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RESUMO

Lacistema pubescens Mart. (Lacistemataceae), espécie arborea e nativa, apresenta-
se distribuida em varios estados brasileiros e é conhecida popularmente, conforme a
regidao em que se encontra como espeto-vermelho, canela-vermelha, sabonete e
cafezinho. Esse trabalho descreve o estudo fitoquimico e atividade antioxidante,
antimicrobiana, leishmanicida, antitumoral, antinociceptiva e anti-inflamatéria das
folhas de L. pubescens. A atividade antioxidante foi analisada por quatro métodos
diferentes e realizada com o extrato bruto metandlico (EBM) e particdes em hexano
(PHEX), em diclorometano (PDCM), em acetato de atila (PACOEt) e hidrometandlica
(PHM). Pelo método do DPPH, todas as amostras foram efetivas em inibir o radical,
particularmente a PHM (Clso 1,8 ug/mL); pelo sistema B-caroteno / acido linoleico a
melhor resposta foi para a PHEX (Clsp 22,71 ng/mL); no método do TBA, a amostra
que melhor conseguiu inibir a lipoperoxidagao foi a PHM e no método para avaliar o
poder redutor das amostras, nenhuma amostra foi efetiva. A atividade antimicrobiana
com determinacdo da CIM foi realizada com o EBM e particdes diante das cepas
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Shigella dysenteriae, Salmonella
typhimurium, Escherichia coli, Enterobacter cloacae e Enterococcus faecali. A
melhor resposta foi para as particdes com valores de CIM de 125 ug/mL, a saber:
PDCM para Enterococcus faecalis; PACOEt bem como PHM para Enterobacter
cloacae. A atividade leishmanicida foi verificada em formas promastigotas de
Leishmania amazonensis, L. major, L. braziliensis e L. chagasi. A PHEX foi a
amostra que apresentou a Clsp mais significativa em comparagéo ao controle em
trés das quatro espécies testadas. Para a atividade antitumoral verificada pelo
método do MTT, PHEX e PAcOEt foram ativas diante da linhagem HL60 e PDCM,
diante da linhagem MCF-7, contudo todas os extratos mostraram-se resistentes para
Jurkat. O potencial anti-inflamatério e antinociceptivo de L. pubescens foi investigado
in vivo. Trés modelos para dor, com mecanismos de modulagido distintos, foram
utilizados. No teste de contor¢cbes abdominais, EBM e todas as partigbes foram
efetivas em suprimir a dor. No teste da formalina, na dor de origem central, PHEX e
PDCM foram ativos e na dor inflamatéria, mostraram-se ativos os EBM, PHEX e
PDCM. No teste da retirada da cauda, as amostras analisadas nao alteraram o
periodo de laténcia. Para avaliar o potencial anti-inflamatério foi utilizado o modelo
do edema de orelha. EBM e PHEX administrados oralmente, ndo foram capazes de
diminuir a inflamagao, contudo a PHEX administrada topicamente suprimiu o edema
em 88%. Triterpenos, flavonoides e esteroides encontrados nas amostras parecem
ser 0s responsaveis pelas atividades encontradas.

Palavras - chave: Lacistema pubescens, inflamagdao, dor, antitumoral,
leishmanicida, antioxidante, antimicrobiano.



ABSTRACT

Lacistema pubescens Mart. (Lacistemataceae), an arborea native species, is
distributed in several Brazilian states and known popularly as “espeto-vermelho,
canela — vermelha, sabonete e cafezinho”. This work describes the phytochemical
profile and the antioxidant, antimicrobial, anti-leishmanial, antitumor, anti-
inflammatory and antinociceptive activities of the leaves of L. pubescens. The
antioxidant activity was evaluated by four different methods and performed with the
crude methanol extract (EBM) and the hexane (PHEX), dichloromethane (PDCM),
ethyl acetate (PAcOEt) and hydromethanolic (PHM) partitions. By the DPPH method,
all samples were effective in inhibiting the radical, particularly PHM (I1Cso 1.8 pg /ml),
by the B-carotenellinoleic acid system, the best answer was shown for PHEX (ICsg
22.71 pg/ml), by the TBA method, the sample that best managed to inhibit lipid
peroxidation was the PHM and when evaluated for the reducing power, the samples
showed no activity. The antimicrobial activity, used to determine the MIC was
performed with the EBM and partitions on the strains Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Shigella dysenteriae, Salmonella typhimurium,
Escherichia coli, Enterobacter cloacae and Enterococcus faecalis. The best response
was for the partitions with MIC values of 125 pg/mL, as follows: PDCM for
Enterococcus faecalis; PAcoEt for PHM and Enterobacter cloacae. The
leishmanicidal activity was observed in promastigotes of Leishmania amazonensis, L.
major, L. braziliensis and L. chagasi. PHEX was the sample that showed the most
significant ICso among the four species tested. For the antitumor activity observed by
MTT method, PHEX and PAcCOEt were active for HL60 and PDCM for MCF-7 tumor
cell lines. On the other hand, all extracts were resistant to Jurkat. The antinociceptive
and anti-inflammatory potential of L. pubescens were investigated in vivo. Three
models for pain, with different modulation mechanisms were used. In the writhing
test, EBM and all partitions were effective in suppressing pain. In the formalin test, on
central origin pain, PHEX and PDCM were active and on inflammatory pain, EBM,
PHEX and PDCM were active. In the tail flick test, the samples did not alter the
latency period. To assess the anti-inflammatory activity, the ear edema model was
used. EBM and PHEX when administered orally were not capable to reduce
inflammation, but PHEX, administered topically, suppressed the edema by 88%.
Major compounds like triterpenes, flavonoids and sterols found in the samples could
be responsible for the activities found for L. pubescens.

Kew-Words: Lacistema pubescens, inflammation, pain, antitumor, leishmanicidal,
antioxidant, antimicrobial.
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1 INTRODUCAO

Desde os tempos mais remotos os vegetais fazem parte da vida do homem,
seja como fonte de alimentos, material para vestuario, habitagdo, utilidades
domésticas, producdo de meios de transporte, utensilios para manifestacoes
artisticas, culturais e religiosas bem como para a prevengdo e combate a moléstias
(SCHENKEL, GOSMANN e PETROVICK, 2007). Fosseis indicam que ha 60.000
anos os vegetais ja eram utilizados com fins medicinais. Em décadas recentes,
constata-se um grande avancgo cientifico envolvendo plantas medicinais visando
obter novas substancias com propriedades terapéuticas. Tal avango pode ser
evidenciado pelo aumento de trabalhos publicados nesta area, tanto em congressos
como em periédicos nacionais e internacionais, além do surgimento de periddicos
especificos sobre produtos naturais ativos, como Phytomedicine, Phytochemical
Analysis, Natural Product Letter, dentre outros (FILHO e YUNES, 1998).

Apesar do avango da sintese organica e dos processos biotecnoldgicos,
cerca de 25% dos medicamentos prescritos nos paises industrializados sao
originarios de plantas (HOSTETTMANN, QUEIROZ e VIEIRA, 2003). No Brasil, o
crescimento do mercado de medicamentos fitoterapicos é da ordem de 15% ao ano,
enquanto o crescimento anual do mercado de medicamentos sintéticos gira em torno
de 3 a 4% (ABIFITO, 2007). Por outro lado, o panorama nacional indica que 84% de
todos os farmacos séo importados e que 78% da produgao brasileira sdo realizadas
por empresas multinacionais (BERMUDEZ, 1995).

O objetivo primordial na indicagdo do uso de fitoterapicos na medicina
humana nao é substituir medicamentos registrados e ja comercializados, mas sim
aumentar a opcao terapéutica dos profissionais de saude ofertando medicamentos
equivalentes, registrados, mais baratos, com espectros de acao mais adequados e,
talvez, com indicagdes terapéuticas complementares as medicacdes existentes.
Outros objetivos sdo a valorizagdo das tradicdes populares e o fornecimento de
substrato autéctone para o desenvolvimento da industria farmacéutica local (LAPA et
al., 2007).

O Brasil, notavel por sua biodiversidade, apresenta mais de 200 mil espécies
ja registradas em seus biomas (Amazobnia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica,

Pantanal e Pampa) e na Zona Costeira e Marinha estimando-se que este numero
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possa chegar a mais de 1 milhdo e oitocentas mil espécies. Apresenta também a
mais diversa flora do mundo, numero superior a 55 mil espécies descritas (22% do
total mundial) (MMA, 2010). Apesar dessa enorme biodiversidade vegetal, apenas
8% das espécies da flora brasileira foram estudadas em busca de substancias
bioativas (BRASIL, 2006). Destas, mais de 400 plantas foram registradas no
Ministério da Saude para comercializagao (ANVISA, 2007).

Dois aspectos distinguem os produtos de origem natural dos sintéticos, ao
se considerar a perspectiva de obtencdo de novos farmacos: a diversidade
molecular e a funcdo biolégica. A diversidade molecular dos produtos naturais é
muito superior aquela derivada dos processos de sintese, que apesar dos
consideraveis avangos, ainda € limitada. Esse fato possibilita que as substancias
quimicas presentes nas plantas possam vir a se tornar farmacos em potencial para
as mais diversas enfermidades (NISBET e MOORE, 1997).

Uma breve analise histdrica permite observar que a descoberta e o
desenvolvimento de varios medicamentos estdo intimamente relacionados as
plantas. Antigamente, quando os métodos de extragao, purificacdo e identificacéo
ainda nao haviam sido desenvolvidos, empregavam-se diretamente sucos e extratos
do vegetal. Com o advento tecnolégico, algumas plantas passaram a ser
empregadas como fonte para a extracdo direta dos principios ativos. Ainda, estes
principios ativos serviam como material de partida para a sintese de derivados
quimicos ou mesmo como modelo para a sintese total de farmacos. Certamente, o
exemplo mais classico do emprego de plantas medicinais na terapia moderna € o
acido acetilsalicilico (AAS), um acido organico com propriedades analgésicas e anti-
inflamatdrias reconhecidas, cujos precursores salicina e saligenina sao extraidos das
cascas de Salix alba e Filipendula ulmaria (CORDELL, 2000; Mc CURDY e SCULLY,
2005). Nesta perspectiva, alcaloides como a morfina e quinina sdo outros exemplos
a serem citados (Figura 1). Mais recentemente, entre as décadas de 1980 e 1990, a
quimica de produtos naturais tornou-se a principal linha de pesquisa para a
descoberta de novos agentes antitumorais (CRAGG, NEWMAN e SNADER, 1997),
onde mais de 1000 plantas apresentaram propriedades antiproliferativas
significantes (MUKHERJEE et al., 2001). Dentre alguns exemplos de medicamentos
antitumorais destacam-se os alcaloides antileucémicos vincristina e vimblastina
(Figura 1) (e o derivado sintético vinorelbina) isolados de Catharanthus roseus
(CRAGG e NEWMAN, 2005), os diterpenos taxol (Figura 1) e docetaxel de Taxus
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brevifolia e os alcaloides camptotecina, topotecan e irinotecan de Camptotheca
acuminata (HUIZING et al., 1995).

Desta forma, com o propdsito de corroborar na caracterizacao e utilizagdo de
moléculas bioativas, o grupo de pesquisa do Laboratério de Produtos Naturais
Bioativos do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Juiz de Fora,
vem atuando desde 2002 no desenvolvimento de pesquisas relacionadas a
prospeccdo de novas drogas, bem como a avaliagdo de relevantes atividades
bioldgicas, investigando-as com enfoque quimico e farmacoldgico. Neste periodo,
varias espécies de vegetais da flora da Zona da Mata Mineira foram coletadas e
seus constituintes quimicos e atividades bioldgicas estudadas, sendo que algumas
delas apresentaram satisfatorios resultados frente aos modelos biolégicos testados.
Neste contexto, diante de uma triagem biolégica com a espécie Lacistema
pubescens Mart., constatou-se que a mesma apresentou-se promissora para

estudos mais aprofundados.

Morfina

Quinina

Vimblastina

Figura 1 - Substancias bioativas extraidas de plantas
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1.1 REVISAO DE LITERATURA

1.1.1 Origem e importancia dos metabdlitos secundarios

Da-se o nome de metabolismo ao conjunto de reagdes que continuamente
estdo ocorrendo na célula. Portanto, as substancias quimicas formadas,
degradadas, ou simplesmente transformadas sdo chamadas metabdlitos.

De acordo com a teoria evolucionista, todos os seres vivos derivam de um
precursor comum. Isso explica porque as principais macromoléculas (carboidratos,
lipideos, proteinas e acidos nucleicos) sdo essencialmente as mesmas, quer num
organismo vegetal, quer num animal. Por serem considerados processos essenciais
a vida e comum aos seres vivos, tém sido definidos como integrantes do
metabolismo primario. Ou seja, o metabolismo primario compreende as varias
reacdes quimicas envolvidas na transformacdo de moléculas de nutrientes em
unidades constitutivas essenciais da célula (SANTOS, 2007).

Vegetais, microrganismos e, em menor escala, animais apresentam um
arsenal metabdlico (enzimas, coenzimas e organelas) capaz de produzir, transformar
e acumular outras substancias, ndo necessariamente relacionadas de forma direta a
manutencgao da vida do organismo produtor. Nesse grupo, encontram-se substancias
cuja produgdo e acumulagao estao restritas a um numero limitado de organismos,
sendo a bioquimica e o metabolismo especificos e Unicos, caracterizando-se como
elementos de diferenciagcdo e especializagdo. A todo este conjunto metabdlico
costuma-se definir como metabolismo secundario, cujos produtos, embora nao
necessariamente essenciais para o organismo produtor, garantem vantagens para
sua sobrevivéncia e para perpetuagcao da espécie, em seu ecossistema. Diversas
fungcdes sao atribuidas a esta classe de metabdlitos como a defesa contra
herbivoros e infecgdo por microrganismos, protegao contra raios ultravioleta, efeitos
alelopaticos, atracdo de animais polinizadores e dispersores de sementes, entre
outras (TAIZ e ZEIGER, 2004; SANTOS, 2007).

Os metabdlitos secundarios sdo derivados biossinteticamente de

intermediarios do metabolismo primario, cujas rotas possuem estreita relacdo. Como
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pode ser visualizada na Figura 2, a origem destes metabdlitos pode ser resumida a
partir do metabolismo da glicose, via dois intermediarios principais, o acido
chiquimico e o acetato (SANTOS, 2007). Os compostos secundarios sao divididos
em trés grupos distintos quimicamente: terpenos, compostos fendlicos e substancias
nitrogenadas. A produgéo dessas substancias resulta dos processos de biossintese,
transporte, degradacado e armazenamento, que sédo afetados pelo gendtipo, estadio
ontogenético e por fatores ambientais (TAIZ e ZEIGER, 2004).

Aproximadamente 100 mil substancias provenientes do metabolismo
secundario ja foram descobertas, entretanto somente um pequeno numero destas é
conhecido sob o ponto de vista biologico e farmacologico (OKSMAN-CALDENTY e
INZE, 2004). Pelo elevado numero e grande diversidade destes metabdlitos
vegetais, eles tém despertado interesse de pesquisadores de varios campos da
ciéncia que véem neles uma promissora fonte de novas moléculas potencialmente
uteis ao homem (SANTOS, 2007).

Glicose
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Figura 2 - Biossintese dos metabdlitos secundarios (adaptado de SANTOS, 2007)
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1.1.2 Radicais livres e sua relagao com o dano oxidativo

A respiragcdo é um fenédmeno intimamente relacionado com a vida; produz,
entretanto, diversas “espécies reativas de oxigénio” (EROs) como os radicais livres
[@nion superdxido (O27), o radical hidroxila (OH') e o éxido nitrico (NO)], bem como
as espécies nao radicalares [peroxido de hidrogénio (H20.), oxigénio singlete ('O, )
e ozdnio (O3)]. O termo radical livre é frequentemente usado para designar qualquer
espécie quimica, como um atomo (hidrogénio ou cloro) ou uma molécula contendo
um ou mais elétrons nido pareados nos orbitais externos, transformando as
estruturas em substancias altamente reativas. Esses sao capazes de reagir com
qualquer composto situado proximo a sua orbita externa, passando a ter fungcao
oxidante ou redutora (DROGE, 2002).

A reatividade quimica dos radicais livres € determinada pela molécula que
apresenta o elétron ndo pareado, podendo apresentar grande variedade nos
diferentes tipos de radicais. A forma que expressa e compara a reatividade quimica
€ determinada pelo tempo de meia vida (t ;) da espécie quimica, ou seja, um curto
tempo de meia vida indica uma alta reatividade (HALLIWELL, 1999).

Entre as principais formas reativas de oxigénio, o O," apresenta uma baixa
capacidade de oxidacdo e o OH mostra uma pequena capacidade de difusdo sendo
0 mais reativo na indugcdo de lesbes nas moléculas celulares. O peroxido de
hidrogénio (H202) ndo é considerado um radical livre verdadeiro, porém é capaz de
atravessar a membrana nuclear e induzir danos na molécula de DNA por meio de
reacoes enzimaticas (ANDERSON, 1996).

A geracao de radicais livres constitui uma acado continua e fisioldgica,
cumprindo fungdes bioldgicas essenciais. Sdo formados em um cenario de reacoes
de oOxido-redugao, provocando essas reagdes ou delas resultando. Podem ceder o
elétron desemparelhado e serem oxidados ou podem receber outro elétron e serem
reduzidos (OKEZIE, 1998). No organismo, encontram-se envolvidos na producgao de
energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizagao intercelular e
sintese de substancias bioldgicas importantes. No entanto, seu excesso apresenta
efeitos prejudiciais, tais como peroxidacao dos lipideos de membrana e agressao as
proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas, carboidratos e moléculas de

DNA. Dessa forma, encontram-se relacionados a varias patologias, tais como artrite,
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choque hemorragico, doengas do coragao, catarata, disfungdes cognitivas, cancer e
AIDS, podendo ser a causa ou o fator agravante do quadro geral (HUSAIN,
CILLARD e CILLARD 1987; BARREIROS et al., 2006).

