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RESUMO

Pereskia aculeata Miller, popularmente conhecida como ora-pro-nobis, é uma
trepadeira arbustiva cujas folhas sdo empregadas na culinaria tradicional de
algumas regides do Brasil. Na medicina popular, sdo utilizadas como cicatrizantes e
no abrandamento de processos inflamatérios. Para contribuir com os estudos sobre
P. aculeata, a caracterizacdao fitoquimica de seu extrato bruto metandlico e
particdbes, além do doseamento de fendis e flavonoides e da pesquisa por
compostos inddlicos. In vitro, foi avaliada a atividades citotoxica para macréfagos
normais, células HL60 e MCF-7 e parasitos do género Leishmania pelo método do
MTT e a atividade antimicrobiana pelo método de microdiluicdo em caldo. Além
disso, avaliou-se, in vivo, a atividade anti-inflamatoéria do extrato bruto pelo modelo
de edema de orelha induzido pelo 6leo de créton e a atividade antinociceptiva do
extrato bruto e particdes pelo método de contorcbes abdominais induzidas pelo
acido acético. Uma vez que a particado hidrometandlica demonstrou maior potencial
antinociceptivo, esta também foi estudada pelos testes da formalina, tail-flick e
contorgdes abdominais induzidas pelo acido acético em animais pré-tratados com p-
clorofenilalanina (PCPA). O perfil cromatografico da particdo hidrometandlica foi
determinado por CLAE. Todas as classes de constituintes quimicos pesquisados
foram encontrados, a excecgao de triterpenos e saponinas. Alcaloides, flavonoides e
compostos inddlicos foram encontrados em todas as amostras estudadas. A particao
em diclorometano apresentou maiores concentracdes de fendis e flavonoides. O
extrato bruto e algumas particbes demonstraram toxicidade diante de células HLGO e
MCF-7. Nenhuma das amostras apresentou toxicidade para macréfagos normais,
parasitos do género Leishmania e para as estirpes de bactérias testadas. No ensaio
do edema de orelha, o extrato bruto apresentou atividade edematogénica via oral, e
a analise histolégica dos fragmentos de orelha sugeriu que o edema nao deve ter
sido causado por um aumento do processo inflamatoério. O estudo mais aprofundado
da particdo hidrometandlica revelou que seu mecanismo de ag¢ao antinociceptivo se
da a nivel periférico e central, ndo associado a ativagao de receptores opidides ou a
liberacdo e sintese de serotonina. A analise por CLAE revelou a presenga de
substéancias cujo espectro UV é tipico de compostos inddlicos. Segundo a literatura,
as folhas de P. aculeata sao ricas em triptofano, aminoacido precursor da
serotonina, um dos mediadores inflamatorios vasodilatores e um dos
neurotransmissores que atuam inibindo a nocicepgao a nivel central. Nas plantas, o
triptofano da origem aos alcaldides indolicos, compostos estruturalmente
semelhantes a serotonina. Assim, levanta-se a hipdtese de que alcalbides inddlicos
estejam contribuindo para os efeitos observados in vivo para o extrato bruto e a
particao hidrometandlica.

Palavras-chave: Pereskia aculeata, antitumoral, antinocicepc¢ao.



ABSTRACT

Pereskia aculeata Miller, known as ora-pro-nobis, is a climbing shrub which leaves
are used in tradicional cuisine in Brazil. The leaves are used in folk medicine in skin
wound healing and to treat inflammation. To contribute to the studies on P. aculeata,
the phytochemical characterization of its crude methanol extract and partitions, the
quantification of phenols and flavonoids and the search for indoles compounds were
carried out. In vitro, we tested the cytotoxic activity to normal macrophages, HL60
and MCF-7 cells and parasites of the genus Leishmania by MTT method and also
antimicrobial activity by microdilution method. Furthermore, we evaluated the in vivo
anti-inflammatory activity of the crude extract by the model of ear edema induced by
croton oil and antinociceptive activity of crude extract and partitions by acetic acid-
induced writhing test. Since hydromethanolic partition showed the greatest
antinociceptive potential, it was also studied by acetic acid-induced writhing test in
animals pretreated with p-chlorophenylalanine (PCPA), formalin and tail-flick tests.
The chromatographic profile of the hydromethanolic partition was determined by
HPLC. All classes of chemical constituents investigated were found, with the
exception of triterpenes and saponins. Alkaloids, flavonoids and indoles were found
in all samples. Dichloromethane partition showed higher phenols and flavonoids
contents. Crude extract and some partitions showed cytotoxicity against HL60 and
MCF-7 cells. None of the samples showed cytoxicity against normal macrophages,
Leishmania parasites or bacteria strains. Crude extract showed edematogenic
activity in croton oil test when administered orally, but the histological analysis of the
ears suggested that the edema should not have been caused by an increase in
inflammatory process. The study further revealed that the antinociceptive mechanism
of hydromethanolic partition was peripheral and central, but not related to opioid
receptors or serotonin synthesis and release. HPLC analysis revealed the presence
of indoles in this partition. The leaves of P. aculeata are rich in tryptophan, a
serotonin precursor. Serotonin is a vasodilator and a neurotransmitter which inhibits
central nociception. In plants, tryptophan leads to indole alkaloids, structurally similar
to serotonin. Thus, we hypothesize that indole alkaloids are involved in the in vivo
activities observed for crude extract and hydrometanolic partition.

Keywords: Pereskia aculeata, antitumor, antinociception.
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INTRODUGAO

Os produtos naturais sao utilizados pela humanidade desde a
Antiguidade, quando era comum a busca pelo alivio de doengas ou feridas através
da ingestédo de ervas e da utilizagdo de unguentos a base de dleos vegetais, como
6leos de alho, de girassol e de mostarda (JUNIOR, BOLZANI e BARREIRO, 2006;
NOGUEIRA, MONTANARI e DONICCI, 2009).

Segundo estimativas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 60% a
80% da populagcdo mundial ainda hoje dependem fundamentalmente de plantas
medicinais para cuidados basicos de saude, o que ocorre especialmente nos paises
em desenvolvimento, ja que o custo desses produtos é bem menor quando
comparado com o de medicamentos industrializados (ALMEIDA et al., 2009; MACIA,
GARCIA e VIDAURRE, 2005). No Brasil, especialmente em comunidades mais
pobres, as plantas medicinais representam produtos importantes no comércio de
feiras livres e mercados populares (USTULIN et al., 2009).

O conhecimento da medicina tradicional, transmitido ao longo do tempo,
contribui para o conhecimento de possiveis atividades biologicas de plantas, o que
desperta o interesse dos pesquisadores para os estudos quimicos e farmacologicos
de plantas empregadas na cura de doengas, ou mesmo como venenos em culturas
antigas, como as tradicdes gregas, egipcias, indigenas e africanas (JUNIOR,
BOLZANI e BARREIRO, 2006; NOGUEIRA, MONTANARI e DONICCI, 2009).

O Brasil € um pais propicio para os estudos dessa natureza, em virtude
da imensa biodiversidade e endemismo de seus biomas aliados a uma enorme
diversidade cultural, evidenciada por cerca de 220 etnias indigenas, variadas
culturas afro-descendentes e de grupos quilombolas, como caigaras, caboclos,
ribeirinhos e jangadeiros (RODRIGUES e CARLINI, 2003). De acordo com a
Convencao de Diversidade Biolégica (CBD), o Brasil detém 15% a 20% de toda a
biodiversidade mundial, e é tido como o pais de maior endemismo vegetal do
mundo. Estima-se que s6 a floresta amazdnica dispde de 25 a 30 mil espécies
vegetais endémicas. Segundo dados estatisticos, existem no territorio brasileiro 55
mil espécies de plantas, dentre as quais muitas sdo ainda completamente
desconhecidas (BARREIRO e BOLZANI, 2009; RODRIGUES, ALMEIDA e PIRES,
2010).
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N&o somente plantas, mas também fungos, bactérias, organismos
marinhos, dentre outros, constituem as mais importantes fontes de substancias
biologicamente ativas. A prova disso € que a maioria dos farmacos disponiveis no
mercado € de origem natural ou foram desenvolvidos a partir de uma substancia
natural que serviu de prototipo para a sintese quimica (BARREIRO e BOLZANI,
2009). Entre os exemplos mais classicos, podemos citar a morfina (1), constituinte
da Papaver somniferum indicado para tratamento de dores intensas; o acido acetil-
salicilico (2), cuja sintese se tornou possivel a partir do acido salicilico isolado de
Salix alba; e os antibidticos, os quais foram desenvolvidos a partir da descoberta da
penicilina, metabdlito produzido por fungos do género Penicillium (BARREIRO, 1990;
JUNIOR, BOLZANI e BARREIRO, 2006).

Com o progresso tecnoldgico, a industria farmacéutica passou a investir
fortemente em modelos modernos de sintese orgénica na tentativa de se obter
novas entidades quimicas bioativas. Essas moléculas resultantes da quimica
combinatéria passaram a ser testadas diretamente em enzimas e receptores,
importantes alvos moleculares de farmacos, isolados através de técnicas
envolvendo biologia molecular e genética. Todavia, apesar de tantos avangos, é
pequeno o0 numero de novos farmacos langados no mercado, uma vez que as novas
tecnologias falharam ao tentar representar a principal fonte de diversidade quimica,
0 que garantiria a descoberta de numerosas moléculas candidatas a farmacos
inovadores. Neste contexto, os produtos naturais tém recuperado seu prestigio e sua
relevancia na industria farmacéutica como fonte para a descoberta de novas
substancias bioativas (JUNIOR, BOLZANI e BARREIRO, 2006). O maior foco nos
ultimos anos tem sido os compostos enantiometricamente puros, frequentemente
produzidos em espécies vegetais, e que geraram somente no ano de 2001 um
faturamento de 45,2 bilhdes de dodlares, induzindo a industria farmacéutica, desde
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entdo, a investir de forma cada vez mais maciga em programas de bioprospecgéo
(PINTO et al., 2002).

As atengdes voltadas para os estudos quimicos e farmacolégicos de
produtos naturais tém refletido no aumento do numero de trabalhos publicados na
area em revistas indexadas internacionais e nacionais (PUPO e GALLO, 2007). As
pesquisas pré-clinicas e clinicas sdo as ferramentas mais utilizadas para a
comprovagao cientifica da eficacia, indicacbes e contra-indicacbes de plantas
medicinais, 0 que ocasiona maior aceitagdo médica e crescimento do mercado de
fitoterapia (FILHO e YUNES, 1998).

