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APRESENTAGAO

Esta dissertagcéo é apresentada em formato misto, a qual consta de uma breve
revisdo do assunto, objetivos do trabalho, um artigo cientifico com dados
experimentais originais e concluséo, de acordo com as normas do Programa de Pds-
Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual do Oeste do
Parana. O artigo cientifico foi formatado segundo as normas propostas pelo periédico
Evidenced-Based Complementary and Alternative Medicine, nas quais o artigo sera
em breve submetido. Trata-se de um trabalho, cuja parte experimental foi executada
no Laboratdrio de Toxicologia Celular da Universidade Estadual do Oeste do Parana

com apoio da Equipe de Pesquisa em Toxicologia Celular.



EFEITO DO EXTRATO DE Melia azedarach L. SOBRE O SISTEMA
COLINERGICO EM RATOS INTOXICADOS COM METILCARBAMATO

RESUMO

Os carbamatos sao produtos fundamentais para a formulacao de praguicidas. Embora
sua producéao e a comercializagao sejam com a finalidade de eliminacao de insetos, a
sua utilizacdo em tentativas de suicidio € comum em nosso meio, além das
intoxicagdes acidentais envolvendo trabalhadores rurais e criangas, devido sua
propriedade toxicolégica em inibir as enzimas acetilcolinesterase e
butirilcolinesterase. A atividade destas enzimas sé volta ao normal espontaneamente,
assim, o objetivo deste trabalho foi verificar a possivel agao do extrato de folhas de
Melia azedarach L. sobre o sistema colinérgico inibido por metilcarbamato. Foram
testadas in vitro e in vivo, diferentes concentracdes de extrato tamponado de Melia
azedarach L., quanto a atividade da acetilcolinesterase inibida por metilcarbamato.
Os resultados mostraram que o extrato de Melia azedarach L. tem potencial efeito de
reversiao sobre a enzima inibida pelo metilcarbamato, se tornando uma alternativa na

terapia do tratamento de intoxicagbes com carbamatos.

Palavras-chave: Acetilcolinesterase, agrotoxico, flavonoides



THE EFFECT OF EXTRACT OF Melia azedarach L. ON CHOLINERGIC SYSTEM
OF RATS POISONED WITH METHYL CARBAMATE

ABSTRACT

Carbamates are essential products for pesticide formulation, mainly used in agriculture
for the elimination of insects. Although the production and trade of carbamates are for
purpose insects elimination, it is common used to suicide attempts in our environment,
in addition to accidental poisonings involving rural workers and children. The
toxicological property is inhibit the acetylcholinesterase and buthyrylcholinesterase
enzymes which leads a severe poisoning related to cholinergic crisis. The enzymes
activity get back to normal only spontaneously, so the study of new substances that
can intervene directly on the active site of these enzymes when it is inhibited and
reverse this toxic action is necessity for the health. Researchs with Melia azedarach L.
(Meliaceae) has been made searching for new strategies for treatment of enzime
inhibity by methyl carbamate poisoning. Different concentrations of Melia azedarach L.
buffered extract were tested in vitro and in vivo for acetylcholinesterase activity
inhibited by methylcarbamate. The results showed that the extract of Melia azedarach
L. has a potential reversion effect on the enzyme inhibited by methyl carbamate,

becoming an alternative to treatment of carbamate intoxication

Key-words: Acetylcholinesterase, pesticides, flavonoid
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1. INTRODUGAO

Os carbamatos sao produtos fundamentais para a formulagao de praguicidas,
utilizados principalmente na lavoura para o exterminio de insetos. Embora a producao
e a comercializagdo dos carbamatos sejam com a finalidade de eliminacao de insetos,
a sua utilizacao em tentativas de suicidio € comum em nosso meio. Além de que, o
seu carater extremamente téxico o torna perigoso quando utilizado irregularmente em
nivel domiciliar, enquanto raticida. Dados do Sistema Nacional de Informagdes Toxico-
Farmacoldgicas (SINITOX), mostram a gravidade dos casos de tentativa de suicidio,
além das intoxica¢des acidentais envolvendo trabalhadores rurais e criancas.

A sintomatologia nas intoxicacdes por carbamatos se apresentam rapidamente
apods a ingestdo ou o contato com o produto. Isto, por sua absor¢cdo acontecer de
forma rapida, e praticamente por completa, distribuindo-se pelo organismo de forma a
atingir varios tecidos. Ao atingirem o sistema nervoso central e periférico, bem como
o sistema respiratério, podem levar a morte em minutos se nao tratado em tempo.

A sua propriedade toxicolégica em inibir as enzimas acetilcolinesterase e
butirilcolinesterase, leva, frequentemente, a quadros graves de intoxicagao
relacionados a crise colinérgica, acarretando no internamento do intoxicado em
unidades de terapia intensiva, para receber o suporte adequado para o tratamento.
Apesar de parte do tratamento sera administracdo de atropina, a atividade destas
duas enzimas continua inibida, ja que a atropina ndo tem acdo sobre o sitio ativo
destas enzimas, mas sim agao direta nos receptores muscarinicos.

A atividade das enzimas s6 volta ao normal espontaneamente, o que demanda
tempo de internamento e tratamento. Assim, o estudo de novas substancias que
possam intervir diretamente sobre o sitio ativo destas enzimas, quando inibidas, e
reverter esta agao toxica, € uma necessidade para a area da saude. Desta forma,
Melia azedarach L., tem sido alvo de estudos, pois apresenta efeito sobre o sistema
colinérgico. Esta planta, popularmente conhecida como cinamomo, pertence a familia
Meliaceae cuja caracteristica € apresentar vegetais que sintetizam metabdlitos
secundarios, além de ja terem sido identificados diversos compostos bioativos em
seus extratos.

Alguns compostos como os alcaloides, as saponinas e os limonoides,
caracterizam a M. azedarach como neurotdxica, causando consequentemente,

diversos efeitos. Mas, apesar desta planta apresentar caracteristicas de uma planta
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téxica, a mesma, pode ainda, ter efeitos benéficos relacionados com o sistema
nervoso, tanto central como periférico. Como exemplo, os compostos de natureza
flavbnica que apresentam importantes efeitos no organismo, incluindo agao sobre as
colinesterases. Devido a este comportamento heterogéneo, a busca em encontrar
novas substancias que auxiliem no tratamento das intoxicagées por carbamatos foi
investigada. Assim, a compreensao das caracteristicas e efeitos decorrentes da
intoxicagao por carbamatos, permitirdo o estudo de substancias que possam intervir
diretamente sobre o sitio ativo das colinesterases, quando inibidas pelos carbamatos,

e mais ainda, reverter a agao toxica, o que tornar-se-a um ganho para a area da saude.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Obtencao e avaliagcao do efeito do extrato tamponado de folhas verdes de Melia

azedarach L., sobre a atividade colinérgica em ratos intoxicados com metilcarbamato.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Caracterizar o extrato tamponado de M. azedarach;

2.2.2. Testes in vitro:

- Verificar in vitro a toxicidade do extrato tamponado de M. azedarach;

- Determinar in vitro a curva da atividade da acetilcolinesterase apds a adi¢gao do
extrato tamponado de M. azedarach;

- Determinar in vitro a atividade da acetilcolinesterase apdés a adicdo de
metilcarbamato;

- Verificar in vitro o efeito do extrato tamponado de M. azedarach sobre a atividade da

acetilcolinesterase em homogenato tratado com metilcarbamato;

2.2.3. Estabelecer in vivo um modelo experimental de rato intoxicado de forma

aguda com metilcarbamato;

- Reconhecer os sintomas caracteristicos da crise colinérgicana intoxicagédo aguda por

metilcarbamato no modelo experimental,

- Medir a atividade da acetilcolinesterase e da butirilcolinesterase no sangue do

modelo experimental intoxicado por metilcarbamato;

- Buscar estabelecer o periodo de administracdo do extrato tamponado de M.

azedarach em um modelo experimental intoxicado por metilcarbamato;
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2.2.4. Avaliagdo do extrato tamponado de Melia azedarach L. em animais

envenenados com metilcarbamato

- Avaliar o efeito do extrato sobre a sintomatologia em um modelo experimental

intoxicado por metilcarbamato;

- Avaliar o efeito do extrato sobre a atividade da acetilcolinesterase em um modelo

experimental intoxicado por metilcarbamato.
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3. REVISAO DE LITERATURA

Caracteristicas Toxicoldgicas dos Carbamatos

Os carbamatos sao derivados do acido carbamico, enquanto o metilcarbamato
€ um metil éster, comercialmente, produzido através da reacdo entre a amoénia e o
cloroformiato de metila, resultando em um composto cristalino de coloracio branca e

soluvel, principalmente em agua (NTP, 1987), Figura 1.

HO R

720N
2
O R
Figura 1 Férmula geral da estrutura

quimica dos carbamatos.

Fonte: Adaptado de SILVA, 2010.

Este produto é fundamental para a formulagéo de agrotdxicos, como o Aldicarb,
comumente conhecido como “chumbinho”. O Aldicarb (Temik 150®, Bayer
Cropsciences) era, até 2012 o unico produto da classe dos carbamatos autorizado no
comércio brasileiro para uso exclusivo na agricultura, seja na forma de inseticida,
acaricida, ou nematicida (DE SIQUEIRA et al., 2015). Porém, devido a sua elevada
toxicidade, e por ser o produto mais utilizado de forma irregular, como raticida
domeéstico. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) baniu-o do mercado.
No entanto, o produto comercializado de forma clandestina continua sendo perigoso
para a populagéo (ANVISA, 2012).

Sintetizado por L.K. Payne e M.H.J. Weiden em 1965, o Aldicarb chegou ao
mercado em 1970 com seu uso voltado as culturas de algoddo (LARINI, 1999). Além
dele, existem varios outros produtos como o Carbaril, Carbofuran, Fenoxicarb,
Metiocarb, Metomil, Oxamil e Primicarb, que também sao pertencentes a classe dos
carbamatos e sdo utilizados de forma generalizada nas ultimas décadas para eliminar
os insetos e parasitas das plantas, a fim de manter a produtividade da agricultura em
alta (RAPINI & MARRAZZA, 2016).

Em virtude desses produtos ainda serem comumente utilizados em casas,
jardins e na agricultura como inseticidas, a consequente exposi¢cado torna-se uma
ameaga, visto que, os carbamatos sdo facilmente absorvidos e distribuidos no

organismo (CCIN, 2000). Através da via oral, encontram-se 0s principais casos de
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intoxicagdes agudas nos atendimentos emergenciais. Estes casos podem ocorrer
tanto pela ingestao intencional nas tentativas de suicidio, ou ainda, de forma acidental,
geralmente envolvendo criangas (BERTOLOTE et al., 2006).

Embora a via oral leve a maior absorcdo destes compostos, a intoxicacao
aguda pelos carbamatos pode ocorrer também pelas vias respiratéria e dérmica.
Esses casos sdo originados, na maioria das vezes, a partir de acidentes ocupacionais,
onde os trabalhadores rurais se expdem ao manipularem estes produtos na aplicacao
agricola. Esta exposig¢ao, no entanto, pode ser elevada quando o manuseio € feito de
forma incorreta e sem a utilizagcdo de equipamentos de protecao individual, (EPI),
necessarios (HOFFMAN et al., 2009). A absorgéo destes compostos acontece de
forma rapida, e praticamente completa, e a sua distribuicdo no organismo se da de
forma a atingir varios tecidos. A sua biotransformacao acontece principalmente no
figado, por hidrolise enzimatica (HUANG et al., 1993), e seus metabdlitos séo
excretados pelos rins €, em menor propor¢ao através da bile (NOMEIR et al., 1989).

O mecanismo de acdo dos carbamatos esta relacionado a inibicdo da
acetilcolinesterase (AChE, EC 3.1.1.7), e da butirilcolinesterase (BuChE, EC 3.1.1.8)
no inseto. A inibicdo destas enzimas, causa o acumulo da acetilcolina (ACh) na fenda
sinaptica, levando a permanente ativacdo do sistema colinérgico via receptores
muscarinicos e nicotinicos, causando a morte do inseto por interrupgcdo da
transmiss&o neuronal (SHAO et al., 2013).

Esta inibicdo acontece pela formacdao de um complexo enzima-inibidor,
formado pela ligagdo do carbamato com o sitio ativo da enzima, levando a formagao
de uma enzima carbamilada, Figura 2. Esta, por sua vez, apesar de ser relativamente
estavel, pode ser hidrolisada espontaneamente até que a enzima volte na sua forma
original, descarbamilada (BARON, 1994).
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Figura 2 Mecanismo da inibicdo da colinesterase pelo inseticida carbamato.

Fonte: MiDIO & SILVA, 1995.
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No entanto, este mecanismo de acao dos carbamatos nao é seletivo para os
insetos, podendo atuar da mesma forma sobre as colinesterases dos animais,
incluindo dos humanos (ROSMAN et al., 2009). Esta inibigdo, da mesma forma que
nos insetos, leva ao acumulo de acetilcolina. Como consequéncia, tem-se a crise
colinérgica, quadro caracteristico da intoxicacdo, pela constante estimulacdo dos
receptores colinérgicos (WESSELING et al., 2002).

Os receptores colinérgicos sao divididos em dois grupos, os nicotinicos e 0s
muscarinicos, os quais sao formados por canais idbnicos regulados por ligantes, neste
caso a acetilcolina, que atua como o neurotransmissor. Esta é liberada na fenda
sinaptica, através de um potencial de acao. Uma vez na fenda sinaptica, a acetilcolina
precisa ser removida de forma rapida para que ocorra a repolarizagdo. Em seguida,
ocorre a sua a hidrolise em acetato e colina (Ch) pela acetilcolinesterase (SILVA,
2010), Figura 3.
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Figura 3 Representagéo do sistema colinérgico com a
liberagao da acetilcolina na fenda sinaptica e a agado da
acetilcolinesterase.

Fonte: PETRONILHO & FIGUEROA-VILLAR, 2014.

A acetilcolinesterase ¢, portanto, uma importante enzima responsavel na
manutencdo do sistema colinérgico ao catalisar a hidrolise da acetilcolina. Essa
reacao catalitica acontece por meio de um mecanismo envolvendo diversos passos,
estes permitem a cessagao do impulso nervoso nas sinapses colinérgicas (ZHOU,
WANG & ZHANG, 2010). Sua elevada atividade no sistema nervoso central se faz
caracteristica, atuando principalmente nos neurdnios motores e sensoriais. No
entanto, como todo o organismo € dependente da neurotransmisséo para o seu bom
funcionamento, a acetilcolinesterase também é encontrada em outros tecidos, tanto
centrais como periféricos (MASSOULIE et al., 1993).

Além da acetilcolinesterase, a butirilcolinesterase, apesar de ndo com a mesma

eficiéncia, também faz a hidrélise da acetilcolina. Esta enzima € encontrada em maior
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quantidade no plasma e o seu principal substrato é a butirilcolina (BuCh), que é
hidrolisada mais rapidamente do que a ACh (HUANG et al., 2007).

Assim, quando ha inibicdo das colinesterases, a hidrdlise da ACh fica
comprometida, fazendo com que os niveis deste neurotransmissor fiquem elevados,
e consequentemente haja aumento do seu tempo de duragéo na fenda sinaptica.Tal
acontecimento pode levar a constante estimulo dos receptores colinérgicos. A inibicao
destas duas enzimas pode ocorrer de diferentes formas, dependendo do tipo de
inibidor que estiver atuando, sendo estes classificados como, (a) inibidores
reversiveis, (b) inibidores competitivos, (c) inibidores ndo competitivos, ou, ainda, (d)
inibidores irreversiveis (NORDBERG & SVENSSON, 1998).

Os inibidores de acetilcolinesterase podem ser identificados conforme o tempo
de duracao da inibicdo e a sua reversibilidade (FORLENZA, 2005), desta forma, os
inibidores irreversiveis levam a modificagcbes quimicas que inativam a molécula
enzimatica enquanto, os inibidores reversiveis podem agir de forma n&o-competitiva,
bloqueando a ligagao do substrato através de uma modificagdo da enzima, para que
nao ocorra a formacao do produto ou ainda, como inibidores competitivos, onde as
substancias de estruturas semelhantes ao substrato formam um complexo com a
enzima, deixando o sitio catalitico inativo (MOTTA, 2006).

Os carbamatos s&o classificados como inibidores reversiveis das
colinesterases, em que a diferenga na acéo dos carbamatos, em relagdo a outros
praguicidas esta na estabilidade do complexo de inibicdo. Tanto a acetilcolinesterase
como a butirilcolinesterase, fazem parte do grupo de serina-hidrolases. Quando ocorre
a interacdo destas enzimas com os carbamatos, formam-se residuos de serina-
carbamilada que sdo menos estaveis e ainda, o radical carbamila formado pode ser
quebrado por hidrélise espontanea (COLOVIC et al., 2013).

