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RESUMO

Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken (Crassulaceae), conhecida como “folha-da-fortuna”, tem
sido largamente utilizada na medicina tradicional, principalmente para o tratamento de
inflamacGes, infecgdes, feridas, ulceracOes e gastrite. O objetivo do presente estudo foi
identificar e quantificar constituintes bioativos, bem como avaliar as atividades antioxidante,
antibacteriana e anti-inflamatoria topica das folhas de B. pinnatum. O material vegetal seco e
pulverizado foi submetido a maceracdo com etanol seguida de obtencdo, por particdo, das
fracbes hexanica, diclorometénica, em acetato de etila e butandlica. Constituintes do extrato
etanolico e das fracbes foram identificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a detector de ultravioleta e cromatografia com fase gasosa acoplada & espectrometria
de massas. Os teores de fenois e flavonoides totais foram determinados por espectrofotometria
e a atividade antioxidante avaliada pelos ensaios com radical DPPH, de poder de redugéo,
sistema de cooxidagdo B-caroteno/acido linoleico e bioautografia. A atividade antibacteriana
foi investigada pelos méetodos de difusdo e microdiluicdo. A atividade anti-inflamatoria topica
foi avaliada usando modelos de edema de orelha induzidos por Oleo de créton, &cido
araquidonico, fenol, capsaicina, etil-fenil-propiolato e por anélise histolégica. Os resultados
foram demonstrados como média + erro padrdo. Analise de variancia seguida do teste de
Tukey ou Student-Newman-Keuls foi usada para medir o grau de significancia para p < 0,05.
Quercetina, rutina, canferol, apigenina 7-O-B-D-glicosideo e luteolina 7-O-B-D-glicosideo
foram identificados por CLAE-UV, enquanto B-amirina por CG-EM. Os teores de fendis
totais variaram de 3,45 a 25,34 g/100 g, enquanto os flavonoides foram de 0,66 a 23,31 g/100
g. Utilizando o método do DPPH, os valores de CEsy variaram entre 9,44 + 0,01 a 57,29 +
0,11 pg/mL e o método do poder de reducdo produziu CEsy de 234,22 + 0,61 e 1235,17 +
1,39. Os valores de inibicdo da peroxidacdo lipidica foram entre 39,4 e 58,3% e 0 método de
biautografia detectou substancias com atividade antioxidante. O extrato etandlico e as fracdes
inibiram o crescimento das bactérias testadas, produzindo atividades bactericida e
bacteriostatica. Concentracdes de 0,5 e 1,0 mg/orelha do extrato etandlico reduziram o edema
de orelha induzido pelo 6leo de croton em 54,85 e 57,11%, enquanto o edema de orelha
induzido pelo acido araquiddnico foi de 41,67, 53,82 e 67,01% nas concentra¢des de 0,1, 0,5
e 1,0 mg/orelha, respectivamente. O edema induzido pelo fenol foi inibido em 79,73, 33,14 ¢
33,71% nas concentracdes de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha, respectivamente. Apds tratamento, 0,1
(43,22%), 0,5 (72,53%) e 1,0 mg/orelha (35,16%) do extrato etandlico reduziu o edema de
orelha induzido por capsaicina. O edema induzido pelo etil-fenil-propriolato, nas
concentracdes de 0,1 (75,00%), 0,5 (69,77%) e 1,0 mg/orelha (43,60%) foi inibido. Os
resultados do teste cronico de edema de orelha e a andlise histologica confirmaram o efeito do
extrato etanolico na inibicdo do processo inflamatério induzido pelo 6leo de créton. Os
resultados indicaram que B. pinnatum possui efeitos antioxidante, antibacteriano e anti-
inflamatdrio topico, justificando o uso popular e destacando a espécie como potencial alvo
para a descoberta de novos agentes terapéuticos.

Palavras-chave: Bryophyllum pinnatum, flavonoides, atividade anti-inflamatoria topica,

atividade antioxidante, atividade antibacteriana.



ABSTRACT

Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken (Crassulaceae), known as "folha-da-fortuna™ (leaves-of-
fortune), has been widely used in traditional medicine, mainly for the treatment of
inflammation, infection, wound, ulcer and gastritis. The aim of the present study was to
identify and quantify bioactive constituents, as well as evaluating the antioxidant, antibacterial
and topical anti-inflammatory activities of B. pinnatum leaves. Dried and pulverized plant
material was subjected to maceration with ethanol followed by partition to obtain the hexanic,
dichloromethanic, in ethyl acetate and butanolic fractions. Constituents of the ethanol extract
and fractions were identified by high performance liquid chromatography coupled to
ultraviolet detector and gas chromatography coupled to mass spectrometry. The total phenols
and flavonoids contents were determined by spectrophotometry and the antioxidant activity
was evaluated using DPPH, reducing power, -carotene/linoleic acid co-oxidation system and
bioautography assays. The antibacterial activity was investigated by diffusion and
microdilution methods. The topical anti-inflammatory activity was evaluated through ear
oedema models induced by croton oil, arachidonic acid, phenol, capsaicin, ethyl phenyl
propiolate and histological analysis. The results were demonstrated as mean + standard error.
Analysis of variance followed by Tukey or Student-Newman-Keuls test was used to measure
the degree of significance of p < 0.05. Quercetin, rutin, kaempferol, apigenin 7-O-B-D-
glucoside and luteolin 7-O-B-D-glucoside were identified by HPLC-UV DAD, while -
amyrin by GC-MS. The total phenolic content ranged from 3.45 to 25.34 ¢/100 g, while
flavonoids were 0.66 to 23.31 g/100 g. Using the DPPH assay, the values of ECs, ranged from
9.44 + 0.01 to 57.29 + 0.11 ug/mL and the reducing power assay produced ECsy of 234,22 +
0,61 and + 1235.17 + 1.39. The values of inhibition of lipid peroxidation were between 39,4
and 58,3% and the bioautography assay detected substances with antioxidant activity. The
ethanol extract and fractions inhibited the growing of bacteria tested producing bactericidal
and bacteriostatic activities. Concentrations of 0.5 and 1.0 mg/ear of the ethanol extract
reduced the ear oedema induced by croton oil in 54.85 and 57.11%, while the ear oedema
induced by arachidonic acid was inhibited by 41.67, 53.82 and 67.01% at concentrations of
0.1, 0.5 and 1.0 mg/ear, respectively. The phenol-induced oedema was inhibited by 79.73,
33.14 and 33.71% in 0.1, 0.5 and 1.0 mg/ear, respectively. After treatment, 0.1 (43.22%), 0.5
(72.53%) and 1.0 mg/ear (35.16%) of the ethanol extract reduced the ear oedema induced by
capsaicin. The phenyl-ethyl propriolato-induced oedema at concentrations of 0.1 (75.00%) 0.5
(69.77%) and 1.0 mg/ear (43.60%) was inhibited. Results from chronic ear oedema test and
histological analysis confirmed the effect of the ethanol extract on inhibition of oedema
induced by croton oil. The results indicated that B. pinnatum possesses antioxidant,
antibacterial and topical anti-inflammatory effects justifying the popular use and highlighting
the species as a potential target for the discovery of new therapeutic agents.

Keywords: Bryophyllum pinnatum, flavonoids, topical anti-inflammatory activity, antioxidant

activity, antibacterial activity.
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1 INTRODUCAO

Em Eclesiastico (38, 4-8) encontramos: “O Senhor fez a terra produzir
medicamentos: o homem sensato ndo os despreza”. De fato, a utilizagdo de plantas como
recurso para a melhoria das condicdes de vida, seja para fins medicinais ou como alimento, €
uma préatica que nos remete a um passado muito remoto (LORENZI; MATQOS, 2008). Assim
sendo, desde as antigas civilizacbes, como a Egipcia e Chinesa, ja se conheciam e aplicavam
0s potenciais medicinais das plantas. Registros, como o papiro de Ebers encontrado no Egito,
continham mais de 800 férmulas e prescricdes e mais de 700 substancias de origem vegetal,
mostrando a importancia das plantas medicinais desde a Antiguidade (ALLEN JR et al.,
2007).

Os Produtos Naturais sempre tiveram papel central na descoberta de novos farmacos
e medicamentos. Newman et al. (2003) afirmam que 60% das drogas anti-carcinogénicas e
75% das drogas antimicrobianas sdo baseadas em produtos naturais, enquanto que Calixto
(2005) relata que 25-30% dos farmacos efetivamente utilizados na terapéutica de doengas séo
de origem natural. Neste contexto, o conhecimento da biodiversidade e a utilizacdo consciente
dos recursos naturais constituem uma estratégia para auxiliar no desenvolvimento de um pais
e na melhoria da qualidade de vida da populagéo.

O Brasil é um pais privilegiado no que se refere a biodiversidade, pois possui
aproximadamente 55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 e 550.000,
correspondendo mundialmente a 22% de todas as plantas e microrganismos conhecidos. No
entanto, cerca de 25.000 espécies de vegetais ndo foram estudadas cientificamente,
demonstrando que a magnitude da biodiversidade brasileira ainda é muito pouco aproveitada
(CALIXTO, 2005; GUERRA et al., 2003).

O uso das plantas medicinais no tratamento de doencas, baseado no conhecimento
popular acumulado com o passar do tempo e transmitida de geracdo para geracgao, constitui a
Medicina Tradicional (MUTHUIRULAPPAN; RAJENDREN, 2013). Este ramo do
conhecimento deu origem a Fitoterapia que é definida como a pratica do uso de plantas ou
suas partes com finalidade terapéutica (FELTROW; AVILA, 2000). Na realidade, 80% da
populacdo mundial dependem das praticas tradicionais e, desta, 85% utilizam plantas ou
preparacdes vegetais, especialmente na atencdo primaria a saude (BRASIL, 2006c; SOUSA et
al., 2008).

A busca da populacgéo pela fitoterapia aumentou o interesse dos pesquisadores e da

industria farmacéutica em investir em pesquisa, desenvolvimento e inovagdo tecnologica.



Partindo desse principio, diversas areas estdo envolvidas na pesquisa com plantas medicinais,
visando evidenciar cientificamente o uso tradicional das plantas e seus derivados. Para isto,
equipes multidisciplinares de pesquisadores, com apoio da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), tém se empenhado em gerar conhecimento para manter a qualidade, eficacia e
seguranca dos fitoterpicos (ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006; SOUSA et al., 2008).

Para iniciar um estudo sobre plantas medicinais, 0s pesquisadores podem considerar
as seguintes abordagens: etnobotanica e/ou quimiossistematica e/ou ao acaso
(ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006). Normalmente, a abordagem etnobotanica que visa,
principalmente, avaliar e caracterizar os aspectos quimicos e farmacoldgicos das plantas tem
sido utilizada para fundamentar os usos tradicionais. Por exemplo, Okwu e Nnamdi (2011b),
partindo do uso popular de Bryophyllum pinnatum (Crassulaceae) no tratamento de infec¢bes
em feridas, isolaram dois flavonoides do extrato etanolico das folhas com atividade
antimicrobiana, evidenciando o uso popular da espécie e abrindo perspectivas para obtencéo
de novos farmacos e medicamentos.

Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken, popularmente conhecida como “folha-da-
fortuna”, pertencente a familia Crassulaceae, € nativa em diferentes regifes temperadas do
mundo, sendo encontrada na América do Sul, como Brasil, e em regides da Africa (EL
ABDELLAOUI et al., 2010). Popularmente, é utilizada no tratamento de inflamagGes,
infeccbes, contusdes, ferimentos, queimaduras, processos alérgicos, gastrite, problemas de
figado, diabetes, verminoses, dentre outras (BISWAS et al., 2011; LORENZI; MATOS, 2008;
MAJAZ et al., 2011). Com base no uso popular e em estudos fitoquimicos e farmacoldgicos,
que evidenciam o potencial terapéutico da espécie, a presente proposta teve como objetivo
caracterizar quimicamente os derivados vegetais obtidos das folhas de B. pinnatum e avaliar

as atividades anti-inflamatoria topica, antioxidante e antibacteriana.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 USO POPULAR E BIODIVERSIDADE DAS PLANTAS MEDICINAIS

A utilizacdo de plantas medicinais, aromaticas e condimentares acompanha a historia
evolutiva da humanidade e, os produtos derivados tém sido aplicados na terapéutica,
alimentacdo e cosmética, constituindo fatores cruciais para a sobrevivéncia e melhoria da
qualidade de vida do homem. A Medicina Tradicional Chinesa, desde seu inicio, por volta de
1027 a.C., tem acumulado conhecimento a cerca da Farmécia e Medicina, constituindo assim
um exemplo vivo do uso ancestral de plantas medicinais na terapéutica (SAMPAIO, 2002).

O uso das plantas medicinais no tratamento de doencas encontra-se apoiado no
Sistema Tradicional de Medicina ou Medicina Tradicional, cuja préatica € transmitida através
das geragdes, dando origem a Fitoterapia (MUTHUIRULAPPAN; RAJENDREN, 2013). A
Fitoterapia, uma das terapias complementares e alternativas, difundiu-se mundialmente e é
definida como a pratica do uso de plantas ou suas partes com finalidade terapéutica
(FELTROW; AVILA, 2000). Essa pratica tem sido frequentemente utilizada na atencdo
primaria a salde, pois 80% da populacdo mundial dependem de terapias alternativas,
especialmente de plantas ou preparagdes de origem vegetal (BRASIL, 2006c).

Considerando o comércio de fitoterapicos, o0 mercado mundial movimenta cerca de
US$ 12,4 bilhGes por ano e, em paises desenvolvidos, 25% do receitudrio médico referem-se
aos fitoterapicos e fitofarmacos, enquanto nos paises em desenvolvimento atinge
aproximadamente 80% (GUERRA et al., 2003). Esses nimeros refletem a importancia do uso
popular de plantas medicinais e como o conhecimento tradicional € difundido através da
pesquisa cientifica (ABRAO, 2010). Exemplos de farmacos obtidos a partir de espécies
vegetais que tém sido utilizados pela medicina moderna estdo listados na Tabela 1. No
entanto, ndo constam no Formulério de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira.

Quando os primeiros europeus chegaram ao Brasil se depararam com 0 extenso uso
de inimeras plantas medicinais pelos indios (LORENZI; MATQOS, 2008). Dentro do contexto
da importancia econdmica e social das plantas medicinais na obtencdo de fitofarmacos e
fitoterapicos, o Brasil € um pais com imenso potencial para gerar inovacdo na area de
Produtos Naturais, uma vez que possui uma abundante biodiversidade. Do ponto de vista
mundial, aproximadamente 22% de todas as plantas e microrganismos conhecidos séo

encontrados em territorio nacional. Além disso, cerca de 25.000 espécies de plantas ainda ndo



foram estudadas, demonstrando o potencial obsoleto da magnitude da biodiversidade
brasileira (CALIXTO, 2005).

Tabela 1. Exemplos de farmacos obtidos de matérias-primas vegetais.

Farmaco Classe fitoquimica/Classe terapéutica Espécie vegetal
Artemisina Terpenoide/Antimalarico Artemisia annua
Aspirina Salicilato/Analgésico, Anti-inflamatorio Salix alba

Atropina Alcaloide/Anticolinérgico Atropa beladona
Capsaicina Alcaloide/Anestésico topico Capsicum spp.
Cafeina Alcaloide/Estimulante do SNC Cammelia sinensis
Cocaina Alcaloide/Anestésico Erythroxylum coca
Colchicina Alcaloide/Antirreumatico Colhicum autumnale
Dicumarol Cumarina/Anticoagulante Melilotus officinalis
Digoxina Glicosideo esteroidal/Cardioténico Digitalis purpurea

Escopolamina
Morfina
Pilocarpina
Quinina
Taxol
Vimblastina

Vincristina

Alcaloide/Anticolinérgico
Alcaloide/Analgésico
Alcaloide/Antiglaucomatoso
Alcaloide/Antimalarico
Terpenoide/Antitumoral
Alcaloide/Aantineoplésico

Alcaloide/Antineoplésico

Datura stramonim
Papaver somniferum
Pilocarpus jaborandi
Cinchona spp.

Taxus brevifolia
Catharanthus roseus

Catharanthus roseus

Fonte: Adaptado de Schenkel; Gosman; Petrovick (2003).

Gottlieb e outros (1998, p. 98) definem com rara clareza a importancia da

biodiversidade e mais, como devemos buscar entendé-la;

Biodiversidade hoje no Brasil — uma das Ultimas fronteiras biolégicas do mundo

— constitui importante fonte de riqueza. No entanto, seu impacto para a garantia

do bem-estar e da salde do povo somente sera atingido por meio do

conhecimento das interacfes reciprocas dos organismos. Essa meta exige o

discernimento da linguagem da natureza a fim de que se possa entender,

participar e interferir no seu funcionamento. Que ndo haja divida a respeito: a

maior parte dessa forma de comunicagéao é constituida por vocabulos quimicos.



2.2 METABOLISMO VEGETAL

O termo metabolismo, em todos os seres vivos, refere-se ao conjunto de reacfes
quimicas vitais que ininterruptamente ocorrem nas células. As reacbes do metabolismo
compdem as vias metabdlicas, visam fornecer energia na forma de ATP e moléculas
precursoras essenciais para a manutengdo da vida e podem ser anabdlicas, catabdlicas ou de
biotransformacdo. Todas estas reacGes sdo catalisadas por enzimas e envolvem,
respectivamente, formacdo, degradacdo e transformacdo de biomoléculas, denominadas de
metabdlitos (SANTOS, 2003; UDAYAKUMAR et al., 2012).

As vias metabodlicas que ddo origem as macromoléculas (carboidratos, proteinas,
lipideos e acidos nucléicos) compdem o metabolismo primario e os produtos de suas reagdes
sdo classificados como metabolitos primarios, os quais sdo essenciais para o desenvolvimento
e sobrevivéncia dos organismos (DEWICK, 2009). No reino vegetal, as vias do metabolismo
primario, além de fornecer as bases moleculares dos organismos, também geram precursores
quimicos para as vias do metabolismo secundario, responsavel por prover as espécies vegetais
0s metabolitos secundarios ou especiais (produtos naturais — PN), substancias funcionais na
adaptacéo, diferenciacéo e especializacdo (DEWICK, 2009; SANTQOS, 2003).

O conjunto de todos 0s metabdlitos vegetais, primarios e especiais, € denominado de
metaboloma e a sua analise qualitativa e quantitativa atribui-se o termo Metabolémica. Os
metabolitos primarios sdo comuns a todas as plantas, porém os metabdlitos especias séo
espécie-especificos e variam de acordo com o material genético do vegetal e com a expressdo
de enzimas especificas. Dessa forma, 0 metaboloma varia entre as espécies vegetais, porém
estudos quimiossistematicos demonstram que entre espécies de um mesmo género e/ou uma
mesma familia existem semelhancia na biossintese de constituintes (GOTTLIEB, 1990;
LARSSON, 2007; UDAYAKUMAR et al., 2012; VERPOORTE; CHOI; KIM, 2007).

O metabolismo secundario vegetal e seus metabdlitos por muito tempo foram
considerados produtos de excre¢do dos vegetais e dessa forma, cientificamente irrelevantes
(SANTOS, 2003; VERPOORTE, 1998). As plantas colonizaram a maior parte da superficie
do planeta, perfazendo por si s6 a maior porcentagem de biomassa terrestre, superando todas
as outras formas de vida juntas. Isso se deve basicamente ao elevado nivel de especializacéo e
interrelacdo com o ambiente bidtico e abiotico, e gradualmente, a importancia dos metabdlitos
especiais para adaptacdo, diferenciacdo e especializagdo dos vegetais foi reconhecida e
comprovada por diversos estudos. Prova da importancia dessas substancias para o0s vegetais é

o fato de que a energia gasta para sua sintese é geralmente muito maior do que a energia



necessaria para a sintese dos metabolitos primérios (JIRSCHITZKA et al., 2013; KENNEDY;
WIGHTMAN, 2011; NEILSON et al., 2013; SANTOS, 2003; VERPOORTE, 1998).

Os metabdlitos especiais sdo um grupo diversificado com mais de 200.000 substancias
e sua producdo e concentracdo nos vegetais varia por diversos fatores como estagio de
desenvolvimento, tipo de tecido e fatores ambientais diversos (GOBBO-NETO, LOPES,
2006; NEILSON et al., 2013). Esses fitoconstituintes podem ser produzidos, bioquimicamente
induzidos e/ou ativados; atuam na protecdo contra herbivoros e microorganismos, contra
radiacdo UV, radiciais livres, agentes antiproliferativos, na atracao de polinizadores e animais
dispersosres de sementes, além de efeito alelopatico e outras interacbes ecoldgicas
(KENNEDY; WIGHTMAN, 2011; SANTOS, 2003; VERPOORTE, 1998).

Através da origem biossintética, usando como precursores o acido chiquimico e o
acetil-CoA, os metabdlitos especiais podem ser divididos em trés grupos principais:
terpenoides, alcaloides e os fenilpropanoides e demais derivados fendlicos (Figura 1)
(CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000). Esses grupos de substancias podem constituir
potenciais alvos terapéuticos para o isolamento e a sintese de novos farmacos com diferentes
atividades bioldgicas (DA CRUZ et al., 2013; HOSSAIN et al., 2011; HUANG et al., 2012;
LIU etal., 2012; PRONIN; SHENVI, 2012; SINGH; SHARMA, 2013).



Figura 1. Principais vias biossintéticas dos metabdlitos especiais.
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Lignanas e ligninas / Cumarinas

Fonte: Adaptado de Santos (2003).

2.2.1 Substancias fenodlicas

Substancias fenolicas constituem uma classe de metabolitos especiais heterogéneas e
abundantes nos vegetais com aproximadamente 8.000 substancias identificadas. A presenca
de um anel aroméatico com, no minimo, uma hidroxila ligada caracteriza unidade fendlica
(DAI; MUMPER, 2010; SOTO-VACA et al., 2012). Considerando o numero de unidades
fenolicas, essas substancias sdo divididas em fendis simples e polifendis com estruturas
basicas de fendis simples, acidos fendlicos (derivados do acido benzéico e do é&cido
cindmico), taninos
condensados), lignanas e ligninas (Tabela 2 e Figura 2) (STALIKAS, 2007; TSAO, 2010).

A via do &cido chiquimico da origem aos principais fenélicos, porém os flavonoides,

cumarinas, estilbenos, chalconas, flavonoides, (hidrolisaveis e

taninos e antraquinonas sdo biossintetizados pela via mista acetato-chiquimato (Figura 1).

Fendlicos provenientes da via do chiquimato possuem grupos hidroxilas em posi¢do orto,



enquanto a via acetato-chiquimato produz substancias com hidroxila na posigdo meta
(CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2003; DEWICK, 2009).

Tabela 2. Classificagdo das substancias fendlicas de acordo com estrutura basica.

Estrutura bésica Classes de substéancias fendlicas

C6 Fendis simples, benzoquinonas

C6-C1 Acidos fendlicos

C6-C2 Acetofenonas e 4cidos fenilacéticos

C6-C3 Fenilpropanoides:  &cidos  cindmicos e  derivados,

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

(C6-C3-C6), Diflavonoides

(C6)n Melaninas vegetais
(C6-C3)n Ligninas

(C6-C1)n Taninos hidrolisaveis
(C6-C3-C6)n Taninos condensados

Fonte: Carvalho; Gosmann; Schenkel (2003).

Figura 2. Estrutura béasica das principais classes de substancias fendlicas.

ACIDOS
HIDROXICINAMIICOS

ACIDO BENZOICO CUMARINAS NAFTOQUINONAS XANTONAS

ESTILBENOS ANTOCIANIDINAS

Fonte: Adaptado de Soto-Vaca e outros (2012).



A via do acido chiquimico € responsavel por consumir aproximadamente 20% do
carbono fixado pelos vegetais, gerando entre outros produtos, 0os aminoécidos aromaticos L-
fenilalanina (L-Phe), L-tirosina (L-Tyr) e L-triptofano (L-Trp) usados na sintese de proteinas,
derivados fendlicos e alguns alcaloides. Entre 0 metabolismo primario e secundario encontra-
se a fenilalanina amonia liase (PAL) que catalisa a eliminacdo de amodnia da L-Phe,
sintetizando os derivados fendlicos, mais especificamente fenilpropanoides e seus derivados
(HERRMANN; ENTUS, 2001; IBRAHIM, 2001a).

Nas plantas, a maior taxa de substancias fendlicas ocorre durante o0 seu
desenvolvimento e em condi¢Oes adversas (p.ex.. excesso de radiacdo UV, infeccOes
microbianas e danos teciduais), onde a atividade da PAL é aumentada devido a supra-
expressao (DAI; MUMPER, 2010; IBRAHIM, 2001; STALIKAS, 2007). Desta forma,
através de suas propriedades biologicas, como acdo antioxidante e antimicrobiana, 0s
derivados fendlicos atuam na defesa das plantas e sdo responsaveis pelas caracteristicas
organolépticas de espécies vegetais, conferindo sabor, odor e cor (KHODDAMI; WILKES;
ROBERTS, 2013; SOTO-VACA et al., 2012; STALIKAS, 2007).

Diversos potenciais farmacologicos dos fendlicos, como antineoplasico, antioxidante e
anti-inflamatorio, ja foram evidenciados que justificam suas acdes na prevencao de doencas
degenerativas (cancer), cardiovasculares, neuro-degenerativas e outras (BONOLI et al., 2004;
HOSSAIN et al.,, 2011; PEDRESCHI; CISNEROS-ZEVALLOS, 2006; TSAO, 2010;
ZHANG et al., 2011; ). De acordo com Dai; Mumper (2010), o potencial antioxidante desses
constituintes é maior que o das vitaminas C e E, e carotendides e os principais mecanismos
envolvem o sequestro de radicais livres (ERO/ERN), inibi¢do da formacéao de radiciais livres
e suprarregulacdo ou protecdo da defesa antioxidante intrinseca das células.

Na natureza, os fenois simples e os polifendis sdo geralmente encontrados na forma de
ésteres ou heterosideos, sendo soltveis em agua e solventes polares. Sdo altamente reativos,
as hidroxilas fendlicas possuem caracteristicas &cidas, conferindo elevada solubilidade em
meio levemente alcalino, o que facilita o isolamento. Formam ligacdo de hidrogénio intra e
intermolecular que permite a complexacdo com proteinas e metais. Devido a aromaticidade,
com sistema 7 (pi) conjugado, absorvem radiacdo na regido do ultravioleta (UV)
(CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2003; DAI; MUMPER, 2010; STALIKAS,
2007).

Devido a diversidade estrutural, os fendlicos variam significativamente em relacéo as
propriedades fitoquimicas, tornando ainda a extracdo, isolamento e identificagdo um grande

desafio. Podem ser obtidos a partir de extrato etandlico ou hidroalcodlico e sua detecgéo é
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realizada por reacdes colorimétricas e por cromatografia em camada delgada (CCD) com
revelacdo através de radiacdo UV e/ou reagentes cromogénicos como o cloreto férrico (FeCls)
(CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2003; WAGNER; BLADT, 1995).

O isolamento e a identificacdo de substancias fenolicas podem ser realizados por CCD
(preparativa), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia gasosa (CG), e
confirmados por métodos espectroscopicos como espectrometria no ultravioleta e visivel
(UV-Vis), infravermelho (IV), massas (EM) e ressonancia magnética nuclear de carbono e
hidrogénio (RMN-C e H) (CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2003; DAI; MUMPER,
2010; TSAO, 2010). Para a quantificacdo de polifenois, CLAE acoplada a detector UV com
arranjo de diodos (UV-DAD) e/ou de EM é o método mais adequado, porém métodos de
espectrofotometria no UV-Vis, devido a sua simplicidade, tém sido muito utilizado
(KOMAROVA et al., 2009; STALIKAS, 2007).

O ensaio de Folin-Ciocalteu ¢ um dos métodos mais utilizados para a determinacao
de fenois totais através de espectrofotometria na regidao do UV-Vis (DAI; MUMPER, 2010;
STALIKAS, 2007). Esse reagente consiste da mistura dos é&cidos fosfomolibdico e
fosfottingstico, no qual o molibdénio e o tungsténio encontram-se no estado de oxidac&o 6.
Na presenca de agentes redutores, como as substancias fenolicas, formam-se os chamados
molibdénio azul e tungsténio azul, nos quais a média do estado de oxidacdo dos metais esta
entre 5 e 6 (Figura 3) e cuja colorag¢do, com espectro de absorcao de luz préximo de 760 nm,
permite a determinacdo dos teores das substdncias redutoras. O ensaio possui baixa
seletividade e ndo detecta todos os grupos de substancias fendlicas do extrato, além de haver a
possibilidade de outros constituintes com potencial redutor interferirem (OLIVEIRA et al.,
2009; KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013; SOUSA et al., 2007; STALIKAS, 2007).

Figura 3. Reacdo do acido galico (derivado do acido benzoico), em meio levemente alcalino,

com molibdénio do reagente de Folin-Ciocaulteau.

COOH coo
T
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Fonte: Oliveira e outros (2009).
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2.2.2 Flavonoides

Os flavonoides constituem o maior, mais diversificado e importante grupo de
polifendis, com mais de 5.000 substancias identificadas. Na natureza, essas substancias séo
geralmente encontradas na forma de heterosideos ligadas a moléculas de aglcar ou, menos
frequente, na forma livre ou aglicona (IBRAHIM, 2001b; SOTO-VACA et al., 2012;
ZUANAZZI; MONTANHA, 2003). Possuem estrutura molecular basica de 15 carbonos
(Cys), representada na Figura 4A e B, do tipo fenilbenzopirano (C¢-C3-Cs), que consiste em
dois anéis aromaticos A e B (Cg), ambos de natureza fendlica, e um anel heterociclico C (Cs)
contendo um oxigénio como heteroatomo (IBRAHIM, 2001b; TSAO, 2010).

O termo “flavonoides” ¢ amplo e agrega diferentes subclasses e grupos. De acordo
com a posicdo do anel aromatico B na porcdo benzopirano (anéis A e C fundidos), os
flavonoides podem ser divididos em trés subclasses: flavonoides (Figura 4B), cujo anel B esta
ligado ao C2; isoflavonoides (Figura 4C), cujo anel B esta ligado ao C3 e neoflavonoides
(Figura 4D), cujo anel B esta ligado ao C4. Existem outras poucas variacdes que ocorrem em
flavonoides minoritarios (ARON; KENNEDY, 2008; PEREIRA et al., 2009).

Figura 4. Estruturas basicas dos flavonoides e suas subclasses.

Flavonoide Isoflavonoide Neoflavonoide Chalcona

Fonte: Adaptado de Tsao (2010).

Os flavonoides sdo classificados em diferentes grupos (Figura 5) baseando-se no
estado de oxidacdo do anel C, os principais sdo: flavanonas, flavonas, diidroflavondis
(flavanonois), flavondis, flavan-3,4-didis (leucoantocianidinas), antocianidinas e flavan-3-0is

(catequinas). As chalconas (Figura 4E), apesar de ndo possuir o anel C também integram essa
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classe, assim como as auronas (Figura 5), cujo anel C é pentaciclico sem heterodtomo
(DEWICK, 2009; IBRAHIM, 2001b; TSAO, 2010).

Figura 5. Esquema simplificado da biossintese de flavonoides.
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Fonte: Adaptado de Zuanazzi; Montanha (2003).



