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RESUMO

Palicourea rigida Kunth, pertencente a familia Rubiaceae, tém sido utilizada na medicina
popular para o tratamento de inflamacéo e infeccdo do trato urinario e do aparelho reprodutor
feminino. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial quimico-farmacoldgico
de P. rigida e verificar a sua adequacio aos padrdes normativos do Sistema Unico de Satide
(SUS). Folhas secas e pulverizadas foram submetidas a extracdo em etanol. Ap6s remoc¢éo do
solvente, extrato etandlico sofreu fracionamento por parti¢do, produzindo as fragcdes hexanica,
diclorometanica, em acetato de etila e butandlica. Foram realizadas prospecc¢do fitoquimica,
quantificacdo de fendis totais e flavonoides por espectrofotometria e analise por cromatografia
liquida de alta eficiéncia. A atividade antioxidante foi avaliada pelos métodos do DPPH,
bioautografia, poder de reducdo e B-caroteno/acido linoléico. A toxidez aguda foi determinada
e as atividades antinociceptiva (testes de contor¢Ges, formalina e placa quente) e
antiinflamatdria (ensaios de edema de pata e pleurisia) foram realizadas. Andlise da
viabilidade da inclusdo da P. rigida na lista de plantas de interesse ao SUS foi verificada. Os
dados foram demonstrados através da médiaterro padrdo. Analise de variancia seguida dos
testes de Turkey ou Student-Newman-Keuls foram usados para medir o grau de significancia
para p < 0,05. Flavonoides, taninos, cumarinas, terpenoides e esteroides, alcaloides e
antraquinonas foram detectadas em P. rigida. Os fendis totais variaram entre 3,72 e 28,05
g/100 g, enquanto os flavonoides foram de 1,95 e 14,15 ¢/100g. Rutina e quercetina foram
identificadas nas fracGes em acetato de etila e butanolica, respectivamente. Usando DPPH, as
CEso mostraram valores entre 24,51 + 0,52 a 125,79 + 0,10pug/mL, enquanto o poder de
reducdo produziu CEsp de 183,09 + 1,84 a 703,14 + 1,15 pg/mL. As porcentagens de inibicao
da oxidacgdo do B-caroteno foram de 24,30 + 3,38 a 84,76 + 1,40. O extrato etanolico inibiu as
contorces abdominais em 32,88 (100 mg/kg), 34,25 (200 mg/kg) e 61,64% (400 mg/kg).
Doses de 200 e 400 mg/kg inibiram a primeira fase em 13,80 (200 mg/kg) e 24,74% (400
mg/kg), enquanto a segunda fase foi reduzida em 10,52 (100 mg/kg), 22,92 (200 mg/kg) e
35,73% (400 mg/kg). Apo6s 90 min de tratamento, doses de 200 mg/kg (36,61%) e 400 mg/kg
(71,21%) prolongaram o tempo de laténcia. Doses de 200 e 400 mg/kg reduziram o edema de
pata apos 3 e 4 h de tratamento. O volume do exsudato foi reduzido em 27,18 (200 mg/kg) e
36,89% (400 mg/kg) e o numero de leucdcitos totais sofreu inibicdo de 11,94 e 24,91% nas
doses de 200 e 400 mg/kg, respectivamente. Os resultados indicaram que P. rigida constitui
uma fonte promissora de substancias bioativas com atividades antioxidante, antinociceptiva e
anti-inflamatoria, justificando o uso popular e reunindo caracteristicas importantes de
interesse do SUS.

Palavras-chave: Palicourea rigida. Legislacdo. Potencial farmacoldgico. Potencial quimico.



ABSTRACT

Palicourea rigida Kunth, belonging to the family Rubiaceae, have been used in folk medicine
for the treatment of inflammation and infection of the urinary tract and the female
reproductive tract. This study aimed to evaluate the potential chemical-pharmacological P.
rigida and verify its appropriateness to normative standards of the Unified Health System
(SUS). Dried and sprayed leaves were extracted in ethanol. After removing the solvent,
ethanol extract was submmited to the fractionation by partition to obtain the hexanic,
dichlorometanic, in ethyl acetate and butanolic fractions. Phytochemical screening,
quantification of total phenols and flavonoids by spectrophotometry and analysis by high
performance liquid chromatography were performed. The antioxidant activity was evaluated
by DPPH, bioautography, power reduction and [-carotene/linoleic acid methods. Acute
toxicity was determined and the antinociceptive (writhing, formalin and hot plate tests) and
anti-inflammatory activities (paw edema and pleurisy methods) were evaluated. Analysis of
the feasibility of inclusion of P. rigida in list of plants of interest to the SUS has been verified.
Data were expressed by mean + standard error. Analysis of variance followed by Turkey or
Student-Newman-Keuls tests was used to measure the degree of significance to p < 0.05.
Flavonoids, tannins, coumarins, terpenoids and steroids, alkaloids and anthraquinones were
detected in P. rigida. The total phenols ranged between 3.72 and 28.05 g/100 g, while
flavonoids were 1.95 and 14.15 g/100g. Rutin and quercetin were identified in ethyl acetate
and butanolic fractions, respectively. Using DPPH, the values of ECso showed between 24.51
+ 0.52 to 125.79 £ 0.10 mg/mL, while reducing power produced ECs, of 183.09 + 1.84 to
703.14 = 1.15 mg/mL. The percentages of inhibition of -carotene oxidation were 24.30 *
3.38 to 84.76 + 1.40. The ethanol extract inhibited the writhing at 32.88 (100 mg/kg), 34.25
(200 mg/kg) and 61.64% (400 mg/kg). Doses of 200 and 400 mg/kg inhibited the first phase
in 13.80 (200 mg/kg) and 24.74% (400 mg/kg), while the second phase was reduced by 10.52
(100 mg / kg) , 22.92 (200 mg/kg) and 35.73% (400 mg/kg). After 90 min of treatment, doses
of 200 mg/kg (36.61%) and 400 mg/kg (71.21%) prolonged the latency time. Doses of 200
and 400 mg/kg reduced the paw edema after 3 and 4 hours of treatment. The volume of
exudate was reduced by 27.18 (200 mg/kg) and 36.89% (400 mg/kg) and total white cell
count suffered inhibition of 11.94 and 24.91% at the doses of 200 and 400 mg/kg,
respectively. The results indicated that P. rigida is a promising source of bioactive
compounds with antioxidant, antinociceptive and anti-inflammatory activities that justifies the
popular usage and gathers important characteristics of interest to the SUS.

Keywords: Palicourea rigida. Legislation. Pharmacological potential. Chemical potential.
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas com fins curativos data dos primordios da medicina, com registros
fosseis que documentam essa existéncia ha pelo menos 60.000 anos (FABRICANT e
FAMSWORTH, 2001). Constata-se que durante séculos produtos derivados de plantas foram
pecas chave para o tratamento de diversas patologias, seja pelo uso popular ou pelo
fornecimento de moléculas ativas (HALBERSTEIN, 2005; BRANDAO et al., 2006). Dentre
0s novos farmacos aprovados nos Gltimos 25 anos, cerca de 30% sdo produtos naturais ou
derivados destes. Todavia, em se tratando dos farmacos anticancerigenos, por exemplo, este
niimero sobe para 42% (CORREA, MELO e COSTA, 2008).

Ressalta-se que, mesmo permanecendo nos paises em desenvolvimento, em meados
do século XX, com o0 avanco da sintese organica e de técnicas analiticas, 0 uso de espécies
vegetais com finalidade preventiva ou curativa foi significativamente reduzido em paises
desenvolvidos (OMS, 2007). Contudo, desde o final do mesmo século tem sido observado um
retorno as praticas complementares de cuidados a saude, especificamente, a fitoterapia. Além
disso, a expectativa de vida é cada vez maior, a populacdo envelhece e, consequentemente,
sofre com o aumento das doengas crénicas que requerem uso constante de medicamentos; ou,
por outro lado, o paciente submetido a polifarméacia busca na fitoterapia uma opcdo mais
suave de tratamento (BERTOLDI et al., 2004; PANDOLFI, PIAZZOLLA e LOUZADA,
2010). Neste sentido, uma parcela significativa da populacdo, principalmente nos paises em
desenvolvimento, utiliza frequentemente plantas medicinais para seus cuidados primarios de
salde.

No Brasil, por exemplo, a realidade nédo é diferente — fato preocupante, pois 0 uso
nem sempre € feito de maneira segura (SALES et al., 2008; CASTRO et al., 2010). Os relatos
de acidentes na administracdo de plantas medicinais e fitoterapicos com falhas de
identificacdo ou mesmo problemas de qualidade estdo se tornando comuns na literatura
cientifica. No caso da Medicina Chinesa, ha o caso da fibrose intersticial renal pela ingestéo
de fitoterapicos — pelo menos 70 pacientes belgas e 20 chineses apresentaram nefropatia e
foram submetidos a transplante renal e/ou dialise (CHANG et al., 2001).

Nas ultimas décadas, houve significativo crescimento do uso de plantas medicinais e
fitoterapicos no mundo (SHARMA et al., 2008), movimentando cada vez mais recursos
financeiros, o que gera, por parte das autoridades reguladoras, preocupacdo com seguranca,
eficadcia e qualidade dos produtos (OMS, 2002a; CARVALHO, SANTOS e SILVEIRA,
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2008). Desse modo, o setor de fitoterapicos movimenta mundialmente US$21,7 bilhdes por
ano.

No Brasil, as cerca de 400 empresas existentes alcancam a marca dos US$400
milhdes, que representam 6,7% das vendas de medicamentos ao longo de toda sua cadeia
produtiva, empregando mais de 100 mil pessoas (ALVES et al., 2008). Além disso, é
importante destacar que as vendas crescem a cada ano, 0 que ja era previsto tanto na PNAF
(Politica Nacional de Assisténcia Farmacéutica) quanto na PNPMF (Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos), através do incentivo a producdo nacional embasado na
biodiversidade do pais, favorecendo a geracdo de emprego e renda para os produtores,
visando diminuir a dependéncia tecnolégica com a importacdo de medicamentos (BRASIL,
2004f; BRASIL, 2006c).

Apesar disso, sdo extremamente diferentes as formas de visualizar o0 uso de produtos
vegetais: no exterior € visto como uma oportunidade de negocio, 0 ecobusiness ou mercado
verde (FERRO, BONACELLI e ASSAD, 2006), enquanto no Brasil a producdo de plantas
medicinais para atender ao mercado ainda é muito recente, e ocorre de maneira heterogénea e
descontinua. Por outro lado, muitas das industrias utilizam matéria prima importada, devido a
irregularidade da oferta e problemas com a qualidade; e para espécies nativas, o extrativismo
ainda é predominante (LUSTOSA, 2003; LOURENZANI, LOURENZANI e BATALHA,
2004), o que causa inumeros problemas como: vegetais com grande variedade de
constituintes, adulteracdes por identificacdo equivocada e ameaca de extin¢do da espécie por
coleta indiscriminada (ZUANAZZI e MAYORGA, 2010).

Para sanar os diversos problemas que envolvem a cadeia de producdo de
fitoterapicos no pais, propdem-se acdes dirigidas prioritariamente a trés eixos (ZUANAZZI e
MAYORGA, 2010):

e O eixo agricola, ao qual cabe desenvolver estudos referentes ao manejo de culturas,
melhoramento da qualidade da matéria prima e também a criacdo de novas
oportunidades para o agronegocio.

e O eixo industrial, que deve atuar desenvolvendo produtos inovadores, eficazes e
seguros, bem como buscar sua inser¢cdo no mercado, atentando para as prioridades
nacionais em saude.

e O eixo regulador, que tem por fungdes dar apoio a industria e providenciar o0s
mecanismos de fiscaliza¢do, que diminuirdo os desvios da qualidade, na qualificacdo
técnica e no proprio fortalecimento do setor; bem como atuar de maneira intensa na

formac&o de recursos humanos em variados niveis de qualificac&o.
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A espécie vegetal Palicourea rigida, conhecida como gritadeira ou douraddo, tem
suas partes aéreas empregadas na medicina popular, particularmente nas regiées do cerrado
brasileiro, no tratamento de inflamac6es do trato urinario, dentre outras aplicacfes. Atividades
citotoxica e antimicrobiana de extratos etandlicos, bem como a presenca de triterpenos
derivados de friedelanona, do irid6ide loganina e do alcaloide indélico vallesiachotamina tem
sido descritas na literatura (ROSA et al., 2010).

Com base nas informagdes expostas acima, percebe-se a necessidade da realizagdo de
estudos que busquem evidenciar a eficacia terapéutica de plantas medicinais que tém uso
consagrado pela populacdo. Além disso, a qualidade do processo produtivo deve ser
assegurada com intuito de oferecer a populacdo um produto seguro. Portanto, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar os principais constituintes quimicos e as atividades
farmacoldgicas de Palicourea rigida Kunth, a fim de validar as atribuicdes que lhe sdo
conferidas pelo uso popular e verificar a sua adequacéo aos padrées normativos do Sistema
Unico de Salde (SUS), garantindo assim uma maior seguranca para aoS USUArios e

contribuindo para o desenvolvimento da pesquisa com plantas medicinais.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. CONSIDERACOES INICIAIS

Nos ultimos anos, o governo brasileiro, através da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), estabeleceu diversos marcos regulatérios sobre o tema plantas
medicinais e fitoterapicos. A Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) 10 de marco de 2010
criou a categoria de drogas vegetais notificadas. Sdo aquelas que, em sua forma final de
comercializacdo, sdo notificadas pela ANVISA e reguladas conforme o uso tradicional
(BRASIL, 2010a). Dispde ainda acerca de uma classificagdo mais abrangente, a de
fitoterapico, englobando qualquer produto obtido de plantas medicinais e utilizado para fins
curativos ou paliativos, podendo ser manipulado, industrializado ou produzido de forma
caseira. Dessa forma, tanto a droga vegetal notificada quanto o medicamento fitoterapico séo
incluidos na categoria de fitoterapicos (BRASIL, 2008Db).

A RDC 14 de 30 de marco de 2010 traz uma série de defini¢cdes dadas aos produtos
obtidos de plantas medicinais, segundo a etapa tecnologica de processamento na qual se
encontram (BRASIL, 2010b):

e Planta medicinal é uma espécie vegetal, que pode ou ndo ser cultivada, e que é
utilizada para fins terapéuticos. Ela pode estar no estado fresco, coletada no momento
do uso, ou seca.

e Droga vegetal é a planta seca, rasurada ou triturada, podendo ser estabilizada ou néo.

e Matéria prima vegetal é definida como o conjunto formado por planta medicinal e
droga vegetal.

e Derivado vegetal é o produto gerado a partir de um processo extrativo da matéria-
prima vegetal, que pode ser obtido da planta fresca ou seca, por processo extrativo ou
por prensagem, como no caso dos 6leos.

e Medicamento fitoterapico é aquele obtido através do uso exclusivo de matérias-primas
ativas vegetais. E descrito pelo conhecimento da eficicia e dos riscos de seu uso, bem
como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Nesta categoria ndo podem

ser incluidas substancias ativas isoladas ou associac@es destas com extratos vegetais.
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Visando garantir o uso correto de fitoterapicos, com base em conceitos de qualidade,
seguranca, eficacia e desenvolvimento ambiental sustentavel, sdo criados politicas e acordos
nacionais e internacionais que buscam regular este setor. Por exemplo, em 2002, a ONU
(Organizacdo das Nagdes Unidas) promoveu a Convencdo sobre Diversidade Bioldgica
(CDB) que se concretizou como o primeiro acordo global com abrangéncia sobre aspectos da
biodiversidade, reconhecendo-a como objeto de preocupagdo comum da humanidade e parte
integrante dos processos de desenvolvimento. Essa Convengdo teve como objetivos a
conservacao da diversidade biologica pela utilizacdo sustentavel de seus componentes e a
divisdo justa e equitativa dos beneficios oriundos do uso de recursos genéticos, incluindo os
vegetais (ONU, 2002).

No Brasil, a Constituicdo Federal determina que a Unido elabore e execute as
politicas publicas para o desenvolvimento social e econémico do pais (BRASIL 1988). E sdo
varias as politicas publicas brasileiras que fazem referéncia as plantas medicinais e

fitoterapicos.

2.2. NORMATIZACAO BRASILEIRA: MEDICAMENTOS FITOTERAPICOS

Medicamentos fitoterapicos podem ser manipulados ou industrializados; para uso
humano ou veterinario, sendo os primeiros regulados pela ANVISA e os ultimos pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

Os medicamentos fitoterapicos para uso humano sdo manipulados em farméacias de
forma magistral ou oficinal. Até 2011 ndo havia formula¢des oficinais ja que o Formulario
Nacional trazia apenas formulacdes sintéticas. Neste mesmo ano foi publicado o Formulario
Fitoterapico Brasileiro que aborda as plantas, tinturas e preparacdes seguindo as politicas de
plantas medicinais do Ministério da Saude e trazendo informacGes padronizadas para
utilizacdo nos sistemas de salde publico e privado, além das farméacias de manipulacdo e
verde (BRASIL, 2011).

A ANVISA dispensa de registro os medicamentos manipulados, o controle é feito no
processo produtivo no proprio estabelecimento. A norma que regulamenta a manipulacdo de
medicamentos é a RDC 67/2007 (BRASIL, 2007), que foi atualizada pela RDC 87/2008
(BRASIL, 2008a).

No momento estdo validas as seguintes normas referentes a fitoterapicos (ANVISA,
2013):
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e RDC n° 14, de 31/03/2010: Dispde sobre o registro de medicamentos
fitoterapicos.

e RE n° 90, de 16/03/2004: Guia para a realizacdo de estudos de toxicidade pré-
clinica de fitoterapicos.

e RE n° 91, de 16/03/2004: Guia para realizacdo de alteracdes, inclusdes,
notificagdes e cancelamentos pds-registro de fitoterapicos.

e IN n°® 5 de 11/12/2008: Lista de medicamentos fitoterapicos de registro
simplificado.

e IN n° 5, de 31/03/2010: Lista de referéncias bibliogréaficas para avaliacdo de
seguranga e eficacia de fitoterapicos.

e RDC no. 13, de 14/03/2013: Boas Préticas de Fabricacdo (BPF) para os produtos
tradicionais fitoterapicos.

e RDC no. 14, de 14/03/2013. Dispbe sobre as Boas praticas de fabricacdo de

insumos farmacéuticos ativos de origem vegetal.

2.2.1. Evolugdo histérica da normatizacdo brasileira sobre plantas medicinais e

fitoterapicos

A primeira legislacdo especifica para medicamentos fitoterapicos foi a Portaria 22 de
1967 que, embora bem menos detalhada que as atuais legislacdes, ja abordava os critérios
basicos como identificacdo botanica, padrdo de qualidade e identidade e provas de seguranca
e eficacia para validar as indicagdes terapéuticas. Nesta época, esses critérios s6 poderiam ser
feitos por meio de estudos pré-clinicos e clinicos, como 0 exigido para medicamentos
sintéticos registrados atualmente, e havia uma recomendacdo para que se evitasse 0 registro
de associacdes de fitoterapicos (BRASIL, 1967).

Em 1995, foi republicada pelo MS a norma para registro de medicamentos
fitoterapicos, como a Portaria 06/1995 (BRASIL, 1995), que trouxe um novo conceito para 0s
produtos fitoterapicos, semelhante ao atual, definiu prazos para a realizacdo e apresentacdo de
estudos de comprovacdo da seguranca (cinco anos), e eficacia terapéutica (dez anos),
seguindo as exigéncias do Conselho Nacional de Saiude (CNS) na Resolucao 01/1988.

O registro de medicamentos ficou estabelecido como uma concessdo de venda que

deve ser renovada a cada cinco anos, sendo que os testes de seguranca eram apresentados na
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primeira renovagdo, e os de eficicia na renovacdo seguinte. A portaria também dividiu o
registro de fitoterapicos em classes (BRASIL, 1995):

e Fitoterapicos isentos de registro — aqueles constantes dos codigos oficiais.

e Fitoterapicos novos.

e Fitoterapicos similares — aqueles que comprovassem acao similar a outro previamente

registrado.

No ano 2000, com a criagdo da ANVISA, a norma para registro de medicamentos
fitoterapicos foi atualizada, com a RDC 17/2000. Pela primeira vez foi introduzido o conceito
de medicamento fitoterdpico tradicional, com critérios diferenciados de registro. Também
houve isencdo de registro para as formulages oficializadas no pais pela Farmacopeia
Brasileira (BRASIL, 2000).

Na RDC17/2000 foi contemplada uma lista de 11 especies de registro simplificado,
para as quais ja se consideravam suficientes as informacdes publicadas na literatura cientifica
comprobatdrias de seguranca e eficacia. Assim sendo, bastava a empresa seguir todos os
parametros estabelecidos para cada espécie. Havia ainda uma lista de 15 referéncias
cientificas que poderiam ser usadas na comprovacdo da seguranca e eficacia dos
medicamentos fitoterapicos (BRASIL, 2000).