A constante de hidrdlise, que faz parte da formagao da enzima regenerada —
AChE(OH), é altamente efetiva, tornando a acdo dos carbamatos reversivel. Com
isso, os carbamatos que se ligaram ao sitio esterasico da enzima de forma covalente,
sao hidrolisados de forma similar, como acontece na hidrélise da acetilcolina (LARINI,
1997). Portanto, a duracao deste efeito deve-se a afinidade relativa de sua ligagao
com a enzima e, a recuperacao da enzima se da entre 24 e 48 horas, através da
hidrolise, que se inicia em questao de minutos ou horas (GOLDFRANK et al, 1994;
OLIVEIRA & MENEZES, 2003).

Apesar dos carbamatos se ligarem de forma reversivel com as colinesterases,

podendo ter a sua ligacdo revertida em um tempo relativamente curto, esses
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compostos podem, ainda, causar graves intoxicagoes (YANOVSKY et al., 2012). Além
de que, condig¢des intrinsecas ao organismo, como situagdes de estresse, podem
facilitar a distribuicdo dos carbamatos, incluindo a sua passagem para o sistema
nervoso central (FRIEDMAN et al., 1996).

De forma geral, os carbamatos ndo tem a capacidade de atravessar a barreira
hematoencefalica de forma eficaz, resultando como prioridade a inibicdo da
acetilcolinesterase no sistema nervoso periférico. No entanto, a sintomatologia do
sistema nervoso central é proveniente de hipdxia (GOLDFRANK et al, 1994; LING et
al, 2005; LANNATE, 2015).

Intoxicagao por Carbamatos

A intoxicacao consiste nos danos causados a partir do contato, inalacdo ou da
ingestdo de alguma substéncia quimica, que leva a formagdo de processos
patolégicos caracterizados por uma série de alteragcdes no sistema fisiolégico, estes
sdo evidenciados por uma sintomatologia caracteristica. Os casos de intoxicagao
aguda estdo intimamente relacionados com a dose da substancia, e ainda, sao
influenciados, principalmente, pela tolerancia do individuo, que em alguns casos
podem levar a um fendbmeno transitério com recuperagao completa, como também,
pode apresentar efeitos proporcionalmente graves (WHO, 2015).

Os casos de morte por intoxicagdes com praguicidas representam
aproximadamente um ter¢o dos suicidios em todo o0 mundo, o que os tornam um
problema de saude e seguranga publica. Diante da gravidade do problema, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) apresentou em 2005, uma estratégia com o
objetivo de reduzir a mortalidade, e a morbidade relacionada aos casos de
intoxicagdes com esses tipos de produtos, sendo a abordagem no setor regulatério
uma das principais medidas a serem tomadas (WHO, 2004; BERTOLOTE et al.,
20086).

Mesmo que a inibicdo das colinesterases seja de forma reversivel, os sintomas
que aparecem nos eventos de intoxicacdo com carbamatos causam grande risco a
saude, uma vez que, a dose letal de 50% (DL50) é elevada. A exemplo do Carbofuran,
que também é um inseticida e nematicida da classe dos carbamatos, utilizado em
diferentes tipos de lavouras, que apresenta uma DL50 de 5 mg/Kg por via oral,

enquanto que pela via dérmica sua DL50 é de 120 mg/Kg. Assim, deve-se considerar
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tanto a dose, quanto a via de exposig¢ao para a avaliagao e o suporte da sintomatologia
do caso (ROBERTS & REIGART, 2013).

Independente da via de absorc¢éo, o inicio dos sintomas se da rapidamente. A
gravidade da intoxicagédo esta diretamente relacionada a quantidade de carbamato
absorvida pelo organismo (LEIBSON & LIFSHITZ, 2008). A inibicdo da
acetilcolinesterase, além de prejudicial para o sistema nervoso, pode também afetar
orgaos periféricos como as vias respiratérias e os pulmdes. Os efeitos clinicos estdo
relacionados com o tipo de receptor, onde ocorre a transmissao de sinais. No caso da
superestimulacdo acontecer nos receptores muscarinicos, os sintomas pertinentes
sdo bradicardia, broncorreia, broncoespasmo, diarreia, hipotensdo, lacrimejamento,
miose, salivagao, micgao e vémitos (KING & AARON, 2015).

Quando ha superestimulagéo nicotinica do sistema nervoso central, observa-
se agitacao, confusao, insuficiéncia respiratoéria e coma. (LEIBSOHN & LIFSHITZ,
2008).No caso de intoxicagdes agudas, a superestimulagdo tanto dos receptores
nicotinicos, como dos muscarinicos pela acetilcolina, leva a quadros caracteristicos
de salivagdo, lacrimejamento, aumento de secregbes salivares e brénquicas,
fasciculagées, fraqueza muscular, confusao, agitacdo e coma (EDDLESTON et al.,
2008). Os sintomas respiratérios sdo muito comuns e se iniciam com dispneia, tosse
seca, tosse com expectoracao e até bronquite cronica, broncoespasmo, dor no peito,
dificuldade respiratéria, aumento de secrecao nasal e irritagdo na garganta (OHAYO-
MITOKO et al., 2000; EDDLESTON et al., 2008).

Presume-se que, o mecanismo responsavel seja mediado por alteragbes
respiratérias que ocorrem no sistema nervoso central. Isto, porque ha uma forte
relacdo entre a inibicdo das colinesterases com o aparecimento dos sintomas
respiratorios (CHAKRABORTY et al., 2009).

Embora, estruturalmente, os carbamatos sejam incapazes de induzir uma
polineuropatia como os organofosforados, ha relatos do desenvolvimento da
polineuropatia tardia, induzida apos intoxicagées graves por metilcarbamatos (LOTTI
e MORETTO, 2006). Essas complicagdes neuroldgicas de carater intermediario se
dao pela habilidade de alguns metilcarbamatos, além de inibir a acetilcolinesterase,
inibi outra enzima do mesmo grupo das serina-hidrolases, a esterase envolvida na
neuropatia (NTE) (LEIBSON & LIFSHITZ, 2008). Esta neuropatia é caracterizada por
fraqueza muscular distal, e geralmente se sucede algumas semanas ou meses apos
a intoxicagdo (CASIDA & DURKIN, 2013).



25

A deméncia e as disfungdes cognitivas podem ser um grande problema de
saude, que influenciam na qualidade de vida dos pacientes que foram afetados por
carbamatos. Estudos sugerem uma forte relagdo entre a exposicao a estes
praguicidas e ao aumento da prevaléncia da disfungcao cognitiva, além de deméncia
em longo prazo (LIN et al., 2015).

Diagnéstico das Intoxicagoes por Carbamatos

Apesar dos disturbios respiratorios ndo serem exclusivamente observados
somente na exposi¢ao respiratoria (GOSWAMY, CHAUDHURI & MAHASHUR, 1993),
quando a exposicao se da por esta via, o pulmao é o primeiro alvo atingido, e o0s sinais
e sintomas progridem rapidamente, de forma que, se nao tratado adequadamente em
tempo, pode levar a morte (DOWLING & SEIBER, 2002). O comprometimento da
funcao pulmonar pode ser evidenciado pelas alteragdes dos tecidos, com a presenca
de hiperplasia epitelial, do espessamento da membrana alvéolo-capilar, e pela
degeneracao dos alvéolos, além de se observar alteragdes neuro musculares nos
musculos respiratérios (CHAKRABORTY et al., 2009). A perda de consciéncia
associada a hipersecregao podem levar a complicagdo da sintomatologia, causando
pneumonia, o que torna um significante fator de risco de mortalidade nos pacientes
intoxicados (WANG et al. 2010; SUN, YOON & LEE, 2015).

Dados indicam que, embora a sintomatologia seja a mesma, existe diferenca
na apresentacao do quadro clinico entre adultos e criangas. Estas, apontam um fator
de predisposicdo maior que os adultos em apresentar sintomas neurolégicos. Nas
criangas, também sdo observados sintomas classicos de estimulagdo muscarinica; no
entanto, mesmo quando n&o apresentam estes sintomas, ndo se exclui as chances
de intoxicagdo (LIFSHITZ, SHAHAK & SOFER, 1999).

De uma forma geral, os episodios das intoxicacbes agudas por carbamatos
tendem a ter menor tempo de duracdo quando comparados a outros grupos de
praguicidas, devido a reversibilidade da inibicao das colinesterases (MC DANIEL et
al., 2007). Apesar do quadro de uma intoxicagdo aguda por carbamatos ser
caracteristico pelos sintomas relacionados a crise colinérgica, na qual ndo ha a
repolarizagdao do neurbnio devido a estimulacdo constante dos receptores de
acetilcolina (WESSELING et al.,, 2002), o diagnéstico pode ser dificultado pela
presenca de niveis normais das colinesterases sanguineas, indicando auséncia ou
nao demonstrando a gravidade da intoxicagdo (ROBERTS & REIGART, 2013).
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Além do sistema nervoso, e de existirem também em diferentes 6rgaos, as
colinesterases sao encontradas no sangue em duas formas, a acetilcolinesterase e a
butirilcolinesterase. Ambas, sdo consideradas marcadores de efeitos biolégicos
iniciais, associadas com a exposigao a inibidores das colinesterases. Embora sejam
semelhantes, suas localizagcbes sao diferentes. A acetilcolinesterase ou colinesterase
verdadeira € encontrada ligada as membranas das células vermelhas do sangue;
enquanto a butirilcolinesterase esta livre no plasma sanguineo, o que a favorece no
auxilio da atividade da acetilcolinesterase, quando esta se encontra deficiente
(POHANKA, 2011).

Porém, ha outras limitagcdes para a monitorizagdo adequada das colinesterases
do paciente intoxicado, uma vez que, alguns compostos ndo carbamatos também
inibem a butirilcolinesterase. Ainda, os falsos negativos podem interferir quando a
amostra é deixada por algum tempo em temperatura ambiente. Embora a
butirilcolinesterase seja utilizada como marcador, a mesma nao é considerada
padrao-ouro, pois nem sempre esta relacionada com a gravidade da intoxicagéo
(LEIBSOHN & LIFSHITZ, 2008), enquanto que a acetilcolinesterase € considerada
como o melhor marcador, pois a sua inibicao ocorre de forma mais eficaz, sendo uma
grande ferramenta para o diagnéstico (HOFFMAN et al., 2010).

Além de que, deve ser considerada a possiblidade de efeito rebote da
colinesterase. Como ja foi identificada em outros estudos, os quais mostraram um
aumento apenas na atividade da butirilcolinesterase como um comportamento
incomum em trabalhadores rurais expostos a agrotéxicos anticolinesterasicos. Este
fato pode ser pertinente ao processo de renovagao sanguinea (OLIVEIRA-SILVAet al,
2001; PERES et al, 2005).

Tratamento das Intoxicag6es por Carbamatos

No tratamento das intoxicagdes agudas por carbamatos se recomenda a
administracdo de oxigénio, este, &€ essencial para o suporte da ventilacdo das vias
aéreas (KONICKX, BINGHAM & EDDLESTON, 2014). Ainda, €& sugerido
procedimentos como, a lavagem gastrica e a administragdo de carvao ativado, nos
casos de ingestdo do produto (SUN, YOON & LEE, 2015). Como os carbamatos séo
inibidores das colinesterases deve-se administrar atropina. Esta, compete com a
acetilcolina em se ligar no receptor muscarinico, promovendo ag¢ao contraria a

superestimulagdo da acetilcolina. Com isto ha um controle da sintomatologia,



27

principalmente na producdo aumentada de secregbes salivares, de secregdes
brénquicas, da broncoconstrigado e da bradicardia (VALE & LOTTI, 2015). No entanto,
a atividade das colinesterases continua inibida, ja que a atropina n&o tem agao sobre
o sitio ativo destas enzimas, mas sim, acao direta nos receptores muscarinicos. A
atividade das enzimas s6 volta ao normal de maneira espontanea (COLOVIC et al.,
2013).

Em conjunto, se faz o tratamento sintomatico (SUN, YOON & LEE, 2015). O
Aldicarb, como os carbamatos em geral, quando ingeridos, tem 80-90% da dose
eliminada através da urina em apenas 24 horas, devido ao seu curto tempo de meia-
vida (XAVIER, RIGHI & SPINOSA, 2007). Entdo, além do cuidado com a
permeabilidade das vias aéreas e manutencdo das condi¢cdes respiratérias do
paciente, pode-se fazer a correg¢ao dos disturbios hidroeletroliticos como uma maneira
de auxiliar no tratamento, bem como, aliar um aporte caldrico apropriado
(SCHVARTSMAN, 1991).

Existem reativadores da acetilcolinesterase como as oximas. Estas, sdo
consideradas antidotos para o tratamento das intoxicagcdes por anticolinesterasicos,
uma vez que, a sua acao é direta sobre a enzima inibida, reativando-a; com isto, a
transmissao colinérgica é retomada (VALE & LOTTI, 2015). Esse tratamento, em
conjunto com a atropina, € utilizado como padrdo em eventos de intoxicacdo por
organofosforados, que tornam as colinesterases fosforiladas (KING & AARON, 2015).
Nas intoxicagdes por carbamatos, o tratamento com oximas n&o é recomendado, pois
as oximas ndo atuam na colinesterase carbamilada (PARANA, 2014) e ainda, alguns
estudos mostram que as oximas aumentam a toxicidade dos carbamatos reduzindo a
eficacia terapéutica (WILLE et al., 2013).

Além da atropina existem também, medicamentos que atuam direta e
indiretamente nos receptores muscarinicos e nicotinicos, estimulando ou inibindo o
sistema colinérgico (BRUNTON, CHABNER & KNOLLMANN, 2012). Entretanto, até o
momento ndo se tem conhecimento de nenhuma substancia com capacidade de
reverter diretamente a enzima carbamilada, assim, como as oximas atuam
especificamente na colinesterase fosforilada (XAVIER, RIGHI & SPINOSA, 2007).
Esta area ainda se encontra carente em relacdo a uma terapia com acdo mais
especifica. A descoberta de novos compostos, ou 0 uso de produtos naturais que
atuem sobre o sistema colinérgico podem ser uma alternativa para o tratamento
desses casos (BARREIRO & BOLZANI, 2009).
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Melia azedarach L.

Nos ultimos anos, a populacdo brasileira se vale cada vez mais douso de
plantas medicinais e fitoterapicos em seus tratamentos. Num levantamento feito entre
os anos de 2013 e 2015, a busca por produtos naturais no Sistema Unico de Saude
(SUS), cresceu 161%, chegando a quase 16 mil pessoas que recebem esses produtos
(PARANA, 2016).

O uso de terapias a base de produtos naturais para a prevencio ou para o
tratamento de doencgas tém introduzido estes produtos na pesquisa cientifica, devido
ao facil acesso e a crenga de eventual diminuigdo dos efeitos colaterais. Diversas séo
as origens que apresentam propriedades farmacologicamente ativas, sendo as
plantas, parte dessa imensa fonte de recursos naturais (ALZOHAIRY, 2016).

A familia Meliaceae, muito estudada, compreende aproximadamente em 51
géneros divididos em quatro sub-familias: Melioideae, Swietenioideae,
Quivisianthoideae e Capuronianthoideae. Estas, sdo distribuidas pelas regides
tropicais, subtropicais e temperadas quente. Os géneros Melia e Azadirachta séo os
representantes dessa familia na flora brasileira e se destacam por apresentarem
abundancia em metabdlitos secundarios responsaveis por compostos biologicamente
ativos, com agdes de interesse farmacologico (PENNINGTON & STYLES, 1975).

O género Melia apresenta 5 espécies, as quais sao utilizadas praticamente
todas as suas partes, como medicamentos a base de plantas para o tratamento de
diversas doencas, devido a produ¢do de uma grande quantidade de compostos. Além
disso, esse género é comum por dispor de uma fonte repleta de limonoides bioativos,
comumente utilizados como inseticidas (ZHAO et al, 2010).

Um pertinente membro da familia Meliaceae é a Melia azedarach (Figura 4),
nomeada por Linnaeus, e popularmente conhecida como cedro branco, lilas persa e
cinamomo. E nativa do Nordeste da india, mas sendo também cultivada em diversos
paises da Asia, América do Norte e América Latina. Em virtude de ser originaria da
Asia tropical, apresenta ampla disseminacdo e naturalizagdo na maioria dos tropicos
e paises subtropicais, como o Brasil (DELLA BONA & NEDEL, 2014).
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Flgur épem ge elia aearac L.