13

A biossintese dos derivados flavonoidicos Cis (Ce-C3-Cg) ocorre pela via mista
acetato-chiquimato, tendo como precursores uma unidade cinamoil-SCoA e trés moléculas de
malonil-SCoA, em reacOes catalisadas pela enzima chalcona sintase (CHS), uma policetideo
sintase (PKS IIl). Na Figura 5 é mostrado o esquema simplificado da biossintese de
flavonoides. A unidade cinamoil-SCoA (p.ex.: 4-cumaroil-SCoA) é um fenilpropanoide (Ce-
Cs), derivado do &cido cindmico a partir da L-Phe, pela via do &cido chiquimico e, na
molécula do flavonoide, corresponde ao anel B e sua cadeia adjacente de trés carbonos (Ce-
Cs3). As moléculas de malonil-SCoA provém da via do acetato e sdo adicionadas
sequencialmente a unidade cinamoil-SCoA pela CHS, correspondendo na molécula do
flavonoide ao anel A (Cg) (DEWICK, 2009; IBRAHIM, 2001b).

A condensacéo cabeca-cauda das trés moléculas de malonil-SCoA a unidade cinamoil-
SCoA forma inicialmente um policetideo, que pode ser dobrado de duas formas diferentes,
levando a formacdo de estilbenos ou chalconas, sendo que a Gltima da origem aos demais
derivados flavonoidicos (DEWICK, 2009). Os flavonoides podem sofrer posteriormente
reacOes enzimaticas de hidroxilacdo, metilacdo, glicosilacdo, sulfonacdo, acilacdo e
prenilacdo, resultando na grande diversidade estrutural dessa classe, com mais de 5.000
substancias naturais ja identificadas (IBRAHIM, 2001b). Alguns dos flavonoides mais
comuns séo a naringenina (flavanona), luteolina e apigenina (flavonas), quercetina e canferol
(flavonois) e catequina (flavan-3-ol) (DAI; MUMPER, 2010).

Nos vegetais, os flavonoides estdo presentes em praticamente todos os tecidos,
principalmente nos vacuolos. Suas atividades bioldgicas dependem das caracteristicas
estruturais e do padrdo de glicosilacdo (TSAO, 2010). Os flavonoides sdo os principais
responsaveis pela pigmentacdo (coloracdo) das folhas, flores, frutos e sementes, influenciando
dessa forma na atracdo de polinizadores e outras formas de interacdo vegetal-ambiente. As
antocianidinas sdo a principal classe de pigmentos, juntamente com clorofila e carotenoides,
conferindo coloracdo de vermelho a azul. Outros grupos de derivados flavonoidicos, como
flavonas e flavondis possuem coloracdo amarela e participam na copigmentacdo (IBRAHIM,
2001b; STALIKAS, 2007; WINKEL-SHIRLEY, 2001).

Além de conferir pigmentacdo as plantas, os flavonoides exercem diversas outras
funcbes comuns as substancias fendlicas em geral, como na sinalizagdo planta-
microrganismos, atividade antimicrobiana, protecdo UV (acdo antioxidante), alelopatia e
deterrentes alimentares (STALIKAS, 2007; WINKEL-SHIRLEY, 2001). Os flavonoides
também tém sido estudados extensivamente a partir das perspectivas de protecdo da salde e

atividades farmacoldgicas. Estudos sugerem que diferentes derivados flavonoidicos possuem
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diversas atividades farmacoldgicas, dentre as quais se destacam atividade antitumoral,
antiviral, anti-hemorragica, hormonal, anti-inflamatéria, antioxidante e antimicrobiana
(BUER; IMIN; DJORDJEVIC, 2010; CHOI, 2012; COUTINHO; MUZITANO; COSTA,
2009; HAM et al., 2012; WU et al., 2011; ZHANG et al., 2011; ZUANAZZI; MONTANHA,
2003).

Os flavonoides possuem as caracteristicas quimicas comuns aos derivados fendlicos,
descritas no item 2.2.1. A posi¢do da porcdo agucar, grau de insaturacdo e substituicdo e
natureza dos substituintes determinam as caracteristicas de solubilidade e capacidade de
precipitagdo com proteinas e metais (ZUANAZZI; MONTANHA, 2003). A extracdo de
flavonoides é geralmente realizada em material vegetal seco, sendo que os heterosideos (e
algumas agliconas mais polares) sdo mais solluveis em alcoois, agua e misturas
hidroalcodlicas, enquanto as agliconas sdo mais solliveis em solventes organicos (p.ex.:
diclorometano e acetato de etila), bem como em solugfes aquosas alcalinas, devido ao carater
fendlico. O risco de hidrdlise dos heterosideos, resultando na forma livre, é um fator limitante
na escolha das condigdes (p.ex.: temperatura e pH) de extracdo e isolamento de flavonoides
(FERREIRA; PINHO, 2012; ZUANAZZI; MONTANHA, 2003).

A deteccdo de flavonoides, no material vegetal e/ou derivados, é realizada
classicamente por reacdes colorimétricas de prospeccao fitoquimica e por CCD com revelagdo
através de radiacdo UV e/ou reveladores quimicos como o cloreto de aluminio (AICI3) e NP-
PEG (WAGNER; BLADT, 1995; ZUANAZZI; MONTANHA, 2003). O isolamento e
identificacdo dessas substancias podem ser realizados por cromatografia (CCD, CLAE e CG)
e confirmada por métodos espectroscopicos (UV-Vis, IV, EM e RMN) (DAI; MUMPER,
2010; TSAO, 2010; ZUANAZZI; MONTANHA, 2003).

A determinacdo de flavonoides em amostras de origem vegetal é realizada da forma
mais eficiente através de CLAE com coluna de fase reversa (p. ex.: C18) acoplada a detector
UV com arranjo de diodos (UV-DAD) efou de EM. Porém, a analise quantitativa de
flavonoides totais por espectrofotometria na regido do UV-Vis, devido a sua simplicidade, é o
método colorimétrico com cloreto de aluminio (AICI3) mais utilizado (KOMAROVA et al.,
2009; MARQUES et al., 2012, 2013; STALIKAS, 2007).

O método colorimetrico com cloreto de aluminio tem sua utilizacdo também descrita
para &cido caféico e taninos, porém apresenta boa seletividade para flavonoides, pois se baseia
na formacdo de um complexo estavel entre o flavonoide e Al(IIl) (Figura 6), provindo da
ionizacdo do AICI3, que interage com os grupos carbonila e hidroxila livres das moléculas,

gerando extensdo do sistema conjugado e consequentemente um deslocamento batocromico
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(desloca a faixa de absorcdo para um comprimento de onda maior) e um efeito hipercromico
(aumenta a intensidade da absorcdo), de modo que o espectro de absor¢do do complexo
encontra-se entre 410 e 423 nm (FERNANDES et al.,, 2012; KHODDAMI; WILKES;
ROBERTS, 2013; MARQUES et al., 2012; STALIKAS, 2007).

Figura 6. Formacdo do complexo entre o flavonoide (luteolina) e Al.

AlCl, Ho 0 0.~
A, Y

0 0

b,
Al

Fonte: Adaptado de Markham (1982).

23  EXTRACAO, FRACIONAMENTO E CARACTERIZACAO QUIMICA

Na investigacdo quimica e farmacologica de plantas medicinais, a coleta adequada,
incluindo o registro de todos os dados, é a primeira etapa que fornece a matéria-prima para o
processo de extracdo e analises fitoquimicas (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2003;
AZMIR et al., 2013). Dependendo de quais constituintes quimicos pretende-se obter, a
extracdo pode ser feita na matéria-prima vegetal fresca ou seca. A extracdo da droga vegetal
fresca (rasurada) é realizada principalmente para obtencdo de 6leos essenciais e outros
constituintes volateis que exigem imediata utilizacdo ou conservacdo em baixas temperaturas
(FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2003). Quando se trabalha com droga vegetal seca,
anteriormente a extracdo, realiza-se a moagem para a reducdo granulométrica, visando
facilitar o manuseio e armazenamento, bem como a extracdo dos constituintes quimicos, pois
aumenta a superficie de contato da droga com o solvente extrator (FALKENBERG,;
SANTOS; SIMOES, 2003; ZYGMUNT; NAMIESNIK, 2003).

A extracdo é o processo de obtencdo, da maneira mais seletiva e eficiente, das
substancias ou fragdes ativas da droga vegetal, e para isso é utilizado um solvente ou mistura
de solventes tecnologicamente apropriados (SONAGLIO et al.,, 2003). Existem diversas
metodologias para o preparo de extratos vegetais, porém, antes de se iniciar uma extracéo, é
necessario considerar diversos fatores que compdem e influenciam esta operacédo, dentre eles

destacam-se: as caracteristicas da droga vegetal (p.ex: tipo de tecido e granulometria),
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caracteristicas fisico-quimicas dos constituintes, propriedades extrativas e adequagdo do(s)
solvente(s) e caracteristicas dos métodos (FALKENBERG; SANTOS: SIMOES, 2003).

O(s) solvente(s) extrator(es) é(sdo) escolhido(s) de acordo com: suas propriedades
extrativas, ou seja, a eficiéncia e seletividade com que ele solubiliza, a temperatura ambiente,
as substancias de interesse; adequacgdo tecnoldgica e nivel de toxicidade (SONAGLIO et al.,
2003). Quando a extracdo € direcionada visando extrair seletivamente determinada classe de
metabolitos especiais, a escolha do solvente ¢ feita baseando-se principalmente na polaridade

das substancias de interesse (Tabela 3).

Tabela 3. Principais metabdlitos especiais extraidos por diferentes solventes de acordo com a

polaridade.
Solventes Metabolitos especiais extraidos
Eter de petroleo e hexano Lipideos, ceras, pigmentos e furanocumarinas

Tolueno, diclorometano e cloroférmio  Bases livres de alcaloides, antraquinonas livres,

6leos volateis e glicosideos cardiotdnicos

Acetato de etila e n-butanol Flavonoides e cumarinas simples
Etanol e metanol Heterosideos em geral

Misturas hidroalcodlicas e dgua Saponinas e taninos

Agua acidificada Alcaloides

Agua alcalinizada Saponinas

Fonte: Falkenberg; Santos; Simdes (2003).

Quando o objetivo € extrair o maximo de constituintes possiveis a extracdo é feita com
solvente(s) de propriedades extrativas menos seletivas, como misturas hidroalcodlicas, etanol
ou metanol, obtendo assim extratos de constituicdo complexa denominados extratos brutos
(FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2003; FILHO; YUNES, 1997). A partir do extrato
bruto pode-se realizar um método sistematico de estudo, visando a semi-purificacdo do
extrato, através de seu fracionamento, ou seja, pela separacdo de seus constituintes em
diferentes fragcbes com solventes de polaridade crescente (Figura 7) (FILHO; YUNES, 1997).

As metodologias mais empregadas para semi-purificacdo sdo a particdo liquido-
liquido e as técnicas cromatograficas (FILHO; YUNES, 1997). A extracdo em batelada é uma
técnica de particdo liquido-liquido em que o extrato bruto concentrado € solubilizado em
solucéo hidroalcoodlica seguida da adicdo de um segundo solvente orgénico imiscivel, em um

funil de separagdo, estabelecendo duas fases. ApoOs repouso, as fases sdo separadas
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mecanicamente e a fracdo contendo o soluto de interesse € direcionada para outras operacoes.
O processo pode ser repetido com o mesmo solvente e, apds esgotamento da extracdo, é
colocado outros solventes de polaridade crescente (LANCAS, 2009).

Os principais fatores intrinsecos aos métodos de extracdo de drogas vegetais (sélido-
liquido) e que os diferenciam tecnicamente e com relacdo ao rendimento extrativo s&o:
agitacdo, temperatura, pressao e tempo de duracdo. Dentre os métodos convencionais mais
utilizados estdo os de extracdo a temperatura ambiente (maceracdo e percolacdo), extracdo
com aquecimento em sistemas abertos (infusdo e decoc¢do) e com aquecimento em sistemas
fechados (sob refluxo e em aparelho de Soxhlet) (AZMIR et al., 2013; FALKENBERG,;
SANTOS; SIMOES, 2003; ZYGMUNT; NAMIESNIK, 2003).

Figura 7. Fluxograma do processo de particdo liquido-liquido em batelada partindo

inicialmente do extrato bruto.

DROGA VEGETAL

Extracdo e evaporacdo dosolvente

EXTRATO BRUTO

Suspensao em solucdo hidroalcodlica

Particdo liquido-liquido (em batelada) sucessivacom Hex, DCM, AcOEt e ButOH

FRACAOEM FRACAOEM FRACAOEM FRACAOEM
HEXANO DICLOROMETANO ACETATO DE ETILA BUTANOL
esteroides lignanas flavonoides flavonoidesglicosilados
terpenos flavonoides metoxilados taninos taninos
acetofenonas sesqui/triterpenos Xantonas saponinas
lactonas acidos triterpénicos carboidratos
cumarinas Saponinas
fenélicos em geral

Hex: hexano; DCM: diclorometano; AcOEt: acetato de etila; ButOH: butanol.
Fonte: Filho; Yunes (1997).
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Com a modernizacdo dos métodos de extracdo, surgiram os procedimentos nédo
convencionais, como a microextracdo em fase sélida, extracdo com fluidos pressurizados,
extracdo com ultrassom e por sonificacdo. Esses métodos reduzem o consumo de solventes
organicos, degradacdo das amostras, tornam desnecessarias as etapas de clean-up e
concentracdo da amostra, aumentam a eficiéncia, seletividade e a cinética do processo
(AZMIR et al., 2013; HUIE, 2002; LANCAS, 2009).

A caracterizagdo e padronizacdo quimica dos extratos constituem etapas fundamentais
para realizacdo de atividades envolvendo a pesquisa e o desenvolvimento de formulacbes
fitofarmacéuticas (BONATI, 1991; VIERLING et al., 2003). Estas etapas consistem na
determinacdo qualitativa e quantitativa de substancias quimicas presentes nos extratos
vegetais, responsaveis ou ndo pela bioatividade e que podem ser os marcadores quimicos da
espécie vegetal. Além disso, garantem a uniformidade do perfil fitoquimico do extrato que,
consequentemente, permite a reprodutibilidade das atividades farmacoldgica (eficécia) e
toxicologica (seguranca) (BONATI, 1991; SONAGLIO et al., 2003; VIERLING et al., 2003).

A caracterizacdo e a padronizacdo de derivados vegetais tém sido realizadas
preferencialmente por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), uma das mais
importantes técnicas analiticas de separacdo, identificacdo e quantificacdo de substancias
quimicas, sendo capaz de analisar misturas complexas. A CLAE é uma técnica de
cromatografia liquida (CL) moderna, cujos principios convergem com os da CL classica
(JARDIM; COLLINS; GUIMARAES, 2006; LANCAS, 2009; ONG, 2004). Também, é um
método de andlise instrumental, parcial ou totalmente automatizado, que emprega colunas
recheadas, com elevado grau de empacotamento, e uma fase mdvel, eluida sob pressdo
(LANCAS, 2009). Normalmente, as analises de extratos tém sido realizadas com eluicéo
isocratica ou em gradiente, com coluna de fase reversa (C18) e detector na regido do UV
(ONG, 2004).

A andlise qualitativa tem por objetivo determinar a presenca de determinada(s)
substancia(s) ou classe(s) de substancia(s), enquanto a analise quantitativa visa determinar 0s
seus teores (LANCAS, 2009). A caracterizacdo qualitativa € feita pelos dados
cromatograficos, principalmente o tempo de retencdo (t;), juntamente com os métodos
espectroscopicos de deteccdo. Para aumentar a confiabilidade da identificacdo por t;, utiliza-
se, por exemplo, a técnica de fortificacdo (spike), que consiste na coinjecdo de um padréo
analitico (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009; LANCAS, 2009). A caracterizacdo

quantitativa é feita principalmente por técnicas de integracdo que correlacionam a area do
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pico com a concentracdo da(s) substancia(s) na amostra e por calibragdo com padrdo externo
(LANCAS, 2009).

Um dos principais desafios na obtencao de derivados vegetais padronizados é o fato
de constituirem misturas complexas somadas a capacidade que diversos fatores tém de
provocar variagdes na composicdo quimica das plantas (metaboloma), influenciando as agdes
farmacoldgicas (SONAGLIO et al., 2003; YULIANA et al., 2011). Dentre os fatores que
podem influenciar a composicdo quimica tem-se: sazonalidade, ritmo circadiano, estagios de
desenvolvimento da planta, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta (Figura 8)
(GOBBONETO; LOPES, 2007).

Figura 8. Fatores que podem influenciar o metabolismo vegetal.
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Fonte: Gobbo-Neto; Lopes (2007).

2.4  DETERMINACAO DO TEOR DE METABOLITOS ESPECIAIS

A deteccéo, identificacdo e quantificacdo de metabolitos especiais em amostras
vegetais sdo realizadas da forma mais eficiente através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) acoplada a detectores de UV, IV, EM e RMN. Porém, a determinacdo do
teor de fitoconstituintes por espectrometria na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis) do
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espectro eletromagnético € o método mais utilizado para materiais vegetais, devido a
robustez, baixo custo e ampla aplicabilidade (MARQUES et al., 2012, 2013; ROCHA,
TEIXEIRA, 2004). Apesar das vantagens apresentadas pelo método, este apresenta baixa
seletividade frente aos extratos vegetais, por estes tratarem-se de misturas complexas, o que
ocasiona sobreposicéo das bandas, impedindo que somente 0 metabdlito de interesse absorva
(KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013; MARQUES et al., 2012).

A espectrometria na regido UV-Vis do espectro eletromagnético é fundamentada na
lei de Lambert-Beer, base matematica para medidas de absorcdo de radiacdo por amostras na
regido UV-Vis (190 a 800 nm) e IV proximo (800 a 2500 nm) do espectro eletromagnético.
Baseia-se na medida da transmitancia (T) ou da absorvancia (A) de solugdes em células
transparentes com caminho oOptico de b cm e, geralmente, a concentracdo de um analito capaz
de absorver a radiacdo esta linearmente relacionada com a absorvancia, tendo-se que: A = log
(Io/) = £b.c, em que A é a absorvancia, Iy é a intensidade da radiagdo monocromatica que
incide na amostra, | é a intensidade da radiagdo monocromatica residual, £ é a absortividade
molar, b € o caminho dptico e ¢ a concentracdo do analito (HOLLER; SKOOG; CROUCH,
2009, ROCHA,; TEIXEIRA, 2004).

Os instrumentos utilizados nos métodos de andlise por absorcdo de radiacdo
eletromagnética na regido do UV-Vis (190 a 400 nm e 400 a 800 nm, respectivamente) e
também no IV proximo (800 a 2500 nm) sdo denominados de espectrofotdmetros e
constituidos basicamente por fonte, seletor de comprimento de onda, recipiente da amostra,
transdutor de radiacdo, processador de sinal e dispositivo de leitura. Além disso, existem trés
tipos gerais de instrumentos espectroscépicos: de feixe unico, de feixe duplo (espacial e
temporal) e multicanal (HARRIS, 2008; HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).

Praticamente todos os métodos analiticos requerem algum tipo de calibracdo com
padrdes quimicos, para determinar a relacdo entre a resposta analitica (sinal) e a concentracéo
do analito (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009). O método de padrbes externos é muito
utilizado para calibracdo, através do preparo, separadamente da amostra, de solucdes de
substancias padrdo dentro do intervalo de concentracdo esperado para as amostras. Apos
leitura e obtencdo dos dados do padrdo, tem-se o sinal (absorvancia) como uma fungdo da
concentracdo do analito. Uma vez obtida a curva de calibragéo, realiza-se anélise de regressao
linear (métodos dos quadrados minimos) para tracar a melhor reta entre os pontos e com 0s
valores de coeficiente angular (a) e linear (b) determinar a equacdo da reta (y = ax + b)
(HARRIS, 2008; HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009, ROCHA; TEIXEIRA, 2004).
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Na determinacdo do teor de metabolitos especiais em amostras vegetais, devido a
complexidade quimica presente, por exemplo, nos extratos vegetais, ndo é possivel ter
padrdes de todos os fitoconstituintes, dessa forma utiliza-se como padrao alguma substancia
que represente a classe de metabdlitos a ser quantificada e os resultados sdo expressos em
funcdo desta substancia. Por exemplo, na quantificagdo de fendis totais o resultado pode ser
expresso em equivaléncia de acido galico (&cido fenolcarboxilico) e na quantificacdo de
flavonoides, em equivaléncia de rutina (flavonoide glicosilado) (STALIKAS, 2007).

Na analise da amostra, apés a leitura e obtencdo dos valores de absorvancia, a
concentracdo do analito é calculada por substituicdo de y na equacéo da reta, considerando o0s
fatores de diluicdo das etapas de preparo da amostra (HARRIS, 2008; HOLLER; SKOOG;
CROUCH, 2009). Para que uma metodologia analitica possa ser oficialmente adota na rotina
laboratorial é necessario a validacdo do método, ou seja, uma série de experimentos capazes
de avaliar a capacidade de detectar e quantificar um determinado analito (MARQUES et al.,
2012). A validagdo envolve uma série de parametros, como seletividade, precisdo, exatidao,
linearidade, robustez, limite de deteccdo e de quantificacdo (FDA, 2001; LANCAS, 2009).

25  PLANTAS MEDICINAIS NO DESENVOLVIMENTO DE FITOTERAPICOS

Os medicamentos fitoterapicos de acordo com a definicdo da OMS (1998) séo
preparacdes medicamentosas contendo como ingredientes ativos exclusivamente partes de
plantas (matéria-prima vegetal) em estado natural ou processadas, mais excipientes como
solventes, conservantes e espessantes. Entretanto, dependendo da legislacdo do pais, 0s
fitoterapicos sdo classificados como medicamentos ou como suplementos alimentares e
podem ser compostos por uma, duas ou mais espécies de plantas medicinais (FERREIRA et
al., 1998; ONG, 2004).

Na Tabela 4 sdo expostos exemplos de plantas medicinais que tém sido utilizadas na
forma de fitoterapicos. InformacBes a respeito de plantas medicinais e fitoterapicos sdo
encontradas em monografias da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010) e no Formulario de
Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2011). O uso de fitoterapicos com fins
profilatico, curativo, paliativo ou para diagnostico e a difusdo mundial dos conhecimentos

referentes a fitoterapia sdo reconhecidos e recomendados pela OMS (1978).
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Tabela 4. Espécies vegetais com atividade bioldgica usadas na obtencao de fitoterapicos.

Espécie Apresentacdes Substancias ativas Atividade terapéutica
/marcadores
Aloe vera'? Pomada/gel/creme AloinaAeB Hidratante/cicatrizante

Arnica montana®

Extrato/gel/pomada

Acido cinamico

Anti-inflamatério

Baccharis trimera? Cha Terpenoides Antidispéptico
Bryophillum pinnatum Suco/sumo/extrato Briofilina A/flavon. Antiacido/cicatrizante
Cordia verbenécea? Ché/pomada/creme Artemetina Anti-inflamatério
Cymbopogon citratus® Cha Terpenoides (Citral) Ansiolitico/antiespasmadico
Eucalyptus globulos? Tintura/OE® Eucaliptol (OE?) Expectorante

Maytenus ilicifolia®? Ché/extrato/tintura Taninos/terpenoides Antidispéptico/antiacido

Mikania glomerata*? Xarope/ché/tintura
Ché/extrato/tintura
Pilocarpus jaborandi P&/OE/extrato/tintura
Salix alba™? Cha

Tabebuia impetiginosa  Cha/extr/pomada/pé

Guacina/guacosideo Expectorante

Passiflora incarnatal? Vitexina/umbeliferona Ansiolitico/sedativo leve

Pilocarpina Agonista muscarinico®

Acido salicilico Anti-inflamatério/antitérmico

Lapachol/B-lapachona Antineoplasico

Taxus brevifolia Extrato/pomada/pé Taxol Antineoplasico

Uncaria tomentosa? Po/extrato/cha Alcaloides oxindois Imunoestimulante

Vernonia polyanthes™? Cha Flavonoides

Raiz/Ché/p6/extrato

Expectorante

Zingiber officinale’? Gingeridis/zingiberol

Espécies que constam no Formuldrio de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira;  Espécies que constam na
RENISUS; *OE — 6leo essencial, “Uso no tratamento de glaucoma.
Fonte: Brasil (2011); Fetrow; Avila (2000).

Mundialmente, os medicamentos fitoterapicos ou fitomedicamentos correspondem a
25% da producdo farmacéutica. Na Alemanha, pais pioneiro na difusdo do uso de
fitoterapicos e onde o consumo desses produtos € alto, o0 mercado fitofarmacéutico atinge a
cerca de 50% do mercado europeu e 0s usos mais comuns pela populacdo sdo para gripes e
resfriados, doencas de pele, doencgas gastrointestinais, distarbios circulatorios, dor de cabeca,
insdnia, bronquite e cansaco (CALIXTO, 2000).

De acordo com a RDC n°48/2004, os medicamentos fitoterapicos sdo caracterizados
pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, bem como pela reprodutibilidade e
constéancia de sua qualidade (BRASIL, 2004). No Brasil, os fitoterapicos sdo regulamentados
pela ANVISA como medicamentos utilizados no diagndstico, cura, tratamento e prevencéo de
doencgas ou na melhora da qualidade de vida. Entretanto, para ser prescrito e comercializado, a
trajetéria percorrida pelos medicamentos fitoterapicos é ardua e longa, sendo necessario o
registro do produto (MORAES et al., 2006). O registro de fitoterapicos junto a ANVISA
segue disposto na Lei n°® 6.360/73 regulamentado pelo Decreto n°® 79.094/77.

Antiemético/anti-inflam/antidispéptico
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O desenvolvimento de fitomedicamentos preferencialmente € realizado com espécies
vegetais que, através da etnobotéanica e etnofarmacologia, foram selecionadas e cujos aspectos
botanicos, perfil fitoquimico, atividades farmacologicas ja foram cientificamente
evidenciados (LAPA et al., 2003; SONAGLIO et al., 2003). A etapa farmacéutica constitui
uma fase importante nesse processo, pois é entendida como a etapa em que se realiza o
desenvolvimento/delineamento das formas farmacéuticas e sistemas de liberacdo dos
farmacos (metabdlitos especiais), com a garantia da qualidade e uniformidade da amostra,
assim como com sua estabilidade durante os testes pré-clinicos e clinicos. Sendo assim,
também é possivel considerar como aspectos dessa etapa, a etapa fitoquimica (obtencdo dos
derivados vegetais) e o controle de qualidade da droga vegetal, derivados vegetais e produto
acabado (LAPA et al., 2003; SONAGLIO et al., 2003).

Os farmacos sintéticos geralmente sdo fornecidos como parte de uma formulacao e
ndo isoladamente. Coerentemente, também os fitofarmacos e derivados vegetais (extratos,
tinturas, etc.), na obtencdo dos medicamentos fitoterapicos, sdo associados a excipientes, que
possuem funcgdes farmacéuticas diversas. As formas farmacéuticas sdo diferentes quanto as
caracteristicas fisicas e farmacéuticas. O estudo e a escolha da forma farmacéutica,
desenvolvimento, formulacdo, estabilidade e eficdcia terapéutica sdo chamados de
desenvolvimento farmacotécnico de medicamentos e dependem do conhecimento das
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas de seus componentes (ALLEN JR; POPOVICH,;
ANSEL, 2007).

Diretrizes internacionais para realizacdo do controle de qualidade de matéria-prima
vegetal e seus derivados, bem como de medicamentos fitoterapicos, foram estabelecidas pela
OMS e enfatizam a necessidade de assegurar a qualidade fisico-quimica e microbiol6dgica de
produtos de origem vegetal através do uso de técnicas modernas de controle e aplicacdo de
padrdes (OMS, 1998). No entanto, a fonte e a qualidade da matéria-prima vegetal empregada
no desenvolvimento dos produtos exercem papel fundamental na garantia da qualidade e
estabilidade das preparacdes vegetais (CALIXTO, 2000).

As analises que compdem as diretrizes estabelecidas pela OMS para o controle de
qualidade de matéria-prima vegetal sdo: determinacdo de matéria estranha; exame
macroscopico e microscopico; cromatografia em camada delgada (CCD); determinacéo de
cinzas totais; determinacdo de matéria extraivel, determinacdo de agua e matéria volatil;
determinacdo de Oleos essenciais; determinacdo do valor de amargura; determinacdo da
atividade hemolitica; determinagdo de taninos; determinacdo de indice de inchamento;

determinacdo do indice de formacdo de espuma; determinacdo de residuos de pesticidas;
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determinacdo de arsénio e metais pesados; determinacdo de microrganismos e contaminagao
radioativa (OMS, 1998).

2.6 FAMILIA CRASSULACEAE

A familia Crassulaceae, pertencente as Angiospermas, € um grupo morfologicamente
diverso e sistematicamente complexo, uma vez que contempla seis subfamilias, que se
distribuem entre duas linhagens, Crassula e Sedum (MORT et al., 2001; STEVENS et al.,
1995). A familia é composta de 35 géneros e 1.500 espécies, distribuidas nas regides
temperada e tropical do planeta, como Madagascar, Africa do Sul, Nigéria, México,
Macaronesia, Brasil e outros paises da América do Sul (EL ABDELLAOQUI et al., 2010;
MORT et al., 2001). Crassula peduncularis e Kalanchoe brasiliensis sdo exemplos de plantas
nativas do Brasil, sendo que diversas outras espécies subespontaneas de Crassulaceae sdo
ocasionalmente consideradas nativas (CRUZ et al., 2011; SOUZA; LORENZI, 2005).

Espécies desta familia sdo geralmente herbaceas ou sublenhosas, com pouca
ramificacdo e podem atingir até um metro de altura (LORENZI; MATQOS, 2008). As folhas
sdo carnosas e suculentas, ovaladas ou obovadas, com margem geralmente ondulada, mas
pode ocorrer como subcrenada em Kalanchoe brasiliensis ou crenada em Bryophyllum
pinnatum, extensamente referida também na literatura com Kalanchoe pinnata. Possuem
inflorescéncia cimosa ou flores radialmente simétricas, com duas voltas de cinco estames
(LORENZI; MATOS, 2008; MORT et al., 2001; SOUZA; LORENZI, 2005).

Extensamente considerada um grupo natural, a familia Crassulaceae é facilmente
reconhecida e estudos a indicam como grupo monofilético, apesar de que a determinacéo de
grupos monofiléticos dentro da familia e a visualizacdo de relagdes entre 0s géneros sejam
dificeis. Essa complexidade sistemética, em parte, se deve a grande diversidade morfo-
citolégica e de habitat dentro da familia (MORT et al., 2001). Plantas dessa familia
apresentam caracteristica xeromorfica de adaptacdo a luminosidade intensa e escassez de agua
(HERRERA, 2008).

Plantas da familia Crassulaceae assimilam o CO, atmosférico atraves de acidos Cy
(&cido das crassulaceas) predominantemente durante a noite, convertendo esse CO, em
carboidratos durante o dia seguinte (CUSHMAN; BOHNERT, 1997; MOREIRA et al., 2012).
Isso as diferencia da maioria das plantas superiores que assimilam o CO, atmosférico atraves

da fotossintese durante o dia, seja pela via Cs, utilizando ribulose-1,5-difosfato
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carboxilase/oxigenase; ou pela via C4, que ocorre como via alternativa para a assimilacdo do
CO, fotossintético em situacfes em que a disponibilidade de CO; € reduzida por estresse
ambiental (excesso de luz e calor ou escassez de agua), causando fotorrespiracdo, um
processo que reduz a eficiéncia da via C3 (CUSHMAN; BOHNERT, 1997; MOREIRA et al.,
2012).

Espécies de Crassulaceae sdo cultivadas para fins medicinais e ornamentais.
Kalanchoe brasiliensis, espécie nativa do Brasil, conhecida como “saido” ou ‘“courama-
branca” no nordeste do pais, é cultivada em jardins e quintais pela sua beleza exética. E
utilizada popularmente no tratamento local de furinculos, tosse, anexite, gastrite, além de
outras acbes (AMABEOKU; GREEN; KABATENDE, 2007; ANISIMOV et al., 2009;
LORENZI; MATOS, 2008; CRUZ et al., 2011).

