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Resumo:

Nectandra grandiflora Nees, € produtora de 6leo essencial (OE) e se tornou alvo de pesquisas devido ao
seu potencia bioldgico/ farmacoldgico. Este OE € composto majoritariamente por sesquiterpenoides,
dentre eles destaca-se o congtituinte selin-11-en-4-alfa-ol (SEL). Este composto possui atividades
farmacologicas que refletem o seu potencial, como as atividades antimicrobiana e repelente de
carrapatos. Além disso, o composto SEL possui estrutura quimica semelhante a outra substancia presente
no OE de N. grandiflora, denominada de (+)-deidrofuquinona, cuja atividade depressora do sistema
nervoso central (SNC) foi descrita em estudos recentes. Sinaptossomas sdo estruturas vesiculares
constituidas de terminais pré-sinapticos e sdo consideradas um modelo in vitro que mimetiza a fungdo
singptica. Este modelo vem sendo utilizado para a elucidagdo de vias de sinalizagdo que regulam a
neurotransmissdo, fluxo iénico e interacdo de proteinas sinapticas com farmacos. Portanto, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito do composto SEL sobre o potencial de membrana em sinaptossomas de
camundongo. O OE foi submetido ao fracionamento através de coluna cromatografica (CC), utilizando
gel de silica como fase estacionéria e mistura de solventes como fase mével. O OE foi adicionado a uma
CC dando origem ao SEL isolado. Adicionalmente, o composto SEL teve seu espectro de massas
comparado com o0 de uma amostra auténtica previamente caracterizada por Ressonancia Magnética
Nuclear. Foram utilizados neste estudo camundongos Swiss machos. Essa metodologia foi aprovada pelo
Comité de Etica da UFSM (3627041115). Para a obtenc&o do tecido, para o preparo dos sinaptossomas
os camundongos foram eutanasiados por decapitacdo e imediatamente foi removido o cortex, o qual foi
homogeneizado em meio contendo sacarose seguindo-se uma série de centrifugacfes e isolamento dos
sinaptossomas em gradiente de Percoll. As variagbes no potencial de membrana sinaptossomal foram
detectadas utilizando o indicador fluorescente. O potencial de membranafoi expresso como razéo entre a
variagdo de unidades relativas de fluorescéncia e os valores da linha de base (RFU/F). O composto SEL
apresentou acdo sobre o potenciad de membrana sinaptossomal semelhante a0 DZP (1 M) nas
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concentragOes de 1-100 M. Adicionamente, este efeito sobre o potencial de membrana, caracterizado
como hiperpolarizagdo, foi sustentado durante todo o tempo do teste (70 s), sendo essa uma caracteristica
de moléculas capazes de causar inibicdo neuronal. Em modelos experimentais, um dos mecanismos
utilizados para protegéo contra hiperexcitabilidade do SNC é o aumento da inibigdo neuronal através da
promocdo de hiperpolarizacdo. Além disso, este aumento da inibicdo neuronal pode resultar em efeitos
farmacologicos como efeito ansiolitico, sedativo, hipnético e anestésico. O sesguiterpenoide (+)-
deidrofugquinona, composto majoritario do OE de N. grandiflora também induziu hiperpolarizacdo de
membrana e este efeito foi ligado a uma atividade neurodepressora in vivo em camundongos. Portanto, o
composto SEL, se mostra como uma molécula promissora, uma vez que possui potencial neurodepressor
em camundongos. Desse modo, os resultados sugerem que SEL modula o potencial de membrana em
camundongos. Desta forma, este composto pode ter a habilidade de induzir atividade de inibicdo
neuronal.
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1.

SELIN-11-EN-4-ALFA-OL ALTERA POTENCIAL DE MEMBRANA EM
SINAPTOSSOMA DE CAMUNDONGO

INTRODUCAO

Nectandra grandiflora Nees, conhecida popularmente como canela-amarela, é
nativa e endémica do Brasil, sendo encontrada no sudeste e sul do pais (BAITELLO,
2003; MARQUES, 2007; QUINET, 2017). Esta espécie é produtora de 6leo essencial
(OE) e se tornou alvo de pesquisas devido ao seu potencial biolégico/ farmacoldgico.
Este OE é composto majoritariamente por sesquiterpenoides, dentre eles destaca-se
o constituinte selin-11-en-4-alfa-ol (SEL) (GARLET et al., 2016; SILVA, D. T., 2013).
Este composto possui atividades farmacolédgicas que refletem o seu potencial, como
as atividades antimicrobiana e repelente de carrapatos (CANTRELL; CARROLL;
KLUN, 2007; RASOANAIVO et al., 2013; RODRIGUES et al., 2016). Além disso, o
composto SEL possui estrutura quimica semelhante a outra substancia presente no
OE de N. grandiflora, denominada de (+)-deidrofuquinona, cuja atividade depressora
do sistema nervoso central (SNC) foi descrita em estudos recentes (GARLET et al.,
2016; GARLET et al., 2017)