Em caso de impossibilidade de se comprovar a seguranca e eficacia conforme as
alternativas anteriormente citadas, a RDC reafirmava a necessidade de realizacdo de estudos
pré-clinicos, conforme Portaria 116/1996, e clinicos, de acordo com as exigéncias do
Conselho Nacional de Saude (CNS), descritas nas Resolugdes 196/1996 e 251/1997, ou por
métodos descritos na literatura.

As exigéncias incluiam que fossem definidas as indicacGes terapéuticas,
contraindicagOes, restricdes de uso, efeitos colaterais e reacGes adversas para cada forma
farmacéutica. A exigéncia de reprodutibilidade e constancia da qualidade foi mantida, sendo
preciso apresentar a analise qualitativa e quantitativa dos principios ativos e/ou marcadores,
quando conhecidos (BRASIL, 1996a, BRASIL, 1996b, BRASIL, 1997).

Em 2004, foi publicada a RDC 48/2004 (BRASIL, 2004a), que foi complementada
por diversas resolucées (RE):

e RE 88/2004, que atualizou a Lista de referéncias bibliograficas para avaliacdo de

seguranca e eficacia de fitoterapicos (BRASIL, 2004b).
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e RE 89/2004, que trazia a lista de registro simplificado de fitoterapicos, ampliando o
anexo ja presente na RDC 17/2000 (BRASIL, 2004c). Essa listagem foi republicada
em 2008, como IN 05/2008, sendo adicionados dois novos derivados vegetais
(BRASIL, 2008c).

e RE 90/2004, que faz referéncia ao Guia para realizacdo dos testes de toxicidade pré-
clinica de fitoterapicos. Traz um conjunto de testes exigidos como requisitos minimos
para apresentacdo de resultados toxicolégicos em animais (BRASIL, 2004d).

e RE 91/2004, diz respeito ao Guia para realizacdo de alteracdes, inclusdes, notificagdes

e cancelamento pos-registro de fitoterapicos (BRASIL, 2004e).

Como inovacdo, a RDC 48/2004 trouxe a exigéncia de que a producdo de
fitoterapicos fosse orientada pelas BPFC (Boas Préticas de Fabricacdo e Controle) que, na
época, eram regulamentadas pela RDC 210/2003 (BRASIL, 2003b).

As empresas deveriam apresentar documentacdo comprobatéria dos testes de
autenticidade, pureza e integridade, e das analises qualitativa e quantitativa dos principios
ativos e/ou marcadores, quando conhecidos, ou classes de substancias caracteristicas da
espécie. Também era requerida a apresentacdo de documentacdo referente a realizacdo da
prospeccdo fitoquimica ou do perfil cromatografico do produto acabado, sendo que todas as
metodologias adotadas deveriam constar na Farmacopeia Brasileira ou Farmacopeias
reconhecidas no pais, ou ainda serem validadas segundo Guia especifico sobre validacdo de
metodologias analiticas para medicamentos, a RE 899/2003 (BRASIL, 2003a).

Em 2008, a publicacio da RDC 95/2008 trouxe a padronizacdo as bulas de
fitoterapicos obtidos a partir de 13 espécies vegetais. Ela foi atualizada pela RDC 47/20009,
mantendo os textos das bulas padrdes (BRASIL, 2009¢).

Visando atualizar o regulamento para registro de medicamentos fitoterapicos, a
ANVISA publica no seu endereco eletronico em maio de 2009 a CP 31/2009 (consulta
publica). A adequacdo aos conceitos definidos pela Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (PNPMF) e a adocdo de alternativas para o controle de qualidade séo as
principais alteracdes propostas. H& uma reestruturacdo da RDC 48/2004 com o
enquadramento correto para cada condicdo nas fases de andlise de registro de um
medicamento fitoterapico (BRASIL, 2009c). Ap6s o prazo de 30 dias de consulta, as
contribuicdes foram avaliadas pela ANVISA e, em abril de 2010, foi publicada a RDC 14
(BRASIL, 2010b).
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Também foi publicada, em janeiro de 2009, a CP 03, com uma proposta de RDC que
trata das BPFC de medicamentos. O diferencial desta CP foi um anexo dedicado as BPFC de
medicamentos fitoterapicos. Apds o fim do prazo, foi publicada a RDC 17/2010 (BRASIL,
2009c; BRASIL, 2010c).

2.2.2. Normatizacdo brasileira: plantas medicinais e fitoterapicos no SUS

A diretriz “Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico” da Politica Nacional de
Medicamentos (PNM -1998) aborda a continuidade e expansdo do apoio as pesquisas para o
aproveitamento do potencial terapéutico da flora brasileira, com certificagéo de sua seguranca
e eficacia (BRASIL, 1998). Ja a Politica Nacional de Assisténcia Farmacéutica (PNAF)
abrange um conjunto de préticas referentes a promocao, protecdo e recuperacao da saude, bem
como a garantia dos principios da equidade, universalidade e integralidade no acesso. Esta
norma evidencia a necessidade de definicdo e pactuacdo de acOes intersetoriais que tenham
por objetivo a utilizacdo de plantas medicinais e fitoterapicos no processo de atencao a saude,
respeitando os conhecimentos tradicionais incorporados. No entanto, deve ser feita com
embasamento cientifico, adotando-se medidas de geracdo de emprego e renda, preocupando-
se com a qualificacdo e fixacdo dos produtores, envolvimento dos trabalhadores em saude na
incorporacgdo desta opcao terapéutica, com base no incentivo a producdo nacional utilizando a
biodiversidade ja existente (BRASIL 2004f).

Em 2006, foram publicadas duas novas politicas com relevancia para este tema, uma
por Decreto Presidencial, e outra pelo Ministério da Saude. A primeira delas foi a Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC), elaborada para oferecer a
populacdo servicos e produtos relacionados a fitoterapia, acupuntura, homeopatia e
termalismo social no SUS, envolvendo acBes a serem incorporadas no proprio SUS, mas
também em outros 6rgdos como Ministério da Saude, secretarias de salude estaduais e
municipais, ANVISA e Fiocruz (BRASIL, 2006a). A segunda norma publicada no mesmo
ano foi a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) (BRASIL, 2006c¢),
sendo publicado previamente um decreto que instituiu o Grupo de Trabalho Interministerial
(GTI) que tinha por objetivo elaborar propostas para a PNPMF e sugerir seus métodos de
regulamentacdo (BRASIL, 2005).

A primeira politica tem por objetivos incorporar e implementar as praticas

integrativas no SUS, enfatizando a prevencdo de agravos e a promogdo e recuperacdo da
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saude; contribuir para o aumento da resolubilidade do sistema e potencializar o acesso as
Préticas Integrativas e Complementares (PIC), de modo a garantir seguranca, eficacia e
qualidade no uso; promover a racionalizacdo das acGes de saude, através do estimulo a
alternativas inovadoras e socialmente relevantes para o desenvolvimento sustentavel da
comunidade; e estimular acdes ligadas a participacdo da sociedade (BRASIL, 2006b).

Dentre as diretrizes dessa politica estao:

e Divulgacdo das informacges das PIC aos profissionais de salde, gestores e usuarios do
SUS (Sistema Unico de Saude), considerando também o saber popular e tradicional.

e Provisdo do acesso a medicamentos homeopéticos e fitoterapicos, com vistas a
ampliacdo da produgdo publica, garantindo as especificidades da assisténcia
farmacéutica nesses ambitos, na regulamentacdo sanitaria. Para isso, foi prevista a
elaboracdo da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais (RENAPLAN) e da Relagéo
Nacional de Fitoterapicos (RENAFITO) (BRASIL, 2010d), bem como a promocao do
uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos no SUS, o cumprimento de critérios
pré-estabelecidos de qualidade, eficacia, eficiéncia e seguranga no uso, bem como das
boas praticas de manipulacéo, de acordo com a legislacao vigente.

e Garantia de fiscalizacdo da qualidade dos fitoterapicos pelo Sistema Nacional de

Vigilancia Sanitaria.

Através da elaboracdo da RENAPLAN e da RENAFITO, a PNPIC preconiza o
diagnostico situacional das plantas e fitoterapicos que sdo utilizados em programas estaduais e
municipais de saude, além da elaboracéo de critérios para a inclusdo e exclusao de plantas e
fitoterapicos embasada em conceitos de seguranca e eficacia, avaliacdo das necessidades
epidemiologicas da populacdo e da elaboracdo de monografias das plantas medicinais
utilizadas (BRASIL, 2006a).

Para que um fitoterapico seja incluido na RENAFITO, ha alguns critérios a serem
observados: deve ser produzido a partir de plantas nativas ou exoticas adaptadas; ter registro
na ANVISA,; considerar os biomas brasileiros; ndo pertencer a listas de plantas em extin¢éo;
ser de uso na atencdo basica e possuir 0 maior niumero possivel de evidéncias de seguranca e
eficacia (NASCIMENTO JUNIOR, 2010).

Entre as competéncias da ANVISA contempladas pela PNPIC estdo: a elaboracdo de
normas técnicas para insercdo de fitoterapicos no SUS; a garantia da especificidade da
assisténcia farmacéutica em fitoterapia nas legislacdes sanitérias; a elaboragdo e atualizacdo

constante das monografias de plantas medicinais, com prioridade para as espécies nativas
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segundo o0s moldes da OMS e elaboracdo de mementos relativos as espécies selecionadas
(BRASIL, 2006a).

Com a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos (PNPMF) foram
estabelecidas linhas de acdo para o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, a fim de
consolidar as demais recomendacdes ja existentes no pais e também as internacionais, com o
objetivo de reduzir a dependéncia tecnoldgica do Brasil nesta area e firmar uma posicao
relevante do pais no cendrio internacional (BRASIL, 2006c).

A PNPMF tem por objetivo geral a garantia da populagdo ao acesso seguro e uso
racional de plantas medicinais e fitoterapicos, garantindo o uso sustentavel da biodiversidade,
o0 desenvolvimento da cadeia produtiva e da indUstria nacional. Ela é parte fundamental das
politicas publicas de salde, meio ambiente, desenvolvimento econémico e social, pois visa
implantar acdes capazes de promover melhorias na qualidade de vida da populacdo. Dentre os
objetivos especificos estdo a ampliacdo das opcdes terapéuticas em plantas medicinais e
fitoterapicos e a construcdo de um marco regulatorio para producdo, distribuicdo e uso de
plantas medicinais e fitoterapicos (BRASIL, 2006c).

S@o 17 as diretrizes contempladas na PNPMF, sendo ressaltadas aqui duas. A
primeira, que traz definidas as acGes da ANVISA no que se refere a regulamentacéo, e a
segunda sobre promocédo da seguranca, eficacia e qualidade no acesso a plantas medicinais e
fitoterapicos, sendo citada a atualizacdo constante da RENAFITO e RENAPLAN, e a criagdo
do Formulario Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (BRASIL, 2006c).

Segundo a PNPMF, cabe ao gestor federal a elaboracdo e revisdo periddica da
relacdo nacional de plantas medicinais com potencial de utilizacdo no SUS e a elaboracéo e
atualizacdo periddica das monografias de plantas medicinais, com prioridade para as espécies
medicinais nativas (BRASIL, 2006c). Inicialmente, foi definida uma lista contendo 237
espécies vegetais, que nao foram publicadas oficialmente (BRASIL, 2009a). Apds
sistematizacdo dos dados, chegou-se a uma lista com 184 espécies utilizadas em programas
estaduais e municipais de fitoterapia (RODRIGUES, SANTOS e AMARAL, 2006), as quais
foram acrescidas 53, fruto do trabalho do Programa de Pesquisas de Plantas Medicinais
(PPPM) da Central de Medicamentos (CEME); as espécies constantes da lista de registro
simplificado da ANVISA (que entdo constavam na RE 89/2004) e a lista de espécies do
projeto “Plantas do Futuro” (BRASIL, 2009a).

Foi constituida, em seguida, uma equipe de trabalho intersetorial coordenada pelo
Departamento de Assisténcia Farmacéutica (DAF)/MS, com representantes de diversos

orgdos. Esta equipe elaborou critérios de inclusdo e exclusdo das espécies e dos fitoterapicos
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nas Relagdes Nacionais. Realizou-se um levantamento bibliografico das espécies constantes
na lista, a fim de se verificar se havia monografias para as mesmas na Farmacopeia Brasileira
e demais farmacopeias reconhecidas oficialmente. Foi realizado também um levantamento
epidemioldgico por regido do pais e dos fitoterapicos com registro na ANVISA. Foi entéo
obtida, uma listagem de 237 espécies, subdivididas e hierarquizadas em trés grupos de acordo
com o atendimento aos critérios previamente estabelecidos (BRASIL, 2009a).

Em 2009 o MS publicou a RENISUS (Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS), uma lista contendo espécies vegetais de interesse potencial e capazes de
gerar produtos relevantes na cadeia produtiva do SUS (BRASIL, 2009a). A RENISUS tem
por finalidade subsidiar o desenvolvimento de toda a cadeia produtiva, incluindo acbes que
serdo desenvolvidas por outros dos ministérios participantes da PNPMF, com relacdo a
regulamentacdo, producdo, cultivo/manejo, comercializacdo e dispensacdo de plantas
medicinais e fitoterapicos. Além disso, a lista orienta estudos e pesquisas que possam
subsidiar a elaboracdo da RENAFITO, o desenvolvimento e a inovacdo na area de plantas
medicinais e fitoterapicos (BRASIL, 2009b; NASCIMENTO JUNIOR, 2010).

2.3. PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPICOS NO CONTEXTO INTERNACIONAL

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) € a instituicdo internacional que emite
recomendacdes aos paises para a regulamentacdo sanitaria de fitoterapicos, através do
Escritorio de Medicinas Tradicionais. Diversas orientacfes ja foram publicadas, bem como
relatorios da situacdo regulatoria mundial de fitoterapicos:

e 1998: Quality control methods for medicinal plant materials (OMS, 1998).
e 2000: General guidelines for methodologies on research and evaluation of traditional

medicine (OMS, 2000).

e 2002: The importance of pharmacovigilance — Safety monitoring of medicinal
products (OMS, 2002b).
e 2003: WHO guidelines on good agricultural and collection practices (GACP) for

medicinal plants (OMS, 2003).

e 2007: WHO qguidelines for assessing quality of herbal medicines with reference to

contaminants and residues (OMS, 2007).

e 2008: instrucBes operacionais — informacGes necessarias para a conducdo de ensaios

clinicos com fitoterapicos (OMS, 2008).
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Na Comunidade Europeia, embora haja legisla¢fes individuais dos paises membros,

a EMEA (European Medicines Agency) publicou uma série de regulamentac@es que foi aceita

por toda a comunidade. As normas referem-se a fitoterapicos para uso humano e animal, e

ainda ha outras aplicaveis a todos os medicamentos, como 0S guias para excipientes e

impurezas.

2001: Directive 2001/83/EC — On the Community Code relating to medicinal products
for human use (EMEA, 2001).

2004: Directive 2004/24/EC — Amending, as regards traditional herbal medicinal
products (EMEA, 2004).

2006: Guideline on quality of herbal medicinal products/traditional herbal medicinal
products (EMEA, 2006a).

2006: Reflection paper on the use of fumigants (EMEA, 2006b).

2006: Guideline on specifications — test procedures and acceptance criteria for herbal
substances, herbal preparations and herbal medicinal products/traditional herbal
medicinal products (EMEA, 2006c).

2006: Guideline on good agricultural and collection practice (GACP) for starting
materials of herbal origin (EMEA, 2006d).

2007: Guideline on quality of combination herbal medicinal products/traditional
herbal medicinal products (EMEA, 2007).

2008: Concept paper on the development of a guideline on a preparation of herbal
teas (EMEA, 2008a).

2008: Reflection paper on markers used for quantitative and qualitative analysis of
herbal medicinal products and traditional herbal medicinal products (EMEA, 2008b).
2009: Reflection paper on stability testing of herbal medicinal products and
traditional herbal medicinal products (EMEA, 2009).

2010: Reflection paper on the level of purification of extracts to be considered as
herbal preparations (EMEA, 2010a).

2010: Guideline on declaration of herbal substances and herbal preparations in
herbal medicinal products/traditional herbal medicinal products (EMEA, 2010b).
2011: Guidance for companies seeking scientific support and advice on traditional
herbal medicinal products (EMEA, 2011).
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e 2012 - Ainda em elaboracdo: Concept paper on non- pharmacopoeial reference
standards for herbal substances, herbal preparations and herbal medicinal products /
traditional herbal medicinal products (EMEA, 2012a).

e 2012 - Ainda em elaboragdo: Guideline on the use of the CTD format in the
preparation of a registration application for traditional herbal medicinal products
(EMEA, 2012b).

O Canada detém uma legislacdo bastante detalhada referente a produtos naturais para

a salde. As normas abordam todos os produtos de uso tradicional, tais como fitoterapicos e
homeopaticos, englobando ainda produtos obtidos de vitaminas, aminoacidos e probi6ticos,
desde que possuam uso tradicional especificado. Dentre as principais normas canadenses
estdo:

e 2003: Natural health products regulations (CANADA, 2003).

e 2006: Evidence for safety and efficacy of finished natural health products (CANADA,

2003).
e 2007: Evidence for quality of finished natural health products (CANADA, 2007).

Para os paises integrantes do MERCOSUL (Mercado Comum do Sul) existe, assim
como na Comunidade Europeia, a possibilidade de unificacdo das legislacdes, mas as
diferencas entre os paises ainda tornam essa realidade um futuro distante. Ja foram realizadas
reunies com o objetivo de harmonizar a legislacdo sanitaria de fitoterapicos, como o Pan
American Network for Drug Regulatory Harmonization (PANDRH), mas os avancos nao
foram significativos.

O Uruguali, integrante do MERCOSUL, ndo possui regulamentacédo especifica para
fitoterapicos (MERCOSUL, 2012). O Paraguai regula todos os medicamentos, incluindo os
fitoterapicos, pela Lei 1119/1997 e pelo Decreto 7442/2000 do Ministério de Saude Publica e
Bem Estar Social (MSPBES), que é proprio para o registro de medicamentos fitoterapicos e
homeopaticos. Segundo a legislacdo paraguaia, todos os medicamentos devem ser avaliados
por laboratério autorizado pelo MSPBES (PARAGUAI, 1997; PARAGUAI, 2000). Algumas
das principais normas paraguaias:

e 1950: Decreto 187/1950 - Normas para la importacién de produtos para la salud
(ARRUA, VILLALBA e AMARILLA, 2009).
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e 1991: Resolucion 394/1991 — Por la cual se aprueba el listado de medicamentos a ser
comercializados dentro e fuera de farmacias (ARRUA, VILLALBA e AMARILLA,
2009).

e 1997: Ley 1119/1997 — De produtos para la salud y otros (PARAGUAI, 1997).

e 2000: Decreto 7442/2000 — Requisitos para el registro de medicamentos
fitoterapéuticos y homeopaticos (PARAGUAL, 2000).

Na Argentina, o Ministério da Salde e Acdo Social promulgou a Resolucdo
144/1998 que define o quadro juridico para a regulamentagdo dos medicamentos fitoterapicos.
A partir dessa norma a ANMAT (Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y
Tecnologia Médica) passa a ser reconhecida como a agéncia nacional competente, a qual cabe
promulgar normas complementares e explicativas. Ficou estabelecido para a ANMAT o
controle sobre importagéo, fabricagdo, fracionamento, armazenamento, comercializagdo e
publicidade de medicamentos e preparacbes a base de plantas. Em seguida, o Instituto
Nacional de Drogas publicou a disposicdo legal 2673/1999 que continha diretrizes para o
registro de medicamentos fitoterapicos, complementada por outras normas:

e 1998: Resolucion 144/1998 — Importacion, elaboracion, fraccionamiento, depdsito,
comercializacion y publicidade de medicamentos fitoterapicos (ARGENTINA, 1998).

e 1999: Disposicion 2673/1999 — Solicitud de inscripcion medicamentos fitoterapicos
(ARGENTINA, 1999a).

e 1999: Disposicion 2671/1999 - Habilitacion establecimientos elaboradores,
envasadores, fraccionadores e importadores de medicamentos fitoterapicos
(ARGENTINA, 1999b).

e 2000: Disposicion 1788/2000 — Listado de drogas vegetales a excluirse como
constituyentes de medicamentos fitoterapicos, em razon de que poseen efectos tdxicos
para los seres humanos (ARGENTINA, 2000).

No México os fitoterapicos sdo divididos em medicamentos e remedios fitoterapicos.
Ha dois principais regulamentos, a Lei Geral de Saude (LGS) e o Regulamento para Insumos
de Saude (RIS), e também as normas operacionais mexicanas (NOM). A responsavel pela
regulacdo é a COFEPRIS (Comisidén Federal para la Proteccion Contra Riesgos Sanitarios)
(CASTELLANOS, 2009). Algumas das principais normas:
e 1984: Ley general de salud (MEXICO, 1984).
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e 1998: Reglamento de insumos para la salud (MEXICO, 1998a).

e 1998: NOM-059-SSA1-1993 (NOM = Norma Operacional Mexicana) — Buenas
practicas de fabricacién para establecimientos de la industria quimico farmacéutica
dedicados a la fabricacion de medicamentos (MEXICO, 1998b).

e 2000: NOM-072-SSA1-1993 — Etiquetado de medicamentos (MEXICO, 2000a).

e 2000: NOM-164-SSA1-1998 — Buenas practicas de fabricacion para farmacos
(MEXICO, 2000b).

e 2001: NOM-176-SSA1-1998 - Requisitos sanitarios que deben cumplir los
fabricantes, distribuidores y provedores de farmacos utilizados en la elaboracion de
medicamentos de uso humano (MEXICO, 2001).

e 2006: NOM-073-SSA1-2005 — Estabilidad de farmacos y medicamentos (MEXICO,
2006).

