelos rins. Os tubulos renais reabsorvem 40% desse produto, portanto, 0s
niveis sanguineos desse parametro constituem uma indicacdo da funcédo renal e

podem servir como indice da taxa de filtracdo glomerular (SCHOSSLER et al., 2001,
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PASUPATHY et al., 2011). A creatinina também € indicada para verificar a fungéo
renal, uma vez que a quantidade de creatinina presente nos rins &€ mais constante,
porém nao é reabsorvida nos tubulos renais como a uréia (STEVEN; SCOTT, 2002).
Portanto, a elevacao nos niveis plasmaticos de uréia e creatinina fornece indicios de
sobrecarga renal, insuficiéncia renal aguda ou, ainda, de aumento no catabolismo
protéico (VIJAYALAKSHMI et al., 2000; ADEBAYO et al., 2003).

Estudos sobre nefrotoxicidade induzida por paracetamol e gentamicina
demonstraram que a espécie P. amarus atenuou os efeitos renais deletérios
ocasionados pelas drogas (ADENEYE; BENEBO, 2008). Além disso, estudos
fitoquimicos do extrato de Phyllanthus amarus relataram o isolamento e a
determinacao da presenca de lignanas que podem ser responsaveis pela atividade
nefroprotetora do extrato, sugerindo uma alternativa para a descoberta de um novo
medicamento para o tratamento de nefrotoxicidade induzida por drogas (ADENEYE;
BENEBO, 2008).

Sugere-se que 0 extrato administrado de forma aguda € bem tolerado por via
oral em ratos, ndo interferindo na coordenacdo motora e nem em atividades
relacionadas ao Sistema nervoso Central e Sistema Nervoso Autdnomo. Além disso,
ndo foram observadas alteracbes macroscopicas nos orgaos (figado, coracéo, rins,
estdbmago, baco, pulmdes) dos animais tratados com PAE, MgCl, ou PAE+MgCl; na
dose de 2000 mg/kg. No entanto, ainda sdo necessarios mais estudos sobre a

toxicidade subcrbénica e cronica em roedores.

6. Conclusbes

Nas maiores concentragfes testadas (200, 400 e 800 pg/mL) de PAE e
PAE+MgCl, observou-se maior reducdo na viabilidade celular de linhagens de
células de macrofagos, enquanto o MgCl, ndo causou citotoxicidade. Porém sé&o
necessarios mais estudos que definam e caracterizem melhor a toxicidade destes
compostos.

O teste farmacoldgico de dose uUnica de PAE, MgCl2 ou PAE+MgCI2 por via
oral ndo revelou a presenca de sinais de toxicidade, ndo tendo ocorrido morte,
podendo ser considerado seguro quando administrado por via oral. O tratamento
com PAE, MgCl2 ou PAE+MgCl2 n&do produziu efeito toxico em ratos tratados com
dose de 2000 mg/kg, demonstrando auséncia de toxicidade em parametros

hepaticos e renais. No entanto, sdo necessarios estudos mais prolongados para
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averiguar possiveis danos no sistema fisiolégico decorrente da administracdo

cronica, bem como analises histopatolégicas de érgaos vitais.
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Atividade antimicrobiana do extrato de Phyllanthus amarus Schumach. & Thonn. e a

atuacao da Filantina na inibicdo de bombas de efluxo em Staphylococcus aureus
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Atividade antimicrobiana do extrato de Phyllanthus amarus Schumach. &
Thonn. e a atuagéo da Filantina na inibicdo de bombas de efluxo em

Staphylococcus aureus

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana do extrato de P.
amarus (PAEE) e um de seus componentes principais, a Filantina, contra bactérias
Gram-Positivas, Gram-Negativas e leveduras, além de investigar se estes
compostos naturais poderiam modular a resisténcia a fluoroguinolona em S. aureus
SA1199-B por via da superexpressdo da bomba de efluxo NorA. Testes de
microdiluicdo foram realizados para determinar a concentracdo inibitéria minima
(MIC) do PAEE ou Filantina contra varias cepas bacterianas e leveduras. PAEE
mostrou atividade antimicrobiana contra cepas Gram-negativas, enquanto a Filantina
foi inativa contra todas as cepas testadas. Para avaliar se o PAEE ou Filantina foram
capazes de agir como moduladores da resisténcia as fluoroquinolonas, as CIMs para
Norfloxacina e brometo de etidio foram determinadas na presenca ou auséncia de
PAEE ou Filantina contra S. aureus SA1199-B. A adicdo de PAEE ou Filantina aos
meios de crescimento em concentracdes sub-inibitérias aumentou a atividade da
Norfloxacina, bem como, Brometo de Etidio, contra S. aureus SA1199-B. Estes
resultados indicam que a Filantina é capaz de modular a resisténcia as
fluoroquinolonas, possivelmente por inibicdo de NorA. Esta hipétese foi apoiada pela
analise in silico docking, que confirmou que a Filantina € um ligante NorA. Assim,
este composto pode ser utilizado como um agente potencializador da atividade da
norfloxacina no tratamento de infeccbes causadas por S. aureus resistente a
fluoroquinolonas.