Algumas estratégias sao utilizadas para avaliar a acdo de compostos com
possivel atividade neurodepressora, como por exemplo a modulagdo do potencial de
membrana em sinaptossomas. Sinaptossomas sdo estruturas vesiculares
constituidas de terminais pré-sinapticos e sao consideradas um modelo in vitro que
mimetiza a fungéo sinaptica. Este modelo vem sendo utilizado para a elucidacao de
vias de sinalizagdo que regulam a neurotransmisséo, fluxo ibnico e interacao de
proteinas sinapticas com farmacos (DUNKLEY; JARVIE; ROBINSON, 2008;
ERECIFISKA et al., 1996; PHILLIPS et al., 2001). Portanto, o objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito do composto SEL sobre o potencial de membrana em
sinaptossomas de camundongo.

2. METODOLOGIA

2.1 ISOLAMENTO DO CONSTITUINTE SEL

O OE foi submetido ao fracionamento através de coluna cromatografica (CC),
utilizando gel de silica 60 (Macherey-Nagel, 70-230 mesh), como fase estacionaria
na proporcao Oleo/adsorvente de 1:100 e mistura de solventes como fase mével. O
OE (SEL: 5,09%) foi adicionado a uma CC (650 mm de comprimento x 75 mm de
diametro; eluente: hexano/acetona, 95:5; fluxo livre; 100 mL/ fracdo) dando origem a
fracbes contendo o SEL isolado (450 mg; 97%). As fracbes de coluna foram
concentradas em rotaevaporador e o constituinte isolado foi mantido a -4°C até os
ensaios. A andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
foi realizada em um em um sistema hifenado AGILENT 7890A, equipado com um
detector seletivo de massas AGILENT série 5975C. Os componentes foram
identificados com base nos indices de retencdo de Kovats (IK), determinados
através da utilizacdo de uma curva de calibragdo de uma série homéloga de n-
alcanos (C8-C40) (ADAMS, 2011; NIST, 2008). Adicionalmente, o composto SEL



teve seu espectro de massas comparado com o de uma amostra auténtica
previamente caracterizada por Ressonancia Magnética Nuclear.

2.2 ANIMAIS
Foram utilizados neste estudo camundongos Swiss, machos (25-30 g),
obtidos do Biotério central da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) e
mantidos em um ciclo claro/escuro de 12 h (Luzes acesas das 07 as 19h) em caixas
de polipropileno, em temperatura de 24 + 2°C e com livre acesso 4 agua e alimento
(racao comercial). Essa metodologia foi aprovada pelo Comité de Etica e Bem-Estar
Animal da UFSM e registrada sob numero 3627041115.

2.3 PREPARACAO DOS SINAPTOSSOMAS

Os sinaptossomas foram preparados de acordo com método adaptado de
(NAGY; DELGADO-ESCUETA, 1984). Para a obtencado do tecido, camundongos
foram eutanasiados por decapitacdo e imediatamente foi removido o coértex, o qual
foi homogeneizado em meio contendo sacarose 320 mM, HEPES 5 mM e EDTA 0,1
mM em pH 7,4, seguindo-se uma série de centrifugacdes e isolamento dos
sinaptossomas em gradiente de Percoll. O conteddo proteico foi determinado
usando o método de Bradford (1976). Os sinaptossomas foram mantidos a 4 °C e
usados entre 3-4 h ap6s sua obtencdo. A viabilidade dos sinaptossomas foi
monitorada em paralelo a cada experimento através do ensaio enzimatico da lactato
desidrogenase (LDH), realizado com kit comercial (LDH kit, Biotécnica, Brasil). A
absorbancia foi medida em 340 nm em equipamento FlexStation 3 Multi-Mode
Microplate Reader® e a viabilidade foi expressa como porcentagem relativa da
liberagdo maxima de lactato.