As espécies radicalares sao altamente reativas e provocam reacdes em
cadeia, como a oxidagéo lipidica. Quando a geragao de radicais livres € maior que a
sua degradagao pelas defesas antioxidantes, produz-se um desequilibrio no
organismo, denominado estresse oxidativo, que pode levar a danos, dependendo da
extensdo, da duragcdo e do tipo de oxidante implicado (SIES, STAHL e
SELAVANIAN, 2005).

Antioxidantes no combate aos radicais livres

A producdo continua de radicais livres durante os processos metabdlicos
levou ao desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidante para limitar
0s niveis intracelulares e impedir a indugao de danos (SIES, 1993). Desta forma,
uma ampla definicdo de antioxidante & “qualquer substancia que, presente em
baixas concentragbes quando comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a
oxidagao deste substrato de maneira eficaz” (SIES e STAHL, 1995).

Esses agentes que protegem as células contra os efeitos dos radicais livres
podem ser classificados em antioxidantes enzimaticos ou nao-enzimaticos. Dentre
0s nao-enzimaticos estdo: o a-tocoferol (vitamina E), curcumina, B-caroteno, acido
ascorbico (vitamina C), flavonoides, proteinas do plasma, selénio, glutationa,
clorofilina e L-cisteina. Os enzimaticos incluem: superoxido dismutase, catalase,
NADPH-quinona oxidoredutase, glutationa peroxidase e enzimas de reparo (SIES,
1993).

Outra classificacdo divide os antioxidantes em sintéticos e naturais. Os
sintéticos sdo comumente usados na industria alimenticia para aumentar a vida de
prateleira de alimentos lipidicos ou que contenham lipideos em sua composigao.
Como o consumo dessas substancias tem sido associado ao desenvolvimento de
alguns tipos de cancer, como os de mama, prostata e estbmago em ratos, a industria

de alimentos tem sido conduzida a reduzir ou substituir seu uso, por antioxidantes
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naturais. O butilidroxitolueno (BHT), o butilidroxianisol (BHA), o propilgalato (PG) e o
terciobutilhidroxinona (TBHQ) s&o exemplos de antioxidantes sintéticos (SVILAAS et
al., 2004). Inumeras pesquisas recentes mostram que varios extratos de plantas
exercem acao antioxidante, portanto os antioxidantes naturais sao indicados para
atenuar os efeitos deletérios do estresse oxidativo celular. A partir da perspectiva do
valor potencial dos antioxidantes, as pesquisas buscam extratos e substancias
naturais com potente atividade antioxidante e baixa citotoxidade (ANDRADE et al.,
2007; ROCHA et al., 2007; BALESTRIN et al., 2008; RODRIGUEZ et al., 2008).

Compostos fendlicos antioxidantes

Os compostos fendlicos compdéem a grande classe dos fitoquimicos
alimentares. Sua formula quimica contém pelo menos um anel aromatico, ao qual
estd unida uma (ou mais) hidroxila (s). Existe uma grande variedade de substancias
fendlicas, classificadas em dois grandes grupos: flavonoides e ndo flavonoides
(HARTMAN e SHANKEL, 1990).

Os flavonoides s&o formados por dois anéis aromaticos unidos por um
heterociclo oxigenado. Dependendo do grau de hidrogenagao e da substituigdo do
heterociclo, diferenciam-se em flavanois, flavonas, flavonois, flavanonas,
antocianidinas e isoflavonoides, onde geralmente estdo ligados a agucares,
formando glicosideos. Dentre os flavonoides mais investigados estdo a quercetina, a
miricetina, a rutina e a naringenina (HARTMAN e SHANKEL, 1990). Os nao
flavonoides sdo compostos benzoicos e cinamicos, chamados comumente de acidos
fendlicos. Os mesmos contém um anel aromatico com pelo menos um grupo
hidroxila e com diferentes grupos funcionais, como aldeidos, alcodis ou acidos
podendo formar ésteres com os acidos organicos ou unir-se a agucares. Outras
substancias de natureza fendlica sdo os estilbenos, lignanos e de forma
polimerizada, os taninos e ligninas (MANACH et al., 2004).

Os compostos fendlicos podem atuar como antioxidantes de varias formas:
combatendo os radicais livres, pela doagado de um atomo de hidrogénio de um grupo
hidroxila (OH) da sua estrutura aromatica; quelando metais de transigcdo, como o
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Fe?* e Cu®; interrompendo a reacéo de propagacao dos radicais livres na oxidagao
lipidica; modificando o potencial redox do meio e reparando a lesdo a moléculas
atacadas por radicais livres (PODSEDEK, 2007; KYUNGMI e EBELER, 2008).
Podem também bloquear a agcdo de enzimas especificas que causam inflamacao;
modificar as rotas metabdlicas das prostaglandinas (VALKO et al., 2006) e inibir a
aglomeracao plaquetaria e ativagdo de carcindgenos (LIU, 2005). Em outros
estudos, tem-se visto que atuam contra alergias; inflamagdes; hepatotoxinas, alguns
virus, ulceras e tumores; aumentam a resisténcia dos vasos sanguineos e bloqueiam
as enzimas que produzem estrogeno (MILES et al., 2005; PUKASKAS et al., 2005).

Devido as varias fungbes bioldgicas atribuidas as substancias fendlicas,
inumeros trabalhos tém sido conduzidos com o objetivo de identificar e purificar tais
substancias a partir de fontes naturais, restringindo o uso de antioxidantes sintéticos
(MELO e GUERRA, 2002; SVILAAS et al., 2004).

1.1.2.1 Métodos utilizados na determinacao da atividade antioxidante

Nos ultimos anos, foram registrados varios trabalhos na literatura
objetivando avaliar a eficacia antioxidante de substancias quimicas ou extratos
vegetais. Segundo Anderson e Phillips (1999), a utilizagdo de métodos in vitro para
avaliar o potencial benéfico dos antioxidantes apresenta inumeras dificuldades e
desafios. As reagdes envolvidas na oxidagao e redugao sdo extremamente sensiveis
ao meio no qual elas ocorrem, particularmente, a concentracdo de oxigénio, a
presenca de ions metalicos em transigao e as numerosas substancias com potencial
de oxirredugao. Desta forma, ndo é rara a obtencao de resultados contraditérios na
avaliacao de um unico antioxidante, utilizando-se diferentes sistemas in vitro. Soma-
se a isto, o fato de existirem diversos componentes antioxidantes em tecidos animais
e vegetais, o que torna relativamente dificil mensurar a acdo de cada componente
antioxidante separadamente, bem como a possibilidade da atividade antioxidante ser
devido a um sinergismo entre as diferentes substancias antioxidantes presentes na

amostra. Neste caso, o isolamento de um composto nao refletira exatamente o seu
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poder antioxidante (MELO e MANCINI-FILHO, 1989; BRAND-WILLIAMS, CUVELIER
e BERSET, 1995).
Varios métodos analiticos tém sido propostos para determinar a atividade

antioxidante total de extratos bioldgicos.

Meétodo do radical DPPH

Consiste em determinar a capacidade de captura do radical livre 2,2-difenil-
1-picrilhidrazina (DPPH) pelas substancias antioxidantes. E um método
colorimétrico, realizado em comprimento de onda de 515 nm. Apds a adicdo do
antioxidante, produz-se uma diminuicdo da absorbancia, no qual ocorre a reducao
dos antioxidantes devido a habilidade das substancias em transferirem atomos de
hidrogénio para os radicais. A facilidade na aquisicdo do radical livre, sua
estabilidade e a avaliacdo da atividade antioxidante em um intervalo de tempo
relativamente curto, sdo algumas das vantagens apresentadas por este método
(BRAND-WILLIAMS, CUVELIER e BERSET, 1995; DJERIDANE et al., 2006).

Meétodo de co-oxidagao do B-caroteno / acido linoleico

Esse tipo de avaliagdo da atividade antioxidante € realizado em meio
emulsionado, pela técnica de co-oxidagao de substratos. E um método colorimétrico,
realizado em comprimento de onda de 470 nm, que baseia-se na leitura referente a
descoloragcao da solugdo preparada com [(-caroteno e acido linoleico, em meio
aquoso. A descoloracao ocorre em fungao das estruturas radicalares formadas pela
oxidagao do acido linoleico, que atacam as duplas ligagdes do 3-caroteno, perdendo
seu cromoforo, resultando na descoloragao do pigmento alaranjado, caracteristico
da solucdo (HUANG e WANG, 2004). Este ensaio simula a oxidagao dos

componentes celulares da membrana lipidica em presenga de antioxidantes, assim
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como, a capacidade de inibicdo da formacdo de radicais peroxidos a partir da
oxidacao do acido linoleico (MATA et al., 2007).

Meétodo TBARS (Substancias reativas ao acido tiobarbittrico)

As membranas celulares, que contém grande quantidade de acidos graxos
poliinsaturados, podem sofrer danos mediados por radicais livres, acarretando
alteracbes em sua estrutura e permeabilidade (MELLO FILHO, HOFFMAN e
MENEGHINI, 1983). Consequentemente, ocorrem perda da seletividade na troca
ibnica, liberagdo do conteudo de organelas e formagao de produtos citotdxicos
(como o malonaldeido), culminando com a morte celular (HERSHKO, 1989). A
lipoperoxidacdo € iniciada por algum radical, que ao reagir com os lipidios
insaturados das membranas resulta na formacao de hidro ou lipoperdxidos, que sao
altamente reativos e podem seguir uma cascata oxidativa, liberando no meio,
produtos da degradacgao de acido graxos, tais como o malonaldeido. A quantificagao
de tal composto tem sido utilizada para avaliar a extensdo do dano oxidativo. Esta
quantificacdo pode ser feita pela reacdo do malonaldeido com o acido tiobarbiturico
(TBA), para formar um pigmento rosado, que apresenta um maximo de absorgéo a
532-535 nm (OHKAWA, OHISHI e YAGI, 1979; GUILLEN-SANS e GUZMAN-
CHOZAS, 1998; MIGUEL, 2010).

Poder de reducgéo do ferro

A habilidade redutora de uma substancia € utilizada como indicativo para a
avaliacdo de sua atividade antioxidante e baseia-se na transformacéo do Fe*'/Fe®*
(OYAIZU, 1986).
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1.1.3 Resisténcia bacteriana e o uso de plantas medicinais

As doencas infecciosas representam uma importante causa de morbidade e
mortalidade, particularmente nos paises em desenvolvimento. Assim, as industrias
farmacéuticas tém sido motivadas a desenvolver novas drogas antimicrobianas,
especialmente em funcdo da ocorréncia de resisténcia microbiana a tais
medicamentos. Em geral, bactérias tém habilidade genética de transmitir e adquirir
resisténcia a drogas usadas como agentes terapéuticos (NASCIMENTO et al. 2000),
sendo frequentes os relatos sobre isolamentos de bactérias que eram
reconhecidamente sensiveis as drogas de uso na rotina, e que se tornam resistentes
a todos, ou a quase todos os farmacos disponiveis no mercado (SAKAGAMI e
KAJAMURA, 2006).

Entre os processos que contribuem para o acumulo da resisténcia, podemos
citar que espécies com resisténcia intrinseca sao favorecidas, mutantes resistentes
de linhagens previamente sensiveis sdo selecionados, genes de resisténcia
transferiveis disseminam entre os isolados bacterianos, carreados por plasmideos,
transposons e integrons e por ultimo, algumas linhagens resistentes propagam-se de
modo epidémico entre pacientes, hospitais e paises. A importancia destes processos
varia com o patdgeno e o local (LUIZ, 2006).

Tendo em vista que bactérias resistentes a multiplos antimicrobianos
representam um desafio no tratamento de infec¢des, € notdria a necessidade de
encontrar novas substancias com propriedades antimicrobianas para serem
utilizadas no combate a esses microrganismos (PEREIRA, 2004).

Gongalves et al. (2005), avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos
hidroalcodlicos obtidos de 17 espécies de arvores nativas do Brasil. Dos 170 testes
realizados, 25% mostraram alta atividade, destacando-se extratos de Bixa orellana,
Psidium guajava e Anacardium occidentale. Lima et al. (2006) analisaram a atividade
antibidtica de extratos etandlicos de 16 espécies de plantas usadas na medicina
popular brasileira. Entre os 32 extratos testados, aqueles derivados de Lafoensia
pacari e Pterodon polygalaeflorus mostraram atividade contra as cepas bacterianas
estudadas. Estudos semelhantes também tém sido desenvolvidos por varios
pesquisadores (CELOTTO et al., 2003; CUNICO et al., 2004; ABEYSINGHE, 2010).
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Desta forma, a pesquisa para a obtengao de substancias de origem vegetal
com propriedades antimicrobianas com efeitos adversos menos graves que os atuais

farmacos constituem uma fonte de pesquisa intensa (BRESOLIN e FILHO, 2003).

1.1.4 Leishmania e leishmanioses

Leishmanioses sao doencas infecto-parasitarias causadas por protozoarios
pertencentes ao género Leishmania e descritas primeiramente em 1903 por
Leishman e Donovan (RATH et al., 2003). Interferéncias do homem sobre o meio
ambiente e ecossistema (AMATO et al., 2000), levaram a uma alteragao no ciclo de
parasitos da espécie Leishmania sp, resultando nas leishmanioses, doencas
tropicais, consideradas pela OMS como a segunda protozoose mais importante em
saude publica.

Atualmente, as leishmanioses ameagcam cerca de 350 milhdes de pessoas
em 88 paises. Estima-se que existam 12 milhdes de casos no mundo, com 1,5-2
milhdes de novos casos ocorrendo anualmente (WHO, 2010). No Brasil, as
leishmanioses estdo presentes em todas as unidades federativas, sendo que mais
de 90% dos casos humanos da doenga concentram-se na regido Nordeste, havendo
ainda focos importantes nas regides Centro-Oeste, Norte e Sudeste (MONTEIRO,
LACERDA e ARIAS, 1994; MAIA-ELKHOURY et al., 2008). O aumento da incidéncia
tem como causas principais a devastacao das florestas e aumento da populagao,
falta de saneamento e higiene, bem como imunossupressdo e desnutricdo, que
implicam na maior suscetibilidade do hospedeiro (ASHFORD, 2000).

As manifestagdes clinicas e a severidade da doenca sao variaveis,
dependendo da viruléncia da espécie infectante, susceptibilidade do hospedeiro e
co-infecgdes (CUNNINGHAM, 2002; ROGERS et al., 2002). A infeccdo pode ser
assintomatica ou apresentar um espectro que varia desde lesdes cuténeas
localizadas ou disseminadas, forma cutanea-difusa, até graves lesdes
mucocutaneas ou viscerais (GRIMALDI e TESH, 1993).

Cerca de 20 espécies de Leishmania podem infectar o homem, as quais
podem ser subdivididas nos subgéneros L. (Leishmania) spp. e L. (Viannia) spp.
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(MELBY, 2002), encontradas tanto no Velho Mundo quanto no Novo Mundo (Tabela
1). No Brasil, varias espécies estdo associadas as formas cuténeas e/ou cutaneo-
mucosa, enquanto a L. chagasi é a principal espécie associada a manifestagao
visceral (LAINSON e SHAW, 1987; GRAMICCIA e GRADONI, 2005).

Neste trabalho, foram utilizadas espécies encontradas tanto no Velho Mundo

(L. major), quanto no Novo Mundo (L. amazonensis, L. chagasi, L. braziliensis).

Tabela 1 - Leishmania spp. responsaveis por por LC, LMC, LV? (adaptada de Sakthianandeswaren,
Foote e Handman, 2009)

PATOLOGIA LEISHMANIA SPP. REGIAO
L. major Velho Mundo
L. tropica Velho Mundo
L. aethiopica Velho Mundo
L. venezuelensis Novo Mundo
LC L. mexicana Novo Mundo
L. amazonensis Novo Mundo
L. braziliensis Novo Mundo
L. panamensis Novo Mundo
L. peruviana Novo Mundo
L. guyanensis Novo Mundo
L. donovani Mar Caspio e Mediterraneo
L. infantum Mar Caspio e Mediterraneo
L. braziliensis Novo Mundo
L. panamensis Novo Mundo
Lmc L.guyanensis Novo Mundo
L. amazonensis Novo Mundo
L. mexicana Novo Mundo
L. donovani Velho Mundo
L. chagasi Novo Mundo
LV L. infantum Velho Mundo
L. archibaldi Velho Mundo
L. tropicac Velho Mundo
L. amazonensis Novo Mundo

2 Abreviagbes: LC, Leishmaniose cutanea; LMC, Leishmaniose mucocutanea; LV, Leishmaniose visceral

Os parasitos deste género se apresentam como formas promastigotas
(Figura 4A) flagelados no inseto vetor (Figura 3) (género Phlebotomus no Velho
Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo) e como amastigotas, as quais possuem um
pequeno flagelo interiorizado na bolsa flagelar, (Figura 4B) no interior de fagdcitos
mononucleares do hospedeiro vertebrado, principalmente os macréfagos
(ALEXANDER, SATOSKAR e RUSSELL, 1999; ROGERS et al., 2002). Uma questao
importante na biologia da Leishmania, e que leva a diversas pesquisas na area, € a
caracteristica notavel que o parasito tem de sobreviver e prosperar dentro do
ambiente hidrolitico do macréfago (ZHANG et al., 2001). Durante o processo de

invasao, deficiéncias no processo de ativagdo dos macrofagos contribuem para
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estabelecimento bem sucedido da Leishmania no hospedeiro mamifero (REINER et
al., 1994).