Palavras-chaves: Phyllanthus amarus, Filantina, Staphylococcus aureus,
fluoroquinolonas, resisténcia bacteriana, bombas de efluxo.
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Antimicrobial activity of Phyllanthus amarus Schumach. & Thonn. and

Phyllanthin in inhibiting efflux pumps in Staphylococcus aureus

Abstract

The objective of this study was to evaluate the antimicrobial activity of the P. amarus
ethanolic extract (PAEE) and Filantina against Gram-Positive, Gram-Negative and
yeast bacteria, and to investigate whether these natural compounds could modulate
the resistance to fluoroquinolone in S. aureus SA1199-B via overexpression of the
NorA efflux pump. Microdilution tests were performed to determine the minimum
inhibitory concentration (MIC) of PAEE or Phyllanthin against various bacterial strains
and yeasts. PAEE showed antimicrobial activity against Gram-negative strains, while
Phyllanthin was inactive against all strains tested. To assess whether PAEE or
Phyllanthin were able to act as modulators of fluoroquinolone resistance, MICs for
norfloxacin and ethidium bromide were determined in the presence or absence of
PAEE or Phyllanthin against S. aureus SA1199-B. Addition of PAEE or Phyllanthin to
growth media at subinhibitory concentrations increased the activity of norfloxacin as
well as, ethidium bromide against S. aureus SA1199-B. These results indicate that
Phyllanthin is able to modulate resistance to fluoroquinolones, possibly by inhibition
of NorA. This hypothesis was supported by in silico docking analysis, which
confirmed that Phyllanthin is a NorA binder. Thus, this compound can be used as a
potentiating agent of norfloxacin activity in the treatment of infections caused by
fluoroquinolone resistant S. aureus.

Key words: Phyllanthus amarus, Phyllanthin, Staphylococcus aureus,
fluoroquinolones, bacterial resistance, efflux pumps.
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1. Introducéao

Phyllanthus amarus Schumach. & Thonn (Phyllanthaceae), popularmente
conhecida como quebra-pedra, € uma erva medicinal amplamente distribuida em
ambientes tropicais e subtropicais e utilizada para o tratamento de véarias doencgas
devido as suas propriedades medicinais e farmacolégicas (KHATOON et al., 2006;
PATEL et al, 2011). Estudos sobre P. amarus tém validado antioxidantes
(PUTAKALA et al., 2015), atividade gastroprotetora (SHOKUNBI e ODETOLA,
2008), cardioprotetora (PUTAKALA et al., 2017) e antimicrobiana, incluindo as
bactérias multirresistentes (MAZUMDER et al., 2006; ADEGOKE et al., 2010;
BABATUNDE et al., 2014). A filantina e a hipofilantina sdo as principais lignanas
presentes em P. amarus (PEREIRA et al., 2017) e se destacam por apresentarem
atividade vasorrelaxante (INCHOO et al., 2011), anti-tumor (ISLAM et al., 2008) e
antimicrobiana (RIBEIRO et al., 2019).

A prevaléncia de doencas infecciosas causadas por bactérias e fungos
multirresistentes aumentou em todo o mundo (CHUA et al., 2014; VALI et al., 2015).
Véarios mecanismos de resisténcia bacteriana (Figura 1) tém sido caracterizados e
estudados, como a diminuicdo do influxo de antibidticos, inativacdo enzimatica do
antibiotico ou seu alvo, mutacdes, resultando em menor afinidade do antibiético pelo
seu alvo, além das bombas de efluxo ativas capazes de expulsar antibidticos para o
meio extracelular (REDGRAVE et al., 2014).
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Figura 1 - Mecanismos de resisténcia bacteriana.
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Fonte: Adaptado de KUMAR et al., 2013.