2.4 POTENCIAL DE MEMBRANA

As variagbes no potencial de membrana sinaptossomal foram detectadas
utilizando o indicador fluorescente FLIPR-Blue (Molecular Devices, California, USA),
o qual indica efeito hiperpolarizante pela diminuicao da fluorescéncia detectada em
relacao ao potencial basal (antes da adicdo de substancias). Todos os experimentos
de avaliacdao de potencial de membrana foram realizados em duplicata e a
viabilidade dos sinaptossomas se manteve em 83,4 + 28%. Os dados de
fluorescéncia foram obtidos antes e depois da adicao do veiculo (liquido cérebro
espinhal artificial, aCSF), SEL (0,1 a 100 uM) ou diazepam (DZP, 1 € 10 uM), em um
comprimento de onda de emissdo de 565 nm (excitacao a 530 nm e cut-off a 550
nm) em intervalos de 1,53 s no equipamento FlexStation 3 Multi-Mode Microplate
Reader®. O potencial de membrana foi expresso como razao entre a variacao de
unidades relativas de fluorescéncia e os valores da linha de base (ARFU/F).

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados séo apresentados como meédia + DP (desvio padrdo) e foram
submetidos a analise por ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunnett. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando os softwares Microsoft Excel© e
GraphPad Prism®© versao 6.05.

3. RESULTADOS e DISCUSSAO



O composto SEL (Figura 1) apresentou acao sobre o potencial de membrana
sinaptossomal semelhante ao DZP (1 pM) nas concentracdes de 1-100 uM (Figura
2A).
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Figura 1. Estrutura quimica e cromatograma do sesquiterpenoide selin-11-en-4-a-ol

Adicionalmente, este efeito sobre o potencial de membrana, caracterizado
como hiperpolarizacao, foi sustentado durante todo o tempo do teste (70 s) (Figura
2B), sendo essa uma caracteristica de moléculas capazes de causar inibicao
neuronal (FARRANT; NUSSER, 2005).
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Figura 2. Altera¢des no potencial de membrana depois da adi¢do do selin-11-en-4-a-
ol (SEL) e controle positivo Diazepam (DZP). Os dados sao apresentados como
média £ DP. * p <0,001 versus o grupo controle (aCSF), ANOVA de uma via, teste
de Dunnett, F @, 21) = 35,84, n=4.

Em modelos experimentais, um dos mecanismos utilizados para protecao
contra hiperexcitabilidade do SNC € o aumento da inibigdo neuronal através da
promocao de hiperpolarizagdo (KAMINSKI; ROGAWSKI; KLITGAARD, 2014;



ROGAWSKI; LOSCHER, 2004). Além disso, este aumento da inibigdo neuronal
pode resultar em efeitos farmacoldgicos como efeito ansiolitico, sedativo, hipnético e
anestésico (JEMBREK; VLAINIC, 2015). O sesquiterpenoide (+)-deidrofuquinona,
composto majoritario do OE de N. grandiflora também induziu hiperpolarizagéo de
membrana e este efeito foi ligado a uma atividade neurodepressora in vivo em
camundongos (GARLET et al.,, 2017). Outros compostos sesquiterpenoides
apresentam atividade depressora do SNC, como por exemplo, globulol e
espatulenol, para os quais foram descritas sedacdo e anestesia em peixes da
espécie Rhamdia quelen (BENOVIT et al., 2015; SILVA, L. L. et al., 2013). Além
disso, o beta-cariofileno apresentou as atividades ansiolitica e anticonvulsivante (DE
OLIVEIRA et al., 2016; GALDINO et al., 2012) e para o bisaboleno foi descrita uma
atividade anticonvulsivante em ratos (ORELLANA-PAUCAR, et al., 2012). Portanto,
o composto SEL, se mostra como uma molécula promissora, uma vez que possui
potencial neurodepressor em camundongos.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados sugerem que SEL modula o potencial de membrana em
camundongos. Desta forma, este composto pode ter a habilidade de induzir
atividade de inibicdo neuronal. Entretanto mais estudos sdo necessarios a fim de
investigar os efeitos deste composto in vivo e avaliar possiveis atividades
anticonvulsivante, sedativa e/ou ansiolitica.
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