Novos compostos derivados de produtos naturais tém surgido com
relevante potencial terapéutico. Pode-se mencionar a forscolina (3), obtida de
Coleus barbatus, de promissora atividade antihipertensiva e antitumoral; a
artemisina (4), isolada de Artemisia annua, de potente atividade antimalarica; o taxol,
encontrado no género Taxus, € a vimblastina e vincristina, extraidas de Catharrantus
roseus, 0os quais ja estao disponiveis no mercado para o tratamento de certos tipos
de cancer; e as estatinas, que desempenham papel importante no tratamento de
hiperlipidemias, como a lovastatina, sinvastatina e atorvastatina, produzidas apos a
descoberta da mevastatina (5), metabdlito do fungo Penicilium brevicompactum
(FILHO e YUNES, 1998; JUNIOR, BOLZANI e BARREIRO, 2006). A camptotecina
(6) e seus derivados constituem outro exemplo importante, pois sdo antitumorais que

movimentam cerca de 50 bilhées de ddolares anualmente (PINTO et al., 2002).
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1 REVISAO DA LITERATURA

Metabolismo especial

Todos o0s organismos vivos necessitam desempenhar uma série de
reacdes quimicas primordiais para assegurarem a vida. E fundamental que sejam
capazes de produzir energia na forma de ATP e, no caso de seres pluricelulares, de
sintetizar os proprios tecidos. As plantas servem-se da fotossintese para converter
os compostos inorganicos presentes no ambiente em moléculas organicas
fundamentais para garantirem sua sobrevivéncia, crescimento e reproducado, entre
elas os carboidratos, proteinas, nucleotideos e lipideos. Essas moléculas essenciais
sao denominadas metabdlitos primarios, e as vias metabdlicas que participam da
sintese dessas substancias sdo conhecidas como metabolismo primario (DEWICK,
2002).

Os metabdlitos primarios podem ser encontrados em todos os seres
vivos, porém existem outros produtos do metabolismo cuja distribuicdo na natureza
€ muito mais limitada. Tais compostos sdo encontrados em grupos de organismos
especificos e sao sintetizados de acordo com as particularidades de cada espécie. A
grande maioria desses metabdlitos parece n&o exercer um papel preponderante na
sobrevivéncia, e por isso s&o designados metabdlitos secundarios ou especiais, e as
cascatas bioquimicas que a eles ddo origem constituem o metabolismo secundario
ou especial (CROTEAU, KUTCHAN e LEWIS, 2000; DEWICK, 2002).

A maior parte de metabdlitos especiais conhecidos é proveniente do reino
vegetal. Nas plantas, essas substancias podem apresentar uma série de fungdes,
como atrair agentes polinizadores e dispersores de sementes, seja por estimulo
quimico ou visual, isto é, por meio de cores atrativas; servir como constituintes
toxicos em mecanismos de defesa contra insetos fitéfagos e herbivoros; garantir
protecdo contra infecgdes por micro-organismos; e permitir a interagdo com outras
plantas, desempenhando o papel de proporcionar a competicdo entre as espécies
(CROTEAU, KUTCHAN e LEWIS, 2000; DEWICK, 2002; PINTO et al., 2002).

O maior interesse nesses constituintes consiste em suas aplicagées como
agroquimicos, corantes, polimeros, fibras, colas, Oleos, ceras, aromatizantes,
perfumes, e, sobretudo, medicamentos (CROTEAU, KUTCHAN e LEWIS, 2000;
PINTO et al.,, 2002). As substancias responsaveis pelos efeitos terapéuticos de

plantas medicinais e que exercem relevante papel na descoberta de novos



22

farmacos, ja abordadas anteriormente, possuem sua origem no metabolismo
especial (DEWICK, 2002). Entretanto, apesar de serem conhecidas cerca de 100 mil
substancias derivadas do metabolismo especial, a grande maioria delas ainda néo
foi estudada quanto ao aspecto farmacolégico (OKSMAN-CALDENTY e INZE,
2004).

Os metabdlitos especiais sao indiretamente provenientes do metabolismo
primario, que através da fotossintese da origem a glicose. Esta, por sua vez, é
submetida a reagdes quimicas que produzem o acido chiquimico e a acetil coenzima
A (acetil-CoA). A partir dessas moléculas s&o biossintetizados todos os metabdlitos
especiais, dentre eles alcaloides, antraquinonas, taninos, flavondides, cumarinas,

lignanas, esterdides e terpenoides (Figura 1) (SANTOS, 2007).
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Figura 1 — Rotas biossintéticas do metabolismo especial (Fonte: adaptado de SANTOS, 2007).
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Dor e nocicepgao

A dor é definida pela Associagdo Internacional para o Estudo da Dor
(IAPS) como “uma experiéncia desagradavel, de natureza sensorial, cognitiva e
emocional, associada a um dano tissular real ou potencial”. Tal definigdo engloba a
dor de origem inflamatéria, a dor neurogénica, isto €, por estimulagao direta de um
nociceptor; e a dor neuropatica, que € resultante de uma alteragdo morfolégica ou
neurofisiolégica das fibras sensoriais. J& o termo “nocicepgédo” diz respeito a
respostas comportamentais e neurofisiologicas da dor dissociadas do carater
cognitivo, e, dessa forma, esse € o termo mais adequado nos estudos da dor
envolvendo animais de laboratério, os quais ndo sdo capazes de verbalizar a
resposta frente ao estimulo doloroso (LAPA et al., 2008).

Diferentes individuos apresentam diferentes percepcbdes de dor, o que
denota o seu carater subjetivo. Sua manifestagao, portanto, pode ocorrer das mais
variadas formas, a depender de fatores emocionais, culturais, sociais e sensoriais.
Sua interpretacédo s6 pode ser realizada a partir do relato de quem ¢é afligido por ela,
tornando dificil sua mensuracdo (ELLER e JAQUES, 2006; MENOSSI e LIMA,
2000). No Brasil, esse sintoma atinge 70% dos pacientes ambulatoriais, € o motivo
principal de um tergo das consultas médicas, e € a maior causa de absenteismo no
pais (ELLER e JAQUES, 2006). O alivio da dor € uma das prioridades terapéuticas
mais importantes, pois ela representa grande sofrimento e desgaste emocional para
o0 paciente, o que afeta substancialmente sua qualidade de vida. A Sociedade
Brasileira para Estudo da Dor (SBED) considera a dor atualmente como o quinto
sinal vital, o qual deve ser avaliado juntamente com a pressao arterial, temperatura e
frequéncias cardiaca e respiratéria (BONICA, 1990; ELLER e JAQUES, 2006;
GUISBURG, 1999; WHEDON e FERREL, 1992). Além disso, € um sintoma de
fundamental importancia para estabelecer o diagndstico de diversas doencgas, pois é
através dela que diversas afecgdes se manifestam (PIMENTA et al., 1998).

A dor esta associada com a atividade elétrica de fibras aferentes de
nervos periféricos, os quais sdo sensibilizados por estimulos mecénicos, quimicos
ou térmicos. Essas fibras atingem a medula espinhal até a substancia cinzenta do
corno dorsal, onde formam conexdes sinapticas que atingem o talamo ou outros
sistemas ascendentes para gerar a interpretagdo da dor (RANG et al.,, 2004). Ao

mesmo tempo, vias descendentes exercem forte controle inibitério sobre a
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transmissao no corno dorsal. Do mesencéfalo partem estimulos que correm para o
nucleo magno da rafe, de onde fibras eferentes chegam a medula espinhal para
inibir as descargas dos neurbnios das vias aferentes da dor. O principal
neurotransmissor envolvido na via descendente é a serotonina, mas outros
mediadores também participam desse mecanismo inibitério, como noradrenalina,
encefalina e adenosina (MILLAN, 2002; RANG et al., 2004).

Muitas das substancias utilizadas como analgésicas tém sua origem em
produtos naturais. A morfina e o acido acetil-salicilico, farmacos que apesar de
antigos sao ainda dotados de relevante aplicacdo terapéutica, servem como
exemplos classicos de analgésicos produzidos a partir de plantas medicinais
(JUNIOR, BOLZANI e BARREIRO, 2006).

Resposta inflamatoria

A inflamagdo é uma resposta de um tecido vivo e vascularizado do
organismo frente a antigenos, patégenos ou estimulos irritantes de natureza fisica,
quimica ou traumatica. E caracterizada pela presenca de eritema (rubor), calor
(elevagao da temperatura na regido afetada), tumor (edema), dor e perda de fungao
do tecido ou orgédo atingido. O objetivo da inflamag&o consiste em fornecer
mecanismos de defesa para combater um estimulo nocivo, facilitando o acesso de
células de defesa e proteinas plasmaticas a regido afetada, onde sao fundamentais
para reparar o dano tissular (IWALEWA et al., 2007; LAPA et al., 2008).

Os sintomas clinicos do processo inflamatério sdo decorrentes de uma
série de eventos moleculares e celulares complexos, controlados por diversos
mediadores quimicos. Entre eles as citocinas, como a interleucina-1 (IL-1) e o fator
de necrose tumoral (TNF-a); substancias provenientes de sistemas enzimaticos do
plasma, como produtos do complemento e da coagulagcdo; mediadores lipidicos,
dentre os quais estdo as prostaglandinas, leucotrienos, fator de ativagao plaquetaria
(PAF); e substancias vasoativas, por exemplo, histamina, serotonina e éxido nitrico
(IWALEWA et al., 2007; LAPA et al., 2008; WINYARD e WILLOUGHBY, 2003).

Os mediadores inflamatérios sao liberados por leucdcitos, linfécitos,
plaquetas e células endoteliais. Apds a liberagdo, interagem com receptores
celulares especificos, promovendo aumento da permeabilidade vascular,

quimiotaxia, contracdo da musculatura lisa, dano oxidativo, dor e acréscimo na
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expressdo de determinadas enzimas, por exemplo, fosfolipase A, (PLAz), 5-
lipoxigenase (5-LOX), ciclo-oxigenase (COX) e oxido nitrico sintase induzida (iNOS),
todas envolvidas na sintese de substancias pré-inflamatérias (IWALEWA et al.,
2007).

De acordo com LAPA e colaboradores (2008), as principais
consequéncias da resposta inflamatéria sao:

e Aumento do fluxo sanguineo para o local: microscopicamente, um
tecido inflamado aparentara conter um maior numero de vasos sanguineos, devido
ao recrutamento de novos leitos capilares. Estes vasos apresentar-se-ao
engurgitados, em decorréncia da vasodilatag&o arteriolar.

e Retracdo de células endoteliais, causando um aumento da
permeabilidade vascular. Este processo faz com que moléculas grandes,
normalmente restritas ao interior dos vasos, atinjam o espaco intersticial. Este € um
dos mecanismos que permite o acesso ao local dos mediadores soluveis do
processo inflamatério.

e Extravasamento de macromoléculas plasmaticas, ao aumentar a
pressédo oncatica local, se faz acompanhar pela saida de agua levando a formagao
do edema inflamatorio.

e Migragdo quimiotaxica de leucécitos, desde os capilares até a sede do
processo inflamatério. Os polimorfonucleares neutrofilos sdo o tipo celular
predominante nos estagios iniciais da reposta. Caso o processo persista, aumenta a
migracdo de células mononucleares (mondcitos e linfécitos) para o local,
modificando o padréo do tipo celular prevalecente.