O género Bryophyllum, pertencente a linhagem Crassula e subfamilia Kalanchoideae
da familia Crassulaceae (MORT et al., 2001; SOUZA; LORENZI, 2005), é composto por
cerca de 1.000 espécies nativas em regiGes tropicais, sendo muitas delas originarias de
Madagascar, porem endémicas em diversas outras localidades do mundo, como Brasil e
Africa do Sul (ALMEIDA; MUZITANO; COSTA, 2006; SINGAB et al., 2011). Uma das
espécies pertencente ao género Bryophyllum mais citada na literatura é Bryophyllum pinnatum
(Lam.) Oken, que apresenta sinonimias de Kalanchoe pinnata (lam.) Pers. e Bryophyllum
calycinum Salish. (SINGAB et al., 2011).

Plantas desse género possuem folhas carnosas e suculentas, reproduzem
sexuadamente ou assexuadamente por plantulas que se desenvolvem a partir de primoérdios
localizados nas folhas, sendo essa uma das caracteristicas das espécies do género
Bryophyllum. Em situaces ambientais desfavoraveis para a planta, os primordios foliares se
desenvolvem em plantulas por organogénese direta, assegurando a sobrevivéncia e
perpetuacdo da espécie. Em algumas espécies do género, a ativacdo dos primordios foliares
ocorre em folhas ainda presas a planta, porém em outras acontecem em folhas separadas da
planta (ALMEIDA; MUZITANO; COSTA, 2006; KULKA, 2006).

No Brasil e em outros paises, como Trinidad e Tobago, espécies do género
Bryophyllum séo utilizadas popularmente no tratamento de feridas, queimaduras, ulceragdes,
inflamacdes, artrite, febre, resfriado, dor de cabeca, colera, desordens urinérias e disenteria.
Em decorréncia dessa ampla utilizacdo, o género tem sido alvo de diversos estudos que tém
comprovado o potencial anti-inflamatério, antimicrobiano, cicatrizante, analgésico, anti-
Ulcero, anti-hipertensivo, entre outros (NAYAK; MARSHALL; ISITOR, 2010; OKWU,;
NNAMDI, 2011a, 2011b; SINGAB et al., 2011).
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O potencial medicinal das plantas do género é o principal motivo para que essas
plantas sejam cultivadas domesticamente em diversos paises e o que as configuram como alvo
de pesquisas (ANISIMOV et al., 2009; SILVA, J. et al.,2009). Porém, muitas espécies, em
decorréncia da beleza exoética, sdo cultivadas para fins ornamentais. Bryophyllum
blossfeldiana é uma planta popularmente cultivada em vasos no ambiente doméstico e em
jardins, tendo importancia econdmica na Europa. Bryophyllum pinnatum e B.

daigremontianum sdo outros exemplos de espécies ornamentais (NAZ et al., 2009).

2.7 BRYOPHYLLUM PINNATUM (LAM.) OKEN

Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken, com sinonimia de Kalanchoe pinnata Lam.,
popularmente conhecida como folha-da-fortuna, courama ou fortuna, é nativa de Madagascar,
ocorrendo subespontaneamente em diversas regides temperadas e tropicais do planeta, como
Brasil, Australia, Africa do Sul e Nigéria (LORENZI; MATOS, 2008; NAYAK;
MARSHALL; ISITOR, 2010; MAJAZ et al., 2011). E uma planta herbacea, ereta e perene
que pode alcancar até 1,5m, principalmente na época de floragdo (OKWU; NNAMDI,
2011b). Apresenta caule avermelhado com manchas brancas quando jovem e levemente
colorido quando mais velho; folhas glabras, verde escuras, carnosas e suculentas, dispostas de
forma oposta cruzada, ovaladas ou elipticas, com 8-12 cm de comprimento e 6-8 cm de
largura, crenadas ou serradas. Possui inflorescéncias cimosas purpuras avermelhadas, com
robustos ramos opostos, pedicelos delgados que partem de um mesmo pedunculo ramificado
(Figura 9) (BISWAS et al., 2011; MAJAZ et al., 2011; SOUZA; LORENZI, 2005).

Reproduz-se sexuadamente por sementes ou vegetativamente através de primérdios
celulares dormentes nas bordas do limbo foliar que tém a capacidade de gerar plantulas. Essa
capacidade de regeneracdo e crescimento das folhas por organogénese direta é utilizada para
desenvolver protocolos para multiplicacdo rapida de B. pinnatum, através de explantes
foliares em diferentes meios de cultura. Além disso, a propagacéo por cultura de tecido é uma
alternativa factivel comercialmente, por fornecer material vegetal uniforme e consistente
(BISWAS et al., 2011; NAZ et al., 2009).
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Figura 9. Morfologia externa das folhas de Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken cultivada no
Horto da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora.

Fonte: O autor (2012).

Devido a diversos aspectos semelhantes, como 0s usos populares e caracteristicas
morfoldgicas, B. pinnatum (“folha-da-fortuna”) e Kalanchoe brasiliensis (saido), também
denominada por Kalanchoe crenata, sdo comumente confundidas e erroneamente
identificadas. Moreira e outros (2012) investigaram a existéncia de caracteristicas anatbmicas
que permitem a correta identificacdo das duas espécies. Também observaram hidatodios em
ambas as espécies. As espécies demonstraram diferengas anatdmicas em relacéo a presenca de
idioblastos epidérmicos (somente K. crenata), distribuicdo dos idioblastos subepidérmicos e a
presenca de rebentos foliares (somente B. pinnatum).

B. pinnatum € extensamente utilizada na medicina tradicional do Brasil e em diversos
paises, principalmente através do suco, sumo e emplastos de suas folhas (ABRAO, 2010;
GUPTA et al., 2010). Popularmente, a espécie € usada no tratamento de inflamacdes,
infeccbes, feridas, contusdes, queimaduras, picadas de insetos, furinculos e ulceracdes
(LORENZI; MATOS, 2008; NAYAK; MARSHALL; ISITOR, 2010; OJEWOLE, 2005). E

utilizada também para o tratamento de anexite e gastrite, auxilia na eliminacdo de célculos
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renais, abscessos, alergia, erisipela, frieira, dores de cabeca e nas juntas, reumatismo,
hemorroidas, diarreia, disenteria e vomitos (ABRAO, 2010; LORENZI; MATOS, 2008).

Estudos farmacologicos relacionados a B. pinnatum tém confirmado as atividades
anti-inflamatoria (AFZAL et al., 2012; GUPTA; LOHANI; ARORA, 2010; OJEWOLE,
2005); antioxidante (BISWAS et al., 2011); antimicrobiana (AKINPELU et al., 2000;
AKINSULIRE et al., 2007; OKWU; NNAMDI, 2011); cicatrizante (NAYAK; MARSHALL,
ISITOR, 2010); antinociceptiva (IGWE; AKUNYILI, 2005; NGUELEFACK et al., 2006;
OJEWOLE, 2005); antidiabética (OJEWOLE, 2005); imunossupressora e antialérgica (CRUZ
et al., 2008; CRUZ et al., 2012) e atividade leishmanicida (MUZITANO et al., 2006, 2011).
Além disso, atividades anticancerigena, neuroldgica (sedativa e relaxante muscular),
hipoglicemiante e hipolipidémica tém sido citadas na literatura (MAHATTA et al., 2012;
OGBONNIA; ODIMEGWU; ENWURU, 2008; SALAHDEEN; YEMIATAN, 2006;
YEMIATAN; SALAHDEEN, 2005).

O potencial anti-inflamatdrio de B. pinnatum foi descrito por Gupta; Lohandi; Arora
(2010) que avaliaram diferentes extratos (aquoso, em éter de petréleo, cloroférmico, em
acetona e metandlico) das folhas e fracdes enriquecidas de alcaloides e flavonoides, através
do modelo de inflamacdo por edema de pata induzido por formaldeido, e demonstraram um
significante efeito do extrato metandlico. O extrato aquoso também reduziu
significativamente o edema de pata induzido por albumina com efeito dependente da dose e
do tempo (OJEWOLE, 2005).

B. pinnatum tem sido alvo de estudo da atividade antioxidante in vitro (GUPTA,;
BANERJEE, 2011; HARLALKA; PATIL; PATIL, 2007; JAIN et al., 2010). Gupta; Banerjee
(2011) aperfeicoaram o processo de extracdo de substancias fendlicas e avaliaram a atividade
antioxidante pelos métodos do DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrazila), FRAP (poder
antioxidante de reducdo do ferro) e ABTS (2,2"-Azinobis-3-etilbenzotiazole-6-sulfonato),
demonstrando uma significante correlacdo com os teores de fendis totais. Harlalka; Patil; Patil
(2007) relataram que a acédo protetora do extrato aquoso contra nefrotoxicidade induzida por
gentamicina estava relacionada com a atividade antioxidante (sequestro de radicais livres).

Akinsulire e outros (2007) investigaram a atividade antimicrobiana nas folhas de B.
pinnatum, utilizando como solvente extrator &gua, metanol e bebidas alcodlicas e o sumo das
folhas obtido por processo mecénico. Os extratos foram ativos contra bactérias Gram-
negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebisiella pneumoniae, Shigella
flexneri, Salmonela paratyphi e Citrobacter spp) e Gram-positivas (Staphylococcus aureus,

Enterococcus faecalis e Bacillus subtilis). Akinpelu (2000) comprovou a atividade
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antimicrobiana utilizando o extrato metanodlico 60% das folhas que inibiu o crescimento de
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Shigella dysenteriae e Staphylococcus
aureus na concentracao de 25mg/mL.

Diversas substancias ja foram isoladas e identificadas em diferentes extratos e
fracOes e apresentaram potenciais farmacolégicos (AFZAL et al., 2012; CHOI, 2012; HAM et
al., 2012 MEDEIROS et al., 2007; TATSIMO et al., 2012; OKWU; NNAMDI, 2009, 2011,

OTUKI et al., 2005). Algumas das substancias ativas presentes na espécie estdo apresentadas

na Tabela 5.

Tabela 5. Exemplos de metabdlitos especiais bioativos isolados de Bryophyllum pinnatum.

Substancia (estrutura)

Nome / Classe /
Atividade biologica

Referéncias
bibliogréaficas

HO 0 O OH

OH O

HO

O=Gilc=Rha

OH O

a-Amirina
Triterpeno pentaciclico
Anti-inflamatdria

Quercetina
Flavonoide (flavonol)
Anti-inflamatoria
Antioxidante
Antimicrobiana

Canferol
Flavonoide (flavonol)
Anti-inflamatéria
Antioxidante
Antimicrobiana

Luteolina
Flavonoide (flavona)
Anti-inflamatéria
Antioxidante
Antimicrobiana

Rutina

Flavonoide (flavonol) glicosilado

Anti-inflamatéria
Antioxidante
Antimicrobiana

OTUKI et al., 2005
SIDDIQUI et al., 1989

GOKBULUT etal., 2013
GARCIA-MEDIAVILLA et
al., 2007
MUZITANO et al., 2006

GARCIA-MEDIAVILLA et
al., 2007
GOKBULUT etal., 2013
MUZITANO et al., 2006

MAJAZ et al., 2011
GOKBULUT etal., 2013
BALAMURUGAN;
KARTHIKEYAN, 2012

MAJAZ et al., 2011
GOKBULUT et al., 2013
LEE et al., 2013
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Tabela 5 (continuacdo). Exemplos de metabdlitos especiais bioativos isolados de

Bryophyllum pinnatum.

Substéncia (estrutura)

Nome / Classe /
Atividade biologica

Referéncias bibliogréficas

a-Rhamnoisorobina
Flavonoide (flavonol)
glicosilado
Antioxidante
Antimicrobiano

Stigmast-4, 20 (21), 23-
trieno-3-ona
Derivado esteroidal
Anti-inflamatoria
Analgésica

5 -Metil 4°5,7-
trihidroxiflavona
Flavonoide
Antimicrobiana

4", 3,5, 7-tetrahidroxi 5—
metil 5"-propenamina
antocianidina
Flavonoide
Antimicrobiana

1 - Etenoamina 7 — hex —
1-ino-5-o0na
fenantreno
Alcaloide
Antimicrobiana

Bufadienolideo-1, 3, 5-
ortoacetato
(Bryophyllina A)
Heterosideo esteroidal
(bufadienolideo)
Cicatrizante

TATSIMO et al., 2012

AFZAL etal., 2012

OKWU; NNAMDI, 2011b

OKWU; NNAMDI, 2011b

OKWU; NNAMDI, 2011a

BISWAS et al., 2011
NAYAK; MARSHALL;
ISITOR, 2010

Fonte: O autor (2013).
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Com relacdo as folhas de B. pinnatum ja foi relatada a presenca majoritaria de
flavonoides (livres e glicosilados), saponinas e alcaloides, sendo os flavonoides a principal
classe quimica do género Bryophyllum (CRUZ et al., 2011; OKWU; JOSIAH, 2006).
Muzitano e outros (2011) avaliaram a influéncia das condicGes de cultivo, estacdo do ano e
método de extracdo sobre a concentracdo de flavonoides encontrada em extratos aquosos de
B. pinnatum e demonstraram que o contetido flavonoidico é potencializado quando a planta é
mantida sobre maior exposi¢cdo a luz solar e coletada nos periodos do ano em que ha maior
incidéncia de radiacdo solar (verdo e primavera).

Outros metabdlitos e substancias diversas estdo presentes na espécie:
bufadienolideos, que sdo heterosideos esteroidais; esteroides e heterosideos/glicosideos;
triterpenoides; derivados fendlicos além dos flavonoides, como fenilpropanoides, acidos
fenolcarbénicos, antocianidinas e taninos; policetideos/hidrocarbonetos; alcoois simples;
acidos organicos, macroelementos (Mg, Ca, P, Na, K), microelementos (Fe e Zn), além de
vitaminas, riboflavinas, tiaminas e niacinas (ALMEIDA; MUZITANO; COSTA, 2006;
LORENZI; MATOS, 2008; MAJAZ et al., 2011; OKWU; JOSIAH, 2006).

Afzal e outros (2012) isolaram cinco substancias das folhas de B. pinnatum, sendo o
derivado esteroidal estigmast-4,20(21),23-trien-3-ona inédito (Tabela 5). Essa substancia (300
mg/kg) e o extrato aquoso (400 mg/kg) demonstraram atividade anti-inflamatdria em modelo
de inflamac&o aguda de edema de pata induzido por carragenina. A atividade anti-inflamatoria
de B. pinnatum pode ser atribuida a presenca deste derivado esteroidal e de outros
constituintes quimicos, como o triterpeno o-amirina e os flavonoides quercetina, canferol,
rutina e luteolina (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009; OTUKI et al., 2005).

Diversos flavonoides presentes em B. pinnatum (KAMBOJ; SALUJA, 2009; MAJAZ
et al., 2011) possuem atividade antioxidante, por exemplo, quercetina, quercitrina, canferol,
luteolina e rutina (Tabela 5) (CHOI, 2012; CORREIA et al., 2013; GOKBULUT et al., 2013;
HAM et al., 2011; NIMALA; RAMANATHAN, 2011; SUN et al., 2011). Tatsimo e outros
(2012) obtiveram sete derivados canferdis ramnosideos com atividades antioxidante e
antimicrobiana que foram isolados do extrato de acetato de etila: canferitrina, canferol 3-O-a-
L-(2-acetil)-ramnopiranosideo-7-O-a-L-ramnopiranosideo,  canferol  3-O-a-L-(3-acetil)-
ramnopiranosideo-7-O-a-L-ramno-piranosideo, canferol 3-O-a-L-(4-acetil)-ramnopiranosideo
-7-O-a-L-ramnopiranosideo, canferol 3-O-a-D-glicopiranosideo-7-O-a-L-ramnopiranosideo,
afzelina e a-ramnoisorobina (Tabela 5).

O potencial antimicrobiano foi demonstrado em diversas substancias isoladas de B.

pinnatum, sendo esta acdo atribuida principalmente aos constituintes fendlicos, especialmente
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a flavonoides como quercetina, canferol, rutina e luteolina, principal classe quimica do género
Bryophyllum (CRUZ et al., 2011; GOKBULUT et al., 2013; KUETE et al., 2008; OKWU,;
JOSIAH, 2006). Okwu; Nnamdi (2011b) isolaram dois novos flavonoides de B. pinnatum
com potencial antimicrobiano: 5 -metil 4°,5,7-trihidroxilflavona e 4°,3,5,7-tetrahidroxi 5-
metil 5 -propenamina antocianidina (Tabela 5) que demonstraram inibicdo sobre
Pseudomonas aeruginosa, Klebisiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Candida albicans e Aspergillus niger. Okwu; Nnamdi (2011a) isolaram um alcaloide
fenantreno, com potencial antimicrobiano, identificado como 1-etanamino 7 hex-1-ino-5-ona
fenantreno (Tabela 5) que foi ativo contra 0s microrganismos descritos anteriormente.
Constituintes de B. pinnatum, tais como kapinnatosideo, um canferol diglicosidico,
identificado como canferol 3-O-a-L-arabinopiranosil (1->2) a-L-ramnopiranosideo, o
flavonol glicosilado quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil (1->2) o-L-ramnopiranosideo, a
flavona glicosilada 4"-5-dihidroxi-3",8-dimetoxiflavona 7-0-B-D-glicopiranosideo, quercetina
e quercitrina foram descritos por acdo leishmanicida (Muzitano et al., 2006, 2011). Além
disso, foram isoladas e identificadas substancias triterpénicas como briofilol, briofolona,
briofolenona, briofinol e dois derivados fenantrenos das folhas frescas de B. pinnatum
(BISWAS et al., 2011, SIDIQQUI et al., 1989). Almeida; Muzitano; Costa (2006) isolaram do
extrato etandlico um alcool vinilico diglicosilado, 1-octeno-3-O-a-L-arabinopiranosil-(1->6)-
B-glicopiranosideo, substancia que atua como atrativo para polinizadores e como sinalizador

de defesa contra herbivoria.

2.8 ASPECTOS GERAIS DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A producdo de energia nas mitocondrias de células eucarioticas, através da respiracao
aerdbica, gera, além de energia, diversos outros compostos, dentre eles destacam-se 0s
radicais livres, moléculas ou fragmentos de moléculas com um ou mais elétrons
desemparelhados em orbitais atbmicos ou moleculares, derivados do metabolismo oxidativo,
altamente reativas e instaveis, com meia-vida que pode variar de nano-segundos a horas
(SOSA et al., 2013; VALKO et al., 2007).

A presenca das espécies reativas em material bioldgico foi detectada pela primeira vez
na década de 1950 e foram associadas aos danos do organismo (DROGE, 2002). No entanto,
sabe-se que, em situacOes fisioldgicas, os radicais livres, através do seu efeito oxidativo,

também exercem fungdes vitais em eventos fisiologicos (p.ex.: controle do ténus vascular e da
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pressdo de oxigénio) e eventos celulares (p.ex.: autofagia, transducdo de sinais, ativacéo
enzimatica, traducgdo e transcrigdo). Os radicais livres também s&o gerados através de fontes
externas ao organismo, como a radiacdo UV, substancias quimicas e exercicio fisico
(DROGE, 2002; LI; ISHDORJ; GIBSON, 2012; SOSA et al., 2013).

Os radicais livres podem ser classificados em quatro grupos, de acordo com o
principal atomo envolvido: espécies reativas de oxigénio (ERO), espécies reativas de
nitrogénio (ERN), espécies reativas de enxofre (ERS) e espécies reativas de cloreto (ERC). As
ERO sdo as mais abundantes e podem ser do tipo radicalar, como o superoxido (O;"),
hidroxila (OH"), peroxila (ROO’) e alcoxila (RO); e nao-radicalar, como o peroxido de
hidrogénio (H20,) e oxigénio (O,). O dano gerado pelos radicais livres (estresse oxidativo)
depende de suas concentragdes intracelulares, as quais sdo determinadas pelo balango entre
suas taxas de producdo e eliminacdo (equilibrio redox) (BARREIROS; DAVID; DAVID,
2005; LI; ISHDORJ; GIBSON, 2012; SOSA et al., 2013).

O estresse oxidativo ocorre quando o equilibrio redux, ou seja, o balanco entre
espécies quimicas “pro-oxidantes” e “antioxidantes” ¢ alterado. Através de mecanismos
complexos, o estresse oxidativo causa danos diversos, principalmente em moléculas de DNA,
RNA, lipideos e proteinas, culminando em patologias, como doencas neurodegenerativas
(p.ex.: Alzheimer e Parkinson), doencas inflamatorias (p.ex.: artrite), doencas
cardiovasculares, alergias, disfun¢fes imunoldgicas, hemorragias, catarata, envelhecimento
acelerado e cancer (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2005; DROGE, 2002; SOSA et al.,
2013; VALKO et al., 2007).

Os organismos Vvivos se adaptaram a presenca e acdo dos radicais livres desenvolvendo
complexos mecanismos, enzimaticos e ndo enzimaticos, contra o estresse oxidativo: de
prevencdo, de reparo dos danos, de defesa fisica e antioxidantes. Substancias antioxidantes,
por exemplo, desempenham papel tanto por acdo direta como na manutencao do equilibrio
redox (LI; ISHDORJ; GIBSON, 2012; VALKO et al.,, 2007). De acordo com Halliwell
(2001), os antioxidantes sdao “qualquer substancia que, quando presente em baixa
concentracdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne
significativamente a oxidacdo do mesmo” (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2005; LI,
ISHDORJ; GIBSON, 2012; SOSA et al., 2013).

O mecanismo classico de acdo antioxidante consiste em neutralizar os radicais livres ja
formados, impedindo assim que exercam seu efeito oxidativo. Essa neutralizacdo, ou

sequestro de radicais livres, pode ser realizado de diferentes formas, como através da doacgéo
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de elétrons, sendo representada pela reacdo (1) que ndo abrange todos os fatores que
determinam a atividade antioxidante de uma substancia, dentre os quais a reatividade do
antioxidante frente o radical, a estequiometria da reacdo, a lipossulubilidade da substancia e a
ocorréncia de reacdes secundarias (LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013; OLIVEIRA et
al., 2009). Além disso, os antioxidantes atuam contra o estresse oxidativo através da
prevencdo da formacao de radicais livres e das cadeias de autoxidagdo, do poder redutor, da
capacidade de complexar com metais, do sinergismo com outros agentes antioxidantes, da
inibicdo de enzimas pro-oxidantes e no reparo dos danos causados (LI; ISHDORJ; GIBSON,
2012; MAGALHAES et al., 2008; VALKO et al., 2007).

AH+RL 2> A +RLH 1)
Onde, AH representa o antioxidante e RL o radical livre.

Os antioxidantes podem ser enddgenos, naturais e sintéticos. Os antioxidantes
enddgenos podem ser enzimas (p.ex.: superéxido desmutase/SOD, catalase/CAT e glutationa
peroxidase/GPX) ou micromoléculas (p.ex.: glutationa, acido drico e diversos aminoacidos),
enguanto os naturais podem ser encontrados em espécies vegetais (p.ex.:. carotenoides,
flavonoides, resveratrol e outras substancias fenolicas; acido ascorbico e tocoferdis). N-
acetilcisteina, selenium e butil hidroxitolueno sdo exemplos de antioxidantes sintéticos
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2005; SOSA et al, 2013; VALKO et al, 2007).

As vitaminas sdo conhecidamente substancias antioxidantes e tem sido sugerido que a
ingestdo diaria de doses consideraveis para o combate e prevenc¢do de varias doengas, como
cardiovasculares e alguns tipos de cancer. O acido ascérbico ou vitamina C é mais encontrado
no nosso organismo na forma de ascorbato, desempenha papéis metabdlicos fundamentais e
atua como agente redutor. O B-caroteno, dentre os carotenoides, é a principal fonte de
vitamina A e também possui caracteristicas lipofilicas com sistema de ligacGes duplas
conjugadas, atua principalmente como desativador de oxigénio singleto ou como sequestrador
de radicais peroxila (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2005; FUCHS-TARLOVSKY, 2013).

A atividade antioxidante de plantas medicinais geralmente esta associada & presenca
de substancias fendlicas devido a sua capacidade de complexar com metais € a sua reatividade
como doador de H ou elétrons, levando a formagdo de radicais estaveis (CHOUHAN;
SINGH, 2011; CORREIA et al., 2013). Os flavonoides, por exemplo, possuem estrutura ideal

para o sequestro de radicais livres, com potencial antioxidante maior do que as vitaminas C e
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E. Existem cinco fatores principais que determinam e influenciam a atividade antioxidante
dos flavonoides: reatividade como doador de H e elétrons (hidroxilas); estabilidade do radical
flavonoila formado (ressonancia) (Figura 10); capacidade de complexar com metais (grupos
orto-difendlicos); reatividade frente a outros antioxidantes e afinidade com as membranas
bioldgicas (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2005). Além disso, os flavonoides exercem
inibicdo sobre enzimas pré-oxidantes, como xantina oxidase, mieloperoxidase e lipoxigenases
(SADIK; SIES; SCHEWE, 2003).

Figura 10. Deslocalizagdo do elétron desemparelhado pelo radical flavonoila.

Fonte: Barreiros; David; David (2005).

Diversos tipos de flavonoides possuem atividade antioxidante: estilbenos (p.ex.:
resveratrol); chalconas (p.ex.. naringenina-chalcona); flavanonas (p.ex.: naringenina);
flavonas (p.ex.: apigenina e luteolina); flavondis (p.ex.: canferol e quercetina); flavonoides
heterosideos (p.ex.: rutina e naringina); biflavonoides; isoflavonoides; além de antocianidinas
(p.ex.: cianidina e sua forma 3-glicosilada), catequinas, antraquinonas e antronas
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2005; CAO; SOFIC; PRIOR, 1997; CORREIA et al.,
2013; DEWICK, 2009; GONTHO et al., 2012; SADIK; SIES; SCHEWE, 2003; SUN et al.,
2012; YEN; DUH; CHUANG, 2000).

Diversos métodos para avaliar a atividade antioxidante de produtos naturais, ou
substancias sintéticas tém sido usados em pesquisa. O mecanismo de reacdo, as espécies-alvo,
as condicdes reacionais e a forma de expressdo dos resultados variam entre os diferentes
ensaios, de modo que ndo existe um procedimento universal e a comparacgdo dos resultados

entre 0s métodos ndo pode ser feita em valores absolutos (OLIVEIRA et al., 2009). Na
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escolha do(s) ensaio(s) a ser(em) realizado(s) é crucial o conhecimento da amostra a ser
analisada e dos fundamentos quimicos e/ou biolégicos envolvidos no ensaio (MAGALHAES
et al., 2008; MOON; SHIBAMOTO, 2009).

As metodologias para avaliacdo do potencial antioxidante podem ser divididas em
ensaios quimicos (in vitro) e bioldgicos (cultura de célula e in vivo). Os ensaios quimicos
podem ser separados em quatro tipos principais, de acordo com 0 mecanismo antioxidante
avaliado: a) Sequestro de radicais livres estaveis, como DPPH' (2,2-Difenil-1-picrilhidrazila)
e ABTS" [2,2"-Azinobis-(3-etilbenzotiazole-6-sulfonato)]; b) Poder de redugdo de ions
metalicos, como Fe** e Cu?*; ¢) Métodos competitivos (utilizagdo de sondas), como o ensaio
“TRAP — total peroxyl radical-trapping antioxidante parameter assay”; d) Inibi¢cdo da
oxidacdo lipidica, como 0 método com &cido tiobarbitdrico (TBA) e o da cooxidag¢ao do -
caroteno/4cido linoleico (ALVES et al., 2010; HUANG; OU; PRIOR, 2005; LOPEZ-
ALARCON; DENICOLA, 2013; MOON; SHIBAMOTO, 2009).

Os resultados obtidos através de ensaios in vitro ndo podem ser extrapolados para
situac@es in vivo, uma vez que a acdo dos antioxidantes ndo se limita ao sequestro de radicais
livres, mas também envolve outros mecanismos como a suprarregulacdo de enzimas
antioxidantes e modulacdo de sinalizacdo redox nas células. Desse modo, sdo necessarios
testes in vivo e celulares. Diversos estudos tém comparado os diferentes ensaios de atividade
antioxidante e discutido a complexidade, padronizagdo, relevancia e condicOes para
estrapolacdo dos resultados, deixando evidente que o uso improprio de técnicas tem gerado
resultados questionaveis (CAROCHO; FERREIRA, 2013; HUANG; OU; PRIOR, 2005;
LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013; MAGALHAES et al., 2008; PINCHUK et al.,
2012).

O método de avaliacdo da atividade antioxidante frente ao radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila (DPPH’) tem sido muito utilizado preliminarmente na pesquisa com produtos
naturais por ser um método simples e altamente sensivel. Este ensaio avalia a capacidade de
sequestro de radicais livres, tendo como mecanismo reacional a transferéncia de elétrons do
antioxidante para o radical, acompanhada pela abstracdo de um atomo de hidrogénio (Figura
11) (OLIVEIRA et al., 2009). E um método colorimétrico no qual, na presenca do
antioxidante, o DPPH', cuja coloracdo é violeta devido a sua capacidade de deslocalizacao
eletronica, é reduzido gerando sua forma estavel DPPH-H (2,2-difenilpicril-hidrazina), cuja
coloracdo é amarela. O DPPH" absorve a radiacdo proximo a 520 nm e sua redugdo pelo

antioxidante, que resulta na alteracio da coloracdo da solucdo, é monitorada
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espectrofotometricamente pelo decaimento da absorvancia (ALVES et al., 2010; CAROCHO;
FERREIRA, 2013; MOON; SHIBAMOTO, 2009).

Figura 11. Reacdo quimica entre o radical DPPH' e quercetina (flavonoide antioxidante).
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Fonte: Adaptado de Oliveira e outros (2009).

Existem algumas metodologias para avaliagdo do poder antioxidante de reducdo de
ferro (FRAP) ou poder de reducdo, em que se mede a capacidade da amostra de doar elétrons
ao ferro e assim, transformar Fe** em Fe®* (LIM; LIM; TEE, 2007). O poder de reducdo de
uma amostra é um forte indicativo de potencial antioxidante (GULCIN et al., 2007). Oyaizu
(1986) propde um ensaio para avaliacdo do FRAP em que o ferro da reacdo é proveniente do
ferrocianeto de postéssio [KsFe(CN)g]. Nesse ensaio, a coloracdo amarela inicial da solugéo
muda para diferentes tons de verde e azul, dependendo do poder redutor da amostra. Essa
alteracdo na coloracdo ocorre & medida que o complexo férrico/ferrocianeto [Fe(CN)g>] é
reduzido & forma ferrosa [Fe(CN)s*] que, ao sofrer a adicdo de Fe®*" (proveniente do FeCls)
forma o complexo azul prussiano de Perl, Fe[Fe(CN)s], que possui forte absor¢do em 700
nm, permitindo que a reacdo seja monitorada espectrofotométricamente. Quanto maior o
FRAP, maior sera a absorvancia da solugdo (CHUNG et al., 2002; GULCIN, 2006; GULCIN
etal., 2007; PHOSRITHONG et al., 2012).