Figura 3- Lutzomyia longipalpis, ou mosquito-palha: agente transmissor da leishmaniose visceral

Figura 4 - Leishmania sp. (A) promastigotas e (B) amastigotas(FONTE: www.ufmt.br/hovet/
lab_leishmaniose.htm)

No modo de transmissdao habitual da doenga (Figura 5), o parasito é
transmitido ao hospedeiro vertebrado pela picada de fémeas do inseto vetor
infectadas que injetam um pequeno numero de promastigotas metaciclicos (formas
infecciosas) na pele. No interior dos fagolisossomos, os promastigotas se
diferenciam em amastigotas que proliferam, eventualmente rompendo o macréfago
infectado, e sao liberados para infectar macréfagos vizinhos. Macréfagos infectados
podem ser ingeridos pelo inseto vetor durante o repasto sanguineo e sao lisados no
intestino médio deste, liberando parasitas que se diferenciam em promastigotas
prociclicos (formas nao-infecciosas que se replicam rapidamente). Essas formas

passam por um processo de adesdo a parede do intestino, liberacdo e migracao



30

anterior que € acompanhado por sua diferenciagcdo em promastigotas metaciclicos
nao-replicativos que podem ser transmitidos quando o vetor fizer um novo repasto
sanguineo (CUNNINGHAM, 2002; SACKS e NOBEN-TRAUTH, 2002; DOMINGUEZ
et al., 2003).

Dividem no 0 Vetor inocula Promastigotas sdo
intestino e migram promastigotas (2] fagocitados por macrofagos
para a proboscide

Promastigotas
transformam-se em
amastiootas

Amastigotas
transformam-se
em promastigotas

/\§ _ Amastigotas

L1 - multiplicam-se
T M — IM —
(6] i

Ingestdo de células o Vetor alimentando-se de
parasitadas sangue (ingere

macro6fagos infectados)

Figura 5 - Ciclo de vida da Leishmania sp (Adaptado de CDC, 2003).

O tratamento atual de escolha para todas as formas de manifestagao clinica
das leishmanioses é feito a base de antimoniais pentavalentes. Como medicamentos
de segunda escolha, incluem a anfotericina B e pentamidinas. Entretanto, todos séo
toxicos, de custo elevado, dificil administracao e ja existe comprovada resisténcia do
parasito (RATH et al., 2003; CROFT e COOMBS 2003). Novas drogas como
miltefosine, um hexadecil-fosfocolina, tém demonstrado efetividade para o
tratamento de leishmaniose visceral, muito embora apresentem também alta
toxidade (SINDERMANN et al., 2004). A internagdo prolongada e os efeitos
adversos como alteragdes cardiacas, renais, pancreaticas e hepaticas dificultam a

adesao ao tratamento.
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A demanda por novos farmacos leishmanicidas tem se intensificado com o
aumento da resisténcia aos antimoniais pentavalentes, bem como a farmacos de
segunda geragdo. Outrossim, o0 numero de quimioterapicos disponiveis,
principalmente para tratamento de doengas crbnicas, estd muito abaixo do
satisfatorio (VOULDOUKIS et al., 2006). Neste contexto, varias substancias foram
relatadas, porém nenhuma testada ou mesmo em uso apresentou eficacia e
seguranga adequadas (FRANCK et al., 2004; RAYCHAUDHURY et al., 2005). Desta
forma, considerando as dificuldades de tratamento e a auséncia de vacinas, ha
urgéncia na busca de novas drogas terapéuticas dentre as quais se incluem os
fitoterapicos (NAKAMURA et al., 2006).

Uso de produtos naturais no combate as leishmanioses

A busca de novas drogas leishmanicidas tem levado a um grande interesse
no estudo de protétipos para o desenvolvimento de novas substancias
quimioterapicas com melhor atividade e menos efeitos colaterais (ARAUJO,
ALEGRIO e LEON, 1998). De acordo com a Organizagao Mundial de Saude (OMS),
as espécies vegetais sao a melhor e maior fonte de farmacos para humanidade.
Estudos etnobotanicos tém demonstrado o uso popular de plantas no tratamento das
leishmanioses tanto por via oral, como na aplicagao topica sobre as lesbes cutaneas
(SILVA et al., 1995; FRANCA, LAGO e MARSDEN, 1996; MOREIRA et al., 2002).

Rocha e colaboradores (2005), em um trabalho de reviséo, relacionaram 101
plantas, suas familias, distribuicdo geografica, parte utilizada, tipos de extratos e o
organismo testado. Também relacionaram 288 substancias isoladas de plantas
superiores, classificados em grupos quimicos apropriados € 0s microrganismos
testados. Das substancias isoladas foi observado um predominio de alcaloides (68),
triterpenos (29), sesquiterpenos (19), lactonas (18), quinoides (16), flavonoides (13),
dentre outras classes de substancias isoladas de plantas superiores.

Ferreira e colaboradores (2002), ao testarem a atividade leishmanicida de
Zanthoxylum chiloperone var. angustifolia (Rutaceae) constataram que o extrato
alcaloidico bruto das cascas do caule exibiu atividade in vitro contra varias cepas de
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Leishmania ssp. a 100 uyg/mL. Dois constituintes majoritarios também foram isolados
e identificados como cantin-6-ona e 5-metoxicantin-6-ona. Em outro ensaio,
triterpenoides isolados do extrato metandlico das folhas de Pourouma guianensis
(Moraceae) foram avaliados quanto a atividade inibitéria contra as formas
promastigota e amastigota intracelular de L. amazonensis. Das onze substancias
isoladas, apenas o acido ursdlico e acido oleandlico mostraram alta atividade contra
amastigota intracelular (Clso de 27 pg/mL e 11 pg/mL, respectivamente) superior ao
da droga controle Glucantime (Clso de 83 ug/mL) (TORRES-SANTOS et al., 2004).

Mendonga-Filho e colaboradores (2004) analisaram o efeito leishmanicida in
vitro sobre L. amazonensis do extrato rico em polifendis do mesocarpo fibroso dos
frutos de Cocos nucifera (Palmae). O referido extrato apresentou concentragéo
inibitéria minima de 10 pg/mL. Igualmente, Paula-Junior e colaboradores (2006)
demostraram o efeito leishmanicida do extrato hidroetandlico das folhas de Caryocar
brasiliense sobre formas promastigotas de L. amazonensis. Além disso, o extrato
demonstrou relevante capacidade antioxidante, similar as atividades da vitamina C e
da rutina.

Diante do exposto, observa-se que as plantas sdo uma importante fonte de
produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos quais podem constituir modelos
para obtencdo de novos farmacos com atividade frente a varias parasitoses
negligenciadas (BEZERRA et al., 2006).

1.1.5 Cancer

O termo cancer ou neoplasia € utilizado genericamente para representar um
conjunto de mais de 100 doengas de natureza crbnica, caracterizadas pelo
crescimento descontrolado de células em virtude do desvio dos mecanismos que
controlam a proliferagao e diferenciagao celular (ALBERTS, 2004).

As causas do desenvolvimento de canceres normalmente incluem agressao
ao genoma celular, com alteragdes do DNA (mutagdes) ou expressao andmala de
genes normais. Diversos fatores ambientais, como agentes fisicos (raios ultravioleta,

radiagdo ionizante), quimicos (hidrocarbonetos aromaticos policiclicos,
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principalmente os derivados do tabaco e da queima de combustiveis fosseis,
nitrosaminas, aflatoxinas, dentre outras), biolégicos (virus), influéncias culturais
(alimentacdo, estresse, tabagismos), raciais (possivelmente genéticos) e,
principalmente, fatores como idade e hereditariedade podem culminar em
sucessivas mutagdes, contribuindo para o aparecimento de diversas neoplasias
(COTRAN et al., 2000).

Importante causa de doengas e mortes no Brasil, as neoplasias malignas
constituem-se na segunda causa de morte na populagédo, superada apenas pelas
doencas cardiovasculares. Tais neoplasias representam quase 17% dos o6bitos de
causa conhecida, notificados em 2007 no Sistema de Informacdes sobre Mortalidade
(BRASIL, 2009). Ainda, segundo a Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer
(WHO, 2008), o impacto global do cancer mais que dobrou em 30 anos. Estimou-se
que, para este mesmo ano, ocorreriam cerca de 12 milhdes de novos casos de
cancer e 7 milhées de o6bitos. O continuo crescimento populacional, bem como seu
envelhecimento, afetara de forma significativa o impacto do cancer no mundo e este
recaira principalmente sobre os paises de médio e baixo desenvolvimento. No Brasil,
estimativas para o ano de 2010, validas também para o ano de 2011, apontam para
a ocorréncia de aproximadamente 500 mil casos novos de cancer. Os tipos mais
incidentes, a excegao do cancer de pele do tipo ndo melanoma, serdo os canceres
de prostata e de pulmao no sexo masculino e os canceres de mama e do colo do
utero no sexo feminino (BRASIL, 2009).

O principal objetivo do tratamento das neoplasias é obter a completa
erradicagdao das células tumorais. Tal resultado pode ser obtido através de
procedimentos como cirurgia, radioterapia e quimioterapia utilizados de forma
isolada ou em associacao (COTRAN et al., 2000; BRASILEIRO FILHO, 2004).

A cirurgia € o meio simples e seguro para remover tumores soélidos, mas nao
na maioria dos pacientes que apresentam a doenga metastatica. A radioterapia pode
ser curativa para tumores localizados, preservando a estrutura e funcionamento do
orgéao ou tecido, mas tem suas limitagdes no tratamento de tumores volumosos. Ja a
quimioterapia, um tratamento que envolve o uso de farmacos citotéxicos, deveria
erradicar o cancer sem prejudicar os tecidos normais, mas a maioria destas drogas
causa significativos efeitos colaterais. Esses farmacos sao mais efetivos contra
tumores de proliferacdo rapida do que contra alguns dos tumores de crescimento
lento e sdo mais toxicos para células de crescimento rapido do que para os tecidos
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normais do hospedeiro. Entretanto, tais agentes antiproliferativos podem ter
importantes efeitos tdéxicos colaterais em tecidos normais que se dividem
rapidamente, com a medula éssea, mucosa gastrintestinal e pele (KO, WANG e
FERRONE, 2003; BUBENIK e VONKA, 2003).

O emprego das terapéuticas convencionais, além dos efeitos colaterais e do
custo elevado, muita das vezes nao permite a total erradicacdo das neoplasias. A
necessidade de agentes antiinvasivos e/ou tumoricidas mais eficientes e menos
onerosos tem levado a busca de novas substancias com ag¢ao farmacoldgica tanto
no controle do crescimento das células tumorais como na modulagdo das moléculas
de adesao que permitem as metastases. Neste sentido, o interesse por substancias
ou produtos de origem vegetal na busca de terapias mais eficazes pode ser uma
promissora alternativa ou a chave para a cura desta moléstia (JANEWEY,
WALPORT e SHLOMCHIK, 2002; NEWMAN, CRAGG e SNADE, 2003).

Plantas com potencial antitumoral

Varios estudos tém corroborado que substancias bioativas extraidas de
plantas contribuem significativamente para o tratamento do cancer. Um dos
exemplos mais importantes € o da Catharanthus roseus, conhecida também como
Vinca rosea, utilizada pela populacdo de Madagascar no tratamento do diabetes.
Durante os testes de atividade hipoglicemiante, os extratos dessa espécie
produziram granulocitopenia em consequéncia da supressdo da medula 0ssea dos
animais, sugerindo avaliagdo em modelos de leucemias e linfomas. A confirmacéao
da atividade nesses modelos levou ao isolamento dos alcaloides vimblastina e
vincristina que, atualmente, sdo de grande utilidade no tratamento de leucemias,
linfomas e cancer testicular (FELLOWS, 1991; CRAGG e NEWMAN, 1999; MANN,
2002).

Outra descoberta importante na area de céncer foi o paclitaxel (taxol),
isolado da casca do teixo (Taxus baccata e Taxus brevifolia), em 1971 (WANI et al.,
1971). Estudos clinicos revelaram que essa substancia era capaz de regredir o
cancer de mama e de ovario, resistentes a terapia tradicional (ROWINSKY, 1995).
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Como essa substancia teria que ser extraida de espécies que levam décadas para o
seu crescimento, a introdugdo dessa droga na terapéutica teve que esperar pelo
desenvolvimento da sintese quimica, de extrema complexidade, e pela descoberta
de precursores obtidos de fontes renovaveis. Essas dificuldades adiaram a
introdugao do paclitaxel e do docetaxel na terapéutica para a década de 90 (MANN,
2002). Atualmente, a droga pode ser usada também para o céancer de pulmao
(MARINHO, SEIDL e LONGO, 2008).

Segundo Gottlieb e colaboradores (1987), plantas do género Physalis sao
especiais por elaborarem estruturas complexas, variantes de vitanolideos simples,
designadas como fisalinas. Cerca de doze fisalinas ja foram isoladas de espécies
japonesas e italianas, sendo que algumas delas demonstraram atividade citotéxica
in vitro contra células tumorais bem como atividade antineoplasica in vivo (KAWAI et
al., 1992; MAKINO et al., 1995), contra varios tipos de células tumorais incluindo

leucemias, melanomas, entre outras (LIN et al., 1992; CHIANG et al., 1992).

1.1.6 Inflamagao e Dor

1.1.6.1 Resposta inflamatéria

Inflamacao € um conjunto de alteragdes (nos vasos sanguineos, nos tecidos
e nos fluidos internos) provocadas por lesdes, infecgbes, substancias nocivas ou
disturbios orgénicos e esta estreitamente interligada ao processo de reparacao
(VILCEK e FELDMAN, 2004). Tais alteragdes podem se manifestar pela presenga de
rubor (eritema), calor (aumento da temperatura na regiao inflamada), tumor (edema),
dor e perda de fungao do tecido ou 6rgao afetado (GUALILLO et al., 2000). Diversos
tecidos e células participam deste processo, desde as proteinas plasmaticas, células
circundantes (neutréfilos, mondcitos, eosindfilos, linfécitos e plaquetas), vasos
sanguineos, como também os componentes celulares (mastdcitos, fibroblastos,

macrofagos e linfécitos) e extracelulares (colageno e elastina — proteinas estruturais;
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fibronectina, laminina e outras glicoproteinas de adesdo; proteoglicanos etc.)
(KUMAR et al., 2005).

Desta forma, a reacao inflamatéria consiste num evento complexo que
envolve o reconhecimento do agente/estimulo lesivo, para sua posterior destruicdo e
tentativa de reconstruir o tecido danificado. O reconhecimento desencadeia a
ativacdo e a amplificagdo do sistema imune, resultando na ativagao de células e na
liberacdo dos diversos mediadores responsaveis pela resposta inflamatéria. No
entanto, se a destruicdo do agente agressor e o processo de reparo ndo ocorrerem
de maneira eficiente e sincronizada, a resposta inflamatoéria pode levar a uma leséo
tecidual persistente, induzida pelo acumulo de leucdcitos, colageno entre outras
substancias que podem prejudicar o organismo (NATHAN, 2002).

O processo inflamatério € didaticamente dividido em dois momentos: O
primeiro, que € desencadeado logo apos a instalagcdo do agente agressor
(inflamacdo aguda), é caracterizado por infiltrado predominantemente neutrofilico,
associado ao aumento da permeabilidade vascular com exsudacdo de plasma e
proteinas plasmaticas, edema, dor e necrose. O outro momento, que depende ou
nao da resolugao do processo na fase aguda (inflamagao crbnica), € caracterizada
pela presenga de macrofagos e linfécitos, além de angiogénese e proliferacao de
tecido conjuntivo (BAUHMANN e GAUDIE, 1994).

Alguns eventos principais podem ser identificados durante a instalagao de
um processo inflamatério, segundo Lapa e colaboradores (2008). Primeiramente, o
fluxo sanguineo para o local aumenta. Microscopicamente, um tecido inflamado
aparentara conter um maior numero de vasos sanguineos, devido ao recrutamento
de novos leitos capilares. Estes vasos apresentar-se-do0 engurgitados, em
decorréncia da vasodilatacdo arteriolar. Ocorre também a retracdo de células
endoteliais, causando uma permeabilidade vascular. Este processo faz com que
moléculas grandes, normalmente restritas ao interior dos vasos, atinjam o espacgo
intersticial. Este € um dos mecanismos que permite o acesso ao local dos
mediadores soluveis do processo inflamatério. Outro evento que acontece é o
extravasamento de macromoléculas plasmaticas, que ao aumentar a pressao
oncotica local, se faz acompanhar pela saida de agua levando a formagao do edema
inflamatério. Ao final, leucécitos migram quimiotaxicamente, desde os capilares até a
sede do processo inflamatoério. Os polimorfonucleares neutréfilos sdo o tipo celular
predominante nos estagios iniciais da resposta. Caso o processo persista, aumenta
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a migracdo de células mononucleares (mondcitos e linfocitos) para o local,
modificando o padréo do tipo celular prevalecente.

Entre as substancias que podem manter e amplificar os diversos processos
inflamatorios pode-se mencionar as seguintes: histamina, serotonina, cininas,

prostaglandinas, sistema complemento, citocinas, éxido nitrico e neuropeptideos.

1.1.6.2 Dor e Nocicepcéao

A palavra dor representa uma categoria de fenbmenos que compreende uma
diversidade de experiéncias diferentes e unicas. Tendo causas diversas, €
caracterizada por qualidades distintas, variando de acordo com alguns critérios, a
saber: somatosensoriais, viscerais, afetivos, culturais e cognitivos. Pelo fato de ser a
dor uma sensacéo intima e pessoal, é impossivel conhecer com exatidao a dor do
outro. Assim, pela diversidade das experiéncias dolorosas, explica-se porque tem
sido muito dificil, até hoje, encontrar uma definicdo definitiva e satisfatéria da dor
(LOESER e MELZAC, 1999; RAINVILLE, 2002, ALMEIDA et al., 2004).

Apesar das grandes entidades de estudos tentarem criar conceitos cada vez
mais completos, atualmente, o conceito mais aceito segundo a Associagcao
Internacional para Estudos da Dor (IASP) postula que dor pode ser definida como
uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a dano tecidual real
ou potencial, ou descrita em termo de tal lesdo (MELZAC e LOESER, 1999;
RAINVILLE, 2002, ALMEIDA et al., 2004). E importante salientar que, sempre que
qualquer tecido estiver lesado, o organismo reage para desencadear o estimulo
doloroso como um mecanismo de protecdo (GUYTON e HALL, 2002; MILLAN, 1999,
2002).