2.4. O USO POPULAR DE PLANTAS MEDICINAIS

O Brasil ¢ um dos paises mais ricos em biodiversidade do mundo, contando com
mais de 20% do total de espécies do planeta, com mais de 55 mil espécies vegetais descritas,
0 que corresponde a 22% do total mundial (BRANDAO et al., 2006; FERRO, BONACELLI
e ASSAD, 2006). Essa riqueza em biodiversidade € seguida por uma aceitacdo do uso de
plantas medicinais e conhecimento tradicional associado (RODRIGUES, 2006, VEIGA Jr. e
MELLO, 2008). Em pesquisa realizada com populacdo de baixa renda em municipios no
interior do nordeste, 94,4% dos entrevistados afirmaram crer no poder curativo das plantas
medicinais, e 83,2% cultivavam ervas em suas residéncias (MOURA et al., 2001).

As préticas referentes ao uso popular de plantas medicinais sdo ainda hoje o que
muitas comunidades tém como alternativa para o tratamento de doencas ou manutencdo da
salude (PINTO, AMOROZO e FURLAN, 2006). As contribuicGes do saber popular sobre o
uso e a eficacia de plantas medicinais colaboram de maneira relevante para a divulgacdo das
propriedades terapéuticas dos vegetais, prescritos frequentemente, por seus efeitos
farmacoldgicos, embora ndo tenham seus constituintes quimicos normalmente conhecidos.
Desse modo, os usuarios de plantas medicinais em diversos paises, mantém em voga a préatica
do consumo de fitoterapicos, validando informac@es terapéuticas acumuladas durante séculos,

passadas de geracdo em geracdo. Este tipo de cultura medicinal desperta o interesse de
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pesquisadores de areas multidisciplinares, como botéanica, farmacologia e fitoquimica
(MACIEL, PINTO e VEIGA Jr, 2002).

A fitoterapia no Brasil vem ganhando crescente destaque, 0 que requer cuidados no
que diz respeito a preservacao das espécies, para evitar que plantas de grande valor medicinal
sejam extintas antes de terem suas propriedades estudadas e seus produtos e derivados
transformados em medicamentos. E preciso desenvolver técnicas de cultivo e colheita viaveis,
que nao gerem danos a reproducdo das espécies (LOPEZ, 2006). Também é preciso valorizar
0 saber popular, a cultura local e as formas regionais de relagcdo com os diferentes
ecossistemas, tendo como objetivo o uso racional das espécies e o ecodesenvolvimento
(GANEM, 2011).

2.5. FAMILIA RUBIACEAE

A familia Rubiaceae apresenta 650 géneros e aproximadamente 13.000 espécies,
sendo um dos maiores grupos entre as Angiospermas (ROBBRECHT, 1988; ROBBRECHT,
2013). E composta por arvores de grande, médio e pequeno porte, arbustos, subarbustos e
ervas anuais ou perenes, distribuidas nas regides tropicais de ambos os hemisférios
(BARROSO, 1991), representando parcela significativa da vegetacdo lenhosa tropical,
principalmente nas florestas chuvosas (ROBBRECHT, 2013). A estrutura foliar de suas
espécies é caracterizada pela presenca de hipoderme, estbmatos classificados como paracitico
e paralelocitico, epiderme adaxial papilosa, mesofilo normalmente dorsiventral e ocorréncia
frequente dedomacias (METCALFE e CHALK, 1979). Outra caracteristica tipica é a presenca
comum de coléteres nas estipulas (LERSTEN, 1974).

No bioma Cerrado, a Savana Neotropical do Brasil Central, Rubiaceae é considerada a
sétima familia mais rica em espécies, com pelo menos 376 (MACHADO et al., 2010). De
acordo com a classificacdo botanica realizada por ROBBRECHT em 1988, esta familia pode
ser dividida em quatro subfamilias: Ixoroideae, Cinchonoideae, Antirheoideae e Rubioideae.
Cada subfamilia apresenta um perfil quimico tipico para iridoides (Ixoroideae), alcaldides
indolicos (Cinchonoideae) e antraquinonas (Rubioideae), que sdo considerados marcadores
guimiotaxondmicos de Rubiaceae (Figura 1) (BOLZANI et al., 2001). Em estudo visando
avaliar o perfil quimiotaxondmico da familia, verificou-se a presenca de iridoides glicosilados

em varias espécies, e concluiu-se entdo que estes metabolitos, possivelmente, estdo presentes
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em praticamente todas as subfamilias de Rubiaceae (HIROYUKI et al., 1988;
BREMER,2009; SILVEIRA JR, SABA e JARDIM, 2012).

Figura 1: Diversidade quimica e distribuicdo dos principais metabdlitos secundarios dentre as
subfamilias de Rubiaceae.

m [ridoides

200 -

180 - m Alcaloides
@ Inddlicos
% 160 1 Antraquinomas
o 140 o
§ 120 - ® Flavonoides
5 100 1 = Triterpenos
o
g 807 .
= Derivados de Fenol
S 60 -
Z

40 A l -‘ Alcaloides

1

. : : e =)
IXO CIN RUB ANT

Fonte: adaptado de BOLZANI et al., 2001.

Os alcaloides tém demonstrado importancia na busca por respostas fisiologicas e
mecanismos bioquimicos, bem como na elucidacdo de efeitos farmacoldgicos. Na familia
Rubiaceae foram encontrados compostos de interesse comercial e para diversos fins
farmacéuticos, devido a suas atividades farmacoldgicas. Alguns exemplos sdo a quinidina
(Cinchona leddgeriana), utilizada como antiarritmico; quinina (Cinchona leddgeriana), que
possui propriedades antimalarica e tonica e ioimbina (Pausinystalia yoimba), com efeitos
afrodisiacos (CORDELL et al., 2001).

As Rubiaceae no Brasil estdo distribuidas principalmente na Amazonia, Cerrado e
Floresta Atlantica, sendo que um grande nimero de espécies ainda permanece sem quaisquer
estudos quimico e biolégico (SOUZA e LORENZI, 2008; ROSA et al., 2010). Entretanto,
sabe-se que essa familia apresenta uma grande diversidade de metabdlitos secundarios, como
iridoides, alcaloides indolicos, antraquinonas, flavonoides e outros derivados fendlicos e
terpenoides (YOUNG et al., 1996). Os alcaloides inddlicos, as antraquinonas e os iridoides
sdo considerados marcadores quimiotaxondmicos desta familia (BOLZANI et al., 2001).

Muitas sdo as espécies de interesse econdmico pertencentes a familia Rubiaceae,
dentre as quais podem ser citadas a ipeca (Cephaelis ipecacuanha Rich.), fonte do alcaloide
emetina, substancia conhecida por seu efeito emético (TOKARNIA et al., 2000); o jenipapo

(Genipa americana) que, além de ser utilizado como alimento, possui diversas atividades
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bioldgicas, como purgativa (raizes) e antidiarreica (folhas e cascas). Também ja foi descrito
efeito inibitério in vitro do crescimento de algumas cepas de bactérias Gram positivas e
negativas pela genipicina, um iridoide extraido dos frutos do jenipapo (TALLENT, 1964). H&
ainda o café (Coffea arabica L.), conhecido por ser fonte de uma bebida estimulante e
utilizado para a extracdo da cafeina, que tem agdo tdnica e revigorante, e € utilizada associada
a diversos antipiréticos, analgésicos e antigripais (SIMOES et al., 2004).

A familia também possui exemplares ornamentais, como a gardénia (Gardenia
jasminoides Ellis) e o jasmim-do-cabo (Plumbago auriculata Lam.); plantas que exibem
toxicidade para animais, como a Palicourea marcgravii A. St. Hil; daninhas como a Borreira
verticillata e diversas plantas medicinais, dentre as quais esta a Palicourea rigida Kunth,
usada popularmente no combate a inflamac&o e infecgdes do trato urinario (SEPTIMIO, 1994;
SARTORIO, 2000).

2.6. GENERO Palicourea

O género Palicourea é pertencente a tribo Psychotrieae da familia Rubiaceae e
abrange cerca de 200 espécies de arbustos e pequenas arvores com distribuicdo somente nos
tropicos do Novo Mundo (TOLEDO et al., 2007). Essas espécies sao tipicamente membros de
sub-bosques de matas tropicais e poucas delas ocorrem em savanas. Ha trés centros de riqueza
de espécies de Palicourea, todos na America do Sul, sendo um deles a regido do Planalto
Centro-Sul do Brasil, com cerca de 37 espécies. Esse género possui flores com corola tubular,
inodoras, de cores fortes e polinizadas principalmente por beija-flores, e os frutos carnosos,
azuis a puarpuros e dispersos por aves. A maioria das espécies € distilica (nas quais s@o
encontradas flores com dois morfos distintos: alguns individuos contém flores com estilete
maior que 0s estames - chamados morfologicamentede longistilas ou “pin”; € outros contém
flores com estilete menor que os estames — chamados morfologicamente de brevistilas ou
“thrum”). Esta € uma condicdo considerada ancestral no género (COELHO e BARBOSA,
2003).

Algumas espécies do género Palicourea sdo bem conhecidas por sua toxicidade para
com 0s animais. O gado, aparentemente saudavel, apos ingestdo das folhas cai subitamente,
principalmente apds exercicio, morrendo em poucos minutos. Na Amaz6nia, onde grandes
areas de floresta estdo sendo transformadas em pasto, a Palicourea causa grandes perdas

locais. A dose letal para o gado € de 0,69 /kg de folhas frescas, mas seus frutos sdo ainda mais
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toxicos. O quadro clinico patologico sugere que algumas dessas plantas possuem principios
toxicos que interferem nas funcGes cardiacas, e dados disponiveis indicam que as mortes sdo
causadas por insuficiéncia cardiaca aguda (COELHO et al., 2007).

O écido monofluoracético (MFAA) é um principio toxico prevalente em algumas
espécies de Palicourea, contudo, terapias eficazes para controlar esta intoxicacdo ja estdo
disponiveis (COELHO et al., 2007). Ha também espécies que foram relatadas como
neurotoxicas para o gado, tais como a P. marcgravii, P. grandiflora e P. juruana. Estudo
fitoquimico de espécies de Palicourea permitiu a identificacdo de B-carbolinas, monoterpenos
indol e pirrolindol, alcaloides, além de triterpenos, acidos fendlicos, cumarinas e um peptideo
ciclico (SILVA, CARVALHO e ALVES, 2008).

Estudo sobre a atividade moluscicida de algumas espécies vegetais da flora
brasileira, demonstrou que a espécie Palicourea nicotianaefolia apresentou acdo moluscicida
contra caramujos de Biomphalaria glabrata na concentracdo de 100 ppm (MENDES et
al.,1984). Ja em investigacdo com Palicourea condensata, o peptideo palicoureina isolado da
espécie inibiu os efeitos citopaticos causados pelo virus HIV (BOKESCH et al., 2001),
enquanto que o extrato de Palicourea demissa demonstrou atividade antiinflamatoria e
antiviral.

Plantas do género Palicourea contém alcaloides indolicos e quinolinicos, podendo
ser potenciais fontes de antiparasitarios e citotoxicos (GARCIA, TOBON e MORA, 1997).
Estudos fitoquimicos realizados com espécies do género Palicourea registram o isolamento
de uma grande variedade de classes metabdlicas, como cumarinas, acidos benzdicos,
terpendides, alcaloides, entre outras, destacadas na Tabela 1 e Figura 2.

Uma variedade de substancias citotoxicas tem sido isolada a partir de espécies
Psychotriae. Recentemente, extratos de Palicourea e intimamente relacionada a tribo
Psychotriae, foram selecionados pelos EUA, no Instituto Nacional do Cancer, devido a suas
atividades contra o cancer, sendo considerado como um género promissor entre os 90 mil
investigados (SOARES et al., 2012).



Tabela 1: Substancias isoladas de espécies do género Palicourea.

Classe de substéancias Espécie Vegetal

Terpeno

3-friedelanona (1) P. demissa

Cumarinas

escopoletina(2)
isoescopoletina(3) P. demissa
umbeliferona(4)

Alcaloides

P. alpina

calicantina(b) P. fendlerii

P. domingensis

chimonantina(6) P. fendlerii

croceaina A (7) P crocea
croceaina B (8) '
lialosideo(9)

tetra-( O)-acetil-lialosideo (10)
(E)-O-(6)-cinamoil-4-hidroxi-3-metoxi-lialosideo (11)
(E)-tetra-(O-acetil)- O -(6)-cinamoil-4-hidrdxi-3-metoxi-
lialosideo (12) P. adusta
(E)- O-(6)-cinamoil-4-hidroxi-3,5-dimetoxi-lialosideo (13)
(E)-tetra-(O-acetil)- O -(6)-cinamoil-4-hidréxi-3,5’-dimetoxi-
lialosideo (14)

2-metiltetraidro-f -carbolina(15) P. marcgravii

palicosideo(16) P. marcgravii
Outros

N-metiltiramina (17) P. marcgravii

palicoureina(18) P. condensata

vomifoliol (19) P. alpina

Fonte: Adaptado de ROSA, 2009



Figura 2: Estrutura de substancias isoladas de espécies do género Palicourea.
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2.7. ESPECIE Palicourea rigida Kunth

Palicourea rigida Kunth é caracterizada como uma arvore tipica de regides de
cerrado e pode ser encontrada desde o México até a Argentina (Figura 3). Exibe flores
amarelas (Figura 4), é conhecida por diversos nomes populares, como gritadeira, bate-caixa,
douradinha do campo ou douradao e suas partes aéreas tém uso na medicina popular para o
tratamento de desordens urinérias e do aparelho reprodutor feminino (BOLZANI et al., 1992;
SEPTIMIO, 1994; VENCATO et al., 2006).

Alguns ensaios biolégicos realizados em P. rigida ja foram citados na literatura,
como a atividade antimicrobiana (SILVA et al., 2005; CORREA et al., 2005) e a atividade
citotoxica (SOARES et al., 2012). O extrato e a fracdo em acetato de etila das folhas de P.
rigidamostraram relevante atividade contra as celulas de melanoma humano SK MEL 37,
sendo que o alcaloide vallesiachotamina foi sugerido como o responsavel por essa atividade
com valores de 1Cso de 16 pg/mL (SILVA et al., 2006).

Segundo Engler (1964), a classificagcdo boténica para Palicourea rigida é conforme

apresentada na Tabela 2.

Tabela 2: Classificacdo botanica de Palicourea rigida.

Classificacdo

Divisdo Angiosperma
Classe Dicotiledénea
Ordem Gentianales
Familia Rubiaceae
Subfamilia Rubioideae
Tribo Psychotrieae
Género Palicourea
Espécie Palicourea rigida

Fonte: ENGLER (1964)
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Figura 3: Aspectos da morfologia externa de P. rigida Kunth.

Fonte: CRUZ, 1998,
Figura 4: Estrutura floral de P. rigida Kunth.

Fonte: CRUZ, 1998.



Figura 5: Substancias isoladas de P. rigida Kunth
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H& relatos na literatura de isolamento de triterpenos, iridoide e alcaloide indélico

para a espécie, como citados a seguir e constantes nas Figuras 2 e 5:

3-friedelanona (1)
30-hidroxifriedelan-3-ona (20)
3 B -hidroxifriedelanona (21)
o -amirina(22)

B -amirina(23)
estigmasterol(24)

estigmastenona(25)

3P -D-glicose-sitosterol (26)
lupeol(27)

loganina(28)

AN N NN

vallesiachotamina(29)

AN N N NN

2.8. POTENCIALIDADE DA INSERCAO DA Palicourea rigida NA LISTA DE
PLANTAS DE INTERESSE AO SUS

InvestigacOes embasadas na etnofarmacologia e/ou etnobotanica sdo as principais
vias de selecdo para o estudo de plantas medicinais, pois tém como principal foco o uso
popular. Apenas cerca de 2% das espécies vegetais do Brasil foram estudadas, o que mostra o
potencial de nossa biodiversidade como fonte de matéria-prima para producéo de antibiéticos,
anti-inflamatorios, diuréticos, analgésicos, laxantes, antidepressivos, anti-hipertensivos, e
muitos outros farmacos (SOUSA, 2008).

A RENISUS ¢ constituida por plantas medicinais que sdo de interesse ao SUS por
serem nativas ou exoticas adaptadas, amplamente utilizadas pela populacéo brasileira, e ja
terem algumas evidéncias para indicacdo de uso na Atencdo Basica de Salde. Entretanto,
necessitam de estudos para confirmar seguranca e eficacia; defini¢do da indicacdo de uso e da
forma farmacéutica mais adequada; possibilidade de cultivo e producéo.

As plantas da RENISUS ja sdo usadas pela populacédo, pelo conhecimento popular
e/ou tradicional. Alguns dos fitoterapicos com registro na ANVISA sdo produzidos a partir
dessas espécies vegetais, para determinada indicacdo. No entanto, para a maioria delas e para
algumas indicacgdes, ainda sdo necessarios estudos para confirmacdo da seguranca e eficacia.

O Ministério da Saude tem recomendado uma interacdo entre os pesquisadores € 0
setor produtivo para estudar as espécies e gerar produtos de interesse ao SUS. Dessa foma,
plantas medicinais e fitoterapicos serdo garantidos a populacdo com qualidade, seguranca e
eficacia, como também a promocdo do uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento

da cadeia produtiva e da industria nacional.
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Palicourea rigida Kunth, amplamente distribuida no Brasil e ja utilizada pela
populacdo para o tratamento de inflamacGes e infec¢bes do trato urinario e do aparelho
reprodutor feminino, também possui atividades citotéxica e antimicrobiana descritas na
literatura (ROSA, 2009; PINTO et al., 2009). Por este motivo, esta espécie é promissora para
estudos que visam o desenvolvimento de novos fitomedicamentos. Destaca-se ainda a
importancia dos estudos de seguranca, haja vista a toxicidade caracteristica de algumas

espécies do género.

2.9. ASPECTOS GERAIS DO METABOLISMO SECUNDARIO

Em contraste com as vias metabdlicas primarias, que sintetizam, degradam, e
geralmente interconvertem substancias normalmente encontradas em todos 0s organismos,
existe também uma area de metabolismo referente a constituintes que tém distribuicéo
limitada na natureza. Estas substancias, chamadas de metabolitos secundarios ou especiais,
sdo encontradas em organismos especificos ou grupos de organismos e podem ser uma
expressao da individualidade das espécies.

Metabolitos secundarios ndo sdo necessariamente produzidos em todas as condicoes,
e na grande maioria dos casos, a funcdo destas substancias e os beneficios para o organismo
ndo sdo ainda conhecidos. Alguns sdo, sem duvida, produzidos por razbes claras, por
exemplo, como fornecimento de materiais toxicos para defesa contra predadores, como
atraentes volateis para a mesma espécie ou para outra, ou Como agentes corantes para atrair ou
alertar outras espécies. No entanto, é l6gico supor que todos desempenham algum papel vital
para o bem-estar do produtor. E desta area do metabolismo das plantas que provém a maior
parte dos produtos naturais farmacologicamente ativos (DEWICK, 2002).

Os metabolitos secundarios (especiais ou naturais) ndo exercem efeitos diretos sobre
processos celulares primarios, tais como fotossintese, respiracdo, deslocamento de solutos e
agua, sintese de proteinas e assimilacdo de nutrientes, dentre outros. Sdo de grande utilidade
na defesa dos vegetais contra herbivoros e patdgenos, sendo divididos em trés grupos
principais: os terpenos, as substancias fendlicas e as substancias nitrogenadas (VICKERY e
VICKERY, 1981).

Os terpenos (ou terpenoides) formam o maior grupo de produtos secundarios e sdo, em
geral, insoliveis em agua e sintetizados a partir do acetil-CoA. Exemplos de terpenoides

incluem as giberelinas, os carotenoides e os piretroides (ROBINSON, 1991).
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O termo “constituintes fenolicos” refere-se a moléculas que contém um grupo fenol
em sua estrutura. Nos vegetais, constituem um grupo muito heterogéneo, com mais de 10.000
substancias. Alguns se solubilizam somente em solventes organicos enquanto outros sdo
soliveis em &gua, havendo alguns altamente insolGveis. Possuem fungdes metabdlicas
variadas. Duas vias metabdlicas estdo envolvidas na sintese dos constituintes fendlicos: a via
do &cido chiquimico e a via do acetato. Como exemplos de constituintes fendlicos destacam-
se as ligninas, as cumarinas, os flavonoides e os taninos (ROBINSON, 1991).