O método de avaliagdo da atividade antioxidante utilizando o sistema de cooxidacéo
B-caroteno/acido linoléico foi originalmente descrito por Marco (1968) e modificado por
Miller (1970). Outras modificacbes foram realizadas para transferéncia do ensaio para
microplacas (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006; KOLEVA et al., 2002; PRIETO et al., 2012).
Esse método permite avaliar a capacidade de determinada substancia de inibir a formacéo
e/lou sequestrar os radicais livres gerados na oxidacdo do &cido linoléico (peroxidacao
lipidica). Consiste na formacdo de uma emulsdo entre a agua e o acido linoléico, emulsionada

pelo Tween (polisorbato), que contém o B-caroteno. O 4cido linoléico, na presenca de ERO e
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O,, forma radicais peroxila (LOO") que, por sua vez, reagem com o [3-caroteno, oxidando-o e
reduzindo sua quantidade no meio, resultando na perda gradual da coloragcdo alaranjada
caracteristica e queda na absorvancia. A presenca de um antioxidante na solucdo inibe a
peroxidacdo lipidica e/ou compete com o PB-caroteno pela reducdo dos radicais peroxila,
consequentemente inibe ou reduz o clareamento da solucéo (Figura 12) (ALVES et al., 2010;
MOON; SHIBAMOTO, 2009).

Figura 12. Sistema de cooxidacao B-caroteno/acido linoléico na presenca de um antioxidante.
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Fonte: Adaptado de Moon; Shibamoto (2009).

A Bioautografia € uma técnica empregada na avaliacdo de diferentes atividades
bioldgicas (p.ex.: antibacteriana e antifingica). Com relacdo a atividade antioxidante, pode-se
utilizar o radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) como reagente em cromatografia
em camada delgada (CCD). Os fitoconstituintes sdo separados nas placas de CCD e em
seguida é realizada a aplicacdo do reagente. Paralelamente, placas com as mesmas amostras
podem ser reveladas com reagentes especificos para relacionar a presenca de determinados
metabolitos especiais com a atividade antioxidante (COLEGATE; MOLYNEUX, 2007).

2.9 ASPECTOS GERAIS DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

As infeccbes podem ser causadas por bactérias, fungos, virus e parasitas, e 0 quadro
infeccioso se instala devido a uma interagdo complexa entre microrganismo patogénico,
hospedeiro e o ambiente (HEMAISWARYA, 2008). Em todo o mundo, principalmente nos
paises em desenvolvimento, 0s microrganismos sao problemas sérios para a atencdo a salde.

Por exemplo, as bactérias Gram-positivas (Staphylococci e Streptococci) sdo consideradas
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como as principais causas de morbidade e mortalidade, ocasionando infeccéo respiratoria e
sepse (APPELBAUM; JACOBS, 2005; COELHO DE SOUZA et al., 2004).

A descoberta dos agentes antimicrobianos foi de suma importancia para a
humanidade, erradicando diversas infeccbes que acometiam a populacdo no passado. As
sulfonamidas e a penicilina revolucionaram a pratica médica, reduzindo drasticamente a taxa
de mortalidade em decorréncia de infecgbes bacterianas (BUTLER; BUSS, 2006;
HEMAISWARYA, 2008). Apesar da disponibilidade dos agentes antimicrobianos, o
surgimento de cepas resistentes aos antibioticos dificulta o tratamento das infeccOes
microbianas e constitui um problema de satde publica (BUMANN, 2010). Neste sentido, a
descoberta de novas fontes de antimicrobianos constitui uma estratégia para o controle de
infeccdes por microrganismos resistentes (APPELBAUM; JACOBS, 2005).

Desde a antiguidade, as plantas tém utilizadas para tratar doencas infecciosas
comuns. Por exemplo, o eucalipto (Eucalyptus spp.) é usado como antisséptico e em afeccBes
das vias respiratdrias, o ipé-roxo (Handroanthus impetiginosus) para afeccGes da pele e como
bactericida e a romanzeira (Punica granatum) no tratamento de diarréias de origem bacteriana
e parasitaria. Outras plantas com amplos espectros de a¢do, como erva-cidreira-verdadeira
(Melissa officinalis) e alho (Allium sativum) constituem opcOes na terapéutica das infecgdes
(ABRAO, 2010; RIOS; RECIO, 2005).

Diversas espécies vegetais tém sido foco de estudos de prospeccdo de atividade
antimicrobiana. Singh e outros (2006) estudaram Plagiochasma appendiculatum e
confirmaram potencial antibacteriano contra Streptococcus pneumoniae e Enterobacter
aerogenes; potencial antifangico contra Candida albicans e Cryptococcus albidus; além de
acdo cicatrizante em feridas, por ser ativa contra bactérias comuns em infeccGes, como
Escherichia coli e Proteus mirabilis. Kuete e outros (2009) investigaram atividade
antimicrobiana em casca de Ficus ovata e os resultados obtidos indicaram atividade no extrato
metandlico, em fracdes enriquecidas e substancias isoladas, destacando-se inibicdo de
Streprococcus faecalis, Candida albicans e Microsporum audouinii.

Machado e outros (2003) avaliaram a atividade antimicrobiana de 14 espécies de
plantas brasileiras utilizadas no tratamento de doengas infecciosas na medicina tradicional. Os
extratos de Punica granatum e Tabebuia avellanedae foram ativos contra Sthapylococcus
aureus. Na avaliacdo contra Neisseria gonorrhoeae, Shokeen e outros (2005) demonstraram
que extratos de Ocimum sanctum, Drynaria quercifolia e Annona squamosa foram ativos.

Aloysia triphylla, Anthemis nobilis, Cymbopogon martini, Cymbopogon winterianus, Cyperus



40

articulatus, Lippia alba, Mentha arvensis e Mikania glomerata sdo exemplos de plantas
brasileiras que possuem atividade confirmada contra o fungo Candida albicans.

A prevaléncia de doencas infecciosas nas plantas em seu ambiente natural € muito
baixa, deixando claro que possuem um mecanismo de defesa contra 0s microrganismos muito
eficiente, exercido principalmente através dos produtos do seu metabolismo secundério
(HEMAISWARYA, 2008). Os metabdlitos especiais (e alguns priméarios) com potencial
antimicrobiano, geralmente sdo denominados como fitoalexinas (COWAN, 1999), destacando
oOleos essenciais (SILVA et al., 2009), terpenoides como alguns diterpenos (EL-SEEDI et al.,
2002), triterpenos (KATERERE et al., 2003; LASISI et al., 2012), lactonas sesquiterpénicas
(LIN et al., 2003), estilbenos, flavonoides e polifendis (KATERERE et al., 2012; OKWU,
NNAMDI, 2011b; SOHN et al., 2004), naftoquinonas (MACHADO et al.,, 2003) e
antraquinonas (LIU; SUN, 2007), que sdo derivados quinbnicos. Além disso, atividade
antimicrobiana tem sido atribuida aos taninos, saponinas, cumarinas e alcaloides (ALIYU et
al., 2011; HEMAISWARYA, 2008; LASISI et al., 2012).

Extratos obtidos de diversas espécies da familia Crassulaceae, bem como
constituintes isolados tém demonstrado potencial antimicrobiano (AKINSULIRE et al., 2007;
ANISIMOV et al., 2009; NWADINIGWE, 2011). Silva e outros (2009) relataram potencial
antimicrobiano no 6leo essencial obtido das partes aéreas de Kalanchoe brasiliensis Cambess
frente a cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA). Flavonoides e
alcaloides do género Bryophyllum apresentaram atividade antimicrobiana (OKWU;
NNAMDI, 2011a, 2011b).

Os principais mecanismos pelos quais os constituintes antibacterianos agem contra
microrganismos sdo: afetam a sintese da parede celular, causando lise e morte; danificam a
membrana citoplasmatica, afetando o seu funcionamento e causando o extravasamento de
conteddo intracelular; afetam sintese de acidos nucléicos, por diferentes mecanismos,
impedindo sua replicacéo; afetam a funcdo ribossomal e a sintese proteica e a sintese de acido
félico (APPELBAUM; JACOBS, 2005; BURT, 2004).

Os principais microrganismos utilizados em testes de suscetibilidade sdo: Bacillus
cereus, Bacillus subtillis, Chlamydia pneumonia, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus (resistente a meticilina), Staphylococcus aureus meticilina-resistente
(MRSA), Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus resistente a
vancomicina (VRE), Pseudomonas aeruginosa, Helicobacter pylori e Candida albicans
(DUARTE et al., 2005; MAHADY et al., 2008). Além disso, sdo avaliados microrganismos
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relacionados a doengas sexualmente transmissiveis como Neisseria gonorrhoeae (SHOKEEN
et al., 2005).

Os testes de atividade antimicrobiana séo classificados como método de difuséo, de
diluicdo ou bioautograficos. A abordagem dos ensaios no teste de suscetibilidade aos
antimicrobianos (TSA) é descrita nos itens abaixo:

1) de triagem ou screening utilizando o método de difusdo em &gar possui como
vantagens a rapidez, baixo custo e possibilidade de analisar diversas amostras; ndo €
recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), ndo tendo assim,
muita importancia cientifica; porém é exigido pelo Food and Drug Administration (FDA),
sendo importante quando se tratar de desenvolvimento e inovagdo de produtos (BURT, 2004;
OSTROSKY et al., 2007).

2) de determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM), empregando o teste
de microdiluigdo € um ensaio exigido pelo CLSI e FDA (BURT, 2004).

A atividade antimicrobiana de extratos vegetais é determinada principalmente pela
concentracdo inibitoéria minima (CIM) que é definida como a menor concentracdo do extrato
ou da substancia que efetivamente inibe o crescimento do microrganismo, ou que mantém ou
reduz a viabilidade do in6culo. Outro pardmetro utilizado é a concentracdo bactericida
minima (CBM), que é a concentracdo em que 99,9% ou mais do inoculo inicial € morto, de
modo que 0 microrganismo nao cresce, e ndo forma cultura quando o meio do teste de CIM é
aplicado no 4gar; caso o microrganismo ndo cresca, mas forme cultura quando aplicado no
agar a atividade € considerada bacteriostatica (BURT, 2004; OSTROSKY et al., 2007).

2.10 PROCESSOS INFLAMATORIOS E PRODUTOS NATURAIS

Ao longo do tempo, o sistema imune dos mamiferos atraves dos processos de
evolugdo e adaptacdo desenvolveu diversas ferramentas para se defender de agentes e
processos danosos ao organismo (ALI et al., 1997). Neste sentido, a inflamacéo € um termo
usado para descrever uma série de respostas de tecidos vascularizados, que podemos definir
como um conjunto de manifestacdes hemodindmicas, interacdes celulares e atividade de
fatores soluveis, que constituem uma resposta protetora imediata do sistema imune a algum
tipo de agressdo ao organismo (LARSEN; HENSON, 1983).

O primeiro passo na cadeia integrada de reagcGes mediadas pelo sistema imune envolve

0 reconhecimento do estimulo agressor como microrganismos e substancias quimicas que
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desencadeiam as reacGes do processo inflamatério, através da producdo e liberacdo de
mediadores quimicos: histamina; prostaglandinas, tromboxanas e leucotrienos; fator de
ativacdo plaquetaria; bradicinina; oxido nitrico; neuropeptidios e citocininas (COUTINHO;
MUZITANO; COSTA, 2009). Cada tipo de estimulo ativa um padrdo caracteristico de
resposta por parte do sistema imune, dependendo dos componentes de reconhecimento e
mediadores produzidos (ALl et al., 1997; SILVA; CARVALHO, 2004).

O processo inflamatorio como um todo, passa por trés fases distintas: Fase transitdria
aguda (vasodilatacdo local e aumento da permeabilidade vascular); Fase subaguda (infiltragdo
dos leucdcitos e células fagocitérias); Fase proliferativa cronica (degeneracdo tecidual e
fibrose) (SILVA; CARVALHO, 2004). Os sinais cardinais da inflamag&o — calor, rubor, dor e
edema — sdo consequéncia dos efeitos mediados sobre a circulacdo sanguinea no local,
permeabilidade vascular, infiltracdo de leucdcitos e liberacdo de agentes indutores de dor. A
perda de funcdo do tecido vascularizado afetado pela inflamagdo também é considerada um
sinal cardinal adicional, porém como isso ird ocorrer depende muito do tipo de tecido em
questdo e do processo inflamatério em si (ALl et al., 1997; LARSEN; HENSON, 1983).

A pele tem como principal funcdo proteger o organismo de estimulos nocivos,
exercendo inclusive protecdo imunoldgica. Os queratindcitos sdo células epidérmicas que
produzem mediadores pro-inflamatdrios (p.ex., IL e TNF) e constituem a primeira linha de
defesa do sistema imune cutaneo, sendo ativados por diversos estimulos. Outras células, como
fibroblastos e macrdfagos, localizados nas camadas da pele, também exercem essa atividade
de producdo de mediadores da inflamacdo que direcionam as células de defesa, linfocitos e
leucdcitos fagocitarios. Esse sistema permite respostas rapidas e efetivas a estimulos nocivos
que acometam a pele (ALl et al., 1997; KUPPER, 1990; WILLIAMS; KUPPER, 1996).

As células de defesa fagocitam e liberam substancias toxicas (p.ex. ERO) e enzimas
proteoliticas, destruindo assim o agente agressor bem como partes do tecido hospedeiro (ALI
et al., 1997). A extensdo e a gravidade dessas alteracfes sdo determinadas pelas condicdes
fisiologicas do hospedeiro e pelo potencial patogénico do agente agressor. Em estado
fisiolégico o processo inflamatorio é benéfico e ndo prejudicial, porém em algumas situacdes
a resposta inflamatdria pode ser exagerada e descontrolada, podendo configurar um quadro de
inflamacéo crénica. Acredita-se que os processos de inflamagéo cronica constituem a base de
diversas doengas, como a artrite reumatoide, cancer e doengas cutdneas como dermatites e
psoriase, necessitando assim de intervengdes terapéuticas (BANGERT et al., 2011;
DEBENEDICTS et al., 2001; MUELLER, 2006; SILVA; CARVALHO, 2004).
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O conhecimento dos mecanismos envolvidos nos processos inflamatdrios promoveu o
desenvolvimento de terapias anti-inflamatérias e diversos agentes terapéuticos estdo
disponiveis para o tratamento (SKINNER, 2005). Os farmacos anti-inflamatorios estao entre
0s mais utilizados pela medicina moderna e alguns tiveram origem de produtos naturais ou
(semi-) sintéticos, como o &cido acetilsalicilico (A.A.S.), um AINE, proveniente do &cido
salicilico obtido de Salix spp (SILVA; CARVALHO, 2004).

Diversas plantas séo utilizadas na Medicina Tradicional para o tratamento de infeccdes
e controle da inflamacdo da pele. Dentre elas podemos citar a arnica (Arnica montana e
Lychnophora passerina), alecrim (Rosmarinus officinalis), bardana (Arctium minus) e
sucupira (Pterodon emarginatus) (ABRAO, 2010; CAPELARI-OLIVEIRA et al., 2011).
Outras espécies, como Rosa multiflora (GUO et al., 2011), Adiantum capillus (HAIDER et
al., 2011), Cordyceps sinensis (YANG et al., 2011) e Handroanthus impetiginosus (BYEON
et al., 2008) também tém apresentado potencial anti-inflamatorio.

As principais classes de metabodlitos especiais que atuam sobre a inflamacgdo séo
produzidas da via do chiquimato (e/ou via mista acetato-chiquimato): A&cidos
fenolcarboxilicos, fendis simples, flavonoides, derivados fenilpropanoidicos, taninos e
cumarinas; além de terpenos, saponinas, esteroides, lignanas e alcaloides (COUTINHO;
MUZITANO; COSTA, 2009; SILVA; CARVALHO, 2004). Diversos derivados
flavonoidicos tém sua atividade anti-inflamatdria descrita na literatura (Figura 14): flavondis
(p.ex. quercetina, canferol e miricetina), flavonas (p. ex. apigenina, luteolina e crisina) e a
isoflavona genisteina exercem efeito anti-inflamatério devido a inibi¢do da PLA,, COX, LOX
e INOS, inibindo a producdo de NO (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009). Moon;
Choi; Kim (2011) relatam a capacidade da naringenina de suprimir a expressao do RNAmM
responsavel pela producdo de TSLP em células MHC-1, uma linfopoietina que atua em
processos inflamatorios e doengas alérgicas como asma e dermatite atdpica.

Os medicamentos anti-inflamatérios topicos vém sendo estudados a mais de 30 anos.
Na Alemanha, a Comissdo E, entidade que regulamenta os medicamentos, ja comprovou
eficacia e validou o uso tradicional de aproximadamente 300 preparacdes fitoterapicas de uso
anti-inflamatorio topico (MEYER et al., 2005). O creme de Matricaria camomila apresentou
atividade anti-inflamatéria semelhante a hidrocortisona. Outros exemplos de plantas
medicinais veiculadas em formulagdes semi-solidas de uso dermatologico foram Arnica
montana, Aesculus hippocastanum, Calendula officinalis, Hypericum perforatum e Salvia
officinalis (DATTNER, 2004; MEYER et al., 2005).
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No Brasil, recentemente foi lancado o Acheflan®, fitoterapico anti-inflamatério de
uso topico, que contém 5,0 mg do Oleo essencial de Cordia verbenacea (erva-baleeira)
(COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009). Cesca e outros (2012) desenvolveram uma
formulacdo semi-sélida de uso topico contendo 0,5 e 1,0% de extrato seco padronizado de
Aleurites moluccana e avaliaram as agdes analgésica, anti-inflamatéria e cicatrizante. Os
resultados foram significativos para as trés atividades, condizendo com as informagdes
etnofarmacoldgicas da espécie.

Os modelos de inflamacgédo in vivo, como edema de pata e de orelha induzido por
agentes flogisticos e pleurisia tém sido utilizados frequentemente nos estudos de atividade
anti-inflamatoria com produtos naturais e sintéticos (WILLOUGHBY, 2003). Especialmente,
0 modelo de edema de orelha é extremamente (til na avaliacdo da atividade anti-inflamatdria
topica, pois € uma metodologia bastante simples e rapida, que requer pequena quantidade de
amostra, apresenta boa reprodutibilidade, fornece resultados rapidos e com elevado grau de
confianca, além de identificar substdncias que tenham a capacidade de penetrar na pele
(GABOR, 2003).

O 6leo de créton é um potente agente irritante obtido da espécie Croton tiglium L.
(Euphorbiaceae) conhecida por sua acio flogistica. E constituido por uma mistura de lipideos,
onde o 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA), agente irritante, € um dos principais
ésteres de forbol presente no 6leo. A aplicacdo topica desse agente esta associada a resposta
inflamatdria, estresse oxidativo, proliferacdo e ativacdo de oncogenes nucleares (GARG et al.,
2008). A aplicacdo unica de 6leo de crdton gera resposta inflamatoria aguda, apresentando
vasodilatacdo, infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares e edema (SARAIVA et al., 2011).

O é&cido araquidénico (AA), um é&cido graxo também utilizado como agente
flogistico, é o substrato das enzimas cicloxigenases (COX) e lipoxigena (LOX), que origina
mediadores da inflamacdo como prostaglandinas (PG) e leucotrienos (LT), respectivamente,
promovendo a formacdo do edema. Nesse modelo, é possivel identificar substancias que
inibem esse metabolismo (CRUMMEY et al., 1987; YOUNG et al., 1984). Outro modelo de
edema de orelha é a dermatite induzida por fenol é um dos modelos animais de dermatite de
contato utilizado para produzir irritagdo imediata. E um modelo de inflamacio cutinea aguda
que mimetiza a dermatite de contato que ocorre em humanos (LIM; PARK; KIM, 2004).
Diversos mecanismos estdo envolvidos na inflamacdo causada pelo fenol decorrentes
principalmente da sua acdo sobre os queratindcitos, como a liberagdo de mediadores pro-
inflamatorios (p.ex.: IL-l1a), metabolitos do AA e espécies reativas de oxigénio (ERO)
(MURRAY et al., 2007; WILMER et al., 1994).
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A capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-nonenemida), constituinte das pimentas do género
Capsicum, promove uma resposta inflamatoria neurogénica, agindo nos receptores vaniloides
(TRPV1), e quando aplicada topicamente, induz a liberacdo de varios mediadores pro-
inflamatdrios que promovem vasodilatacdo e eritema como resposta imediata, seguido da
formagc&o de edema cujo pico maximo é atingido até 30 minutos apos sua aplicacio (GABOR;
2000; KWAK et al., 1998; SZOLCSANYI, 2004; ZEGARSKA et al., 2006). O EPP (etil-
fenil-propiolato) é um éster que promove a liberacdo de mediadores como cininas, serotonina
e prostaglandinas (PGs), causando aumento da permeabilidade vascular e do fluxo sanguineo,
e infiltracdo de leucdcitos (KALE et al., 2007).

2.11 POLITICAS DE PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPICOS NO CONTEXTO
DA PESQUISA CIENTIFICA

No Brasil, a partir de 1980, foram criados diversos instrumentos normativos como
resolucdes e portarias, que tratam a respeito da fitoterapia como interesse popular e
institucional. Em 2006 foram langadas duas politicas nacionais, Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Politica Nacional de Préaticas Integrativas e Complementares no SUS, que vém
fortalecendo a geracdo de conhecimento acerca dos fitoterapicos. Apesar de possuirem
diretrizes diferentes, visam de uma forma geral “garantir a populag¢do brasileira o acesso
seguro € o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos”, além de “promover o uso
sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional”
(Brasil, 2006a, 2006b).

O Ministério da Saude, no cumprimento de suas atribuicGes de coordenacdo do
Sistema Unico de Sadde (SUS) e de estabelecimento de politicas para garantir a integralidade
na atencdo a salde, langou a Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) no SUS que busca atender a necessidade de se conhecer, apoiar, incorporar e
implementar experiéncias que ja vém sendo desenvolvidas na rede puablica de muitos
municipios e estados, entre as quais destaca-se a Fitoterapia. Dentre as diretrizes do PNPIC
para o segmento de ‘“Plantas Medicinais e Fitoterapicos” esta a Diretriz PMF1 - Elaboragédo da
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais e da Rela¢do Nacional de Fitoterapicos (RENISUS).
Essa relagdo de plantas medicinais foi elaborada e consta de 71 espécies com as quais 0 SUS
tem focado seu atendimento e as diretrizes do PNPIC (BRASIL, 2006Db).
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A diretriz PMF 7 do PNPIC — “Incentivo a pesquisa ¢ desenvolvimento de plantas
medicinais e fitoterapicos, priorizando a biodiversidade do pais.” — visa adotar medidas que
dentre varios aspectos, possibilite: 1) Garantir linhas de financiamento nos Ministérios da
Salde, da Agricultura, do Meio Ambiente, da Ciéncia e Tecnologia, nas Fundacbes de
Amparo a Pesquisa, na OMS/OPAS, para pesquisas com as espécies que constam na
RENISUS e para estimulo a producdo nacional, visando assegurar o fornecimento regular ao
mercado interno; 2) Estimular linhas de pesquisa em fitoterapia nos cursos de pds-graduacao
strictu sensu junto as universidades e institutos de pesquisa; 3) Promover pesquisa e
desenvolvimento tecnol6gico, com base no uso tradicional das plantas medicinais, priorizando
as necessidades epidemioldgicas da populacdo, com énfase nas espécies nativas e naquelas
que estdo sendo utilizadas no setor publico e nas organizagdes dos movimentos sociais
(BRASIL, 2006b).

Essa dissertacdo tem sua originalidade, viabilidade, importancia e atualidade
fundamentadas pelo PNPIC e suas diretrizes, pois, envolve a avaliacdo e confirmacdo de
potenciais de acGes farmacologicas de uma espécie medicinal que consta na RENISUS. A
mesma esta inserida nas diretrizes do PNPIC e assim ira contribuir com a concretizacdo dessa
politica. Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken, espécie estudada, € utilizada popularmente no
tratamento de inflamac6es, infecgdes, ferimentos e queimaduras. Diversos constituintes do
metabolismo secundario com atividades anti-inflamatdria, antioxidante e antimicrobiana tém

sido identificados.
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3 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Caracterizar e quantificar constituintes do metabolismo especial e avaliar as
atividades antioxidante, antibacteriana e anti-inflamatoria topica do extrato etandlico e fracoes
das folhas de Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken com intuito de evidenciar cientificamente o
uso popular e contribuir com a melhoria da qualidade de vida da populacdo, além de

direcionar futuros estudos de desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter e fracionar o extrato etandlico das folhas de Bryophyllum pinnatum;

e Caracterizar quimicamente o extrato etandlico e fracdes utilizando marcadores
quimicos da espécie;

e Quantificar os teores de fendis e flavonoides no extrato etandlico e fragbes das folhas
de Bryophyllum pinnatum;

e Auvaliar a atividade antioxidante in vitro do extrato etanolico e fracfes das folhas de
Bryophyllum pinnatum;

e Auvaliar a atividade antibacteriana do extrato etandlico e fracbes das folhas de
Bryophyllum pinnatum;

e Auvaliar a atividade anti-inflamatéria topica do extrato etanodlico das folhas de

Bryophyllum pinnatum em modelos de edema de orelha.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken foi coletada no Horto Medicinal da Faculdade
de Farmécia da Universidade de Juiz de Fora, Juiz de Fora, Minas Gerais. Uma exsicata
(CESJ n° 46.575) encontra-se depositada no Herbario do Departamento de Botanica da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF).

Para preparo do extrato, coletou-se folhas de B. pinnatum que foram submetidas a
secagem sob ventilacdo forcada até perda da umidade de 90 a 96%. Ap0s secagem, o material
foi pulverizado em moinho com granulacéo definida (tamise n°® 20) para realizacdo posterior

de extracdo dos constituintes.

Figura 13. Fluxograma do processo de extracao e fracionamento.

DROGA VEGETAL

Extracdo e evaporagao dosolvente

EXTRATO BRUTO

Suspensao em solucdo hidroalcodlica

Particao com hexano

Fracdao hexanica

A

y
Solugdo hidroalcodlicaresidual

Particao com diclorometano

Fracao diclorometanica

A

y
Solugdo hidroalcodlicaresidual

~ i Particdo com acetato de etila
Fracao em acetatode etila ¢

A

4
Solugdo hidroalcodlicaresidual

Fracdo butandlica Particdo com butanol

A

y

Fracao hidroalcodlica residual

Fonte: O autor (2013).
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4.2 PROCESSO DE EXTRACAO E FRACIONAMENTO

O material vegetal seco e pulverizado (droga vegetal) foi submetido a extracdo por
maceracao estatica em etanol P.A., com renovacdo do solvente (remaceracdo), a temperatura
ambiente, até seu esgotamento. Parte do extrato etandlico obtido, apds rota-evaporacao para
remocdo do solvente, foi ressuspendido em &gua:etanol (9:1) e submetido a um processo de
semi-purificacdo ou fracionamento através de particdo liquido-liquido (extracdo em batelada)
em funil de separacdo, com solventes organicos de polaridade crescente: hexano,
diclorometano, acetato de etila e butanol (Figura 13). O extrato etandlico e suas fraces
foram empregados na caracterizacdo quimica e nos testes de avaliacdo das atividades

bioldgicas.

43  PERFIL CROMATOGRAFICO E CARACTERIZACAO QUIMICA

O extrato etandlico e as fracdes hexanica, diclorometancia, em acetato de etila e
butandlica das folhas de B. pinnatum foram avaliados por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) (Agilent®, 1200 series) com detector UV DAD. As anélises foram
realizadas em coluna de fase reversa Cig (25 cm x 4,6 cm x 5 pum); eluigdo em modo
isocratico, fluxo de 0,6 mL/min, de fase mdvel composta pela mistura de agua:acetonitrila
(8:2) acidificada com acido fosférico (H3PQO,4) 0,5%; concentracdo das amostras de 1 mg/mL,
volume de injecéo de 50 L e temperatura da coluna de 25° C. A anélise de cada amostra teve
duracdo de 30 min, com po6s time de 2 min entre as amostras. Os cromatogramas foram
obtidos nos comprimentos de onda de 210, 230, 254, 280 e 320 nm e os espectros UV foram
obtidos por varredura no UV (190 a 400 nm).

Para obtencdo do perfil cromatogréfico e caracterizacdo quimica do extrato etanolico
e fragdes, foram utilizadas como marcadores quimicos na CLAE as seguintes substancias
fenélicas padrdo (Sigma-Aldrich®): &cido galico, rutina, quercetina, canferol, luteolina,
luteolina 7-O-B-D-glicosideo e apigenina 7-O-p-D-glicosideo (Tabela 6). Para as analises dos
padrdes foram empregadas as mesmas condi¢Ges cromatograficas, incluindo a obtencdo dos
espectros por varredura no UV (190 a 400 nm). ApoOs obtencdo dos cromatogramas e
espectros UV das amostras e marcadores quimicos, a identificacdo das substancias padrdo nas
amostras foi realizada por analise e comparacdo dos tempos de retengdo dos picos nos

cromatogramas e dos espectros UV.
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Tabela 6. Marcadores quimicos utilizados para padronizacdo do extrato etandlico das folhas

de Bryophyllum pinnatum em CLAE-UV.

Substéancia Classe Estrutura
Acido galico Acido fendlico CO,H
HO OH
OH
Rutina Flavonoide OH
(flavonol glicosilado) HO
OH
O—-Glc—Rha
OH O
Quercetina 1 Rautinose
Quercetina Flavonoide (Flavonol) O OH
HO l 0 | OH
OH
OH O
Canferol Flavonoide (Flavonol) O OH
HO l 0 | -
OH
OH O
Luteolina Flavonoide (Flavona)

OH
HO i 8] I O ol
8]

Luteolina 7-O-p-D-glicosideo

Apigenina 7-O-B-D-glicosideo

Flavonoide
(Flavona glicosilada)

Flavonoide

(Flavona glicosilada)

OH

Fonte: O autor (2013).
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A fracdo hexanica, por conter substancias apolares, foi submetida a analise por
Cromatografia com Fase Gasosa (CG) acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM). As
analises foram realizadas na plataforma analitica da Farmanguinhos (FIOCRUZ — Rio de
Janeiro, Brasil) utilizando cromatégrafo a gas (CG) (Hewlett-Packard® 6890) equipado com
coluna capilar de silica fundida (HP-5, espessura do filme: 30m x 0,25mm, 0,25 pm), 60 min
de duracdo da corrida, tendo o hélio como gas carreador com fluxo de 10 mL/min;
temperatura inicial de 300 °C e maxima de 350 °C. A deteccdo foi realizada através de
espectrdmetro de massa (EM) (Hewlett-Packard® 5972), acoplado ao CG, com ionizacdo
eletronica (IE) (70 eV e fonte de ion de 250 °C).

4.4 DETERMINACAO DOS TEORES DE FENOIS TOTAIS

A quantificacdo dos teores de fendis totais foi realizada por espectrometria na regido
do visivel utilizando o método de Folin-Ciocalteu (SOUSA et al., 2007). O acido gélico foi
utilizado como padrao para obtencdo da curva de calibracdo. A partir de uma solucdo estoque
de 1 mg/mL de &cido gélico em etanol, foram preparadas, em triplicata, nove concentraces
(200 a 840 pg/mL) em tubos de ensaio (Tabela 7). Aliquotas de 100 pL de solucédo de &cido
galico foram coletadas de cada tubo de ensaio e transferidas para tubos falcon. Em seguida,
foram adicionados 500 pL de reagente de Folin-Ciocalteu e 6 mL de agua destilada a cada
tubo e homogeneizado em vortex por 1 min. Aos tubos, foram colocados 2 mL de Na,COg3
15% e agitados por mais 30 s. Finalmente, os tubos tiveram os volumes ajustados para 10 mL,
adicionando-se 1,4 mL de &gua destilada (Tabela 8). Ap6s 2 h de reacdo em temperatura
ambiente, as absorvancias das solucbes de acido galico foram medidas através de
espectrofotdmetro (SHIMADZU®, UV-1800) em 783 nm. Para realizar o “auto-zero” do
espectrofotdmetro foi utilizado etanol e o branco das amostras foi composto por 100 pL de
etanol e todos os reagentes, exceto as solugdes de acido galico.
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Tabela 7. Diluigdes apartir da solucdo estoque de acido gélico (1 mg/mL) e amostras (extrato
e fracbes — 2 mg/mL).