Legenda: (a): Modificagdo do alvo do farmaco; (b): inativagdo do farmaco por enzimas; (c): reducéo
da permeabilidade do farmaco por modificagdo de membrana; (d): efluxo ativo de drogas da célula
bacteriana.

Dentre 0os microrganismos que apresentam 0S mecanismos de resisténcia
anteriormente citados, a espécie Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) tem se destacado por causar altas taxas de mortalidade em pacientes
infectados. O S. aureus MRSA é responsavel por varias infeccdes de dificil
tratamento no ser humano, incluindo infeccbes da pele e dos tecidos moles,
septicemia, endocardite (CAHILL et al., 2017; HABIB et al., 2015; ASGEIRSSON et
al., 2017), pneumonia (WUNDERINK et al., 2012), enterite, meningite, osteomielite e
sindrome do choque toxico, representando uma ameaca significativa a saude global.

Desta forma, produtos naturais capazes de inibir os mecanismos de
resisténcia tém sido utilizados em combinagdo com antibidticos (BEYTUR et al.,
2014). Inibidores naturais ou sintéticos de bombas de efluxo tém sido propostos para
seu possivel uso como potencializadores da eficacia dos antimicrobianos contra a
resisténcia dos microrganismos (COELHO et al., 2016; COSTA et al., 2016).

Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar a atividade antimicrobiana
intrinseca do extrato de P. amarus (PAEE) e seu componente Filantina (PHY)

(Figura 2). Além disso, foi investigado sobre a participagdo do PAEE ou da PHY em
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modular a resisténcia a fluoroquinolona em S. aureus SA1199-B superexpressando

o efluxo da bomba NorA.

Figura 2 - Estrutura quimica da filantina.
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Fonte: HANH, SINCHAIPANID; MITREVE, 2013.

2. Material e Métodos
2.1 Material vegetal e obtencéo do extrato etanélico de P. amarus Schumach. &
Thonn

As partes aéreas de P. amarus (Figura 3) foram coletadas na cidade de
Angical do Piaui (latitude 06°05'09 "sul e longitude 42°44'20" oeste), Piaui, Brasil. A
exsicata da espécie P. amarus foi levada ao Herbario Graziela Barroso, da
Universidade Federal do Piaui (UFPI), a qual foi identificada pelo pesquisador Dr.
Marcos José da Silva da Universidade Federal do Goias (UFG), e depositada sob
registro TEPB: 30821. A espécie foi cadastrada no SISGEN sob identificacdo
AOABD12.

Figura 3 - Partes aéreas de P. amarus Schumach. & Thonn.
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O material vegetal foi macerado em etanol a 99% por 3 semanas, com
filtragem e troca do reagente a cada 7 dias. Em seguida, o filtrado foi submetido ao
rotaevaporador a 45 °C para a remocao do solvente e liofilizador para a obtencao
final do extrato de P. amarus (PAEE) (QUELEMES et al., 2015).

2.2 Filantina

A Filantina (PHY) utilizada neste estudo foi adquirida da Sigma-Aldrich St.
Louis, MO, EUA. As solucbes estoques de PHY foram preparadas em
dimetilsulféxido (DMSO-MERCK).

2.3. Andlise quimica do extrato etandlico de P. amarus Schumach. & Thonn
Aproximadamente 2 mg de PAE foram colocados em frascos de fundo redondo e
selados com um septo de borracha. O sistema de reacédo foi purgado com nitrogénio
e adicionadas duas gotas de piridina, recentemente destilada. A mistura reacional foi
agitada até completa dissolugcdo. Em seguida, 100 pL de N, O-bis-(trimetilsilil)
trifluoroacetamida (BSTFA) + trimetilclorosilano 1% (TMCS) foram adicionados. O
sistema foi aquecido para 85 °C sob agitacdo e atmosfera inerte durante 1 h. Os
constituintes foram analisados com o equipamento SHIMADZU GC-17A acoplado a
espectrometria de massas GCMS-QP5050A, equipado com uma coluna capilar MS5
(30 mm x 0,2 mm x 0,2 um espessura do filme) e a fonte de ions foi operada no
modo de impacto de elétrons (EI) a 70 eV.