As substancias nitrogenadas se constituem por uma grande variedade de metabdlitos
secundarios que contém nitrogénio na sua estrutura. Nesta classe, estdo incluidas algumas
moléculas bastante conhecidas relacionadas a defesa vegetal contra herbivoria, como os
alcaloides e os glicosideos cianogénicos. Algumas dessas sustancias sdo toxicas aos humanos,
embora outras possam ser utilizadas no tratamento de doencas devido a suas propriedades
medicinais. Os metabolitos secundarios nitrogenados tém origem nos aminoécidos do
metabolismo proteico (COSTA, 1978).

2.10. SUBSTANCIAS FENOLICAS

Os vegetais sdo fontes de substancias antioxidantes, como os constituintes fendlicos,
que sdo produzidos pelo metabolismo secundario, conforme Figura 6. Essa caracteristica pode
ser vista como resultado de um processo de evolugdo das espécies para promover sua protecdo
natural contra os radicais livres formados pela radiacdo ultravioleta (UV), que é necessaria
para a realizacdo da fotossintese. Estes constituintes sdo antioxidantes primarios, pois sao
capazes de neutralizar a reatividade radicalar por meio da doacdo de um atomo de hidrogénio,
bloqueando as reagdes em cadeia (F’GUYER et al., 2003; NIKOLIC, 2006).

Constituintes fendlicos de origem natural sdo representados por substancias que
exibem desde baixo peso molecular, até aqueles com pesos mais elevados, estruturalmente
mais complexos, como taninos condensados e hidrolisaveis e ligninas. Os fendlicos sdo
classificados de acordo com o tipo do esqueleto basico, conforme apresentado na Tabela 3,
em que C6 corresponde ao anel aromético contendo uma hidroxila (OH) e CX representa a
cadeia substituinte com X atomos de carbono (CARVALHO et al., 2000).

As vias de biossintese das substancias fendlicas podem ser a do acido chiquimico,
acetato, ou por ambas (via mista). De acordo com a via, 0 padrdo de substituicdo sera

determinado: a via do &cido chiquimico produz constituintes com grupos OH em posigéo orto,
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formados a partir do acido cindmico, enquanto a via do acetato gera moléculas de OH em
meta (ANDERSEN; MARKHAM, 2005; DEWICK, 2009).

Figura 6: Biossintese simplificada de substancias fenolicas.

Eritrose-4-fosfate o Fosfoenolpiruvato
Rota do Acido Acetil CoA
Chiquimico
Acido gilico - .
Fenilalanina [C4— Cs] Rotado acido
mevaldnico
Taninos

Hidrolisaveis

Acido Cinémico [C4 — Cy]
L,

[ |

[Cs—C3l[Cs—Cs [Ce—C;—Cl Fendlicos diversos
Fendlicos simples Flavondides
[Cs—Csln [Cs—C3—Celn
Lignina Taninos condensados

Fonte: adaptado de SIMOES et al., 2004.

Tabela 3: Classificacdo das substancias fenolicas de acordo com o esqueleto bésico.

Esqueleto basico Classe de substancias fenblicas
C6 Fendis simples, benzoquinonas
C6-C1 Acidos fendlicos
C6-C2 Acetofenonas e acidos fenilacéticos
C6-C3 Fenilpropandides: acidos cindmicos e substancias analogas, fenilpropenos,
cumarinas, isocumarinas e cromonas
C6-C4 Naftoquinonas
C6-C1-C6 Xantonas
C6-C2-C6 Estilbenos, antraquinonas
C6-C3-C6 Flavonoides e isoflavonoides
(C6-C3), Lignanas/neolignanas
(C6-C3-C6), Biflavonoides
(C6), Melaninas vegetais
(C6-C3), Ligninas
(C6-C1)giicosideos Taninos hidrolisaveis
(C6-C3-C6), Taninos condensados

Fonte: CARVALHO et al., (2000).

Diversas propriedades séo atribuidas aos constituintes fendlicos vegetais, como sabor,

odor e coloracdo. Devido a isso, substancias, como o aldeido cindmico e a vanilina, sdo
utilizadas nas indastrias de alimentos e bebidas como flavorizantes e corantes. Outras
substancias, como a hidroquinona, o &cido elagico e ésteres do &cido galico, exercem

propriedades defensivas nas plantas, e também participam da inter-relacdo entre animais e
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vegetais, com atividades de inibicdo da germinacdo de sementes, do crescimento de fungos e
plantas em geral. Alguns arilpropanoides também tém importante papel na supressdo do
apetite de insetos (VERMERRIS; NICHOLSON, 2007).

2.11. FLAVONOIDES

Os flavonoides foram descobertos pelo Prémio Nobel Szent-Gyérgy que, em 1930,
isolou da casca de limdo a substancia citrino, que regulava a permeabilidade dos vasos
capilares. Inicialmente, os flavonoides foram denominados vitamina P (de permeabilidade) e
vitamina C (Porque verificou-se que alguns flavonoides tém propriedades semelhantes a
vitamina C). No entanto, ambos os nomes foram abandonados por volta de 1950
(MARTINEZ-FLOREZ, et al., 2002).

S&o encontrados em frutas, vegetais, sementes, cascas de arvores, raizes, talos, flores
e em seus derivados, tais como os chas e vinhos (NIJVELDT et al., 2001). Sdo substancias
fendlicas com baixo peso molecular (ANDERSEN; MARKHAM, 2005; BUER et al., 2010),
sendo conhecidos como pigmentos amarelos, responsaveis pela maioria dos corantes
amarelos, vermelhos e azuis presentes nos vegetais (WINKEL-SHIRLEY, 2001). Devido ao
fato de atuarem em varios sistemas organicos, diversas propriedades bioldgicas e
farmacoldgicas Ihes séo atribuidas (NIJVELDTet al., 2001; TAPAS et al., 2008).

Quimicamente os flavonoides sdo substancias aromaticas, contendo 15 atomos de
carbono no seu nucleo fundamental (Figura 7), que é caracterizado por dois anéis aromaticos
(A e B) e um heterociclo oxigenado (anel C) (ANDERSEN; MARKHAM, 2005; WINKEL-
SHIRLEY, 2001). A grande variabilidade de grupos substituintes nos flavonoides, aliada aos
diversos padrdes de hidroxilacdo, metilacdo, glicolisacdo e outras substituicdes que podem
ocorrer nos anéis aromaticos, cria uma enorme diversidade de flavonoides, que ultrapassa
9.000 estruturas identificadas (BUER et al., 2010).

H& vérias subclasses de flavonoides, como as antocianinas, as antocianidinas, 0s
flavondis, as flavononas, as flavonas, as catequinas, os flavandis e as chalconas
(ANDERSEN; MARKHAM, 2005; PIETTA, 2000; WINKEL-SHIRLEY, 2001). As
estruturas basicas das principais subclasses de flavonoides sdo mostradas na Figura 8. Essas
substancias sdo biossintetizadas a partir da via mista do acetil-CoA e &cido chiquimico
(ANDERSEN; MARKHAM, 2005; PIETTA, 2000; BUER et al., 2010).
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Figura 7: Estrutura bésica dos flavonoides

Fonte: ARAUJO et al. (2005).

Figura 8: Representacdo das subclasses de flavonoides.

o]

Chalcona Flavanona Flavanonol Flavona

OH
8]

Flavonol |Isoflavona Flavan-3-ol Antocianidina

Fonte: adaptado de COUTINHO et al., 2009.

Os flavonoides exercem diversas propriedades benéficas ao organismo humano
devido a sua acdo antioxidante. Como exemplo, pode-se citar a prevencdo da peroxidacao
lipidica da membrana celular e a protecdo contra o dano oxidativo de substancias de
importante papel fisiolégico, como a vitamina C e a adrenalina (TAPAS et al., 2008).
inflamatérios, por inibirem a enzima lipoxigenase, que converte o acido araquidénico nos
mediadores da inflamacdo (ONWUKAEME, 1995; NIJVELDT et al., 2001). A catequina, um
flavonoide de ocorréncia natural, possui atividades antiespasmodica, broncodilatadora e
vasodilatadora (GHAYUR; KHAN; GILANI, 2007).
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A atividade antioxidante destas substancias pode proteger o organismo de efeitos
deletérios ou cancerigenos, e prevenir doencas crénico-degenerativas. Sdo também capazes de
prevenir doencas cardiovasculares, pela reducdo das taxas lipidicas sanguineas, pela inibicéo
da agregacdo plaquetéaria, ou ainda através da oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) (FRANKEL et al., 1993; ARAUJO, 2005).

Nas plantas, os flavonoides agem protegendo-as dos raios UV, de insetos, fungos,
virus e bactérias. Também ajudam na atracdo de polinizadores, regulam a acdo hormonal,
inibem enzimas e funcionam como agentes alelopaticos (ANDERSEN; MARKHAM, 2005;
BUER et al., 2010).

2.12. ACAO ANTIOXIDANTE

A funcdo dos radicais livres como o radical superoxido, radical hidroxila e outros tem
sido associada a inimeras doengas, incluindo cancer, doengas cardiovasculares, catarata,
doencas inflamatOrias gastrintestinais e outros processos inflamatorios. Com base nesse
aspecto, ha um grande nimero de relatos sobre agentes antioxidantes e sua acdo sobre a
proliferacdo de células cancerigenas. Uma grande parcela desses estudos tem sido direcionada
aos antioxidantes polifendlicos, devido a sua atividade em patologias cronicas degenerativas,
incluindo doencas cardiovasculares e cancer. Embora o uso de antioxidantes polifenolicos
derivados de alimentos seja bastante descrito, 0s mecanismos envolvidos nesses processos
ainda ndo estdo muito claros (LIANDA, 2009).

Normalmente, alimentos sdo fontes de antioxidantes naturais, que podem sequestrar
radicais livres. Moléculas pequenas antioxidantes, como a vitamina C, vitamina E, e
carotenoides, tém gerado interesse como agentes defensores contra doencas degenerativas. No
entanto, tém evidenciado que substancias fenolicas tais como acidos fendlicos e flavonoides,
exercem acOes antioxidantes mais potentes que a vitamina C e a vitamina E. Além diso, tem
sido mostrada ainda a alta correlacdo entre a atividade antioxidante total de algumas frutas e
seu contetido fendlico (PRIOR, 2003) e a ocorréncia de substancias fendlicas em legumes e
sementes relacionada com a atividade antioxidante (SIDDHURAJU e BECKER, 2007).

Espécies reativas oxigenadas (ROS) podem ter interferéncia direta no crescimento
das células. Os danos causados por elas podem induzir mitose, aumentando o risco de danos
ao DNA e a divisdo celular com danos irreparaveis levando a mutagdes (NIJVELDT et al.,

2001). Dessa forma, as propriedades oncoprotetoras dos antioxidantes enddgenos tém sido
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demonstradas e estes sdo produzidos somente por plantas. Os antioxidantes endégenos sdo
divididos em antioxidantes soliveis em &agua (exemplo vitamina C) e lipossollveis
(exemplos: vitamina A, vitamina E e pB-caroteno). Uma vasta e heterogénea classe de
substancias sdo os polifendis, que sdo caracterizados pela presenca de um ou mais anéis
fendlicos em sua estrutura. Exemplos dessas substancias sdo os &cidos fendlicos simples,
acido cafeico, &cido clorogénico, acido ferulico, &cido sinapico, etc ou os flavonoides
(catequinas, quercetina, miricetina, etc) (KAMPA et al., 2004).

Tem sido relatado que os flavonoides com atividade antioxidante podem inibir a
carcinogénese. Alguns como quercetina, apigenina e luteolina, j& foram indicados como
potentes inibidores de proliferacdo celular. NIJVELDT e colaboradores (2001) relataram em
seu trabalho que a quercetina e apigenina exibiram potente atividade inibitoria sobre o
crescimento de melanoma e influenciaram significativamente o potencial invasivo e
metastatico em camundongos.

Pouco é conhecido acerca da absorcdo e metabolismo dos flavonoides. Acredita-se
gue ndo sejam toxicos e, se absorvidos e ativos biologicamente in vivo, sejam capazes de
prevenir a acdo de radicais livres e peroxidacao lipidica (LPO), o que estd associado com
envelhecimento celular e doencas crénicas, como arteriosclerose e cancer. A LPO ocorre em
trés estagios: iniciacdo, propagacdo e terminacdo. Na iniciacdo, o radical livre abstrai
hidrogénio de acidos graxos poliinsaturados para formar o radical lipidico. Na propagacéo, o
radical lipidico reage com oxigénio para formar o radical peroxi-lipidico que ira gerar mais
radicais livres, alimentando as reacfes em cadeia. No estagio de terminacgdo, as espécies de
radicais livres reagem entre si ou com antioxidantes para formar produtos inertes.

E possivel suprimir a LPO por inativacdo enzimatica de radicais livres e
antioxidantes que inibem o estagio de iniciacdo e/ou aceleram o estagio de terminagdo. Os
flavonoides inibem a LPO in vitro no estagio de iniciacdo, agindo como sequestradores de
anions superéxidos e radicais hidroxila, terminando as reacdes radicalares em cadeia por
doacdo de atomos de hidrogénio para o radical peréxido, formando o radical flavonoide
(menos reativo e mais estavel). Este Gltimo desvia as rea¢6es com radicais livres quebrando,
entdo, a propagacdo em cadeia (COOK e SAMMAN, 1996; NIJVELDT et al., 2001). Em seu
trabalho, COOK e SAMMAN (1996) descrevem diversos fatores estruturais dos flavonoides
que influenciam a inibicdo da LPO, tais como:

e presenca do grupo hidroxila na posicdo trés do anel C. Exemplos de flavonoides

agliconas nessas condi¢des: canferol, quercetina, miricetina e morina (flavonois);
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o ligacdo dupla entre os carbonos dois e trés do anel C. A hidrogenacdo desta ligagédo
diminui o efeito antiperoxidativo;

e numero de hidroxilas - quanto maior nos anéis A e B , maior a atividade sequestradora
de radicais livres;

e presenca de aglcar. A eficiéncia antiperoxidativa é diminuida nos grupos hidroxila
adjacentes ao grupo glicosideo devido ao impedimento estérico;

e grupos metoxila também diminuem a eficiéncia antiperoxidativa de flavonoides in vitro
devido ao impedimento estérico; e

o flavonoides contendo grupo carbonila na posicdo quatro, e grupos hidroxila nas
posices trés ou cinco, tais como quercetina, rutina, canferol, miricetina e morina,

formam quelatos com ions metélicos.

A capacidade dos flavonoides de sequestrar ions metalicos pode contribuir para suas
propriedades antiperoxidativas pela prevencdo da formacéo de radicais livres. Essa formacéo
de quelatos &€ um mecanismo antioxidante dos flavonoides (COOK e SAMMAN, 1996). Alem
disso, a capacidade antioxidante das substancias fendlicas depende, em grande parte, da sua
estrutura quimica, orientacdo relativa e do nimero de grupos hidroxilas ligados ao anel
aromatico (PAGANGA et al., 1996).

2.13. MECANISMO FISIOLOGICO DA NOCICEPCAO

A dor pode ser definida como uma experiéncia de carater subjetivo, que pode estar
associada a dano real ou potencial nos tecidos, podendo ser descrita tanto em termos desses
danos, quanto por ambas as caracteristicas. A percepcdo da dor é caracterizada como uma
experiéncia multidimensional, diversificando-se na qualidade e na intensidade sensorial,
sendo afetada por diversas variaveis afetivo-motivacionais (SOUSA, 2002). O termo
nocicepc¢do diz respeito ao reconhecimento de sinais dolorosos pelo sistema nervoso, que
formula informacGes relacionadas a lesdo (KLAUMANN, 2008).

A exposicdo do corpo a estimulos potencialmente nocivos induz a sensagdo
desagradavel, informando o individuo sobre o perigo real ou potencial para sua integridade
fisica. A informacao processada pode ser diferenciada como dor fisioldgica ou dor patolégica
(ALMEIDA et al., 2006). A dor fisiologica é a que induz respostas protetoras, como o reflexo

de retirada (ou reagdo de fuga), com o objetivo de suspender a exposic¢éo ao estimulo nocivo.
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Este sinal é caracteristico da dor aguda produzida por estimulos intensos na superficie da pele.
A dor visceral e a dor somética profunda tém como causas estimulos inevitaveis, e apresentam
respostas adaptativas especificas, normalmente sdo subagudas e podem vir acompanhadas de
respostas autondémicas ou comportamentais especificas (KLAUMANN, 2008).

Ainda que a inatividade temporéaria e 0 comportamento protetor como resposta a dor
subaguda possam ser benéficos, a dor persistente pode gerar um estado de depressdo
semelhante ao criado por estimulos estressantes inevitaveis, e ndo pode ser considerada uma
resposta adaptativa. Estados dolorosos continuos estimulam de maneira persistente 0s
aferentes nociceptivos, gerando alteragdes que potencializam os efeitos deletérios da dor
cronica, introduzindo entdo o conceito de dor patoldgica. Enquanto a dor aguda representa um
sintoma de alguma doenga, a dor cronica é propriamente uma doenca, causando efeitos
nocivos independente do estimulo que a gerou (KLAUMANN, 2008).

Segundo sua origem a dor persistente pode ser subdividida em nociceptiva e
neuropatica. A dor nociceptiva é resultado da ativacédo direta de nociceptores da pele e outros
tecidos respondendo a uma leséo tecidual, acompanhada de inflamagéo. A dor neuropatica ou
neurogénica tem origem devido a lesbes de nervos periféricos ou do sistema nervoso central
(KLAUMANN, 2008; ALMEIDA et al., 2006). Algumas definicdes correlacionadas a dor e
suas formas de percepcdo (KLAUMANN, 2008):

e Nociceptor: receptor periférico que responde a estimulos nocivos.

e Limiar a dor: a menor intensidade de estimulo que permite ao individuo perceber a dor.
¢ Alodinia: dor que surge como resultado de estimulacdo ndo-nociva sobre a pele normal.
e Hiperalgesia: aumento da resposta dolorosa produzida por um estimulo nocivo.

e Hiperalgesia primaria: hiperalgesia na regido da lesao tecidual.

e Hiperalgesia secundaria: hiperalgesia na regido que circunda a leséo tecidual.

e Analgesia: reducdo ou anulacéo da dor.

e Hiperestesia: sensibilidade aumentada a estimulacéo.

e Neuralgia ou nevralgia: dor localizada em uma regido inervada por nervo especifico ou

grupo de nervos.

Nociceptores sdo neurbnios cujas terminagbes nervosas sdo livres, ndo
especializadas, e que respondem a estimulos nociceptivos detectando, assim, lesGes nos

tecidos, nos quais os estimulos desencadeadores podem ser mecanicos, térmicos ou quimicos
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(MILLAN, 2002). Nas vias nociceptoras, esses neurdnios projetam seus axénios da periferia

para o sistema nervoso central, seguindo para a medula, tdlamo e cortex cerebral (Figura 9).

Figura 9: Diagrama esquematico para ilustracdo do mecanismo de transmissao e percepcao da dor.
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Fonte: Adaptado de BEAR et al., 2000

Na Figura 9 sdo também mostrados o mecanismo de transmissdo e a percep¢ao da
dor através de diagrama esquematico mostrando o corno dorsal da medula espinhal que recebe
as informacdes sensdrias oriundas dos terminais periféricos de fibras nervosas nociceptivas
ascendentes (cor vermelha) e fibras descendentes (cor azul).

Na ocorréncia de traumatismo, 0S receptores nociceptivos gradativamente sofrem
modificacOes, gerando dor prolongada em decorréncia de sua alteragdo estrutural e funcional
e da liberacdo de substancias algiogénicas nos tecidos. A sensibilizagdo dos neurdnios
periféricos produz hiperalgesia termomecéanica primaria e a dos neurbnios centrais

hiperalgesia mecanica secundaria (TEIXEIRA, 2001).
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Para ser considerado antinociceptivo um produto ou substancia deve inibir o estimulo
doloroso por algum mecanismo que esteja envolvido na nocicepgdo. Por exemplo, a dor pode
ser desencadeada pela acdo de metabdlitos da inflamagdo, como prostaglandinas, agindo sobre
receptores de neurdnios nociceptores. A inibicdo da ciclooxigenase, enzima responsavel pela
biossintese de prostaglandinas, € um dos mecanismos capazes de suprimir a dor. Outro
mecanismo relevante para a acdo antinociceptiva é a ativacdo dos receptores opidides na
medula espinhal. Os opidides, como a morfina, causam analgesia ao ativar as vias
descendentes, por inibir a transmissdo no corno dorsal e por impedir a excitacdo das
terminagOes nervosas sensoriais na periferia (RANG et al., 2007).