Foto: Fabiana Sari Ferreira

O cultivo desta planta existe desde muitos anos, e esta espécie cresce
rapidamente, seja o plantio feito por semente ou estaca. Considerada ornamental
pode atingir aproximadamente de 15 a 20 metros de altura. Possui tronco marrom-
avermelhado ou pardo-acinzentado. Suas folhas glabras sao alternadas, longo-
pecioladas, bipinadas, glabras, com foliolos lanceolados e agudos. As flores sao
pequenas e numerosas, perfumadas, se apresentam em paniculas eretas e
multiflorais, com coloragao lilds e anteras amareladas. Seus frutos sao ovoides do tipo
dupra, pouco carnoso e de coloragdo marrom-amarelada (DE ARAUJO et al,2009;
LORENZI & MATOS, 2003).

Tanto na medicina popular, quanto na medicina tradicional, em varios paises,
diferentes tipos de extratos desta planta tém sido utilizados, seja por via oral ou tépica,
para o tratamento de doencas inflamatérias e infecciosas, como agente antiviral,
diurético, antipirético e contra desordens intestinais (SAMUDRAM et al., 2008).
Gracas a variedade na sua composicdo quimica, cientificamente diversas atividades
biolégicas tém sido pesquisadas, como antioxidantes, antimicrobianas,
antiprotozoarias, antinematoides, anti-inflamatéria, antipirética e antiulcerativa
(RUTKAUSKIS et al., 2015). Nas folhas, ramos e frutos desta espécie, foram
encontrados varios compostos, principalmente a presenca de limonoides, além de

taninos, alcaloides e flavonoides (JORGE et al., 2009).
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Principais compostos de Melia azedarach L.e suas propriedades

De modo geral, os vegetais da familia Meliaceae sintetizam alguns metabdlitos
secundarios em comum, mas a abundancia de limonoides faz com que estes se
destaquem, apresentando atividades bioldgicas diversas como antiprotozoaria,
inseticida e citotoxica (FANG, DI & HAO, 2011).

A azadiractina (Figura 5), € um exemplo de limonoide encontrado somente em
trés espécies do géneroda familia Meliaceae; a Azadirachta indica A. Juss, a Melia
foosedan Siebold & Zucc € a M. azedarach. Estes compostos presentes nas folhas e
nos frutos da M. azedarach tém provocado interesse para novas pesquisas, devido a
sua atividade inseticida. Através da acdo inibidora da alimentacdo o que a torna
intensamente toxica para os insetos (CARPINELLA et al., 2002).
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Figura 5 Estrutura quimica da azadiractina

Fonte: ALMEIDA et al., 2007.

Os limonoides fazem parte do grande grupo dos terpenoides, que formam uma
diversificada classe de substancias. Estes, formam um grande grupo de compostos
naturais, com estruturas derivadas de uma ou varias unidades isoprénicas (Cs)n, que
séo precursores dos demais compostos (DEWICK, 2002). Os limonoides, conferem
sabores melhores aos produtos citricos apdés o processamento, além de exibirem
atividades bioldgicas que séo importantes no uso da medicina tradicional, assim como,
em modernos nutracéuticos (GUALDANI et al, 2016). Compostos como os
triterpenoides isolados apresentam propriedades farmacolégicas bem conhecidas,
atuando como analgésico e apresentando atividade anticancerigena, antiviral,
antibactericida e antimalarica (TAN et al., 2010).

Varios tipos de terpenoides foram avaliados em relagao a sua toxicidade aos
insetos, mostrando forte caracteristica nos compostos que apresentam a maior

sequéncia de producdo de terpenos, mas ndo deixando de expressar esta
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caracteristica nos compostos com cadeia menor. Assim, as plantas que regularmente
nao sao atacadas por insetos, geralmente sdo constituidas por tetranortriterpenoides,
como sao chamados os limonoides (VIEGAS JUNIOR, 2003; ZHOU et al., 2005)

Da classe dos compostos fendlicos, os flavonoides se destacam por apresentar
estrutura quimica e caracteristicas diferenciadas. Sua estrutura € baseada num
esqueleto com dois anéis benzénicos (A e B), ligados a um anel pirano (B), acoplado
no anel A, conforme Figura 6 (BEHLING et al., 2004). Podem ser divididos de acordo
com a sua estrutura, se ligando ou ndo com unidades de agucar a sua molécula,

chamados de glicosideo ou aglicona, respectivamente (DEWICK, 2002).

Figura 6 Estrutura quimica basica dos flavonoides.

Fonte: Adaptado de BEHLING, et al. 2004.

Os flavonoides, sdo comumente encontrados em diversos produtos naturais,
protegendo esses organismos, principalmente, dos agentes oxidantes, desta forma,
sdo apontados como um dos maiores grupos de metabdlitos secundarios.
Encontrados com frequéncia na alimentagdo humana, como em frutas, folhas, chas,
vinhos e outros alimentos, logo, sado considerados protetores naturais do organismo,
frente a diversos efeitos adversos (DA SILVA et al 2015).

A quercetina, € um flavonoide muito conhecido por ser encontrado na natureza
de forma acessivel (ORFALI et al., 2016). Esta, se diferencia dos demais flavonoides
por apresentar radicais hidroxilas como substituintes nas posicoes 3, 4, 5 e 7, da
estrutura basica dos flavonoides. Isso faz com que seja atribuida atividade
antioxidante a estes compostos, principalmente por serem agliconas com hidroxilas
ligadas em C3 e C4 (DORNAS et al., 2007). Pesquisadores encontraram compostos
flavonoides, dentre eles as quercetinas, em extrato de folhas de M. azedarach. Estes
foram isolados e identificados frente a diversas atividades como antioxidante, inibidora
da angiogénese, inseticida e outras (RUTKAUSKIS et al., 2015; KUMAZAWA et al.,
2013; ZHOU et al., 2005).
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Outra classe de compostos encontrados na M. azedarach sao os alcaloides de
carater basico e nitrogenados. Os alcaloides, comumente encontrados na familia
Meliaceae s&o os quinazoldnicos, diterpénicos ou mistos. Apresentam amplo espectro
das atividades biolégicas que pode ser em consequéncia da sua variedade natural
(DE ARAUJO et al., 2009). Farmacologicamente ativos, oferecem atividade anti-
helmintica (CALA et al., 2012), antifungica (XIAO et al., 2014) e antipirética pela
inibicdo da sintese de prostaglandinas E2 (SULTANA, AKHTAR & ASIF, 2013). E
ainda, um alcaloide que vem sendo estudado devido as suas propriedades fisicas e
quimicas € a azaridina, encontrada nos frutos da M. azedarach e, se mostra com um
possivel poder antitumoral (ISMAIL, LEVITSKY & DEMBITSKY, 2009).

Ja os compostos responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e plantas
sdo os taninos, por causa da precipitacado de glucoproteinas salivares que leva a perda
do poder lubrificante da saliva (MONTEIRO et al., 2015). Resultantes do metabolismo
secundario da M. azedarach, estes sao compostos polifendlicos que se complexam
facilmente com proteinas e, desta forma, podem atuar como inibidores enzimaticos de
forma significativa, o que lhes confere propriedades bactericida e antimicrobiana de
forma geral na defesa da planta (GEMEDA & HASSEN, 2015).

Os taninos sdao muito reativos quimicamente por se tratarem de compostos
fendlicos, formando pontes de hidrogénio intra e intermoleculares. Também sao
facilmente oxidaveis, tanto através de reacdo enzimatica, quanto por influéncia de
metais, e ainda, sao classificados como hidrolisaveis, ou condensados de acordo com
a sua estrutura (MONTEIRO et al., 2005). A grande quantidade de taninos presente
em algumas plantas, faz com que estas sejam empregadas na medicina tradicional
para o tratamento de varias doengas. Pelos taninos se ligarem as proteinas, atuam
como antisséptico em lesées, queimaduras e inflamacdes. E também usado em casos
de diarreia, hipertensao arterial, reumatismo, hemorragias, problemas gastricos,

problemas renais e do sistema urinario (PANSERA et al., 2003).

Toxicidade da Melia azedarach L.

De acordo com o Ministério da Saude (2006), apesar da medicina moderna
estar bem desenvolvida na grande maioria do mundo, muitas drogas de origem
vegetal sdo consideradas basicas e essenciais, pois aproximadamente 85% da
populagao, principalmente dos paises em desenvolvimento, faz uso significativo de

plantas medicinais, ou preparacdes destas para a sua ateng¢ao primaria.
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As pesquisas envolvendo a M. azedarach para o tratamento de diversas
doengas tem sido progressiva, pois na medicina tradicional esta planta é muito
utilizada. Porém, apesar de amplamente abordada em relatos da literatura veterinaria,
a toxicidade desta planta para o organismo humano ndo tem sido relatada com
frequéncia (DE ARAUJO, 2009).

Seu nome deriva de palavras gregas que significam floragdes cinzas para
Melia, e azedarach é proveniente do nome de uma antiga arvore venenosa chamada
de Azadaracht, atualmente desconhecida. No homem, os casos de intoxicacéo
acidental se referem a ingestao de folhas, principalmente, da casca da planta na forma
de chas para ter efeito diurético, ou para o tratamento do alcoolismo, como
antiparasitario, antifungico analgésico, anti-inflamatoério, antidiabético e outras
enfermidades (SHARMA & PAUL, 2013).

Alguns casos relatam a toxicidade, mostrando que toda a planta pode ser
toxica. Foram observados sintomas neurolégicos, como fraqueza, dor muscular,
mialgia, dorméncia e ptose unilateral; além de sintomas como, vertigem, viséo turva,
nauseas, salivacao, diarreia e alteragao da temperatura corporal. Em todos os casos
houve aumento das transaminases e creatinofosfoquinase, enquanto que o
hemograma e a fungao renal se apresentaram normais (PHUA et al., 2008).

Ja os animais geralmente sao intoxicados de forma acidental, por ingerirem
folhas, flores e frutos caidos, sendo os suinos os mais afetados com os efeitos toxicos
dos frutos maduros. Experimentos in vivo em caes, gatos, ratos e porcos, mostraram
0 aparecimento de sinais e evolugao clinica dentro de poucas horas, com prevaléncia
de alteragbes neuroldgicas e gastrintestinais, independente do animal. Foram
observadas também, lesbes intensas no figado, rins, tecido linfatico e musculo
esquelético, danos estes, que podem até levar & morte (MENDEZ et al., 2002;
MENDEZ et al., 2008).

Todos os prejuizos em consequéncia do uso da M. azedarach sédo decorrentes
dos componentes toxicos que a planta apresenta. Estes compostos s&o
tetranortriterpenoides conhecidos como meliatoxinas A1, A2, B1, e B2, conferindo
toxicidade a toda planta, entretanto, com maior concentracdo nos frutos
(CORTINOVIS & CALONI, 2013). Além disso, varios compostos foram identificados
nesta planta, os quais tém agao sobre o sistema fisioldgico e também, alguns estudos
mostraram que os compostos desta planta tém efeito inibitério sobre as colinesterases

de muitas espécies, incluindo o homem (MAREK et al., 2012).
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Efeito de Melia azedarachL. sobre as colinesterases

Pesquisas estdo sendo realizadas em busca de estratégias para o tratamento
de doencas neurodegenerativas, através do uso de inibidores das colinesterases.
Assim, testes com varias plantas medicinais tradicionais s&o realizados para mostrar
a possivel acao das mesmas no sistema colinérgico (VINUTHA et al., 2006).

Breuer et al. (2003), avaliou possiveis eventos neurotdxicos provenientes da M.
azedarach, onde foi feita, a medida da atividade enzimatica das colinesterases em
homogenatos de larvas apds a adicdo do extrato da planta. A adigdo do extrato
resultou em uma inibigao significativa quando comparada com o grupo controle, o que
pode confirmar achados de estudos anteriores que afirmavam a inativagdo do
neurotransmissor de acetilcolina. Porém, esta acao nado acontece de forma tao
simples, pois é provavel que nao exista apenas um Unico composto ativo na planta
responsavel por sua agdo, mas sim, varios componentes estardo envolvidos.

Ainda, foram evidenciadas atividades inibitorias da butirilcolinesterase em
homogenatos de figado de ratos, utilizando diferentes tipos de extratos de M.
azedarach. Devido a este efeito inibitério mostrou ser independente do tipo de extrato,
podendo ser efeito da presenca de diferentes compostos. Entretanto, um possivel
efeito dos flavonoides foi considerado pelas caracteristicas desses compostos em
interagir com diversas proteinas. Contudo, o mecanismo pelo qual se da este efeito
ainda nao foi esclarecido (MAREK et al., 2012).

Estudos mostraram também, a inibicdo significativa das colinesterases, em
coelhos alimentados com frutos de M. azedarach L (AL-KHAFAJI & AL-FARWACHI,
2000). E, outras pesquisas feitas com extrato de folhas desta planta, novamente a
inibicdo das colinesterases foi observada, e ainda, foi constatado que nem sempre a
M. azedarach atua inibindo o sistema colinérgico, da mesma forma dose-dependente
como outras plantas, sendo necessarios mais estudos que ajudem a evidenciar estes
efeitos sobre o sistema colinérgico (BULLANGPOTI et al., 2012).
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Efeito do extrato de Melia azedarach L. sobre a atividade das colinesterases em

ratos envenenados com metilcarbamato

Resumo

Os carbamatos sao produtos fundamentais para a formulagéo de praguicidas. Embora
sua produgédo e a comercializagao sejam com a finalidade de eliminacao de insetos, a
sua utilizacdo em tentativas de suicidio € comum em nosso meio, além das
intoxicagdes acidentais envolvendo trabalhadores rurais e criangas, devido sua
propriedade toxicologica em inibir as enzimas acetilcolinesterase e
butirilcolinesterase. A atividade destas enzimas sé volta ao normal espontaneamente,
assim, o objetivo deste trabalho foi verificar a possivel agao do extrato de folhas de
Melia azedarach L. sobre o sistema colinérgico inibido por metilcarbamato. Foram
testadas in vitro e in vivo, diferentes concentragdes de extrato tamponado de Melia
azedarach L., quanto a atividade da acetilcolinesterase inibida por metilcarbamato.
Os resultados mostraram que o extrato de Melia azedarach L. tem potencial efeito de
reversio sobre a enzima inibida pelo metilcarbamato, se tornando uma alternativa na

terapia do tratamento de intoxicagbes com carbamatos.

Palavras-chave: Acetilcolinesterase, agrotoxico, flavonoides
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The effect of extract of Melia azedarach L. On cholinergic system of rats

poisoned with methyl carbamate

Abstract

Carbamates are essential products for pesticide formulation, mainly used in agriculture
for the elimination of insects. Although the production and trade of carbamates are for
purpose insects elimination, it is common used to suicide attempts in our environment,
in addition to accidental poisonings involving rural workers and children. The
toxicological property is inhibit the acetylcholinesterase and buthyrylcholinesterase
enzymes which leads a severe poisoning related to cholinergic crisis. The enzymes
activity get back to normal only spontaneously, so the study of new substances that
can intervene directly on the active site of these enzymes when it is inhibited and
reverse this toxic action is necessity for the health. Researchs with Melia azedarach L.
(Meliaceae) has been made searching for new strategies for treatment of enzime
inhibity by methyl carbamate poisoning. Different concentrations of Melia azedarach L.
buffered extract were tested in vitro and in vivo for acetylcholinesterase activity
inhibited by methylcarbamate. The results showed that the extract of Melia azedarach
L. has a potential reversion effect on the enzyme inhibited by methyl carbamate,

becoming an alternative to treatment of carbamate intoxication

Key-words: Acetylcholinesterase, pesticides, flavonoid
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1. Introducgédo

Os casos de envenenamentos com praguicidas representam aproximadamente
um terco dos suicidios em todo o mundo, o que os tornam um problema de saude e
seguranca publica [1]. O metil carbamato € um metil éster derivado do acido
carbamico, inseticida comumente utilizado em casas, jardins e na agricultura [2]. Seu
mecanismo de acao esta relacionado a inibicdo da acetilcolinesterase (AChE; EC
3.1.1.7) e da butirilcolinesterase (BuChE; EC 3.1.1.8), no inseto; entretanto este
mecanismo de acdo nao é seletivo para os insetos, podendo atuar da mesma forma
sobre as colinesterases dos animais, incluindo dos humanos [3, 4]. Esta inibi¢cao leva
ao acumulo de acetilcolina, tendo como consequéncia a crise colinérgica, quadro
caracteristico do envenenamento, pela constante estimulacdo dos receptores
colinérgicosl[5].