Todas essas reagdes constituem a inflamagao aguda que, a principio, é
benéfica ao individuo por se tratar de um mecanismo de defesa diante de uma
injuria. O resultado final tende a ser a cura, com a restauragéo das fun¢des do 6rgao
afetado e o reparo tissular, que pode ou nado originar cicatrizes. Entretanto, em
algumas circunstancias, se o estimulo lesivo persistir ou essas respostas atuarem
inapropriadamente, podem provocar lesdes por si mesmas, € com isso contribuir
para o estabelecimento do processo mérbido, o que determina a inflamacgéao cronica.
Esta consiste em uma reagao que persiste por varios meses ou anos, caracterizada
pela destruicdo tissular, proliferagcdo local de células e de tecido conjuntivo,

angiogénese e aumento da atividade de fibroblastos (RANG et al., 2004).
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Os agentes terapéuticos disponiveis no mercado para o tratamento da
inflamacao frequentemente exibem reagdes adversas e nem sempre produzem os
resultados esperados. Neste contexto, surgem como alternativa os extratos e
substancias isoladas de plantas, os quais tém sido estudados na busca por anti-

inflamatorios mais seguros e eficazes (SARAIVA et al., 2010).

Céncer e neoplasia

O céncer € uma doenga caracterizada pela multiplicagdo celular
desenfreada, sendo a neoplasia um termo que se refere apenas aos tumores
malignos. Essa proliferagdo celular anormal parece estar relacionada a uma
susceptibilidade genética que favorece a ativacdo de genes normalmente inativos
em células normais, os proto-oncogenes. Quando ativados sdo denominados
oncogenes, 0s quais induzem as células a se multiplicarem constantemente, dando
a elas a capacidade de se disseminaram pelo organismo e invadirem outros tecidos,
os quais tém suas fung¢des prejudicadas, processo este conhecido como metastase
(ALMEIDA et al., 2005). Apesar de a doencga estar associada a uma predisposi¢cao
genética, a exposigdo do individuo a determinadas condi¢cdes ambientais é a
principal causa da maioria das neoplasias humanas. Os carcinGgenos s&o esses
elementos presentes no ambiente que constituem fatores de risco para o
aparecimento do cancer, como produtos quimicos, radiagbes e alguns virus
(REDDY, ODHAV e BHOOLA, 2003).

O cancer é a segunda maior causa de morte no mundo, e a primeira em
paises desenvolvidos. Estima-se que somente no ano de 2008, o cancer causou 7,6
milhdes de o&bitos, e 12,7 milhdes de novos casos surgiram em todo mundo. O
cancer de mama é o mais frequente entre as mulheres e a causa de 14% das
mortes ocasionadas pela doenga. Em homens, o cancer de pulmdo é o que mais
mata, compreendendo 23% das mortes decorrentes de neoplasias. Estimativas
apontam que a mortalidade por cancer deve continuar aumentando, podendo
alcancar 9,0 milhées de mortes em 2015 e 11,4 milhées em 2030 (BRANDAO et al.,
2010; JEMAL et al., 2011).

Em paises desenvolvidos a incidéncia de cancer € o dobro em relagao
aos paises em desenvolvimento, porém o numero de Obitos é semelhante. O

diagnostico muitas vezes tardio e as dificuldades de acesso ao tratamento explicam
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porque o cancer se torna ainda mais fatal nos paises em desenvolvimento. A grande
incidéncia de neoplasias, principalmente em paises de primeiro mundo, é fruto de
um estilo de vida comum nos dias atuais dotado de diversos fatores de risco para o
desenvolvimento de cancer, por exemplo, a inatividade fisica, o fumo e maus habitos
alimentares (JEMAL et al., 2011). Cerca de 80% dos casos de céncer de colon sao
consequéncia de uma ma alimentacdo. Pelo menos 35% de todos os tipos de
canceres se originam de uma dieta inapropriada e, quando acrescentados alcool e
cigarros a essa dieta, o valor em questdao sobe para 60% (REDDY, ODHAV e
BHOOLA, 2003).

O tratamento do cancer consiste na retirada cirurgica do tumor, quando
for possivel; na radioterapia, emissdo de radiagao para reduzir as recorréncias e as
chances de metastases, aplicada apenas em tumores superficiais; e na
quimioterapia, baseada na administragdo de farmacos com o intuito de destruir as
células neoplasicas. Os agentes quimioterapicos disponiveis apresentam alta
toxicidade, pois atuam de forma nao especifica, lesando ndo s6 as células tumorais,
mas também as células normais, o que acarreta uma série de efeitos adversos,
como nauseas, perda de cabelo, maior susceptibilidade as infecgdes, entre outros
(ALMEIDA et al., 2005).

Os produtos naturais tém sido os principais agentes quimioterapicos nas
ultimas décadas, e diversas substancias naturais ou delas derivadas tém obtido
papel de destaque no tratamento do cancer. Os antitumorais vincristina e vimblastina
(7), extraidos de Catharanthus roseus, contribuiram para remissao e cura de
leucemias em criangas, teratoma testicular, linfoma de Hodgkin e muitos outros tipos
de cancer. O etoposideo (8), encontrado Podophyllum peltatum, € amplamente
utilizado em casos de cancer de pulméo e é eficiente na leucemia linfocitica aguda,
neuroblastoma em criangas, linfomas ndo-Hodgkin e tumores cerebrais em adultos.
O taxol (9), produto isolado de Taxus brevifolia, € mais um exemplo importante, pois
além de possuir grande eficacia contra cancer de mama e de ovario € lider em

vendas entre as drogas antitumorais (MANN, 2002).
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Resisténcia bacteriana

A resisténcia bacteriana é o surgimento de estirpes ndo sensiveis aos
antibidticos disponiveis, apresentando a capacidade de se multiplicarem mesmo
quando expostas a altas concentragdes desses agentes. Esse fendmeno ocorre em
funcdo da prépria evolugédo natural dos micro-organismos, mas tem sido maximizado
devido ao uso irracional e abusivo de agentes antimicrobianos nas praticas médicas,
agrarias e veterinarias (SILVA et al., 2010; WANNMACHER, 2004).

De acordo com dados da OMS, as infecgdes sao responsaveis por 25%
dos obitos em todo o mundo (WANNMACHER, 2004). Dessa forma, a resisténcia
bacteriana torna-se um problema de saude publica de extrema magnitude. Os
esforcos para soluciona-lo visam racionalizar o uso de antibidticos, entender mais
profundamente os mecanismos genéticos que conferem resisténcia as bactérias e
desenvolver novos agentes terapéuticos para o tratamento e a prevencdo de
doencas infecciosas. Embora as industrias farmacéuticas constantemente

disponibilizem novas drogas para esse fim, os indices de resisténcia microbiana



29

continuam aumentando, e as perspectivas para o futuro quanto ao tratamento de
infeccbes permanecem incertas (HEARST et al., 2010; NASCIMENTO et al., 2000).

Uma das principais fungées dos metabdlitos especiais produzidos pelas
espécies vegetais é conferir protegado contra os micro-organismos (DEWICK, 2002).
Muitos constituintes quimicos isolados de plantas sdo dotados de atividade
antimicrobiana, destacando-se os alcaloides, terpenos, compostos fendlicos e
cumarinas. O uso de extratos vegetais e fitoquimicos, portanto, pode ser de grande
valor no tratamento de doencgas infecciosas e, em vista disso, inUmeras pesquisas
tém investigado o potencial antimicrobiano de produtos naturais na busca por novos
farmacos mais efetivos do que os ja comercializados, especialmente em um
momento em que se torna cada vez maior o problema da resisténcia bacteriana
(NCUBE, AFOLAYAN e OKOH, 2008).

Leishmanioses

As leishmanioses constituem um conjunto de doencgas causadas pela
infeccdo de diferentes espécies de protozoarios do género Leishmania. Segundo a
OMS, sao registrados cerca de 2 milhdes de novos casos a cada ano e 350 milhdes
de pessoas estdo expostas ao risco de contrairem a doenga, tornando-a um grave
problema de saude publica. As leishmanioses podem se apresentar por diferentes
formas clinicas, a depender da espécie de Leishmania infectante: leishmaniose
cutanea, mucocutanea ou visceral (BRASIL, 2007; GONZALEZ et al., 2009).

A leishmaniose cutédnea é a forma clinica mais comum, na qual o parasito
afeta exclusivamente a pele e ocasiona ulceragdes no rosto, bragos e pernas,
principalmente, areas do corpo que geralmente estdo mais expostas a picada do
mosquito. A leishmaniose mucocutanea € uma forma crbnica da doenga em que
algumas espécies do parasito, como L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis, e
L. amazonensis, se disseminam pelas membranas mucosas, especialmente do
nariz, boca e eséfago, originando lesbes muitas vezes desfigurantes. Esses dois
tipos de leishmaniose sao observados, principalmente, na América Central e do Sul
(GONZALEZ et al., 2009). A leishmaniose visceral se concentra na Africa e afeta
individuos imunologicamente deprimidos, sendo, portanto, considerada uma doenca
oportunista. Os parasitos causadores sao L. donovani ou L. infantum, os quais se

disseminam pelos 6rgaos internos como figado, bago, medula éssea ou linfonodos.
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E potencialmente fatal e responsavel por aproximadamente 70 mil mortes por ano
(GONZALES et al., 2008; KAYE e SCOTT, 2011).

A transmissdo da leishmaniose se da pela picada de flebotominios do
género Lutzomia, conhecidos popularmente como mosquitos palha, tatuquira, birigui,
entre outros (BRASIL, 2007). No interior do mosquito, o protozoario passa por
variados estagios de diferenciacdo até atingir a forma infectante, chamada de
promastigota metaciclica, presente no intestino médio do vetor. Durante a picada o
mosquito regurgita os promastigotas que sdo entao fagocitados e passam a residir
no interior dos fagocitos, onde perdem o flagelo e originam a forma amastigota. O
parasito se reproduz e o excesso de amastigotas favorece a lise celular e, com isso,
a infeccdo em novos fagécitos. Estes sao entdo sugados por um mosquito saudavel

para completar o ciclo de transmissédo da doencga (Figura 2) (KAYE e SCOTT, 2011).
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Figura 2 — Ciclo de vida dos parasitos do género Leishmania (Fonte: adaptado de KAYE e SCOTT,
2011).
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As drogas utilizadas no tratamento das leishmanioses apresentam alta
toxicidade e muitos efeitos adversos, prejudicando a adesdo ao tratamento e
favorecendo o surgimento de estirpes resistentes. Além disso, o custo desses
medicamentos € bastante elevado (SANTOS et al., 2008). As opgdes terapéuticas
disponiveis para combater o parasito sdo ainda muito restritas. Os antimoniais
pentavalentes sdo as drogas de primeira escolha ha mais de 50 anos, e entre os
seus efeitos adversos estdo febre, insOnia, fraqueza, edema, hepatite e arritmias
(ALMEIDA e SANTOS, 2011). Portanto, é de fundamental importancia a busca por
novas substancias leishmanicidas desprovidas de efeitos tdxicos e capazes de
atuarem contra as estirpes mais resistentes (SANTOS et al., 2008).