Animais sdo incapazes de verbalizar os componentes subjetivos da dor, ou seja, neles
ndo se avalia dor, mas nocicepc¢do. Desse modo, terminagcdes como dor e analgesia sdo mais
adotadas para humanos e nocicepgéo e antinocicepcao para animais (JONES, 1992). O teste
da formalina é uma metodologia bastante utilizada para avaliar a agdo antinociceptiva
(HUNSKAAR; HOLE, 1987). E um método que melhor mimetiza a dor clinica e é
constituido por duas fases dolorosas. A 1? fase é caracteristica de uma agdo em nivel de
sistema nervoso central, em que as sinapses que contém receptores opidides constituem um
dos mecanismos que controla a dor. Farmacos, como a morfina, sdo capazes de agir
centralmente nesses receptores e diminuir o estimulo doloroso. A morfina, por ser um
farmaco opioide, age também na 22 fase (SHIBATA et al., 1989). A 22 fase é caracterizada
pelo aparecimento de um processo inflamatério local, em que sdo produzidos mediadores
quimicos da inflamacdo, que podem ser inibidos por farmacos anti-inflamatorios como acido

acetilsalicilico, indometacina e dexametasona (RANG et al., 2007).

2.14. PROCESSO INFLAMATORIO

O processo inflamatdrio se caracteriza por uma sequéncia de eventos gque, geralmente,

é iniciada por uma substancia estranha ou por lesdo fisica, seguida do recrutamento e ativacdo

de células inflamatorias seguida da liberacdo de mediadores da inflamacdo, que tentam

destruir o agente causador. Em alguns casos, a resposta inflamatéria é desencadeada por um

material estranho indcuo, mas também pode resultar de uma resposta autoimune como no
caso da artrite reumatoide (SIQUEIRA JR. e DANTAS, 2000).

Macroscopicamente, a area inflamada exibe caracteristicas tipicas: vermelhidao,

intumescimento, calor, dor e perda da fungdo, mas a expresséo desses efeitos depende do local
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de inflamag&o. Desse modo, um abcesso cutédneo pode gerar o aparecimento de todos esses
sinais, enquanto uma pneumonia, devido & inacessibilidade aos pulmdes em um exame fisico,
frequentemente manifesta-se somente como perda da fungdo, embora ocorram processos
patoldgicos semelhantes em ambos os locais (SIQUEIRA JR. e DANTAS, 2000).

A resposta inflamatéria inicial é inespecifica e independe do tipo de agente agressor.
Os eventos seguintes estdo relacionados ao agente agressor e ao proprio tecido agredido.
Assim, a inflamagdo pode mostrar uma variedade de quadros clinicos resultando em uma
reacao inata e uma resposta imune especifica (ABBAS et al., 2008).

A resposta inata, aquela que ocorre imediatamente apds a infeccdo, apresenta um
componente ligado a resposta imunolégica especifica, e também elementos vasculares e
celulares ndo imunolégicos. Os mediadores, derivados tanto das células quanto do plasma,
modificam e regulam, por sua vez, os elementos vasculares e celulares. Os macréfagos
reconhecem padr6es moleculares associados ao patogeno especificos no microrganismo, e
esta interacdo deflagra a liberagcdo de citocinas, particularmente interleucina-1 (IL-1) e fator
de necrose tumoral (TNF-a)), bem como inimeras quimiocinas. A IL-1 e 0 TNF-a agem sobre
células endoteliais de vénulas pds-capilares locais, causando dilatacdo vascular e exsudacéo
de liquido e também expressdo de moléculas de adesdo na superficie das celulas (RANG et
al., 2007).

O exsudato é um liquido contém os componentes das cascatas enzimaticas que
originardo os mediadores da inflamac&o: a bradicinina do sistema das cininas, 0 C5a e 0 C3a
do sistema do complemento, sendo que o complemento também fornece componentes que
provocam lise das bactérias. O Cha e 0 C3a estimulam os mastdcitos a liberar histamina, que
causa a dilatacdo das arteriolas locais. A lesdo tecidual local e as citocinas pro-inflamatorias
liberam eicosanoides, as prostaglandinas I, e E, (vasodilatadores) e o leucotrieno By
(quimiotaxia). As citocinas promovem a sintese de 6xido nitrico (vasodilatador, causa
aumento da permeabilidade vascular). Os leucdcitos fixam-se a moléculas de adesdo e, em
seguida, migram para o local em que estdo os patdgenos (atraidos pelas quimiotaxinas, IL-8,
C5a e leucotrieno By), onde ocorrem a fagocitose e a destruicdo dos microrganismos (RANG
et al., 2007).

A resposta imunoldgica adaptativa ou especifica aumenta a eficacia das respostas
inatas ndo imunoldgicas. Pode ser subdividida em duas fases: a fase de inducdo e a efetora.
Esta Gltima consiste em (i) componentes mediados por anticorpos e (ii) componentes

mediados por células. Na fase de inducdo as células T virgens que expressam 0 co-receptor
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CD4 ou CD8 sdo expostas ao antigeno apresentado, o que induz sua proliferacdo
(MACHADO et al., 2004; RANG et al., 2007):

e As células T que expressam CD8 proliferam e transformam-se em células T citotdxicas,
capazes de destruir as células infectadas por virus;

e As células Th que expressam CD4 sdo estimuladas por citocinas, transformando-se em
células Thl ou Th2;

e As células Th2 controlam primordialmente as respostas mediadas por anticorpos;
interagem com células B, que proliferam, originando plasmdcitos secretores de
anticorpos e células de memoéria;

e As células Thl proliferam e transformam-se em células que liberam citocinas de
ativacdo dos macrdfagos; as células Thl, juntamente com as células T citotdxicas
controlam as respostas mediadas por células;

e Algumas se transformam em células de memoria.

Na fase efetora estéo envolvidas respostas mediadas por anticorpos e por células. Os
anticorpos produzem ativacdo mais seletiva da cascata do complemento, uma melhor ingestéo
de microrganismos, fixacdo mais eficaz a parasitas multicelulares, o que facilita sua
destruicdo, neutralizacdo de alguns virus e toxinas bacterianas. As reacdes mediadas por
células envolvem (MACHADO et al.,2004; RANG et al., 2007):

e Células T citotdxicas CD8, interagindo com células infectadas por virus, matando-as;

e Células T CD4" que liberam citocinas, as quais permitem a destruicdo de patdgenos
intracelulares, como o bacilo da tuberculose, por macréfago;

e Células de memodria, que sdo aquelas programadas para reagir rapidamente ao antigeno
que induziu a formacéo desse clone de células por ocasido de exposi¢do posterior ao

microrganismo portador desse antigeno.

Na maioria dos casos, ocorre regressao da resposta inflamatoria, contudo, se isso ndo
ocorrer, a resposta inflamatoria possivelmente exigird uma intervencdo farmacologica. A
necessidade de drogas anti-inflamatdrias surge quando a resposta inflamatdria € inapropriada,
persistente ou provoca destruicdo dos tecidos (SIQUEIRA JR. e DANTAS, 2000).

Dentre os testes comumente utilizados para avaliar a atividade anti-inflamatéria,
podem ser citados o edema de pata e a pleurisia induzidos por carragenina. O modelo de

edema de pata em ratos por carragenina baseia-se no principio da liberacdo de varios
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mediadores inflamatorios por carragenina. A formacdo de edema devido a aplicacdo de
carragenina na pata do rato é um evento bifasico. A primeira fase € atribuida a liberacdo de
histamina e serotonina. A fase seguinte do edema é devido a liberacdo de prostaglandinas,
protease e lisossomos.

A injecdo subcutanea de carragenina produz inflamagdo devido ao extravasamento
de plasma, exsudacao de fluidos para o tecido lesionado e exsudacgdo de proteinas plasmaticas,
em conjunto com a migracao de neutréfilos, devido ao metabolismo do &cido araquiddnico. A
primeira fase comeca imediatamente ap0s a injecdo de carragenina e diminui em duas horas,
enquanto a segunda fase comeca no final da primeira, e permanece entre a terceira e até cinco
horas (VINEGAR et al., 1969).

O modelo experimental de pleurisia induzida pela carragenina, que pode ser
realizado em camundongos ou ratos, é caracterizado pela migracdo de leucocitos para a
cavidade pleural apds 4 horas da aplicacdo do agente inflamatério. E um método de grande
relevancia para avaliar o infiltrado inflamatério e confirmar a atividade anti-inflamatoria
demonstrada pelo método do edema de pata (COMPASSO et al., 1975; ALMEIDA et al.,
1980).

Ha diversos produtos de origem natural que possuem propriedade anti-inflamatoria, o
que se deve a grande diversidade quimica destas substancias. Entre essas se encontram
triterpenos, esteroides, lactonas sesquiterpénicas, flavonoides, cumarinas e alcaloides que tém
apresentado atividade em uma série de modelos de inflamacdo, agindo sobre diferentes
mecanismos do processo inflamatorio (WAGNER, 1989; RECIO et al., 1995; LYSS et al.,
1997).

Um exemplo de fitoterdpico com propriedade anti-inflamatéria € o Acheflan®,
indicado no tratamento local de processos inflamatdrios. Trata-se de um produto oriundo de
pesquisa 100% nacional que é encontrado nas formas farmacéuticas de aerossol e creme, cada
uma contendo 5,0 mg do 6leo essencial de erva-baleeira (Cordia verbenacea, Borraginaceae),
padronizado em 2,3 — 2,9 % do terpeno a- humuleno. Outro exemplo é o Daflon 500 mg®,
medicamento composto por fracdo flavonoidica purificada, sob forma micronizada contendo
450 mg de diosmina (extraida das Rutaceae) e 50 mg de flavonoides titulados em hesperidina

(presente em frutas citricas) com acdo venotonica e vasoprotetora (COUTINHO et al., 2009).
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Este projeto teve como objetivo geral analisar o potencial quimico-farmacol6gico de
Palicourea rigida Kunth a fim de validar as atribuicdes que lhe sdo conferidas pelo uso
popular e verificar a sua adequacdo aos padrdes normativos do Sistema Unico de Sadde
(SUS), garantindo assim uma maior seguranca para aos usuarios e contribuindo para o

desenvolvimento de pesquisa com plantas medicinais.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Pesquisar e determinar os teores de fendis totais e flavonoides totais no extrato etanolico
e fragOes das folhas de P. rigida Kunth.

e Auvaliar o potencial antioxidante do extrato etanolico e fracdes das folhas de P. rigida.

e Determinar a toxidez aguda, através da dose letal 50% (DLsp), para garantir o uso
seguro e definir as doses a serem administradas na avaliacdo das atividades
farmacoldgicas.

e Investigar as atividades antinociceptiva e anti-inflamatdria do extrato etandlico de P.

rigida Kunth.

e Verificar e analisar a viabilidade da inclusdo da P. rigida Kunth na lista de plantas de

interesse ao Sistema Unico de Salde através dos padrdes normativos sobre o uso de

plantas medicinais.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. ANALISE DA VIABILIDADE DA INCLUSAO DA P. rigida KUNTH NA LISTA DE
PLANTAS DE INTERESSE AO SISTEMA UNICO DE SAUDE

Foi realizada uma revisdo da literatura sobre normas e legislacdo que definem a
inclusdo de plantas medicinais na lista de interesse do Sistema Unico de Sadde do Brasil com
intuito de analisar a possibilidade e os mecanismos para viabilizar a inclusdo da espécie P.
rigida. Além desta revisdo, foram realizados diversos ensaios a fim de avaliar o potencial
quimico farmacoldgico da espécie, com vistas a validar o uso que lhe é popularmente

atribuido.

4.2. MATERIAL VEGETAL

Palicourea rigida Kunth foi coletada em Sdo Jodo Del-Rei, Minas Gerais, em maio
de 2005 e maio de 2012. Uma exsicata estd depositada como documento taxondmico no
Herbéario Professor Leopoldo Krieger (CESJ) do Departamento de Boténica da Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF), sob o numero 42677. Folhas coletadas foram submetidas a
secagem em estufa sob ventilacdo forcada até perda da umidade de 90 a 96%. Ap0s secagem,
0 material botanico foi triturado em moinho elétrico e pulverizado em tamis n°18 para preparo

dos extratos.

4.3. PROCESSO DE EXTRACAO E FRACIONAMENTO

O material pulverizado foi submetido a extracdo por maceracdo estatica em etanol
P.A. seguido de rotaevaporacdo para remocdo do solvente. O extrato etandlico seco foi
suspenso em agua: etanol (9:1) para procedimento de particdo liquido/liquido com solventes
de polaridade crescente: hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol (Figura 10). Para a
realizacdo dos ensaios bioldgicos, o extrato etanolico e as fracdes hexanica, diclorometénica,
em acetato de etila e butandlica foram solubilizados em quantidade minima suficiente de

mistura dimetilsulféxido/tween 80 1:1.
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Figura 10: Esquema de extracéo e fracionamento.
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4.4, PROSPECCAO FITOQUIMICA

Foram pesquisados metabdlitos secundarios no extrato etanolico das folhas através de
reacOes caracteristicas dos grupos funcionais das moléculas, segundo MATOS (1997):
flavonoides (reacbes com AICI;, H;BO3;, NaOH 1N, e de Shinoda), taninos (reagdes com
acetato de chumbo, sais de cobre, sais de ferro, alcaloides e gelatina), cumarinas (reacdo com
KOH 5%), heterosideos esterdides (reacdes de Kedde, Libermann-Buchard e Baljet),
saponinas (indice de espuma), alcaloides (reacdes de Bertrand, Bouchardat, Dragendorff e

Mayer) e antraquinonas (reacao de Borntraeger).
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4.5. DETERMINACAO DOS TEORES DE FLAVONOIDES TOTAIS

Para a quantificacdo dos teores de flavonoides totais, foi utilizado método
espectrofotométrico (LEITE, 2002; SOBRINHO et al., 2008), sendo a rutina o padrdo das
analises. A metodologia tem por base a formacdo de um complexo entre o cation aluminio, Al
(11), o grupo carbonila e grupos hidroxila do flavonoide. O cétion aluminio age formando
complexos estdveis com os flavonoides, com efeito batocrémico, evitando assim a
interferéncia de outros componentes fenélicos (MARQUES et al., 2013).

Para a obtencdo da curva de calibragéo, foi preparada uma solugcdo-estoque de rutina a
0,5 mg/mL em etanol, a partir da qual foram preparadas, em triplicata, oito concentracdes de
solucdo em tubos de ensaio, transferindo o volume necessario da solugdo-estoque e 0,4 mL de
etanol; adicionando-se, em seguida, 0,12 mL de &cido acético, 2 mL de solucdo de piridina a
20% em etanol, 0,5 mL de AICl3 a 8% em etanol e 0 volume necessario de dgua destilada para

completar o volume para 5 mL (Tabela 4).

Tabela 4: Dilui¢es a partir da solu¢do-estoque de rutina e montagem dos tubos reacionais para
confec¢do da curva de calibracéo.

TUBOS  Sol. EtOH Acido Sol. Sol. Agua Concentracio
Rutina acético piridina  AICl; (uL)

1 20 pL 400 pL 120 pL 2 mL 0,5mL 1960 2 ug/mL

2 50 pL 400 pL 120 pL 2 mL 0,5mL 1930 5 pug/mL

3 100 uL 400 pL 120 uL 2 mL 0,5mL 1880 10 pg/mL

4 200 pL 400 pL 120 uL 2 mL 0,5mL 1780 20 pg/mL

5 300 pL 400 pL 120 uL 2 mL 0,5mL 1680 30 pg/mL

6 400 pL 400 pL 120 uL 2 mL 0,5mL 1580 40 pg/mL

7 500 pL 400 pL 120 uL 2 mL 0,5mL 1480 50 pg/mL

8 600 pL 400 pL 120 uL 2 mL 0,5mL 1380 60 pg/mL

Branco @ ----—---- 400 pL 120 uL 2 mL 0,5mL 1980 @ -

Apos 30 min em temperatura ambiente, procedeu-se a leitura espectrofotométrica das
solugdes, considerando o comprimento de onda em que a solucdo do tubo 5 apresentou maior
absorvancia apds varredura entre 300 e 600 nm (o pico foi observado em 407 nm). O
equipamento foi zerado com etanol, e no branco das amostras a solucdo de rutina foi
substituida por etanol, sendo os demais reagentes mantidos. Com as médias das absorvancia
(eixo das ordenadas) de cada concentracdo (eixo das abscissas) foi construida a curva de
calibracdo, e através de analise de regressdo linear, obteve-se a equacdo da reta com

coeficiente de determinacédo R2.
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Para as amostras, foram preparadas solucBes-estoque em etanol do extrato etandlico
(10 mg/mL) e fragdes em hexano (50 mg/mL), em diclorometano (5 mg/mL), em acetato de
etila (1,5 mg/mL) e em butanol (5 mg/mL). Foi realizada uma semi-purificagdo, com 5 mL de
cada solugéo estoque em tubos falcon, aos quais foram adicionados 2 mL de hexano e 3 mL
de agua destilada. Ap6s homogeneizacao, os tubos foram submetidos a centrifugacéo por 2
minutos. Apds, a parte superior da mistura foi descartada e aliquotas de 0,4 mL da fase
hidroalctlica (inferior) foram coletadas em triplicata e transferidas para tubos de ensaio. O
procedimento reacional e a leitura foram realizados de maneira semelhante ao descrito para o
padréo (Tabela 5).

Tabela 5: DiluicGes a partir da solugdo-estoque extrato etandlico e particGes e montagem dos tubos
reacionais para quantificacdo de flavonoides totais.

TUBOS  EtOH Sol. Acido Sol. Sol. Agua Concentragio
amostra  acético piridina  AICl; (uL)

Extrato = -------- 400 pL 120 uL 2 mL 0,5mL 1980 0,8 mg/mL

FH - 400 pL 120 uL 2 mL 0,5mL 1980 4 mg/mL

FD 400 pL 120 uL 2 mL 0,5mL 1980 0,4 mg/mL

FA - 400 pL 120 pL 2 mL 0,5mL 1980 0,12 mg/mL

FB - 400 pL 120 pL 2 mL 0,5mL 1980 0,8 mg/mL

Branco 400pL - 120 uL 2 mL 0,5mL 1980 @ -

FH — Fracdo em hexano, FD — Fracdo em diclorometano, FA — Fracdo em acetato de etila, FB — Fracdo em
butanol.

A partir dos valores de absorvancia encontrados para cada amostra foram
determinadas as concentracGes de flavonoides totais nas mesmas, em equivaléncia a rutina,
substituindo estes valores na equacdo da reta da curva de calibragdo da rutina. A concentracédo

foi ajustada para teor de flavonoides totais (g/100g).

4.6. DETERMINACAO DOS TEORES DE FENOIS TOTAIS

O método de Folin—Ciocalteu (SOUSA et al., 2007) foi utilizado para a determinacgéo
dos teores de fenois totais por espectrofotometria na regido do visivel. O reagente de Folin-
Ciocalteau consiste na mistura dos &cidos fosfomolibidico e fosfotunguistico, na qual o
molibdénio esta no estado de oxidacdo 5 (cor amarela no complexo Na;Mo0Q,4.2H,0). Porém,
em presenca de certos agentes redutores, como o0s constituintes fendlicos, formam-se os

chamados complexos molibdénio-tungsténio azuis [(PMoWi:04)*], em que a média do
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estado de oxidacdo dos metais esta entre 5 e 6 permite a determinagdo da concentracdo das
substancias redutoras (OLIVEIRA el al, 2009).

Na Figura 11 é mostrada a desprotonacdo dos constituintes fenolicos (neste caso, o
padrdo acido galico) em meio basico, gerando os anions fenolatos. A partir dai, ocorre uma
reacdo de oxirreducdo entre o anion fenolato e o reagente de Folin na qual o molibdénio,
componente do reagente de Folin, sofre reducéo e o meio tem a coloragéo alterada de amarela
para azul (OLIVEIRA el al, 2009).

Figura 11: Reacdo do &cido galico com molibdénio, componente do reagente de Folin-Ciocalteau.
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Fonte: OLIVEIRA et al., 2009.

O écido gélico foi o padrdo nas analises. Para a curva de calibracdo foi preparada
uma solucdo-estoque de 1 mg/mL de acido galico. Foram transferidos para sete tubos em
triplicata 0,2mL (tubol), 0,28 mL (tubo 2), 0,36 mL (tubo 3), 0,44 mL (tubo 4), 0,52 mL
(tubo 5), 0,6 mL (tubo 6), 0,68 mL (tubo 7) e 0,76 mL (tubo 8) da solucdo-estoque de acido
galico. Os volumes foram completados com &gua para 1 mL (tabela 6).

Aliquotas de 100 pL da solucdo de &cido galico foram coletadas de cada tubo de
ensaio e transferidas para tubos falcon, aos quais foram adicionados 500 uL de reagente de
Folin-Ciocalteu e 6 mL de agua destilada, sendo esta mistura agitada em vartex por 1 min.
Em seguida, foram adicionados 2 mL de Na,CO3; 15% e os tubos agitados por mais 30
segundos e, apds, os volumes foram completados para 10 mL com &gua destilada e os tubos
deixados em temperatura ambiente por 2 horas.

A leitura das solucdes foi realizada no comprimento de ondas de 786 nm obtido da

solucdo do tubo 5 que apresentou maior absorvancia apos varredura espectrofotométrica entre
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600 e 900 nm. O equipamento foi zerado com etanol e o branco foi composto por todos 0s
reagentes, exceto as solucGes de acido galico. Com as médias de absorvancia (eixo das
ordenadas) de cada concentragdo de acido galico (eixo das abscissas) foi construida a curva de
calibracdo e, através de analise de regressdo linear, obteve-se a equacdo da reta com
coeficiente de determinagéo R2.