Segundo a Sociedade Brasileira para Estudo da Dor — SBED, esta constitui
a principal causa de incapacitacdo para o trabalho, como também gera nocivas
consequéncias psicossociais e econOmicas. A incidéncia da dor crbnica na
populagdo mundial estd oscilando entre 7 e 40%. Como consequéncia de tal
processo, 50 a 60% dos que sofrem qualquer tipo de dor, ficam parcial ou totalmente

incapacitados para exercer suas atividades, de maneira transitéria ou permanente,
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contribuindo negativamente para sua qualidade de vida. N&o existem dados
estatisticos oficiais sobre a dor no Brasil, mas a sua ocorréncia tem aumentado
substancialmente nos ultimos anos.

Existe uma diferenca entre os termos dor e nocicep¢ao. A dor envolve a
percepcdo de um estimulo aversivo e requer a capacidade de abstracdo e
elaboracdao do impulso sensorial. O termo nocicepcao refere-se a manifestacoes
neurofisiologicas, geradas por estimulos nocivos. (LOESER e MELZACK, 1999;
ALMEIDA et al., 2004).

A nocicepgdo compreende a atividade no nociceptor como também suas
vias e processos facilitados pelo estimulo doloroso. Sendo assim, a nocicepgao
também pode ser definida como o processo que se refere a recepg¢ao de sinais no
SNC evocados pela ativacdo de nociceptores, ativagcao esta proveniente de dano
tissular, sendo que nem todos os estimulos nociceptivos podem ser qualificados
como dor (JESSEL e KELLY, 1991). Os nociceptores podem responder a estimulos
térmicos, mecanicos e quimicos. O impulso nervoso gerado por tal (is) estimulo(s) se
propaga pela fibra nervosa ascendente até a medula espinhal, desta para o cértex
cerebral, onde serdo comandadas e geradas as respostas fisiolégicas, emocionais e
comportamentais (MUIR 1ll, 1998).

O aumento da resposta a um estimulo doloroso € chamado de hiperalgesia.
Uma sensibilizacao local e fisiolégica, principalmente relacionada com a presencga de
mediadores é qualificada como hiperalgesia primaria. Outras regides nao envolvidas
pelo estimulo nociceptivo inicial podem sofrer pela expanséo desta hiperalgesia de
modo que o limiar para desencadear a dor nestes novos locais se torna mais baixo,
estabelecendo-se uma dor generalizada, caracterizando a hiperalgesia secundaria
(MARQUES, 2004).

Cabe-se ressaltar que tanto na dor clinica quanto na dor induzida em
modelos experimentais ndo ha, a principio, um mediador ou uma via (ascendente ou
descendente) dominante que contribua para a conducgao e perpetuacao do estimulo
nociceptivo. Dependendo do local, tipo e duragéo do estimulo, levando-se em conta
componentes afetivos e emocionais, ocorre a ativagao de multiplos canais sensoriais
que irao convergir e interagir com estruturas supraespinhais, promovendo a
sensacao global de dor (MILLAN, 1999).
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Os receptores opioides e a analgesia

O termo opioide se aplica a qualquer substancia endogena ou sintética, a
qual produz efeitos semelhantes ao da morfina, que sao bloqueados por
antagonistas como a naloxona. O termo mais antigo, opiaceo, é restrito aos
farmacos sintéticos semelhantes a morfina, com estruturas ndo-peptidicas (HERZ et
al., 1993). O 6pio € um extrato da seiva da papoula Papaver somniferum, que foi
usado para fins sociais e médicos, ja que € indutor de euforia, analgesia e sono,
além de impedir a diarreia.

Trés tipos de receptores opioides, chamados de p, 6 e K, todos acoplados
com a proteina G, medeiam os principais efeitos farmacolégicos dos opiaceos. Em
relacdo a atuacédo nos receptores opioides, podemos classificar os farmacos como
sendo (RANG et al., 2003), Agonistas puros (representam a maioria dos farmacos
tipicamente semelhantes a morfina. Possuem alta afinidade para os receptores p, e
afinidade mais baixa para os receptores & e k); Agonistas mistos (podem produzir
diferentes respostas em diferentes receptores opioides, como por exemplo, a
pentazocina, que é agonista nos receptores i, mas apenas agonistas parciais nos
receptores 6 e K) e Antagonistas (ndo produzem efeito quando administrados
sozinhos, mas bloqueiam os efeitos do opioides. O principal antagonista é a
naloxona).

Os receptores opioides sao amplamente distribuidos no cérebro. Os
farmacos que atuam nestes receptores, quando administrados por via intratecal em
doses pequenas, apresentam uma eficacia consideravel. Esta evidéncia sugere que
uma acao central possa ser responsavel por seu efeito analgésico. Em nivel
espinhal, a morfina inibe a transmissao dos impulsos nociceptivos através do corno
dorsal, suprime os reflexos nociceptivos espinhais, como também inibe a liberacéo
de substancia P dos neurdnios do corno dorsal in vitro e in vivo (RANG et al., 2003).

A morfina é eficaz em muitos tipos de dor aguda e crénica. Os opiaceos sao
mais uteis para combater processos dolorosos originados por lesdo tecidual,
inflamacado ou crescimento tumoral do que em processos de dor neuropatica. A

morfina também é capaz de reduzir o componente afetivo da dor, refletindo uma
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atividade supra-espinhal, possivelmente ao nivel de sistema limbico, que esta

provavelmente envolvido no efeito produtor de euforia (RANG et al., 2003).

Atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva de plantas

Inimeros trabalhos tém demonstrado o potencial dos metabdlitos
secundarios de plantas em suprimir inflamagdes e/ou dor. Um estudo realizado por
Souza e colaboradores (2004), envolvendo o 6leo essencial de Duguetia lanceolata,
demonstrou que o mesmo possui atividade anti-inflamatoéria e antinociceptiva. Boller
(2007) também constatou a atividade anti-inflamatoria tdpica do extrato e
substancias isolados da Baccharis illinita em camundongos. Naike e Jadge (2009),
ao comprovarem a atividade anti-inflamatéria do extrato etandlico e aquoso de
Caralluma adscendens, atribuiram tal resposta aos flavonoides presentes na planta.
De acordo com os autores, os flavonoides sdo conhecidos por possuir atividade anti-
inflamatéria por inibir as cicloxigenases responsaveis pela sintese de
prostaglandinas inflamatdrias.

Varios modelos “in vivo” e “in vitro” sdo utilizados na pesquisa de extratos e
substancias de plantas com atividade analgésica e/ou anti-inflamatéria. Em geral, a
estereotipia da génese dos sinais e sintomas da inflamacgéo serve de base para o
ensaio dessas drogas. Dentre os parametros avaliados normalmente estdo o edema,
alteracbes de permeabilidade vascular, migragao leucocitaria e nocicepg¢ao. Apesar
de, na maioria das vezes, ndo se chegar ao mecanismo de agao definitivo da
substancia ou extrato da planta em estudo, esses modelos experimentais sdo de
grande importancia e representam o ponto de partida para a caracterizagao
farmacoldgica de novas substancias capazes de interferir com o curso da inflamacgao
(LAPA et al., 2008).
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1.1.7 O género Lacistema

As plantas pertencentes a ordem Malpighiales Mart., de distribuigdo
principalmente tropical, estdo agrupadas em cerca de 28 a 37 familias, com 725
géneros e 16.000 a 17.000 espécies. As familias desta ordem incluem inumeras
plantas ornamentais, bem como espécies com um importante valor econémico e
medicinal. As “flores da paixao” ou o maracuja (Passifloraceae), a erva-de-Sao-Joao
(Hypericaceae ou Clusiaceae), poinsétia (Euphorbiaceae) e pansies e violetas
(Violaceae) sao exemplos de plantas ornamentais. Ja os “Chordes” (Salicaceae) séo
utilizados como matéria-prima para os fabricantes de cestas, na silvicultura, e estao
sendo exploradas como uma fonte de energia alternativa. A ordem Malpighiales
também ¢é notavel pelo consideravel numero de plantas medicinais, as quais
possuem importantes substancias bioativas. Nesta, destaca-se a coca (Erythroxylum
coca - Erythroxylaceae), anestésico local e estimulante do sistema nervoso central,
plantas do género Hydnocarpus (Achariaceae sensu, tradicionalmente usada no
tratamento da lepra), e o anti-inflamatdrio salicilina, extraida do salgueiro-branco
(Salix Alba - Salicaceae) e atualmente sintetizada como aspirina (acido
acetilsalicilico) (HOFFMANN, 2005).

A familia Lacistemataceae, de distribuicdo neotropical (Figura 6), é
representada pelos géneros Lacistema e Lozania (Figura 7) com cerca de 11 e 4
espécies, respectivamente (YOUNG, 2008). No Brasil podemos encontrar 10
espécies, a maioria ocorrendo na regiao Sudeste ou na Amazénia. O nome do
género Lacistema deriva do grego lacis = "trapo, pedaco, farrapo", e stemon =
"estame", referindo-se ao estame bifurcado. Como resultado de uma extensa
pesquisa realizada por Di Stasi e Hiruma-Lima (2002), os quais descreveram 135
especies medicinais utilizadas por moradores da Amazdnia e habitantes rurais e
urbanos da Mata Atlantica, Lacistema sp foi citada por grande parte dos
entrevistados (principalmente indios tenharins) na Amazoénia, os quais utilizam as
folnas sobre a cabeca como febrifugo. Barbosa e Pinto (2003), em um trabalho
sobre a documentacao e valorizagao da fitoterapia tradicional Kayapd nas aldeias
A'Ukre e Pykanu no sudeste do Para, constataram que este género € indicado pelos
pajés para combater reumatismo, vémito (emese), dores no corpo e disenteria.

Trabalho semelhante (ROUMY et al., 2007), listando plantas amazénicas do Peru
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utilizadas com fins medicinais pela populagéo indigena local, menciona Lacistema sp
como antipirética e também contra reumatismo, corroborando o seu uso pela
populacdo indigena brasileira. Ha registros também do uso do caule como
combustivel (SOBRINHO, 2007). Trabalhos experimentais tém demonstrado
potenciais propriedades farmacoldgicas de algumas espécies pertencentes a este
género. Roumy e colaboradores (2007) constataram uma significativa atividade
antiplasméddica e baixa citotoxidez do extrato diclorometanico preparado a partir das
cascas de Lacistema agregatum e Wall e colaboradores (1988) detectaram que a
mesma também apresenta propriedades antimutagénicas. Em adi¢do, ensaios de
bioautografia demonstram que o extrato bruto das folhas de Lacistema Ilucidum
apresenta atividade antifungica frente a Cladosporium cladosporioides (AGRIPINO et
al., 2004) e Lacistema hasslerianum, exibe uma potente atividade antiviral (SIMONI
et al., 2007). Da mesma forma, Lozania pittieri demonstra possuir substancias
bioativas, uma vez que foi capaz de inibir seletivamente a atividade da cicloxigenase
bem como a transcriptase reversa do HIV-1 (CALDERON, 2000). Quimicamente, as

espécies citadas nao foram investigadas.

A espécie Lacistema pubescens Mart.

Originaria do Brasil, a espécie arbdérea Lacistema pubescens Mart.,
apresenta-se distribuida nos estados do Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Bahia,
Maranhdo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Amazonas, Amapa, Para,
Rondbnia, Parana e Distrito Federal, além dos paises como a Bolivia, Guiana
Francesa e Venezuela (HOFFMANN, 2005). No Brasil, assume diferentes
denominagdes populares conforme a regido em que se encontra: espeto-vermelho e
canela — vermelha - MG (SILVA, 2002; SILVA et al., 2004), sabonete - RJ
(SOBRINHO, 2007) e cafezinho - PA (TRINDADE, 2007). Apos extensa pesquisa
bibliografica em diversos bancos de dados, nao foram encontrados estudos sobre as

propriedades quimicas e/ou farmacoldgicas referentes a esta espécie.
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2 OBJETIVOS

Considerando a possibilidade de contribuir para ampliar o conhecimento da
quimica e das propriedades farmacolégicas desta espécie, bem como ratificar o uso

popular do género, os objetivos deste trabalho foram:

2.1 Geral

Caracterizar os constituintes quimicos e investigar o potencial farmacolégico

de Lacistema pubescens Mart.

2.2 Especificos

% Caracterizar as principais classes de metabdlitos secundarios presentes em
diferentes extratos das folhas de L. pubescens;

«+ Determinar o teor de fendis totais e flavonoides nos extratos;

Determinar as atividades in vitro:

% Antioxidante pelo método do DPPH, Poder de Redugéo, Sistema j-caroteno /
acido linoleico e método TBARS;

% Antimicrobiana pela Determinacdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)
sobre as cepas Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Shigella
dysenteriae, Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Enterobacter cloacae e
Enterococcus faecalis;

+»+ Citotoxica frente a Artemia salina;
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s Leishmanicida pelo método do MTT diante de Leishmania amazonensis, L.
braziliensis; L. chagasi e L. major;
% Antitumoral pelo método do MTT diante das linhagens HL60, Jurkat e MCF-7;

Avaliar o potencial in vivo:

¢ Antinociceptivo pelos métodos das Contor¢gdes Abdominais, Formalina e
Retirada da Cauda;

% Anti-inflamatério pelo método do Edema de Orelha;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal

As folhas de L. pubescens foram coletadas em Matias Barbosa, Minas
Gerais, Brasil, uma unica vez em época de frutificagdo (dezembro de 2008) no
periodo da manha. Uma exsicata de L. pubescens foi depositada no herbario
Leopoldo Krieger CESJ da UFJF sob o numero 49751 e identificada pela Dr? Fatima
Regina Gongalves Salimena, do Departamento de Botanica do Instituto de Ciéncias
Biolégicas da UFJF.

3.2 Preparo do extrato bruto metanélico (EBM) e particées

As folhas coletadas foram secas a sombra, em local ventilado e em
temperatura ambiente (25°C), durante quinze dias. Depois de seco, o material (375
g) foi moido e submetido a extracdo por maceragao com metanol (MeOH), a
temperatura ambiente, até a exaustdo. Em seguida, o extrato foi concentrado a
pressao reduzida utilizando-se evaporador rotatorio para obtengao do extrato bruto
metandlico (EBM) (74 g), um residuo de coloragao verde escura. Desta forma, o
rendimento do extrato foi de 20%.

Sessenta e cinco gramas do EBM, apés completa remogao do solvente,
foram ressuspendidos em MeOH:H,O (8:2) e, em seguida, particionados com
solventes em ordem crescente de polaridade: hexano, diclorometano (CH.Cl,) e
acetato de etila (AcOEt). Os solventes foram evaporados utilizando-se evaporador
rotatorio e as partigbes hexanica (PHEX — 16 g), diclorometanica (PDCM -8 g) e em
acetato de etila (PACOEt - 7 g) pesadas e mantidas sob refrigeracdo. A particao
hidrometandlica remanescente, apds retirada do metanol por destilacdo fracionada
foi liofilizada e forneceu 5 g. Os rendimentos para as PHEX, PDCM, PAcOEt e PHM
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foram 25; 12; 11 e 8% respectivamente. O fluxograma da extragédo esta apresentado

na Figura 8.

Folhas de L. pubescens
secas e moidas

| Extragdo com MeOH
Evaporagdo do solvente
Bioensaios
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Figura 8 - Fluxograma da extracéo e particdo das folhas de L. pubescens

3.3 Caracterizagao fitoquimica do EBM e particoes de L. pubescens

O EBM e partigbes foram submetidos as analises fitoquimicas preliminares,
para determinagdo das principais classes quimicas de metabdlitos secundarios, de

acordo protocolo descrito por Matos (1997), com algumas modificagdes.
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3.3.1 Preparo das amostras para as analises fitoquimicas

Aproximadamente 100 mg de cada amostra foram solubilizadas em MeOH e

utilizados para a identificagdo dos metabdlitos especiais, como se segue:

3.3.1.1 Alcaloides

Em uma placa de ELISA, 150 ul da amostra foram colocados em trés pogos
diferentes e 50 ul de diferentes reagentes utilizados para identificacdo de alcaloides
(reativos de Hager, Mayer e Dragendorff) foram adicionados em cada pogo. O
aparecimento de precipitagao ou turvagao branca com os reativos de Hager e Mayer

e de cor alaranjada com o reativo de Dragendorff indica a presenga de alcaloides.

3.3.1.2 Triterpenoides e Esteroides

Em uma placa de ELISA, 150 ul da amostra foram colocados em um pogo.
Em seguida foram acrescentados 1 gota de anidrido acético e 1 a 2 gotas de acido
sulfurico concentrado. O aparecimento de cor azul-esverdeada indica a presencga de
esteroides e de cor vermelha, a presenga de triterpenoides. Para confirmacao foi
realizada Cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando como revelador o

reativo de Liebermann Bourchar.

3.3.1.3 Saponinas

Em um tubo de ensaio foi colocado 1 mL da amostra e aproximadamente 2

mL de agua destilada. O tubo foi agitado vigorosamente e colocado em repouso por
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20 min. A presencga de espuma persistente com aproximadamente 1 cm de altura

indica a presenca de saponinas.

3.3.1.4 Cumarinas

A amostra foi gotejada em um pedaco de papel de filtro. Em seguida, 1 gota
da solucao de KOH 10% foi adicionada a amostra. O aparecimento de fluorescéncia

de cor azulada sob luz UV 365 nm indica a presenga de cumarinas.

3.3.1.5 Substancias fendlicas

Em uma tira de papel de filtro a amostra foi gotejada seguida de uma
solugdo de FeCls 2%. O aparecimento de uma mancha azul escura indica a

presenca de substancias fendlicas.

3.3.1.6 Taninos

Em um tubo de ensaio foi colocado 1 mL da amostra e gota a gota, foi
acrescentada uma solugéo de gelatina 2,5%. O aparecimento de precipitado branco

indica a presenca de taninos.
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3.3.1.7 Flavonoides

Em uma tira de papel de filtro a amostra foi gotejada seguida da adigdo de
uma solucao de AICIl; 5%. O aparecimento de fluorescéncia de cor amarela sob luz

UV 365 nm indica a presenca de flavonoides.