Um pL da mistura dos produtos foi injetado em modo split (1:30) e em uma
temperatura de 300 °C e temperatura de interface de 300 °C. O programa de
temperatura do forno foi a partir de temperatura inicial de 120 °C, com tempo inicial
de 2 min, que foi aumentando para 300 °C a 10 °C min™. O gas hélio (99,9999%) foi
utilizado como gas carreador a um fluxo de 1 mL/min?. O quadrupolo do
espectrometro de massa foi operado em modo de varredura completa na faixa de
massa de 40 a 650 Da. O tempo total de varredura para uma corrida cromatografica
foi de 40 minutos. A identificacdo de constituintes foi feita por comparacdo de

espectros de massa com bibliotecas computacionais Wiley 229 e NIST.

2.4 Cepas microbianas e drogas

Para determinagdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) foram utilizadas
bactérias Gram positivas (Staphylococcus aureus ATCC 25923; Staphylococcus
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epidermidis ATCC 12228; Streptococcus pyogenes ATCC 19615), Gram negativas
(Serratia marcescens ATCC 8100; Escherichia coli ATCC 25923; Salmonella
Typhimurium ATCC 14028; Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) e uma estirpe
de levedura (Candida albicans ATCC 10231). O efeito modulador da resisténcia a
fluoroquinolona foi verificado em S. aureus SA1199-B, que superexpressa 0 gene
norA.

As cepas bacterianas foram mantidas em placas de agar nutriente (BHI,
Himedia, India) e as leveduras em agar Sabouraud Dextrose (SDA, Himedia, India) a
4°C. No dia anterior aos testes, as cepas bacterianas foram semeadas overnight a
37°C em caldo cérebro-coracdo (BHI, Himedia, India) e as leveduras em caldo
Sabouraud Dextrose (SDB, Himedia, India). Ciprofloxacina (Cip), Norfloxacina (Nor)
e brometo de etidio (EtBr) foram obtidos da Sigma-Aldrich St. Louis, MO, EUA.
Antibitticos e EtBr foram dissolvidos em agua estéril.

2.5 Avaliacédo da atividade antimicrobiana intrinseca

Esse ensaio teve por objetivo a determinacdo da concentracdo inibitoria
minima (CIM) e da concentracdo microbicida minima (CMM) para cada micro-
organismo, a fim de conhecer o espectro de acdo de PAEE e PHY. As solucdes
estoque de PAEE e PHY (10 mg/mL) foram preparadas em DMSO e, em seguida,
foram diluidas em agua destilada esterilizada para uma concentracao final de 1.024
pg/mL.

Concentracgdes inibitérias minimas (CIMs) foram determinadas por ensaio de
microdiluicdo, utilizando caldo BHI para bactérias e caldo Sabouraud para leveduras
(BARRETO et al., 2014), suspensdes de células com aproximadamente 10°> UFC/mL
e solucdes de PAEE variando de 8 a 512 pg/mL. As microplacas foram incubadas a
37 °C por 24 h, e entdo foram acrescidos 20 pL de resazurina (0,01% p / v em agua
destilada estéril) em cada poco para detectar o crescimento bacteriano pela
mudanca da cor do azul para o roseo (HUSSAIN et al., 2011).

As CIMs foram definidas como a concentracdo mais baixa na qual nao foi
observado crescimento microbiano. A inibicdo do crescimento microbiano foi
confirmada transferindo uma aliquota de cada po¢o da microplaca utilizada no
ensaio de CIM para uma placa com agar BHI para as bactérias e agar Sabouraud
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Dextrose para as leveduras. Apés 24 h de incubacdo a 37 °C foi verificado o

crescimento dos micro-organismos.

2.6 Modulacéo dos ensaios de resisténcia a fluoroquinolona

Para avaliar se PAEE ou PHY foram capazes de modular a resisténcia aos
antibidticos em S. aureus SA1199-B, CIM do antibiotico norfloxacin foi determinado
na presenca ou auséncia de concentragdes sub-inibitorias de cada produto natural
(1/8 ou 1/4 MIC). As concentragdes de antibidticos variaram de 0,125 a 128 ug/mL.
Placas de microtitulagdo foram incubadas a 37 °C por 24 h e as leituras foram
realizadas com resazurina, como previamente descrito.