Tabela 6: Dilui¢des a partir da solu¢do-estoque de &cido galico (1 mg/mL) para obtenc¢éo de oito
concentracdes diferentes.

Tubo Concentracéo Volume de S.E. (UL) Volume de H,O Volume total
(pg/mL) (uL) (mL)
1 200 200 800 1
2 280 280 720 1
3 360 360 640 1
4 440 440 560 1
5 520 520 480 1
6 600 600 400 1
7 680 680 320 1
8 760 760 2740 1

Para determinacdo das amostras, foi preparada solucdo-estoque do extrato etandlico e
das fracdes (hexanica, diclorometénica, em acetato de etila e butandlica) a 4 mg/mL em
etanol. A partir dessa solucdo, foram preparadas, em triplicata, seis concentracdes diferentes
de solucdo das amostras (extrato e fracdes) conforme tabela 7 em tubos de ensaio,
transferindo-se o volume necessario de solucdo-estoque e completando-se o volume com agua
para 10 mL. Aliquotas de 100 pL destas solugdes foram coletadas de cada tubo de ensaio e
transferidas para tubos falcon, sendo a reacdo e leitura espectrofotométrica realizadas de

maneira semelhante a descrita para o padrao.

Tabela 7: Dilui¢Bes a partir da solu¢do-estoque do extrato etandlico e fragbes (4 mg/mL) para
obtencdo de seis concentracdes diferentes.

Tubo Concentragéo Volume de S.E. (mL) Volume de H,O Volume total
(Hg/mL) (mL) (mL)
1 400 1 9 10
2 800 2 8 10
3 1200 3 7 10
4 1600 4 6 10
5 2000 5 5 10
6 2400 6 4 10

Dentre as seis concentracdes de solucdo de cada amostra, apenas uma foi utilizada

para a determinacdo do teor de fendis totais equivalente em &cido galico, aquela que
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apresentou melhores valores de absorvancia (entre 0,2 e 0,9), o que foi feito pela substitugao
do valor da absorvancia na equacdo da reta da curva de calibragdo do &cido galico. A
concentracdo foi ajustada em teor de fendis totais (g/100g).

4.7. PERFIL CROMATOGRAFICO E CARACTERIZACAO QUIMICA

O extrato etandlico e as fracfes hexanica, diclorometanica, em acetato de etila e
butandlica das folhas de P. rigida foram avaliados por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) (Agilent®, 1200 series) com detector UV DAD. As analises foram
realizadas em coluna de fase reversa Cig (25 cm x 4,6 cm x 5 um); eluicdo em modo gradiente
(0 — 30 min) e isocréatico (30 — 40 min), fluxo de 1 mL/min, de fase movel composta pela
mistura de agua: acetonitrila (95:5) acidificada com &cido fosférico (HsPO4) 0,5%;
concentracdo das amostras de 1 mg/mL, volume de injecdo de 20 pL e temperatura da coluna
de 25° C. A analise de cada amostra teve duracdo de 40 min, com post time de 5 min entre as
amostras. Os cromatogramas foram obtidos nos comprimentos de onda de 210, 254, 280, 330
e 360 nm e os espectros UV foram obtidos por varredura no UV (190 a 400 nm).

Para obtencdo do perfil cromatografico e caracterizacdo quimica do extrato etanolico
e fracbes, foram utilizadas como marcadores quimicos na CLAE as seguintes substancias
fendlicas padrdo (Sigma-Aldrich®): 4cido gélico, rutina, quercetina, canferol, luteolina,
luteolina 7-O-B-D-glicosideo e apigenina 7-O-B-D-glicosideo. Para as analises dos padrdes
foram empregadas as mesmas condigdes cromatograficas, incluindo a obtencdo dos espectros
por varredura no UV (190 a 400 nm). Apds obtencdo dos cromatogramas e espectros UV das
amostras e marcadores quimicos, a identificacdo das substancias padrdo nas amostras foi
realizada por analise e comparacao dos tempos de retencdo dos picos nos cromatogramas e

dos espectros UV.
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4.8. AVALIAC;AO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
4.8.1. Teste do DPPH

Por acdo de um antioxidante ou uma espécie radicalar (Re), o DPPHe (de cor
purpura) sofre reducdo, formando a 2,2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-H), de coloracdo
amarela, com consequente desaparecimento da banda de absorcéo, sendo a mesma monitorada
pelo decréscimo da absorbancia. A Figura 12 mostra a reacdo entre o BHT e o DPPHe.. A
partir dos resultados obtidos, é determinada a porcentagem de atividade antioxidante
(quantidade de DPPHe consumida pelo antioxidante) ou sequestradora de radicais e/ou a

porcentagem de DPPHe« remanescente no meio reacional (OLIVEIRA et al., 2009).

Figura 12: Reacdo quimica entre o BHT e o radical DPPH
/[ l 0:zN
2! \ /,NO; HgC H!
Ol

Fonte: Adaptado de OLIVEIRA et al., 2009
O mecanismo de reacdo baseia-se na transferéncia de elétrons, enquanto a abstracéo

de 4tomo de hidrogénio é uma reacdo marginal, pois acontece lentamente em solventes que
estabelecem fortes ligacdes de hidrogénio. O método sofre influéncia do solvente e do pH das
reacdes (OLIVEIRA et al., 2009).

A atividade antioxidante do extrato etandlico e das fracBes de P. rigida foi
determinada conforme descrito por MENSOR et al. (2001). A partir do residuo seco do
extrato e das fracdes, foram preparadas soluc@es de concentracdo 1mg/mL com etanol seguida
de diluicdo com concentracGes de 1 a 1000ug/mL.

Uma solucdo 0,03 mM de DPPH foi preparada para realizacdo do teste. O controle

positivo foi feito com rutina em solu¢Ges com concentragdes entre 1 e 30pug/mL. Todo o teste
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foi realizado em triplicata. Ap6s 30 minutos de reagdo, foi verificada a capacidade dos
diversos extratos em reduzir o 2,2-difenil-1-picril hidrazila em 2,2-difenil-1-picril hidrazina.
A mudanga de cor foi detectada através da diminuicdo da absorvancia em
espectrofotometro a 518 nm. Partindo das leituras em absorvancia, foi determinada a
porcentagem de atividade antioxidante (%AA) que corresponde a quantidade de DPPH

reduzida pelos extratos. Para tal porcentagem, foi utilizada a férmula abaixo:

%AA= 100 - {[AbScontrole—(ADbSamostra—ADSbranco) X100} /ADScontrole

Onde: Absgonirole COrresponde a absorbancia de 2,5 mL de solvente utilizado na extracdo + 1 mL da solucéo de
DPPH;
Abs,mostra COrresponde a absorbancia de 2,5 mL do extrato + 1 mL da solucdo DPPH e

Absyanco COrrespondem a absorbancia de 2,5 mL do extrato + 1 mL do solvente utilizado na extracéo.

Apds obtencdo da atividade antioxidante, a concentracdo efetiva 50% (CEsp) dos
extratos foi obtida através da analise de regressao linear pelo método dos minimos quadrados,
obtendo-se a equagdo da reta e o coeficiente de determinagdo (R?). A abscissa do grafico
corresponde a concentragdo do extrato testado e a ordenada a percentagem da atividade
antioxidante. Assim, quanto maior a reducdo do DPPH por uma amostra, menor a

concentracéo efetiva 50% (CEsg) e maior foi sua atividade antioxidante.

4.8.2. Técnica da bioautografia com DPPH

A atividade antioxidante do extrato etanolico e das fracGes de Palicourea rigida
também foi analisada em cromatoplacas em camada delgada, em gel de silica, utilizando
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) como reagente. Foram preparadas solugcdes estoque das
amostras a uma concentracdo de 10mg/mL e aplicadas nas cromatoplacas. As placas foram
eluidas com hexano: acetato de etila 7:3, para a fracdo hexanica; diclorometano: metanol
93:07, para a fracdo em diclorometanica; e butanol 60%, agua 30% e &cido acético 10%, para
as fracGes em acetato de etila e butandlica.

O extrato etanolico foi eluido em todos os sistemas de solventes. Foram aplicados 10
puL de cada amostra nas cromatoplacas. Apds a evaporacdo dos solventes, as placas foram

nebulizadas com a solucdo de DPPH a 2,54mM. Apds 30 min, a leitura das placas foi
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realizada, e halos brancos ou amarelados sobre o fundo violeta foram considerados positivos
para substancias com atividade antioxidante. Para as cromatoplacas que apresentaram
resultados relevantes frente ao DPPH, o teste foi repetido e a placa revelada com outros
reagentes (NP-PEG, FeCls, KOH e Liebermann-Burchard) com o intuito de evidenciar as
classes de substancias presentes (CAVIN et al., 1998).

4.8.3. Teste do poder de reducéo

Neste ensaio, é medida a capacidade dos antioxidantes para reduzir o complexo
Fe(111)/ ferricianeto [FeCls/KsFe(CN)g] a Fe(ll) a forma ferrosa. Dessa forma, de acordo com
o0 poder redutor das substancias, a cor amarela da solucdo do ensaio altera-se para diferentes
tons de verde ou azul, o que pode ser medido espectrofotometricamente (LEAL, 2012).

O teste foi conduzido conforme descrito por YILDIRIM, MAVI e KARA (2001)
com adaptacgdes. A partir de solugGes etandlicas a 1mg/mL do extrato etandlico e das fragdes,
foram preparadas, em triplicata, solugdes em concentracdes que variavam entre 10 e 750
pg/mL, em volume final de 1 mL. A essas solu¢des foram adicionados 2,5 mL de tampéo
fosfato de potassio 200 uM, pH 6,6 ¢ 2,5 mL de ferrocianeto de potassio a 1% [KsFe(CN)g].
A mistura foi incubada a 50°C por 20 minutos.

Em seguida, foram acrescentados a mistura 2,5 mL de acido tricloroacético a 10%, e
a mesma foi entdo centrifugada a 3000 rpm por 8 minutos. Uma aliquota de 2,5mL da camada
superior foi retirada e misturada com 2,5 mL de agua destilada e 0,5 ml de FeCl;a 0,1%, e a
absorvancia foi medida a 700 nm em espectrofotémetro. A rutina foi usada como referéncia
do teste. A CEs foi calculada a partir do grafico, no qual o eixo das abcissas correspondia as
concentracBes das amostras testadas e 0 eixo das ordenadas as absorvancias. Estes valores

determinaram a concentracdo efetiva na qual a absorvancia foi de 0,5 para o poder de reducéo.

4.8.4. Teste do B-caroteno/acido linoleico

Este método é baseado no fato de o B-caroteno perder sua cor durante a cooxidagdo
com o é&cido linoleico numa emulsdo aquosa, em que o decaimento da absorvancia é
monitorado na regido visivel (MILLER, 1971). A atividade antioxidante é quantificada como

porcentagem de inibicdo. Foi descrito inicialmente por MARCO (1968) para avaliar as
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substancias bioativas com atividade antioxidante, e é utilizado para avaliar a capacidade
antioxidante de varios tipos de amostras, como constituintes puros (ABDALLA et al., 1999),
extratos de plantas (DAPKEVICIUS et al., 1999), grdos, frutas, vegetais e outros tipos de
alimentos (VELIOGLU et al., 1998).

Neste ensaio mede-se a atividade antioxidante através da capacidade da substéncia
testada de inibir a perda do B-caroteno durante sua oxidacdo acoplada ao &cido linoleico em
uma emulsdo aquosa. A reagdo ¢ acelerada com aquecimento a 50°C. O descoloramento do 3-
caroteno, medido através do decréscimo da absorvancia a 492 nm € mais lento na presenca de
uma substancia antioxidante. E um método sensivel devido a forte absorgdo do B-caroteno,
porém, é mais lento do que o ensaio do DPPH (KOLEVA et al., 2002).

Para o preparo da emulséo, foram adicionados em baldo de fundo redondo 30mg de
acido linoleico, 300 mg de tween 40 e 1 mL de solu¢do de B-caroteno (0,2 mg/mL) em
cloroférmio. Esta mistura foi submetida a rota-evaporacdo em temperatura inferior a 40°C até
completa eliminagdo do cloroférmio e, em seguida, foram adicionados ao baldo 50 mL de
agua destilada previamente oxigenada por 30 min, sendo a mistura agitada vigorosamente.

Para determinar as absorvancias, foi utilizada microplaca com 96 cavidades. Em cada
poco, foram adicionados 250 pL da emulsdo e 30 pL de etanol (para o controle) ou das
solugdes padrdo ou dos extratos testados, ambos diluidos. A placa foi incubada a 50°C para
acelerar as reacdes de oxidacdo e iniciar o descoramento do B-caroteno. As leituras foram
realizadas imediatamente e com intervalos de 15 min, durante 120 min, em leitora de
microplacas, em comprimento de onda de 492nm.

Todas as analises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos
como porcentagem de inibicdo da oxidacdo, que foi calculada em relacdo ao decaimento da
absorvancia do controle (Ac), e deve ser menor que 0,2 para ser considerado que houve 100%
de oxidacdo, ap6s 120 min de reacdo. A queda da absorvancia das amostras (Aam) foi
correlacionada com a queda do controle, obtendo-se a porcentagem da inibi¢do da oxidacéo

(% 1) através da Equacdo:

Ac = AbSinicial - AbSfinal
Aam = Absinicial - AbSfinal

Ac — Aam
%l = TX 100
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4.9. ATIVIDADES FARMACOLOGICAS DO EXTRATO ETANOLICO

49.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (25-30 g) e ratos Wistar (200-240 g) machos,
provenientes do Centro de Biologia da Reproducéo da Universidade Federal de Juiz de Fora.
Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno (47x34x18 cm) com racédo e 4gua ad
libitum em temperatura ambiente (22+2 °C) durante 3 dias em ciclo de 12 horas claro/escuro
(claro de 06:00 as 18:00 h). Doze horas antes da realizacdo dos experimentos, 0s animais
foram privados de alimentacdo. Os protocolos utilizados foram aprovados pelo Comité de
Etica na Experimentacdo Animal (CEEA) desta instituicdo (n° 037/2010).

4.9.2. Avaliacdo da toxidez aguda

O ensaio para a avaliagdo da toxidez aguda foi conduzido segundo protocolo
estabelecido por LORKE (1983), com adaptacGes. Os camundongos foram divididos em
grupos de 10 e receberam doses de 0,5;1,0; 1,5; 2,0 e 3,0 g/kg de solucdo do extrato etandlico
de P. rigida por via oral, ou solucdo salina para o grupo controle. Os grupos foram entéo
observados por 48 horas, registrando-se a mortalidade dos animais. A DLsy foi determinada
através do metodo dos probitos, usando a porcentagem da mortalidade e o logaritmo das
doses seguidas de regressao linear (LITCHFIELD; WILCOXON, 1949).

4.9.3. Teste de contor¢des abdominais

Esse ensaio é amplamente utilizado como “screening” para a identificacdo de novos
compostos com propriedades analgésicas. A reacdo avaliada foi a contracdo do musculo
abdominal em conjunto com a extensdo das patas traseiras, caracterizando a contor¢édo
abdominal (Figura 13).

Camundongos (n = 8) foram submetidos ao tratamento, por via oral (v.0.), com o
extrato etandlico de P. rigida nas doses de 100, 200 ou 400 mg/kg (KOSTER et al, 1959;
COLLIER et al, 1968). O grupo controle negativo recebeu 0,01 mL/g de salina, administrado

por via oral (v.0.). Uma hora apds tratamento, foi aplicado 10 mL/kg de acido acético 0,6%,
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por via intraperitoneal. O nimero de contor¢des abdominais foi contado entre 10 e 30 minutos
apos a injecdo do acido acético. A indometacina, um anti-inflamatorio ndo-esteroide, na dose

de 10 mg/kg (v.0.), foi usada como controle positivo.

Figura 13: Padréo das contor¢Ges abdominais apresentadas por camundongos.

Fonte: NEPLAME (2013)

49.4. Teste da formalina

Neste ensaio foram aplicados no espaco subplantar da pata direita dos camundongos
(n=8) 20 pL de formalina 2,5% (em salina estéril) e a duracdo do tempo de lambida (Figura
14) foi mensurada entre 0 e 5 minutos (12 fase) e 15 e 30 minutos (22 fase) (HUNSKAAR,;
HOLE, 1987). Uma hora antes da injecdo da formalina foi administrada (v.0.) solucdo do
extrato etandlico de P. rigida nas doses de 100, 200 ou 400 mg/kg. Os animais do grupo
controle negativo receberam 10 mL/kg de salina (v.0.) e do grupo controle positivo, morfina
(5 mg/kg, s.c.).

A primeira fase de nocicepc¢do ou inicial, que varia de zero a 5min apds a injecao da
formalina, é chamada de neurogénica, na qual os nociceptores sao ativados pela formalina. A
segunda fase de nocicepcdo ou tardia, conhecida como fase inflamatoria, é avaliada entre 15 e
30min, onde o comportamento observado é resultante da acdo de mediadores inflamatorios
sintetizados e liberados apds o estimulo promovido pelo formaldeido (Figura 14)
(HUNSKAAR; HOLE, 1987).
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Figura 14: Teste da formalina
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Fonte: http://www.fcfar.unesp.br/escoladeferias2013/int_ Iaboratorlo php. Acesso em 02/06/2013

4.9.5. Teste da placa quente

Este teste, descrito por EDDY e LEIMBACK (1953), quantifica o tempo de reacao
do animal ao estimulo térmico de 55 £ 1°C, quando é exibido o comportamento de levantar
(tentativa de pular) ou lamber uma das patas e, a resposta € indicativa de nocicepgdo. O
estimulo térmico do teste da placa quente (Figura 15) € utilizado para avaliar a atividade
analgésica mediada por mecanismos do sistema nervoso central.

Os camundongos foram divididos em grupos de oito, e receberam o extrato nas doses
de 100, 200 ou 400 mg/Kkg, (v.o.; 0,1 mL/10 g), e salina para o grupo controle negativo. Os
animais foram colocados na placa aquecida (55+1 °), e as medidas foram realizadas nos
tempos 0, 30, 60 e 90 minutos apds administracdo do extrato, com tempo maximo de
permanéncia sobre a placa quente de 30 segundos. Em outro grupo de animais, foi
determinado o efeito do pré-tratamento com naloxona (1 mg/kg, s.c.) sobre a analgesia
produzida pelo extrato (400 mg/kg, v.0.). Como controle positivo foi usada morfina (1 mg/kg,

s.C.), na auséncia e na presenca de naloxona.
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Figura 15: Teste da placa quente.

Fonte: NEPLAME (2013).

4.9.6. Edema de pata induzido por carragenina

O teste do edema da pata induzido por carragenina € um modelo Gtil para avaliar a
contribuicdo dos mediadores envolvidos nas alteracGes vasculares associadas a inflamacéo
aguda. O desenvolvimento do edema na pata posterior de ratos apos a injecao de carragenina
tem sido descrito como um evento bifasico, em que varios mediadores operam em sequéncia
para produzir essa resposta inflamatéria.

A fase inicial do edema (0 - 1h), que néo € inibida por drogas anti-inflamatérias ndo-
esteroides, tais como a indometacina ou a aspirina, tem sido atribuida a liberacdo de
histamina, 5-hidroxitriptamina (5-HT) e bradicinina. Em contraste, a segunda fase (1-6h), tem
sido correlacionada com a elevada produgdo de prostaglandinas e, mais recentemente, tem

sido atribuida & inducdo de ciclo-oxigenase (COX-2). A infiltracdo e ativacdo local de
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neutréfilos também contribuem para esta resposta inflamatéria ao produzir, entre outros
mediadores, os radicais livres derivados do oxigénio, como anions superoxido (0;) e radicais
hidroxila (SALVEMINI et al., 1996).

Outro mediador importante na inflamagdo aguda e crénica é o 6xido nitrico (NO),
um vasodilatador potente, e seu envolvimento durante a resposta inflamatéria pode ser
relacionado com sua capacidade de aumentar a permeabilidade vascular e o edema por meio
de mudangas no fluxo sanguineo local. Além disso, foi demonstrado que o NO aumenta a
producdo de prostaglandinas in vitro, ex vivo e in vivo, potencialmente por S- nitrosacdo de
residuos de cisteina no dominio catalitico de enzimas ciclo-oxigenase (COX). O NO tambem
pode reagir com o anion superéxido para formar peroxinitrito (ONOO-), uma molécula
oxidante potente capaz de induzir a peroxidacdo lipidica e danos celulares. Portanto, 0 NO
tem a capacidade de exercer multiplos efeitos citotoxicos durante as respostas inflamatorias,
incluindo aumentar a producéao de PG, bem como a formacdo de ONOO- (SALVEMINI et al.,
1996).