3.3.1.8 Antraquinonas

Em uma placa de ELISA, 150 ul da amostra foi colocada em um pogo. Em
seguida foram adicionados 50 pul de NaOH 0,5 M. O aparecimento de coloragéo

vermelha indica a presenca de antraquinonas.

3.4 Determinagao do conteudo de fendlicos totais

O conteudo de compostos fendlicos totais nas amostras foi determinado pelo
método de Folin-Denis (DUH e YEN, 1997). Uma solugdo estoque em MeOH de
cada amostra (0,25 ou 0,5 mg/mL) foi preparada e 1,0 mL da mesma foi misturado
com 1,0 mL do reagente de Folin-Denis e 8,0 mL de Na,CO3 2% em tamp&ao NaOH
0,1 N. A mistura foi agitada e apdés 60 minutos de incubacdo em banho-maria a
30°C, foi centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos. A absorbancia do sobrenadante foi
mensurada a 730 nm em espectrofotdmetro. O branco foi preparado com 1,0 mL de
metanol, 1,0 mL do reagente de Folin-Denis € 8,0 mL de Na,CO3; 2% em tampao
NaOH 0,1 N. Para a preparagao da curva de calibracdo foram misturados 0,07; 0,10;
0,20; 0,30; 0,40 e 0,50 mL de solucao de acido tanico (1,0 g/L), substancia de
referéncia, com gsp 1,0 mL de etanol P.A. Em seguida, foi realizado o mesmo
procedimento descrito para as amostras e a curva de calibragao foi construida. O
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conteudo de compostos fendlicos foi expresso em mg/g de amostra vegetal, em

equivalentes de acido tanico (EAT).

3.5 Determinacao do conteudo de flavonoides

O conteudo de flavonoides foi determinado pelo método descrito por
Miliauskas, Venskutonis e Van-Beek (2004), com modificagdes. Uma solugao
estoque em MeOH de cada amostra (0,5 mg/mL) foi preparada e 1,0 mL da mesma
foi misturado com 1,0 mL de AICI3 2% em etanol e 1 gota de acido acético P.A. O
volume foi completado com etanol para 25 mL. Apds incubacgéo por 40 min a 20°C e
ao abrigo da luz, a absorbancia foi mensurada a 415 nm. A curva de calibragao foi
preparada misturando-se 0,1; 0,25; 0,5; 1,0 e 2,0 mL de uma solucéo etandlica de
rutina (0,5 mg/mL), substéncia de referéncia, com 1,0 mL de AICl; 2% em etanol
mais gsp 25 mL de etanol P.A. Em seguida, foi realizado o mesmo procedimento
descrito para as amostras e a curva de calibracdo foi construida. O branco foi
preparado com 1,0 mL da amostra e 1,0 mL de AICl; 2% em etanol mais qsp 25 mL
de etanol P.A. Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata. O conteudo
total de flavonoides foi expresso em mg/g de amostra vegetal, em equivalentes de
rutina (ER).

3.6 Analise da PHEX por Cromatografia Gasosa (CG) e espectrometria de
massas - CG-EM

Visando identificar as substadncias da PHEX, a mesma foi analisada por
Cromatografia Gasosa (CG) realizada num cromatografo Hewlett Packard 6890
Series acoplado a um detector seletivo de massas Hewlett-Packard 5972 e quipado
com uma coluna capilar DB-5MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 um); hélio como gas de
arraste com razao de fluxo de 2.0 ml/min; temperatura programada de 70°C a 290°C

(2°C/min); injetor com temperatura de 270°C e detector com temperatura de 300°C e
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energia de ionizagdo de 70eV. Os constituintes da amostra foram identificados por
comparagao de seus espectros de massas com aqueles da biblioteca Wiley 275.1 e

NIST e por fragmentagdo de massas (Adams, 1995).

3.7 Atividades biolégicas in vitro

3.7.1 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante do EBM e particdes de L. pubescens foi verificada

pelos seguintes métodos:

3.7.1.1 Método DPHH

A atividade antioxidante de radicais DPPH foi determinada pela sua
capacidade sequestrante de acordo com o método de Brand-Williams
(GOVINDARAJAN et al., 2003). As amostras foram solubilizados em MeOH (1
mg/mL) e as solugdes diluidas em solugdes metandlicas do radical DPPH (50
umol/mL) nas concentragbes de 250; 125; 62,5; 31,25; 15,63; 7,81; 3,91 e 1,95
ug/mL. Esta reacao transcorreu a temperatura ambiente e apdés 30 min, foi feita a
leitura da absorbancia das amostras e do branco em espectrofotdmetro utilizando
comprimento de onda (1) de 515 nm. O branco foi utilizado em cada concentracao, a
fim de retirar a interferéncia da cor do extrato, o qual continha apenas MeOH e o
DPHH. Os testes foram realizados em ftriplicata. A partir dos valores foram
calculadas as % de inibicdo de oxidagéo das amostras. Acido ascérbico foi utilizado

como controle positivo, nas mesmas concentragdes da amostra.

% InIbIQéO = AbS branco — AbS amostra X 100

AbS branco
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A Clso, que € a concentracdo da amostra necessaria para reduzir em 50% a
concentragdo inicial do DPPH, foi calculada no programa estatistico Grafitd

(Erithacus Software)

3.7.1.2 Poder de reducao

O poder de reducdo das amostras foi determinado pelo método descrito por
Oyaizu (1986). Um mg de cada amostra em 1 mL de &agua destilada foram
misturados com 2,5 mL de tampéo fosfato de potassio 200 uM, pH 6,6 e 2,5 mL de
ferrocianeto de potassio a 1% [KsFe(CN)g]. A mistura foi incubada a 50°C por 20 min.
Uma aliquota de 2,5 mL de &cido tricloroacético 10% foi adicionada a mistura, que
foi entdo centrifugada a 3000 g por min. A camada superior foi retirada e misturada
com 2,5 mL de agua destilada e 0,5 mL de FeCl30,1% e a absorbéancia foi medida a
700 nm em espectrofotdmetro. A Clsp foi calculada a partir de cinco concentragdes, a
saber: 53,64; 26,82; 13,41; 6,7 e 3,35 png/mL e este valor determina a concentragéo
efetiva na qual a absorbancia foi de 0,5 para o poder de reducédo. Os testes foram
realizados em triplicata e o acido ascérbico foi usado como referéncia. A Clsp foi

determinada a partir de regressao linear do MS Excel Software.

3.7.1.3 Sistema B-caroteno / acido linoleico

A determinacdo da atividade antioxidante pelo sistema B-caroteno/acido
linoleico foi realizada de acordo com a metodologia proposta por Marco (1968) e
modificado por Miller (1971) (RUFINO et al.,, 2006; BORGUINI, 2006). Para o
preparo da emulsao, foram adicionados em um bal&do volumétrico protegido da luz os
seguintes reagentes: 20 uL de acido linoleico, 265 uL de tween 40, 50 uL da solugéo
B-caroteno (10 mg/mL) e 1 mL de cloroférmio. Posteriormente, a mistura foi
submetida a evaporacgao a 50°C em rotavapor até evaporar totalmente o cloroférmio.

A esta mistura isenta de cloroférmio, adicionou-se aproximadamente 50 mL de agua



54

previamente saturada com oxigénio. A mistura reativa, assim preparada, apresentou-
se limpida com absorbéncia entre 0,6 e 0,7 em 470 nm. Para determinar as
absorbancias, utilizou-se microplacas com 96 cavidades, com leitura a 45°C, no
comprimento de onda de 470 nm. Esta leitura foi realizada durante 120 min e com
intervalo de 15 minutos entre as leituras no aparelho de ELISA. Em cada cavidade
da microplaca foram adicionados 250 uL da emulsdo e 10 puL das amostras nas
devidas concentragdes (38,46; 19,23; 9,61; 4,80; 2,40; 1,20 ug/mL). Como controle,
foi adicionado o mesmo volume da emulsdao e do metanol para determinar 100% de
oxidagdo. Todas as anadlises foram realizadas em ftriplicata e como substancia de
referéncia foi utilizada quercetina. A porcentagem de inibicdo da oxidagéo (% 1) foi
calculada de acordo com a férmula descrita abaixo, uma vez que a queda da
absorbancia das amostras (Am) esta correlacionada com a queda do controle
(emulsdo + metanol). A partir das porcentagens de inibigdo, a Clsy pdde ser

calculada no programa estatistico Probit Software.

Ac = Abs inicial — Abs final
Aam = Abs inicial — Abs final
% | = Ac—Aam x 100
Ac

3.7.1.4 Peroxidacao lipidica utilizando o acido tiobarbiturico (TBA)

Este ensaio foi realizado pelo método proposto por Wong e colaboradores
(1995) com algumas modificagdes. Para a preparacdo das amostras utilizou-se
carne moida. Trés amostras foram preparadas com 25 g de carne moida, 17 mL de
agua e 7,5; 15 e 30 mg de extrato, respectivamente. Como controle positivo foi
utilizado BHT nas mesmas concentragdes e como controle negativo, 25 g de carne
moida e 17 mL de agua destilada. Todos estes preparados foram misturados com
auxilio de liquidificador e levados ao aquecimento até aparecimento da coloragao
marrom da carne. Apos o cozimento da carne, adicionou-se agua destilada aos
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preparados até completar o volume de 100 mL e, por mais uma vez, foram
misturados com o mixer até formarem um homogenato. As amostras foram
transferidas para frascos ambar e armazenadas sob refrigeracdo. No dia do preparo
das amostras e nos quatro dias consecutivos, 0,5 g de cada homogenato foram
colocados em tubos de ensaio juntamente com 50 uL de solugao etandlica de 2,6-Di-
tert-butil-4-metilfenol (BHT) 4% (p/v), 2,5 mL de acido fosférico 1% (v/v) e 1,25 mL
de acido tiobarbiturico 1% (p/v; em NaOH 0,05 M). Estas solugbes foram aquecidas
em banho fervente por 15 minutos e em seguida resfriadas em banho de gelo por 10
min. Depois de resfriadas, foram adicionados 3 mL de butanol em cada tubo de
ensaio para que o complexo acido tiobarbiturico — malonaldeido (TBA-MDA)
(indicativo de oxidagéo da carne) passasse para a fase organica, apos leve agitagao
por inversao. A fase contendo butanol foi separada por centrifugagéo a 4000 g por 5
min e 200 puL do sobrenadante de cada amostra foram coletados e suas
absorbancias lidas no aparelho ELISA em 535 nm. A concentragcdo do complexo
TBA-MDA foi calculada a partir da curva padrao de MDA. Os resultados foram
analisados através da analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de

Bonferroni utilizado como post-hoc.

3.7.2 Avaliagao citotéxica em Artemia salina (“Brine Shrimp Test”)

O ensaio de toxicidade aguda em Artemia salina foi realizado conforme
metodologia proposta por Meyer e colaboradores (1982), com o EBM e particbes. A
eclosao das larvas de Artemia salina (nauplios) foi realizada em aquario com uma
solugao de agua marinha artificial por 48 h e aeracédo constante. Foram transferidas
10 larvas de nauplios para tubos de ensaio, em triplicata, contendo diferentes
concentragdes (15,6 -1000 ug/mL) das amostras, bem como a solugao salina. Os
tubos foram mantidos sob iluminagdao direta e apés 24 h de exposicao as
substancias-teste, as larvas sobreviventes foram contadas. Como controles positivos
e negativos foram usados respectivamente, timol (Vetec) e agua do mar artificial com
DMSO 3%. A concentragdo letal em 50% da populagdo de nauplios (CLso) foi

calculada pelo programa estatistico Grafit5s.
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3.7.3 Atividade antimicrobiana - Determinagdao da Concentrag¢ao Inibitéria
Minima (CIM)

A atividade antimicrobiana foi avaliada com o EBM e particdes sobre
linhagens das bactérias Staphylococcus aureus ATCC 29213, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Shigella dysenteriae ATCC 13313, Salmonella
typhimurium ATCC 13311, Escherichia coli ATCC 10536, Enterobacter cloacae
ATCC 23355 e Enterococcus faecalis ATCC 29212. Foi realizado o ensaio de
susceptibilidade em microdiluicdo em caldo, usando o método descrito pelo National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2002). Linhagens de bactérias
foram cultivadas “overnight” a 37°C por 24 h em agar BHI (Brain Heart Infusion).
Solugdes estoque dos extratos foram diluidas de 1000 a 7,8 ug/mL e 80 uL dessas
foram transferidas para microplacas de 96 pogos, que ja continham 100 uL de caldo
Mueller-Hinton. Em cada pocgo, foi adicionado ainda 20 uyL do indculo diluido em
solugao salina 0,9% (10® UFC/mL de acordo com a escala turbidimétrica padréo de
McFarland). Posteriormente, as placas foram incubadas a 37°C por 24 h. Como
controles foram utilizados caldo Mueller-Hinton + microrganismo; caldo Mueller-
Hinton + amostra; e como controle positivo, Cloranfenicol (Feniclor®) nas
concentragbes de 100 a 0,78 pg/mL. A Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) foi
calculada como a menor concentragao que apresenta completa inibigdo da linhagem

testada. Todos os testes foram realizados em duplicata.

3.7.4 Atividade leishmanicida

A avaliagdo da atividade leishmanicida foi realizada no Laboratério de
Parasitologia no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFJF. O ensaio foi realizado com
o EBM e particdes utilizando o meétodo colorimétrico do brometo de 3-(4,5-
dimethyltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio (MTT) (MOSSMAN, 1983).

As cepas de referéncia utilizadas foram L. major (MRHO/SU/59/P), L.
braziliensis (MHOM/BR/M2903), L. chagasi (MHOM/BR/PP75) e L. amazonensis
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(IFLA/BR/67/PH8). As formas promastigotas de L. amazonensis foram cultivadas em
meio Warren (Infus&o de coragao e cérebro - BHI, acrescentado de hemina e acido
félico) (WARREN, 1960); L. major e L. braziliensis foram cultivadas em meio BHI
(Infusé&o de coragao e cérebro, suplementado com L-glutamina) (RODRIGUES et al.,
2006); L. chagasi em meio 199, suplementados com 10% de soro bovino fetal (SBF)
e mantidas a 26°C através de repiques realizados em intervalo de quatro dias, sendo
coletadas em fase logaritmica de crescimento.

As formas promastigotas de L. major, L. braziliensis, L. chagasi e L.
amazonensis obtidas a partir da fase logaritmica de crescimento foram contadas em
camara de Neubauer e langadas a razdo de 2 x 10° células/mL (L. amazonensis) e 3 x
10° células/mL (L. major, L. braziliensis, L. chagasi) em placa de 96 pocos e
incubados a 26°C. Os compostos testados foram adicionados em diferentes
concentragdes (100 a 6,25 ug/mL), apos diluigdo em agua ou DMSO (dimetilsulféxido),
sendo que a maior concentragéo utilizada de DMSO foi de 0,8% (v/v), que ndo é
citotoxica para os parasitos. Em alguns pogos ndo houve adi¢do de substancias, os
quais foram utilizados como controle. Os testes foram realizados em trés experimentos
independentes, e cada concentracao foi testada em duplicata. A concentragdo maxima
utilizada foi de 111 pg/mL. Apos 72 horas de incubagdo em estufa a 26°C, adicionou-
se 10uL de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5 difenil tetrazdlico (MTT) a 5 mg/mL em cada
poco € a placa permaneceu incubada por mais quatro horas sob as mesmas
condicdes. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 100uL de 2-propanol/acido
cloridrico (solugdo de 2-propanol/HCI a 0,4%) e o material dissolvido foi lido em
espectrofotbmetro a 570 nm. Os resultados foram expressos em porcentagem de
inibicdo em relagédo ao controle. A partir do teste de viabilidade celular foi determinada
a concentragao inibitéria (Clsp) para cada composto que representa a concentragéao
molecular que inibe 50% do crescimento parasitario. Os valores de Clsy foram
estimados a partir dos valores meédios de trés experimentos independentes,
realizados em duplicata, por interpolagdo grafica utilizando o programa estatistico

Grafit5. Anfotericina B foi utilizada como farmaco de referéncia.
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3.7.5 Atividade antitumoral

A determinacdo da atividade citotoxica, realizada com EBM e particoes
sobre linhagens de células tumorais, foi avaliada pela inibigdo da viabilidade celular
através da metabolizacdo do MTT (MOSSMAN, 1983). O ensaio foi realizado no
Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG.

Foram utilizadas as seguintes linhagens: células Jurkat (linhagem humana
imortalizada de linfocitos T, células HL60 (leucemia promielocitica humana) e MCF-7
(células de adenocarcinoma de mama humano). Estas linhagens foram mantidas na
fase logaritmica de crescimento em meio RPMI 1640 suplementado com 100 U/mL
de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina, sem fungizon, enriquecido com 2 mM
de L-glutamina e 10% de soro bovino fetal (SFB). Todas as culturas foram mantidas
a 37°C em uma incubadora umidificada com 5% CO; e 95% de ar. As suspensdes
celulares foram semeadas em microplacas de 96 pocos contendo 5 X 10* células /
poco. As placas foram pré-incubadas por 24 h a 37°C para permitir a adaptacao das
células antes da adicdo das amostras. Posteriormente, foram adicionadas as
amostras nas concentragdes de 100 pug/mL para células MCF-7 e 20 pug/mL para
células HL60 e Jurkat. As placas foram incubadas por 48 h a 37°C em uma
atmosfera de 5% de CO, e 100% de umidade relativa e a viabilidade celular foi
determinada pelo método MTT. Apos periodo de incubagdo com os compostos, 20
pL de solugédo de MTT (5 mg/mL em tampao fosfato) foram adicionados a cada pogo
e incubados por 4 h. Ao final deste periodo, o sobrenadante foi removido e 200 pL
de 0,04 M de HCI em alcool isopropilico foram adicionados para dissolver os cristais
formazan. Os grupos controle incluiram o tratamento com 0,1% de DMSO (controle
negativo), etoposideo (controle positivo) € um controle de células (CC) em que ha
apenas meio e células, sem DMSO. Todas as amostras foram dissolvidas em
dimetilsulféxido (DMSO), antes da diluicdo. Para comparacao, a citotoxidade do
etoposideo foi avaliada sob as mesmas condicbes experimentais. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata e expressos como a média de trés
experimentos independentes. A densidade optica (DO) foi avaliada em

espectrofotometro a 590 nm. Os resultados foram expressos como porcentagem de



59

proliferacdo celular, em comparagdo com 0,1% de DMSO. Os dados foram

analisados usando o programa Prism 5.0 (GraphPad Software).