Para verificar se a modulacdo de resisténcia as drogas ocorreu devido a
inibicdo da bomba de efluxo, o ensaio de modulacdo foi realizado substituindo
norfloxacina por EtBr, um substrato conhecido de bombas de efluxo (MARKHAM et
al., 1999) aqui usado como um indicador de inibicdo da bomba de efluxo. Também
foram realizados ensaios de controle substituindo PAEE ou PHY por clorpromazina
(CPZ), que € um conhecido inibidor da bomba de efluxo (NEYFAKH et al., 1993)

2.7 Previsao de estrutura de NorA e analise de docking molecular

Para entender o modo de ligacdo da PHY foi gerado um modelo
tridimensional de NorA que foi usado para simulacGes de acoplamento de ligantes.
Para gerar o modelo, a sequéncia primaria de aminoacidos de NorA foi recuperada
do banco de dados NCBI GenBank (ID do GenBank: NP 001038224) e foi inserido
no servidor web I-TASSER. O melhor modelo com maior escore de confianca
(escore C) foi escolhido. Simulagdes Acoplagem ligand foram realizadas usando o
AutoDock Vina com AutoDockTools (ADT). Foi definido o nimero de modos de
ligacdo para 100 e exaustividade definido para 20. A pontuacéo do poses de encaixe
geradas foram baseadas na funcéo de pontuacéo Vina.

2.8 Andlise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicatas e o0s resultados foram
normalizados por calculo dos valores médios geométricos. Desvio de erro e desvio
padrdo da média geométrica foram reveladas. Diferencas entre o tratamento com
antibioticos sozinho ou associados a PAEE, PHY ou clorpromazina foram analisados



172

utilizando andlise de variancia (ANOVA). As diferencas mencionadas acima foram
analisadas pelo pos-teste de Bonferroni e p<0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.
3. Resultados e discussao
3.1 Atividade antibacteriana intrinseca

A andlise da composicado quimica do PAEE por GCMS mostrou a presenca
das lignanas nirantina, hipofilantina, nirtetralina, filantina e filtetralina como
compostos principais, seguido por lignana D e lignana 370 (Tabela 1), como relatado
em estudos anteriores (PEREIRA et al., 2016). Nossos resultados também estdo de
acordo com outro estudo que identificou filantina e nirantina nas partes aéreas da
planta (PEREIRA et al., 2017).

Tabela 1 - Constituintes do extrato das partes aéreas de P. amarus (PAEE).

Composto Tempo de retencao Area de pico
(min) (%)
Filantina 19,950 12,39
Filtetralina 20,042 9,57
Nirtetralina 20,500 13,48
Hipofilantina 21,033 13,53
Nirantina 21,100 20,87
Lignana D 21,192 1,18
Lignana 370 21,367 1,97

As concentra¢cdes minimas inibitérias (MIC) e minimas microbicidas (MMC)
encontradas para PAEE contra as cepas microbianas estudadas foram testadas pelo
método de microdiluicdo e séo apresentadas na Tabela 2. Para Holetz et al., (2002),
extratos de plantas podem apresentar boa, moderada e fraca atividade
antimicrobiana ou inativos se apresentarem MIC abaixo de 100 pg/mL, variando
entre 100 e 500 pg/mL, entre 500 e 1000 pg/mL ou acima de 1000 ug/mL,

respectivamente.
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De acordo com este critério, o PAEE nao apresentou atividade
antimicrobiana intrinseca clinicamente relevantes (CIM 21024 ug/ml) contra as cepas
de bactérias Gram-positivas testadas (S. aureus-ATCC-25923, Staphylococcus
aureus-1199-B, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes), bem como
da cepa fungica Candida albicans ATCC 10231. No entanto, o PAEE mostrou boa
atividade antibacteriana contra as cepas Gram-negativas (CIM variando de 32 a 128
pMg/mL), exibindo efeito microbicida para Serratia marcescens ATCC 8100 e
Escherichia coli ATCC 25923 e efeito bacteriostatico para Salmonella Typhimurium
ATCC 14028; e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Tabela 2).

Estes resultados estdo de acordo com um estudo anterior que verificou uma
boa atividade para o extrato etandlico das partes aéreas de P. amarus contra
Escherichia coli (GBADAMOSI, 2015). Resultados semelhantes também foram
encontrados para o extrato metandlico de P. amarus contra bactérias Gram-
negativas (MAZUMDER; MAHATO; MAZUMDER, 2006).

Tabela 2 - Médias geométricas da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Microbicida Minima (CMM) do Extrato de P. amarus (PAEE) contra

diferentes cepas.