Vaérias substancias isoladas de plantas, predominantemente alcaloides,
sdo dotadas de atividade leishmanicida, apesar de nenhuma das substancias
estudadas até o momento possuirem sua eficacia e seguranga comprovadas. Além
disso, diversas plantas medicinais s&do utilizadas popularmente no tratamento da
doenca. Dessa forma, ressalta-se que o estudo dos produtos naturais constitui uma
estratégia interessante para a obtengdo de novas formas de tratamento para as
leishmanioses (GIL et al., 2008).

A familia Cactaceae

A familia Cactaceae é representada por 124 géneros e 1427 espécies. As
recentes classificacdes a dividem em 4 subfamilias: Maihuenioideae, Pereskioideae,
Opuntioideae e Cactoideae, sendo que as duas ultimas compreendem juntas mais
de 90% das espécies da familia (NOBEL et al., 1986; ORTEGA-BAES et al., 2010).
Os cactos sao bem conhecidos por possuirem o caule suculento como o principal
orgao fotossintético, apresentando folhas vestigiais ou que ao longo da evolugéo
foram substituidas por espinhos. Em geral, as folhas estdo reduzidas a nivel
microscoépico, no entanto, membros das pequenas subfamilias Maihuenioideae e
Pereskioideae conservaram ao longo do tempo folhas fotossintéticas bem
desenvolvidas, e por isso sao tidos como os representantes mais primitivos dentre
as cactaceas (BUTTERWORTH et al., 2008).

A caracteristica morfolégica que define a familia € a presenga das aréolas
vegetativa e reprodutiva, que sao pequenos ramos cobertos por tricomas a partir dos

quais emergem as flores, no caso da aréola reprodutiva; ou os espinhos e folhas, em
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se tratando da aréola vegetativa. Os espinhos podem se apresentar de diversas
formas (aciculares, conicos, recurvados, etc.), tamanhos, consisténcias e cores. As
flores, normalmente, sdo solitarias, actinomorfas, bissexuais e de pétalas brancas,
amarelas, verdes, vermelhas ou roxas. Inflorescéncias sdo encontradas apenas em
alguns cactos do género Pereskia. Normalmente, os frutos sdo carnosos e de
funiculos bem desenvolvidos, o0 que torna a polpa suculenta; podem ser de uma
ampla variedade de cores e, em sua maioria, sdo cobertos por pélos ou espinhos.
As sementes possuem menos que 10 mm de didmetro, sdo ovais, elipticas ou
lenticulares, podendo ou ndo apresentar perisperma (ARIAS e PEREZ, 2006).

As maiores peculiaridades dos cactos dizem respeito a suas adaptacoes
morfoldgicas e fisioldgicas direcionadas para aperfeigcoar o armazenamento de agua,
permitindo que sobrevivam a ambientes extremamente secos (EDWARDS et al.,
2006). As folhas reduzidas e o caule fotossintético sdo adaptagdes que minimizam a
perda de agua através da transpiracdo. Além disso, células ricas em mucilagem,
complexos de polissacarideos que podem conter até trinta mil subunidades de
agucar, funcionam como um reservatorio eficaz para o estoque de agua (OGBURN e
EDWARDS, 2009). As cactaceas ainda sdo dotadas de uma diferente estratégia
metabodlica que permite uma perda minima de agua durante as trocas gasosas,
denominada metabolismo do acido crassulaceo (CAM) (NOBEL et al., 1986).

As plantas que utilizam o metabolismo CAM, diferentemente do que
ocorre com as demais, apenas abrem os estdmatos para fixar o CO, durante a noite,
quando a temperatura € mais baixa e a umidade do ar € mais alta, minimizando a
transpiracdo. O CO,, com auxilio da enzima fosfoenolpiruvato-carboxilase (PEP-
carboxilase), é fixado na forma de acido malico, que é entdo armazenado nos
vacuolos das células fotossintéticas. Durante o dia, quando a temperatura se eleva,
os estdbmatos s&o firmemente fechados para diminuir a perda de agua, ao mesmo
tempo em que o acido malico é descarboxilado a fim de fornecer CO; para o ciclo de
Calvin, através do qual é realizada a fotossintese nos cloroplastos. A denominagao
CAM foi dada a esse tipo de metabolismo por ter sido descoberto primeiramente em
uma planta da familia Crassulaceae, a qual apresentava elevados niveis de acidez
em suas células fotossintéticas durante a noite, periodo em que ha maior produgao
de acido malico (MOORE et al., 1998).

Com excegdo de uma espécie do género Rhipsalis, encontrada em

regides tropicais da Africa e da Asia, as cactaceas sdo nativas do continente
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americano, sendo distribuidas desde o norte do Canada até o sul da Argentina
(ARIAS e PEREZ, 2006; NYFFELER, 2002). Habitam principalmente regides aridas
e semi-aridas do continente, apesar de também serem encontradas em locais de
clima frio e umido (ROJAS e YANEZ, 2000). Os principais centros de biodiversidade
da familia sdo o México, pais que apresenta a maior variedade de espécies, e 0s
Estados Unidos; Paraguai e as por¢des oeste, leste e sul do Brasil até o Uruguai; e
as encostas centrais dos Andes, entre Peru, Bolivia, norte da Argentina e do Chile
(ARIAS e PEREZ, 2006; NYFFELER, 2002; ORTEGA-BAES, 2010). No Brasil, a
maior biodiversidade esta presente nos estados da Bahia e de Minas Gerais, apesar
de haver grande representatividade também no Rio de Janeiro (FREITAS, 1992).
Provavelmente, a grande maioria dos cactos € originaria das regides sul e centro-
oeste da América do Sul (EDWARDS et al., 2005).

Desde muito tempo as cactaceas sofrem com a exploracédo devido a sua
alta valorizagdo no comércio de plantas ornamentais, ja que chamam a ateng¢ao por
conta de seus habitos peculiares, espinhos, da beleza das flores e folhas vistosas,
quando presentes (NYFFELER, 2002; ROJAS e YANEZ, 2000). Apesar de néao
serem muito apreciadas como plantas ornamentais na América Latina, sao
importantes no mercado europeu, asiatico e norte-americano. Além disso, tanto o
caule quanto as raizes, folhas, frutos e sementes de diversas espécies sao utilizadas
desde a época pré-colonial na medicina tradicional, na alimentagdo, em ceriménias
religiosas, como forragem para gado de pequeno porte e até como corantes.
Algumas plantas do género Opuntia, por exemplo, sdo cultivadas por serem
parasitadas por Dactylopius coccus, inseto popularmente conhecido como
cochonilha, que produz o acido carminico, o qual € utilizado como corante de tecidos
e de alimentos. Varias espécies desse mesmo género sao cultivadas devido ao
caule e frutos comestiveis. Muitos paises do continente americano e de regides do
Mediterraneo sido produtores de frutos de diversas outras cactaceas, como
Hylocereus spp., Pereskia aculeata, Pereskia guamacho, Selenicereus setaceus e
Stenocereus spp. (ARIAS e PEREZ, 2006).

Dentre os constituintes quimicos mais frequentemente encontrados em
cactos estdo os esteroides, em sua maioria A° esteréis (DAVET, 2005). Um estudo
realizado por SALT, TOCKER e ADLER (1987) visou identificar os esteroides
presentes em 8 espécies de cactaceas, representantes de 7 géneros diferentes:

Echinopsis tubiflora, Pereskia aculeata, Hylocereus undatus, Notocactus scopa,
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Epiphyllum sp., Schlumbergera bridgesii, Opuntia comonduensis e Opuntia
humifusa. Em todas as espécies foram encontrados 24-alquil-A°-esterdis,
predominantemente o sitosterol (10). Outros esteroides foram identificados, como

estigmasterol, avenasterol e sitostanol.

'K"'.-'.-..

HO
(10)

Diversas cactaceas ja foram estudadas quanto a presenga de alcaloides,
constituintes quimicos também comumente encontrados na familia. BRUHN e
BRUHN (1971) identificaram varios alcaloides em alguns cactos dos géneros
Ariocarpus, Mammillaria, Obregonia, Pelecyphora, Solicia e Turbinicarpus, dentre
eles a N,N-dimetil-3-hidroxi-4,5-dimetoxifenetilamina e N,N-dimetil-4-hidroxi-3-
metoxifenetilamina. Os alcaloides do tipo feniletilaminicos sdo o0s mais
frequentemente presentes, a exemplo da mescalina (11), muito conhecida por seus
efeitos alucindégenos, hordenina (12) e a macromerina (13), que também pode
causar alucinagdes por serem muito semelhantes a epinefrina (14) (CASADO et al.,
2008; DAVET, 2005). Um estudo realizado por LIN e colaboradores (1991)
demonstrou que a hordenina em sua forma glicosilada eleva a presséo arterial em

ratos quando administrada via oral.
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O cacto Lophophora williamsii, popularmente chamado de peiote, produz
diversos alcaloides, principalmente a mescalina, responsavel pelos seus efeitos
alucinogenos semelhantes aos da dimetilamida do acido lisérgico (LSD) (CASADO
et al., 2008). O peiote era utilizado pelos Astecas e ainda hoje pelos indigenas
mexicanos em ceriménias religiosas para produzir essas alucinagbes que, segundo
a crenga, permitem estabelecer o contato com os deuses (DEWICK, 2002). A
mescalina também foi encontrada em espécies de Pereskia, Pereskiopsis e Islaya
por DOETSCH, CASSADY e MCLAUGHLIN (1980), que pesquisaram a presenca
desse alcaloide em 20 espécies distribuidas entre os trés géneros em questao.

Em  Echinocereus merkeri foram encontrados os alcaloides
feniletilaminicos  N-metil-3,4-dimetoxifenetilamina,  3,4-dimetdxifenetilamina,  3-
metoxitiramina e hordeina, além da salsolina, um alcaldide do tipo
tetrahidroisoquinolinico (AGURELL et al.,, 1969). Em outra espécie do género,
Echinocereus triglochidiatus, foi identificada a N,N-dimetilhistamina, que possui
efeitos hipotensivos a nivel periférico (FERRIGNI et al., 1982).

O género Coryphanta € um dos mais estudados, com diversos alcaloides
ja identificados, como hordenina, normacromerina, macromerina, B-fenetilamina,
sinefrina, metanefrina, N-metilmetanefrina, (-)-B-O-metilnormacromerina, (-)-B-O-
metilmacromerina, N-metil-3,4-dimetoxifenetilamina, e N-metil-4-metoxi-B-
fenetilamina (BELOW et al., 1978; BRUHN e AGURELL, 1974; HORNEMANN et al.,
1972; KELLER et al., 1973).

A pilocereina isolada de Lophocereus schottii e Pacbycereus marginatus
€ capaz de reduzir a pressao sanguinea em céaes, galos e, em altas doses, em
gatos. Esse alcaloide também parece possuir um efeito antimalarico (POWELL e
CHEN, 1956).