3.8 Atividades biolégicas in vivo

3.8.1 Animais

Foram utilizados camundongos albinos machos Swiss pesando entre 25 e
30 g. Os animais, provenientes do Centro de Biologia da Reprodugdo (CBR) da
UFJF, permaneceram no laboratério por um periodo minimo de adaptacao de 48 h
antes da realizagdo dos experimentos. Os camundongos ficaram alojados em
gaiolas e mantidos sob condigbes controladas de temperatura (22°C) e iluminagao
(ciclo de claro/escuro de 12 h) com livre acesso a agua e ragao Nuvilab CR4. Antes
da realizacao de cada teste, os animais foram deixados em jejum por um periodo de
12 horas e com livre acesso a agua. Os grupos foram constituidos de 6-8 animais.
Todos os protocolos experimentais e procedimentos estdo de acordo com os
Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA) e foram aprovados pela Comissdo de Etica na
Experimentagdo Animal (protocolo numero 009/2009 da CEEA) da Pro-Reitoria de
Pesquisa/UFJF.

3.8.2 Atividade antinociceptiva

3.8.2.1 Teste de contor¢des abdominais induzida por acido acético

Este modelo consiste na indugdo da resposta nociceptiva de mediacao
periférica através da administracao intraperitoneal de acido acético (0,6%) diluido em
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solucdo salina. A administracdo de acido acético por via intraperitoneal provoca
irritacdo da membrana serosa, 0 que ocasiona movimentos estereotipados, os quais
sdo caracterizados por contragdo da musculatura abdominal (contorgbes
abdominais), juntamente com a extensdo de uma das patas posteriores (KOSTER et
al., 1959).

Para o ensaio, foram utilizados 6 grupos e os animais foram previamente

tratados por via oral (v.0) :

= Grupo 1 (Controle Negativo): DMSO a 2 % em salina (v/v) — 0,1 mL/10 g;
= Grupo 2 (Controle Positivo): Indometacina (10 mg/kg) diluida em Tris-HCI —

0,1 mL/10 g;

= Grupo 3: EBM (300 mg/kg) solubilizado em DMSO a 2 % em salina (v/v) — 0,1
mL/10 g.

=  Grupo 4: PHEX (300 mg/kg) Mesmas condicbes do

= Grupo 5: PDCM (300 mg/kg) EBM

=  Grupo 6: PAcOEt (300 mg/kg)

Apd6s 60 min foi administrada por via intraperitonial uma solu¢cdo de acido
acético a 0,6% em salina (v/v) — 0,1mL/10 g. Durante 30 minutos o numero total de
contor¢gdes abdominais (movimentos repetidos e caracteristicos de contragdo da
parede abdominal, rotagao do corpo e extensado das patas traseiras) foi observado e
a intensidade da nocicepgao foi quantificada pelo numero total de contorgbes
abdominais durante o periodo observado. Os resultados foram expressos como

média do numero acumulado de contorcées.

3.8.2.2 Teste da formalina

O procedimento usado para a inducdo de dor de mediacdo central e
periférica foi uma adaptacdo do método de Hunskaar e colaboradores (1985). Para o
ensaio, foram utilizados 7 grupos e os animais foram previamente tratados por via

oral (v.0) ou intraperitoneal (i.p):
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= Grupo 1 (Veiculo): DMSO a 2 % em salina (v/v) — 0,1 mL/10 g;

= Grupo 2 (Controle Positivo): Indometacina (10 mg/kg; v.o 60 min antes da
formalina) diluida em Tris-HCI — 0,1 mL/10 g;

= Grupo 3 (Controle Positivo): Morfina (7,5 mg/kg; i.p 45 minutos antes da
formalina) diluida em salina;

= Grupo 4: EBM (300 mg/kg) solubilizado em DMSO a 2 % em salina (v/v) — 0,1

mL/10 g; v.o.
= Grupo 5: PHEX (300 mg/kg) Mesmas condicdes do
* Grupo 6: PDCM (300 mg/kg) EBM

=  Grupo 7: PAcOEt (300 mg/kg)

Durante 45 ou 60 minutos apds os tratamentos, foram aplicados 20 pL de
uma injeg¢ao subcutanea sub-plantar (s.pl.) de formalina (solugao de formol a 2% em
salina estéril) na pata posterior direita do animal. Apds a injecdo da formalina, os
animais foram colocados individualmente dentro de um funil de vidro invertido, com o
auxilio de um espelho para facilitar a observagao, e em seguida, o tempo de lambida
da pata direita foi cronometrado durante 30 minutos. Os 5 min iniciais, apds a
administracdo de formalina, correspondem a dor de origem neurogénica da
nocicepgao (1° fase) desencadeada por este agente nociceptivo. A segunda fase,
que ocorre entre 15 a 30 min apds a administragdo de formalina, representa a
resposta ténica a nocicepgao (2° fase), acompanhada de uma resposta inflamatéria
relacionada a liberagdo de mediadores inflamatérios. O tempo em que o animal
permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada com formalina (“lincking-time”)

foi quantificado cumulativamente em segundos como indice de nocicepgéo.

3.8.2.3 Teste da retirada da cauda (Tail-Flick)

A atividade antinociceptiva foi também analisada no teste da retirada da
cauda, conhecido por tail-flick. Foi descrito previamente por D'Amour e Smith, 1941.

Neste teste 0 camundongo foi imobilizado no interior de um pequeno cilindro
de plastico rigido e com ventilagdo, de tal forma que a cauda permaneceu para o
lado de fora do tubo. O ter¢o medial da cauda foi imerso num banho-maria (55°C 1)
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e verificou-se o tempo de permanéncia da cauda na agua, que nao deve ser superior
a 15 segundos para minimizar os danos tissulares. Posterior a obtencdo de dois
valores basais (com intervalos de 20 min.) os camundongos foram tratados com as
amostras. Apds os tempos necessarios depois de administrar as drogas, a resposta
foi novamente avaliada 20, 40, 60, 80, 100 e 120 min. Para o ensaio, foram
utilizados 4 grupos e os animais foram previamente tratados por via oral (v.0) ou

intraperitoneal (i.p.):

= Grupo 1 (Controle Negativo): DMSO a 2 % em salina (v/v) — 0,1 mL/10 g;

=  Grupo 2 (Controle Positivo): Morfina i.p. (7,5 mg/kg, 30 min antes do estimulo
térmico) diluida em salina;

= Grupo 3: EBM v.o. (300 mg/kg, 60 min antes do estimulo térmico)
solubilizado em DMSO a 2 % em salina (v/v) — 0,1 mL/10 g;

= Grupo 4: PHEX v.o. (300 mg/kg, 60 min antes do estimulo térmico)
solubilizado em DMSO a 2 % em salina (v/v) — 0,1 mL/10 g;

3.8.3 Atividade anti-inflamatoéria

3.8.3.1- Edema de orelha induzido por 6leo de croton

A atividade anti-inflamatéria foi avaliada pelo método do edema de orelha
descrito por Schiantarelli e colaboradores (1982). Para o ensaio, foram utilizados 7

grupos e os animais foram previamente tratados por via oral (v.0) ou via topica (v. t):

=  Grupo 1 (Veiculo): DMSO a 2 % em salina (v/v) — 0,1 mL/10 g; v.o.

= Grupo 2 (Controle Positivo): Indometacina (10 mg/kg) diluida em Tris-HCI —
0,1 mL/10 g; v.o.

= Grupo 3: EBM (300 mg/kg) solubilizado em DMSO a 2 % em salina (v/v) — 0,1
mL/10 g; v.o.

=  Grupo 4: PHEX (300 mg/kg) solubilizada em DMSO a 2% em salina (v/v) — 0,1
mL/10 g;v.o.

=  Grupo 5 (Veiculo): Acetona; v.t.

= Grupo 6 (Controle Positivo): Dexametasona (0,10 mg/20uL) diluida em
acetona; v.t.
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= Grupo 7: PHEX (1mg/20uL) diluida em 4% de DMSO, 20% de etanol e 76%
de acetona; v.t.

Uma hora apds os tratamentos por via oral, foram aplicados, topicamente, 20
ML de uma solugao fresca de oleo de créton (2,5 % em acetona — v/v) no pavilhdo
auricular direito e o mesmo volume de acetona no pavilhdo auricular esquerdo de
cada animal. Os outros grupos de animais foram tratados por via topica
imediatamente apds o tratamento com o 6leo de créton. Quatro horas apds as
aplicagcdes, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e discos
idénticos de 6 mm, com auxilio do punch, foram obtidos de ambas as orelhas. Os
discos foram pesados em balanca analitica e a diferenca de peso entre eles indicou
a intensidade do edema. Os resultados foram representados como média + e.p.m

das diferencgas de peso dentro de cada grupo.

3.9 Analise estatistica

Os ensaios bioldgicos in vitro realizados em triplicata ou quadruplicata
tiveram os resultados expressos como média  erro padrao (EP).

Para os ensaios farmacoldgicos, foram realizadas analises de variancia
(ANOVA) e comparacbdes multiplas de Newman-Keuls, Teste t de Student ou
Bonferroni a fim de se verificarem quaisquer diferengas significativas. Para estas
analises, utilizou-se o programa Prism 5.0. Diferengcas entre as médias dos
tratamentos no nivel de 5% (P < 0,05) comparadas ao controle negativo, foram
consideradas significativas. Os percentuais de inibicado foram calculados através da
formula:

Percentagem de inibigao (%) = Vc-Vt/ Vc x 100, onde Vt e Vc representam
a média do edema da orelha, o escore das contor¢des, o escore do tempo de
lambida da pata ou o escore de permanéncia da cauda na agua, dos grupos tratados

e controle, respectivamente.



4 RESULTADOS

4.1 Triagem fitoquimica
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Os resultados da triagem fitoquimica do EBM e particbes estéo
representados na Tabela 2.
Tabela 2 - Resultados da triagem fitoquimica de L. pubescens
Classes de constituintes quimicos®
Amostras
Fen Fla. Cum Sap Tan Est Tri Ant Alc

EBM + + + + + + + - +
PHEX + + - + - + + - +
PDCM + + + + + + - - +
PACOEt + + + + + - - - -
HM + + - + + - - - -

2 Constituintes quimicos: Fen - fenois; Fla - flavonoides; Cum - cumarinas; Sap - saponinas; Tan -

taninos; Est - esteroides; Tri - triterpenos; Ant - antraquinonas; Alc - alcaloides.
+ presenga; - auséncia
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4.2 Teor de fenéis e flavonoides

O teor de fendis totais e flavonoides das amostras esta representado na
Tabela 3.

Tabela 3 - Resultados do teor de fendis totais e flavonoides do EBM e partigcdes

Fendis Totais como Flavonoides como
Amostras equivalentes a acido equivalentes a rutina
tanico (mg/g de (mg/g de extrato)®
extrato)®

EBM 69,38 £ 0,3 27,5117
PHEX 66,53 +£0,8 32,7+2,8
PDCM 169,38 £ 0,5 12,7+0,3
PAcOEt 123,36 £ 0,5 14,68 £ 3,9
PHM 283,61+0,9 16,56 + 3,9

@Média dos ensaios em friplicata + desvio padrao.

4.3 Caracterizagao quimica da PHEX por CG-EM

A PHEX analisada por CG-EM (Figura 9), apresentou treze componentes
principais que foram identificados, ao comparar seus espectros de massas com 0s
das bibliotecas Wiley 275.1, NIST, com os descritos por Adams (1995) bem como
pelo padrao de fragmentagao de massas compreendendo 76,21 do total da amostra.
A composicao quimica da PHEX, com seus tempos de retencdo, férmula quimica e

sua area correspondente esta descrita na Tabela 4.
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Tabela 4 - Composi¢ao quimica da PHEX

Substancia Tr (min)? Formula Quimica Area (%)
Acido palmitico, 8,37 C16H340> 0,93
metil Ester
Acido palmitico 8,72 C16H320> 4,21
Fitol 10,14 C20H4oo 5,98
Acido linoleico 10,33 C1gH3205 2,15
9,12,15- 10,39 C1sH3,0 3,16
octadecatrienol
Acido estearico 10,59 C1sH3602 1,19
Z-8,-Metil-9 11 ,37 C15H2802 1 ,35
Acido
tetradecenoico
B-tocoferol 17,29 C29H5002 0,96
a-tocoferol 18,00 Ca29H5002 1,53
Cotarnine 18,06 Ci2H13NO3 2,00
Y -Sitosterol 19,76 CogH500 9,14
Acetato de 23,57 C17H280 2,56
farnesila
Triterpeno 25,69 - 41,05
Total (%) 76,21

#Tr — Tempo de retengéo
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4.4 Atividades biolégicas in vitro

4.4.1 Atividade antioxidante
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4.4.1.1 Método DPPH, Poder de reducgao e Sistema [3-caroteno / acido linoleico

O potencial antioxidante frente ao radical DPPH, a capacidade sequestradora

de ions Fe?* e atividade antioxidante empregando o sistema B-caroteno / &cido

linoleico do extrato bruto e particbes estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Resultados da atividade antioxidante do EBM e parti¢does

Amostras DPPH Poder de redugao | B-caroteno / acido
Clso (ng/ml)? Clso (ug/ml)? linoleico
Clso (ng/ml)®
EBM 14,3+0,9 27 £ 0,07 > 38
PHEX 24,2 +1,1 > 54 22,7 (17,6-29,38)
PDCM 14,6 £ 0,4 > 54 > 38
PACOEt 8,9+0,1 > 54 > 38
PHM 1,8+0,8 > 54 > 38
Acido Ascorbico® 1,5+0,1 5,9+0,03
Quercetina 3,34 (2,3-4,9)

@ Média * erro padréo

®95% intervalo de confianga entre parénteses

° Controles positivos



4.4.1.2 Peroxidacéo lipidica através do teste com o acido tiobarbiturico (TBA)
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O resultado da atividade antioxidante para o EBM e parti¢des, empregando o

teste com o acido tiobarbiturico (TBA) para avaliagdo da peroxidagéo lipidica

encontra-se na Figura 10.
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Figura 10 - Efeito antioxidante do EBM e particoes de L. pubescens e BHT na peroxidagao
lipidica em homogenato de carne moida. Os ensaios foram realizados em quadruplicata e os
valores em cada coluna representam a média + e.p.m. das absorbancias. ANOVA, seguido pelo teste

de Bonferroni foram utilizados como teste post-hoc. Valores significativos: P*<0,001 vs controle;
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4.4.2 Atividade citotoxica em Artemia salina (“Brine Shrimp Test”)

Os resultados obtidos para o EBM e particbes de L. pubescens no teste de

letalidade contra A. salina estao expressos na Tabela 6.

Tabela 6 - Resultados da atividade citotéxica do EBM e parti¢des de L. pubescens frente a A. salina

Atividade citotoxica

Amostras CLso (ug/ml)®
Artemia salina

EBM 305+7,6
PHEX “1000
PDCM 43,6 +2,8

PACOEt 197 £ 1,28
PHM > 1000
Timol® 2,103

@ Média dos ensaios em triplicata +erro padrao
® Controle positivo
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4.4.3 Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

Os resultados obtidos para o EBM e particdes de L. pubescens no ensaio de

susceptibilidade em microdiluicdo em caldo estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Resultados da atividade antimicrobiana do EBM e parti¢cdes

Concentragao Inibitéria Minima-CIM (mg/mL)

Amostras
SA PA SD ST EC EN EF
EBM 1 0,5 0,5 0,5 1 0,5 1
PHEX 1 1 0,5 0,5 1 1 -
PDCM 1 0,5 0,5 0,5 0,5 0,250 0,125
PAcOEt 1 0,5 0,5 0,5 0,5 0,125 1
PHM 1 0,5 0,250 0,250 0,5 0,125 1
C+ 0,02 >0,1 0,05 0,003 0,001 0,003 -

Nota: SA - Staphylococcus aureus; PA - Pseudomonas aeruginosa,; SD - Shigella dysenteriae; ST -
Salmonella typhimurium; EC - Escherichia coli; EN - Enterobacter cloacae; EF - Enterococcus
faecalis;

- Nao realizado ; C+ controle positivo
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4.4 .4 Atividade leishmanicida

Os resultados para a atividade leishmanicida nas espécies de L.

amazonensis, L. braziliensis, L. chagasi e L. major do EBM e parti¢des, encontram-
se na Tabela 8.

Tabela 8 - Resultados da atividade leishmanicida do EBM e particoes
Atividade citotoxica - Clso (ng/mL)?