O suporte clinico com a administragdo de atropina, antagonista competitivo da
acetilcolina nos receptores muscarinicos, ndo leva a reversao das colinesterases, ja
que a atropina tem acao direta sobre os receptores muscarinicos[6]. A atividade das
enzimas s6 retorna ao normal de forma espontinea, pois ndo ha um reativador
especifico para a acetil- ou butirilcolinesterase.

Neste contexto, a pesquisa de substancias para terapia complementar no
tratamento destes envenenamentos € relevante, e as plantas medicinais tém se
destacado como uma rica fonte de compostos farmacologicamente ativos. Melia
azedarach L. (Meliaceae), € uma planta comumente conhecida como cedro branco,
lilas persa, cinamomo ou santa barbara. E uma arvore nativa da China, india e Pérsia,
e amplamente distribuida em todo o mundo, especialmente nos trépicos, devido a sua
tolerancia climatica [7]. Extratos e decoctos de suas folhas, raizes e caule, tém sido
usados oral e topicamente pela medicina tradicional para o tratamento de doencas
inflamatérias e infecciosas, como agente antiviral, diurético, antipirético,
antiproliferativo e contra desordens intestinais [8]. Um grande numero de flavonoides,
limonoides, taninos, esteroides, saponinas e triterpenoides foram identificados nesta
planta [9, 10]. No homem, estes compostos agem sobre importantes reacdes
metabdlicas e sistemas enzimaticos, incluindo a acetil- e butirilcolinesterase [11, 12].

Apesar de seu uso, tanto na medicina tradicional, como popular; até o momento
nenhum estudo foi realizado para verificar a sua agao sobre envenenamentos. Assim,
o presente trabalho foi conduzido para verificar a possivel acdo do extrato de folhas
de M. azedarach sobre o sistema colinérgico, inibido por metilcarbamato, uma vez que
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estudos iniciados em nosso laboratério, com o extrato de M. azedarachmostrouativar
a atividade das colinesterases de ratos sadios (dados n&o publicados). Por isso, um
extrato aquoso tamponado foi selecionado para este estudo, e o seu efeito sobre a
acetil- e butirilcolinesterase foi examinado in vitro e in vivo, com ratos envenenados
com metilcarbamato. Particularmente, observou-se a potencialidade em se obter uma
nova alternativa como terapia complementar no tratamento dos envenenamentos por

metilcarbamato.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Caracterizagao do extrato e efeitos da M. azedarach

Folhas verdes de M. azedarach foram coletadas de arvores cultivadas no municipio
de Cascavel, Parand, Brasil (Latitude 24°57°21” e Longitude 53°27°19”), em margo de
2015. O espécime foi identificado pela bidloga Dr2. Norma Catarina Bueno, por
comparagao com voucher N° 4703, depositado no herbario do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude, da Universidade Estadual do Oeste do Parana. As folhas foram
lavadas com agua destilada e colocadas para secar em estufa em temperatura de
40°C. Apos a completa secagem das folhas, estas foram trituradas até a obtencao de
um po. O extrato foi preparado a partir deste p6 em uma concentragéo de 30% (m/v)
em meio tamponado (pH 7,2), conforme Alché et al [7]. A extragao foi feita com um
misturador comercial, utilizando tampéo fosfato de potassio 10 mM (pH 7,2) contendo
350 mM de cloreto de potassio (KCl). A mistura resultante foi filtrada e centrifugada a
5.000 g durante 1 hora. O pellet foi descartado e o sobrenadante liofilizado. Este
liofilizado foi solubilizado em agua destilada, e mantido overnight sob agitacdo. Em
seguida, foi centrifugado novamente a 5.000 g durante 1 hora, o pellet descartado e o
sobrenadante liofilizado. A partir desta segunda liofilizagdo o extrato estava pronto
para o estudo. A caracterizagao do extrato foi feita através de triagem fitoquimica, do
espectro de absorgédo no UV, e do espectro de ressonéncia magnética nuclear (RMN
H).

Triagem fitoquimica: Para esta analise, o extrato foi fracionado por particao liquido-
liquido, com solventes com aumento de polaridade, na sequéncia com diclorometano,
acetato de etila e n-butanol. Em seguida, o extrato bruto e as fragbes foram analisadas
por cromatografia em camada delgada, usando silica gel F254 (Merck, Darmstadt,
Germany) como adsorvente. Duas fases moveis foram empregadas: acetato de etila:
acido férmico: agua (8:1:1 v/v/v), e tolueno: acetato de etila: acido formico (5:5:0,5
v/vlv). O cromatograma foi analisado em luz UV 254 e 365 nm. As manchas foram
recortadas da cromatoplaca e solubilizadas em agua destilada, a classe dos
compostos foi investigada com reagdes especificas. A saber, a presenca de alcaloides
foi pesquisada por meio do reagente de Dragendorff's e Mayer [13], a reagéo de
Liebermann-Burchard foi usada para investigar a presenca de esteroides [14], os

taninos foram pesquisados por meio de sais de ferro [15], para flavonoides empregou-
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se a reagao de Shinoda’s [16]e, para saponinas e cumarinas, utilizou-se metodologia
descrita por Barbosa-Filho et al.[17]. Uma parte do extrato bruto foi reservada para

analise no espectro UV.

Espectro de absor¢cdo no UV: Foram preparadas solugbes aquosas com
concentragdes de 50, 100, 150, 200, 250 e 300 mg.L-! do extrato. Os espectros foram
obtidos nos comprimentos de onda entre 200 e 400 nm, com uma resolugéo de 2 nm,
em espectrofotometro BIOSPECTRO SP-220, com minima adaptacao de Marek et
al.[18].

Espectro de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN de 'H): Foram obtidos os
espectros de RMN de 'H em espectrofotdmetro BRUKER (500 MHz), do
Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Maringd (UEM). Foram
utilizados solventes deuterados D20, CD30D e CDCI3 (Tedia), conforme Rutkauskis
et al[10].

Teste de hemodlise. O teste de hemolise para o extrato de M. azedarach foi realizado
conforme descrito por Latoud et al.[19].Para o teste, 500 uL de suspensado de
eritrécitos a 4% foram incubados a 37°C por 60 minutos com 500 uL do extrato em
diferentes concentragdes (0,25 — 4,00 mg.mL"). Apds a incubagdo a mistura foi
centrifugada por 10 minutos a 400 g e o sobrenadante coletado e lido em 450 nm.
Como controle negativo utilizou-se tampédo PBS e como positivo acido acético a 2%

(100% de hemodlise). O resultado foi expresso em porcentagem de hemolise.

Citotoxicidade com Artemia salina. O ensaio foi realizado conforme Meyer et al[20].
Para o teste, foram utilizados de 20 a 30 exemplares viaveis da fase larval (nauplios)
do microcrustaceo Artemia salina. Foram adicionados 10 yL do extrato de M.
azedarach nas concentragbes de 0,50, 1,00, 2,00 e 4,00 mg.mL"". Apds 24 horas de
exposicao ao extrato, foram contados os nauplios sobreviventes. Foi utilizado como
controle negativo, solugéo salina e, hidréxido de sodio a 1% como controle positivo.
Os resultados foram expressos como porcentagem de mortalidade. O teste foi
considerado efetivo quando a mortalidade do controle negativo foi inferior a 50% e do

controle positivo superior a 80%.
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2.3 Analise da atividade da Acetilcolinesterase in vitro

Para os ensaios foram utilizados homogenatos de cérebro de rato como fonte da
enzima e as determinagdes enzimaticas seguiram metodologia descrita por Ellman et
al.[21].

Atividade enzimatica da acetilcolinesterase com a adi¢cédo do extrato de M. azedarach:
A curva foi realizada incubando o extrato de M. azedarachnas concentragdes finais de
0,25; 0,50; 1,0; 1,5 e 2,0 mg.mL-'.Para o ensaio utilizou-se tampao fosfato 104 mM
(pH 8,0) e 10 mM de &cido 5’,5-ditio-bis-(2-nitrobenzdico) (DTNB, Sigma-Aldrich Co.
St. Louis, MO, EUA). A quantidade de homogenato adicionada a reagédo foi o
equivalente a 0,25 mg de proteinas e esta mistura foi incubada durante 150 segundos
a 37°C. A reagao foi iniciada pela adigdo de 50 mM de iodeto de acetiltiocolina (ACh,
Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, EUA). A mudanga da atividade enzimatica foi
registrada a 405 nm durante 60 segundos e os resultados expressos em nmol de

substrato hidrolisado por minuto por miligrama de proteina.

Atividade enzimatica da acetilcolinesterase apds a adicdo de metilcarbamato: A
atividade foi medida em diferentes tempos de incubacgao (5:00; 7:30; 12:30; 22:30;
32:30; 42:30; 52:30 e 62:30 minutos), entre os homogenatos e 45 mM de
metilcarbamato. A concentracdo do metilcarbamato foi escolhida conforme estudos

realizados anteriormente (dados nao publicados).

Atividade enzimatica da acetilcolinesterase apés a adicao de extrato de M. azedarach
em homogenatos tratados com metilcarbamato: Os ensaios foram realizados
adicionando-se o extrato nas concentragdes finais de 1 e 2 mg.mL"", apds a adi¢éo de

metilcarbamato, com incubacdes de 2:30; 5:00; 12:30 e 32:30 minutos.

2.3 Estudos in vivo

Desenvolvimento de um modelo experimental de ratos envenenados com
metilcarbamato. Foram utilizados ratos machos e fémeas, albinos da linhagem Wistar,
adultos, pesando entre 200 e 250 g, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade
Estadual do Oeste do Parana. Os ratos foram mantidos em caixas de polipropileno e

em ambiente com ciclo claro-escuro de 12 horas, temperatura controlada de 22°C (x
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2°C), sistema de exaustao, alimentados ad libitum com dieta padrao de laboratério
(Algomix®) e agua potavel. Todos os procedimentos experimentais seguiram o
protocolo aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual
do Oeste do Parana (CEUA/UNIOESTE).

Antes de iniciar os experimentos, os animais foram ambientalizados e observados
diariamente durante uma semana. Apoés este periodo de adaptacao, os animais que
ndo apresentaram nenhum comportamento anormal ou algum tipo de sintomatologia
foram divididos aleatoriamente em 6 grupos experimentais, com 4 a 6 animais em
cada grupo. Todos os ratos tratados receberam dose unica de metilcarbamato e foram
observados diariamente durante 15 dias. O metilcarbamato foi solubilizado em agua
e administrado por via oral nas doses de 5.000 e 8.000 mg.Kg™' de peso para os ratos
machos, e nas doses de 2.500 e 5.000 mg.Kg™' de peso para as fémeas. Os
respectivos grupos controle receberam agua por via oral. As doses utilizadas de
metilcarbamato seguiram o disposto pelo National Toxicology Program (NTP) [22]. Os

grupos foram divididos conforme abaixo:

Grupo Machos — Grupo controle, onde foi administrado agua.
MCS8: Foi administrado metilcarbamato 8.000 mg.Kg-! de peso.
MC5: Foi administrado metilcarbamato 5.000 mg.Kg-! de peso.
Grupo Fémeas — Grupo controle, onde foi administrado agua.
MCS5: Foi administrado metilcarbamato 5.000 mg.Kg-! de peso.
MC2.5: Foi administrado metilcarbamato 2.500 mg.Kg™' de peso.

Durante todo o periodo experimental, os animais receberam agua e alimento a
vontade. Todos os animais foram observados durante todo o periodo experimental,
em relacdo a morbidade ou mortalidade, além da sintomatologia clinica relacionada a
intoxicagao[23]. Para a sintomatologia clinica adotou-se um critério de pontuagéo em
relagdo a intensidade dos sintomas observados, assim: 1 — sem sintomatologia; 2 —
fraca sintomatologia; 3 — moderada sintomatologia e 4 — severa sintomatologia. No
primeiro dia, foram observados imediatamente apds o tratamento e a cada 30 minutos
durante as 8 primeiras horas. No restante do periodo experimental, foram observados
quatro vezes ao dia. No ultimo dia, os animais que sobreviveram foram eutanasiados
com overdose de cloridrato de quetamina (Ketamin: Cristalia, Brasil), e cloridrato de

xilazina (Anasedan: Vetbrands, Brasil) por via intraperitonial.O protocolo experimental
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seguiu os modelos de estudo de toxicidade conforme Quest et al. [24], o National

Toxicology Program [22] e Prado-Ochoa et al. [25].

Estudo do efeito do extrato de M. azedarach sobre a atividade da acetil- e
butirilcolinesterase em ratos envenenados com metilcarbamato: Foram utilizados 36
ratos machos, distribuidos aleatoriamente em 6 grupos experimentais (controle,
metilcarbamato 40 mg.Kg™' de peso animal, metilcarbamato 40 mg.Kg-'+ extrato M.
azedarach 125 mg.Kg™', extrato M. azedarach 125 mg.Kg™', metilcarbamato 40 mg.Kg-
'+ extrato M. azedarach 250 mg.Kg™', extrato M. azedarach 250 mg.Kg™'), contendo 6
animais cada, e submetidos a canulacdo da veia jugular, conforme Harms &
Ojeda[26], com pequenas adaptagdes. Os animais ficaram em jejum overnight e sob
anestesia com cloridrato de quetamina (100 mg.Kg™' de peso animal) e cloridrato de
xilazina (15 mg.Kg™' de peso animal), tiveram os pelos da area do pescogo removidos
e a area cirurgica limpa com alcool 70%. Foi feita uma incisdo de aproximadamente
0,5 cm na pele, préximo a escapula, usando tesoura cirurgica. Com o auxilio de uma
pinga, sem corte, os tecidos foram dissecados até o encontro da artéria jugular para
melhor visualizagdo. Um cateter intravenoso (Abocath 24G), foi inserido na veia
jugular e mantido heparinizado. Através deste,foi realizada a coleta de sangue para
as determinacdes enzimaticas e, também, administrado metilcarbamato e o extrato de
M. azedarach. O sangue foi coletado nos tempos 0, 5, 10, 15, 30, 60, 90 e 120 minutos,
e o volume retirado (0,4 mL), foi imediatamente reposto com solugéo salina 0,9%. O
metilcarbamato e o extrato de M. Azedarach foram administrados uma Unica vez, nos
tempos “0” e 5 minutos, respectivamente. O grupo controle recebeu apenas solugao
salina 0,9% no tempo “0” da mesma forma que os grupos que receberam apenas
extrato de M. azedarach. As doses de metilcarbamato e do extrato de M. azedarach
foram baseadas em experimentos anteriores. Tanto o metilcarbamato quanto o extrato
foram solubilizados em solugao salina 0,9%. Todos os animais foram mantidos sob
anestesia durante todo o procedimento experimental. Ao final do experimento todos
os animais foram eutanasiados por overdose de anestésico, o cérebro e figado
retirados para a determinacdo da atividade da acetil- e butirilcolinesterase,

respectivamente [27].

Determinagdo da atividade da acetil- e butirilcolinesterase no sangue. Para a
determinacgao da atividade da acetilcolinesterase foi preparado um hemolisado a partir

de 0,2 mL de sangue lavado com tampéao fosfato (pH 7,2). Em meio tamponado e com
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0,05 mM de DTNB, foi adicionado 2,5 yL de hemolisado e 50 pL de substrato de iodeto
de acetiltiocolina. A leitura da absorbancia foi realizada em 405 nm a 37 °C a cada 30
segundos, durante dois minutos. Para a determinacdo da atividade da
butirilcolinesterase plasmatica foi incubado a 25 °C por 3 minutos, em meio tamponado
e com DTNB, 10 pL de plasma. Apés este tempo, adicionou-se 3 pL do substrato
iodeto de butiriltiocolina e mantido incubado por mais 2 minutos. Em seguida, leu-se
em 405 nm a 25 °C a cada 30 segundos, durante 1:30 minuto. Os resultados foram
expressos em uKat.L™', onde Kat define a quantidade do catalisador, correspondendo

aos moles reagidos por segundo; assim, 1 Kat= mol.s™.

Preparo dos homogenatos de cérebro e de figado de rato: Os homogenatos foram
preparados conforme adaptacdo da metodologia descrita por Cimasoni[28]. Apds a
retirada dos cérebros, estes foram pesados e cortados em pequenas fragdes. Os
fragmentos foram homogeneizados com solugao de Ringer com Triton X-100 (0,5%)
por meio de homogeneizador de Dounce em banho de gelo. Em seguida, os
homogenatos foram submetidos a centrifugagao diferencial, a 536 g durante 10 min e
4000 g por 10 minutos. A fracdo sobrenadante foi utilizada como fonte da enzima
acetilcolinesterase. O mesmo foi feito com o figado, utilizando para este, apenas
Ringer com Tampao fosfato pH 7,2 (5:1). A dosagem de proteina dos homogenatos
foi realizada pelo método de Lowry et al.[29], utilizando o reagente de Folin e a

albumina bovina, 20% como padrao.