Tubo Volume de S.E. Volume de EtOH Volume total Concentracéo
(ML) (ML) (mL) (Mg/mL)
Acido Amostras Acido Amostras Acido Amostras Acido Amostras
galico galico galico galico
1 200 6000 800 4000 1 10 200 1200
2 280 7000 720 3000 1 10 280 1400
3 360 8000 640 2000 1 10 360 1600
4 440 9000 560 1000 1 10 440 1800
5 520 10000 480 0 1 10 520 2000
6 600  ------------ 400  ----mmeee-- 1 - 600  ------------
7 680  ----------- 320 - 1 - 680  ------------
8 760 - 240 - 1 s 760  --m-mmeeee-
9 840  ----m-mee-- 160 - 1 - 840  ------m-me--

Fonte: O autor (2013).

Com as médias das absorvancias de cada concentracdo de acido galico foi construida
a curva de calibracdo e apos, através de andlise de regressdo linear (método dos quadrados
minimos) foi tracada a reta entre os pontos e determinada a equacéo da reta, juntamente com o
coeficiente de determinagdo (R2) (SIGMAPLOT® 11.0). Para quantificacdo dos teores de
fendis totais nas amostras, foi preparada solucdo estoque do extrato etanolico e fracGes (em
hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol) a 2 mg/mL em etanol. A partir dessa
solucdo estoque, foram preparadas, em triplicata, cinco concentracdes diferentes (Tabela 7)
em tubos de ensaio. Aliquotas de 100 pL das solucBes das amostras foram coletadas de cada
tubo de ensaio e transferidas para tubos falcon, a reacdo e leitura espectrofotométrica foi
realizada da mesma forma descrita para o padréo (Tabela 8).
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Tabela 8. Aliguotas das solugdes de acido galico/amostras e reagentes utilizados para
quantificacdo de fendis totais.

Tubos Concentracdo inicial Aliquotas Reagente  H,0 Na,CO4 H,0 Concentracéo final
(ug/mL) (uL) de Folin-  (mL) (mL) (mL) (ug/mL)
Solucdo  Solucdo Ciocalteu Solucdo  Solucdo
acido amostra (L) acido amostra
galico galico
1 200 1200 100 500 6 2 1,4 2,0 12
2 280 1400 100 500 6 2 1,4 2,8 14
3 360 1600 100 500 6 2 1,4 3,6 16
4 440 1800 100 500 6 2 1,4 4,4 18
5 520 2000 100 500 6 2 1,4 52 20
6 600 - 100 500 6 2 1,4 60
7 680 - 100 500 6 2 1,4 68 -
8 760 - 100 500 6 2 1,4 76 -
9 840 - 100 500 6 2 1,4 84 -

Fonte: O autor (2013).

4.5 DETERMINACAO DOS TEORES DE FLAVONOIDES TOTAIS

A quantificacdo dos teores de flavonoides totais foi realizada por espectrofotometria
na regido do visivel utilizando cloreto de aluminio (AICIs) (LEITE, 2002; SOBRINHO et al.,
2008). Solucdo estoque de rutina a 0,5 mg/mL em etanol foi usada como padrdo para a
obtencg&o da curva de calibracédo, preparando diluicbes com concentracdes entre 2 a 60 pg/mL
(Tabela 9). Para isto, foram transferido o volume necessario de solucdo-estoque (20 a 600
uL), 0,4 mL de etanol, 0,12 mL de &cido acético, 2 mL de solucdo de piridina a 20% em
etanol, 0,5 mL de AICI; a 8% em etanol e o volume necessario de agua destilada para
completar o volume dos tubos para 5 mL. Apds 30 min em temperatura ambiente, as
absorvancias das soluces de rutina foram registrada em espectrofotdmetro (SHIMADZU®,
UV-1800) a 407 nm. Para realizar o “auto-zero” do espectrofotometro, foi utilizado etanol e o

branco das amostras continha etanol e os reagentes, exceto solugdes de rutina.



Tabela 9. Diluicbes da solucdo estoque de

quantificacdo de flavonoides totais.
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rutina, extrato etandlico e fragBes para

TUBOS Sol. EtOH  Sol. Acido  Sol. Sol. Agua  Concentracio
Rutina amostra acético piridina  AICl3  (uL)

1 20 L 400 pLb - -------- 120 uL 2 mL 0,5mL 1960 2 pg/mL

2 50puL 400 pL - -------- 120l 2mL 05mL 1930 5pg/mL

3 100 pL 400 pL = -------- 120l 2mL 0,5mL 1880 10 pg/mL

4 200 uL 400 pL = -------- 120l 2mL 05mL 1780 20 pg/mL

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

6 400 uL 400 pL = -------- 120puL 2mL  05mL 1580 40 pg/mL

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

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

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

FH e o 400 L 120pL 2mL 0,5mL 1980 4 mg/mL

FD —meem e 400 uL 120l 2mL 05mL 1980 0,4 mg/mL

FA e e 400 uL 120l 2mL 05mL 1980 0,12 mg/mL

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

Branco = -------- 400 pL = -------- 120puL 2mL 05mL 1980 W --------mmmeee--

EtOH — Extrato etanolico, FH — Fragdo hexanica, FD — Frac&o diclorometanica, FA — Fracdo em acetato de etila,
FB — Fracdo butandlica. Fonte: O autor (2013).

Com as médias das absorvancias de cada concentracdo de rutina foi construida a
curva de calibracdo e, ap0s analise de regressdo linear (método dos quadrados minimos), foi
determinada a equacdo da reta e o coeficiente de determinacéo (R?) (SIGMAPLOT® 11.0).
Para quantificacdo das amostras, foi preparada solucdo-estoque em etanol do extrato etanélico
(10 mg/mL), fracdes hexanica (50 mg/mL), diclorometanica (5 mg/mL), em acetato de etila
(1,5 mg/mL) e butandlica (10 mg/mL). A partir de 5 mL dessas solucdes foram realizadas
semi-purificaces, adicionando 2 mL de hexano e 3 mL de &gua destilada seguida de
centrifugagéo a 3000 rpm durante 2 min. Em seguida, a parte superior da mistura foi removida
com pipeta Pasteur e aliquotas de 0,4 mL, em triplicata, da fase hidroalcélica inferior foram
coletadas e transferidas para tubos de ensaio, nos quais procedeu-se a reacdo e leitura da

mesma forma descrita para o padrdo (Tabela 9).
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4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.6.1  Método do sequestro do radical DPPH

A atividade antioxidante do extrato etandlico e fragfes das folhas de B. pinnatum foi
determinada através do método espectrofotométrico utilizando o radical livre DPPH" (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila) (Sigma-Aldrich®), conforme descrito por Mensor e outros (2001).
Foram preparadas solucdes estoque a 1 mg/mL em etanol das amostras (extrato e fragdes) e da
rutina (controle positivo). A partir das solugdes estoque, foram realizadas diluicbes em etanol,
obtendo-se diferentes concentracfes (Tabela 10).

Apds as diluicdes das solucdes estoque, aliquotas de 2,5 mL foram coletadas, em
triplicata, e transferidas para tubos de ensaio seguida da adi¢cdo de 1,0 mL da solugédo de
DPPH 0,3 mM. Ap6s 30 min de reacdo, a leitura foi realizada através de espectrofotdmetro
(SHIMADZU®, UV-1800) em 515 nm. O branco das amostras e da rutina constituiu-se de 2,5
mL de suas respectivas solucdes e 1,0 mL de etanol, sendo realizado para cada umas das
concentragOes utilizadas. O controle negativo foi constituido por 2,5 mL de etanol e 1,0 mL
de solucdo de DPPH, seu branco é composto somente por etanol.

Tabela 10. DiluicGes das solugdes estoques para 0 método do DPPH.

Concentragdes (ug/mL)

Tubos EE FH FD FA FB Rutina
1 1 5 5 1 1 1
2 5 15 15 5 5 3
3 10 25 25 10 10 5
4 17,5 50 50 15 15 10
5 25 75 75 20 20 15
6 50 100 100 25 25 30
7 75 125 125 50 50 -
8 125 150 150 75 7% e
9 250 250 250 100 100 -

10 500 500 500 150 150 -
11 750 750 750 250 250 -

EE: Extrato etandlico, FH: Fracdo hexanica, FD: Fracdo diclorometanica, FA: Fracdo em acetato de etila e
FB: Fragdo butandlica. Fonte: O autor (2013).
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A partir das leituras obtidas no espectrofotdmetro, determinou-se a porcentagem de
atividade antioxidante (%AA) que corresponde a quantidade de DPPH reduzida pelas

amostras, utilizando a seguinte formula:

Abs amostra — Abs branco da amostra
9%AA = 100 — [( ) x 100]

Abs controle — Abs branco do controle

Onde, Abs amostra: absorvancia das amostras ou rutina para uma dada concentracdo; Abs
branco da amostra: absorvancia do branco das amostras ou rutina para uma dada concentracdo; Abs
controle: absorvancia do controle negativo; Abs branco do controle: absorvancia do branco do

controle negativo.

Apos calcular as porcentagens de atividade antioxidante das amostras e da rutina, nas
concentracdes descritas na Tabela 10, os valores foram usados para montagem dos graficos
cuja abscissa corresponde a concentracdo da amostra/rutina e a ordenada a %AA. Através da
analise de regressao linear pelo método dos minimos quadrados foram determinadas as
equacdes da reta (SIGMAPLOT® 11.0), as quais foram utilizadas para o célculo da
concentracdo efetiva 50% (CEsp), substituindo-se a variavel y da equacdo por 50. Assim,
guanto maior a reducdo do DPPH por uma amostra, menor serd a CEsy € maior sera sua

atividade antioxidante.

4.6.2  Método do poder de reducao

O poder de reducdo ou poder antioxidante de reducdo de ferro (FRAP) do extrato
etandlico e fragdes de B. pinnatum foi determinado pelo método descrito por Oyaizu (1986).
Foram preparadas solucdes estoque a 1 mg/mL das amostras (extrato etanolico e fracoes) e da
rutina (controle positivo) utilizando metanol como diluente. A partir das solucdes estoque,
foram feitas diluicdes transferindo-se, em triplicata, diferentes aliquotas para tubos falcon e
completou-se 0 volume para 1 mL com &gua, de modo a obter diferentes concentracdes
(Tabela 11). Foram adicionados, uma aliquotas de 1 mL das solu¢es das amostras e rutina,
2,5 mL de tampéo fosfato de potéssio 200 uM (pH 6,6) e 2,5 mL de solucdo de ferrocianeto
de potassio [KsFe(CN)s] 1% (Vetec®). A mistura foi incubada em estufa a 50 °C por 20 min,
na sequéncia, foram adicionados 2,5 mL de uma solucdo de &cido tricloroacético (CCI3CO,H)



S7

10% (Synth®) e a mistura foi submetida a centrifugacdo a 3000 rpm por 8 minutos. Apds
centrifugacdo, uma aliquota de 2,5 mL da camada superior da mistura foi transferida para
tubo de ensaio e foram adicionados 2,5 mL de &gua destilada e 0,5 mL de cloreto férrico
(FeCl3) 0,1% (Synth®). O branco das amostras foi constituido por 1 mL de 4gua e todos os
demais reagentes, exceto as solugfes das amostras e rutina.

As leituras espectrofotométricas foram realizadas a 700 nm (SHIMADZU®, UV-
1800), obtendo-se as curvas de concentracGes versus absorvancias. Através da analise de
regressao linear pelo método dos minimos quadrados foram determinadas as equacdes da reta
(SIGMAPLOT® 11.0), as quais foram utilizadas para o calculo da concentragdo efetiva 50%
(CEsp) das amostras e rutina, substituindo-se a variavel y da equacédo por 0,5, de modo que a

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

Tabela 11. DiluicGes das solugdes estoque para 0 método do poder de reducao.

Concentragdes (ug/mL)

Tubos Extrato FH FD FA FB Rutina
1 25 100 100 50 100 10
2 50 200 200 100 200 25
3 100 300 300 150 300 50
4 150 400 400 200 350 75
5 200 500 500 300 400 100
6 250 600 600 400 450 125
7 300 700 700 500 500 150
8 400 800 800 - 600 200
9 500 900 900 - 700 250
10 600 1000 1000 - 800 300
11 700 - e e 900 350
12 800 - e e 1000 400
13 900 - e e e 500
14 1000  ---- e e e 600
15 e e e e e 700

EtOH — Extrato etanolico, FH — Fragdo hexanica, FD — Fracéo diclorometanica, FA — Fracdo em acetato de etila,
FB — Fracdo butandlica.
Fonte: O autor (2013).
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4.6.3 Meétodo de cooxidagao do B-caroteno/acido linoléico

A atividade antioxidante do extrato etandlico e fracbes de B. pinnatum foram
determinadas pelo método de cooxidagdo do B-caroteno/acido linoléico descrito por Koleva e
outros (2002). Preparou-se uma solucdo de B-caroteno (Sigma-Aldrich®) a 0,2 mg/mL em
cloroférmio e, 1 mL dessa solucdo foi adicionado a um baldo de rotaevaporacao, contendo
4cido linoléico (25 pL) (Sigma-Aldrich®) e Tween 40 (200 mg) (Sigma-Aldrich®). O balZo,
entdo, foi submetido a rotaevaporagdo em banho de dgua a 40° C, durante 15 minutos, para
remoc&o do cloroférmio. Em seguida, 50 mL de &gua destilada, oxigenada por borbulhamento
através de uma bomba de ar, foram adicionados ao baldo lentamente sob agitacdo constante,
para formacdo de uma emulsdo. Paralelamente, foram preparadas solugdes das amostras a 250
pg/mL e dos controles positivos (BHT, rutina e quercetina) a 25 pg/mL. Aliquotas de 30 pL
das solugdes foram colocadas em pocos de microplaca, em triplicata, seguido de 250 pL da
emuls&o. Esse procedimento foi realizado rapidamente, para evitar a evaporacéo do etanol e a
oxidacdo prévia do B-caroteno. O controle negativo foi realizado em triplicata, adicionando-se
aos pocos 30 pL de etanol e 250 pL da emulséo. O branco constituiu-se de 280 uL de etanol.

A primeira leitura (tp) das absorvéncias foi feita imediatamente ap6s a adi¢do das
aliquotas de emulsdo na microplaca e, em seguida, a microplaca foi incubada por 15 minutos
em estufa a 50° C. Apo6s incubacdo, foi realizada a segunda leitura (tis) e esse procedimento
repetiu-se por mais seis vezes obtendo-se ao final, oito leituras (to, tis, t3o, 45, teo, t7s, too € tigs),
para monitoramento do processo de oxidagdo do B-caroteno, que resultou no clareamento e
consequentemente, na reducédo gradual da absorvancia das solugdes nos pocos da microplaca.
As medidas das absorvancias foram realizadas em leitor de microplacas (THERMOPLATE®,
TP-READER) em comprimento de onda de 492 nm. A partir das leituras obtidas das
absorvancias em to, tis, tso, tss, teo, t75, too € tios, montou-se o grafico de decaimento da
absorvancia em funcdo do tempo e determinou-se a porcentagem de inibicdo da peroxidagéo
lipidica (%l), utilizando a seguinte formula:

A controle — A amostra

%I=( )xlOO

A controle

Onde, A controle = Abs t0 — Abs t105 e A amostra = Abs t0 — Abs t105, sendo que A
controle: controle negativo e A amostra: extrato, fragdes e controles positivos (BHT, rutina e

quercetina).



59

4.6.4  Meétodo da bioautografia

A atividade antioxidante do extrato etandlico e fracdes de B. pinnatum também
foram avaliadas pelo método da bioautografia utilizando o radical livre DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazila) (Sigma-Aldrich®) (CAVIN et al.,1998). Foram preparadas solucdes em
metanol das amostras a 10 mg/mL. Essas solugdes foram aplicadas (20 pL), separadamente,
em placas de silicagel 60 com indicador de fluorescéncia (UV 254 nm) para CCD
(MACHEREY-NAGEL®) e eluidas com as fases méveis (FM) pré-determinadas para cada
amostra: a) fracdo hexanica: FM constituida por hexano:acetato de etila (7:3); b) fracdo
diclorometénica: FM constituida por diclorometano:metanol (9,3:0,7); c) fracbes em acetato
de etila e butandlica: FM constituida por butanol:dgua:acido acético (6:3:1). O extrato
etanolico foi aplicado juntamente com cada uma das fracdes. Apds a eluicdo e secagem, as
placas foram reveladas com solu¢do de DPPH 2,5 mM. Ap6s 30 min ao abrigo da luz, foi
observado se houve aparecimento de manchas amarelas ou brancas indicativas da atividade
antioxidante. Os Rfs das manchas foram calculados.

Réplicas das placas reveladas com DPPH foram usadas para identificar classes de
metabdlitos presentes nas amostras. Essas placas foram pulverizadas com reagente NP/PEG
(flavonoides), solugdo de cloreto de aluminio (AICI3) 2% (flavonoides), solugdo de cloreto
férrico (FeCl3) 5% (substancias fenolicas), solucdo de hidréxido de potassio (KOH) 10%
(cumarinas), vanilina sulfarica (reagente geral), reagente de Dragendorff (alcaloides) e
reagente de Liebermann-Burchard (terpenoides). Os Rfs das manchas foram calculados e
comparados com os Rfs das manchas reveladas com DPPH. Dessa forma, foi possivel detectar
classes dos metabolitos com atividade antioxidante presentes nas amostras.

4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A atividade antibacteriana foi avaliada pelo teste de suscetibilidade aos
antimicrobianos (TSA), utilizando os métodos de difusdo em &gar e da concentracdo inibitoria
minima (CIM) por microdilui¢cdo. Os procedimentos foram baseados nas recomendagdes dos
documentos elaborados pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI,
2009a, 2009b, 2012).

Para os experimentos microbioldgicos, foram utilizadas amostras de referéncia,

representativas de grupos bacterianos Gram-positivos e Gram-negativos: Staphylococcus
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aureus (ATCC®29213), Escherichia coli (ATCC®10536), Salmonella typhimurium
(ATCC®13311) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC®27853).

4.7.1  Teste de difusdo em agar

O extrato etandlico e as fracGes das folhas de B. pinnatum foram usados para avaliar
a atividade antibacteriana. As solucdes-teste foram preparadas a partir do extrato e fracdes,
dissolvendo-as em dimetilsulféxido (DMSO) (Synth®) até obter-se uma solucdo com
concentracdo final de 500 mg/mL. Suspensdes bacterianas das amostras de referéncia,
previamente ativadas (cepas de bactérias cultivadas em agar Mueller-Hinton, 16-18 horas, a
35 + 2°C, em aerobiose), foram preparadas a partir de cinco unidades formadoras de colonias
(UFC) em 4 mL de solucdo salina esterilizada (0,9% de NaCl) comparadas e ajustadas a
escala padrdo 0,5 de McFarland. Em seguida, com auxilio de um swab esterilizado, foram
semeadas em superficie de uma placa de Petri contendo agar Mueller-Hinton (Himedia®).
Ap0s as semeaduras, foram confeccionados pocos de 6 mm e aplicados 20 pL das solugbes do
extrato, fragdes, cloranfenicol (30 ug/mL - controle positivo) (Inlab®), ampicilina (10 pg/mL -
controle positivo) (Sigma-Aldrich®) e dimetilssulféxido (DMSO — controle negativo). As
placas foram incubadas em estufa a 35 + 2°C por 16-18 horas em aerobiose e as zonas de
inibicdo de crescimento microbiano foram medidas em milimetros com auxilio de halémetro.

Todos os testes foram realizados em triplicata.

4.7.2  Determinacdo da concentragdo inibitoria minima

A determinacdo da cancentracdo inibitoria minima (CIM) em microdiluicdo usando
caldo Miueller-Hinton (MHB) foi realizada conforme preconiza o CLSI (CLSI, 2009b).
SuspensBes bacterianas das amostras de referéncia, previamente ativadas (cepas de bactérias
cultivadas em &gar Mdeller-Hinton, 18 a 24 horas, a 35 + 2°C, em aerobiose), foram
preparadas a partir de cinco unidades formadoras de colénias (UFC) em 4 mL de solucédo
salina esterilizada (0,9% de NaCl) comparadas e ajustadas a escala padrdo 0,5 de McFarland.
DiluicOes sucessivas de 5,0 a 0,0025 mg/mL do extrato e fracbes foram preparadas em

microplacas de 96 pocos. Para isso, solucdes estoque de 12,5 mg/mL em DMSO 1% foram
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preparadas e 180ul desta foram transferidos para as microplacas que continham 200uL de
MHB (pocos Al a A9), sendo acrescentados 20uL de inoculo bacteriano. As placas foram
incubadas por 18 a 24 horas, a 35 + 2°C, em aerobiose. Os mesmos testes foram realizados
simultaneamente com o crescimento do controle (MHB + microorganismo) e o controle
negativo (MHB + extrato/frac6es/formulacdo). Cloranfenicol foi utilizado como referéncia
com concentracdes de 500 a 0,24 ug/mL. A CIM foi calculada como a menor dilui¢do que
apresenta completa inibicdo da cepa testada. Todos os testes foram realizados em triplicatas.
A leitura foi feita pela observacdo da presenca ou auséncia de turbidez indicativa de
crescimento microbiano. Para melhor visualizacdo dos resultados utilizou-se solucdo de
iodonitrotetrazolium (INT) (Sigma-Aldrich®) na concentragdo de 2 mg/mL. 10ul dessa
solucdo foram aplicados sobre cada poco das placas e, ap6s incubacdo, observaram-se 0s
pogos com coloracdo avermelhada que € indicativo de crescimento bacteriano, e pogos que

mantiveram a cor original demonstraram auséncia de crescimento.

4.7.3  Determinacdo de concentragdo bactericida minima

A determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM) foi realizada em placa
de Petri contendo meio Mueller-Hinton. A placa de Petri foi previamente demarcada de
acordo com as posicdes das diluigdes do extrato e fragdes na placa de microdiluicdo. Uma
aliquota do contetdo dos pocos da placa de microdiluicio em que ndo houve crecimento
bacteriano foi transferida com o auxilio de um alca estéril para o respectivo local na placa de
Petri. A placa foi incubada em estufa a 35 £ 2 °C por 18 a 24 horas. Foi determinada como
CBM a menor concentracdo do extrato e fragcbes que ndo permitir o desenvolvimento dos

microrganismos, indicando assim, atividade bactericida ou bacteriostatica.

4.8 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss (25-30 g), machos, com 45 dias de idade,
provenientes do Centro de Biologia da Reproducdo (CBR) da UFJF. Os animais foram
mantidos em gaiolas plésticas com ragdo e agua ad libitum a temperatura ambiente (25+4 °C).
Os protocolos utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica na Experimentacdo Animal
(CEEA) desta instituicdo (protocolo n® 105/2012).
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4.9 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA TOPICA

A atividade anti-inflamatdria tépica do extrato etanélico das folhas de B. pinnatum foi
avaliada pelo modelo de edema de orelha em camundongos. Os agentes flogisticos (Sigma-
Aldrich®), extrato, dexametasona (Sigma-Aldrich®) e indometacina (Sigma-Aldrich®) foram
dissolvidos em um volume de 20 pL de acetona (Synth®) e aplicados topicamente na face
interna da orelha direita de cada camundongo. Na orelha esquerda de cada animal foi aplicado
20 pL de acetona (veiculo). Cada ensaio foi constituido por cinco grupos, todos com seis
individuos (n = 6): controle negativo (sem tratamento), controle positivo (dexametasona ou
indometacina) e o extrato etandlico em trés diferentes concentragbes de 0,1 mg/orelha, 0,5
mg/orelha e 1,0 mg/orelha. Para minimizar variagdes referentes as técnicas, 0s experimentos
foram realizados sempre pelo mesmo experimentador.

Nos ensaios com modelos de inflamagédo aguda (aplicacdo Unica do agente flogistico)
0 edema foi avaliado quanto ao aumento da massa das orelhas (mg). Para isso, apos inducéo
do processo inflamatorio e tratamentos, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e discos de 6 mm de didmetro de ambas as orelhas foram coletados através de um
punch (Richter®) e pesados em balanca analitica (SHIMADZU®, AY220). O aumento da
massa da orelha foi obtido pela diferenca entre a massa da orelha direita e da esquerda e 0s
resultados expressos como media + E.P.M. das diferencas dentro de cada grupo.

No ensaio com modelo de inflamacéao crénica (aplicagdo multipla do agente flogistico)
o edema também foi avaliado quanto ao aumento da espessura (um) da orelha dos
camundongos. Apds inducdo do processo inflamatdrio, os animais foram anestesiados por via
intraperitoneal (IP) com cetamina (80 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg) e a espessura foi medida
préxima a extremidade medial da orelha com o auxilio de um micrdmetro externo digital
(DIGIMESS®, 1P40). O aumento da espessura da orelha foi obtido pela diferenca entre a
medida ap6s determinado tempo da inducdo do processo inflamatério e a medida basal, sendo
os resultados expressos como média = E.P.M. das diferencas dentro de cada grupo.

49.1 Edema de orelha induzido pela aplicacéo topica de 6leo de croton

A atividade anti-inflamatéria tépica do extrato etandlico (EE) foi avaliada pelo
método do edema de orelha induzido por 6leo de créton descrito por Schiantarelli e outros

(1982). Administrou-se topicamente 20 pL de solucdo de 6leo de créton 2,5% (v/v) em
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acetona na face interna da orelha direita de cada camundongo. Em seguida, foram
administrados os tratamentos com o EE (0,1, 0,5 e 1,0 mg em 20 pL de acetona/orelha),
dexametasona (0,1 mg em 20 uL de acetona/orelha) e acetona (20 pL/orelha). Seis horas ap6s
o desafio com o agente flogistico, os animais foram sacrificados e o edema avaliado quanto ao
aumento da massa (mg) da orelha, conforme descrito no item 4.9. Amostras das orelhas
(discos de 6 mm) foram conservadas em formol e submetidas a anélise histoldgica.

4.9.2  Edema de orelha induzido pela aplicacdo topica de &cido araquiddnico

A atividade anti-inflamatéria topica do extrato etandlico (EE) foi avaliada pelo
método do edema de orelha induzido por 4cido araquidénico (AA) (GABOR, 2003). O AA (2
mg em 20 pL de acetona/orelha) foi administrado topicamente na face interna da orelha
direita de cada camundongo. Em seguida, foram administrados EE (0,1, 0,5 e 1,0 mg em 20
puL de acetona/orelha), indometacina (2 mg em 20 pL de acetona/orelha) e acetona (20
pL/orelha). Uma hora ap6s o desafio com o agente flogistico, os animais foram sacrificados e
0 edema avaliado quanto ao aumento da massa (mg) da orelha dos camundongos, conforme
descrito no item 4.9 (CRUMMEY et al., 1987; YOUNG et al., 1984).

4.9.3 Edema de orelha induzido pela aplicacédo topica de fenol

A atividade anti-inflamatéria tépica do EE foi avaliada pelo método do edema de
orelha induzido por fenol descrito por Lim; Park; Kim (2004). Administrou-se topicamente 20
puL de solucdo de fenol 10% (v/v) em acetona na face interna da orelha direita de cada
camundongo. Em seguida, foram administrados os tratamentos com o EE (0,1, 0,5 e 1,0 mg
em 20 pL de acetona/orelha), dexametasona (0,1 mg em 20 pL de acetona/orelha) e acetona
(20 pL/orelha). Duas horas ap6s o desafio com o agente flogistico, os animais foram
sacrificados e o edema avaliado quanto ao aumento da massa (mg) da orelha dos

camundongos, conforme descrito no item 4.9.
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4.9.4 Edema de orelha induzido pela aplicacdo topica de capsaicina

A atividade anti-inflamatoria topica do EE foi avaliada pelo método do edema de
orelha induzido por capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-nonenemida) descrito por Gabor; Razga
(1992). Nesse ensaio, diferentemente dos modelos de inflamagdo aguda descritos
anteriormente, o desafio com o agente flogistico € feito apds os tratamentos. A capsaicina
(200 png em 20 pL de acetona/orelha) foi administrada topicamente na face interna da orelha
direita de cada camundongo, 30 min ap06s a administracdo topica dos tratamentos com o EE
(0,1, 0,5 e 1,0 mg em 20 pL de acetona/orelha), dexametasona (0,1 mg em 20 pL de
acetona/orelha) e acetona (20 pL/orelha). Ap6s 30 min do desafio com o agente flogistico, ou
seja, uma hora apés a aplicacdo dos tratamentos, os animais foram sacrificados e 0 edema
avaliado quanto ao aumento da massa (mg) da orelha dos camundongos, conforme descrito no
item 4.9 (GABOR, 2003).

4.9.5 Edema de orelha induzido pela aplicacdo topica de etil-fenil-propriolato

A atividade anti-inflamatoria tépica do EE foi avaliada pelo método do edema de
orelha induzido por EPP descrito por Kale e outros (2004). O EPP (1 mg em 20 pL de
acetona/orelha) foi administrado topicamente na face interna da orelha direita de cada
camundongo. Em seguida, foram administrados os tratamentos com o EE (0,1, 0,5 e 1,0 mg
em 20 pL de acetona/orelha), dexametasona como CP (0,1 mg em 20 uL de acetona/orelha) e
acetona como CN (20 pL/orelha). Uma hora apds o desafio com o agente flogistico, os
animais foram sacrificados e o0 edema avaliado quanto ao aumento da massa (mg) da orelha

dos camundongos, conforme descrito no item 4.9.

4.9.6  Avaliacdo do edema de orelha induzido pela aplicacdo multipla de 6leo de croton

A atividade anti-inflamatoria topica do extrato etandlico das folhas de B. pinnatum
foi avaliada pelo método do edema de orelha induzido pela aplicacdo mdaltipla de 6leo de
croton, um modelo de inflamagdo crénica descrito por Stanley e outros (1991). O processo
inflamatorio crénico foi induzido pela administragdo topica de 20 pL de solucéo de oOleo de

croton 5% (v/v) em acetona na face interna da orelha direita de cada camundongo em dias
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alternados durante nove dias. Os tratamentos com o extrato (0,1, 0,5 e 1,0 mg/20 pL de
acetona/orelha), dexametasona (0,1 mg/20 pL de acetona/orelha) e acetona (20 pL/orelha)
foram administrados a partir do quinto dia de experimento, durante 4 dias consecutivos. Os
tratamentos foram realizados duas vezes ao dia, sendo o segundo seis horas ap6s a aplicacdo
do agente flogistico, e o edema foi avaliado quanto ao aumento da espessura (um) da orelha,
conforme descrito no item 4.9, diariamente uma Unica vez, logo apo6s o 2° tratamento. No 9°
dia do experimento, os animais foram sacrificados e o edema foi avaliado quanto ao aumento
da espessura (um) e da massa (mg) da orelha. Amostras das orelhas (discos de 6 mm) foram

conservadas em formol e submetidas a analise histolégica.

4.9.7  Analise histologica

As amostras de tecido das orelhas dos camundongos (discos de 6 mm) submetidos ao
modelo de edema de orelha induzido pela aplicacdo unica e maltipla de dleo de créton foram
obtidas conforme descrito no item 4.9 e conservadas conforme descrito nos subitens 4.9.1.
Para o preparo das laminas histoldgicas, as amostras foram fixadas em solucdo ALFAC (85
mL de &lcool 80%, 10 mL de formol 40% e 5 mL de &cido acético glacial) em um periodo de
16 horas, e foram em seguida conservadas em alcool 70% até inicio do processo de
desidratacdo. As orelhas foram posteriormente desidratadas, emblocadas em parafina,
seccionadas em cortes de 5 um em um micrétomo e coradas com hematoxilina e eosina. O
edema (espessura do corte histoldgico), infiltracdo de leucdcitos e vasodilatacdo foram os
parametros da inflamacdo avaliados em areas representativas com aumento de 100x, 200x e
400x. Nesses mesmos aumentos, foram realizadas fotografias dos cortes histoldgicos

utilizando microscopio acoplado a camera fotografica digital (OLYMPUS®, BX-41).

