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INVESTIGACAO DOS EFEITOS ANTI-ARGINASE DE Euphorbia umbellata
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Resumo

A disfuncdo endotelial é caracterizada pelo prejuizo de resposta vasodilatadora,
sendo a baixa biodisponibilidade do o6xido nitrico (NO) uma das causas. Nesse
sentido, a competicdo pelo substrato entre as enzimas arginase e Oxido nitrico
sintase (NOS) contribui para a baixa na producdo de NO. Sabendo-se que as
plantas constituem vasto arsenal terapéutico para a pesquisa e desenvolvimento de
novos farmacos, buscou-se avaliar o efeito anti-arginase do extrato polar das cascas
de Euphorbia umbellata. Tal avaliacéo foi feita em estudos in vivo e ex vivo em ratos
com hiperglicemia induzida. Como resultado, observou que 0s animais que
receberam o tratamento com o extrato polar da planta apresentaram um aumento da
vasodilatacdo e uma diminui¢cdo da creatinina dosada do soro em comparacdo com
0s animais controle. Por fim, sugere-se que a inibicdo da arginase pelos extratos de
E. umbellata em ratos hiperglicémicos tenha contribuido para a melhora da fungéo
endotelial, mostrada pelos resultados obtidos.

Introducao

Doencas como hipertenséo e diabetes caracterizam-se pelo desenvolvimento
da disfuncdo endotelial, representada pela diminuicdo da disponibilidade de 6xido
nitrico (NO) nas células endoteliais. O NO é responsavel por promover a
vasodilatacao, por aumentar o diametro dos vasos e, consequentemente, aumentar
o fluxo sanguineo (HUYNH et al., 2009).

No processo de disfungdo do endotélio, a reducdo da biodisponibilidade do
NO ocorre por um mecanismo de competicdo pelo substrato L-arginina pelas
enzimas Oxido nitrico sintase (NOS) e arginase. Assim, quando se aumenta a
atividade da arginase, ha uma diminuicdo da producdo do NO (ORTIZ-VILCHIS et
al., 2017). Por outro lado, um estudo relatou que o extrato obtido de cacau
(Theobroma cacao) contendo flavonoides, especificamente (-)-epicatequina (EPI),
demonstrou inibicdo da arginse e favorecimento dos niveis de NO, resultando em
um efeito vasodilatador pronunciado (SCHNORR et al., 2008).

Nesse sentido, sabe-se que muitas plantas que possuem US0S
etnofarmacologicos para tratamento de indmeras doencas nao tém suas
propriedades ainda estudadas. A Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns é uma espécie
conhecida popularmente como janauba ou leitosinha, apresenta inumeras
atividades biologicas descritas e é utilizada na medicina popular, de modo geral,
como anti-inflamatéria, devido a grande presenca de compostos fendlicos
(MINOZZO et al., 2016).

De acordo com a literatura, substancias pertencentes a esta classe
apresentam atividade de inibicdo da enzima arginase, por isso, buscou-se neste

_ Universidade Estadual de Ponta Grossa - UEPG
' Dias 23 e 21 de outubro de 2018 - I1SSN 1676-0003



‘;n
/\

S
/ XXVIl Encontro Anual de Iniciagao Cientifica e o | c
L‘ IV Encontro Anual de Iniciagao Cientifica JUnior 2018

trabalho avaliar a acdo anti-arginase do extrato polar das cascas de Euphorbia
umbellata, objetivando demonstrar um possivel efeito desse extrato na melhora de
quadros que envolvem disfuncéo endotelial.

Materiais e Métodos.

1) Obtencdo das fracdes de Euphorbia umbellata: as cascas da planta foram
coletadas na regido de Ponta Grossa, Parana, Brasil, secas em temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. Para obtencdo do extrato bruto, uma quantidade de
cascas foi minimamente triturada e posta em equipamento de Soxhlet. A fracao
metanolica, usada neste estudo, foi obtida pelo mesmo método extrativo a partir
do extrato bruto; em seguida procedeu-se a concentracdo pelo processo de
rotaevaporacao, liofilizagdo e armazenamento + 4°C até o momento do uso.