(Mg/mL)

Microrganismos CIM MMC MMC/MIC Efeito
Staphylococcus aureus ATCC 25923 4096 4096 - Nenhuma atividade
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 2048 = 4096 - Nenhuma atividade
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 2048 =4096 - Nenhuma atividade
Serratia marcescens ATCC 8100 128 512 4.0 Bactericida
Escherichia coli ATCC 25923 32 128 4.0 Bactericida
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 32 256 8.0 Bacteriostéatica
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 128 725 5.6 Bacteriostatica
Candida albicans ATCC 10231 1024 2048 - Nenhuma atividade

ATCC: Colecéao de cultura americana.

Ensaios de microdiluicdo com PHY, um dos principais compostos de PAEE,

também foram realizados, no entanto, foi inativo contra todas as cepas testadas.
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Estes resultados indicam que a PHY ndo é o componente antimicrobiano do P.
amarus como sugerido anteriormente (MAZUMDER; MAHATO; MAZUMDER et al.,
2006). No entanto, ndo podemos descartar uma possivel sinergia entre a PHY e
outros compostos fitoquimicos presentes no PAEE, que atuam na inibicdo das

bactérias Gram-negativas.
3.2 Modulagéo da atividade antibiotica

A atividade moduladora do PAEE ou PHY sobre a resisténcia a norfloxacina
foi avaliada usando a estirpe SA1199-B, que superexpressa o gene norA, o qual
codifica o transportador de mdltiplos farmacos, conferindo resisténcia as
fluoroquinolonas por efluxo ativo (KAATZ et al., 1995). Neste ensaio, o MIC para
norfloxacina foi determinado na auséncia ou presenca de PAEE ou PHY em
concentragbes subinibitérias. Os resultados mostraram que o PAEE melhorou a
atividade da norfloxacina, diminuindo em quatro vezes (de 64 a 16 pg/mL) a CIM
desse antibidtico contra a estirpe SA1199-B (Figura 4A).

O efeito modulador do PAEE e PHY foi semelhante ao verificado para a
clorpromazina (CPZ), um conhecido inibidor da bomba de efluxo (EPI) NorA
comumente utilizada como controle positivo (NEYFAKH et al., 1993). Nossos
resultados sugerem que o PAEE é formado por compostos capazes de modular a
resisténcia as fluoroquinolonas em S. aureus superexpressando NorA,
provavelmente por inibicdo de NorA.

O efeito modulador do PAEE também foi verificado quando o antibiotico foi
substituido por brometo de etidio (EtBr) (Figura 4B), um conhecido substrato da
bomba NorA e utilizado como controle positivo, cujo mecanismo de resisténcia é
exclusivamente mediada por bombas de efluxo (MARKHAM, 1999). Este resultado
indica que a modulacdo da resisténcia pelo PAEE pode ser devida a presenca de
inibidores de bomba NorA no extrato, levando & acumulagcédo de EtBr nas células
bacterianas.

Os resultados encontrados para a PHY isolada mostraram que este
composto apresentou melhor modulagéo da resisténcia a norfloxacina do que o
PAEE (Figura 4A), sendo capaz de diminuir a CIM de norfloxacina em até 5 vezes
(de 64 para 12,7 pg/mL) contra SA1199-B. Além disso, a PHY também foi capaz de
modular a resisténcia ao EtBr indicando que a PHY é um dos inibidores de NorA

presentes na composicao do PAEE.
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Figura 4 — Concentracédo inibitéria minima da Norfloxacina (Nor) (A) e Brometo de
Etidio (EtBr) (B) na auséncia ou presenca de extrato etandico de Phyllanthus
amarus (PAEE), Filantina (PHY) ou Clorpromazina (CPZ) contra SA1199-B. Cada
resultado € a média geométrica de trés experimentos simultaneos. (****) Valores

estatisticamente significantes (p <0,0001).
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A inibicdo de bombas de efluxo de S. aureus foi relatada para diferentes
compostos de plantas, tais como taninos (TINTINO et al., 2016; SANTOS et al.,
2018), curcuminoides (JOSHI et al., 2014), flavondides (SABATINI et al., 2011),
terpenos (MILADI et al., 2016), cumarinas (ROY et al., 2013) e alcalb6ides (KALIA et
al., 2012; COSTA et al., 2016).