Amostras
La® Lb® Lm° Lc®
EBM 3,9+0,7 45,6 + 2,1 >100 >100
PHEX 35+0,9 17,0 £ 0,07 42+0,8 >100
PDCM 11,1+ 3,8 30,2+6,9 5626 >100
PACOEt >100 >100 >100 >100
Anfotgcricina 0,4 £0,05 0,30 + 0,09 0,3+0,09 1,9+0,25

@ Média dos ensaios em triplicata + erro padr&o
b Organismos testados: La (Leishmania amazonensis); Lb (L. braziliensis); Lc (L. chagasi); Lm

(L.major)

¢ Controles positivos
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4.4.5 Atividade antitumoral

Os resultados obtidos para EBM e particdes de L. pubescens no ensaio
antitumoral frente as células HL60, Jurkat e MCF-7 estdo apresentados nas Figuras
11,12 e 13.
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Figura 11 - Atividade antitumoral do EBM e particdes de L. pubescens a 20 ung/mL, DMSO
(controle negativo) e Vincristina (Vin-controle positivo) frente a linhagem HL60. Os valores em
cada coluna representam a média + e.p.m. da atividade antitumoral. Teste t — Student nao pareado foi
utilizado, com valores significativos: P*<0,001; P ***<0,005 vs controle.
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Figura 12 - Atividade antitumoral do EBM e particbes de L. pubescens a 20 pg/mL, DMSO
(controle negativo) e Vincristina (Vin-controle positivo) frente a linhagem Jurkat. Os valores em
cada coluna representam a média + e.p.m. da atividade antitumoral. Teste t — Student ndo pareado foi
utilizado, com valores significativos: P *<0,001 vs controle.
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Figura 13 - Atividade antitumoral do EBM e particdes de L. pubescens a 100 pg/mL, DMSO
(controle negativo) e Etoposideo (ETO-controle positivo) frente a linhagem MCF-7. Os valores
em cada coluna representam a média = e.p.m. da atividade antitumoral. Teste t — Student nao
pareado foi utilizado, com valores significativos: P ***<0,005 vs controle.
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4.5 Atividades biolégicas in vivo

4.5.1 Atividade antinociceptiva

4.5.1.1 Teste de contor¢gdes abdominais induzida por acido acético

Os resultados apresentados na Figura 14 mostram que o EBM e partigbes
administrados por via oral causaram inibicdo das contor¢bes abdominais induzidas
pela injecdo de acido acético em camundongos. A indometacina, o EBM, PHEX,
PDCM e PAcOEt causaram inibigdes de 60; 52; 69; 88 e 54%, respectivamente.
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Figura 14 - Efeito de L. pubescens e indometacina via oral, sobre as contor¢gées abdominais
induzidas por acido acético em camundongos. Controle (veiculo), indometacina (Indo-10mg/kg) e
L. pubescens (300 mg/kg) foram administrados 60 min antes da injegdo intraperitoneal de acido
acético 0,6% e o numero de contor¢gdes abdominais foi avaliada durante 30 min. Os valores em cada
coluna representam a média + e.p.m. do numero de contor¢gdes abdominais. ANOVA, seguido por
Student-Newman-keuls foi utilizado como teste post-hoc. Valores significativos: P*<0,001 ; P**<0,01
vs controle.
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4.5.1.2 Teste da formalina

A Figura 15 A mostra que o extrato bruto, particdo AcOEt e a indometacina,
farmaco de referéncia, ndo foram capazes de inibir a nocicepgdo de origem
neurogénica (12 fase da dor). No entanto, a morfina, outro controle positivo, bem
como as particbes hexanica e diclorometanica apresentaram significativas
percentagens de inibigdo da nocicepgcdo comparadas ao controle, de 71; 47 e 51%,
respectivamente. A PAcOEt reduziu parcialmente a nocicepcao, apresentando uma
percentagem de inibicdo de 25%. A Figura 15 B demonstra que os farmacos de
referéncia, bem como o EBM, particao PHEX e DCM inibiram significativamente a
dor de origem inflamatdria (22 fase da dor). A morfina e indometacina inibiram 75 e
100% a nocicepcao e o EBM, particio PHEX e DCM inibiram 38; 68 e 36%,

respectivamente.
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Figura 15 - Efeito de L. pubescens e indometacina via oral e morfina via intraperitoneal, sobre o
tempo de lambedura de pata (seg.) na 1? fase (A) e 2° fase (B) do teste da formalina sobre
camundongos. Controle (veiculo), indometacina (Indo-10 mg/kg), morfina (Morf-7,5 mg/kg) e L.
pubescens (300 mg/kg) foram administrados 45 ou 60 min antes da administracdo intraplantar de
formalina 2,5%. Os valores em cada coluna representam a média + e.p.m. do tempo de lambedura da
pata (seg). ANOVA, seguido por Student-Newman-keuls foi utilizado como teste post-hoc. Valores
significativos: P*<0,001; P***<0,05 vs controle.
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4.5.1.3 Teste da retirada da cauda (“Tail-Flick”)

O resultado apresentado na Figura 16 mostra que o EBM e PHEX
administrados por via oral ndo foram capazes de alterar o periodo de laténcia ao
estimulo térmico no teste da retirada da cauda, em nenhum momento. Porém, o
tratamento com morfina, dependendo do tempo, aumentou o periodo de laténcia de

resposta dos animais ao estimulo térmico.
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Figura 16 - Efeito de L. pubescens via oral e morfina via intraperitoneal sobre o tempo de
reacgao no teste de retirada da cauda. Controle (veiculo), morfina (7,5 mg/kg) e L. pubescens (300
mg/kg) foram administrados 30 ou 60 min antes do estimulo térmico nocivo a cauda do animal. Os
valores em cada coluna representam a média + e.p.m. do tempo de retirada da cauda em seg.
ANOVA, seguido por Bonferroni foi utilizado como teste post-hoc. Valores significativos: P*<0,001;
P***< 0,05 vs controle.
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4.5.2 Atividade anti-inflamatoria

4.5.2.1 Edema de orelha induzido por 6leo de créton

O efeito anti-inflamatério do EBM e PHEX de L. pubescens via oral, sobre o
edema de orelha em camundongos foi nulo. Indometacina, o farmaco de referéncia,
apresentou uma percentagem de inibi¢ao significativa de 93% (Figura 17). Quando

aplicada topicamente, a PHEX inibiu significativamente o edema em 88% (Figura

18).
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Figura 17 - Efeito de L. pubescens via oral sobre o estimulo inflamatério induzido pelo 6leo de
créton em camundongos. Controle (veiculo), indometacina (Indo-10 mg/kg), EBM e PHEX (300
mg/kg) foram administrados 60 min antes da aplicacao topica de dleo de croton 2,5%. Os valores em
cada coluna representam a média + e.p.m. do peso das orelhas (mg). ANOVA, seguido por Student-
Newman-keuls foi utilizado como teste post-hoc. Valores significativos: P *< 0,001 vs controle.
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Figura 18 - Efeito de L. pubescens via topica sobre o estimulo inflamatério induzido pelo 6leo
de créton em camundongos. Controle (veiculo), dexametasona (Dexa-0,10mg/20uL) e PHEX

(1mg/20uL) foram administrados imediatamente apds aplicacédo tépica de dleo de créton 2,5%. Os
valores em cada coluna representam a média + e.p.m. do peso das orelhas (mg). ANOVA, seguido
por Student-Newman-keuls foi utilizado como teste post-hoc. Valores significativos: P *<0,001 vs

controle.
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5 DISCUSSAO

5.1 Analise fitoquimica

A analise fitoquimica tem por objetivo conhecer as classes de constituintes
quimicos presentes em espécies vegetais. Quando ndo se dispde de estudos
quimicos sobre a espécie de interesse, a analise fitoquimica preliminar pode indicar
os grupos de metabdlitos secundarios presentes na mesma. Caso o interesse esteja
restrito a uma classe especifica de constituintes ou as substancias responsaveis por
certa atividade bioldgica, a investigagao devera ser direcionada para o isolamento e
elucidacéo estrutural (FALKENBERG, SANTOS e SIMOES, 2007).

Na triagem fitoquimica de L. pubescens (Tabela 2), péde-se constatar a
presenca de fendis, flavonoides, cumarinas, saponinas, taninos, esteroides,
triterpenos e alcaloides, porém nao foram detectadas antraquinonas. Ainda, na
triagem, observou-se que somente o EBM e a PHEX apresentaram triterpenos na
sua constituicao.

Uma vez que foram observados fendis e flavonoides em todas as amostras,
procedeu-se ao doseamento dos mesmos. A PHM foi a que apresentou o maior teor
de fenois, seguido da PDCM (Tabela 3). Em contrapartida, a PHEX foi a que
apresentou a maior quantidade de flavonodides. Flavonoides lipofilicos presentes em
plantas geralmente séo flavonas ou éteres metilicos de flavondis, mas flavononas e
outras classes de flavonoides podem igualmente estar presentes (GREENHAM et
al., 2003).

Como a PHEX mostrou-se bastante promissora diante de algumas
atividades biolégicas realizadas, procedeu-se a analise por CG-EM, para identificar
as possiveis substancias nela presentes. A Tabela 4 mostra que importantes
substancias foram encontradas, as quais sao descritas na literatura por estarem
envolvidas no tratamento de varias patologias. Embora PHEX tenha apresentado um
triterpeno em consideravel propor¢ao, nao foi possivel identificar a sua estrutura com
a metodologia utilizada. Contudo, o mesmo foi classificado como tal, devido aos
tipicos fragmentos observados no espectro de massas.
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5.2 Fenois totais e atividade antioxidante

As substancias antioxidantes estdo envolvidas na prevengdao do
desenvolvimento de varias patologias relacionadas ao stress oxidativo, dentre elas o
cancer e doencgas cardiovasculares, além do seu papel em retardar o
envelhecimento das células (HO et al., 1994).

No presente estudo, ao avaliar a capacidade de sequestrar o radical DPPH,
pode-se constatar que tanto o EBM, como as particbes, tiveram resultados
expressivos, comparados a substancia de referéncia, o acido ascérbico (Clsg 1,5
ug/ml). Os menores valores de Clsp foram para PAcOEt (8,9 ug/ml) e PHM (1,8
ug/ml), ou seja, substancias mais polares contribuiram mais para a atividade
antioxidante do radical DPPH. Uma relacdo entre a atividade antioxidante pelo
método DPPH e a quantidade de substancias fendlicas presentes na espécie em
questao pbéde ser constatada, uma vez que a particdo mais polar (PHM) foi a que
apresentou os maiores teores de substancias fendlicas (Tabela 3) e a que melhor
conseguiu sequestrar o radical DPPH (Tabela 5). E sabido que antioxidantes
fendlicos funcionam como sequestradores de radicais e algumas vezes como
quelantes de metais (SHAHIDI et al., 1992).

Em contraste, a atividade antioxidante avaliada pelo sistema [(-caroteno /
acido linoleico foi maior para a PHEX (Tabela 5). Como constatado na analise por
CG-EM da PHEX (Figura 10), a Vitamina E ou tocoferol estd presente nesta
amostra, a qual € conhecida por atuar como um excelente antioxidante natural
(RAMALHO e JORGE, 2006). A sua maior agao reside na sua eficiente propriedade
de suprimir radicais peroxila (ROO') das porgodes lipidicas de membranas bioldgicas,
interrompendo assim as reagbes em cadeia da lipoperoxidacao (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2000). De forma similar, esta atividade poderia também ser atribuida
aos flavonoides lipofilicos que foram encontrados em maior quantidade na PHEX
(SIQUEIRA, 2010). Ainda, de acordo com Sultana e colaboradores (2007), o0 método
B-caroteno / acido linoleico € mais indicado para amostras mais apolares enquanto o
método com DPPH ja detecta melhor a atividade antioxidante de amostras mais
polares. Segundo o autor, a literatura relata que respostas diferentes sao

determinadas para os mesmos extratos ou substancias nos dois testes o que é



83

atribuido as diferengas estruturais dos componentes das amostras, pois cada teste
tem um principio distinto de oxidagéo.

Os métodos baseados na reducdo do Fe™ sdo também utilizados para
avaliacdo da atividade antioxidante. Tais métodos avaliam a capacidade de
substancias bioativas reduzirem o Fe™, com consequente formacdo de um complexo
colorido com Fe*? (OYAIZU, 1986). A partir dos resultados (Tabela 5) verifica-se que
o EBM e particdes ndo foram capazes de reduzir o Fe*’, comparado ao acido
ascorbico, potente agente redutor.

O ensaio do TBA foi proposto ha mais de 40 anos e € um método usado
para se identificar a oxidacao lipidica. Este procedimento mede o malonaldeido
formado a partir de subproduto de uma lipoperoxidagdo. O malonaldeido reage com
a substancia acido tiobarbiturico (TBARS) formando um pigmento rosa, medido
espectrofotometricamente com o maximo de absorbancia entre 532-535
(ANTOLOVICH et al., 2002). A quantificagdo de tal composto tem sido utilizada para
avaliar a extensdo do dano oxidativo. Segundo Fasseas e colaboradores (2007)
entre todos os ensaios utilizados, o teste TBA é o melhor para descrever oxidagdes
que ocorrem em amostras de carne porque os lipidios parecem ser os mais
afetados. Ao utilizar esse método, como demonstra a Figura 14, o EBM, PDCM,
PAcOEt e PHM foram efetivos em inibir a oxidagdo da carne. A PHM foi a que se
mostrou mais efetiva, sendo possivelmente as substancias mais polares
responsaveis pela atividade, particularmente as substancias fendlicas encontradas
em maior quantidade. Fendis interferem na oxidagdo dos lipideos e de outras
moléculas por uma rapida doagao de um atomo de hidrogénio aos radicais livres. Os
radicais fenoxidos formados sao intermediarios estaveis e dificiimente iniciam uma
nova reagao em cadeia em fungao da falta de sitios ativos para o ataque do oxigénio
molecular. Estes radicais intermediarios fendxidos atuam reagindo com outros
radicais livres, culminando com a terminagdo das reagbes de propagacgao
(SANCHEZ-MORENO, 2002).
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5.3 Atividade citotéxica contra Artemia salina (“Brine Shrimp Test”) e
leishmanicida

O ensaio em A. salina é considerado uma ferramenta util para o inicio da
investigacao de atividades bioldgicas em plantas. Além da sua utilidade no screening
para atividade antitumoral, a literatura demonstra também que a toxicidade com A.
salina apresenta correlacdo com atividades como antimicética, antiviral,
antimicrobiana (MCRAE et al., 1988) e parasiticida (SAHPAZ e BORIES, 1994).
Meyer e colaboradores (1982) estabeleceram que extratos com valores de CLsg <
1000 pg/mL neste tipo de modelo experimental eram toxicos. Assim, atividade
citotoxica de L. pubescens foi observada para o EBM, PDCM e PAcCOEt (CLso 305 +
7,6; 43,6 £ 2,8 e 197 £ 1,28 ng/mL, respectivamente). A relagdo deste ensaio pode
ser constatada em algumas amostras, sobretudo para a PDCM, a qual se
apresentou mais toxica para as larvas de A. salina e também elevada toxidade para
parasitos de Leishmania, células tumorais e células bacterianas.

O EBM e particdes foram testados em promastigotas de diferentes espécies
de Leishmania responsaveis por variadas manifestagdes clinicas, que vao desde a
simples forma cutanea a grave forma visceral e encontradas tanto no Velho Mundo,
quanto no Novo Mundo. O EBM apresentou atividade para promastigotas de L.
amazonensis, com Clsp = 3,9 pg/mL, resultado bastante significativo quando
comparado a substancia de referéncia, anfotericina B, sendo também ativo para L.
braziliensis (Clso 45,6 png/mL).  Entretanto, parasitos de L. major mostraram-se
resistentes para essa amostra. Em contrapartida, as particbes PHEX e PDCM
também foram bastante ativas e em todas as espécies de Leishmania analisadas. A
PHEX apresentou Clsode 3,5; 17 e 4,2 ug/mL para L. amazonensis, L. braziliensis e
L. major, respectivamente e a PDCM Clsy de 11,1, 30,2 e 5,6 pg/mL para L.
amazonensis, L. braziliensis e L. major, respectivamente. E interessante observar os
resultados encontrados diante dos parasitos de L. major, onde o EBM néo
apresentou atividade significativa, contudo as PHEX e PDCM mostraram-se
potencialmente ativas. Esta resposta pode ser atribuida a presengca de compostos
ou substancias bioativas de baixa e média polaridade que estavam concentradas
nessas particbes e em baixas concentragées no EBM. Também, todos os resultados
encontrados corroboram com dados obtidos por outros autores, os quais relatam
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diferengas intrinsecas de sensibilidade entre diferentes espécies de Leishmania
frente a varias substancias (ESCOBAR et al., 2002; CROFT, SEIFERT e YARDLEY,
2006; SERENO et al., 2007).

Na atividade leishmanicida, a PHEX apresentou a melhor resposta para trés
das quatro espécies de Leishmania testadas, ou seja, possivelmente esta atividade
esta relacionada a atuagao das substancias lipofilicas presentes nessa particio.
Ainda, segundo Costa e colaboradores (2008), a lipofilia € uma caracteristica a ser
considerada no desenvolvimento de novas substancias antiparasitarias, pois a
cadeia hidrofébica pode interagir com a membrana lipidica da célula alvo, podendo a

substancia ser absorvida e desta forma, interferir no metabolismo do parasito.

5.4 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi realizada para se determinar a Concentracao
Inibitéria Minima (CIM), que representa a menor concentragdo do antimicrobiano
capaz de inibir o crescimento bacteriano. Uma classificagao para resultados de CIM
com extratos vegetais foi proposta por Aligiannis et al. (2001). Valores de CIM até
500 pg/mL apresentam uma forte inibigdo; valores entre 600 e 1500 pg/mL, uma
moderada inibicdo e CIM acima de 1600 pg/mL, uma fraca inibicdo do crescimento
microbiano. Desta forma, como demonstrado na Tabela 7, tanto o EBM quanto suas
particbes apresentaram uma forte inibicao diante de varias cepas de bactérias, com
destaque para as particdes com valores de CIM de 125 ug/mL, a saber: PDCM para
Enterococcus faecalis; PAcOEt bem como PHM para Enterobacter cloacae.