2) Animais: ratos Wistar machos (180-250 g, 11-13 semanas) foram obtidos do
Nucleo de Estudos Avancados da Vida (NAEVI) da Universidade Estadual de
Ponta Grossa (UEPG). Os testes foram projetados de acordo com os Principios
Eticos de Experimentacdo Animal do Conselho Brasileiro de Experimentos de
Animais. O protocolo experimental (n°10922/2016) foi aprovado pelo Comité de
Etica em Uso Animal (CEUA) da UEPG.

3) Estudo in vivo: os animais foram randomizados em 3 grupos experimentais (n= 4-
9). Os animais foram mantidos em jejum prévio de 12 horas e a hiperglicemia foi
induzida por duas doses consecutivas de estreptozocina injetadas na regiao
intraperitoneal. Na sequéncia, os ratos foram aleatoriamente divididos para
receber os tratamentos (por gavagem):. fracdo metandlica, salina (sham) e o
veiculo (dimetilsulféxido 20% em salina), como o controle negativo. Os
tratamentos foram administrados durante 14 dias, uma vez ao dia. Ao final das 2
semanas de estudo, os animais foram heparinizados e anestesiados (quetamina
e xilazina) para retirada da aorta, realizagdo do teste de reatividade vascular e
retirada do sangue para as determinacdes bioquimicas.

4) Reatividade vascular: a artéria toracica descendente foi cuidadosamente retirada,
limpa e cortada em aneis de aproximadamente 3-5 mm. Para cada animal, 2
aneis de aorta foram suspensos em banho de 6rgdo, submetidos a uma tensao
basal de 1 g. Na sequéncia, adicionou-se 1uM de fenilefrina (PHE) para
contracdo durante 10-15 minutos, logo, mais 10 uM de acetilcolina (ACH) para
relaxamento por mais 10-15 minutos e novas lavagens foram feitas (30 minutos)
para estabilizacdo do anel. O proximo passo foi a contracdo dos aneis de aorta
até 70% do efeito maximo observado na curva da PHE. Por dltimo, contraiu-se
novamente com PHE até 70% e estabeleceu-se a curva de relaxamento com
nitroprussiato de sédio (NPS, 1 nM — 30 uM). Todos os dados da tenséo formada
sobre os aneis pelo uso dos agentes vasoativos foram registrados por
transdutores de forca acoplados ao sistema Powerlab 4/30 com interface no
software LabChart8.

5) Medidas plasmaéticas: foi utilizado equipamento de analises bioquimicas
disponivel no laboratorio escola da UEPG , com kits de ensaio da marca Wiener
para dosagem de ureia e creatinina no soro dos animais.

6) Andlise estatistica: os dados foram e expressos como média + erro padréo da
meédia. Utilizou-se o software GraphPad Prism 5.1 para analise e representacdes
gréficas, sendo que foram consideradas significantes medidas com diferencas
superiores a p < 0,05, conforme teste de variancia (ANOVA) seguido de pés-teste
de Bonferroni.
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Resultados e Discusséo

Na realizacdo do preparado do extrato bruto da casca de Euphorbia umbellata
obteve-se um rendimento de 38,52%. A partir desse extrato bruto, foi obtida a fracao
metandlica, com um rendimento de 15,92%. Além disso, na padronizacdo da dose
de estreptozocina para a inducdo da hiperglicemia foram utilizados cinco animais
gue receberam por via intraperitoneal injecées de 1 mL de estreptozocina em dose
Gnica ou dois dias consecutivos. Feitas as aplicacdes, ao terceiro dia foi confirmada
a glicemia por glicosimetro digital.