2.6 Anadlise estatistica.As analises estatisticas foram realizadas pelo software
GraphPad Prism 5.03. Os resultados foram expressos como média + erro padréo da
média (SEM). Foi realizado o test t e aceito como estatisticamente significativo quando
P < 0.05. Para os testes de hemolise e os bioensaios os resultados foram expressos

em porcentagem.
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3. Resultados

3.1 Caracterizagao do extrato.

A andlise fitoquimica do cromatograma com reagentes especificos sugere a presenga
de alcaloides, cumarinas, flavonoides, taninos e triterpendides nos spots. No espectro
de absor¢cao do UV (Fig. 1), o extrato bruto de M. azedarach mostrou maximo de
absorgao na faixa gama do ultravioleta. Foi encontrado um pico entre 260 e 275 nm
com a formagao de uma ligeira proeminéncia na regido préxima ao visivel, entre 325
e 350 nm, sugerindo pela literatura a presenga de compostos flavonicos[30].Ja os
espectros de RMN de 'H mostram sinais principalmente em 3.2-4.8 ppm,
caracteristicos de hidrogénios de carbonos ligados a elementos eletronegativos e,
picos presentes em < 2.7 ppm que sao caracteristicos de moléculas alifaticas. Ha

também a presenca de pequenos sinais na faixa dos compostos aromaticos (Fig. 2).

3.2 Teste de hemdlise e citotoxicidade com Artemia salina

Os testes de hemolise e de citotoxicidade (Tabelas 1 e 2, respectivamente) mostraram
que na concentragdo de 4,00 mg.mL-"houve maior atividade hemolitica (33,95%) e
citotoxicidade com 46,67%de mortalidade, valor superior ao controle negativo de
28,75%. As demais concentragbes causaram mortalidade dos microcrustaceos abaixo

do controle negativo.

3.3 Estudos in vitro

De forma a se ter um controle da influéncia do tempo de incubagdo do homogenato
sobre a atividade da acetilcolinesterase, foi avaliada desde 2:30 até 60 minutos e, n&o
mostrou variagao significativa, P > 0,05 (dados ndo apresentados). Entretanto, a
atividade da enzima em diferentes tempos de incubacdo com 45 mM de
metilcarbamato (Tabela 3), apresentou significativa inibicdo, apenas com os tempos
de 2:30 e 12:30 minutos, e um aumento significativo no tempo de 52:30. Ja a atividade
da enzima quando incubada com diferentes concentracbes do extrato de M.
azedarach mostrou uma curva em “U”, onde as concentragdes de 0,5; 1,0 e 1,5 mg
mL-" do extrato causaram diminuigao significativa na atividade enzimatica (P < 0,05);
enquanto que as concentragdes de 0,25 e 2,0 mg.mL™" ndo influenciaram a atividade
da acetilcolinesterase (Fig. 3). Nas Tabelas 4 e 5, observa-se o resultado do efeito do
extrato nas concentragdes de 1,0 mg.mL™" e de 2,0 mg.mL-", respectivamente, sobre

a acetilcolinesterase em homogenatos incubados com 45 mM de metilcarbamato. No



48

tempo de 32:30 minutos de incubagio as concentragdes de 1,0 mg.mL"' e 2,0 mg.mL"
" conseguiram reverter o efeito do metilcarbamato sobre a acetilcolinesterase, com o
retorno para valores préximos ao controle. A concentragéo de 2,0 mg.mL-", ainda, no
tempo de 12:30 minutos reverteu o efeito inibitério do metilcarbamato, inclusive

ativando significativamente a acetilcolinesterase (P = 0,0186).

3.4 Estudos in vivo

Na dose maxima, tanto nos machos (8.000 mg.Kg'), quanto nas fémeas (5.000
mg.Kg™), a primeira sintomatologia observada foi dispneia (Tabela 6). Esta, com
tendéncia a evoluir na intensidade com o decorrer do tempo. Seguido a isso,
observou-se prostracdo, piloerecao e ptose palpebral. Alguns animais apresentaram
de leve a moderado ruido durante a respiracdo e também, sintomas relacionados a
dor.Em todos os animais machos os sintomas evoluiram nas primeiras duas horas.
No grupo que recebeu a dose maxima de metilcarbamato a prostragdo permaneceu
com severa intensidade, enquanto que os demais sintomas oscilaram. A dispneia e a
ptose palpebral mostraram um pico de maior intensidade na segunda hora, apds a
administragdo do metilcarbamato, Fig.4A.Os animais tratados com 5.000 mg.Kg™' de
metilcarbamato mostraram o mesmo perfil na sintomatologia, Fig. 4B. Em relagcéo ao
grupo de fémeas tratadas com metilcarbamato, o perfil da sintomatologia esta
apresentado nas Fig. 5A e 5B, para 5.000 mgKg' e 2500 mg.Kg"',
respectivamente.Assim como no grupo de ratos machos, a sintomatologia tende a se
intensificar nas primeiras duas horas e, que independente da dose administrada e do
grupo animal, a sintomatologia é basicamente a mesma. Em relagdo a atividade
enzimatica foi observado que nos grupos de fémeas, tanto a acetil- quanto a
butirilcolinesterase mostraram-se com atividade diminuida. Por outro lado, nos grupos
de machos a butirilcolinesterase mostrou-se ligeiramente diminuida, enquanto que a
acetilcolinesterase teve aumento na sua atividade em relagéo ao grupo controle. As
Fig. 6 e 7 mostram o perfil da atividade destas enzimas nos grupos controle e
envenenado, respectivamente. Observa-se que as atividades enzimaticas oscilam no
grupo controle. No entanto, no grupo envenenado ha diminuigao e retorno, ha valores
basais da atividade da acetilcolinesterase, enquanto que para a butirilcolinesterase
ocorreu, inicialmente, um aumento na atividade para posteriormente ocorrer a sua
diminui¢cdo. A Fig. 8. mostra a atividade da acetilcolinesterase apds a administragao
do extrato de M. azedarach 125 mg.Kg'em ratos envenenados com metilcarbamato

40 mg.Kg'. Observou-se que a atividade se apresentou mais estavel, proxima dos
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valores basais, e com tendéncia a ativacdo nos primeiros 15 minutos. A partir de 60
minutos apdés a administracdo do extrato, comegou a ocorrer a diminuigdao na
atividade. A acetilcolinesterase em ratos envenenados e tratados com o extrato de M.
azedarach 250 mg.Kg™' teve a sua atividade aumentada, ja nos 5 minutos apds o
envenenamento, sugerindo ter capacidade de reversao sobre a enzima inibida (Fig.
9). O mesmo ocorreu com a butirilcolinesterase, que apresentou ativagéo na dose de
250 mg.Kg' (Fig. 10); ao contrario da dose de 125 mg.Kg~' que se manteve inibida
(Fig. 11). As atividades da acetil- e butirilcolinesterase no cérebro e figado,
respectivamente, ndo sofreram alteragdo em nenhum grupo tratado (envenenado,

com o extrato ou que receberam tratamento), Fig. 12.
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4. Discussao

A analise fitoquimica do extrato tamponado de folhas de M. Azedarach, apds a
particdo liquido-liquido e a separagdo por cromatografia em camada delgada,
confirmou a presenca de compostos ja descritos para esta planta[9]. Isto é de
particular importancia, visto que a utilizagdo desta planta, tanto na medicina
tradicional, quanto na popular, se da por meio de infusdo ou de decocc¢ao;
demonstrando que o processo de extragcao aquoso tamponado foi suficiente para
extrair constituintes bioativos da planta. A presenca de flavonoides, através do
espectro de absorcao no UV, também foi considerada em outro estudo realizado com
esta planta por Marek et al.[18], utilizando diferentes meios extrativos, dentre eles o
tamponado. Em tal estudo, o efeito batocrémico foi o sinalizador da presenca de
compostos flavénicos com o deslocamento das bandas de absorcdo. No presente
trabalho, os sinais encontrados em 3.2-4.8 ppm no espectro de RMN'H s3o
caracteristicos de hidrogénios de carbonos ligados a elementos eletronegativos
etipicos de carbonos ligados com grupamentos hidroxilas, indicando também a
presenca de moléculas de acucares neste extrato. Além disso, 0s picos presentes em
< 2.7 ppm séao caracteristicos de moléculas alifaticas, podendo ser referentes a
hidrogénios saturados, diferentemente das substéncias aromaticas as quais
apresentariam sinais caracteristicos em 6.0-7.7 ppm. A presencga dos sinais muito
pequenos encontrados na faixa dos compostos aromaticos pode ser indicativa de
compostos flavonoides que sofreram substituicdo de hidrogénios do anel por
hidroxilas, conferindo propriedades de quercetina ao composto, e assim, o0 nimero de
hidrogénios ligados diretamente no anel aromatico ndo é representado na faixa de
6.0-7.7 ppm[31, 32]. Desta forma, podemos considerar que os picos referentes aos
hidrogénios das hidroxilas da quercetina estdo deslocados, mesmo porque o0s
hidrogénios ou hidroxilas isoladas, que poderiam estar presentes na faixa de
compostos aromaticos, seriam apresentados por singletos. Em extrato hidroalcodlico
50% de M. Azedarach estudado por Rutkauski et al.[10], o espectro de RMN mostrou
a presenga de hidroxilas através de sinais em 3.2-4.8 ppm, regido onde ficam
registrados os hidrogénios caracteristicos de carbonos ligados a elementos
eletronegativos, indicando a presenca de agucares neste extrato. A presenga de
compostos flavénicos é de interesse, por estes serem habeis em promover ligagdes
de pontes de hidrogénios com aminoacidos de cadeias proteicas e exibirem afinidade

de ligacdo com as esterases [33]. Apesar de poucos relatos de toxicidade da M.
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Azedarachno, homem e destesserem decorrentes da presenga de
tetranortriterpenoides ou meliatoxinas A1, A2, B1 e B2[34, 35], classe de compostos
encontrada no presente extrato; este extrato mostrou baixa toxicidade. Estudos in vitro
sobre a citotoxicidade foram realizados como uma avaliagao preliminar do potencial
téxico do extrato empregado no presente trabalho.Nos dois modelos de citotoxicidade,
atividade hemolitica e toxicidade sobre Artemia salina, o extratosé apresentou
citotoxicidade na maior concentragdo avaliada, 4 mg.mL"".Tratando-se de um extrato
bruto, esta toxicidade pode, também, ser decorrente da presenca de alcaloides e de
taninos no extrato. Com mecanismo téxico complexo, os alcaloides interferem tanto
em processos enzimaticos, quanto no transporte de calcio, levando ao aumento de
calcio intracelular, o que afeta fortemente a integridade celular [36].Além disso, assim
como ostaninos, os alcaloides causam aglutinacéo ao interagir com proteinas ou com
outros constituintes celulares [37, 38]. Embora estes achados indiquem toxicidade do
extrato de M. azedarach, estudo com ratos ndo mostrou sinais de toxicidade em doses
acima de 5.000 mg.Kg™' (dados ndo publicados). Isto é relevante, considerando a
existéncia de compostos flavonicos no extrato, os quais sdo reconhecidamente
inibidores da acetilcolinesterase[39]. Essa propriedade foi observada no estudo in
vitro, onde ficou evidente que o efeito é dependente da concentracdo do extrato. O
tipo de curva em “U” é caracteristico de substancias com agéo bifasica, a exemplo a
quercetina, um composto flavonico muito estudado pelas suas propriedades
antioxidantes [40]. Este achado apoia a presenga de compostos flavénicos no extrato.
Desde que uma das agdes do metilcarbamato sobre o sistema bioldgico seja a inibigao
da acetilcolinesterase e que a reversao desta enzima é importante no tratamento
destes envenenamentos, optou-se por utilizar as concentragdes de extrato que
causou maior inibicdo (1,0 mg.mL™"), e a que manteve a atividade mais proxima do
controle (2,0 mg.mL"), para verificar se o extrato poderia induzir instabilidade no
complexo enzima-metilcarbamato. Observou-se que ambas concentragdes
reverteram in vitro a inibicdo da acetilcolinesterase pelo metilcarbamato e que o tempo
de reversao foi satisfatorio, ocorrendo dentro do periodo de 12:30 e 32:30 minutos.
Mais ainda, que a concentragdo de 2,0 mg.mL" foi mais eficiente, conseguindo
inclusive ativar a acetilcolinesterase.Considerando-se a gravidade e a rapidez do
aparecimento da sintomatologia do envenenamento, este tempo foi satisfatério, visto
que os experimentos in vivo mostraram um pico de aparecimento dos sintomas em 2
horas, seria indicado que a intervengao terapéutica deva ocorrer nas primeiras 2 horas

apds o episddio de exposicdo ao metilcarbamato. Mesmo porque a sintomatologia €
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basicamente relacionada a ligagdo permanente da acetilcolina nos receptores
muscarinicos e nicotinicos[41]. O tratamento com o extrato de M. azedarach nas duas
doses estudadas mostrou um perfil de ativacao na atividade da acetilcolinesterase,
particularmente na dose mais elevada. Por outro lado, a atividade da
acetilcolinesterase no cérebro nao foi alterada. A presenca de compostos flavénicos
no extrato com possivel afinidade pela acetilcolinesterase[42] podem ser os
responsaveis por este efeito. Entretanto, mais estudos serdo necessarios para se
esclarecer o mecanismo envolvido. Apesar da butirilcolinesterase ser geralmente a
primeira enzima avaliada nos casos de envenenamentos por metilcarbamato, os
dados encontrados no presente estudo mostraram que se deve ter cautela na sua
interpretacdo, considerando a variagcado que ocorre na sua atividade, mesmo no grupo
controle. Tendo como medida que a butirilcolinesterase ainda nao tem uma fungao
bioldgica totalmente definida, servindo as vezes como indicador de funcao hepatica,
outras vezes como indicador de exposigdo a alguns praguicidas, como enzima
antioxidante e ainda, auxiliando na biotransformagéo de drogas; a sua interpretacéao
deve ser feita com cautela[43—45]. Observou-se também que o periodo de até 120
minutos nao foi suficiente para interferir significativamente na atividade da
butirilcolinesteraseno figado. Mesmo o metilcarbamato tendo a sua principal
biotransformacéao no figado, a dose ou o tempo de exposi¢do nao foi suficiente para
alterar a atividade desta enzima [2]. O mesmo foi observado em relagdo ao extrato
nas doses estudadas.

Nossos resultados, particularmente da acetilcolinesterase, sugerem que o extrato de
M. azedarach possui potencial de reverter a inibicdo induzida pelo metilcarbamato,
podendo inclusive ativar a enzima. Mostram também, que se deve ter cautela ao
avaliar a atividade da butirilcolinesterase em situagbes de exposicdo ao
metilcarbamato. Com os dados aqui apresentados nao foi possivel esclarecer qual o

mecanismo envolvido na reversao; para isso mais estudos serao necessarios.
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Tabela 1 Percentuais de eritrocitos intactos e de hemdlise do extrato tamponado de M. azedarach.

Concentragao Eritrocitos intactos Hemodlise
(mg.mL") (%) (%)
0,25 95,69 4,31
0,50 92,08 7,92
% 1,00 89,13 10,87
5 1,50 92,84 7,16
2,00 83,39 16,61
4,00 66,05 33,95
Controle Positivo 0,00 100,00

Controle Negativo 100,00 0,00
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Tabela 2 Percentuais de mortalidade do microcrustaceo Artemia salina frente as diferentes
concentragdes do extrato tamponado de M. azedarach.

CTmamLn . induiduostotis  indviduosvivos  Mortalidade (%)
0,50 30 23 23,33
% 1,00 25 19 24,00
5 2,00 30 23 23,33
4,00 30 16 46,67
Controle Positivo 30 1 96,67

Controle Negativo 21 15 28,75




57

Tabela 3 Atividade da acetilcolinesterase apds diferentes tempos de incubagdo com 45 mM de
metilcarbamato.