Um estudo anterior verificou que o composto metoxilado 4'5,6,7
tetrametoxiflavona (log P=2.69) mostrou o melhor efeito modulador da resisténcia a
norfloxacina na estirpe SA1199-B, sugerindo que o grau de lipofilicidade conferido
pelos grupos metoxilicos € uma caracteristica importante dos potenciais EPIs (KALIA
et al.,, 2012). Além disso, um estudo recente relatou que a introducdo de grupos
metoxi no nucleo de 2-fenilquinolina melhorou a capacidade do derivado para inibir

NorA (MAIA et al., 2011). Curiosamente, esse recurso € presente em PHY que tem
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seis grupos metoxi e seu valor log P é 3,30 + 0,05 a pH 7,48, sugerindo que a
filantina € um composto lipofilico que pode ter boa permeabilidade através de
membranas biolégicas (FELICETTI et al., 2018).

Os resultados da analise de docagem molecular mostraram que PHY tem
uma afinidade de ligacdo de -6,7 kcal.mol® (Figura 5). Além disso, GLN51 e
ASP510 estdo envolvidos na ligagdo do hidrogénio entre o composto e o local de
ligacdo NorA. Sequéncia multipla de alinhamento do NorA com sequéncias protéicas
pertencentes a familia MFS revelou que GIn51 é conservado no dominio desta
familia (ROY et al., 2013). A interagdo com GLN51 desempenha um papel
importante na ligagdo do ligante, como verificado para outro inibidor, como a
Riparina-B (COSTA et al., 2016) Reserpina (HANH et al., 2013; ROY et al., 2013) e
ginsenoside 20 (S)-Rh2 (HANH, et al., 2013). A ligagdo Asn340 e NorA foi
observado em outros inibidores de NorA, como o ginsenosideo 20 (S)-Rh2 (HANH et
al., 2013) e Riparina-B. A orientagdo da filantina dentro da bolsa hidrofébica
forneceu estabilidade complexa adicional por fortes intera¢des hidrofébicas com os
aminoacidos de NorA. Desta forma, a interacao verificada entre a Filantina e NorA

foi semelhante com outros estudos.
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Figura 5 - Interacdo da filantina no local de ligagdo do NorA mostrando ligacdes H
formacao entre Filantina e GLN51 ou ASN340 que proporciona estabilidade ao
complexo proteina/ligando (A). Orientacdo da filantina ligada a cavidade central da
proteina (B).
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Infec¢des causadas por S. aureus resistente a meticilina (MRSA) ainda é um
sério problema de salde publica que continua apresentando altas taxas de
prevaléncia em hospitais e comunidades em todo o mundo (ZHANG et al., 2014). A
superexpressdo de bombas de efluxo € um importante mecanismo pelo qual o
MRSA evita o efeito do antibiético. Inibicdo das bombas de efluxo por compostos
como PHY poderia ser uma estratégia promissora contra MRSA. Portanto, nossos
resultados abrem a perspectiva de uma nova aplicagdo tecnolégica da PHY como
adjuvante da norfloxacina para o tratamento de infec¢bes causadas por S. aureus
resistentes as fluoroquinolonas por superexpressao de bombas de efluxo

dependentes da for¢a protonica como NorA.

4. Conclusao

O extrato das partes aéreas de P. amarus mostrou atividade antimicrobiana
contra todas as cepas Gram-negativas testadas, mas foi inativa contra bactérias
Gram-positivas e leveduras. Além disso, o extrato e um de seus compostos
majoritarios, a Filantina, foram capazes de potencializar a atividade antibiética da
norfloxacina contra o SA1199-B que superproduza a bomba de efluxo NorA. A
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modulagéo da resisténcia a fluroquinolona verificada neste estudo esta relacionada
com a inibicdo da bomba de efluxo dependente da forca motriz proton NorA pela
Filantina. Esta hipotese foi corroborada por docagem in silico entre Filantina e NorA.
Assim, a filantina pode ser utilizada como adjuvante da norfloxacina no tratamento

de infec¢Bes causadas por S. aureus resistente a fluoroquinolona.
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Consideracdes finais

Esta pesquisa teve 0 objetivo de investigar a atividade biolégica do PAE,

MgCl,, PAE+MgCI, e/ou Cha PAE+MgCl, 3%, quanto as propriedades toxicoldgicas,

citotoxicas, hipotensora, anti-hipertensiva e antimicrobiana em protocolos in vitro e in

vivo, de modo a propor uma alternativa para o tratamento da hipertensdo, além de

indicar substancias que potencializam a atividade de antimicrobianos, cujos

resultados possibilitaram as seguintes inferéncias:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Nas maiores concentracdes testadas de PAE e PAE+MgCI, observou-se maior
reducdo na viabilidade celular de linhagens de células de macrofagos, enquanto
o MgCl; ndo causou citotoxicidade. Porém s&o necessarios mais estudos que
definam e caracterizem melhor a toxicidade destes compostos.