410  ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados dos testes foram demonstrados através da média + desvio padrdo ou
erro padrdo médio (E.P.M.). Andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey ou
Student—-Newman—Keuls como post-hoc foi utilizada para medir o grau de significancia para

p < 0,05. Para as andlises estatisticas foi utilizado o programa SigmaPlot® 11.0.
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5 RESULTADOS

5.1 EXTRACAO E FRACIONAMENTO

A partir de 800 g da droga vegetal seca de B. pinnatum, foram obtidos 138,46 g do
extrato etandlico bruto, o que equivale a um rendimento de extracdo de 17,3%. 40,0 g do
extrato etandlico bruto, apds ressuspensdo em solucao hidroalcoolica (9:1), produziram 9,11,
3,35, 4,37 e 10,0 g das fragdes hexanica, diclorometanica, em acetato de etila e butandlica,
respectivamente (Tabela 12).

Tabela 12. Rendimento das fragdes obtidas por particdo do extrato etandlico de B. pinnatum.

Fracao Massa (g) Rendimento (%)
Hexanica 9,11 22,8
Diclorometénica 3,35 8,4

Em acetato de etila 4,37 10,9
Butandlica 10,0 25

Fonte: O autor (2013).

5.2 PERFIL CROMATOGRAFICO E CARACTERIZACAO QUIMICA

5.2.1 Perfis cromatogréaficos e caracterizagdo quimica por cromatografia liquida de alta

aficiéncia com detector de ultravioleta

Na Figura 14 estdo representados os cromatogramas do extrato etan6lico em 254 (A),
330 (B), 210 (C), 230 (D) e 280 (E) nm. Nas condicGes cromatograficas empregadas, nenhum
flavonoide foi detectado, devido, provavelmente, a baixa concentracdo dessas substancias no
extrato. No entanto, € importante j& mencionar que espectros de ultravioleta com bandas
caracteristicas de flavonoides, bem como espectros de seus respectivos padrdes, foram
identificados em fracOes obtidas a partir do extrato etandlico. Dessa forma, pode-se afirmar

gue este extrato contém constituintes flavonoidicos.
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Figura 14. Perfis cromatogréficos do extrato etandlico das folhas de B. pinnatum por CLAE-
UV DAD obtidos em diferentes comprimentos de ondas.
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Fonte: O autor (2013).

Na Figura 15 estdo representados os cromatogramas da fragdo hexanica em 254 (A),
330 (B), 210 (C), 230 (D) e 280 nm (E). O pico 1 do cromatograma (Figura 15A e B), com
tempo de retencdo (t) 7,48 min (em 254 e 210 nm), produziu espectro de ultravioleta com
bandas caracteristicas dos flavonoides quercetina ou rutina (Figura 16A), uma vez que essas
substancias produzem espectro de UV na regido de comprimento de ondas com caracteristicas
préximas.

Para confirmar qual dos dois flavonoides corresponde ao pico 1 do cromatograma da
fragdo hexanica (Figura 15A e B), foram utilizados os respectivos padrdes que apresentaram
espectros de ultravioleta com bandas caracteristicas (Figura 16). Uma banda observada com
pico de absor¢cdo maxima por volta de 290 nm no espectro UV do padrdo quercetina (Figura
18B) mostra a diferenca entre quercetina (t; 8,83 min em 254 nm) e rutina (t, 6,76 min em 210

nm). Dessa forma, foi possivel identificar a rutina nas folhas de B. pinnatum (Figura 16C).
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Figura 15. Perfis cromatograficos da fragcdo hexanica das folhas de B. pinnatum por CLAE-
UV DAD obtidos em diferentes comprimentos de ondas.
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Fonte: O autor (2013).

Figura 16. Espectros de UV do pico 1 do cromatograma da fracdo hexanica e dos padrdes

quercetina e rutina.
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Fonte: O autor (2013).

Na Figura 17 estdo representados os cromatogramas da fracdo diclorometénica das
folhas de B. pinnantum em 254 (A), 330 (B), 210 (C), 230 (D) e 280 (E) nm. Nas condicdes
cromatograficas empregadas, nenhum espectro caracteristico de flavonoide foi detectado.
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Figura 17. Perfis cromatogréficos da fracdo diclorometénica das folhas de B. pinnatum por
CLAE-UV DAD obtidos em diferentes comprimentos de ondas.
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Fonte: O autor (2013).

Na Figura 18 sdo mostrados os cromatogramas da fracdo em acetato de etila das folhas
de B. pinnatum em 254 (A), 330 (B), 210 (C), 230 (D) e 280 (E) nm. O pico 1 (Figura 18A e
C), com t. 17,09 min (em 254 nm), produziu espectros de ultravioleta com bandas
caracteristicas do flavonoide canferol (Figura 19A) e as bandas do pico 2 (Figura 18A-D),
com t, 21,48 min (em 330 nm), apresentaram caracteristicas do flavonoide apigenina 7-O-f-
D-glicosideo (Figura 19C).

Apos andlise dos padrdes para confirmagdo, nas mesmas condicdes, considerando o
tempo de retencgdo e as caracteristicas das bandas dos espectros de UV das substancias padrédo
canferol (t; 15,54 min em 254 nm) (Figura 19B) e apigenina 7-O-p-D-glicosideo (t; 20,00 min
em 330 nm) (Figura 19D), foi possivel identifica-las na fragdo em acetato de etila.
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Figura 18. Perfis cromatogréaficos da fracdo em acetato de etila das folhas de B. pinnatum por
CLAE-UV DAD obtidos em diferentes comprimentos de ondas.
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Fonte: O autor (2013).

Figura 19. Espectros de UV dos picos 1 e 2 do cromatograma da fracdo em acetato de etila e

dos padrées canferol e apigenina 7-O-B-D-glicosideo.
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Pico 1 (A), canferol (B), pico 2 (C) e apigenina 7-O-B-D-glicosideo (D).

Fonte: O autor (2013).
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Cromatogramas da fracdo butanolica das folhas de B. pinnatum obtidos em 254 (A),
330 (B), 210 (C), 230 (D) e 280 (E) nm sdo mostrados na Figura 20. O espectro de
ultravioleta obtido a partir do pico 1 (Figura 20A-C e E), com t, 11,69 min (em 210 nm),
apresentou bandas correspondentes ao flavonoide luteolina 7-O-B-D-glicosideo (Figura 21A),
enquanto o espectro de UV do pico 2 (todos comprimentos de onda), com t, 19,83 min (em
330 nm), demonstrou caracteristicas de bandas do flavonoide apigenina 7-O-B-D-glicosideo
(Figura 21C).

Para comprovar a presenca dos flavonoides detectados com base no perfil
cromatogréafico, tempo de retencdo e espectro de ultravioleta, padrdes foram aplicados e
analisados. Apos avaliacdo, a luteolina 7-O-B-D-glicosideo apresentou perfil cromatografico
com t; 11,70 min (em 210 nm), muito semelhante ao detectado na fracdo butandlica (Figura
20). Além disso, o espectro de UV do pico 1 também produziu bandas caracteristicas da
luteolina 7-O-B-D-glicosideo (Figura 21A e B). Da mesma forma, também foi confirmada a
apigenina 7-O-B-D-glicosideo, com t; 20,00 min (em 330 nm) muito semelhante ao do pico 2
(Figura 20) e através do espectro de UV com bandas caracteristicas (Figura 21C e D).

Analisando ainda os cromatogramas da fracdo butandlica, na faixa de t. entre 6 e 9
min, identificada na Figura 20 pelo nimero 3, apesar da baixa resolucdo nessas condi¢oes
cromatograficas, foram observados picos com t; e caracteristicas das bandas dos espectros UV
semelhantes aos padrdes dos flavonoides quercetina e rutina (Figura 22).



72

Figura 20. Perfis cromatograficos da fragdo butandlica das folhas de B. pinnatum por CLAE-

UV DAD obtidos em diferentes comprimentos de ondas.
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Fonte: O autor (2013).

Figura 21. Espectros de UV do pico 1 e 2 do cromatograma da fracdo butandlica e dos

padrdes quimicos luteolina 7-O-B-D-glicosideo e apigenina 7-O-B-D-glicosideo.
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Fonte: O autor (2013).
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Figura 22. Espectros de UV de dois picos encontrados na faixa de t, 3 do cromatograma da FB

e dos padrdes quimicos quercetina e rutina.
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5.2.2 Perfil cromatogréafico e caracterizacdo quimica por cromatografia com fase gasosa

acoplada a espectrometria de massas

Na Figura 23 é mostrado o perfil cromatografico da fracdo hexanica das folhas de B.

pinnatum obtido por cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de massas

(CG-EM). Os picos majoritarios foram observados nos tempos de retencdo de 29,36, 32,47,

32,58 e 51,09 minutos.
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Figura 23. Perfil cromatogréafico da fracdo hexanica das folhas de B. pinnatum obtido por CG-
EM.
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Fonte: O autor (2013).

Os constituintes quimicos com maior abundancia encontrados na fragdo hexanica foram
éster de etila do acido hexadecandico (palmitato de etila - 7,58%), éster de etila do &cido 9,
12-octadecadienoico (linoleato de etila - 9,54%), éster de etila do é&cido 9,12,15-
octadecatrienoico (linolenato de etila - 13,63%) e p-amirina (33,47%) (Tabela 13). Os
componentes identificados totalizaram 84,09%, enquanto os ndo identificados foram 9,91%.
Os espectros de massas da -amirina (banco de dados) e do pico no qual ela foi identificada
na fracdo hexanica estdo representados na Figura 24 e as formulas estruturais da a-amirina

(ndo identificada) e B-amirina séo apresentadas na Figura 25.
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Tabela 13. Constituintes quimicos da fracdo hexanica obtidos das folhas de B. pinnatum por
CG-EM.

Constituintes quimicos Tempo de Concentracéo
retencdo (min) (%)
Pentadecanal 26,23 0,99
Ester de etila do acido hexadecandico 29,36 7,58
3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol 31,55 2,45
Ester de etila do acido 9, 12-octadecadiendico 32,47 9,54
Ester de etila do 4cido 9,12,15-octadecatriendico 32,58 13,63
Ester de etila do 4cido octadecan6ico 33,05 1,30
Trans-esqualeno 42,74 1,32
a-Tocoferol 46,93 4,48
2-Metil-7-fenilindol 49,26 461
3-[4-(1-metil-etil)-fenil]-1-fenil-2-propen-1-ona 49,49 1,22
2-Acetoximetil-3-(metoxicarbonil)-bifenileno 49,82 1,53
N&o identificado 50,03 2,93
1- Metil-2 fenilindol 50,65 7,97
B-Amirina 51,09 33,47
N&o identificado 51,79 2,16
N&o identificado 52,31 1,57
N&o identificado 52,60 3,25
Total 94,00

Fonte: O autor (2013).
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Figura 24. Espectros de massas da B-amirina (banco de dados) e do pico no qual ela foi

identificada na fragdo hexanica das folhas de B. pinnatum.
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Fonte: O autor (2013).

Figura 25. Formulas estruturais da a-amirina e 3-amirina.
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Fonte: O autor (2013).

5.3 TEORES DE FENOIS E FLAVONOIDES TOTAIS

Os teores de fenodis totais no extrato etandlico e nas fragcGes foram obtidos através da
equacao da reta de calibracdo do acido galico (Figura 26) (SOUSA et al., 2007). Apos analise
de regresséo linear obteve-se a equagdo da reta y = 0,1113x + 0,0533, com coeficiente de
determinacdo R% = 0,9986. As absorvancias das amostras foram substituidas no y, obtendo
uma concentracdo inicial com a obtencdo do valor de X, considerando os fatores de diluicdo
das etapas de preparo da amostra. A concentracdo foi ajustada em teor de fendis totais
(9/100g).
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Figura 26. Curva de calibracao do padréo acido gélico.
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Fonte: O autor (2013).

Os teores de flavonoides totais no extrato etandlico e fracdes foram obtidos através
da equacdo da reta de calibracdo da rutina (Figura 27). Ap6s andlise de regressdo linear
obteve-se a equacdo da reta y = 0,0234x + 0,014, com coeficiente de determinacdo R2 =
0,9984. As absorvancias das amostras foram substituidas no y, obtendo uma concentracao
inicial com a obtencdo do valor de x, considerando os fatores de diluicdo das etapas de

preparo da amostra. A concentracdo foi ajustada em teor de flavonoides totais (g/100g).

Figura 27. Curva de calibracdo do padréo rutina.
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Os teores de fenois totais variaram de 3,45 a 25,34 g/100 g no extrato etanolico e fracoes
das folhas de B. pinnatum (Tabela 14). As fracOes em acetato de etila e diclorometéanica
apresentaram maiores teores de fendis totais quando comparadas com os demais produtos
testados. Na Tabela 14 também mostra que os teores de flavonoides totais variaram de 0,66 a
23,31 g/100 g no extrato e nas fragdes avaliadas. A fragdo em acetato de etila (23,31 + 0,04
9/100g) contém maior teor de flavonoides totais equivalentes a rutina em comparagdo com 0s

demais produtos analisados.

Tabela 14. Teores de fendis e flavonoides totais, em equivaléncia de acido galico e rutina,
respectivamente, nas folhas de B. pinnatum.

Extrato/Fragdes Teores (9/100 g)

Fenadis totais Flavonoides totais
Extrato etandlico 9,59 £ 0,03 4,21 +0,02
Fracdo hexanica 3,45+ 0,04 0,66 + 0,02
Fracdo diclorometanica 10,53 £ 0,03 5,96 + 0,02
Fracdo em acetato de etila 25,34 £ 0,03 23,31 £0,04
Fracdo em butandlica 5,05+ 0,03 2,89 +0,03

Os valores correspondem a média + desvio padrdo. As médias diferem entre si apos analise de variancia seguida
do teste de Tukey para p < 0,001.
Fonte: O autor (2013).

5.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Considerando a identificacdo dos constituintes flavonoidicos e os teores de fendis e
flavonoides totais nas amostras de B. pinnatum e na hipotese de estes constituintes serem
conhecidos por suas propriedades antioxidantes, alguns ensaios in vitro foram realizados para

corroborar com dados quimicos apresentados.

5.4.1 Atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical DPPH

O potencial antioxidante frente ao radical DPPH do extrato etanolico e frages das

folhas de B. pinnatum e do controle positivo (rutina) estdo apresentados na Tabela 15 na

forma de CEsg. Os valores de CEsp das amostras variaram entre 9,44 + 0,01 a 57,29 + 0,11
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pg/mL e foram significativamente diferentes entre si (p < 0,001). A fracdo em acetato de etila
apresentou menor CEsp (9,44 = 0,002 pg/mL) quando comparada as demais amostras
avaliadas. Isto demonstra que esta fracdo possui maior atividade antioxidante, pois foi capaz
de inibir o radical livre DPPH com uma menor concentracdo. Rutina, controle positivo,

produziu CEs igual a 8,66 £ 0,01 pg/mL.

Tabela 15. Atividade antioxidante do extrato etandlico e fracGes das folhas de B. pinnatum

pelo método do sequestro do radical DPPH.

Amostras/Controles CEsp (ug/mL)
Extrato etandlico 16,43 £ 0,09
Fracdo hexanica 57,29 £ 0,11
Fracdo diclorometanica 44,75 + 0,06
Fracdo em acetato de etila 9,44 £ 0,01

Fracdo butanodlica 31,70 £ 0,06
Rutina 8,66 + 0,01

Os valores correspondem a media + E.P.M. As médias diferem entre si ap6s analise de variancia seguida do teste
de Tukey para p < 0,001.
Fonte: O autor (2013).

Na Figura 28 sdo mostrados os valores da porcentagem de atividade antioxidante
(%AA) em diferentes concentracdes do extrato etandlico e fragdes de B. pinnatum. E
observado que, a partir da concentragdo de 25 pg/mL, a fracdo em acetato de etila foi capaz

de inibir o DPPH acima de 80%, demonstrando possuir um potente efeito antioxidante.
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Figura 28. Atividade antioxidante do extrato etandlico e fracGes das folhas de B. pinnatum

pelo método do sequestro do radical DPPH.

100 -
e —h
90 - e
-lq—lJ 80 .
c
[
2 70 -
X
o
'S 60 -
c
< 50
ks
I 40 1 B
'S 30 =)= Extrato etanolico
E —&—Fracdo hexanica
¥ 20 1 —e—Fragio diclorometanica
10 - —a— Fracdo em acetato de etila
=O==Fracédo butandlica
0 L T T T 1

0 5 25 50 75
Concentracéao (ug/mL)

Os valores correspondem a média + E.P.M. As médias diferem entre si apds analise de variancia seguida do teste
de Tukey para p < 0,001.
Fonte: O autor (2013).

5.4.2 Atividade antioxidante pelo método do poder de reducédo

Os valores da concentracao efetiva (CEsp) para o extrato etandlico e fracdes das folhas
de B. pinnatum e rutina, estdo apresentados na Tabela 16. Os valores das CEsy com
absorvancia em 0,5 para o poder de reducdo variaram entre 216,81 + 0,10 e 1235,17 + 1,39.
No entanto, considerando os valores das amostras de B. pinnatum, a fracdo em acetato de etila
apresentou menor CEszg (234,22 + 0,61 pug/mL), sendo a mais ativa (p < 0,001). Neste ensaio,
a fracdo butandlica foi a menos ativa com valor de CEsy cerca de seis vezes menor que a
rutina. Rutina, controle positivo, produziu CEsg igual a 216,81 + 0,10 pg/mL, demonstrando
sua poténcia como antioxidante.

Usando o método do poder de reducdo, valores das absorvancias em fungdo das
concentragdes do extrato etandlico e fragcdes de B. pinnatum foram apresentados na Figura 29.
E possivel observar que a fragdo em acetato de etila atingiu o valor de absorbancia 0,5 entre
as concentracOes de 200 e 300 ug/mL, demonstrando uma atividade antioxidante promissora.

O extrato etanolico e demais fragdes, mesmo com a maior concentragao testada (500 pg/mL),
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ndo alcancaram a absorvéncia desejada (0,5). Isto significa que essas amostras possuem

menor efeito antioxidante quando comparadas com a rutina e fracdo em acetato de etila.

Tabela 16. Atividade antioxidante do extrato etandlico e fraces das folhas de B. pinnatum

pelo método do poder de reducéo.

Amostras/Controles CEsp (ug/mL)
Extrato etandlico 532,714 + 1,27
Fracdo hexanica 576,79 £ 1,18
Fracdo diclorometanica 589,96 + 0,87
Fracdo em acetato de etila 234,22 + 0,61
Fracdo butanolica 1235,17 £1,39
Rutina 216,81 £ 0,10

Os valores correspondem a média + E.P.M. As médias diferem entre si apds analise de variancia seguida do teste
de Tukey para p < 0,001.
Fonte: O autor (2013).

Figura 29. Atividade antioxidante do extrato etandlico e das fragdes das folhas de B. pinnatum
pelo método do poder de reducéo.
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Os valores correspondem a média + desvio padrdo. As médias diferem entre si ap6s analise de variancia seguida
do teste de Tukey para p < 0,001.
Fonte: O autor (2013).
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5.4.3 Atividade antioxidante pelo método da cooxidagdo do B-caroteno/acido linoléico

Na Figura 30 sdo mostradas as leituras obtidas das absorvancias nos tempos
(minutos) to, t1s, t3o, s, teo, trs, too € t10s dO extrato etandlico e fracBes e dos controles (BHT e
rutina). E observado o decaimento das absorvéancias em funco do tempo em decorréncia da
oxidagdo do [-caroteno. Quanto menor o decaimento, maior a inibicdo da peroxidacao
lipidica e consequentemente da oxidagdo do P-caroteno. O extrato etanolico e as fracdes
hexéanica e em acetato de etila apresentaram menor variagdo no decaimento, demonstrando
maior inibicdo da peroxidacdo lipidica. Entre os controles positivos testados, o BHT foi mais
ativo, produzindo um menor decaimento das absorvéncia.

Considerando a inibicdo da peroxidacdo lipidica (%]l), o extrato etandlico e fragdes
das folhas de B. pinnatum (250 pg/mL), bem como controles positivos (25 pg/mL),
produziram valores entre 16,9 e 61,3% (Tabela 17). Nesta Tabela, fica evidenciado que a
fragdo em acetato de etila, com inibicdo igual a 58,30%, foi a mais ativa seguida as fragoes

hexanica e dicloromeénica, ambas com 49,10% de inibicao.

Figura 30. Decaimento da absorvancia em funcdo do tempo para o extrato etandlico e fracoes

das folhas de B. pinnatum pelo método da cooxidagdo do B-caroteno/acido linoléico.

0,6 -

0,5 g

o
~

=== Controle negativo

={=BHT

== Rutina ' - -

== Extrato etanélico -t

== Fracdo hexanica

0,1 1 =—@=Fracdo diclorometanica

=—/w=Fracdo em acetato de etila

=O==Fracdo butandlica

0,0 T T T T T T 1
0 15 30 45 60 75 90 105

Tempo (min)

Absorvancia
o
w

o
N
1

Os valores correspondem & meédia + E.P.M. As médias diferem em relacdo ao controle negativo ap6s andlise de
variancia seguida do teste de Tukey para p < 0,05.
Fonte: O autor (2013).



83

Tabela 17. Atividade antioxidante do extrato etandlico e fracBes das folhas de B. pinnatum
pelo método de cooxidagdo do B-caroteno/acido linoleico.

Amostras /Controles % Inibicdo da peroxidacéo lipidica
Extrato etandlico 43,50 + 1,642°

Fracdo hexanica 49,10 + 2,812

Fracdo diclorometanica 49,10 + 1,312

Fracdo em acetato de etila 58,30 + 1,54°

Fracio butanélico 39,40 + 0,62°

BHT 61,30 + 0,99°

Rutina 16,90 + 1,32

Os valores correspondem a média = E.P.M. Letras iguais na mesma coluna associam amostras/controles cujas
médias ndo foram diferentes entre si ap6s analise de variancia seguida do teste de Tukey para p < 0,05.
Fonte: O autor (2013).

5.4.4 Atividade antioxidante pelo método de bioautografia

Extrato etandlico e fragdes de B. pinnatum foram aplicados em placas de CCD e
revelados com cloreto férrico (FeCls) 5% e solucdo etandlica de DPPH 2,5 mM (Figura 31).
As manchas escuras nas placas reveladas com FeCl; sdo indicativas da presenca de
substancias fenolicas e nas placas reveladas com DPPH as manchas branco-amarelas sdo
indicativas de substancias sequestrantes de radicais livres com potencial antioxidante.
Observa-se que as fraces em acetato de etila (FA) e butandlica (FB) (Figura 31C)
evidenciaram quantidades mais expressivas de constituintes fendlicos e atividade
antioxidante. Na fracdo hexanica (FH) (Figura 31A) (bem como o extrato etandlico — EE —
nas mesmas condi¢cdes cromatograficas), observa-se que ndo foram reveladas substancias
fenolicas com Rf préximo ao da mancha revelada com DPPH, cujo Rf foi 0,898 (Rf EE
0,932). Porém, observa-se na placa antes da revelacdo quimica uma mancha com Rf 0,930 (Rf
EE 0,930), valor proximo ao da mancha revelada com DPPH, o que pode ser outra classe de
metabolito especial com atividade antioxidante. Na fracdo diclorometanica (FD) e no EE
(Figura 31B), as manchas referentes a substancias fendlicas e as reveladas com DPPH, em sua
maioria permaneceram no ponto de aplicagdo da amostra, impossibilitando o célculo e
comparacdo dos Rfs. As FA e FB e o EE (Figura 31C) apresentaram manchas referentes a
substancias fendlicas com Rf 0,625 e 0,607 (Rf do EE 0,661), respectivamente. Manchas com
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valores semelhantes, quando reveladas com DPPH, produziram Rfs iguais a 0,593, 0,611 e
0,611 para as FA e FB e EE, respectivamente.

Placas de CCD contendo as amostras de B. pinnatum reveladas com reagente NP/PEG
frente a radiagdo UV em 365 nm, solucdo de cloreto de aluminio (AICI3) 2% e solucéo
etandlica de DPPH 2,5 mM sdo apresentadas na Figura 32. As manchas com coloragéo
amarela e/ou laranja nas placas reveladas com NP/PEG em 365 nm e nas placas reveladas
com AICI; sdo indicativas de flavonoides. As manchas das fracfes em acetato de etila e
butandlicas (Figura 32C) foram mais acentuadas para flavonoides e atividade antioxidante. Na
FH e no EE (Figura 32A), observa-se manchas referentes a flavonoides nas placas reveladas
com NP/PEG em 365 nm e AICI; com Rfs proximos ao da mancha da placa revelada com
DPPH, 0,875 e 0,897, respectivamente. A FD e o EE (Figura 32B) apresentaram perfil
semelhante ao descrito para a Figura 31, impossibilitando o calculo e comparagdo dos Rfs. As
FA, FB e EE (Figura 32C) apresentaram manchas caracteristicas de flavonoides, com Rfs
muito semelhantes aos da revelacdo com DPPH, ao serem reveladas com NP/PEG em 365 nm
(Rf 0,618, 0,618 e 0,654, respectivamente) e com AICl; (Rf 0,603, 0,603 e 0,655,
respectivamente).

Na Figura 33 sdo mostradas as placas de CCD contendo as amostras de B. pinnatum que
foram reveladas com reagente de Liebermann-Burchard e solucdo etandlica de DPPH 2,5
mM. As manchas com coloragdo marron e/ou cinza nas placas reveladas com Liebermann-
Burchard, no visivel e em 365nm (coloracdo mais clara e luminescente), sdo indicativas da
presenca de terpenoides, esteroides e/ou saponinas. Mais uma vez, as fracdes em acetato de
etila e butanol (Figura 33C) evidenciaram quantidades mais expressivas de terpenoides,
esteroides e/ou saponinas e atividade antioxidante. Na placa com FH e EE (Figura 35A)
observa-se manchas referentes a terpenoides, esteroides e/ou saponinas apos revelacdo com o
reagente de Liebermann-Burchard (visivel e 365 nm), produzindo Rf igual a 0,947 em ambas
amostras que foi préximo ao da mancha da placa revelada com DPPH. As amostras da FD e
do EE (Figura 33B), assim como observado nas Figuras 31 e 32, permaneceram no ponto de
aplicacdo, impossibilitando o calculo e comparacdo dos Rfs. As FA e FB e o EE (Figura 33C)
apresentaram manchas caracteristicas a terpenoides, esteroides e/ou saponinas apds analise
com reagente de Liebermann-Burchard (visivel e 365 nm) com Rfs 0,661, 0,678 e 0,661,

respectivamente. Estes valores foram proximos aos Rfs das manchas reveladas com DPPH.
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Figura 31. Bioautografia em CCD do extrato etanolico e fragBes das folhas de B. pinnatum

reveladas com cloreto férrico e DPPH.

Antes de revelar Revelador: Fell, Revelador: DPPH
FM: hexano AcOEL (7:3) FIVI: hexano:AcOEt [7:3) FM: hexano ACOER(7:3)

Antes de revelar Revelador feCl, Revelador: DPP
MV DCM MeOM (9.3:0.7) FA: DCVIMeOM (9,3:0.7) IV CCV:VeO™ (9.30.7)

Antes de revelar Revelador: FeCl, Reveladce: OPPH
FM: BULOH:H20-ACOM (6:3:3) FM: BUIOM:H2O-ACOM (6:3:1) FIVE: BUtONH20:AcOH (6:3:1)

Fonte: O autor (2013).
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Figura 32. Bioautografia em CCD do extrato etanolico e fragBes das folhas de B. pinnatum
reveladas com NP/PEG (365 nm), cloreto de aluminio e DPPH.

Antes de cevelar Revelason NP/PEG 1365 n%) Revelador: AX, sovelazon PP
P heanoAOEt (113 FA: hexanceacDE (7:3) FM: hesana ACOE (7:34 FIE hexano ACORL173)
_ - ST

Artes de revelar Revelador: NP/PLG (363 mm) Reveladon MO, Revelador O
FM: BoaCHH20 2200 $6:3:1) FM: BonOm H20 200H (6.3:1) Pt BtOH HOOACON [6.3:1) M BADH MO AcOM (5:3:1)

Fonte: O autor (2013).
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Figura 33. Bioautografia em CCD do extrato etanolico e fragdes das folhas de B. pinnatum
reveladas com reagente de Liebermann-Burchard e DPPH.

g =
FM: hexano:AcOEt(7:3 FM; heranaAcOR [7:3) NG huxansAOR (73 Fi hevanaAc0z: (7

Oww Own * | B Jee:

Artes de revelar Revelador: Lie Burchard Revelador: DPPH
FiA: DCV:MeOM (9,3.0.7) Fiv: OCM:MaOH (9.5:0.7) FM: CCMMe O (9,3:0.7)

| Antes de reveiar Reveladcr Uebermara-burchard Beewiadir Labermarn Sachart S nm) Rave ador OPP
P ButOM HI0ACOM (6:3:1) TAL BUAOH HIOACOM (6:3:1) TV B0 AN 16:33) P BAOH HIOACOM (6.3:3)

Fonte: O autor (2013).



88

5.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Com base nas acBes antioxidante e antimicrobiana associadas aos flavonoides e
substancias fenolicas, foi testada a hipotese da possivel atividade antibacteriana do extrato

etandlico e fracBes das folhas de B. pinnatum.

5.5.1 Atividade antibacteriana pelo método de difusdo em agar

A atividade antibacteriana do extrato etanolico e fragbes de B. pinnatum, pelo método de
difusdo em agar, medida pelo diametro do halo de inibicdo do crescimento bacteariano, esta
apresentada na Tabela 18. E observado que o extrato etanélico e as fragdes em acetato de etila
e butandlica, na concentragdo de 500 mg/mL, inibiram o crescimento de S. aureus,
produzindo halo de inibicdo de 9, 9,7 e 10,7 mm, respectivamente. Nas concentragdes
testadas, as amostras ndo foram ativas contra as cepas de E. coli, S. typhimurium e P.
aeruginosa. Cloranfenicol e ampicilina, como esperado, também néo inibiram o crescimento

de P. aeruginosa, porém as outras cepas foram suscetiveis aos antibiéticos (CLSI, 2012).

Tabela 18. Atividade antibacteriana do extrato etanolico e fragdes de B. pinnatum pelo

método de difusdo em agar.

Amostras/Controles Diametro do halo de inibi¢&o do crescimento (mm)
S. aureus E. coli P. aeruginosa S. typhimurium
ATCC® ATCC® ATCC® ATCC®
29213 10536 27853 13311
Extrato etandlico 9 0 0 0
Fracdo hexanica 0 0 0 0
Fracdo diclorometanica 0 0 0 0
Fracdo em acetato de etila 9,7 0 0 0
Fracdo butanolica 10,7 0 0 0
Cloranfenicol 22,7 30,7 0 30
Ampicilina 34 32 0 23
DMSO 0 0 0 0

Valores apresentados na forma de média obtidos de triplicatas.
Fonte: O autor (2013).



89

5.5.2 Concentrag&o inibitoria minima e concentracéo bactericida minima

Os resultados obtidos na determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) do
extrato etandlico e das fracbes de B. pinnatum estdo mostrados na Tabela 19. Os menores
valores de CIM foram obtidos na fracdo hexanica frente a S. aureus e na fracdo butandlica
frente a P. aeruginosa, ambos 0,625 mg/mL. Somente a fracdo diclorometanica nao
apresentou CIM menor ou igual a 2,5 mg/mL. Com relacdo ao controle (cloranfenicol),
somente a cepa de S. typhymurium foi suscetivel e E. coli apresentou valor intermediério, as
demais cepas foram resistentes (CLSI, 2012).