Alcaloides do tipo tetrahidroisoquinolinicos também ja foram identificados

em espécies de cactaceas. Em Pachycereus weberi sao encontradas a
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nortehuanina, lemaireocercina, weberidina, weberina, heliamina, N-metilheliamina,
tehuanina e a pelotina (MATA e MCLAUGHLIN, 1980).

Os flavonoides normalmente encontrados em cactaceas séo os flavonol-
3-O-glicosideos, como quercetina, campferol e isoramnetina; além de flavonondis,
dihidroflavonondis e flavononas (CAIl et al.,, 2010). A quercetina é um potente
antioxidante que esta quase sempre presente em grandes quantidades nas plantas,
muitas vezes constituindo ao lado do campferol, antocianidinas e catequeninas, um
dos principais responsaveis pela atividade antioxidante de bebidas como chas e
vinho tinto (DEWICK, 2002).

Nao ha muitos relatos a respeito da presenca de triterpenos em
cactaceas, mas algumas sapogeninas foram isoladas em varios membros da familia,
e parte delas demonstrou possuir atividade antinociceptiva. Recentemente foram
isoladas onze novas saponinas a partir do cacto Echinopsis macrogona (OKAZAKI
et al., 2010).

O género Pereskia

Os representantes do género Pereskia foram os primeiros cactos a serem
estudados pelos botanicos, sendo descritos pela primeira vez no final do século XVII
(LEUENBERGER, 2008). Abrange as espécies consideradas mais primitivas dentre
as cactaceas, ja que mantém muitas caracteristicas ancestrais perdidas em outros
géneros, como folhas fotossintéticas bem desenvolvidas e suculentas; caules finos,
pouco espinhosos, sublenhosos ou lenhosos, e relativamente ndo suculentos; flores
terminais dispostas em cimeiras; e habitos arboreos ou arbustivos. (DUARTE e
HAYASHI, 2005; FARAGO et al.,, 2004; OGBURN, 2009). Além disso, estudos
sugerem que, ao contrario do que ocorre com as outras espécies de cactaceas, a
fotossintese do tipo CAM é muito limitada no género Pereskia, que utiliza
primordialmente a fotossintese do tipo C3, considerada como menos evoluida, o que
permite maiores condicbes de adaptagcdo a ambientes moderadamente Umidos
(EDWARDS et al., 2005; EDWARDS et al., 2006). Apesar de o género Pereskia ser
visto como modelo geral de morfologia e fisiologia das condigbes ancestrais dos
cactos, um estudo filogenético realizado por BUTTERWORTH e WALLACE (2005)

sugere que, na verdade, Maihuenia seria o género mais primitivo da familia.
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O género Pereskia compreende 17 espécies: P. aculeata, P. aureiflora, P.
bahiensis, P. bleo, P. diaz-romeroana, P. guamacho, P. grandifolia, P. horrida, P.
lychnidiflora, P. marcanoi, P. nemorosa, P. portulacifolia, P. quisqueyana, P.
sacharosa, P. stenantha, P. weberiana, e P. zinniiflora (EDWARDS et al., 2005).

As espécies de Pereskia ocorrem em regides meésicas e levemente aridas
do Caribe, América Central e América do Sul (DUARTE e HAYASHI, 2005;
EDWARDS et al., 2005). Estao distribuidas desde o estado mexicano de Guerrero
até o norte da Argentina, abrangendo as Antilhas, parte do estado da Flérida nos
Estados Unidos, a costa leste dos Andes na Bolivia e Peru, Paraguai, Uruguai e
leste do Brasil (Figura 3). Provavelmente, o noroeste da América do Sul foi o ponto
de partida para a dispersao dessas espécies (BUTTERWORTH e WALLACE, 2005).

P. grandifolia e P. bleo estdo entre as poucas espécies do género
estudadas quanto as atividades bioldgicas. Na Malasia, ambas sdo utilizadas na
medicina tradicional para o tratamento de doencgas relacionadas ao cancer, dores de
cabeca, dores de estbmago, ulceras, hemorroidas, dermatite, diabetes, hipertenséo,
reumatismo, inflamac&o e para revitalizar o corpo. Na Iindia, P. grandifolia é ainda
utilizada para redugdo de edemas, enquanto no Panama, P. bleo é usada para
aliviar problemas gastrointestinais (SIM et al., 2010). No Brasil, P. grandifolia e P.
aculeata sao popularmente conhecidas como ora-pro-nébis e suas folhas sao
empregadas na culinaria regional. Na medicina tradicional sdo usadas como
emolientes, por conta do alto conteudo mucilaginoso que apresentam (FARAGO et
al., 2004). Além disso, os frutos de P. grandifolia sdo tidos como expectorantes e
antisifiliticos (TURRA et al., 2007).
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Figura 3 — Distribuicdo geografica das espécies do género Pereskia (Fonte: adaptado de
LEUENBERGER, 2008).

NURESTRI e colaboradores (2009) investigaram a atividade citotdxica do
extrato metandlico e particdes das folhas de P. grandifolia frente cinco diferentes
linhagens de células de carcinoma humano. A particdo hexanica apresentou notavel
atividade contra células de carcinoma epidermoide nasofaringeo (linhagem KB), e a
particdo de acetato de etila demonstrou forte citotoxicidade diante de células KB e
de células de adenocarcinoma de mama humano (linhagem MCF-7). Os autores
ressaltaram que nao foi encontrada citotoxicidade contra células de linhagem de
fibroblastos humanos normais (linhagem MRC-5). As propriedades citotoxicas
observadas foram atribuidas, principalmente, ao composto 2,4-di-terc-butilfenol (15),
um antioxidante amplamente utilizado nas industrias de plastico, cuja presenga em
plantas ainda ndo é bem elucidada do ponto de vista biogenético (MALEK et al.,
2009). Alguns outros compostos também foram isolados, como o B-sitosterol e a
vitamina E.

Um estudo realizado por TURRA e colaboradores (2007) objetivou avaliar

as propriedades antioxidantes e antimicrobianas do extrato etandlico e particdes das
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folhnas de P. grandifolia. Todavia, as propriedades antioxidantes se apresentaram
relativamente baixas, e ndo foi observada atividade diante dos microorganismos

testados.

OH

(19)

No estudo de SIM e colaboradores (2010), foram utilizados diferentes
ensaios para a avaliacdo do potencial antioxidante do extrato e das particdes das
folnas de P. grandifolia. Foi observada significante propriedade antioxidante da
particdo de acetato de etila no ensaio de inibigdo da formacgéo de radicais de DPPH,
enquanto a particdo hexanica demonstrou possuir forte poder de redugédo. Os
resultados obtidos foram atribuidos aos compostos 2,4-di-terc-butilfenol, p-sitosterol
e vitamina E.

Além das atividades citotoxicas e antioxidantes de P. grandifolia, o extrato
etandlico das folhas apresentou atividade analgésica (COSTA et al., 2003),
ansiolitica e hipnética sedativa (FANHANI et al., 2002) em modelos animais.

No caso da P. bleo, as atividades citotoxicas s&o tidas como as mais
promissoras. O extrato metandlico das folhas demonstrou significativa citotoxicidade
contra células do carcinoma mamario (linhagem T47-D), provavelmente por
mecanismos via ativacdo da caspase-3, uma das enzimas ativadas durante o
processo de apoptose, e do c-myc, um regulador do ciclo celular que quando
expresso em excesso também induz a apoptose (TAN et al., 2005). A particdo de
acetato de etila das folhas demonstrou alta toxicidade contra células da linhagem
KB, sem, no entanto, ser toxica diante de fibroblastos normais. Essa citotoxicidade
foi atribuida ao 2,4-di-terc-butilfenol e ao e fitol, isolados da particdo em questao.
Outros constituintes téxicos para diferentes linhagens de células cancerigenas
também ja foram isolados da partigdo acetato de etila, como o diidroactinidiolideo
(16) (MALEK et al., 2008; MALEK et al., 2009).
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Além das propriedades citotoxicas de P. bleo, o estudo de WAHAB e
colaboradores (2009) demonstrou que o extrato hexanico das folhas apresenta forte
atividade antioxidante e antimicrobiana contra algumas estirpes de bactérias.

Outros estudos mostraram que de P. grandifolia foram isoladas duas
saponinas do acido oleanoico (SAHU et al., 1974). Em P. aculeata foram
identificados os esteroides p-sitosterol e estigmasterol (SALT, TOCKLER e ADLER,
1987). Nesta mesma espécie e em P. guamacho foram encontrados biopolimeros
polissacarideos, como arabinogalactano e galactomananas (MERCE et al., 2001;
TURRA et al., 2007). Mescalina e alguns outros alcaloides fenetilaminicos também
ja foram isolados de algumas plantas do género (DOETSCH, CASSADY e
MCLAUGHLIN, 1980).

A espécie Pereskia aculeata Miller

Pereskia aculeata Miller (sinonimia: Pereskia pereskia Karst.; Cactus
Pereskia L.) € uma trepadeira arbustiva adaptada apenas a baixas altitudes, e habita
preferencialmente as orlas e clareiras de florestas. Provavelmente, tem origem nas
indias Ocidentais, norte da América do Sul e Panama (MORTON, 1987; ROSA e
SOUZA, 2003). No Brasil esta distribuida naturalmente pela Mata Atlantica, desde o
Rio Grande do Sul até a Bahia (Figura 4) (MERCE et al., 2001).
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Figura 4 — Distribuicdo geografica de Pereskia aculeata Miller (Fonte: adaptado de PETERSON et al,,
2009).

Ainda quando jovem, P. aculeata € um arbusto ereto, mas se torna uma
trepadeira semi-lenhosa quando adulta, podendo atingir até 10 metros de
comprimento. Possui espinhos pequenos, curvos e geralmente aos pares nos
ramos; enquanto sao longos, finos e em grupos no caule. Este apresenta uma
estrutura secundaria incipiente, com epiderme unisseriada, parénquima cortical com
numerosos amiloplastos, colénquima angular, calotas de fibras perivasculares e
organizagado vascular colateral. Sdo encontradas drusas de oxalato de calcio no
floema e em varias cavidades do cortex e da medula dotadas de um conteudo
mucilaginoso (DUARTE e HAYASHI 2005; MORTON, 1987).

O fruto pode ser redondo, oval ou piriforme, de coloragdo vermelha,
amarelo-alaranjada ou verde. Possui de 1 a 2 cm de largura, e esta envolvido por
folhas lanceoladas e aclleos. E do tipo cactidio, pomaceo e caracterizado por
possuir hipanto carnoso, pericarpo e massa gelatinosa, onde estdo presentes de
uma a cinco sementes marrons ou pretas, de cerca de 4 mm de comprimento. Estas
sdo exotestais e originam-se do évulo crassinucelado, bitegumentado e anfitropo;

possuem reserva perispérmica e residuos de endosperma. O embrido é curvo,
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apresenta dois cotilédones, mesdfilo homogéneo e plumula indiferenciada
(MORTON, 1987; ROJAS e YANES, 2000; ROSA e SOUZA, 2003).