ApOs a etapa descrita acima, obtiveram-se 0s seguintes resultados:

Dose de Concentracdo | Volume a

Animal | Peso (g) |STZ Via fi .
inal administrar

(mg/Kg)
1 265 50 + 50 IP 13,25 mg 1 mL (salina)
2 300 50 + 50 P 15 mg 1 mL (salina)
3 298 100 IP 29,8 mg 1 mL (salina)
4 298 150 IP 44,7 mg 1 mL (salina)
5 318 200 IP 63,6 mg 1 mL (salina)

Legenda: STZ: estreptozocina, IP: intraperitoneal
Tabela 1. Dados coletados do modelo de indugéo de hiperglicemia in vivo por STZ (ip)

Ao confirmar os valores no terceiro dia, verificou-se que os animais 1 e 2
apresentaram glicemia capilar de 297 e 318 mg/dL respectivamente, confirmando
dessa maneira uma hiperglicemia (> 250 mg/dL). Entretanto, os demais animais
apresentaram a glicemia capilar <250 mg/dL. Apos 10 dias da primeira aplicacédo da
dose, os animais 1 e 2 apresentaram glicemia de 455 e 443 mg/dL respectivamente,
estabelecendo dessa forma a padronizacdo da dose (50 mg/Kg em dois dias
consecutivos) para a indugéao da hiperglicemia.

No experimento com aneis da aorta, quando expostos a acetilcolina (ACH)
(Figura 1), aqueles provenientes dos animais que receberam como tratamento o
veiculo ndo obtiveram uma resposta eficaz no relaxamento, pois, devido a disfungéo
endotelial as células apresentam prejuizo no seu funcionamento e ndo produzem
NO de maneira satisfatéria para ocorrer a vasodilatacdo. No entanto, os animais que
receberam como tratamento a fragdo metandlica, bem como o grupo sham,
mostraram que houve relaxamento quando em contato com a ACH.

Esses resultados indicam que, dentre os mecanismos propostos para o efeito
observado, houve uma inibicdo da arginase pela fracdo metandlica extraida das
cascas da Euphorbia umbellata e com isso um melhora da vasodilatacdo em razéo
da maior biodisponibilidade de NO ao endotélio vascular. Ao entrarem em contato
com o nitroprussiato de sodio (NPS) (Figura 1), todos 0os grupos obtiveram uma
resposta positiva frente a vasodilatagdo, pois, o0 NPS atua de forma direta como
doador de NO, isto &, resposta independente do endotélio, validando, dessa
maneira, os resultados alcancados.
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Figura 1. Resposta de aneis da aorta em contato com a acetilcolina (Ach) e nitroprussiato de sédio
(NPS). *** significa p < 0,001 em relagéo ao veiculo (dimetilssulfoxido: salina estéril 1:5) , ANOVA de
uma via seguido do pos-teste de Bonferroni.

Nas medidas plasmaticas, ndo se observou diferenca sobre os valores de
ureia entre os grupos de tratamento. Contudo, houve diminuicdo da creatinina no
grupo tratado com a fracdo metandlica (Figura 3). Supde-se, com isso, haver maior
oferta da L-arginina a enzima NOS para a sintese de NO, uma vez esse substrato
também é usado para a sintese de creatinina.
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Figura 3: Dosagem de ureia e creatinina plasmaticas de animais tratados durante 14 dias, 30 mg/Kg
(n=5 por grupo). ** significa p < 0,01 em relag@o ao grupo controle. ANOVA de uma via seguido do
pos-teste de Bonferroni.

Conclusdes

Conclui-se que o grupo de animais hiperglicémicos que recebeu tratamento com a
fracdo metandlica das cascas de Euphorbia umbellata apresentou melhor resposta
de vasodilatacdo, bem como diminuicdo da creatinina quando comparado ao grupo
controle negativo, sugerindo-se, assim, uma possivel inibicdo da arginase e
consequente aumento de NO para manutencédo da resposta vasodilatadora.
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