Entecococcus faecalis é a espécie mais frequente do género Enterococcus,
compreendendo cerca de 80 a 85% das amostras de enterococos isoladas de
material clinico. Ganhou grande proeminéncia nos ultimos anos, porque se tornou
um dos agentes mais importantes de infecgdo hospitalar, com o agravante de ter
adquirido resisténcia a maioria dos antibidticos, incluindo vancomicina. Os
enterococos sdo membros da microbiota normal do trato intestinal, sendo
encontrados também, mesmo que em menores concentracdes, em mucosas de

outros tratos. As infeccbes surgem quando a bactéria € translocada para 6rgaos ou
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locais sensiveis. O trato urinario, feridas (sobretudo as decorrentes de cirurgias) e a
corrente circulatoria s&do os locais mais frequentemente infectados (TRABULSI e
ALTERTHUM, 2005). Em hospitais, sdo transmitidos de um paciente a outro
primariamente por intermédio das maos da equipe hospitalar, alguns dos quais
podem abrigar os enterococos no trato gastrintestinal. Em certas ocasides, podem
também ser transmitidos através de dispositivos médicos (JAWETZ, MELNICK e
ADELBERG, 2009).

Outros agentes que tém sido reconhecidos como importantes patégenos
responsaveis pela incidéncia significativa de infecgées hospitalares sdo aqueles do
género Enterobacter, os quais s&o resistentes a muitos antimicrobianos e
rapidamente desenvolvem resisténcia a novos agentes. As cepas deste agente sao
patégenos oportunistas que raramente produzem doenga humana primaria. Estes
microrganismos atingem particularmente pacientes submetidos a antibioticoterapia e
a procedimentos invasivos e, principalmente, pacientes diabéticos e neutropénicos.
Dentre as espécies de Enterobacter que causam a maioria das infecgbes
hospitalares e urinarias, E. cloacae tem recebido atencdo especial, pois esta
associado com epidemias importantes de contaminagdo das vias intravenosas
(FERNANDES, FERNANDES e RIBIERO FILHO, 2000; TRABULSI e ALTERTHUM,
2005).

5.5 Atividade antitumoral

As plantas tém representado uma importante fonte de agentes
anticancerigenos. Pelo menos 60% desses agentes usados sao derivados de fontes
naturais, incluindo plantas, organismos marinhos e microrganismos (CRAGG e
NEWMAN, 2005).

Neste trabalho, foi avaliado o potencial antiproliferativo do EBM e particbes
utilizando ensaios de citotoxidade pelo método MTT, diante de linhagens celulares
leucémicas humanas (Jurkat e HL60) e linhagem de cancer de mama humano

(MCF-7). A cultura de células in vitro tem sido uma importante ferramenta para o
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estudo da atividade citotéxica de substancias com possivel atividade terapéutica
(FRESHNEY, 2001).

A técnica do MTT avalia a inibicdo da viabilidade celular através da
metabolizacdo do MTT, um sal de coloragdo amarela que na presenga de
desidrogenases mitocondriais transforma-se em formazam de coloragdo rosea
purpura, sendo soluvel em veiculos aquosos. Este sal tem sido usado com sucesso
para verificar a capacidade de reducdo mitocondrial e viabilidade (KIM et al., 2009).

Os resultados demonstraram que apenas as PHEX e PAcOEt foram
significativas em inibir o crescimento e morte celular com seletividade para células
leucémicas HL60 quando comparadas ao controle negativo (Figura 15). Em
contraste, o EBM e particbes mostraram-se resistentes para células Jurkat (Figura
16). Para a linhagem MCF-7 somente a PDCM foi ativa (Figura 17).

A alta proliferagdo da linhagem celular de cancer mamario MCF-7 utilizando
o etoposideo, reflete sua alta resisténcia as quimioterapias tradicionais
(HORTOBAGYI, 1997; BOVEN et al., 1996). Portanto, o resultado encontrado para a
PDCM com esta linhagem, é extremamente importante uma vez que a particao foi
sensivelmente mais ativa que o proprio farmaco utilizado como referéncia.

Uma maior resisténcia a apoptose da linhagem Jurkat em comparacédo a
HL 60 também foi encontrada no trabalho de Kizawa e colaboradores (2006). Um
estudo realizado por Karpinich e colaboradores (2006) demonstrou que a linhagem
Jurkat ndo expressa P53 e Bax, duas proteinas pré-apoptéticas fundamentais para
inducdo de apoptose desencadeada por dano no DNA, o que justifica a maior
resisténcia a fragmentacdo do DNA mediado por substancias citotoxicas apos
periodo de 24 horas.

A linhagem HL60 apresenta delegbes no cromossomo 17, o qual contém o
gene P53, expressando niveis insignificantes desta proteina (KOEFLER et al., 1986),
entretanto expressa normalmente a proteina Bax, principal proteina pro-apoptética
da familia Bcl-2. Bax transloca o sinal de morte para a mitocéndria, desencadeando
a liberacao do citocromo C que culmina desta forma, na ativacao de caspases (KIM
et al., 2001). As caspases pertencem a familia das cisteina proteases que tém a
capacidade de reconhecer e clivar substratos que possuam residuos de aspartato.
Estas sinalizam para a apoptose e clivam esses substratos levando a condensagao
e fragmentacdo nuclear, externalizagcdo de fosfolipidios de membrana que irdo
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sinalizar para estas células serem fagocitadas por macréfagos (GRIVICICH,
REGNER e ROCHA, 2007).

Sabe-se que os agentes quimioterapicos destroem as células cancerigenas
por varios mecanismos, incluindo a inibicdo da replicacdo do DNA, danos ao DNA
e/ou membranas celulares ou por geracao de radicais livres, alguns deles realizando
varios mecanismos diferentes. Embora os principais alvos intracelulares das drogas
sejam distintos, tornou-se evidente que a citotoxidade induzida pelos
quimioterapicos converge para um caminho comum causando apoptose. Esta
representa um distinto conjunto de irreversiveis mudancas morfolégicas e
bioquimicas, incluindo condensagdo da cromatina, fragmentagcdo nuclear devido a
ativacdo de uma endonuclease que cliva o DNA genémico em fragmentos
internucleossémicos e empacotamento dos fragmentos nucleares em multiplas
membranas, denominados corpos apoptoticos (SOKOLOVSKAYA et al., 2001).

Dessa forma, os resultados apresentados pelas amostras ativas de L.
pubescens apontam para uma atividade apoptética a exemplo da maioria dos
quimioterapicos disponiveis. Desta forma, os resultados estimulam dar continuidade
aos ensaios com as particoes mais ativas que serao obtidas dessas amostras a fim
de concentrar e identificar as substancias bioativas responsaveis pela citotoxidade,

bem como testar sua seletividade em outras linhagens tumorais humanas.

5.6 Atividade antinociceptiva

Um dos modelos para se avaliar a atividade antinociceptiva € o método das
contorgdes abdominais. Este modelo quimico em camundongos baseia-se na
contagem das contor¢gdes da parede abdominal seguidas de tor¢cdo do tronco e
extensdao dos membros posteriores (writhing), como resposta reflexa a irritagao
peritoneal e a peritonite produzidas pela inje¢cao intraperitoneal de acido acético
(WHITTLE, 1964). O acido acético € um estimulo conveniente para os testes de
triagem por produzir uma resposta cuja intensidade depende da interacdo dos varios
eventos, neurotransmissores e neuromoduladores que determinam nocicepgao.

Assim, este modelo é sensivel a substancias de acao central e/ou periférica dotadas
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dos mais variados mecanismos de agao (LAPA et al., 2008). Foi postulado ainda por
Whittle (1964) que o acido acético atua indiretamente causando a liberagcdo de
mediadores endoégenos envolvidos na modulacdo da nocicepgdo, incluindo a
bradicinina, serotonina, histamina e as prostaglandinas.

Os resultados demonstraram que, ao avaliar a nocicepc¢ao utilizando o
modelo de contor¢gdes abdominais, tanto o EBM quanto todas as particbes testadas
foram significativamente efetivas, quando administrados por via oral (Figura 18).

Para confirmar o efeito antinociceptivo do EBM e particbes o teste da
formalina foi realizado. A injecdo subcutédnea de formalina, em camundongos,
determina o aparecimento de uma gama de respostas motoras bem caracterizadas,
cuja quantificagdo permite que se avalie a intensidade da resposta nociceptiva
(DUBUISSON e DENNIS, 1977).

O teste de formalina talvez seja o modelo de dor clinica mais utilizado, no
qual a primeira fase parece ser devido a estimulacdo quimica direta dos
nociceptores das fibras sensoriais aferentes, principalmente fibras do tipo C,
enquanto a segunda fase é dependente da inflamacgao periférica e modificagées no
processamento central. Neste modelo, a primeira fase comeca imediatamente apos
a injecao e perdura por cerca de 5 minutos. Esta fase € seguida por um periodo de
quiescéncia, de cerca de 5-10 minutos, apés o qual se desenvolve a 22 fase da
resposta, que se inicia 15-20 minutos apds a injegao e atinge o maximo aos 30-45
minutos. As duas fases da resposta a formalina tém mediacdo quimica e
mecanismos de modulacao distintos, apresentando diferengas marcantes quanto a
sua sensibilidade a drogas analgésicas. Assim, a primeira fase € atribuida um
carater neurogénico, sendo sensivel a analgésicos opioides, como a morfina e a
alguns agonistas das vias descendentes, enquanto a segunda fase € mais bem
caracterizada como dor de origem inflamatdria, sendo sensivel a analgésicos anti-
inflamatorios nao-esteroidais (HUNSKAAR e HOLE, 1987; TJOLSEN et al., 1992).

Os resultados expostos na Figura 18 demonstraram que o EBM, PAcOEt e a
indometacina nao reduziram de maneira significante o tempo de lambidas da pata na
12 fase. No entanto, a morfina e as particbes PHEX e PDCM apresentaram
significativas percentagens de inibicdo da nocicepcao comparadas ao controle. A
Figura 19 demonstra que os farmacos de referéncia, bem como o EBM e a PHEX
inibiram de forma intensa a 22 fase da resposta hiperalgésica a formalina.
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O teste de “tail-flick’, ou retirada da cauda, € um exemplo de teste
algesimétrico neurogénico, pois se baseia na aplicacdo térmica de uma fonte
radiante de calor, o que determina uma resposta de retirada da cauda, sendo o
limiar nociceptivo avaliado pelo tempo de laténcia de retirada. Considera-se que este
teste € causado por uma resposta reflexa nervosa, em nivel espinhal, pois apresenta
uma curta resposta de laténcia de retirada apods aplicagdo do estimulo térmico
sendo, dessa forma, o controle da resposta de carater subjetivo e realizado por
estruturas supraespinhais (MITCHELL e HELLON, 1977; IRVING, 2005).

A reprodutibilidade e a confiabilidade do teste de “tail flick” podem ser
grandemente aumentadas desde que cuidados simples sejam tomados. Por
exemplo, sabe-se que o sexo, idade ou o peso do animal, bem como diferencas
genéticas, podem influenciar tanto os valores basais de “tail flick” quanto a resposta
dos animais as drogas. Recomenda-se também, sempre que possivel, usar animais
nascidos numa mesma data. A temperatura da pele pode influenciar a resposta, de
tal maneira que redugdes da temperatura podem ser confundidas com analgesia, ao
passo que o0 aumento pode erroneamente indicar hiperalgesia. A cauda € um
importante 6rgéo termorregulatério em ratos e camundongos. Variagbes na
temperatura ambiente causam rapidas variagbes do fluxo sanguineo nesta regiao,
regulando a dissipacado de calor e a temperatura na superficie da cauda. Desta
forma, é importante que a temperatura da sala onde se realiza o teste seja mantida
constante (LAPA et al., 2008).

Os resultados apresentados na Figura 20 mostraram que o EBM e PHEX,
administrados por via oral, ndo foram capazes de alterar o periodo de laténcia ao
estimulo térmico quando analisado no teste “tail-flick”, em nenhum dos tempos
avaliados.

A possibilidade do efeito antinociceptivo observado pela administracdo da
PHEX em dois dos trés modelos analisados, pode ser decorrente dos triterpenos ou
esteroides encontrados nesta particdo uma vez que estes tém sido relacionados ao
efeito antinociceptivo em varios trabalhos. Em estudo de Cunha et al. (2003), foi
verificada a atividade antinociceptiva dos triterpenos alfa e beta-amirina e o esteroide
beta-sitosterol na acdo antinociceptiva de extrato hexanico de Miconia ligustroides
quando utilizado o teste algesimétrico de contor¢cdo abdominal em camundongos.
Beta-sitosterol e estigmasterol também foram isolados de raizes de Sebastiana
schottiana e demonstraram potente atividade analgésica (GAERTNER et al., 1999).
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5.7 Atividade anti-inflamatoria

O modelo do edema induzido na orelha de camundongos por agentes
irritantes, como o oleo de créton (Croéton tiglium L.), é utilizado na pesquisa da
atividade de agentes anti-inflamatérios de uso topico, mas responde também a
administracdo sistémica de anti-inflamatorios esteroidais ou nao esteroidais
(SCHIANTARELLI et al.,, 1982). A fisiopatogenia do edema induzido pelo TPA
(acetato de tetradecanoil-forbol), um dos componentes responsaveis pela agao
irritante ao o6leo de créton, parece ser exercida entre outros mediadores, pelos
produtos da ciclooxigenase, histamina e serotonina (LAPA et al., 2008). Como esse
agente flogistico induz inflamagao cutanea e hiperproliferagdo celular em animais,
semelhante a doencgas de pele, como psoriase, por exemplo, este teste constitui um
importante modelo para a investigacdo de novos medicamentos para doencas
inflamatdrias que acometem a pele (GABOR, 2000).

Neste modelo, o EBM e PHEX administrados por via oral ndo foram ativos
quando comparados a indometacina, controle positivo do experimento, a qual
apresentou uma percentagem de inibicdo de 82 %. Entretanto, a PHEX aplicada
topicamente, foi significativamente efetiva ao inibir o edema, apresentando uma
percentagem de inibicdo de 88%, semelhante a dexametasona (93%), anti-
inflamatorio esteroidal utilizado como controle. Essas alteracbes podem estar
relacionadas a fatores farmacocinéticos que envolvem mecanismos fisiolégicos de
absorcao e distribuicdo das substancias presentes na PHEX e pelo fato de que na
aplicagao tdpica, a concentracdo dessas no local de interesse ser muito maior
(GABOR, 2000). Assim, a escolha da via de administracdo é de grande importancia
para o sucesso de um tratamento e, no caso de problemas cuténeos, a via topica &
bastante interessante (SILVA, 2009).

Algumas substancias identificadas na PHEX por CG (Figura 10) poderiam
ser responsaveis pela atividade anti-inflamatdria topica encontrada. O diterpeno fitol
é relatado por Shimizu e colaboradores (1994) por possuir atividade anti-inflamatéria
topica. A literatura cita que o fitol é considerado um potente inibidor de enzimas, a
exemplo da lipoxigenase (BING BING et al., 1993), envolvida em processos
inflamatodrios. O sitosterol (PRIETO et al., 2006) e o a-tocoferol (Singh e Jialal, 2004)
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encontrados nesta amostra também s&o descritos na literatura por possuir
propriedades anti-inflamatérias. Essas substancias, conjuntamente ou isoladas,
poderiam estar inibindo a produgdo de alguns mediadores quimicos da inflamagéo,
como leucotrienos e endoperoxidos (prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos)
pela acgéo inibitéria sobre a enzima fosfolipase A2 (CARVALHO e LEMONICA,
1998).

Os resultados obtidos evidenciam que L. pubescens possui efeito analgésico
central e anti-inflamatorio em roedores, confirmando o uso tradicional do género no
combate a dores e inflamacdes. Ressalta-se ainda a importancia de se realizar

outros estudos para melhor caracterizacéo e confirmagao destes efeitos.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Fosfolipase_A2
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SINTESE DOS RESULTADOS

1. A triagem fitoquimica revelou a presenga de fendis, flavonoides, cumarinas,
saponinas, taninos, esteroides, triterpenos e alcaloides em L. pubescens.

2. A PHM apresentou a maior quantidade de fendis e em contrapartida, a PHEX,
o maior teor de flavonoides.

3. Por cromatografia gasosa, treze substancias foram identificadas na PHEX,
sendo um triterpeno a substancia majoritaria.

4. O EBM e/ou particbes apresentaram uma potencial atividade antioxidante
para um ou mais modelos utilizados. E importante ressaltar que, em geral, os
antioxidantes naturais ndo sao tao eficientes na inibicdo de radicais livres em testes
in vitro quanto os sintéticos. Assim, os resultados obtidos sdao de extrema
relevancia.

5. O EBM e suas particdes apresentaram uma forte inibicdo diante de varias
cepas bacterianas, com destaque para Enterococcus faecalis e Enterobacter
cloacae.

6. O EBM foi significantemente ativo frente aos parasitos L.amazonensis e L.
braziliensis e as particoes PHEX e PDCM frente a L. major, L.amazonensis e L.
braziliensis.

7. Na atividade antitumoral, PHEX e PACOEt mostraram-se ativas para HL60 e a
PDCM apresentou atividade diante da linhagem MCF-7.

8. No estudo da atividade antinociceptiva utilizando o teste da formalina,
constatou-se que o EBM foi ativo somente na 22 fase, ou seja, atuou somente na
dor de origem inflamatéria. Entretanto, a PHEX foi muito ativa nas duas fases.
Igualmente, a PDCM foi muito ativa na dor de origem neurogénica, contudo, de
forma moderada na dor inflamatéria. No método das contor¢gdes abdominais, tanto
o EBM, quanto as parti¢coes, foram significativamente efetivas. No teste de retirada
da cauda, o EBM nao foi capaz de alterar o periodo de laténcia ao estimulo térmico.

9. No estudo da atividade anti-inflamatéria utilizando o modelo do edema de
orelha, o EBM e PHEX administrados por via oral, ndo foram efetivos em inibir o
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edema. Contudo a PHEX aplicada topicamente efetivamente inibiu a inflamacéo em
88%.
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6 CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho sao inéditos ndo apenas para a
espécie L. pubescens como também para o género Lacistema e corroboram seu uso
popular pelas comunidades indigenas indicando que o extrato bruto metandlico e
particdes merecem atencéo especial, sob o ponto de vista farmacoldgico e quimico,
no sentido de isolar e identificar as possiveis substancias bioativas e elucidar seus

mecanismos de acao.
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