A flor possui de 2,5 a 4,5 cm de didametro, e, para muitos, tem aroma de
limdo. Pode se apresentar nas cores branca, amarela ou rosa. E perigina, de
bractéolas verdes e aculeos no hipanto (MORTON, 1987; ROSA e SOUZA, 2003).

A folha, com cerca de 7 cm de comprimento e 3 cm de largura, é simples,
eliptica, simétrica e de textura coriacea. A epiderme ¢é uniestratificada, os estdmatos
sdo paraciticos, e o mesofilo apresenta varias drusas de oxalato de célcio e células
mucilaginosas. A base € aguda, o apice € agudo-acuminado, a margem inteira e a
nervagao hipédroma, porém apenas a nervura central € bem visualizada. O peciolo
€ curto, e duas a seis folnas com espinho axilar emergem agrupadas em ramos
laterais alternos (ROSA e SOUZA, 2003).

Figura 5 — Pereskia aculeata Miller: a) Caule dotado de folhas largas peculiares do género e flores; b)

Espinhos curvos nas axilas de folhas jovens e espinhos retos partindo da aréola; ¢) Fruto maduro
(Fonte: adaptado de LEUENBERGER, 2008).

A espécie é conhecida por diferentes nomes populares, dependendo da
regiao em que habita. Em Cuba é chamada de grosellero ou ramo de novia, no
México de huganvilla blanca, na Venezuela de guamacho, e no Suriname de
bladappel. Apresenta também diversos nomes em inglés: Barbados gooseberry,
West Indian gooseberry, Spanish gooseberry, lemon vine, sweet Mary, leaf cactus,
blade apple, e gooseberry shrub (MORTON, 1987). No Brasil € conhecida
principalmente como ora-pro-nobis, mas também como lobrobrd, trepadeira-limao e
“carne de pobre” (DUARTE e HAYASHI, 2005; GIRAO et al., 2003; PEREIRA et al.,
2007).

P. grandifolia e P. aculeata podem ser facilmente confundidas,

principalmente quando nao férteis. A distingdo pode ser feita pela coloragdo das
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flores: normalmente, P. grandifolia apresenta flores roxas, enquanto P. aculeata
possui flores amarelas. Além disso, P. grandifolia é cultivada para fins ornamentais,
especialmente para formar cercas vivas; ja P. aculeata é tradicionalmente utilizada
como um alimento, pois suas folhas sdo comestiveis e muito apreciadas em diversas
regides do pais (FARAGO et al., 2004; PEREIRA et al., 2007).

O Instituto Nacional de Alimentagdo e Nutricdo (INAN) incluiu a ora-pro-
nobis entre os ingredientes de uma multimistura de consumo rotineiro que foi
proposta e divulgada por esse 6rgdo do Ministério da Saude para auxiliar no
combate a fome das populagdes mais carentes do pais (FARFAN, 1998). O valor
nutricional de P. aculeata esta associado, principalmente, ao alto teor de proteinas
encontrado nas folhas. Em muitas comunidades de baixo poder aquisitivo € tida
como a principal fonte proteica, razdo pela qual é apelidada de “carne de pobre”
(GIRAO et al., 2003; PEREIRA et al., 2007). Diversos estudos confirmaram os
elevados teores de proteinas das folhas, calculados entre 19,6% e 25,5%, sendo a
lisina e o triptofano os aminoacidos mais abundantes. Tais pesquisas ainda
demonstraram notaveis teores de fibras dietéticas, de minerais como calcio, ferro,
zinco, manganés e magnésio; de vitaminas A, C e B9; e baixos niveis de lipideos e
calorias (GIRAO et al., 2003; MERCE et al., 2001; ROCHA et al., 2008; TAKEITI et
al., 2009). Muitos desses fatores nutricionais sdo encontrados em propor¢oes
superiores aquelas observadas em outros vegetais utilizados na alimentacéo
humana, como o repolho, alface e espinafre (MORTON, 1987). Um estudo realizado
por NATCHTIGALL e colaboradores (2007) demonstrou que a ora-pro-nobis & fonte
rica de carotenoides, especialmente luteina, apresentando teores mais elevados do
que muitas hortalicas comumente consumidas. Os autores ressaltam que a luteina é
um potente antioxidante capaz de prevenir doengas dos olhos, como a degeneragao
macular relacionada a idade (DMRI) e a catarata.

Além de utilizadas na alimentacido humana, as folhas de P. aculeata sao
empregadas na medicina popular como emolientes devido ao alto conteudo
mucilaginoso, na cicatrizagdo de pele em casos de queimaduras e ainda no
abrandamento de processos inflamatorios (BARROS et al., 2010; DUARTE e
HAYASHI, 2005, SARTOR et al., 2010). Os frutos sao tidos como expectorantes e
antissifiliticos (ROSA e SOUZA, 2003).

Os estudos desenvolvidos por SARTOR e colaboradores (2010) e
BARROS e colaboradores (2010) visaram avaliar, respectivamente, a acao



44

cicatrizante do extrato e de uma pomada contendo extrato das folhas de P. aculeata
em ratos. Os resultados sugerem que deve haver uma contribuigdo do extrato no
processo de cicatrizagdo de feridas cutadneas nesses animais, porém em ambos 0s
casos 0s autores ressaltam que é necessaria uma amostragem maior de cobaias a
fim de comprovar tal agéo.

A arabinogalactana e as galactomananas encontradas nas folhas de P.
aculeata possuem uma potencial aplicagcdo comercial em funcédo da possibilidade de
serem associadas aos ions Fe*?, Co*?, Cu*2, Mn*? e Ni*2. Os biopolimeros obtidos de
plantas tém sido alvos de diversos estudos, uma vez que dependendo da estrutura
quimica podem ter utilidades em processos aditivos nas industrias alimenticias,
farmacéuticas, de papel e de tintas, por conta de suas propriedades reoldgicas e a
peculiar capacidade de complexagdo com ions metalicos essenciais (MERCE et al.,
2001; TURRA et al., 2007). Os heteropolissacarideos das folhas de P. aculeata
contém unidades de arabinofuranose, arabinopiranose, galactopiranose, acido
galactopiranosil urdnico, ramnopiranose e glicopiranose (SIERAKOWSKI et al.,
1990).

Como anteriormente relatado, os esteroides B-sitosterol e estigmasterol
foram identificados em P. aculeata. Os esteroides presentes nas plantas, ou
fitoesterdis, sdo encontrados em uma variedade de familias, incluindo diversos
vegetais consumidos na dieta. Dentre eles, o B-sitosterol € o mais frequente,
podendo representar até 65% do total de esteroides de uma planta. Muitas
pesquisas tém demonstrado que fitoesterdis e seus derivados exercem efeitos
protetores contra algumas doencgas crénicas, como arteriosclerose, cancer, Ulcera e
inflamagdes. Estudos realizados em animais demonstraram que uma mistura de
fitoesterois frequentemente encontrados na dieta inibe o crescimento de células
cancerigenas e reduz o tamanho de tumores e a incidéncia de cancer de cdlon,
mama e prostata induzidos por agentes carcindégenos especificos. Além disso,
estudos in vitro mostram que esses esteroides em concentragdes bem baixas,
principalmente o B-sitosterol, inibem a proliferacéo celular e induzem a apoptose em
linhagens de células de cancer de figado, préstata, mama, célon e de fibrosarcoma
murino (ZHAO et al., 2009).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Caracterizar os constituintes quimicos das folhas de P. aculeata e avaliar
0 seu potencial biolégico e farmacologico através de ensaios in vitro e modelos

experimentais in vivo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar ensaios in vitro com o extrato metandlico e particdes a fim de:

e |dentificar as principais classes de metabdlitos especiais presentes;

e Determinar o teor de fendis totais e flavonoides;

e Avaliar a atividade antitumoral pelo método do MTT frente as linhagens
celulares HL60 e MCF-7;

e Avaliar a atividade antimicrobiana pelo ensaio de susceptibilidade de
microdiluicdo em caldo;

e Avaliar a atividade leishmanicida pelo método do MTT;

e Avaliar a atividade citotéxica diante de células normais de mamiferos.

Desempenhar estudos in vivo a fim de avaliar as atividades:

e Anti-inflamatéria pelo método de edema de orelha induzido pelo dleo de
créton para o extrato bruto metandlico;

e Antinociceptiva pelo método de contorgdes abdominais induzidas pelo
acido acético para o extrato bruto metandlico e particdes hexanica, diclorometanica
e hidrometandlica;

e Antinociceptiva pelos testes da formalina e da retirada da cauda (tail-
flick) para a particao hidrometandlica;

e Verificar se 0 mecanismo de acdo da atividade antinociceptiva da
particado hidrometandlica envolve a sintese ou liberacdo de serotonina, por meio do
tratamento com p-clorofenilalanina (PCPA) seguido do teste de contorgdes

abdominais induzidas pelo acido acético.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

As folhas de P. aculeata foram coletadas em Juiz de Fora, Minas Gerais,
Brasil, em agosto de 2010 no periodo da manha. Uma exsicata foi depositada no
herbario Leopoldo Krieger CESJF da UFJF sob o numero 57539 e identificada pela

Dra. Daniela Zappi (Royal Botanic Gardens, Kew).

3.2 Preparo do extrato bruto metandlico e particoes

As folhas coletadas foram secas a sombra, em local ventilado e em
temperatura ambiente (25°C), durante quinze dias. Depois de seco, o material
(aproximadamente 1 kg) foi moido e submetido a extragdo por maceragao estatica
com metanol, a temperatura ambiente, até a exaustdo. Em seguida, o extrato foi
concentrado a pressao reduzida utilizando-se evaporador rotatério para obtengcao do
extrato bruto metandlico (EBM - 156 g), um residuo pastoso de coloragao verde
escura. Desta forma, o rendimento do extrato foi de 14%.

Apos a completa remogao do solvente, 140 g do EBM foram ressuspendidos
em metanol:agua (8:2; v/v) e, em seguida, particionados com solventes em ordem
crescente de polaridade: hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol. Esse
processo gerou um remanescente hidrometandlico e um precipitado insoluvel. Os
solventes foram evaporados utilizando-se evaporador rotatério e as particoes
hexanica (PHEX — 38 g), diclorometanica (PDCM — 12 g), em acetato de etila (PAC —
1 g), butandlica (PB — 7 g), hidrometandlica (PHM — 12 g) e o precipitado insoluvel
(PPTi — 37 g) foram pesados e mantidos sob refrigeracdo. Os rendimentos para
PHEX, PDCM, PAC, PB, PHM e PPTi foram, respectivamente, 27%; 8%; 0,7%; 5%;
9%; e 26% (Figura 6). O rendimento total do processo de particao foi de 76%.
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Folhas de P. aculeata secas
e moidas (1000 g)

Extracdo com metanol e evaporacgao
do solvente

EBM (156 g) e Fitoquimica e bioensaios

l Metanol:agua (8:2; v/v)

Hexano Diclorometano  Acetato de etila Butanol

l v v v v l
PHEX PDCM PAC PB PHM PPTi
(38 9) (12 9) (19) (79) (12 9) (37 9)

l

Fitoquimica e bioensaios

Figura 6 — Esquema da extracéo e particdo das folhas de P. aculeata.