Para a inducdo do edema de pata foram injetados 0,2 mL de carragenina (1% p/v) em
salina estéril administrada na regido subplantar da pata traseira direita de ratos Wistar machos
(n = 6). Uma hora antes da injecdo, o extrato foi administrado (v.0.) nas doses de 100, 200 ou
400 mg/kg (WINTER et al., 1962). Salina 10 mL/kg (v.0.) foi administrada ao grupo controle.
Na pata esquerda, usada como controle, foram injetados 0,2 mL de salina estéril. A medida do
edema foi feita pela diferenca entre o volume da agua deslocado pela pata direita e 0 da pata
esquerda, utilizando um pletismémetro, nos tempos 1, 2, 3 e 4 horas apos a injecdo de
carragenina. Como controle positivo foi usada Indometacina (10 mg/kg, v.0.).

O pletismdmetro contém uma célula cilindrica para a medida do volume de pata,
preenchida com uma solucdo de baixa concentracdo eletrolitica, conectada a outra célula,
dentro da qual existe um eletrodo. Um sistema de vasos comunicantes faz com que o
deslocamento da solucdo eletrolitica na célula onde a pata do animal é mergulhada resulte em
um deslocamento da solucdo na célula que contém o eletrodo (Figura 16).

Apos ter sido calibrado, o aparelho converte o deslocamento do liquido em volume,
que é indicado em um visor digital. Quando a pata do animal é introduzida na célula de
medida até a articulacdo tibio-tarsal, um pedal € pressionado pelo experimentador, que fixa,

dessa forma, o valor do volume observado.



75

Figura 16: Teste do edema de pata induzido por carragenina.

Fonte: COSTA, 2004

4.9.7. Pleurisia induzida por carragenina

Neste ensaio, a carragenina produz uma reacdo inflamatoria no espaco pleural
(espaco virtual entre a pleura parietal e a pleura visceral) conhecida como pleurisia. E um
modelo classico de estudo do processo inflamatério e para teste de possiveis drogas anti-
inflamatdrias. O volume de fluido extravasado, o acumulo celular e a producédo de mediadores
quimicos do processo inflamatério podem ser analisados quantitativa e qualitativamente
(COELHO, 2009).

Para a inducdo da pleurisia, foi realizada uma injecao intrapleural de 0,5 mL, entre a
terceira e a quinta costelas do lado direito do mediastino (Figura 17) de uma suspensao de
carragenina 1% em solucdo salina estéril (VINEGAR et al., 1973). Grupos de seis ratos foram
tratados com o extrato de P. rigida (100, 200 ou 400 mg/kg, v.0.), indometacina (10 mg/kg,
v.0.) ou salina (10 mL/kg, v.0.) uma hora antes da aplicacdo do agente inflamatorio.

Quatro horas ap0s a indugdo da inflamacdo por carragenina, os animais sofreram
aprofundamento de anestesia com cloridrato de cetamina (75 mg/kg) e cloridrato de xilazina

(10 mg/kg) seguido de eutandsia. Uma incisdo foi feita entre a terceira e quinta costela em
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cada lado do mediastino e o exsudato pleural foi coletado, que foi transferido a um tubo
conico de centrifuga e teve o volume determinado. Uma aliquota de 20 pL do exsudato foi

usada para determinar a contagem total de leucécitos em camara de Neubauer.

Figura 17: Teste da pleurisia induzida por carragenina.
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Fonte: en.academic.ru/dic.nsf/enwiki/2467211. Acesso em 03/06/2013.

4.10. ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram demonstrados através da média+erro padrdo da média. Analise
de variancia (ANOVA) seguida do teste de Student Newman-Keuls ou Tukey foi utilizada

para medir o grau de significancia (p< 0,05).
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5.1. PESQUISA E QUANTIFICACAO DE CONSTITUINTES QUIMICOS

77

As reacOes de identificagdo das classes quimicas do metabolismo secundario

detectaram a presenca de flavonoides, taninos, cumarinas, terpenoides e esteroides, alcaloides

e antraquinonas nas amostras de P. rigida (Tabela 8). A reacdo para determinacdo qualitativa

de saponinas teve resultado negativo. Estes dados confirmam a riqueza de metabdlitos

secundarios caracteristica do género e a presenca dos marcadores quimicos do mesmo. As

reacOes negativas s@o indicativas da auséncia ou baixo teor dos constituintes nos extratos

analisados. A auséncia de constituintes como as saponinas, pode ser devido a falta ou a

diminuicdo da expressdo génica de enzimas envolvidas na biossintese do metabolismo
secundario (PICHERSKY; GANG, 2000).

Tabela 8: ReacGes de identificacdo de classes quimicas do metabolismo secundario das folhas de
Palicourea rigida Kunth

Classes quimicas Reacoes Resultados
Sais de Ferro +
Sais de Cobre -
Taninos Acetato de Chumbo -
Gelatina +
Alcaloides +
AICl; +++
Flavonoides HsBO; +++
NaOH +
Shinoda -
Cumarinas KOH +
Triterpenos/Esteroides Lieberman-Buchard +
Kedde +
Baljet +
Saponinas indice de Espuma -
Alcaloides Dragendorff +
Mayer +
Bouchardat -
Bertrand -
Antraguinonas Borntraeger +

Os resultados evidenciaram a presenca de diferentes classes quimicas, as quais podem

estar associadas as atividades bioldgicas e farmacoldgicas de P. rigida (Kunth), especialmente

aquelas relacionadas aos radicais livres.
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Para a quantificacdo do teor de flavonoides totais, foi realizada uma varredura
espectrofotométrica entre 350 e 460 nm com solucdo de rutina, visando obter um espectro de
absorc¢do (Figura 18). O comprimento de onda de 407 nm foi 0 que apresentou maximo de
absorcdo, e por isso foi usado para obtencdo da curva de calibracdo e determinacdo dos

flavonoides totais.

Figura 18: Espectro de absorcao da rutina.
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A partir das leituras do padréo rutina em diferentes concentracoes, foi tragada a curva
de calibracdo mostrada na figura 19. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
regressdo linear para determinacdo da equacdo da reta e do coeficiente de determinacdo (R?),

resultando na equacéo da reta: y = 0,0234x + 0,014.

Figura 19: Curva de calibracdo do padrdo rutina.
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Procedimento semelhante foi realizado para a quantificagdo de fenois totais. O
espectro de absorcdo do &cido gélico foi obtido a partir de varredura entre 600 e 900nm
(Figura 20). O comprimento de onda de 786nm foi o0 que apresentou pico de absorcéo,
passando a ser adotado para a confeccdo da curva de calibragdo (Figura 21) e para a
realizacdo das leituras. A partir da curva obtida, os dados foram tratados por regresséo linear e
obtidos o coeficiente de determinacio (R?) e a equacdo da reta: y = 0,0012x + 0,0538. Esta
equacao foi utilizada para o calculo dos teores de fendis totais das amostras.

Figura 20: Espectro de absorcdo do acido galico.

0,300

0,280 -
=]
"=
[
§ 0,260 -
=

0,240 -

0,220 T T

600 700 800 900
Comprimento de onda (nm)
Figura 21: Curva de calibracdo do acido gélico.
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Na tabela 9 sdo mostrados os teores de fenois e flavonoides encontrados no extrato
etandlico bruto das folhas de P. rigida, bem como nas fracbes em hexano, diclorometano,
acetato de etila e butanol. Com relacdo aos fenois totais, os valores variaram entre 3,72 e
28,05 g/100 g. A fragdo em acetato de etila apresentou maior rendimento desses constituintes.
Os teores de flavonoides variaram entre 1,95 e 14,15 g/100g, sendo que a fracdo em acetato

de etila exibiu a maior quantidade dessa classe do metabolismo secundario.

Tabela 9: Teores de fendis e flavonoides totais no extrato etandlico e fragdes de P. rigida.

Produtos testados Fendis totais (g/100g) Flavonoides totais (g/100 g)
Extrato etandlico 5,78+0,05 3,95+0,02
Fracdo hexanica 3,72+0,09 1,95+0,04
Fragéo diclorometanica 11,45+0,05 4,97+0,03
Fracdo em acetato de etila 28,05+0,08 14,15+0,07
Fracdo butandlica 11,45+0,04 4,90+0,11

Considerando os teores de fendis totais e flavonoides no extrato em acetato de etila, é
possivel que os principais constituintes fendlicos encontrados nesta fragdo sejam os taninos e
flavonoides, como mostrado na Tabela 8. Dessa forma, o resultado de fenois totais e
flavonoides na fracdo em acetato de etila corrobora com os achados da prospeccao
fitoquimica.

Os teores de constituintes totais em derivados vegetais dependem do processo de
extracdo e suas variaveis, como o solvente utilizado. A polaridade do solvente interfere na
extracdo, podendo extrair flavonoides glicosilados no extrato etanolico ou flavonoides livres
no extrato em acetato de etila (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998). Portanto, o solvente
pode direcionar o isolamento de certos grupos de flavonoides.

Os flavonoides quercetina 3-O-B-D-glicosideo, isoraminetina 3-glicosideo e
quercetina 3-O-soforosideo ja foram isolados da fracdo em acetato de etila de P. rigida
(ROSA et al.,, 2010). Esses flavonoides, como a quercetina 3-O-B-D-glicosideo, foram
associados as atividades antioxidante e fitotoxica (RAZAVI et al., 2009). LEE et al. (2005)
relataram que isoraminetina 3-glicosideo tem potencial para ser estudado como um novo

medicamento para tratamento ou prevencao da diabetes.
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52.PERFIL E IDENTIFICACAO DE SUBSTANCIAS POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Nesta etapa do estudo, foram enfatizadas substancias pertencentes a classe dos
flavonoides. Essas substancias s&o comumente encontradas, com maior abundancia, em
extratos ou fragBes em acetato de etila e/ou butandlica. No entanto, é importante mencionar
que esta fase ainda ndo esta totalmente concluida, mas os resultados obtidos, até o presente
momento, foram descritos neste item e mostraram-se promissores.

Na figura 22 é mostrado o cromatograma do extrato etandlico das folhas de P. rigida
em 254nm. Pela quantidade de picos, pode-se perceber que ha diversas substancias presentes
no extrato. A figura 23 representa os espectros de UV de alguns destes compostos e,
comparando-0s com 0s espectros das substancias padréo (figura 24), pode-se perceber que ha
entre 0s constituintes do extrato etandlico compostos flavonoidicos, representados pelos picos
4,9,11, 12 e 13.

Figura 22: Perfil cromatografico do extrato etanolico de P. rigida a 254 nm.
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Considerando os espectros obtidos a partir da amostra (Figura 22) e das substancias
padrao (Figura 24), o pico 12 da Figura 22, com tempo de retencdo em 26,04 min (em 254

nm), produziu espectro de ultravioleta com bandas caracteristicas do flavonoide quercetina
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(Figura 24), que apresentou tempo de retencdo muito préximo, 26,01 min, em teste realizado
nas mesmas condi¢cdes, o que proporciona forte indicio da presenca desta substancia na
amostra analisada. Este flavonoide j& foi isolado em P. rigida em pesquisas como a de ROSA
et al., 2010. Os demais picos ndo demonstraram bandas caracteristicas dos padrées utilizados

(quercetina, rutina, canferol, luteolina 7-O-B-D-glicosideo e apigenina 7-O-B-D-glicosideo).

Figura 23: Espectros de UV dos picos obtidos do cromatograma do extrato etanélico de P. rigida a
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Figura 24: Espectros de UV dos padrfes quercetina, rutina, canferol, luteolina 7-O-B-D-glicosideo e
apigenina 7-O-B-D-glicosideo obtidos a 254 nm.
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Na Figura 25 é representado o cromatograma da fracdo em acetato de etila de P. rigida
em 254 nm. Nas condi¢Ges cromatogréficas empregadas, espectros com bandas caracteristicas
de flavonoides foram detectados (Figura 26 picos 1 e 2) e comparados aos espectros das
substancias padrdo (Figura 24). Dessa forma, pode-se afirmar que esta fracdo contém
constituintes flavonoidicos, embora ndo tenham apresentado tempos de retencdo semelhantes
aos padrdes utilizados no ensaio (quercetina, rutina, canferol, luteolina 7-O-p-D-glicosideo e
apigenina 7-O-B-D-glicosideo).

Figura 25: Perfil cromatografico da fragdo em acetato de etila de P. rigida a 254 nm.
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Figura 26: Espectros de UV dos picos 1, 2 e 3 do cromatograma da fracdo em acetato de etila de P.
rigida obtidos a 254 nm.

74576 (128 mAU, -) Ref=23 863 & 25.710 of 001-0101.D “DADY, 30316 (38.7 AU, -) Rel=25.036 & 30,916 o1 00101015 “DAD1, 34523 (126 MAU, ) Ref=34130 & 35,130 o1 00101010

T T T T T 200 225 250 2Js 3o 25
0 215 300 325 350 375 L 200 225 250 275 300 aZs 350 375 an) N

O cromatograma da Figura 27 representa a fracdo butandlica de P. rigida em 254 nm.
Nas condi¢bes cromatograficas empregadas, foram detectados espectros com bandas
caracteristicas de flavonoides (Figura 28). Esses espectros foram comparados aos das

substancias padrdo obtidos nas mesmas condic6es (Figura 24).
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Figura 27: Perfil cromatogréfico da fracdo butanolica de P. rigida a 254 nm.
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Figura 28: Espectros de UV dos picos 1, 2 e 3 do cromatograma da fracdo butandlica de P. rigida.
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A partir do perfil cromatogréafico da fracdo butanodlica, foram detectados espectros de

ultravioleta com caracteristicas de substancias flavonoidicas, correspondentes aos picos 4, 5, e

6 (Figura 28). Dos espectros analisados, novamente nenhum apresentou tempo de retencdo
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semelhante ao dos padrdes utilizados (quercetina, rutina, canferol, luteolina 7-O-B-D-

glicosideo e apigenina 7-O-B-D-glicosideo).

5.3. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

5.3.1. Teste do DPPH

Substancias presentes nas amostras, possivelmente as fendlicas, tém a capacidade de
sequestrar radicais livres exibindo, portanto, atividade antioxidante. Tomando por base este
principio, a atividade antioxidante do extrato etanolico e das fracfes de P. rigida foi avaliada
usando o método 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH). Foi tracado o espectro de absorcéo do

DPPH, revelando pico maximo de absor¢é@o a 518nm, conforme Figura 29.

Figura 29: Espectro de absor¢do do DPPH.
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A atividade antioxidante do extrato etanolico e das fracdes de P. rigida avaliada pela
CEso é apresentada na Tabela 10. A concentracdo efetiva 50% (CEsp) mostrou valores entre
24,51 + 0,52 a 125,79 £ 0,10ug/mL. A fracdo em acetato de etila foi a mais eficaz ao inibir o
radical livre DPPH em comparacdo com os demais produtos testados, produzindo uma CEsg
igual a 24,51 pg/mL. Como observado na Tabela 9, esta fracdo também produziu maior teor
de fendlicos e flavonoides totais, sendo que ha flavonoides ja identificados na espécie, como a

quercetina 3-O-B-D-glicosideo, isoraminetina 3-glicosideo e quercetina 3-O-soforosideo, com
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atividade antioxidante previamente descrita (ALVES et al., 2007; FIORENTINO, 2007,
MILIAUSKAS, 2004; SUZGEC, 2005).

A fracdo butandlica, por sua vez, apresentou também valor expressivo de CEsgp
(48,56 pg/mL) que, provavelmente, sdo constituintes pertencentes as classes dos flavonoides
glicosilados e taninos (CECHINEL FILHO e YUNES, 1998). E possivel que haja nesta fracio
outras substancias polares, como as saponinas, carboidratos e iridoides, que sdo também
capazes de doar um atomo de hidrogénio livre, conferindo assim a atividade (CECHINEL
FILHO e YUNES, 1998).

Tabela 10: Atividade antioxidante do extrato etandlico e fragfes de P. rigida pelo teste de DPPH.

Produtos testados CEsp (ug/mL)
Extrato etandlico 65,37 £0,16
Fracdo hexanica 125,79 + 0,10
Fracdo diclorometéanica 89,06 £ 0,60
Fracdo em acetato de etila 24,51 +0,52
Fracdo butandlica 48,56 £ 0,11
Rutina 8,72+ 0,35

E preciso considerar que, segundo RAMALHO et al (2006), existem constituintes
classificados como antioxidantes sinergistas, ou seja, possuem pouca ou nenhuma atividade
antioxidante, mas sdo capazes de aumentar a atividade dos antioxidantes primarios quando em
combinacdo adequada. Assim sendo, a presenca de tais substancias deve ser considerada na
fracdo butanolica ou em outras fragdes.

Também é valido ressaltar que, segundo ALVES et al (2007), a presenca de unidades
de acUcares na estrutura dos flavonoides causa decréscimo da atividade sequestradora de
radicais, pois ha perda da coplanaridade devido a presenca de grupos volumosos. Ja foram
isolados flavonoides com até duas unidades de acUcar, como relata ROSA (2009), e estas
substancias podem estar presentes nas fracdes em acetato de etila e butandlica, o que pode ter

contribuido para a atividade antioxidante.

5.3.2. Bioautografia com DPPH

Nas Figuras 30 (a), (b) e (c) sdo mostradas as placas de cromatografia de camada

fina, contendo o extrato etandlico e a fracdo hexanica que foram reveladas com substancias

gue podem evidenciar constituintes com atividade antioxidante. A placa revelada com DPPH
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(Figura 30a) mostrou substancias antioxidantes no topo da elui¢do tanto do extrato etanélico
como da fracdo hexénica. O revelador cloreto férrico evidenciou constituintes fendlicos
(Figura 30b), produzindo manchas, principalmente no local da aplicagdo. O reagente de
Lieberman Bouchard revelou a presenca de terpenos e esteroides em ambas as amostras. As
bandas caracteristicas foram observadas no ponto de aplicacdo e na extensdo da eluicéo,

sendo algumas manchas foram mais pronunciadas (Figura 30c).

Figura 30: Bioautografia do extrato etandlico e da Fracdo hexanica de P. rigida reveladas com DPPH,
cloreto férrico e reagente de Lieberman Bouchard.
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Nas Figuras 31 (a), (b), (c) e (d) sdo mostradas as bioautografias do extrato etandlico
(EE) e da fracdo diclorometanica (DCM) reveladas com DPPH, cloreto férrico, reagente de
Lieberman Bouchard e KOH. O DPPH evidenciou a presenca de constituintes com atividade
antioxidante (Figura 31a). O cloreto férrico mostrou que ha presenca de substancias fendlicas
(Figura 31b) e o reagente de Lieberman Bouchard novamente evidenciou a presenca de
terpenos e esterdides (Figura 31c), marcadamente no ponto de partida. Apos revelagdo com
KOH, a fluorescéncia verde-amarelada ou azul, destacada na luz UV a 365 nm, ¢ indicativa

da presencga de cumarinas e antraquinonas (Figura 31d).
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Figura 31: Bioautografia do extrato etandlico e da fracdo diclorometanica de P. rigida reveladas com
DPPH, cloreto férrico, reagente de Lieberman Bouchard e KOH.
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A bioautografia contendo extrato etanélico (EE) e as fracGes em acetato de etila (FA)
e butandlica (FB) ¢ apresentada na Figura 32 (a), (b), (c) e (d). Apos revaladas com DPPH, as
manchas destacadas representam a presenca de substancias antioxidantes (Figura 32a). A
reacdo com o cloreto férrico evidenciou manchas caracteristicas de substancias fenolicas
(Figura 32b). Manchas de antraquinonas e cumarinas foram detectadas ap6s pulverizacdo com
KOH na presenca da luz UV a 365 nm (Figura 32c). O revelador NP-PEG, na presenca de luz
UV a 365 nm, mostrou a presenca abundante de flavonoides com coloracdo laranja (Figura
32d).

Estes resultados estdo em concordancia com a quantificacdo de fenois e flavonoides
totais, presentes em maior quantidade nas fragdes mais polares. Além disso, corroboram com
0 ensaio de DPPH (Tabela 10), no qual as fragdes em acetato de etila e butandlica

apresentaram atividade mais expressiva.



89

Figura 32: Bioautografia do extrato etandlico e das fracbes em acetato de etila e butanélica de P.
rigida reveladas com DPPH, cloreto férrico, KOH e NP-PEG.

Eluente: ButOH 60%, H20 Eluente: ButOH 60%, H20 Eluente: ButOH 60%, H20 Eluente: ButOH 60%, H20
30%, Ac Acético 10% 30%, Ac Acético 10% 30%, Ac Acético 10% 30%, Ac Acético 10%
Revelador: DPPH Revelador: FeCl; Revelador: KOH Revelador: NP-PEG

(©) (d)

5.3.3. Teste do poder de reducéo

Na tabela 11 é mostrada a atividade antioxidante do extrato etanolico e das fragdes
de P. rigida pelo método do poder de reducédo. Os valores da concentracéo efetiva 50% (CEso)
variaram entre 183,09 + 1,84 e 703,14 + 1,15 pg/mL. A fracdo em acetato de etila, com CEsg
igual 183,09 + 1,84 pug/mL, exibiu maior atividade do que o padréo rutina (212,93 * 4,34).