A partir dos valores CIM, foi avaliada a concentragdo bactericida minima (CBM) do
extrato etanolico e fracBes de B. pinnatum que consiste na menor concentracdo em que a
substancia é capaz de impedir o desenvolvimento do microrganismo sendo descrita como
atividades bactericida ou bacteriostatica. Os resultados obtidos, encontrados na Tabela 19,
mostram que o extrato etandlico e a fracdo butanolica apresentaram CBM bactericida para S.
aureus e P. aeruginosa e bacteriostatica para as demais cepas; a fracdo hexanica demonstrou
CBM bactericida somente para P. aeruginosa, sendo bacteriostatica frente as demais
bactérias; as CBM da fracdo diclorometanica foram bactericidas para todas as cepas
bacterianas testadas; e a fracdo em acetato de etila apresentou CBM do tipo bactericida para

E. coli e P. aeruginosa, e bacteriostatica para os outros dois microrganismos.
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Tabela 19. Concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM)

do extrato etandlico e fragdes das folhas de B. pinnatum.

Amostras/Controles Microrganismo  CIM (mg/mL)® CBM (mg/mL)? Atividade
S. aureus 2,5 2,5 Bacteriostatico
5,0 Bactericida
Extrato etandlico E. coli 1,25 1,25 Bacteriostatico
S. typhimurium 1,25 1,25 Bacteriostatico
P. aeruginosa 1,25 1,25 Bacteriostatico
2,5 Bactericida
S. aureus 0,625 0,625 Bacteriostatico
E. coli 1,25 1,25 Bacteriostatico
Fracéo hexanica S. typhimurium 1,25 1,25 Bacteriostatico
P. aeruginosa 1,25 1,25 Bacteriostatico
2,5 Bactericida
S. aureus 5,0 5,0 Bactericida
Fracdo diclorometanica  E. coli 5,0 5,0 Bactericida
S. typhimurium 5,0 50 Bactericida
P. aeruginosa 5,0 50 Bactericida
S. aureus 1,25 1,25 Bacteriostatico
E. coli 1,25 1,25 Bacteriostatico
Fracdo em 2,5 Bactericida
acetato de etila S. typhimurium 1,25 1,25 Bacteriostatico
P. aeruginosa 1,25 1,25 Bacteriostatico
2,5 Bactericida
S. aureus 5 5 Bactericida
E. coli 1,25 1,25 Bacteriostatico
Fracéo butandlica S. typhimurium 1,25 1,25 Bacteriostatico
P. aeruginosa 0,625 0,625 Bacteriostatico
1,25 Bactericida
S. aureus 0,0625 - -
E. coli 0,0156 - -
Cloranfenicol S. typhimurium 0,00098 - -
P. aeruginosa 0,0156 - -

Fonte: O autor (2013).



91

5.6 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA TOPICA

A atividade anti-inflamatoria de produtos naturais tem sido relacionada a substancias
fenolicas, especialmente aos flavonoides, bem como aos agentes antioxidantes que, através de
diferentes mecanismos, inibem os processos inflamatérios. Neste sentido, a hipoOtese da
atividade anti-inflamatéria do extrato etandlico, rico em substancias flavonoidicas, sobre

diferentes modelos de inflamacao tdpica foi testada.

5.6.1 Efeito do extrato etanolico das folhas de B. pinnatum sobre o edema de orelha induzido

por 6leo de créton

Ap6s 6h da aplicacdo tdpica de 6leo de croton, observa-se na Tabela 20 que houve
formagdo efetiva de edema, demonstrado através do aumento da massa da orelha (massa do
edema) do grupo controle (acetona). O extrato etandlico, aplicado topicamente na orelha dos
camundongos ap6s o agente flogistico, nas concentracBes de 0,5 e 1,0 mg/orelha, inibiu
significativamente (p < 0,001) a formag&o do edema em 54,85 e 57,11%, respectivamente,
quando comparado ao grupo controle (Tabela 20). A dexametasona, um agente anti-
inflamatorio esterdide utilizado como controle positivo, como esperado, produziu 83,75% de

inibicdo do edema.

Tabela 20. Efeito do extrato etandlico de B. pinnatum sobre o edema de orelha induzido por
6leo de croton.

Grupo Concentracédo Massa do edema (mg)  Inibicdo do edema (%)
Controle (acetona) 20 pL/orelha 4,43+0,42 0

0,1 mg/orelha 3,30+ 0,48 25,51
Extrato etandlico 0,5 mg/orelha 2,00+0,28™" 54,85

1,0 mg/orelha 1,90+ 0,46 57,11
Dexametasona 0,1 mg/orelha 0,72+0,277 83,75

Os valores correspondem & média £ E.P.M. de seis camundongos. *** p < 0,001, diferente do grupo controle
apos analise de variancia seguida do teste de Student-Newman-keuls.
Fonte: O autor (2013).
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5.6.2 Efeito do extrato etandlico de B. pinnatum sobre o edema de orelha induzido por acido
araquidonico

A aplicacdo tdpica de acido araquidénico promoveu, apds 1h, formacdo do edema,
sendo demonstrado através do aumento da massa da orelha (massa do edema) do grupo
controle (acetona) (Tabela 21). Nas concentragdes de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha, o extrato
etanolico, aplicado topicamente na orelha dos camundongos apds o agente flogistico, inibiu
significativamente (p < 0,01 ou p < 0,001) a formacéo do edema em 41,67, 53,82 e 67,01%,
respectivamente, quando comparado ao grupo controle (2,88 + 0,50) (Tabela 21). A
indometacina, inibidor ndo seletivo da COX utilizado como controle positivo, reduziu a massa

edematosa para 0,65 £ 0,08, inibindo em 77,43% a formac&o do edema.

Tabela 21. Efeito do extrato etanélico de B. pinnatum sobre 0 edema de orelha induzido por
acido araquidonico.

Grupo Concentracdo ~ Massa do edema (mg) Inibicdo do edema (%)
Controle (acetona) 20 pL/orelha 2,88 £ 0,50 0

0,1 mg/orelha 1,68 +0,34" 41,67
Extrato etanélico 0,5 mg/orelha 1,33+0,19” 53,82

1,0 mg/orelha 0,95+ 0,097 67,01
Indometacina 2 mg/orelha 0,65+0,08"" 77,43

Os valores correspondem & média £ E.P.M. de seis camundongos. **p < 0,01, ***p < 0,001, diferente do grupo
controle apds analise de variancia seguida do teste de Student-Newman-keuls.
Fonte: O autor (2013).

5.6.3 Efeito do extrato etanolico de B. pinnatum no edema de orelha induzido por fenol

A aplicacdo topica de fenol induziu, ap6s 2h, a formacao do edema através do aumento
da massa da orelha (massa do edema), sendo tratado com o extrato etandlico (Tabela 22). O
extrato etanolico administrado topicamente apds o agente flogistico, foi capaz de inibir
significativamente em 79,73 (p < 0,001), 33,14 (p < 0,05) e 33,71% (p < 0,05) o0 edema nas
concentragdes de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha, respectivamente, em relagdo ao grupo controle. A
dexametsona, controle positivo, reduziu o edema de orelha em 82,00%, comprovando sua

acao anti-inflamatoria.
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Tabela 22. Efeito do extrato etandlico de B. pinnatum sobre o edema de orelha induzido por

fenol.
Grupo Concentracdo ~ Massa do edema (mg) Inibicdo do edema (%)
Controle (acetona) 20 pL/orelha 8,78+ 0,41 0
0,1 mg/orelha 1,78+0,85 79,73
Extrato etandlico 0,5 mg/orelha 5,87 +0,52" 33,14
1,0 mg/orelha 5,82 +0,73" 33,71
Dexametasona 0,1 mg/orelha 1,58 +0,26 82,00

Os valores correspondem a média = E.P.M. de seis camundongos. *p < 0,05, ***p < 0,001, diferente do grupo
controle apds analise de variancia seguida do teste de Student-Newman-keuls.
Fonte: O autor (2013).

5.6.4 Efeito do extrato etandlico de B. pinnatum sobe o edema de orelha induzido por

capsaicina

Capsaicina aplicada topicamente induziu edema de orelha, ap6s 30 min, que ¢é avaliado
através do aumento da massa da orelha (massa do edema) e observado principalmente no
grupo controle (ndo tratado) (Tabela 23). ConcentracGes de 0,1 (1,55 + 0,19; p < 0,001), 0,5
(0,75 £ 0,28; p < 0,01) e 1,0 mg/orelha (1,77 £ 0,17; p < 0,01) do extrato etandlico reduziram
significativamente o edema de orelha em 43,22, 72,53 e 35,16%, respectivamente, em relacéo
ao grupo controle (2,73 = 0,06). O grupo tratado com dexametasona também apresentou

massa do edema (0,48 = 0,13; p < 0,001) significativamente menor que o controle.

Tabela 23. Efeito do extrato etandlico de B. pinnatum sobre o edema de orelha induzido por

Dexametasona

0,1 mg/orelha

0,48+0,13"

capsaicina.
Grupo Concentracdo ~ Massa do edema (mg)  Inibicdo do edema (%)
Controle (acetona) 20 pL/orelha 2,73+ 0,06 0
0,1 mg/orelha 1,55+0,19" 43,22
Extrato etandlico 0,5 mg/orelha 0,75+0,28" 72,53
1,0 mg/orelha 1,77 017" 35,16

82,42

Os valores correspondem & média + E.P.M. de seis camundongos. **p < 0,01, ***p < 0,001, diferente do grupo
controle apds analise de variancia seguida do teste de Student-Newman-keuls.
Fonte: O autor (2013).
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5.6.5 Efeito do extrato etanolico de B. pinnatum no edema de orelha induzido por etil-fenil-
propriolato

O agente flogistico etil-fenil-propriolato (EPP), induziu edema de orelha apds 1h da
aplicacdo topica que é observado através do aumento da massa da orelha (massa do edema)
(Tabela 24). O extrato etandlico, nas concentragcbes de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha, inibiu
significativamente a formacéo do edema em 75,00 (p < 0,001), 69,77 (p < 0,001) e 43,60% (p
< 0,01) quando comparado ao grupo controle, cuja massa do edema foi 1,72 + 0,22 (Tabela
24). A dexametasona, controle positivo, reduziu a massa do edema em 73,84% (p < 0,001),

demonstrando seu potencial anti-inflamatério.

Tabela 24. Efeito do extrato etandlico de B. pinnatum sobre o edema de orelha induzido por
EPP.

Grupo Concentracdo  Massa do edema (mg)  Inibi¢do do edema (%)
Controle (acetona) 20 pL/orelha 1,72 £ 0,22 0

0,1 mg/orelha 0,43+0,087 75,00
Extrato etanélico 0,5 mg/orelha 0,52+0,09"" 69,77

1,0 mg/orelha 0,97 + 0,08 43,60
Dexametasona 0,1 mg/orelha 0,45+0,16" 73,84

Os valores correspondem a média + E.P.M. de seis camundongos. **p < 0,01 e ***p < 0,001, diferente do grupo
controle apds analise de variancia seguida do teste de Student-Newman-keuls.
Fonte: O autor (2013).

5.6.6 Efeito do extrato etandlico das folhas de B. pinnatum sobre o edema de orelha
induzido pela aplicacdo multipla de 6leo de créton

Apds o estabelecimento do processo inflamatdrio crénico decorrente da aplicacdo
maltipla de 6leo de créton, o tratamento com o extrato etandlico de B. pinnatum nas
concentragdes de 0,1 (393,2 + 12,8; p < 0,001), 0,5 (505,7 + 49,9; p < 0,001) e 1,0 mg/orelha
(422,5 £ 27,4; p < 0,001) foi capaz de reverter o edema significativamente, apresentando no
nono dia de experimento uma inibicdo do edema de 54,95, 42,05 e 51,58%, respectivamente
(Tabela 25). A dexametasona, como esperado, produziu 79,33% de inibicdo do edema. A
Figura 34 mostra o estabelecimento do processo inflamatério ao longo dos nove dias de

experimento e o efeito do tratamento cronico sobre o edema de orelha.
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Tabela 25. Efeito do extrato etandlico das folhas de B. pinnatum sobre o tamanho do edema

de orelha induzido por aplicacdo mdaltipla de éleo de créton no nono dia de experimento.

Grupo Concentracéo A espessura da orelha  Inibicdo do edema (%)
(um)
Controle (acetona) 20 pL/orelha 872,7 £ 62,7 0
0,1 mg/orelha 3932+12,87 54,95
Extrato etandlico 0,5 mg/orelha 505,7 +49,97 42,05
1,0 mg/orelha 4225+27,47 51,58
Dexametasona 0,1 mg/orelha 180,3+ 31,7 79,33

Os valores correspondem a média + E.P.M. de seis camundongos. ~ p < 0,001 diferente do grupo controle ap6s
andlise de variancia seguida do teste de Student-Newman-keuls.
Fonte: O autor (2013).

Figura 34. Efeito do extrato etandlico de B. pinnatum sobre o tamanho do edema de orelha

induzido por aplicacdo multipla de éleo de créton durante os nove dias de experimento.
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Os valores correspondem a média £ E.P.M. de seis camundongos. *** p < 0,001 diferente do grupo controle
apos analise de variancia seguida do teste de Student-Newman-keuls.
Fonte: O autor (2013).

Na Tabela 26 sdo mostrados os dados de massa do edema (mg) no nono dia do
experimento, 0s quais através do aumento da massa das orelhas confirmam o processo
inflamatdrio instalado pela aplicacdo multipla de 6leo de créton e que a aplicacdo do extrato
etanolico (0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha) e da dexametasona foram eficazes na reversao do edema
em 36,63, 20,33, 22,59 e 75,39%, respectivamente.
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Tabela 26. Efeito do extrato etandlico de B. pinnatum sobre a massa do edema de orelha

induzido por aplicagdo multipla de 6leo de créton no nono dia de experimento.

Grupo Concentracéo A massa da orelha (mg)  Inibicdo do edema (%)
Controle (acetona) 20 pL/orelha 14,02 £ 0,71 0

0,1 mg/orelha 8,88+0,87 36,63
Extrato etandlico 0,5 mg/orelha 11,17 +1,34 20,33

1,0 mg/orelha 10,85+ 0,69 22,59
Dexametasona 0,1 mg/orelha 3,45+0,38" 75,39

Os valores correspondem a média + E.P.M. de seis camundongos. = p < 0,001, ~ p < 0,01, " p < 0,05 diferente
do grupo controle apds analise de variancia seguida do teste de Student-Newman-keuls.
Fonte: O autor (2013).

5.6.7 Andlise histoldgica

No modelo de edema de orelha induzido pela aplicacdo Unica e multipla de dleo de
croton, para confirmar e compreender melhor o efeito anti-inflamatdrio do extrato etandlico
observado nas Tabelas 20 e 25, respectivamente, foi realizado a analise histoldgica de
parametros da inflamacdo. Para o modelo de inflamacdo aguda (aplicacdo Unica de 6leo de
créton), na Figura 35, sdo apresentadas fotos representativas dos cortes histoldgicos (100x,
escala 100 pm) de orelhas de camundongos de cada grupo experimental. E verificado que, ao
comparar 0 grupo controle negativo (Figura 35B) com o grupo sem inflamacéo (Figura 35A),
a aplicacdo topica Unica de 6leo de croton produziu um aumento acentuado da espessura da
orelha (derme), acompanhado pela ruptura do tecido conjuntivo e desorganizacdo das fibras
da matrix extracelular. O tratamento com o extrato etandlico de B. pinnatum, nas
concentracdes de 0,5 e 1,0 mg/orelha, reduziu a formacgéo de edema, ou seja, a espessura da
derme, 0 que pode ser observado nos cortes histologicos das orelhas (Figuras 35E e 35F).
Apbs aplicacdo da dexametasona (0,1 mg/orelha), controle positivo, a inibicdo do edema foi
também visualizado de forma expressiva (Figura 35C). Analisando ainda parametros de
inflamacéo nas amostras das orelhas deste modelo, através da Figura 36 (fotomicrografia dos
cortes histolégicos em aumento de 200x, escala 100 um), observa-se que o 6leo de croton,
além dos efeitos citados anteriormente, causou vasodilatacdo e infiltracdo de leucocitos
polimorfonucleares na derme e que, esses parametros inflamatérios foram suprimidos pelo
tratamento topico com o extrato etandlico nas concentracdes de 0,5 e 1,0 mg/orelha, assim

como pela dexametasona (0,1 mg/orelha).
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Figura 35. Fotomicrografia de sec¢Oes transversais de tecido da orelha de camundongos
submetidos a aplicacéo Unica de 6leo de croton: efeito do EE de B. pinnatum sobre o tamanho

do edema (espessamento da derme).

Cortes histoldgicos de orelhas dos camundongos corados com hematoxilina-eosina (100x, escala de 100 pum).
(A) Basal (sem inflamac&o); (B) Controle (acetona); (C) dexametasona 0,1 mg/orelha; (D) EE 0,1 mg/orelha; (E)
EE 0,5 mg/orelha; (F) EE 1,0 mg/orelha; (ED) edema/espessamento da derme.

Fonte: O autor (2013).
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Figura 36. Fotomicrografia de secOes transversais de tecido da orelha de camundongos
submetidos a aplicacdo Unica de Oleo de créton: efeito do EE de B. pinnatum sobre

vasodilatacdo e infiltracdo de leucdcitos.

- , ~ . "A-
Cortes histologicos de orelhas dos camundongos corados com hematoxilina-eosina (200x, escala de 100 pum).
(A) Basal (sem inflamac&o); (B) Controle (acetona); (C) dexametasona 0,1 mg/orelha; (D) EE 0,1 mg/orelha; (E)
EE 0,5 mg/orelha; (F) EE 1,0 mg/orelha; (ED) edema/espessamento da derme; (VD) vasodilatacdo; (LC)
leucdcitos. Fonte: O autor (2013).
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O efeito inibitorio do EE sobre a formacdo de edema pela aplicacdo Unica de 6leo de
croton a partir da andlise histologica foi corroborado pela avaliagdo da medida da espessura
do tecido edematoso (m) nos cortes teciduais examinados através do programa IMAGE-
PRO® PLUS (Tabela 27). Nesta analise, nas concentracdes de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha, o
extrato reduziu a espessura do tecido em 54,27, 47,44 e 56,95%, respectivamente, sendo esses

valores estatisticamente iguais ao da dexametasona (57,06%).

Tabela 27. Efeito do extrato etandlico das folhas de B. pinnatum sobre o tamanho do edema

de orelha induzido pela aplicacdo Unica de 6leo de croton.

Grupo Concentracdo ~ Tamanho do edema Inibicdo do edema
(Hm) (%)

Controle (acetona) 20 pL/orelha 590,90 + 33,00 0
Basal (sem 6leo de crdton) - 187,00 + 9,00

0,1 mg/orelha 270,20+ 7,007 54,27
Extrato etandlico 0,5 mg/orelha 310,60 + 41,00 47,44

1,0 mg/orelna 254,40 + 19,00 56,95
Dexametasona 0,1 mglorelna 253,70 + 22,007 57,06

Medidas da espessura do tecido edematoso (um) em cinco regides aleatérias de cada corte histolégico através de
Fotomicrografia utilizando o programa IMAGE-PRO® PLUS. Cada grupo foi representado por quatro cortes
histolégicos (n = 4). Os valores correspondem a média + E.P.M. *** p < 0,001, diferente do grupo controle apds
andlise de variancia seguida do teste de Student-Newman-Keuls.

Considerando o modelo de inflamac&o cronica (aplicagdo maltipla de éleo de créton),
através da analise comparativa de fotos representativas dos cortes histolégicos (100x, escala
100 um) entre o grupo controle negativo (Figura 37B) e o grupo sem inflamacdo (Figura
37A), observa-se que a aplicacdo topica maltipla de dleo de créton, assim como a aplicacao
Unica, mas em maior extensdo, produziu aumento da espessura da orelha (derme),
acompanhado pela ruptura do tecido conjuntivo e desorganizacdo das fibras da matrix
extracelular. Os tratamentos com o extrato etanélico de B. pinnatum (0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha)
e a dexametasona inibiram o edema, reduzindo a espessura da derme (Figuras 37C-F).
Analisando a Figura 38 (fotomicrografia em 200x, escala 100 pum), observa-se que o 6leo de
créton no grupo controle negativo, além dos efeitos citados anteriormente, causou hiperplasia
epidérmica, vasodilatacdo e infiltracdo de leucocitos (mononucleares) na derme. Novamente,
todos esses parametros inflamatorios foram suprimidos pelo tratamento tépico com o extrato

(0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha), assim como pela dexametasona (0,1 mg/orelha).
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Figura 37. Fotomicrografia de secOes transversais de tecido da orelha de camundongos
submetidos a aplicagdo multipla de 6leo de créton: efeito do EE de B. pinnatum sobre o

tamanho do edema (espessamento da derme).

Cortes histoldgicos de orelhas dos camundongos corados com hematoxilina-eosina (100x, escala de 100 um).
(A) Basal (sem inflamac&o); (B) Controle (acetona); (C) dexametasona 0,1 mg/orelha; (D) EE 0,1 mg/orelha; (E)
EE 0,5 mg/orelha; (F) EE 1,0 mg/orelha; (ED) edema/espessamento da derme.

Fonte: O autor (2013).
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Figura 38. Fotomicrografia de secOes transversais de tecido da orelha de camundongos
submetidos a aplicacdo multipla de dleo de croton: efeito do EE de B. pinnatum sobre
tamanho do edema (espessamento da derme e epiderme), vasodilatacdo e infiltracdo de

leucocitos.

Cortes histologicos de orelhas dos camundongos corados com hematoxilina-eosina (200x, escala de 100 pm).

(A) Basal (sem inflamac&o); (B) Controle (acetona); (C) dexametasona 0,1 mg/orelha; (D) EE 0,1 mg/orelha; (E)
EE 0,5 mg/orelha; (F) EE 1,0 mg/orelha; (ED) edema/espessamento da derme; (HE) hiperplasia epidérmica;
(VD) vasodilatacdo; (LC) leucdcitos. Fonte: O autor (2013).
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6 DISCUSSAO

O presente estudo caracterizou quimicamente e avaliou atividades bioldgicas do
extrato etandlico e fracdes das folhas de Bryophyllum pinnatum, uma planta medicinal
utilizada popularmente no Brasil e em outros paises principalmente na forma de suco, sumo e
emplastos de suas folhas (ABRAO, 2010; GUPTA et al., 2010). Popularmente, a espécie é
empregada no tratamento de inflamacdes, infecgdes, feridas, contusfes, queimaduras, picadas
de insetos, furdnculos e ulceracBes. Além disso, € util no tratamento de anexite e gastrite,
auxilia na eliminacdo de calculos renais, abscessos, alergia, erisipela, frieira, dores de cabeca
e nas juntas, reumatismo, hemorroidas, diarreia, disenteria e vomitos (ABRAO, 2010;
LORENZI; MATOS, 2008; NAYAK; MARSHALL; ISITOR, 2010; OJEWOLE, 2005).
Baseando-se no uso popular de B. pinnatum, estudos tém confirmado diversas atividades
farmacoldgicas, como anti-inflamatéria (OJEWOLE, 2005); antioxidante (GUPTA,;
BANERJEE, 2011); antimicrobiana (AKINPELU et al.,, 2000); cicatrizante (NAYAK;
MARSHALL; ISITOR, 2010); antinociceptiva (IGWE; AKUNYILI, 2005); antidiabética
(OJEWOLE, 2005); imunossupressora e antialérgica (CRUZ et al., 2012) e atividade
leishmanicida (MUZITANO et al., 2006, 2011).

Com intuito de aprofundar a investigacdo farmacolégica, o presente trabalho avaliou as
atividades antioxidante, antibacteriana e anti-inflamatoria topica das folhas de B. pinnatum
utilizando modelos experimentais especificos que ainda ndo foram relatados na literatura,
além de abordar o extrato e as fracOes. Essa dissertacdo tem sua originalidade, viabilidade,
importancia e atualidade fundamentadas pelo PNPIC e suas diretrizes, pois, envolve a
avaliacdo e confirmacédo de potenciais de acbes farmacoldgicas de uma espécie medicinal que
consta na RENISUS. A mesma esta inserida nas diretrizes do PNPIC e assim ir& contribuir
com a concretizacdo dessa politica. Os resultados dessa proposta agregam mais conhecimento
acerca da espécie estudada, justificando o seu uso tradicional e evidenciando a espécie como
potencial alvo para o desenvolvimento de formulacfes fitoterdpicas, para a obtencdo de
fitofarmacos e/ou semi-sintese de novos farmacos, gerando assim novas possibilidades
terapéuticas para a populacéo.

O perfil fitoquimico de Bryophyllum pinnatum é extensamente conhecido e diversas
substancias bioativas, desde flavonoides a terpenoides, ja foram relatadas na espécie, de modo
que todas as atividades bioldgicas presentes na mesma podem ser explicadas com base em
sinergismos (KAMBOJ; SALUJA, 2009; MAJAZ et al., 2011). Os resultados apresentados na
caracterizacdo quimica por CLAE-UV dos derivados das folhas B. pinnatum condizem com
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dados da literatura relacionados ao perfil fitoquimico da espécie, sendo que foram detectados
cinco flavonoides (rutina, quercetina, canferol, luteolina-7-O-B-D-glicosideo e apigenina-7-O-
B-D-glicosideo), classe de fitoconstituintes majoritarios de B. pinnatum, sendo que luteolina-
7-O-B-D-glicosideo e apigenina-7-O-p-D-glicosideo ainda ndo haviam sido detectadas na
espécie (PATTEWAR, 2012). Apesar de nenhum dos flavonoides citados terem sido
detectados no extrato etanodlico, a confirmacdo da presenca dessas substancias
conhecidamente bioativas nas fracées (COTTIGLIA et al., 2005; GARCIA-MEDIAVILLA et
al., 2007; GOKBULUT et al., 2013; LEE et al., 2013; LESJAK et al., 2011; MAJAZ et al.,
2011; MUZITANO et al., 2006; VITALINI et al., 2011), confirmam a presenca delas também
no extrato etandlico, uma vez que este deu origem as diferentes fracbes, e dessa forma
evidencia a eficacia das etapas fitoquimicas de obtencdo dos derivados vegetais e sustenta 0s
resultados obtidos na avaliacdo de suas atividades biologicas. Outros derivados flavonoidicos
bioativos ja foram detectados na espécie, dentre eles luteolina (KAMBOJ; SALUJA, 2009;
MAJAZ et al., 2011; GOKBULUT et al.,, 2013; BALAMURUGAN; KARTHIKEYAN,
2012), a-ramnoisorobina (TATSIMO et al., 2012), 5-metil 4°,5,7-trihidroxiflavona e 4°,3,5,7—
tetrahidroxi 5-metil 5 -propenamina antocianidina (OKWU; NNAMDI, 2011b). Outras
classes de metabdlitos, também bioativos, tais como alcaloides, saponinas, esteroides,
triterpenoides, fenilpropanoides, acidos fenolcarbdnicos, antocianidinas e taninos, tém sido
relatadas na espécie (ALMEIDA; MUZITANO; COSTA, 2006; LORENZI; MATOS, 2008;
MAJAZ et al., 2011; OKWU; JOSIAH, 2006). Nesse sentido, a analise em CG-EM da fracédo
hexanica confirmou a presenca de metabolitos mais apolares, como alguns ésteres graxos; o-
tocoferol (vitamina E), substancia com elevado portencial antioxidante, estruturalmente
relacionada com as quinonas terpénicas do tipo plastoquinonas; e o triterpeno pentaciclico B-
amirina, que possui diferentes bioatividades, como potencial antioxidante e anti-inflamatério
(DEWICK, 2009; DIAS; HAMERSKI; PINTO, 2011). Os triterpenos pentaciclicos, em sua
maioria, pertencem as subclasses ursano, oleano e lupano. A presenca de B-amirina (esqueleto
olean-12-eno) sugere a presenca da o-amirina (esqueleto ursan-12-eno), seu isémero
constitucional, cuja presenca em B. pinnatum ja foi relatada (DIAS; HAMERSKI; PINTO,
2011; FERNANDES, 2011; SIDDIQUI et al., 1989; SILVA, 2007). A biossintese dos
triterpenos tem como precursor comum o 2,3-oxidoesqualeno e existem evidéncias de que as
séries de ciclizagdes e rearranjos de Wagner-Meerwein que convertem o oxidoesqualeno em
diferentes triterpenoides (p.ex.: lanosterol, lupeol, a- e B-amirinas), na via do mevalonato
(MVA) e metileritritol 4-fosfato (MEP), sejam catalisadas por uma U(nica enzima, a
oxidoesqualeno ciclase (OSC) ou triterpeno sintase, que pode gerar um unico produto



104

(monofuncional) ou diferentes produtos (multifuncional) (DEWICK, 2009). Triterpeno
sintases multifuncionais tém sido relatadas, como a PSM (mixed amyrin synthase from P.
sativum) em que os dois produtos majoritarios sdo a o- e P-amirina. OSCs clonadas de
Arabidopsis thaliana produzem mais de 20 triterpenos, incluindo lupeol e a- e B-amirina
(KUSHIRO et al., 2000; SHIBUYA et al., 2009; YU et al., 2013). Além disso, 0s isdmeros
constitucionais de posicdo a- e f-amirina, por diferirem somente na posi¢do de uma metila,
que na a-amirina esta em Cig e na B-amirina esta em Cyo, saem juntas na CLAE e CG, com
diferenca de poucos segundos, apresentando sobreposicdo dos sinais. Portanto, na analise por
CG, o sinal identificado como B-amirina (t; 51,09 min) pode tratar de a-amirina, apesar da
comparacdo dos espectros de massas ter sugerido a estrutura da série oleano. Triterpenos
pentaciclicos que possuem ligagdo m em Cj, apresentam padrdo de fragmentacdo
caracteristico, via reacdo Retro-Diels-Alder, sendo assim as amirinas (o- € B-) apresentam o
mesmo padrdo de fragmentacdo, sendo m/z 189, m/z 203 e m/z 218 os fragmentos
caracteristicos. Existem algumas diferencas nos espectros de massas das duas substancias: na
B-amirina o sinal em m/z 203 apresenta maior intensidade que na o-amirina; e derivados da
série oleano (B-amirina) apresentam sinal em m/z 189 mais intenso do que em m/z 203 e na
série ursano (a-amirina) essa relacdo é inversa (FERNANDES, 2011; GIESE, 2005; SILVA,
2007; ZANON et al., 2008).

A quantificacdo de fendis totais evidenciou que o extrato etanolico e as fracBes das
folhas de B. pinnatum sdo ricos em substancias fenolicas, em que os conteudos variaram de
3,45 a 25,34 g/100 g, sendo que a fracdo em acetato de etila apresentou maior teor. Os teores
de flavonoides totais variaram de 0,66 a 23,31 g/100 g no extrato e nas fragcdes analisadas,
destacando novamente a fracdo em acetato de etila. Devido ao carater mais polar do acetato
de etila ja era esperado que apresentasse maiores teores de fendis totais e flavonoides,
substancias também com maior carater polar. O teor de flavonoides em extratos de B.
pinnatum ¢é influenciado pelas condi¢des de cultivo, estacdo do ano e método de extracao,
sendo o conteddo potencializado quando a espécie é exposta a luz solar e coletada nos meses
em que ha maior incidéncia de radiacdo solar, pincipalmente no verdo (MUZITANO et al.,
2011). Para a realizacdo deste trabalho, as folhas de B. pinnatum foram coletadas no més de
Janeiro (2012), atendendo as condicGes descritas anteriormente, ao ponto que na fragdo em
acetato de etila o teor flavonoidico correspondeu a 92% do teor total de fenois. Os dados
dessa quantificacdo, bem como os de caracterizagdo quimica, demonstram a eficicia das
etapas de obtencdo dos derivados vegetais de B. pinnatum e principalmente corroboram com

os resultados apresentados nos ensaios de atividades antioxidante, antimicrobiana e anti-
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inflamatoria, sugerindo a relacdo entre constituintes fendlicos e atividades bioldgicas
(COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009; GUPTA; BANERJEE, 2011; HARLALKA;
PATIL; PATIL, 2007; JAIN et al., 2010).