Atividade da AChE
(nmol.min"".mg ptna')

Incubacao Controle Metilcarbamato Valor de P

(minutos) 45 mM
2:30 98,3 + 3,85 64,5 + 4,34** (134,4%) 0,0048
5:00 70,9 £ 1,30 66,6 + 0,831 ({ 4,30%) 0,1771
7:30 89,4+ 14,6 78,1+ 3,02 (4 12,6%) 0,5785
12:30 104,0 + 3,97 58,5 + 3,43* ({ 43,8%) 0,0234
22:30 772+115 69,7 +5,88 (4 9,72%) 0,6345
32:30 829+ 13,2 87,8+8,72 (1591%) 0,8349
42:30 70,73 £2,43 50,13 + 13,60 (v 29,1%) 0,1696
52:30 86,07 + 0,79 96,48 + 3,88* (112,1%) 0,0164
62:30 108,0 £ 14,7 71,9+260 (4 33.4%) 0,0979

*P <0,05; ** P <0,01; J inibicao; T ativacdo.
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Extrato M. azedarach L (mg.mL'1)
—¢— Controle -#- 0,25 mg.mL™" —— 0,50 mg.mL""’
- 100mgmL! ~* 1,50 mgmL"’ ® 20mgmL’
*P<0,05

Fig. 3 Atividade da acetilcolinesterase em homogenato de cérebro de rato apds a

adicao do extrato tamponado de M. azedarach em diferentes concentragdes.
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Tabela 4 Atividade da acetilcolinesterase apds a adigdo de 1,0 mg.mL-! de extrato tamponado de M.
azedarach em homogenatos de cérebro de ratos incubados com 45 mM de metilcarbamato.

Atividade da AChE
(nmol.min"".mg ptna)

Incubacao Controle Metilcarbamato Metilcarbamato 45 mM + Valor de P
(minutos) 45 mM 1,0 mg.mL"" de extrato
2:30 94,5 + 5,25 71,1+2,61 104,0 + 16,1 0,1427
5:00 102,0 + 7,68 69,6 + 3,77 67,6 + 6,71 0,8478
12:30 114,0 + 1,01 86,3+2,78 87,2+217 0,8333
32:30 107,0 + 5,80 91,4+236 108,0 + 2,75* 0,0110

*P<0,05.
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Tabela 5 Atividade da acetilcolinesterase apds a adigdo de 2,0 mg.mL-! de extrato tamponado de M.
azedarach em homogenatos de cérebro de ratos incubados com 45 mM de metilcarbamato.

Atividade da AChE
(nmol.min".mg ptna)
Incubacao Controle Metilcarbamato Metilcarbamato 45 mM Valor de P
(minutos) 45 mM + 2,0 mg.mL"" de extrato
2:30 98,3 + 3,85 64,5 + 4,34 57,1 +7,92 0,5861
5:00 89,4 + 14,6 78,1+ 3,02 91,96 + 23,5 0,5815
12:30 772+ 11,5 69,7 +5,88 124,0 + 2,92* 0,0186
32:30 108,0 + 14,7 71,9+2,60 99,4 + 3,31* 0,0202

*P <005 *™P<001.
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Tabela 6Analise qualitativa do numero de mortes e sintomatologia apresentada por ratos submetidos a

intoxicagao por metilcarbamato.

Sintoma clinico caracteristico

Grupo Dose (mg.Kg™) Mortes (%) Tempo médio (h)?

Intensidade

5.000 67 1-2

Fémeas

2.500 0 1-2

8.000 100 1-3

Machos

5.000 0 4

Dispneia 2
Piloeregao 2
Prostacao 2

Ptose palpebral 2

Dispneia 2
Piloeregao 2
Prostacao 2

Ptose palpebral 2

Dispneia 2
Piloeregao 2
Prostacao 3

Ptose palpebral 3

Dispneia 3
Piloeregao 2
Prostacao 3

Ptose palpebral 2

a tempo do aparecimento de maior intensidade da sintomatologia.
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Fig. 6 Perfil da atividade da acetil- e butirilcolinesterase em ratos controle.
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Fig. 7 Perfil da atividade da acetil- e butirilcolinesterase em ratos envenenados com
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Fig. 8 Perfil da atividade da acetilcolinesterase. A: Ratos envenenados com metilcarbamato 40 mg.Kg-
' e tratados com extrato de M. azedarach 125 mg.Kg'. B: Ratos envenenados com metilcarbamato 40
mg.Kg'. C: Ratos tratados apenas com M. azedarach 125 mg.Kg™'.
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Fig. 9 Perfil da atividade da acetilcolinesterase. A: Ratos envenenados com metilcarbamato 40 mg.Kg-
' e tratados com extrato de M. azedarach 250 mg.Kg'. B: Ratos envenenados com metilcarbamato 40
mg.Kg'. C: Ratos tratados apenas com M. azedarach 250 mg.Kg™'.
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Fig. 10 Perfil da atividade da butirilcolinesterase. A: Ratos envenenados com metilcarbamato 40
mg.Kg" e tratados com extrato de M. azedarach 250 mg.Kg-'. B: Ratos envenenados com
metilcarbamato 40 mg.Kg-'. C: Ratos tratados apenas com M. azedarach 250 mg.Kg-'.
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5. CONCLUSOES GERAIS

O extrato de M. azedarach apresenta potencial efeito sobre a atividade da
enzima inibida pelo metilcarbamato, principalmente da acetilcolinesterase, mostrando
gue a reversao da inibicao é possivel. Com relagao a butirilcolinesterase, deve-se ter
cautela ao avaliar suas condicdoes de atividade em situagdes de exposicao ao
metilcarbamato. Ainda, sdo necessarios mais estudos para esclarecer 0 mecanismo

envolvido na reversao da enzima inibida.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Através do preparo e caracterizagéo do extrato tamponado de Melia azedarach
L., pode-se afirmar que foi possivel extrair com eficacia compostos bioativos desta
planta. Os estudos in vitro mostraram que o extrato apresenta baixa toxicidade, este
fato deve-se possivelmente a presenca de compostos flavOnicos, dentre eles, as
quercetinas. Apenas nas concentragdes mais elevadas ele se torna prejudicial,
podendo atribuir seu carater toxico a presenca de alcaloides e taninos.

Percebe-se claramente que, o efeito do extrato tamponado de M. azedarach é
dependente da concentragao, conferindo aos compostos presentes, caracteristicas de
substancias com acao bifasica, a exemplo das quercetinas que tém essa
caracteristica por serem substancias de natureza flavonica e com agao antioxidante.

Ainda in vitro, verificou-se que a inibi¢cao induzida pelo metilcarbamato pode ser
revertida pela agdo do extrato tamponado de M. Azedarach com o decorrer do tempo.
Considerando a gravidade e rapidez dos sintomas (caracteristicos da crise
colinérgica), os resultados in vivo mostraram que a intervencgao deve ser feita nas duas
primeiras horas apds a intoxicacao.

Assim, com o tratamento in vivo de ratos que receberam metilcarbamato,
podemos perceber que existe um perfil de ativagao da atividade da acetilcolinesterase
na maior dose do extrato administrado (250 mg.Kg'). A presenga dos compostos
flavbnicos no extrato, com possivel afinidade pela acetilcolinesterase podem ser os
responsaveis por este efeito. Contudo, serdao necessarios mais estudos para se
esclarecer o mecanismo de agao envolvido.

Com relagéo a butirilcolinesterase, devemos considerar que esta enzima nao
tem acao devidamente esclarecida e por isso, deve-se ter cautela na interpretagao
dos resultados, uma vez que o periodo de 120 minutos nao foi suficiente para tragar
um perfil significativo para a atividade desta enzima no sangue e, no figado também
nao houveram alteragdes significativas, embora o metilcarbamato tenha sua

metabolizacdo hepatica.



74

7. REFERENCIAS

7.1. Referéncias da Revisao de Literatura

ALCHE, L. E.; ASSAD FEREK, G.; MEO, M.; COTO, C. E.; MAIER, M. S. An antiviral
meliacarpin from leaves of Melia azedarach L. Zeitschrift fur Naturforschung C, v.
58, n. 3-4, p. 215-219, 2002.

AL-KHAFAJI, N. J.; AL-FARWACHI, M. I. Experimental Melia azedarach (Sibahbah)
intoxication in rabbits. Iraqi Journal of Veterinary Sciences, v. 13, n. 1, p. 81-92,
2000.

ALMEIDA, M. M. B.; ARRIAGA, A. M. C.; DOS SANTOS, A. K. L.; LEMOS, T. L;;
BRAZ-FILHO, R.; VIEIRA, I. J. C. Ocorréncia e atividade biolégica de quassinoides da
ultima década. Quimica nova, v. 30, n. 4, p. 935, 2007.

ALZOHAIRY, M. A. Therapeutics role of Azadirachta indica (Neem) and their active
constituents in diseases prevention and treatment. Evidence-Based Complementary
and Alternative Medicine, 2016.

ANVISA — AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA. Agrotéxico utilizado
como chumbinho é retirado do mercado brasileiro, 2012.Disponivel em:
<http://portal.anvisa.gov.br/wps/content/anvisa+portal/anvisa/sala+de+imprensa/assu
nto+de+interesse/noticias/agrotoxico+utilizado+como+chumbinho+e+retirado+do+m
ercado+tbrasileiro>. Acesso em janeiro de 2015.

BARBOSA-FILHO, J. M.; VASCONCELOS, T. H.; ALENCAR, A. A.; BATISTA, L. M;;
OLIVEIRA, R. A.; GUEDES, D. N.; MODESTO-FILHO, J. Plants and their active
constituents from South, Central, and North America with hypoglycemic
activity. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 15, n. 4, p. 392-413, 2005.

BARON, R. L. A carbamate insecticide: a case study of aldicarb. Environmental
health perspectives, v. 102, n. Suppl 11, p. 23, 1994.

BARREIRO, E. J.; BOLZANI, Vanderlan da Silva. Biodiversidade: fonte potencial para
a descoberta de farmacos. Quimica nova, p. 679-688, 2009.

BEHLING, E. V.; SENDAO, M. C.; FRANCESCATO, H. D. C.; ANTUNES, L. M. G;
BIANCHI, M. D. L. P. Flavondide quercetina: aspectos gerais e acodes
biolégicas. Alimentos e Nutricao Araraquara, v. 15, n. 3, p. 285-292, 2008.

BERTOLOTE, J. M.; FLEISCHMANN, A.; EDDLESTON, M.; GUNNELL, D. Deaths
from pesticide poisoning: a global response. The British Journal of Psychiatry, v.
189, n. 3, p. 201-203, 2006.

BREUER, M.; HOSTE, B.; DE LOOF, A.; NAQVI, S. N. H. Effect of Melia azedarach
extract on the activity of NADPH-cytochrome ¢ reductase and cholinesterase in
insects. Pesticide Biochemistry and Physiology, v. 76, n. 3, p. 99-103, 2003.

BRUNTON, L. L.; CHABNER, B. A.; KNOLLMANN, B. C. As Bases Farmacoloégicas
da Terapéutica de Goodman & Gilman-12. AMGH Editora, 2012.



75

BULLANGPOTI, V.; WAINBERG, E.; AUDANT, P.; FEYEREISEN, R. Antifeedant
activity of Jatropha gossypifolia and Melia azedarach senescent leaf extracts on
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) and their potential use as
synergists. Pest management science, v. 68, n. 9, p. 1255-1264, 2012.

CALA, A. C.; CHAGAS, A. C. S.; OLIVEIRA, M. C. S.; MATOS, A. P.; BORGES, L. M.
F.; SOUSA, L. A. D.; OLIVEIRA, G. P. In vitro anthelmintic effect of Melia azedarach
L. and Trichilia claussenii C. against sheep gastrointestinal nematodes. Experimental
parasitology, v. 130, n. 2, p. 98-102, 2012.

CARPINELLA, C.; FERRAYOLI, C.; VALLADARES, G.; DEFAGO, M.; PALACIOS, S.
Potent limonoid insect antifeedant from Melia azedarach. Bioscience,
biotechnology, and biochemistry, v. 66, n. 8, p. 1731-1736, 2002.

CARSTENS, E.; MOBERG, G. P. Recognizing pain and distress in laboratory
animals. llar Journal, v. 41, n. 2, p. 62-71, 2000.

CASIDA, J. E.; DURKIN, K. A. Neuroactive insecticides: targets, selectivity, resistance,
and secondary effects. Annual review of entomology, v. 58, p. 99-117, 2013.

CCIn — CENTRO DE CONTROLE DE INTOXICACOES. Intoxicagdes Exégenas
Agudas por Carbamatos, Organofosforados, Compostos Bipiridilicos e
Piretroides. Niteroi, RJ, 2000. Disponivel em: <
http://www.bvsde.paho.org/tutorial2/fulltex/intoxicacoes.pdf>. Acesso em 15 de maio
de 2016.

CHAKRABORTY, S.; MUKHERJEE, S.; ROYCHOUDHURY, S.; SIDDIQUE, S,
LAHIRI, T.; RAY, M. R. Chronic exposures to cholinesterase-inhibiting pesticides
adversely affect respiratory health of agricultural workers in India. Journal of
occupational health, v. 51, n. 6, p. 488-497, 2009.

CIMASONI, G. Inhibition of cholinesterases by fluoride in vitro.Biochemical Journal,
v.99,n.1, p. 133, 1966.

COLOVIC, M. B.; KRSTIC, D. Z.; LAZAREVIC-PASTI, T. D.; BONDZIC, A. M.; VASIC,
V. M. Acetylcholinesterase inhibitors: pharmacology and toxicology. Current
neuropharmacology, v. 11, n. 3, p. 315-335, 2013.

CORTINOVIS, C. & CALONI, F. Epidemiology of intoxication of domestic animals by
plants in Europe. The Veterinary Journal, v. 197, n. 2, p. 163-168, 2013.

COSTA, W. S.; SUASSUNA JR, J.; MATA, M. E. R. M. C.; QUEIROZ, A. J. M.
Influéncia da concentracao de sdlidos soluveis totais no sinal fotoacustico de polpa de
manga. Revista Brasileira de Produtos Agroindustriais, v. 6, n. 2, p. 141-147,
2004.

DA SILVA, L.R, MARTINS, L.D.V.; CALOU, I.B.F.; MEIRELES DE DEUS, M.D.S;;
FERREIRA, P.M.P. & PERON, A.P. Flavondides: constituicdo quimica, agdes
medicinais e potencial toxico. Acta toxicolégica argentina, v. 23 n.1, 2015.



76

DE ARAUJO, S. A. C.; TEIXEIRA, M. F. S.; DANTAS, T. U. M.; MELO, V. S. P.; LIMA,
F. E. S.; RICARTE, A. R. F.; MIRANDA, A. M. Usos potenciais de Melia azedarach
(Meliaciae): Um levantamento. Arq. Inst. Biol. Sao Paulo, v. 76, n. 1, p. 141-8, 2009.

DE SIQUEIRA, A.; SALVAGNI, F. A.; YOSHIDA, A. S.; GONCALVES-JUNIOR, V,;
CALEFI, A. S.; FUKUSHIMA, A. R.; MAIORKA, P. C. Poisoning of cats and dogs by
the carbamate pesticides aldicarb and carbofuran. Research in veterinary science,
v. 102, p. 142-149, 2015.

DELLA BONA, A.; NEDEL, F. Evaluation of Melia azedarach Extracts Against
Streptococcus mutans. Journal of medicinal food, v. 18, n. 2, p. 259-263, 2015.

DEWICK, P. M. Medicinal natural products: a biosynthetic approach. John Wiley
& Sons, 2002.

DEWICK, P. M. Medicinal natural products: a biosynthetic approach. John Wiley
& Sons, 2002.

DORNAS, W. C.; OLIVEIRA, T. T. D.; RODRIGUES-DAS-DORES, R. G.; SANTOS,
A. F. D.; NAGEM, T. J. Flavondides: potencial terapéutico no estresse
oxidativo. Revista de Ciéncias Farmacéuticas Basica e Aplicada, v. 28, n. 3, p. 241-
249, 2009.

DOWLING, K. C.; SEIBER, J. N. Importance of respiratory exposure to pesticides
among agricultural populations. International journal of toxicology, v. 21, n. 5, p.
371-381, 2002.

EDDLESTON, M.; BUCKLEY, N. A,; EYER, P.; DAWSON, A. H. Management of acute
organophosphorus pesticide poisoning. The Lancet, v. 371, n. 9612, p. 597-607,
2008.

ELLMAN, G. L.; COURTNEY, K. D.; ANDRES, V.; FEATHERSTONE, R. M. A new
and rapid colorimetric determination of acetylcholinesterase activity. Biochemical
pharmacology, v. 7, n. 2, p. 88-95, 1961.

FANG X.; DI Y.T.; HAO X. J. The advances in the limonoid chemistry of the Meliaceae
family.Current Organic Chemistry, v. 15, n. 9, p. 1363-1391, 2011.

FORLENZA, O. V. Tratamento farmacolégico da doenga de Alzheimer.Rev. Psiq.
Clin, v. 32, n. 3, p. 137-148, 2005.

FRIEDMAN, A.; KAUFER, D.; SHEMER, J.; HENDLER, I.; SOREQ, H.; TUR-KASPA,
I. Pyridostigmine brain penetration under stress enhances neuronal excitability and
induces early immediate transcriptional response. Nature medicine, v. 2, n. 12, p.
1382-1385, 1996.