O teste farmacologico com dose Unica de PAE, MgCl2 ou PAE+MgCl2 por via
oral ndo revelou a presenca de sinais de toxicidade, ndo tendo ocorrido morte,
podendo ser considerado seguro quando administrado por via oral.

O tratamento com PAE, MgCl2 ou PAE+MgCl2 ndo produziu alteracoes
bioquimicas em ratos tratados com dose Unica de 2000 mg/kg, demonstrando
auséncia de toxicidade em parametros hepaticos e renais. No entanto, séo
necessarios estudos mais prolongados para averiguar possiveis danos no
sistema fisiologico decorrente da administracdo crbnica, bem como analises
histopatoldgicas de 6rgaos vitais.

O PAE+MgCI, administrado por via endovenosa nas doses de 25, 50 e 100
mg/kg, promoveu efeito hipotensor dose-dependente em ratos normotensos e
efeito anti-hipertensivo dose-dependente, em animais hipertensos L-NAME;

O tratamento por via oral com PAE+MgCl,, por 7 dias na dose de 300 mg/kg/dia
ou Cha PAE+MgCI; (3%) apresentaram efeito anti-hipertensivo em modelos de
animais L-NAME;

O PAE apresentou atividade antimicrobiana contra cepas Gram-negativas,

enquanto a Filantina foi inativa contra todas as cepas testadas;

7) A adicao de PAE ou Filantina aos meios de crescimento em concentragdes sub-

inibitérias aumentou a atividade da Norfloxacina, contra uma linhagem de S.

aureus que superexpressa o gene NorA, sugerindo que os produtos naturais
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testados podem potencializar a acdo deste antibidtico no tratamento de

infeccBes causadas por S. aureus resistente a fluoroguinolonas.
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ANEXO 1: Avaliacdo do comité de ética em experimentagcdo animal da UFPI

MINISTERIO DA EDUCAGAO .
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA Ryt

COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
pus Universitdrio Mn Potrd) Pml-nwvmmm;cv:musso
Telofone (86) 3215-5734 _a-mait ceeapiBulpl edu br

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada ‘Proposta de uma formulagdo farmacéutica
extraido de Phyllanthus niuri, associada 3 Mimosa pudica e Cloreto de Magnésic
com potencial anti-hipertensivo”, registrada n® 2236, sob a responsabilidade da
Profa. Dra. ALDEIDIA PEREIRA DE OLIVEIRA- Nicleo de Pesquisas em Plantas
Medicinais/lUFPI que envolve a producdo, manutencdo ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de Pesquisa
Cientifica- encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), e foi Aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPI) da Universidade Federal do
Piaui, em Reunido na presente data 16/09/2016.

Finalidade ( ) Ensino {X) Pesquisa Cientifica
Vi ncia da Autorizacao OUUWMSQVFWWMIN19
Espécie/Linhagem)/ 1. Camundongo heterogénicol Swiss
e 2. Rato heterogénicol Wistar
N° de Animais 1. 95
2. 190

Peso/ Idade 1. 25-30 g/ 3 meses
2. 200-250 g/ 3 meses

Sexo

Origem
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ANEXO 2: Confirmacao de submisséo a Revista Phytomedicine

Submission Confirmation = Caixa deentrada x

Ingrid Maier” < <ecesserver@eesmail elsevier com> 1712 (hé 8 minutos)  YX¥
paraeu ~
*** Automated email sent by the system ***

Dear Professor Alessandra Maria Braga Ribeiro,

We have received your article effect of F amarus & Thonn with chionde in rats” for for n asOngmnal Article

Your manuscript will be given a reference number once an editor has been assigned.
To track the status of your paper, please do the following
1. Go to this URL: hitps /lees elsevier com/phymed/
2 Enter these login details:
Your username is: alessandra@ifpi edu br
If you need to retrieve password details, please go to: htip //ees elsevier com/PHYMED/automail_query asp.

3. Click [Author Login]
This takes you to the Author Main Menu.

4 Click [Submissions Being Processed]

Thank you for submitting your work to this journal

Kind regards,

Artigo submetido da Revista Phytomedicine: Qualis A1 em biotecnologia; Fator de
impacto: 4.180
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