Tabela 11: Atividade antioxidante do extrato etandlico e fracGes de P. rigida pelo método do poder de

reducéo.
Produtos testados CEsp (ug/mL)
Extrato etanélico 697,36 + 2,48
Fracdo hexanica 703,14 + 1,15
Fracdo diclorometéanica 461,05+ 0,21
Fracdo em acetato de etila 183,09 + 1,84
Fracdo butandlica 440,80 +£ 1,13
Rutina 212,93+4,34

Palicourea rigida é popularmente utilizada no tratamento de inflamacédo e infeccGes
do trato urinario e do aparelho reprodutor feminino. Os teores de fendis e flavonoides e a
atividade antioxidante podem justificar outras atividades, como a anti-inflamatéria, que
evidenciaria 0 uso popular da planta. Esta correlacdo tem sido sugerida em alguns estudos,

pois diversos extratos vegetais tém a capacidade de reduzir processos inflamatdrios por
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eliminar superdxidos e por participarem do recrutamento de células polimorfonucleares
(PMN), que estéo presentes em tecidos inflamados (THAMBI et al., 2009).

5.3.4. Teste do B-caroteno/acido linoleico

As curvas de descoloramento do [P-caroteno estdo expostas na Figura 33, e as
porcentagens de inibicdo da oxidacdo variaram de 24,30+ 3,38 até 84,76 + 1,40, conforme
mostrado na Figura 34. A fragdo hexanica apresentou menor velocidade de descoloramento do
betacaroteno, demonstando uma atividade mais expressiva. E importante ressaltar que esta
fracdo contém substancias apolares de carater lipofilico, principalmente esterdides,
terpenoides e acidos graxos (CECHINEL FILHO e YUNES, 1998).

Em sistemas lipofilicos, as reacbes de sequestro podem sofrer influéncia do
coeficiente de particdo dos constituintes fendlicos entre a fase aquosa e lipidica e, assim,
diminuir a reacdo dos fenolicos polares com o radical ndo polar (RICE-EVANS et al.,1996).
Em sistemas multifaces, a eficiéncia de substancias antioxidantes é fortemente influenciada
pela solubilidade que determina a distribuicdo destas nas diferentes fases, incluindo a
localizagdo e orientacdo. Antioxidantes polares (soliveis em agua) tendem a ser mais ativos
do que os apolares (soltveis em lipideos) quando testados em 6Oleo puro. J& os antioxidantes
apolares, por sua vez, tendem a exercer maior atividade em uma emulséo 6leo em agua do que
o0s constituintes polares (PORTER, 1980 apud CARPES, 2008).

HUANG et al. (1996) observaram um comportamento paradoxal nos antioxidantes.
Quando se utiliza um sistema de emulsdo com 6leo de milho, a ordem de atividade de
antioxidantes hidrofilicos como trolox e acido ascorbico se inverte. Esse fendmeno interfacial
foi explicado por diferencas na afinidade dos antioxidantes pelas fases ar/6leo e 6leo/agua,
bem como em suas interfaces. Este fendmeno, chamado “paradoxo polar”, ¢ baseado na
suposicao de que o comeco da oxidacdo dos lipideos esta localizado na interface do sistema.
Assim, a oxidacdo de Oleo puro acontece na interface ar/éleo, local de concentracdo dos
antioxidantes hidrofilicos; e a oxidacdo de emulsdes se localiza na interface dleo/agua, onde
se localizam os antioxidantes lipofilicos (FRANKEL e MEYER, 2000). Dessa forma, em
emulsBes 6leo em agua, os antioxidantes hidrofobicos estdo situados no 6leo e na interface

6leo/agua, onde exercem maior protecdo do que os antioxidantes hidrofilicos.
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Figura 33: Curva de descoloramento do betacaroteno do extrato etandlico e fragGes de P. rigida.
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5.4. ATIVIDADES ANTINOCICEPTIVA E ANTI-INFLAMATORIA DO EXTRATO
ETANOLICO DAS FOLHAS DE P. rigida

5.4.1. Toxicidade do extrato etandlico

Nas doses administradas e nas condi¢fes do ensaio, 0 extrato etandlico de Palicourea
rigida ndo foi toxico para os animais, pois apresentou DLz acima da maior dose utilizada (3,0
g/kg). No periodo avaliado, os animais ndo mostraram cianose, pielo-erecdo, contorgdes,
tremores, convulsdo, ataxia, hipnose, urina vermelha e diarréia. Além disso, ndo houve
alteracBes nos pardmetros de atividade motora e respiratoria, reflexo corneal e do ténus

corporal.

5.4.2. Atividade antinociceptiva do extrato etanolico pelo meétodo das contorcoes

abdominais

O extrato etanolico de P. rigida foi capaz de inibir as contor¢des abdominais
induzidas por acido acético em camundongos nas doses de 100 (32,88%), 200 (34,25%) e
400mg/Kg (61,64%) em relacdo ao grupo controle, conforme pode ser observado na Tabela
12.

Tabela 12: Efeitos do extrato etandlico das folhas de P. rigida sobre as contor¢des induzidas por
acido acético 0,6% em camundongos (n = 8).

Grupo Dose (mg/kg) Contorgdes % inibicdo
Controle Salina 73+3 -
100 49 + 2*** 32,88
Extrato 200 48 + 2*** 34,25
400 28 £ 2%** 61,64
Indometacina 10 18 + 1*** 75,34

Dados representam a média + Erro Padrdo (n = 8). ***p < 0.001 vs grupo controle (salina).

DERAEDT et al. (1980) descreveram a quantificacdo de prostaglandinas por radio-
imuno-ensaio no exsudato peritoneal de ratos, obtidos apés injecdo intraperitoneal de acido
acetico, tendo observado altos niveis de prostaglandinas PGE2a e PGF2a durante os 30

minutos iniciais apos sua administracdo. O acido acético administrado por via intraperitoneal
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induz a liberacdo de prostaglandinas, e também a liberacdo de mediadores (aminas -
norepinefrina e acetilcolina) do sistema nervoso simpético (DUARTE et al., 1988;
BORSATO et al.,, 2000). Dessa forma, é possivel que substdncias com atividade anti-
inflamatoria, anticolinérgicos ou anti-adrenérgicos podem estar envolvidos na atividade
analgésica periférica (FERREIRA et al., 2003).

Embora as contor¢es abdominais induzidas pelo &cido acético representem um
modelo de nocicepcao periférico (WEI et al., 2002), ndo constitui um modelo especifico, pois
substancias, como analgésicos opioide (FRANCA et al., 2001), antidepressivos triciclicos
(TAKAHASKI et al., 1987), dentre outras, também sdo capazes de inibir a nocicepcao
induzida por &cido acético. Portanto, apesar do extrato etandlico de P. rigida ter se mostrado
capaz de reduzir a quantidade de contorcdes, foi necessaria a utilizacdo de testes mais

especificos, como o da formalina e o da placa quente para obter conclusées mais precisas.

5.4.3. Atividade antinociceptiva do extrato etandlico pelo método da formalina

A caracteristica marcante desse ensaio é o fato de que o animal apresenta duas fases
diferentes de nocicepcao, que parecem envolver estimulos distintos. A primeira tem inicio
imediatamente apos a injecdo de formalina e estende-se pelos proximos 5 minutos (dor
neurogénica ou aguda), estando relacionada com a estimulacdo quimica direta dos
nociceptores das fibras aferentes do tipo C e em parte das fibras do tipo Ad. Além disso, esta
associada a liberacdo de aminoacidos excitatorios, 6xido nitrico e substancia P, entre outros.
A segunda fase acontece entre 15 - 30 minutos apdés a injecdo da formalina e tem relacdo com
a liberacdo de varios mediadores pré-inflamatorios, como a bradicinina, prostaglandinas e
serotonina, entre outros (HUNSKAAR e HOLE, 1987).

A injecdo subplantar de formalina promoveu uma resposta tipica bifasica (Tabelal3).
O tempo gasto para o grupo controle na primeira fase (0-5 min) foi 74,25+2,60 s e na segunda
fase (15-30 min) foi de 86,75+2,40 s. Apos 60 min de tratamento, doses de 200 e 400 mg/kg
do extrato foram capazes de inibir significativamente (p < 0,01 e p < 0,001) a primeira fase
em 13,80 e 24,74%, respectivamente. Na segunda fase, houve inibicdo pelas doses de 100
(10,52%), 200 (22,92%) e 400 mg/kg (35,73%) quando comparadas ao grupo controle. A
morfina (referéncia) inibiu significativamente ambas as fases da lambida da pata induzida por

formalina. Os resultados demonstraram, portanto, que o extrato agiu em dois niveis, periférico
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e central, sugerindo atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria por reduzir a resposta

bifésica.

Tabela 13: Efeitos do extrato etanolico sobre a nocicepgao induzida por formalina.

Duracdo do tempo da lambida (s)

Grupo Dose (mg/kg)

12 Fase Inibicdo (%) 2% Fase Inibicdo (%)
Controle Salina 74,25+2,60 - 86,75+2,40 -
100 73,88+2,50 0,50 77,62+2,30** 10,52
Extrato 200 64,00+1,87** 13,80 66,87+2,05%** 22,92
400 55,88+2,17*** 24,74 55,75+2,48*** 35,73
Morfina 5 19,38+1,74*** 73,90 21,62+1,73*** 75,08

Dados representam a média + Erro Padrdo (n = 8). **p < 0,01; ***p < 0,001vs grupo controle.

5.4.4. Atividade antinociceptiva do extrato etandlico pelo método da placa quente

Como descrito acima, o extrato etanélico de P. rigida exibiu, a exemplo da morfina,
inibiu ambas as fases do teste da formalina. Este resultado, somado ao do ensaio das
contor¢Bes induzidas por &cido acetico, sugere que o efeito antinociceptivo do extrato
apresenta um possivel componente central. Para confirmar este efeito central, foi realizado o
teste da placa quente, no qual utiliza-se a temperatura como estimulo nociceptivo, nédo
havendo processo inflamatorio. Portanto, este modelo é um teste seletivo para a deteccao de
substancias analgésicas com efeito central, especialmente no sistema opioide (ANKIER,
1974).

Conforme Tabela 14, o extrato etandlico de P. rigida aumentou o tempo de laténcia de
camundongos expostos a placa quente. Apos 60 min de tratamento, a dose de 400mg/Kg
(50,26%) aumentou significativamente o tempo de permanéncia sobre a placa quente em
relacdo ao respectivo controle. Em 90 min de tratamento, as doses de 200 mg/kg (36,61%) e
400 mg/kg (71,21%) também prolongaram os tempos de laténcia dos animais.

Este teste confirmou a acdo central do extrato, mostrando efeito maximo apds 90
minutos da resposta. Os resultados indicaram que o efeito analgésico observado pode ou nao
ser dependente do sistema opioide, pois o efeito do extrato etandlico ndo foi totalmente

revertido na presenca de naloxona, um antagonista opioide.
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Tabela 14: Efeitos do extrato etandlico de P.rigida sobre o tempo de laténcia de ratos expostos ao
teste da placa quente.

Dose Tempo de reacdo
Grupo (mg/kg) 0 min 30 min 60 min 90 min
Controle salina 5,45+0,46 5,60%0,37 5,79+0,29 6,01+0,25
100 5,46+0,38 5,64+0,31 6,22+0,32 6,2310,33
Extrato 200 5,55+0,31 5,81+0,30 7,09+0,26 8,21+0,18**
400 5,54+0,27 6,75+0,33 8,70+0,44***  10,29+0,49***
Morfina 1 5,48+0,38  7,42+0,25*** 10,57+0,56*** 13,62+0,71***
Naloxona + morfina 1+1 5,50+0,37  7,10+0,23** 6,97+0,30 6,87+0,27
Naloxona + extrato 1+400 5,54+0,38 6,69+0,21 6,92+0,29 7,53+0,18*

Dados representam a média + Erro Padrédo (n = 8). *p < 0.05; **p < 0,01; ***p < 0,001vs grupo controle.

5.4.5. Atividade anti-inflamatoéria do extrato etandlico pelo método do edema de pata

induzido por carragenina

O efeito anti-inflamatorio do extrato etandlico tambem foi avaliado pelo teste do
edema de pata induzido por carragenina (Tabela 15). Apos 2 h da aplicacéo da carragenina, a
dose de 400mg/Kg do extrato foi capaz de reduzir o edema em 19,70%. A inibicdo do edema
foi também observada 3 e 4 h apés injecdo de carragenina nas doses de 200mg/Kg (12,79 e
12,35%, respectivamente) e 400 mg/kg (17,44 e 19,75%, respectivamente) quando comparada
ao grupo controle. A indometacina, usada como referéncia no ensaio, também inibiu o edema

de pata em 2, 3 e 4 horas, demonstrando seu efeito anti-inflamatorio.

Tabela 15: Efeitos do extrato etandlico de P. rigida sobre o edema de pata induzido por carragenina

em ratos.
Grupo Dose Tempo de reacéo
(mg/kg) 1h 2h 3h 4 h
Controle salina 0,51+0,05 0,66+0,03 0,86+0,03 0,81+0,02
100 0,49+0,04 0,64+0,03 0,84+0,02 0,80+0,01
Extrato 200 0,50+0,04 0,63+0,03 0,75+0,02**  0,71+0,02***
400 0,50+0,04 0,53+0,02** 0,71+0,02*** 0,65+0,03***
Indometacina 10 0,50+0,04 0,52+0,02** 0,67+0,03*** 0,60+0,01***

Dados representam a média * Erro Padrdo (n = 6). **p < 0,01; ***p < 0,001vs grupo controle.

O edema induzido por carragenina € um modelo bifasico, com varios mediadores
atuando em sequéncia para produzir a resposta inflamatéria. Na fase inicial (0-1 h) sdo
liberadas histamina, serotonina e bradicinina. A fase posterior (1-6 h) esta correlacionada com
elevada producdo de prostaglandinas, ativacdo da COX-2 e, mais recentemente liberacdo de

NO, na resposta inflamatdria (LIMA, 1999). A capacidade do extrato de P. rigida de reduzir o
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edema de pata induzido por carragenina permite sugerir que a acdo anti-inflamatoria deste

N\ = _ag .

efeitos desses mediadores.

5.4.6. Atividade anti-inflamatéria do extrato etandlico pelo método da pleurisia

induzida por carragenina

O método da pleurisia induzida por carragenina também foi usado para avaliar o efeito
anti-inflamatorio do extrato etandlico de P. rigida (Tabela 16). Foi observado que doses de
200 (p < 0,01) e 400 mg/kg (p < 0,001) do extrato reduziram significativamente o volume do
exsudato em 27,18 e 36,89%, respectivamente, quando comparadas ao grupo controle. O
namero de leucocitos totais também sofreu reducdo nas doses de 200 (11,94%; p < 0,001) e
400 mg/kg (24,91%; p < 0,001) em comparacdo ao respectivo controle. Indometacina

(farmaco de referéncia) reduziu o volume de exsudato e a migracéo leucocitaria.

Tabela 16: Efeitos do extrato etandlico de P. rigida sobre o volume de exsudato e o nimero de
leucAcitos totais da pleurisia induzida por carragenina.

Gruno Dose Volume do Inibicdo  N° de leucdcitos totais Inibicao
b (mg/kg) exsudato (mL) (%) (x10° células/mm?) (%)
Controle salina 1,03+0,08 - 13,73+0,26 -
100 0,98+0,06 4,85 13,2740,25 3,35
Extrato 200 0,75+0,04** 27,18 12,0940,27*** 11,94
400 0,65+0,04*** 36,89 10,3140,28*** 24,91
Indometacina 10 0,58+0,05*** 43,69 9,07+0,25*** 33,94

Dados representam a média * Erro Padrdo (n = 6). **p < 0,01; ***p < 0,001vs grupo controle.

A formacdo do exsudato na cavidade pleural e a migracdo leucocitaria foram
produzidas pela injecdo intrapleural de carragenina (ALMEIDA et al., 1980). Este método foi
utilizado para confirmar os resultados obtidos no ensaio do edema de pata. Farmacos anti-
inflamatdrios ndo esteroides, como a indometacina, sdo capazes de inibir o acimulo de
exsudato e a mobilizacdo dos leucocitos entre 3 e 6 horas da aplicacdo de carragenina
(ALMEIDA et al., 1980). O extrato etandlico de P. rigida reduziu o volume do exsudato e a
migracdo leucocitaria, confirmando a atividade anti-inflamatéria demonstrada pela reducéo do
edema de pata.

A atividade anti-inflamatéria verificada neste estudo ja foi também comprovada para

outras plantas do género, como Palicourea demissa, cujo extrato bruto demonstrou ainda
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atividade antiviral (ROSA, 2009). Palicourea rigida exibiu valores consideraveis de fendlicos
e flavonoides, especialmente a fragdo em acetato de etila. Diversas atividades tém sido
atribuidas a estes constituintes, principalmente como antioxidantes (MARTINEZ-FLOREZ et
al., 2002; MACHADO et al., 2008) e anti-inflamatdrio (SILVA et al., 2002; MACHADO et
al., 2008; PEREIRA, 2009).

Quercetina e kaempferol, flavondis amplamente distribuidos pelo reino vegetal,
apresentam significativa acdo anti-inflamatoria, que pode ser devida a inibicdo das enzimas
fosfolipase A2 (PLAZ2), lipo-oxigenase, ciclo-oxigenase e inibicdo da producdo de oxido
nitrico, através da modulacdo da enzima INOS (SANTANGELO et al., 2007). Como ja
descrito anteriormente, flavonoides derivados da quercetina ja foram isolados em P. rigida, e
podem contribuir para as atividades encontradas neste trabalho. Dada a riqueza de
componentes revelada pela prospeccao fitoquimica, a hipotese de uma acao sinérgica € mais
aceitavel, haja vista que outros constituintes identificados no género e detectados no ensaio,
tais como os terpenos, possuem relatos de atividade antioxidante, seja de forma direta ou
indireta (GONZALEZ-BURGOS e GOMEZ-SERRANILLOS, 2012).

5.5. ANALISE DA VIABILIDADE DA INCLUSAO DA P. rigida KUNTH NA LISTA DE
PLANTAS DE INTERESSE AO SISTEMA UNICO DE SAUDE

No processo de revisao da literatura, foram relatadas diversas substancias ja isoladas
e identificadas na espécie, e que possuem atividades bioldgicas significativas. As atividades
antioxidante e anti-inflamatdria sdo descritas para muitas destas substancias, principalmente
terpenos e flavonoides.

Os ensaios realizados neste trabalho confirmaram uma substancial capacidade
antioxidante, além de atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria, o que justifica, em parte,
0 uso popular da planta em questéo.

Com os dados obtidos até o momento, pode-se afirmar que a espécie Palicourea
rigida é fonte de substancias promissoras para o desenvolvimento de novos farmacos que
tratem de patologias que envolvam processos oxidativos ou inflamatorios, porém, ainda séo
necessarios mais estudos a fim de se identificar as substancias envolvidas e seu real

mecanismo de acao.
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Quanto a inclusdo da espécie na lista de plantas de interesse ao SUS, embora os
dados de atividade farmacologica disponiveis até 0 momento sejam promissores, alguns
fatores devem ser considerados:

e P.rigida e tipica de regides de cerrado, um bioma com caracteristicas peculiares.

Pode haver certa dificuldade em adapta-la a outro ambiente no caso da
necessidade de um cultivo sistematico.

e A espécie é de grande porte (arvore), o que torna sua indicacdo a RENISUS

desfavoravel, devido ao tempo necessario para que 0 espécime atinja a
maturidade e ao dano causado por sua exploracao.

Assim sendo, uma alternativa seria o isolamento de substancias ativas da P. rigida com
vistas ao prosseguimento dos estudos e, em caso de bons resultados, promover a sintese de

novos farmacos.
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6. CONCLUSOES

Diante dos resultados alcancados, foi possivel obter as seguintes conclusdes:

o O estudo fitoquimico mostrou que as folhas de Palicourea rigida sdo ricas em
substancias do metabolismo secundario, entre as quais estdo flavonoides, terpenos, esteroides,
taninos, antraquinonas, cumarinas e alcaloides.

o Nas fracfes em acetato de etila e butandlica foram identificadas substancias
com caracteristicas de espectro de ultravioleta da rutina e quercetina.

o As fragbes em acetato de etila e butandlica podem ser fontes de novas
substancias fendlicas com atividade antioxidante.

o As fragdes hexanica e diclorometénica sdo promissoras para o isolamento de
novos compostos com atividade antioxidante, direta ou indireta, tais como terpenos e
esteroides.

o O extrato etanolico das folhas de Palicourea rigida deve ser considerado como
fonte potencial de novos farmacos com acdo analgésica, anti-inflamatoria e antioxidante.

o Os resultados apresentados abrem perspectivas para o futuro isolamento,
purificacdo e identificacdo das substancias bioativas da espécie que possam ser utilizadas na
terapéutica.

o Palicourea rigida apresentou resultados promissores e que justificam, em
parte, seu uso popular, e abrem caminhos para novas formas de utilizagdo. No entanto, ha
necessidade de realizacdo de estudos mais aprofundados, como estudos clinicos e

toxicologicos para provar a seguranca e eficacia de seu uso como fitomedicamento.
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