Considerando a atividade antioxidante, o extrato etandlico e as fracGes das folhas de B.
pinnatum apresentaram potencial antioxidante, em ensaios que diferem em relagcdo ao
mecanismo antioxidante avaliado. Nos ensaios com radical DPPH e de FRAP, a fragdo em
acetato de etila produziu CEsy (9,44 e 234,22 pg/mL) muito proxima a da rutina (8,66 e
216,81 pg/mL), demonstrando sua capacidade de sequestro de radicais livres e de reducéo de
fons Fe®", respectivamente, ambas envolvendo a doacéo de elétrons. Os ensaios de avaliagdo
da inibicdo da peroxidag&o lipidica ou lipoperoxidacéo (LPO), como o sistema de cooxidagdo
[-caroteno/acido linoléico, apesar de também serem testes in vitro, reproduzem melhor
situacOes fisiologicas de estresse oxidativo, como a oxidacdo dos lipideos insaturados das
membranas celulares, que causa a destruicdo de sua estrutura, alteracdo de seu funcionamento
e em casos extremos, a morte celular (ALVES et al., 2010; LIMA; ABDALLA, 2001). Neste
ensaio, analisando o grafico de decaimento da absorvancia da emulsdo do sistema [-
caroteno/acido linoléico em funcdo do tempo (Figura 30), ao comparar a curva do controle
negativo com as demais curvas, percebe-se que o extrato etanolico e principalmente as fragdes
hexanica e em acetato de etila retardaram e reduziram a LPO e consequentemente a oxidacao
do B-caroteno. A fracdo em acetato de etila foi a mais promissora com 58% de inibicdo da
peroxidacdo lipidica, sendo que a rutina, flavonoide com atividade antioxidante utilizado
como controle positivo, apresentou 61% de inibicdo. A LPO é um processo de trés etapas:
iniciagdo, propagagdo e terminagdo, de modo que os antioxidantes podem agir inibindo a
iniciacdo do processo ao neutralizar ERO do meio e/ou inibir a propagacdo da LPO, ao
neutralizar os radicais peroxila formados pela oxidacao dos lipideos (DUARTE-ALMEIDA et
al., 2006; LIMA; ABDALLA, 2001). Ainda com relacdo a este ensaio, em virtude do meio
reacional se tratar de uma emulsdo, substancias lipofilicas encontram maior facilidade de
exercer sua acdo antioxidante, pois sdo capazes de permanecer na interface Oleo:agua da
emulsdo, onde ocorre a LPO. Enquanto as substancias mais hidrofilicas solubilizam-se na fase
aquosa, o que gera diluigéo e consequente reducdo de suas atividades (KOLEVA et al., 2002).
Isso explica a inibi¢do apresentada pela fragdo hexanica, além de que nela, através de CG-EM
foi detectada a vitamina E (tocoferdis), substancia antioxidante que neutraliza radicais
peroxila, inibindo a etapa de propagacgéo da LPO (DEWICK, 2009).

Os resultados obtidos através de ensaios de atividade antioxidante in vitro ndo podem

ser extrapolados diretamente para situagfes in vivo, uma vez que a acdo dos antioxidantes
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envolve diferentes mecanismos (MAGALHAES et al., 2008). Porém, os dados obtidos estdo
associados aos teores de fenois e flavonoides totais encontrados especialmente na fracdo em
acetato de etila, que foi a mais ativa em todos os testes de atividade antioxidante realizados,
demonstrando uma correlacdo entre os conteudos de substancias fendlicas e atividade
antioxidante. Os resultados da bioautografia reafirmam essa correlacdo uma vez que, de
acordo com os valores de Rf apresentados pelo extrato etandlico e pelas fragoes, relacionou-se
a atividade antioxidante (revelacdo com DPPH) com substancias fendlicas (revelacdo com
FeCl3) e flavonoides (revelacdo com NP/PEG e AICI3), além de terpenoides, esteroides e/ou
saponinas (revelagdo com reagente de Liebermann-Burchard). A caracterizacdo quimica por
CLAE-UV detectou a presenca de flavonoides antioxidantes (GOKBULUT et al., 2013;
VITALINI et al., 2011) e outros derivados flavonoidicos com atividade antioxidante ja foram
relatados em B. pinnatum (GOKBULUT et al., 2013; MAJAZ et al., 2011; MUZITANO et
al., 2006; TATSIMO et al., 2012). Cinco fatores determinam a atividade antioxidante das
substancias fendlicas, especialmente os flavonoides: reatividade como doador de H e elétrons
(hidroxilas); estabilidade do radical flavonoila formado (ressonancia); capacidade de
complexar com metais (grupos orto-difendlicos); reatividade frente a outros antioxidantes e
afinidade com as membranas biolégicas (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2005). Além
disso, os flavonoides exercem inibicdo sobre enzimas pré-oxidantes como xantina oxidase,
mieloperoxidase e lipoxigenase (SADIK; SIES; SCHEWE, 2003).

O teste de difusdo em agar constitui uma abordagem de triagem na avaliacdo da
atividade antibacteriana, e apesar de nao ser recomendado pelo CLSI, é um método simples,
rapido e que permite analisar diversas amostras, além de que essa técnica consta na rotina
clinica do FDA, sendo importante quando o trabalho envolve desenvolvimento e inovacao
(BURT, 2004). No teste de difusdo somente o extrato etandlico e as fraches em acetato de
etila e butandlica apresentaram halo de inibicdo do crescimento em S. aureus, sendo que
frente as demais cepas bacterianas nenhuma amostra foi ativa. A auséncia de atividade
antimicrobiana das amostras no teste de difusdo em &gar ndo significa que as mesmas sejam
inativas, pois este teste é pouco conclusivo devido a limitagdes técnicas, como difusdo da
amostra através do meio, tamanho do inéculo bacteriano, agentes solubilizantes no meio e
temperatura de incubacéo das placas de petri. A necessidade de difusdo da amostra através do
meio (agar) é o principal fator limitante, especialmente para derivados vegetais (p. ex.:
extratos), devido a sua viscosidade elevada e presenca de constituintes com diferentes
polaridades, o que gera uma difusdo diferencial e insuficiente para que as amostras inibam

efetivamente o crescimento dos microrganismos (WILKINSON, 2006). As cepas de S. aureus
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e P. aeruginosa, além de avaliar a atividade antibacteriana das amostras testadas, foram
utilizadas também para o controle de qualidade dos testes. Quanto a S. aureus, de acordo com
0 documento M100-S22 do CLSI (CLSI, 2012), os valores dos diametros dos halos para
ampicilina e cloranfenicol estdo dentro do previsto (27-35 e 19-26 mm, respectivamente). O
mesmo foi observado para P. aeruginosa, em que o resultado esperado para ampicilina e
cloranfenicol é zero (0), uma vez que estes antimicrobianos ndo sdo eficazes contra essa
bactéria (CLSI, 2012). A segunda abordagem na avaliacdo da atividade antibacteriana foi a
determinacéo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM), procedimento de carater quantitativo
exigido pelo CLSI e FDA, empregando o teste de microdiluicdo. As CIM mais significativas
foram da fracdo hexanica frente a S. aureus e da fragcdo butanolica frente a P. aeruginosa,
ambas 0,625 mg/mL (bacteriostatico). Somente a fracdo diclometanica ndo apresentou CIM
menor ou igual a 2,5 mg/mL, porém seus valores de CIM (5,0 mg/mL para todas bactérias)
foram CBM do tipo bactericida frente a todas as cepas. Os valores de CIM esperados,
descritos no CLSI, para o antimicrobiano usado como controle (cloranfenicol) ndo condizem
com os observados (CLSI, 2012). Porém, os valores de CIM encontrados para o cloranfenicol
foram reprodutivos e validam o metodo de microdiluicdo em placa. Além disso, as
concentragdes descritas pelo CLSI (2012) foram calculadas por meio do método de diluigdo e
ndo por microdiluicdo, o que pode gerar alguma variacdo. Portanto, observa-se que 0S
procedimentos de difusédo e microdiluicdo estdo devidamente validados e que os resultados
obtidos sdo reprodutivos e confiaveis.

Com o crescente aumento de cepas resistentes a antibioticos, como S. aureus
resistentes a oxacilina e meticilina (SADER et al., 1993), torna-se de extrema importancia a
busca por novas alternativas terapéuticas e os resultados da avaliagdo da atividade
antibacteriana demonstram B. pinnatum como um alvo em potencial. Metabdlitos especiais ja
relatados na espécie possuem atividade antimicrobiana, alguns como os flavonoides
quercetina, canferol e rutina foram confirmados por CLAE-UV nas amostras utilizadas
(CRUZ et al., 2012; GOKBULUT et al., 2013; OKWU; JOSIAH, 2006; OKWU; NNAMDI,
2011a, 2011b). Os principais mecanismos pelos quais 0s constituintes antibacterianos agem
contra microrganismos sdo: afetam a sintese dos peptideoglicanos da parede celular, causando
lise e morte; danificam a membrana citoplasmatica, afetando o seu funcionamento e causando
0 extravasamento de conteddo intracelular; afetam, por diferentes mecanismos, a sintese de
acidos nucléicos e/ou de &cido fdlico, impedindo sua replicacdo; e podem afetar a fungéo
ribossomal e assim a sintese proteica (APPELBAUM; JACOBS, 2005; BURT, 2004). P.

aeruginosa é comumente encontrada em infeccdes hospitalares e S. aureus esta relacionada,



108

por exemplo, a folicolite, endocardite e pneumonia. Ambas as bactérias, juntamente com
Klebsiella pneumonia, sdo as mais encontradas em feridas. A significativa atividade
antibacteriana (CIM) da fracdo butanolica frente a P. aeruginosa e da fracdo hexanica frente a
S. aureus abrem novas perspectivas de estudos relacionados ao tratamento de feridas em
pacientes diabéticos e infeccdes hospitalares (MAHADY et al., 2008; SADER et al., 1993).
Além disso, a atividade cicatrizante e antidiabética de B. pinnatum j& foram relatas
cientificamente (NAYAK; MARSHALL; ISITOR, 2010; OJEWOLE, 2005).

Os modelos de inflamacdo in vivo, como edema de orelha induzido por agentes
flogisticos, tém sido utilizados frequentemente nos estudos de atividade anti-inflamatdria
topica de produtos naturais e sintéticos (WILLOUGHBY, 2003). Esses modelos sédo
ferramentas de pesquisa bastante simples e rapida, requerem pequena quantidade de amostra,
apresentam boa reprodutibilidade, fornecem resultados rapidos e com elevado grau de
confianca, além de identificar produtos com capacidade de penetrar na pele e atingir
concentragdes adequadas para exercer o efeito farmacoldgico (GABOR, 2003). B. pinnatum é
utilizada popularmente no tratamento topico de inflamacGes e feridas (LORENZI; MATOS,
2008), e apesar da atividade anti-inflamatdria ja ter sido relatada na literatura (OJEWOLE,
2005), ainda ndo havia sido avaliada sua acdo tdpica pelo modelo do edema de orelha.
Diferentemente das outras avaliacBes de atividade bioldgica realizadas (antioxidante e
antibacteriana), em que se avaliou o efeito do extrato etandlico e das fracGes, na avaliacdo da
atividade anti-inflamatéria topica por edema de orelha foi avaliado somente o extrato
etanolico, pois houve tempo e animais suficientes para avaliar somente uma amostra. O etanol
é um solvente extrator universal, tornando o extrato etan6lico uma boa op¢do para o teste,
devido a diversidade de substancias presentes, especialmente heterosideos, o que permite
sinergismos.

O Gleo de créton € um agente flogistico constituido por uma mistura de lipideos, sendo o
13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) um dos principais componentes. A aplicacao
topica desse agente estd associada a resposta inflamatéria (vasodilatacdo, infiltracdo de
leucdcitos e edema), estresse oxidativo, proliferacdo e ativacdo de oncogenes nucleares. Esse
modelo é util na triagem de substancias que atuam na fase aguda da inflamagéo e processos
inflamatorios hiperproliferativos (GARG et al., 2008; SARAIVA et al., 2011). O mecanismo
de sinalizacdo pelo qual o TPA exerce seu efeito é decorrente da ativacdo da proteina quinase
C (PKC), da ativacao sequiencial da via das proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAP
quinase), fosfolipase A, (PLA;), inducdo da expressdo da cicloxigenase 2 (COX-2) e

translocacdo/ativacdo da lipoxigenase (LOX), que por sua vez culminam na sintese e
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liberacdo de diversos mediadores pro-inflamatdrios responsaveis pela formagdo de edema,
migracdo de leucdcitos para a derme e hiperproliferacdo celular, sendo estas as caracteristicas
da resposta inflamatoria induzida pela aplicagéo topica do TPA (MURAKAWA et al., 2006;
DE BERNARDIS et al.,, 1994). A ativacdo da via da MAPK pela PKC, promove a
estimulacdo de alguns fatores de transcri¢do nuclear, como o NF-kB e a AP-1, os quais tém
um papel central na regulacdo da producdo de diversas proteinas pré-inflamatdrias, tais como
algumas citocinas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a), enzimas pro-inflamatorias (COX-2, iNOS)
e moléculas de adesdo (PASCUAL; GLASS, 2006; GLASS; OGAWA, 2006; GARCIA-
PINERES et al., 2001; SANCHEZ; MORENO, 1999). Enquanto a fosforilacdo da PLA; pela
PKC resulta na liberacéo do &cido araquiddnico (AA) seguida da producdo de prostaglandinas
(PG) e leucotrienos (LT) via COX e LOX, respectivamente (YOUNG et al., 1984). Além
disso, entre os diversos mediadores que podem induzir a permeabilidade vascular, destacam-
se 0 Oxido nitrico (NO) e a PGE, que, comumente estdo envolvidos na patogénese de varias
doencas associadas a inflamacdo (GUSLANDI, 1998; RITCHLIN et al., 2003). Dessa forma,
as vias do TNF-a-NO e COX-2-PGE2 tém sido consideradas com as principais rotas de
processos inflamatérios, as quais sdo bloqueadas, por exemplo, pelos corticosteroides
(ROMANO et al., 1997; WALLACE; CHAPMAN; MCKNIGHT, 1999).

Os resultados no modelo de edema de orelha induzido por 6leo de créton mostraram
que, na resposta inflamatéria aguda, o extrato etandlico foi capaz de inibir o edema (Tabela
20), promovendo resposta semelhante a da dexametasona (corticosteroide). Provavelmente
essa acao antiedematogénica do extrato se deve a reducdo da permeabilidade vascular, pois
através da andlise histoldgica (Figura 35) observou-se que, quando comparado ao controle, o
extrato diminuiu a vasodilatacdo e consequentemente a infiltracdo de leucdcitos
polimorfonucleares, em sua maioria neutréfilos por se tratar de um processo inflamatério
agudo (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008; CHRISTY et al., 2013; GEERING et al.,
2013). Metabdlitos especiais com atividade anti-inflamatoria ja foram isolados e identificados
em B. pinnatum (AFZAL et al., 2012), dentre eles destaca-se a o-amirina, um triterpeno
pentaciclico, cuja aplicacdo topica apresentou efeito dose-dependente na reducdo do edema
induzido por TPA em ratos. A a-amirina foi capaz de diminuir a expressdo de COX-2,
reduzindo os niveis de PGE; e diminuiu a atividade de fatores de transcri¢do nuclear (p.ex.:
NF-kB), diminuindo a sintese de proteinas pro-inflamatorias, como IL-18 (MEDEIROS et al.,
2007; SIDDIQUI et al., 1989). Além disso, considerando o estresse oxidativo induzido pelo
6leo de croton, a presenga de flavonoides com atividades antioxidante e anti-inflamatoria em

B. pinnatum, como quercetina, canferol, luteolina e rutina, podem justificar o efeito anti-
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inflamatdrio topico por inibicdo das vias do TNF-a-NO e COX-1I-PGE2 (GOKBULUT et al.,
2013; GARCIA-MEDIAVILLA et al., 2007; MUZITANO et al., 2006; MAJAZ et al., 2011;
BALAMURUGAN; KARTHIKEYAN, 2012; LEE et al., 2013).

O é&cido araquidénico (AA), nas celulas, origina-se dos fosfolipideos de membrana
por acdo da PLA,. Ao ser metabolizado pelas enzimas COX e LOX, o AA origina mediadores
da inflamacdo como PG e LT, respectivamente, promovendo a formacdo do edema. Este
agente flogistico, quando aplicado topicamente, gera uma resposta inflamatéria rapida
caracterizada por intenso eritema e edema com pequeno acimulo de neutréfilos (CRUMMEY
et al., 1987; HUMES, OPAS, BONNEY, 1986; YOUNG et al., 1984), sendo utilizado para
identificar substancias que interferem no seu metabolismo, principalmente aquelas que inibem
a LOX (RECIO et al.,, 2000; CRUMMEY et al., 1987; YOUNG et al., 1984). Os
antiinflamatdrios ndo esteroides (AINE) inibem a via da COX, impedindo, portanto a sintese
das prostaglandinas (BROOKS; DAY, 1991). Assim, o farmaco de referéncia (controle
positivo) utilizado neste modelo foi a indometacina, um AINE inibidor ndo seletivo das
isoformas da COX (COX-1 e COX-2) e que reverte efetivamente o edema induzido pela
aplicacdo topica do AA (GABOR, 2000). Da mesma forma que a indometacina, o extrato
etanolico das folhas de B. pinnatum se mostrou efetivo na inibicdo da formacdo do edema
neste modelo (Tabela 21). Estudos comprovam que flavonoides identificados no extrato
etandlico de B. pinnatum, bem como a a-amirina, possam contribuir para a agdo anti-
inflamat6ria pela inibicdo da via do AA (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009;
GARCIA-MEDIAVILLA et al., 2007; LEE et al., 2013).

A atividade anti-inflamatdria do extrato etanolico de B. pinnatum foi também avaliada
através do modelo de inflamagdo cutanea aguda induzida pelo fenol, cuja aplicacdo produz
edema em 2h e mimetiza a dermatite de contato que ocorre em humanos (LIM; PARK; KIM,
2004). Diversos mecanismos estdo envolvidos na inflamacdo causada pelo fenol, sendo
decorrentes principalmente da sua acdo sobre os queratindcitos, que promove a liberacdo de
mediadores pro-inflamatdrios, tais como IL-1 a, TNF-a e IL-8, metabdlitos do AA e espécies
reativas de oxigénio (ERO) (MURRAY et al., 2007; WILMER et al., 1994). Além disso, 0
fenol pode ser oxidado por peroxidases e tirosinases, gerando radicais fenoxila que irdo
aumentar a producdo e liberacdo de mediadores pro-inflamatérios (LIM; PARK; KIM, 2004;
MURRAY et al., 2007). Ao inibir o edema, semelhantemente & dexametasona, 0 extrato
etanolico demonstrou uma possivel eficacia no tratamento da dermatite de contato e
aparentemente, sua acdo anti-inflamatdria ndo se restringe a um Unico mecanismo, pois foi

ativo tanto no modelo de edema induzido pelo fenol como por éleo de créton e AA. Nesses
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trés modelos a resposta inflamatdria esta relacionada com metabdlitos do AA e ERO, porém
0S mecanismos pelos quais as citocinas pro-inflamatorias sdo induzidas sdo diferentes
(WILMER et al., 1994). Em virtude do envolvimento de radicais livres no processo
inflamatdrio induzido pelo fenol, mais uma vez é provavel o envolvimento de flavonoides e
outros metabdlitos com atividade antioxidante e anti-inflamatoria j& identificados na espécie
(GOKBULUT et al., 2013).

A capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-nonenemida), um alcaloide encontrado em especies
de pimenta do género Capsicum, quando aplicada topicamente promove uma resposta
inflamatoria neurogénica com pico maximo de formacdo de edema atingido 30 minutos apds
sua aplicacio (GABOR, 2000; KWAK et al., 1998). Atua como agonista dos receptores
vaniloides de potencial de receptor transitério (TRPV1). A ativacdo desses receptores
ionotrépicos promove a propagacdo do estimulo nociceptivo através dos neurénios sensoriais
de pequeno didmetro (fibras C), induzindo assim a liberacdo de neuropeptidios, como
substancia P (SP) e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), que por sua vez
geram a inflamacdo através da liberacdo de mediadores neurogénicos como bradicinina,
serotonina, histamina e PGs, que promovem vasodilatacdo arteriolar, aumento do fluxo
sangiiineo e eritema como resposta imediata (RANG et al., 2007; SZOLCSANYI, 2004;
ZEGARSKA et al., 2006). O extrato etandlico de B. pinnatum inibiu a formacao do edema
(Tabela 23), sugerindo que substancias presentes nesse extrato podem bloquear os receptores
TRPV1, o que impediria a propagacdo de estimulos pelos neurdnios sensoriais nociceptivos.
Essa hipotese mecanistica é corroborada por Oliveira e outros (2005), que descrevem que a
mistura de o- e B-amirina possui efeito analgésico em modelo de nocicepgdo induzida por
capsaicina em camundongos, possivelmente envolvendo o0s receptores TRPV1 e um
mecanismo opidide. No entanto, o edema induzido pela capsaicina também pode ser inibido
por antagonistas da histamina e serotonina, ampliando as possibilidades de mecanismos de
acao nesse modelo. Independente de qual seja 0 mecanismo envolvido, a agdo anti-
inflamatéria de B. pinnatum sobre a resposta inflamatéria neurogénica induzida por
capsaicina resulta consequentemente em acdo antinociceptiva, convergindo com dados da
literatura (OJEWOLE, 2005). Os inibidores da COX (p.ex.: indometacina) ndo sdo eficazes
no processo inflamatorio neurogénico, tendo sido utilizado como controle positivo a
dexametasona (anti-inflamatdrio esteroide), que assim como o extrato etanolico promoveu a
reducdo do edema tanto no modelo da capsaicina, quanto no modelo do 6leo de créton e do
AA (GABOR, 2000).
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Etil-fenil-propiolato (EPP) é um éster que promove a liberacdo de mediadores pro-
inflamatorios como citocinas, serotonina e PGs, causando aumento da permeabilidade
vascular e do fluxo sanguineo, e infiltracdo de leucocitos (KALE et al., 2007). Ao inibir o
edema induzido por EPP (Tabela 24), o extrato etandlico de B. pinnatum provavelmente
inibiu a liberagdo e/ou a producdo de citocinas e mediadores inflamatorios, reduzindo assim a
permeabilidade vascular, impedindo a migracdo leucocitaria e a passagem do plasma
(OJEWOLE, 2005). Como farmaco anti-inflamatorio esteroide, a dexametasona, controle
positivo utilizado, age em receptores nucleares, estimula a expressdo de proteinas anti-
inflamatorias, como a lipocortina que inibe a PLA; e, consequentemente, a producdo de PGs.
Além disso, inibe a sintese de COX, potencializando o efeito. Constituintes do extrato
etanolico, principalmente os flavonoidicos, exercem mecanismo de acdo parecido com a
dexametasona (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009).

O oleo de crdton, assim como outros agentes flogisticos, promove vasodilatacdo, induz
a expressdo da COX-2, IL-1B, TNF-a e molécula intracelular de adesdo (ICAM-1) e aumenta
a sintese de metabdlitos do acido araquidénico, como prostaglandinas e leucotrienos (CHI et
al, 2003; DE YOUNG et al., 1989). Quando aplicado de forma multipla, o 6leo de créton
produz uma reacao inflamatoria persistente (crénica) acompanhada do aumento do tamanho e
da massa das orelhas (edema), hiperproliferacdo epidérmica (espessamento da epiderme/
acantose) e migracdo leucocitéria (STANLEY et al., 1991). As primeiras células que migram
através do endotélio para o local infectado sdo neutrdfilos (entre 4-12 h) e posteriormente
monacitos (entre 24-48 h). Os mondcitos, ao serem ativados tornam-se macrofagos, que além
de exercerem sua acdo como células fagociticas, participam na ativacdo dos linfonodos e
assim, na proliferacdo de linfécitos T (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008). Esse modelo
de inflamacédo cronica reproduz bem doencas inflamatdrias cronicas da pele e o tratamento
utilizado se assemelha aos tratamentos clinicos com produtos anti-inflamatérios,
principalmente esteroides (corticoides) ou inibidores da LOX (GREEN; SHUSTER, 1987;
STANLEY et al., 1991). Os resultados demonstram que, assim como a dexametasona, 0
extrato etandlico das folhas de B. pinnatum reduziu o edema, sendo eficaz na supressdo do
processo inflamatério ja instalado.

Em virtude dos resultados positivos nos diferentes modelos de edema de orelha e da
complexidade quimica dos derivados vegetais, ndo se pode afirmar que a acgdo anti-
inflamatoria de B. pinnatum se dé por um Unico mecanismo de agdo. Entretanto, devido as
respostas apresentadas nos modelos de edema induzido por éleo de créton (agudo e crénico),

acido araquidonico e fenol, modelos que tém em comum a via do AA, pode-se sugerir que um
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desses mecanismos esteja relacionado com a inibi¢do dessa via, reduzindo seus metabolitos
no local e assim os efeitos mediados por eles, principalmente edema, vasodilatacdo e
infiltracdo de leucdcitos. Além disso, a presenca de derivados flavonoidicos, como flavonois
(quercetina e canferol) e flavonas (apigenina, e luteolina), os quais exercem efeito anti-
inflamatorio por meio de inibigdo da PLA;, COX, LOX e iNOS, fortalece essa hipotese
mecanistica (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009). Assim como os flavonoides, varios
outros metabdlitos com atividade anti-inflamatéria ja foram detectados em B. pinnatum,
fundamentando os bons resutados obtidos nos experimentos realizados. Além da a-amirina,
citada anteriormente, seu isdbmero B-amirina e a mistura dos dois triterpenos também possuem
acdo anti-inflamatoria. Simao da Silva e outros (2011) relatam que a- e f-amirina inibiram a
producéo de citocinas e a expressdo de NF-kB e COX-2. Nos modelos de edema induzido por
fenol, capsaicina e EPP, observa-se que o EE de B. pinnatum apresentou a menor
porcentagem de inibi¢cdo do edema na maior concentragdo (1,0 mg/orelha), o que € notavel
mesmo existindo a hipétese do extrato agir de maneira ndo dependente da dose
(concentracdo). Isso pode estar acontecendo devido a uma agdo citotoxica do extrato.
Yamagishi e outros (1988, 1989) relataram a presenca em B. pinnatum de bufadienolideos
(briofilina A e B), glicosideos esteroidais (cardiotdnicos) com potente atividade citotdxica.
Supratman e outros (2000) identificaram outro bufadienolideo na espécie, a briofilina C, que
possui agdo inseticida. Mahata e outros (2012) avaliaram e confirmaram a atividade
anticancerigena de B. pinnatum, porém mais estudos abordando a atividade citotoxica da
espécie frente a diferentes linhagens celulares sdo necessarios para confirmar ou ndo esta
hipétese.

A confirmacdo do potencial antioxidante, antibacteriano e anti-inflamatério topico
em derivados vegetais das folhas de B. pinnatum, juntamente com a presenca de metabdlitos
especiais com estas bioatividades, sustentam cientificamente o seu uso popular no tratamento
de inflamagdes e infecgdes. Complementarmente, sustentam o seu uso como cicatrizante no
tratamento de feridas, queimaduras e ulceracbes uma vez que, em ferimentos geralmente
ocorre processo inflamatério, em menor ou maior escala, o que envolve a formacdo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio pela atividade aerdbica das células fagocitarias ou
mesmo de células ndo fagocitarias, pelo mecanismo das oxidases dependentes de
NADH/NADPH. A presenca desses radicais livres causa estresse oxidativo, com peroxidacao
de lipideos, danos ao DNA e inativacdo de enzimas (KUMAR et al., 2007; NAYAK;
MARSHALL; ISITOR, 2010; OKWU; JOSIAH, 2006). Diferentes microrganismos,

encontrados em feridas e furunculos, como Pseudomonas aeruginosa, Klebisiella pneumoniae
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e Staphylococcus aureus, podem exacerbar o processo inflamatdrio e consequentemente o
dano tecidual. A presenca de agentes antimicrobianos em B. pinnatum corrobora com a agao
cicatrizante, pois ao inibir patégenos de feridas, elimina-se a infeccdo e permite a proliferacdo
celular (OKWU; NNAMDI, 2011a, 2011b). Além das substancias antioxidantes,
antibacterianas e anti-inflamatorias ja identificadas na espécie, outras podem contribuir
sinergicamente para a atividade cicatrizante. As saponinas, presentes majoritariamente em B.
pinnatum, possuem carater anfifilico e formam complexos com proteinas, conferindo a elas a
capacidade de precipitar e coagular as células sanguineas vermelhas, auxiliando a cessar o
sangramento. Taninos condensados e taninos hidrolisaveis também formam complexos com
proteinas, potencializam a cura de feridas, queimaduras e mucosas inflamadas, formam uma
protecdo sobre o local e permitem que o processo de cura proceda naturalmente. O célcio,
macroelemento mais abundante na espécie, € essencial no processo de coagulacdo, de acordo
com sua concentracdo extracelular (OKWU; JOSIAH, 2006; SANTOS; MELLO, 2003;
SCHENKEL et al., 2003; SIMOES; SPITZER, 2003).
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7 CONCLUSOES

Considerando os resultados apresentados nesta dissertagdo, foi possivel obter as
seguintes conclusoes:

Os flavonoides bioativos rutina, canferol, quercetina, apigenina 7-O-B-D-glicosideo e
luteolina 7-O-B-D-glicosideo foram identificados nas fracdes de B. pinnatum por CLAE-UV.

-amirina foi o constituinte majoritario da fracdo hexanica detectado por CG-EM.

O extrato etanolico e fracdes das folhas de B. pinnatum apresentaram teores expressivos
de fendis e flavonoides totais, destacando-se a fragdo em acetato de etila.

O extrato etandlico e as fracbes das folhas de B. pinnatum apresentaram atividade
antioxidante através de sequestro de radicais livres (ensaio com radical DPPH e
bioautografia), poder de redugdo de ions metélicos (ensaio de FRAP) e inibicdo da
peroxidacdo lipidica (ensaio de cooxidagdo do B-caroteno/acido linol€ico).

O extrato e as fracdes das folhas de B. pinnatum inibiram o crescimento bacteriano,
produzindo atividade bactericida e bacteriostatica.

O extrato etandlico das folhas de B. pinnatum apresentou atividade anti-inflamatoria
topica em modelos agudos e cronico de edema de orelha utilizando diferentes agentes
flogisticos.

Os resultados do presente estudo indicam que as folhas de Bryophyllum pinnatum,
espécie integrante da RENISUS, séo fontes de substancias ativas com atividades antioxidante,
antibacteriana e anti-inflamatoria topica, justificando o uso tradicional da “folha-da-fortuna” e
evidenciando a espécie como potencial alvo para o desenvolvimento de formulacdes
fitoterapicas, para a obtencédo de fitofarmacos e/ou semi-sintese de novos farmacos, gerando

assim novas possibilidades terapéuticas para a populagéo.
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