GEMEDA, B. S.; HASSEN, A. Effect of tannin and species variation on in vitro
digestibility, gas, and methane production of tropical browse plants. Asian-
Australasian journal of animal sciences, v. 28, n. 2, p. 188, 2015.



77

GOLDFRANK, L.R.; FLOMENBAUM, N.E.; LEWIN, N.A.; WEISMAN, R.S;
HOWLAND, M.A. & HOFFMAN, R.S. Goldfrank's Toxicologic Emergencies. 5. ed.
Norwalk: Appleton & Lange. 1105:1114, 1994.

GOSWAMY, R.; CHAUDHURI, A.; MAHASHUR, A. A. Study of respiratory failure in
organophosphate and carbamate poisoning. Heart & lung: the journal of critical
care, v. 23, n. 6, p. 466-472, 1993.

GUALDANI, R.; CAVALLUZZI, M.M.; LENTINI, G. & HABTEMARIAM, S. The
Chemistry and Pharmacology of Citrus Limonoids. Molecules, v. 21 n. 11, p. 1530,
2016.

HOFMANN, J. N.; KEIFER, M. C.; DE ROOS, A. J.; FENSKE, R. A.; FURLONG, C.
E.; VAN BELLE, G.; CHECKOWAY, H. Occupational determinants of serum
cholinesterase inhibition among organophosphate-exposed agricultural pesticide
handlers in Washington State. Occupational and environmental medicine, p. oem.
2009.046391, 2009.

HUANG, T. L.; SZEKACS, A.; UEMATSU, T.; KUWANO, E.; PARKINSON, A;
HAMMOCK, B. D. Hydrolysis of carbonates, thiocarbonates, carbamates, and
carboxylic esters of a-naphthol, p-naphthol, and p-nitrophenol by human, rat, and
mouse liver carboxylesterases. Pharmaceutical research, v. 10, n. 5, p. 639-648,
1993.

HUANG, Y. J.; HUANG, Y.; BALDASSARRE, H.; WANG, B.; LAZARIS, A.; LEDUC,
M.; TOUATI, M. Recombinant human butyrylcholinesterase from milk of transgenic
animals to protect against organophosphate poisoning. Proceedings of the National
Academy of Sciences, v. 104, n. 34, p. 13603-13608, 2007.

ISMAIL, F.M.; LEVITSKY, D.O. & DEMBITSKY, V.M. Aziridine alkaloids as potential
therapeutic agents. European journal of medicinal chemistry, v. 44 n. 9, p. 3373-
3387, 20009.

JORGE, T. C.; LENARTOVICZ, V.; ANDRADE, M. W.; BONAFIN, T.; GIORDANI, M.
A.; BUENO, N. B.; SCHNEIDER, D. S. L. G. Pediculicidal activity of hydroethanolic
extracts of Ruta graveolens, Melia azedarach and Sambucus australis. Lat. Am. J.
Pharm, v. 28, n. 3, p. 457-459, 2009.

KING, A. M.; AARON, C. K. Organophosphate and carbamate poisoning. Emergency
medicine clinics of North America, v. 33, n. 1, p. 133-151, 2015.

KONICKX, L. A.; BINGHAM, K.; EDDLESTON, M. Is oxygen required before atropine
administration in organophosphorus or carbamate pesticide poisoning?—A cohort
study. Clinical Toxicology, v. 52, n. 5, p. 531-537, 2014.

KUMAZAWA, S.; KUBOTA, S.; YAMAMOTO, H.; OKAMURA, N.; SUGIYAMAB, Y.;
KOBAYASHIA, H.; OHTA, T. Antiangiogenic activity of flavonoids from Melia
azedarach. Natural product communications, v. 8, n. 12, p. 1719-1720, 2013.

LANNATE: S-methyl N-(methylcarbamoyloxy)thioacetimidate (METOMIL). Bula de
inseticida sistémico e de contato. Sdo Paulo: DU PONT DO BRASIL S.A., 2015.



78

LARINI, L. Toxicologia dos praguicidas. 1. ed. Sdo Paulo: Manole Ltda. 76:87, 1999.
LARINI, L. Toxicologia. 3. ed. Sao Paulo: Manoele Ltda. 164:171, 1997.

LATOUD, C.; PEYPOUX, F.; MICHEL, G.; GENET, R.; MORGAT, J. L. Interactions of
antibiotics of the iturin group with human erythrocytes. Biochimica et Biophysica
Acta (BBA)-Biomembranes, v. 856, n. 3, p. 526-535, 1986.

LEIBSON, T. & LIFSHITZ, M. Organophosphate and carbamate poisoning: review of
the current literature and summary of clinical and laboratory experience in southern
Israel. The Israel Medical Association Journal, v. 10, n. 11, p. 767, 2008.

LIFSHITZ, M.; SHAHAK, E.; SOFER, S. Carbamate and organophosphate poisoning
in young children. Pediatric emergency care, v. 15, n. 2, p. 102-103, 1999.

LIN, J. N.; LIN, C. L.; LIN, M. C,; LAI, C. H.; LIN, H. H.; YANG, C. H.; KAO, C. H.
Increased risk of dementia in patients with acute organophosphate and carbamate
poisoning: a nationwide population-based cohort study. Medicine, v. 94, n. 29, 2015.

LING, L.J.; CLARK, R.F.; ERICKSON, T.B. & TRESTRAIL, J.H. Segredos em
Toxicologia: Respostas necessarias ao dia-a-dia em rounds, no servigo de
emergéncia, em exames orais e escritos. Porto Alegre: Artmed. 233-237, 2005.

LORENZI, H. Arvores exoéticas no Brasil: madeireiras, ornamentais e aromaticas.
Institituto Plantarum de Estudos da Flora, 2003.

LOTTIM. & MORETTO A. Muscle & Nerve. Issues & Opinions, 34(4):499-502, 2006.

LOWRY, O. H.; ROSEBROUGH, N. J.; FARR, A. L.; RANDALL, R. J. Protein
measurement with the Folin phenol reagent. J biol Chem, v. 193, n. 1, p. 265-275,
1951.

MANADAS, R.; PINA, M. E.; VEIGA, F. A dissolugao in vitro na previsao da absorcao
oral de farmacos em formas farmacéuticas de liberagdo modificada. Revista
Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, v. 38, n. 4, p. 375-399, 2002.

MAREK, C. B.; ITINOSE, A. M.; JORGE, T. C. M.; TEBALDI, N. R.; REICHERT, A. M.
Influence of leaf extracts from Melia azedarach L. on butyrylcholinesterase activity in
rat liver. Journal of Medicinal Plants Research, v. 6, n. 22, p. 3931-3938, 2012.

MASSOULIE, J.; PEZZEMENTI, L.; BON, S.; KREJCI, E.; VALLETTE, F. M. Molecular
and cellular biology of cholinesterases. Progress in neurobiology, v. 41, n. 1, p. 31-
91, 1993.

MCDANIEL, K. L.; PADILLA, S.; MARSHALL, R. S.; PHILLIPS, P. M.; PODHORNIAK,
L.; QIAN, Y.; MOSER, V. C. Comparison of acute neurobehavioral and cholinesterase
inhibitory effects of N-methylcarbamates in rat. Toxicological sciences, v. 98, n. 2, p.
552-560, 2007.

MENDEZ, C.; ARAGAO, M.; FABIANA, E.; RIET-CORREA, F.; JUAN GIMENO, E.
Experimental intoxication by the leaves of Melia azedarach (Meliaceae) in
cattle. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 22, n. 1, p. 19-24, 2002.



79

MENDEZ, C.; ARAGAO, M.; FABIANA, E.; RIET-CORREA, F.; JUAN GIMENO, E.
Intoxicagdo experimental com frutos de Melia azedarach (Meliaceae) em
suinos1. Pesq. Vet. Bras, v. 26, n. 1, p. 26-30, 2006.

MEYER, B. N.; FERRIGNI, N. R.; PUTNAM, J. E.; JACOBSEN, L. B.; NICHOLS, D.
J.; MCLAUGHLIN, J. L. Brine shrimp: a convenient general bioassay for active plant
constituents. Planta medica, v. 45, n. 05, p. 31-34, 1982.

MICHELIN, D. C.; IHA, S. M.; RINALDO, D.; SANNOMIYA, M.; SANTOS, L. C. D,
VILEGAS, W.; SALGADO, H. R. N. Antimicrobial activity of Davilla elliptica St. Hill
(Dilleniaceae). Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 15, n. 3, p. 209-211, 2005.

MINISTERIO DA SAUDE — Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Insumos Estratégicos,
Politica nacional de plantas medicinais e fitoterapicos. Departamento de
Assisténcia Farmacéutica. Brasilia-DF, 2006. Disponivel em:
<http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/politica_nacional_fitoterapicos.pdf>,
Acesso em: 17 de Maio de 2016.

MONTEIRO, J. M.; ALBUQUERQUE, U. P. D.; ARAUJO, E. D. L.; AMORIM, E. L. C.
D. Tannis: from chemistry to ecology. Quimica Nova, v. 28, n. 5, p. 892-896, 2005.

MORTON, D. B.; GRIFFITHS, P. H. M. Guidelines on the recognition of pain,
distress and discomfort in experimental animals and an hypothesis for
assessment. 1985.

MOTTA, V. T. Bioquimica basica. Autolab Analises Clinicas, cap, v. 9, p. 227, 2006.

NATH M.C.; CHAKRAVORTY M.K., CHOWDHURY S.R. LiebermannBuchard reaction
for steroids. Nature. 157: 103-104. 1946.

NATIONAL TOXICOLOGY PROGRAM (NTP). Toxicology and Carcinogenesis
Studies of Methyl Carbamate (CAS No. 598-55-0) in F344/N Rats and B6C3F1 Mice
(Gavage Studies). National Toxicology Program technical report series, v. 328, p.
1, 1987.

NOMEIR, A. A.; IOANNOU, Y. M.; SANDERS, J. M.; MATTHEWS, H. B. Comparative
metabolism and disposition of ethyl carbamate (urethane) in male Fischer 344 rats and
male B6C3F1 mice. Toxicology and applied pharmacology, v. 97, n. 2, p. 203-215,
1989.

NORDBERG, A.; SVENSSON, A. Cholinesterase inhibitors in the treatment of
Alzheimer’s disease. Drug safety, v. 19, n. 6, p. 465-480, 1998.

OHAYO-MITOKO, G. J.; KROMHOUT, H.; SIMWA, J. M.; BOLEIJ, J. S.; & HEEDERIK,
D. Self reported symptoms and inhibition of acetylcholinesterase activity among
Kenyan agricultural workers. Occupational and environmental medicine, v. 57, n.
3, p. 195-200, 2000.

OLIVEIRA, R.D.R.; MENEZES, J.B. Intoxicagbes exdgenas em clinica médica.
Medicina, v. 36, n. 2/4, p. 472-479, 2003.



80

OLIVEIRA-SILVA, J.J.; ALVES, S.R.; MEYER, A.; PERES, F.; MATOS, R.C.O;
SARCINELLI, P.N. et al. Influéncia de fatores socioecondmicos na contaminagao por
agrotoxicos. Revista Saude Publica, v. 35, n. 2, p. 130-135, 2001.

ORFALI, G. D. C.; DUARTE, A. C.; BONADIO, V.: MARTINEZ, N. P.; DE ARAUJO,
M. E. M. B.; PRIVIERO, F. B. M.; PRIOLLI, D. G. Review of anticancer mechanisms of
isoquercitin. World journal of clinical oncology, v. 7, n. 2, p. 189, 2016.

PANSERA, M. R.;; SANTOS, A. C.; PAESE, K.; WASUM, R.; ROSSATO, M.; ROTA,
L. D.; SERAFINI, L. A. Analise de taninos totais em plantas aromaticas e medicinais
cultivadas no Nordeste do Rio Grande do Sul. Rev. bras. farmacogn, v. 13, n. 1, p.
17-22, 2003.

PARANA. Secretaria da Saude. Intoxicagdo por agrotéxicos. Parana, 2014.
Disponivel em: <
http://www.saude.pr.gov.br/arquivos/File/zoonoses_intoxicacoes/Intoxicacao_por_Ag
rotoxicos>. Acesso em: 2 de maio de 2016.

PARANA. Secretaria da Satde. Uso de fitoterapicos e plantas medicinais cresce
no SUS. Parana, 2016. Disponivel em:
<http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/cidadao/principal/agencia-saude/24205-
uso-de-fitoterapicos-e-plantas-medicinais-cresce-no-sus>. Acesso em: 05 de janeiro
de 2017.

PENNINGTON, T. D.; STYLES, B. T. A generic monograph of the Meliaceae. Blumea,
v.22,n. 3, p. 419-540, 1975.

PERES, F.; OLIVEIRA-SILVA, J.J.; DELLA-ROSA, H.V. & LUCCA, S.D. Desafios ao
estudo da contaminagdo humana e ambiental por agrotéxicos. Cien Saude Colet, v.
10, 2005.

PETRONILHO, E. C. FIGUEROA-VILLAR, J. D. Agentes para Defesa Contra Guerra
Quimica: Reativadores da Acetilcolinesterase Inibida com Organofosforados
Neurotoxicos. Revista Virtual de Quimica, 6(3), 671-686, 2014.

PHUA, D. H.; TSAI, W. J.; GER, J.; DENG, J. F.; YANG, C. C. Human Melia azedarach
poisoning. Clinical Toxicology, v. 46, n. 10, p. 1067-1070, 2008.

POHANKA, M. Cholinesterases, a target of pharmacology and toxicology. Biomedical
Papers, v. 155, n. 3, p. 219-223, 2011.

PRADO-OCHOA, M. G.; GUTIERREZ-AMEZQUITA, R. A.; ABREGO-REYES, V. H.;
VELAZQUEZ-SANCHEZ, A. M.; MUNOZ-GUZMAN, M. A.; RAMIREZ-NOGUERA, P.;
ALBA-HURTADO, F. Assessment of Acute Oral and Dermal Toxicity of 2 Ethyl-
Carbamates with Activity against Rhipicephalus microplus in Rats. BioMed research
international, v. 2014, 2014.

QUEST, J. A;; CHAN, P. C.; CRAWFORD, D.; KANAGALINGAM, K. K.; HALL, W. C.
Thirteen-week oral toxicity study of methyl carbamate in rats and mice. Toxicological
Sciences, v. 8, n. 3, p. 389-399, 1987.



81

RAPINI, R.; MARRAZZA, G. Biosensor Potential in Pesticide Monitoring.
Comprehensive Analytical Chemistry, v. 74, p. 3-31, 2016.

ROBERTS J.R. & REIGART R. Recognition and Management of Pesticide
Poisonings. 6. ed. United States Environmental Protection Agency. Washington.
2013.

ROSMAN, Y.; MAKAROVSKY, I.; BENTUR, Y.; SHROT, S.; DUSHNISTKY, T
KRIVOY, A. Carbamate poisoning: treatment recommendations in the setting of a
mass casualties event. The American journal of emergency medicine, v. 27, n. 9,
p. 1117-1124, 2009.

RUTKAUSKIS, J. R.; JACOMINI, D.; TEMPONI, L. G.: SARRAGIOTTO, M. H.; DA
SILVA, E. A. A.; JORGE, T. C. M. Pediculicidal treatment using ethanol and Melia
azedarach L. Parasitology research, v. 114, n. 6, p. 2085-2091, 2015.

SAHU, V. K.; RAGHUVEER, I.: ALOK, S.; HIMANSHU, G. Phytochemical investigation
and chromatographic evaluation of the ethanolic extract of whole plant extract of
Dendrophthoe falcata (LF) Ettingsh. International Journal of Pharmaceutical
Sciences and Research (IJPSR), v. 1, n. 1, p. 39-45, 2010.

SAMUDRAM P.; RAJESHWARI H.; VAKUSI R.; GEETHA A., SATHIYA MOORTHI P.
Hepatoprotective activity of bi-herbal ethanolic extract on CCI4 induced hepatic
damage in rats. Asian Journal Biochemical, 3(5):308-314, 2008.

SCHVARTSMAN, S. Intoxicagbées agudas. 4. ed. Sdo Paulo: Editora Sarvier.
269:270, 1991.

SHAOQ, X.; XIA, S.; DURKIN, K. A.; CASIDA, J. E. Insect nicotinic receptor interactions
in vivo with neonicotinoid, organophosphorus, and methylcarbamate insecticides and
a synergist. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 110, n. 43, p.
17273-17277, 2013.

SHARMA, D. & PAUL, Y. Preliminary and Pharmacological Profile of Melia azedarach
L.: An Overview. Journal of Applied Pharmaceutical Science Vol,v. 3,n. 12, p. 133-
138, 2013.