3.3 Caracterizagao fitoquimica preliminar

O EBM e partigdes foram submetidos a triagem fitoquimica preliminar em
cromatografia de camada delgada (CCD) utilizando os métodos propostos por
BLADT e colaboradores (1984) com modificagbes, a fim de verificar a presenga das
principais classes de metabdlitos especiais. A CCD foi realizada em placas
cromatograficas revestidas com silicagel 60 Fass (Merck®). Foram aplicados na
cromatoplaca 10 yL de cada amostra, e a eluigdo foi realizada com as seguintes
fases moéveis: diclorometano:metanol (9:1; v/v) para EBM, hexano:acetato de etila
(7:3; vlv) para PHEX, hexano:acetato de etila (5:5; v/iv) para PDCM,
diclorometano:metanol (9:1; v/v) para PAC, diclorometano:metanol (7:3; v/v) para
PB, e acetato de etila:metanol (5:5; v/v) para PHM. Apés a evaporagao do eluente,
as cromatoplacas foram nebulizadas com solugdes reveladoras especificas para a

identificacao dos metabdlitos especiais.

Revelagdo com cloreto férrico (FeCls) 1%
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Dissolveu-se 1 g de FeCl; em 100 mL de etanol, e posteriormente a
solugdo reveladora foi nebulizada nas placas cromatograficas, as quais foram
observadas sob luz visivel e luz UV 365 nm. Compostos fendlicos foram
identificados por bandas escuras, taninos hidrolisaveis por bandas azuis e taninos

condensados por bandas verdes.

Revelagdo com hidroxido de potassio (KOH) 5%

Dissolveu-se 5 g de KOH em 100 mL de metanol, e posteriormente a
solugdo reveladora foi nebulizada nas placas cromatograficas, as quais foram
observadas sob luz UV 365 nm. Bandas azuis indicaram a presenga de cumarinas,

bandas vermelhas de antraquinonas, e bandas amarelas de antronas e antrandis.

Revelacdo com NP/PEG

Preparou-se uma solucao de acido difenilbérico p-etilaminoéster (NP) 1%
em metanol, e uma solugéo de polietilenoglicol (PEG) 5% em metanol. A primeira foi
nebulizada nas placas cromatograficas, e, imediatamente apds, foi nebulizada a
segunda. Fluorescéncias amarelas e alaranjadas observadas sob luz UV 365 nm

indicaram a presencga de flavonoides.

Revelagdo com cloreto de aluminio (AICl3) 1%

Foram adicionados 100 mL de etanol a 1 g de AICIl; para se obter uma
solugédo a 1%. A solugao foi nebulizada nas placas cromatograficas, as quais foram
observadas sob luz UV 365 nm. Fluorescéncias amarelas indicaram a presenca de

flavonoides.

Revelagdo com reagente de Dragendorff

Dissolveu-se 8 g de subnitrato de bismuto em 20 mL de acido nitrico
diluido a 30%. Separadamente, 22,8 g de iodeto de potassio foram dissolvidos em
um volume minimo de agua deionizada. A primeira solugao foi vertida pouco a pouco

sobre a segunda. A solugéo foi entdo agitada, deixada em repousou por algumas
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horas, filtrada e o volume completado com agua deionizada para 100 mL.
Posteriormente, a solugdo reveladora foi nebulizada nas placas cromatograficas, as
quais foram observadas sob luz visivel. Bandas amarelas, alaranjadas ou marrons

indicaram a presenca de alcaloides.

Revelagcdo com reagente de Liebermann-Burchard

Em banho de gelo, misturou-se cuidadosamente 5 mL de anidrido acético
e 5 mL de acido sulfurico 97%, e, em seguida, foram adicionados 50 mL de etanol.
Posteriormente, a solugdo reveladora foi nebulizada nas placas cromatograficas, as
quais foram aquecidas a 110 °C por 10 min e observadas sob luz visivel. Bandas
verdes indicaram a presenca de esteroides, enquanto bandas de coloragao

vermelha a roxa indicaram a presenca de triterpenos.

Identificagéo de saponinas

Em um tubo de ensaio foi colocado 1 mL da amostra solubilizada em
metanol e aproximadamente 2 mL de agua destilada. O tubo foi agitado
vigorosamente e colocado em repouso por 20 min. A presengca de espuma
persistente com aproximadamente 1 cm de altura indicou a presenga de saponinas
(MATOS et al., 1997).

3.4 Determinacao do conteudo de fendis totais

O conteudo de compostos fendlicos totais de EBM e particoes foi
determinado pelo método de Folin-Denis (DUH e YEN, 1997). Uma solug¢ao estoque
em etanol de EBM e particbes de 0,5 mg/mL foi preparada e 1 mL da mesma foi
misturado com 1 mL do reagente de Folin-Denis e 8 mL de Na,CO3; 2% em tampao
NaOH 0,1 N. A mistura foi agitada e apds 60 min de incubagao em banho-maria a 30
°C, foi centrifugada a 3000 rpm por 5 min. A absorbancia do sobrenadante foi
mensurada a 730 nm em espectrofotdbmetro. O branco foi preparado com 1 mL de
etanol, 1 mL do reagente de Folin-Denis e 8 mL de Na,CO3; 2% em tampéao NaOH
0,1 N. Para a preparacao da curva de calibragao foram misturados 0,05; 0,1; 0,2;

0,3; 0,4 e 0,5 mL de solugéo de acido tanico (1 g/L), substéncia de referéncia, com
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gsp 1 mL de etanol. Em seguida, foi realizado o mesmo procedimento descrito para
EBM e particbes e a curva de calibragdo foi construida. Todas as determinagbes
foram realizadas em triplicata. O conteudo de compostos fendlicos foi expresso em

mg/g de extrato, 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 modificagbes. Uma
solugéo estoque em etanol de EBM e particées 0,5 mg/mL foi preparada e 1 mL da
mesma foi misturado com 1 mL de AICl; 2% em etanol e 1 gota de acido acético. O
volume foi completado com etanol para 25 mL. Apds incubagao por 40 min a 20 °C
e ao abrigo da luz, a absorbancia foi mensurada a 415 nm. A curva de calibragéo 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), substancia de referéncia, com 1 mL de AICl; 2% em etanol gsp
25 mL. Em seguida, foi realizado o mesmo procedimento descrito para o EBM e
particdes. O branco foi preparado com 1 mL da amostra em etanol gqsp 25 mL e 1
gota de acido acético. Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata. O
conteudo total de flavonoides foi expresso em mg/g de extrato, em equivalentes de
rutina (ER).

3.6 Determinacao da presencga de compostos inddlicos

Para a verificagdo da presenga de compostos com grupamento inddlico
foi utilizada a reacdo de HOPKINS e COLE (1901). Em um tubo de ensaio, uma
pequena quantidade de EBM ou particdes foi solubilizada em uma solucéo de acido
glioxilico. Com o tubo inclinado, foi adicionada lentamente uma solugcdo de acido
sulfurico concentrada. A formacdo de um anel violeta indicou a presenca de

compostos indolicos.

3.7. Determinacgao do perfil cromatografico por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia para a particao hidrometandlica
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O perfil cromatografico de PHM foi determinado por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE). A analise foi realizada em coluna de fase reversa Cqs (25 cm
x 4,6 cm x 5 ym) com gradiente linear de solventes A (acetonitrila:agua; 5:95; v/v) e
B (acetonitrila:agua; 90:10; v/v) acidificadas com acido fosférico até pH 4, variando
de 0 a 100% de B em 30 min; fluxo de 1 mL/min, concentragdo da amostra de 1
mg/mL, volume de injecdo de 20 pL, e a temperatura de 25 °C; a detecgao UV foi
feita no comprimento de onda de 210 nm. O espectro UV foi determinado utilizando

a varredura entre 190 e 400 nm.

3.8 Atividades bioldgicas in vitro

3.8.1 Atividade antitumoral

A determinacdo da atividade antitumoral foi avaliada pela inibicdo da
viabilidade celular, através da metabolizacdo do MTT. O ensaio foi realizado no
Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG.

Foram utilizadas duas linhagens de células tumorais: células HLG0
(leucemia promielocitica humana) e células MCF-7 (células de adenocarcinoma de
mama humano). As suspensdes de células HL60 e MCF-7 foram utilizadas na
concentragao de 50.000 células/pogo e 40.000 células/pogo (placas de 96 pogos),
respectivamente. Todas as células foram incubadas por 24h a 37 °C, 5% de CO,
para estabilizacdo. Apds esse periodo de estabilizacdo, as células foram incubadas
com EBM 100 pg/mL, partigdes 50 ug/mL, etoposideo 10 uM (controle positivo) ou
DMSO 0,05% (controle do solvente) por 48h em atmosfera de 5% CO;, e 100% de
umidade, 37 °C. Todas as solug¢des foram preparadas em DMSO 0,05%.

O ensaio para avaliagado de viabilidade e proliferagdo celular é baseado na
capacidade das células viaveis de realizarem a reducdo metabdlica do brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT) em formazan, e permite avaliar
tanto a proliferagdo quanto a viabilidade celular. A metodologia utilizada foi descrita
por Monks e colaboradores (1991), com modificagbes. Faltando quatro horas para o
final do periodo de 48h de incubacdo das culturas, foram adicionados a cada pocgo
(contendo 200 pL finais), 20 yL de uma solugdo de MTT (2,5 mg/mL). Apds as
quatro horas restantes de incubacdo com formacdo dos cristais de formazan, o

sobrenadante foi cuidadosamente retirado a vacuo. A cada pog¢o foram adicionados
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200 uL de uma solugcdo de HCI 0,04 M em isopropanol. Apds solubilizacdo dos
cristais de formazan, as placas foram lidas em leitor de ELISA a um comprimento de

onda de 595nm. O experimento foi realizado em triplicata.
3.8.2 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi avaliada para EBM e particbes sobre
estirpes 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 em duplicata o
ensaio de susceptibilidade de microdiluicdo em caldo, usando o método descrito
pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2002). EBM e
particbes foram solubilizados em DMSO 0,3% e testados em diferentes diluicbes a

partir de 1 mg/mL. Cloranfenicol foi utilizado como substancia de referéncia.
3.8.3 Atividade leishmanicida