SILVA P. Farmacologia. 8. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan. 131:252, 2010.

SULTANA, S.; AKHTAR, N.; ASIF, H. M. Phytochemical screening and antipyretic
effects of hydro-methanol extract of Melia azedarach leaves in rabbits. Bangladesh
Journal of Pharmacology, v. 8, n. 2, p. 214-217, 2013.

SUN, I. O.; YOON, H. J.; LEE, K. Y. Prognostic factors in cholinesterase inhibitor
poisoning. Medical science monitor: international medical journal of
experimental and clinical research, v. 21, p. 2900, 2015.

TAN, Q. G.; LI, X. N.; CHEN, H.; FENG, T.; CAI, X. H.; LUO, X. D. Sterols and
terpenoids from Melia azedarach. Journal of natural products, v. 73, n. 4, p. 693-
697, 2010.



82

VALE, A.; LOTTI, M. Organophosphorus and carbamate insecticide
poisoning. Handbook of clinical neurology, v. 131, p. 149-168, 2015.

VAN DER WOUDE, H.; TER VELD, M. G.; JACOBS, N.; VAN DER SAAG, P. T,
MURK, A. J.; RIETJENS, I. M. The stimulation of cell proliferation by quercetin is
mediated by the estrogen receptor. Molecular nutrition & food research, v. 49, n. 8,
p. 763-771, 2005.

VIEGAS JUNIOR, C. Terpenos com atividade inseticida: uma alternativa para o
controle quimico de insetos. Quimica Nova, p. 390-400, 2003.

VINUTHA, B.; PRASHANTH, D.; SALMA, K.; SREEJA, S. L.; PRATITI, D.; PADMAJA,
R.; DEEPAK, M. Screening of selected Indian medicinal plants for acetylcholinesterase
inhibitory activity. Journal of ethnopharmacology, v. 109, n. 2, p. 359-363, 2007.

WALL, M. E.; KRIDER, M. M.; KREWSON, C. F.; EDDY, C. R.; WILLAMAN, J. J.:
CORELL, D. S.; GENTRY, H. S. Steroidal sapogenins. VII. Survey of plants for
steroidal sapogenins and other constituents. J. Am. Pharm. Assoc.,
43(1): 1-7. 1954.

WANG, C. Y.; WU, C. L.; TSAN, Y. T.; HSU, J. Y.; HUNG, D. Z.; WANG, C. H. Early
onset pneumonia in patients with cholinesterase inhibitor poisoning. Respirology, v.
15, n. 6, p. 961-968, 2010.

WESSELING, C.; KEIFER, M.; AHLBOM, A.; MCCONNELL, R.; MOON, J. D;
ROSENSTOCK, L.; HOGSTEDT, C. Long-term neurobehavioral effects of mild
poisonings with organophosphate and n-methyl carbamate pesticides among banana
workers. International Journal of Occupational and Environmental Health, v. 8, n.
1, p. 27-34, 2002.

WHO —WORLD HEALTH ORGANIZATION. Acute Intoxication 2015. Disponivel em:
<http://www.who.int/substance_abuse/terminology/acute_intox/en/>. Acesso em
janeiro de 2015.

WHO — WORLD HEALTH ORGANIZATION. The prevention of mental disorders:
effective interventions and policy options.Geneva: WHO; 2004. Disponivel em:
<http://www.who.int/mental_health/evidence/en/prevention_of mental_disorders_sr.p
df>. Acesso em 19 de maio de 2016.

WILLE, T.; KALTENBACH, L.; THIERMANN, H.; WOREK, F. Investigation of kinetic
interactions between approved oximes and human acetylcholinesterase inhibited by
pesticide carbamates. Chemico-biological interactions, v. 206, n. 3, p. 569-572,
2013.

XAVIER, F. G.; RIGHI, D. A.; SPINOSA, H. S. Aldicarb toxicology: general, clinic and
therapeutic features in dogs and cats. Ciéncia Rural, v. 37, n. 4, p. 1206-1211, 2007.

XIAO, J.; ZHANG, Q.; GAO, Y. Q.; TANG, J. J.; ZHANG, A. L.; GAO, J. M. Secondary
metabolites from the endophytic Botryosphaeria dothidea of Melia azedarach and their
antifungal, antibacterial, antioxidant, and cytotoxic activities. Journal of agricultural
and food chemistry, v. 62, n. 16, p. 3584-3590, 2014.



83

YANOVSKY, |.; FINKIN-GRONER, E.; ZAIKIN, A.; LERMAN, L.; SHALOM, H.; ZEELI,
S.; WEINSTOCK, M. Carbamate derivatives of indolines as cholinesterase inhibitors
and antioxidants for the treatment of Alzheimer’'s disease. Journal of medicinal
chemistry, v. 55, n. 23, p. 10700-10715, 2012.

ZHAO, L.; HUO, C.H.; SHEN, L.R.; YANG, Y.; ZHANG, Q. & SHI, Q.W. Chemical
constituents of plants from the genus Melia. Chemistry & biodiversity, v. 7, n. 4, p.
839-859, 2010.

ZHOU, Y., WANG, S. & ZHANG, Y. Catalytic Reaction Mechanism of
Acetylcholinesterase Determined by Born— Oppenheimer Ab Initio QM/MM Molecular
Dynamics Simulations. The Journal of Physical Chemistry B, v. 114, n. 26, p. 8817-
8825, 2010.



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

84

7.2. Referéncias do Artigo Original

WHO - World Health Organization, “Acute Intoxication,” 2015. [Online].
Available: http://www.who.int/substance_abuse/terminology/acute_intox/en/.
[Accessed: 21-Jan-2017].

J. R. Roberts and R. Reigart, Recognition and Management of Pesticide
Poisonings, 6th ed., vol. 1. Washington, 2013.

C. Wesseling, M. Keifer, A. Ahlbom, et al., “Long-term Neurobehavioral Effects
of Mild Poisonings with Organophosphate and n-Methyl Carbamate Pesticides
among Banana Workers,” Int. J. Occup. Environ. Health, vol. 8, no. 1, pp. 27—
34, 2002.

Y. Rosman, |. Makarovsky, Y. Bentur, et al., “Carbamate poisoning: treatment
recommendations in the setting of a mass casualties event,” Am. J. Emerg. Med.,
vol. 27, no. 9, pp. 1117—1124, Nov. 2009.

J. E. Casida and K. A. Durkin, “Neuroactive Insecticides: Targets, Selectivity,
Resistance, and Secondary Effects,” Annu. Rev. Entomol., vol. 58, no. 1, pp. 99—
117, 2013.

M. B. Colovic, D. Z. Krstic, T. D. Lazarevic-Pasti, A. M. Bondzic, and V. M. Vasic,
“Acetylcholinesterase Inhibitors: Pharmacology and Toxicology,” Curr.
Neuropharmacol., vol. 11, no. 3, pp. 315-335, Apr. 2013.

L. E. Alché, G. A. Ferek, M. Meo, C. E. Coto, and M. S. Maier, “An antiviral
meliacarpin from leaves of Melia azedarach L.,” Zeitschrift fur Naturforschung.
C, vol. 58, no. 3—4, pp. 215-219, 2002.

P. Samudram, H. Rajeshwari, R. Vasuki, A. Geetha, and P. Sathiya Moorthi,
“Hepatoprotective Activity of Bi-Herbal Ethanolic Extract on CCl4 Induced
Hepatic Damage in Rats,” Asian J. Biochem., vol. 3, no. 5, pp. 308-314, May
2008.

T. C. M. Jorge, V. Lenartovicz, M. W. Andrade, et al., “Pediculicidal activity of
hydroethanolic extracts of Ruta graveolens, Melia azedarach and Sambucus
australis,” Lat. Am. J. Pharm., vol. 28, no. 3, pp. 457—459, 2009.

J. R. Rutkauskis, D. Jacomini, L. G. Temponi, et al., “Pediculicidal treatment
using ethanol and Melia azedarach L,” Parasitol. Res., vol. 114, no. 6, pp. 2085—
2091, 2015.

P. Chaturvedi and M. Segale, “Effects of different types of water decoction of

fruit Melia azedarach on glucose induced hyperglycemia, liver transaminases,



[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

85

lipid peroxidation and reduced glutathione in normal albino rats.,” Sci. Res.
Essays, vol. 2, no. 9, pp. 384-389, 2007.

M. Katalini¢, G. Rusak, J. Domacinovi¢ Barovi¢, et al., “Structural aspects of
flavonoids as inhibitors of human butyrylcholinesterase,” Eur. J. Med. Chem.,
vol. 45, no. 1, pp. 186-192, Jan. 2010.

M. E. Wall, C. S. Fenske, J. J. Willaman, et al., “Steroidal sapogenins LX. Survey
of plants for steroidal sapogenins and other constituents,” J. Am. Pharm. Assoc.,
vol. 43, no. 1, pp. 1-7, 1955.

C. Nath, M. K. Chakravorty, and S. R. Chowdhury, “Liebermann-Buchard
Reaction for Steroids,” Nature, vol. 157, pp. 103—104, 1946.

D. C. Michelin, S. M. lha, D. Rinaldo, et al., “Antimicrobial activity of Davilla
elliptica St. Hill (Dilleniaceae),” Brazilian J. Pharmacogn., vol. 15, no. 3, pp. 209—
211, 2005.

V. K. Sahu, I. Raghuveer, S. Alok, and G. Himanshu, “Phytochemical
investigation and chromatographic evaluation of the ethanolic extract of whole
plant extract of Dendrophthoe falcata (L.F.) Ettingsh.,” Int. J. Pharm. Sci. Res.,
vol. 1, no. 1, pp. 3945, 2010.

J. M. Barbosa-Filho, T. H. C. Vasconcelos, A. A. Alencar, et al., “Plants and their
active constituents from South, Central, and North America with hypoglycemic
activity,” Rev. Bras. Farmacogn., vol. 15, no. 4, pp. 392—-413, 2005.

C. B. Marek, A. M. ltinose, T. C. M. Jorge, et al., “Influence of leaf extracts from
Melia azedarach L. on butyrylcholinesterase activity in rat liver,” J. Med. Plants
Res., vol. 6, no. 22, pp. 3931-3938, Jun. 2012.

C. Latoud, F. Peypoux, G. Michel, R. Genet, and J. L. Morgat, “Interactions of
antibiotics of the iturin group with human erythrocytes,” Biochim. Biophys. Acta,
vol. 856, pp. 526-535, Apr. 1986.

B. . Meyer, N. R. Ferrigni, J. E. Putnam, et al., “Brine Shrimp: A Convenient
General Bioassay for Active Plant Constituents,” Planta Med., vol. 45, no. 5, pp.
31-34, May 1982.

G. L. Ellman, K. D. Courtney, J. Valentino Andres, and R. M. Featherstone, “A
New and Rapid Colorimetric Determination of Acetylcholinesterase Activity,”
Biochem. Pharmacol., vol. 7, pp. 88-95, 1961.

NTP - National Toxicology Program, “Toxicology and Carcinogenesis Studies of
Methyl Carbamate,” Techinical Rep. Ser., no. 328, 1987.

E. Carstens and G. P. Moberg, “Recognizing pain and distress in laboratory



[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

86

animals,” ILAR J., vol. 41, no. 2, pp. 62—71, 2000.

J. A. Quest, P. C. Chan, D. Crawford, K. K. Kanagalingam, and W. C. Hall,
“Thirteen-week oral toxicity study of methyl carbamate in rats and mice,” Toxicol.
Sci., vol. 8, no. n, pp. 389-399, 1987.

M. G. Prado-Ochoa, R. A. Gutiérrez-Amezquita, V. H. Abrego-Reyes, et al.,
“‘Assessment of Acute Oral and Dermal Toxicity of 2 Ethyl-Carbamates with
Activity against Rhipicephalus microplus in Rats,” Biomed Res. Int., vol. 2014,
pp. 1-10, 2014.

P. G. Harms and S. R. Ojeda, “A rapid and simple procedure for chronic
cannulation of the rat jugular vein.,” J. Appl. Physiol., vol. 36, no. 3, pp. 391-392,
Mar. 1974.

A. M. Reichert, C. B. Marek, A. M. Itinose, et al., “Biochemical alterations induced
by phytotherapic tincture with antiophidic activity in male Wistar rats,” African J.
Pharm. Pharmacol., vol. 8, no. 28, pp. 737746, Jul. 2014

G. Cimasoni, “Inhibition of cholinesterases by fluoride in vitro.,” Biochem. J., vol.
99, no. 1, pp. 133-137, Apr. 1966.

O. H. Lowry, N. J. Rosebrought, A. L. Farr, and R. J. Randall, “Protein
Measurement with the Folin Phenol Reagent,” J Bio Chem, vol. 193, no. 1, pp.
265-275, May 1951.

T. J. Lopes, M. F. Xavier, M. G. N. Quadri, and M. B. Quadri, “Antocianinas: Uma
Breve Revisdo das Caracteristicas Estruturais e da Estabilidade,” R. Bras.
Agrociéncia, vol. 13, no. 3, pp. 291-297, 2007.

D. L. Pavia, G. M. Lampman, G. S. KRIZ, and J. R. Vyvyan, Introdugéo a
espectroscopia. Sao Paulo, 2010.

W. C. Dornas, T. T. Oliveira, R. G. Rodrigues das Dores, A. F. Santos, and T. J.
Nagem, “Flavondides: Potencial Terapéutico no Estresse Oxidativo,” Rev.
Ciéncias Farm. Basica e Apl., vol. 28, no. 3, pp. 241-249, 2007.

A. Luci¢, V. Bradamante, B. Radi¢, et al., “The effect of dichlorvos treatment on
butyrylcholinesterase activity and lipid metabolism in rats.,” Arh. Hig. Rada
Toksikol., vol. 53, no. 4, pp. 275-282, Dec. 2002.

C. Cortinovis and F. Caloni, “Epidemiology of intoxication of domestic animals
by plants in Europe,” Vet. J., vol. 197, no. 2, pp. 163-168, Aug. 2013.

D. Sharma and Y. P. Singla Dr., “Preliminary and pharmacological profile of
Melia azedarach L.: An overview,” J. Appl. Pharm. Sci., vol. 3, no. 12, pp. 133—
138, 2013.



[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

87

C. R. Wilson, J. M. Sauer, and S. B. Hooser, “Taxines: A review of the
mechanism and toxicity of yew (Taxus spp.) alkaloids,” Toxicon, vol. 39, no. 2—
3, pp. 175-185, 2001.

J. M. Monteiro, U. P. de Albuquerque, E. D. L. Araujo, and E. L. C. de Amorim,
“Tannins: From chemistry to ecology,” Quim. Nova, vol. 28, no. 5, pp. 892-896,
2005.

H. Matsuura and A. G. Fett-Neto, Plant Alkaloids: Main Features, Toxicity, and
Mechanisms of Action, no. july. Dordrecht, 2015.

M. T. S. Trevisan, M. Z. B. Bezerra, G. M. P. Santiago, et al., “Atividades larvicida
e anticolinesterasica de plantas do género Kalanchoe,” Quim. Nova, vol. 29, no.
3, pp. 415-418, Jun. 2006.

H. van der Woude, M. G. R. ter Veld, N. Jacobs, et al., “The stimulation of cell
proliferation by quercetin is mediated by the estrogen receptor,” Mol. Nutr. Food
Res., vol. 49, no. 8, pp. 763—771, Aug. 2005.

X. Shao, S. Xia, K. A. Durkin, and J. E. Casida, “Insect nicotinic receptor
interactions in vivo with neonicotinoid, organophosphorus, and methylcarbamate
insecticides and a synergist.,” Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., vol. 110, no. 43,
pp. 17273-17277, 2013.

I. Uriarte-Pueyo and M. I. Calvo, “Flavonoids as Acetylcholinesterase Inhibitors,”
Curr. Med. Chem., vol. 18, no. 34, pp. 5289-5302, Dec. 2011.

J. Massoulié, J. Sussman, S. Bon, and I. Silman, “Structure and functions of
acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase,” Prog. Brain Res., vol. 98, pp.
139-146, 1993.

A. N. GCokugras, “Butyrylcholinesterase: Structure and Physiological
Importance,” Turkish J. Biochem., vol. 28, no. 2, pp. 54—61, 2003.

L. Santarpia, I. Grandone, F. Contaldo, and F. Pasanisi, “Butyrylcholinesterase
as a prognostic marker: a review of the literature,” J. Cachexia. Sarcopenia
Muscle, vol. 4, no. 1, pp. 31-39, Mar. 2013.



88

8. ANEXOII

Protocolos aprovados pelo comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual do Oeste do Parana (CEUA/UNIOESTE)
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