A avaliagdo da atividade leishmanicida foi realizada no Laboratério de
Parasitologia no Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFJF. O ensaio foi realizado
com o EBM e partigbes utilizando o método colorimétrico do 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
(IFLA/BR/67/PH8). As formas promastigotas de L. amazonensis foram cultivadas em
meio Warren (Infus&o de coragdo e cérebro - BHI, acrescentado de hemina e acido
félico) (WARREN, 1960); L. major e L. braziliensis foram cultivadas em meio BHI
suplementado com L-glutamina (RODRIGUES et al., 2006); L. chagasi em meio 199,
suplementados com 10% de soro bovino fetal 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 concentradas a 2 x 10° células/mL (L. amazonensis) e 3 x 10°
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células/mL (L. major, L. braziliensis, L. chagasi) em placa de 96 pocos e incubadas a
26 °C. As amostras testadas foram adicionadas em diferentes concentracdes apds
diluicdo em agua ou DMSO (100 a 6,25 ug/mL), sendo que a maior concentragéo
utilizada de DMSO foi de 0,8% (v/v), que n&o é toxica para os parasitos. Em alguns
pocos nao houve adicdo de amostras, 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 100 pyg/mL. Apods 72
horas de incubagédo em estufa a 26 °C, adicionou-se 10 uL de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2-5 difenil tetrazdlico (MTT) a 5 mg/mL em cada poco e a placa permaneceu incubada
por mais quatro horas sob as mesmas condigdes. A reacao foi interrompida pela
adicéo de 100 puL de 2-propanol/acido cloridrico (solugéo de 2-propanol/HCl a 0,4%) e
o material dissolvido foi analisado em espectrofotometro a 570 nm. Os resultados
foram expressos em porcentagem de inibicdo em relagdo ao controle. A partir do teste
de viabilidade celular foi determinada a concentragdo inibitéria (Clsp) para cada
composto que representa a concentragao molecular que inibe 50% do crescimento
parasitario. Foram desempenhados trés experimentos independentes realizados em
duplicata. Anfotericina B nas concentragdes de 5 pg/mL, 1 pg/mL e 0,5 pg/mL foi

utilizada como farmaco de referéncia.

3.8.4 Avaliagao da citotoxicidade em células de mamiferos

A fim de se verificar a citotoxicidade em células de mamiferos, utilizou-se
macrofagos peritoneais de camundongos Balb/c estimulados com 1 mL de
tioglicolato estéril (3%) por 72 h antes de serem eutanasiados. Os macréfagos foram
obtidos apés lavado peritoneal com 5 mL de solugdo de Hank’s estéril. As células
foram centrifugadas por 10 min a 1000 rpm, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspendido em meio RPMI-1640, sendo retirada uma aliquota para a
contagem em camara de Neubauer. Apos contagem, foram adicionados 100 ulL de
uma cultura de 2 X 10° células/mL em meio RPMI-1640 contendo 10% de soro fetal
bovino em cada pog¢o de uma placa de 96 pocgos, a qual permaneceu por 24 h em
estufa com 5% de CO, a 37°C para os macrofagos aderirem a placa. Em seguida
cada poco foi lavado com PBS estéril e foram novamente adicionados meio RPMI-

1640 e soro bovino fetal. Na sequéncia, as amostras a serem testadas foram
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adicionadas nas mesmas concentragdes utilizadas no ensaio antipromastigota de
Leishmania. As células foram mantidas em estufa a 37°C; 5% de CO,. Apos 72 h de
tratamento, a viabilidade dos macréfagos foi determinada pelo método do MTT como
descrito anteriormente, e confirmada pela comparagdo da morfologia dos
macrofagos tratados com o grupo controle (solvente), via microscépio Optico
invertido. Cada concentragdo das amostras foi avaliada em duplicata e foram
estimados os valores de Clsp, que representam a concentracdo molecular que inibe
50% da proliferacéo celular. Anfotericina B nas concentragdes de 5 yg/mL, 1 yg/mL e

0,5 pyg/mL foi utilizada como farmaco de referéncia.

3.9 Atividades farmacolégicas in vivo

3.9.1 Animais

Para avaliagdo das atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria foram
utilizados camundongos albinos machos Swiss pesando entre 25 e 30 g, e para a
avaliacdo da atividade cicatrizante utilizou-se ratos machos Wistar pesando entre
200 e 300 g. Os animais, provenientes do Centro de Biologia da Reproducao (CBR)
da UFJF, foram alojados em gaiolas e mantidos sob condigbes controladas de
temperatura (22°C) e iluminagéao (ciclo de claro/escuro de 12 h) com livre acesso a
agua e ragao. Antes da realizagdo 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 Experimentagcdo Animal (COBEA) e foram aprovados pela
Comissdo de FEtica na Experimentagdo Animal (CEEA) da Pro-Reitoria de
Pesquisa/UFJF (Protocolo COBEA n° 009/2009).

3.9.2 Atividade antinociceptiva

3.9.2.1 Teste de contor¢6es abdominais induzidas por acido acético

Este modelo consiste na inducdo da resposta nociceptiva de mediagao

periférica através da administracdo intraperitoneal de acido acético (0,6%) diluido
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em agua destilada. A administracdo de acido acético por via intraperitoneal provoca
irritacdo da membrana serosa, o que ocasiona movimentos estereotipados, os quais
sdo caracterizados por contragdo da musculatura abdominal (contorgdes
abdominais), juntamente com a extensdo de uma das patas posteriores (KOSTER,
ANDERSON e DE DEBEER, 1959).

Para o ensaio, foi utilizado um grupo controle negativo, ao qual foi
administrado o veiculo; um grupo controle positivo, tratado com indometacina 10
mg/kg; e um grupo teste, tratado com EBM, PHEX, PDCM ou PHM 100 mg/kg.
Estudos mais profundos da atividade antinociceptiva foram realizados para PHM,
também testada nas doses de 200 e 300 mg/kg. Todas as solugdes foram
preparadas em salina com 12% de Tween 80 (v/v), e administradas via oral no
volume de 10 mL/kg com auxilio de uma canula para gavage. Os animais receberam
o tratamento e apds 60 min foi administrada por via intraperitoneal uma solucéo de
acido aceético a 0,6% no volume de 10 mL/kg. Durante 30 minutos o numero total de
contor¢gdes abdominais (movimentos repetidos e caracteristicos de contragdo da
parede abdominal, rotagdo do corpo e extenséo das patas traseiras) foi observado e
a intensidade da nocicepcido foi quantificada pelo numero total de contor¢des
abdominais durante o periodo observado. Os resultados foram expressos como

meédia do numero acumulado de contorgdes.

3.9.2.2 Teste da formalina

O procedimento usado para a indugdo de dor de mediacdo central e
periférica foi uma adaptagcao do método de HUNSKAAR, FASMER e HOLE (1985).
Uma hora antes do experimento, os animais foram tratados via oral com auxilio de
uma canula para gavage com salina contendo 12% de Tween 80 (v/v) (veiculo),
indometacina 10 mg/kg (controle positivo) ou com PHM nas doses de 100, 200 e 300
mg/kg. O volume de todas as solugdes administradas via oral foi de 10 mL/kg. Uma
solugdo de morfina 7,5 mg/kg diluida em salina (controle positivo) também foi
administrada no volume de 10 mL/kg, porém via intraperitoneal e 45 min antes do
experimento.

Apos os tratamentos, foram aplicados 20 yL de uma injegdo subcutanea
subplantar de formalina (solugao de formol a 2% em salina estéril) na pata posterior

direita do animal. Apdés a injegdo da formalina, os animais foram colocados
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individualmente dentro de um funil de vidro invertido, com o auxilio de um espelho
para facilitar a observacéo, e em seguida, o tempo de lambida da pata afetada foi
cronometrado durante 30 min. Os 5 min iniciais, apés a administragdo de formalina
(1° fase), correspondem a dor de origem neurogénica desencadeada por esse
agente nociceptivo. A 22 fase, que ocorre entre 15 a 30 min apds a administragao de
formalina, representa a resposta tbnica a nocicepgcdo, acompanhada de uma
resposta relacionada a liberacdo de mediadores inflamatdrios. O tempo em que o
animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada com formalina (licking-

time) foi quantificado cumulativamente em segundos como indice de nocicepgao.

3.9.2.3 Teste da retirada da cauda (Tail-Flick)

A atividade antinociceptiva foi também analisada pelo teste da retirada da
cauda, conhecido por fail-flick, como descrito previamente por D'’ AMOUR e SMITH
(1941).

Neste teste, o camundongo foi imobilizado no interior de um pequeno
cilindro de plastico rigido e com ventilagao, de tal forma que a cauda permaneceu
para o lado de fora do tubo. O ter¢co medial da cauda foi imerso num banho-maria
(55 °C 1) e verificou-se o tempo de permanéncia da cauda na agua, que nao deve
ser superior a 15 segundos para minimizar os danos tissulares. Assim, foram obtidos
dois valores basais com intervalos de 20 min. Posteriormente, os camundongos
foram tratados via oral com auxilio de uma canula para gavage com veiculo (salina
com 12% de Tween 80 v/v) ou com PHM nas doses de 100, 200 e 300 mg/kg no
volume de 10 mL/kg. Uma solugédo de morfina 7,5 mg/kg diluida em salina (controle
positivo) também foi administrada, porém via intraperitoneal 10 mL/kg. Apés 1h dos
tratamentos via oral e 30 min da administracdo de morfina, a resposta foi novamente
avaliada em intervalos de 20 min durante 120 min (tempos 0, 20, 40, 60, 80, 100 e

120 minutos).

3.9.2.4 Teste de contor¢cées abdominais induzidas por acido acético em

animais pré-tratados com para-clorofenilalanina

Para verificar se o mecanismo de acao de PHM envolve a sintese ou

liberacdo de serotonina, o teste de contor¢cbes abdominais induzidas por acido



57

acético foi novamente realizado. Todavia, os animais foram divididos em 4 grupos:
veiculo + salina, veiculo + PCPA, PHM + salina e PHM + PCPA. Durante 3 dias
consecutivos, uma vez por dia, os animais foram pré-tratados via intraperitoneal com
salina ou com p-clorofenilalanina (PCPA) 100 mg/kg no volume de 10 mL/kg, um
inibidor da sintese de serotonina (BEIRITH et al., 1998). No quarto dia os animais
receberam novamente o pré-tratamento 20 min antes da administragédo via oral com
auxilio de uma canula para gavage de veiculo (salina com 12% de Tween 80) ou
PHM 100 mg/kg. Na sequéncia, o teste de contor¢ées abdominais induzidas por
acido aceético foi realizado como descrito anteriormente no item 3.9.2.1 (WERNER et
al., 2009).

3.9.3 Atividade anti-inflamatoria

3.9.3.1 Edema de orelha induzido por 6leo de créton

A atividade antiinflamatdria foi avaliada pelo método do edema de orelha
descrito por SCHIANTARELLI e colaboradores (1982). As solu¢des aplicadas
topicamente foram preparadas em acetona, enquanto as administradas oralmente

foram preparadas em salina com 12% de Tween 80.

3.9.3.1.1 Tratamento topico

Aplicou-se topicamente 20 uL de uma solucao fresca de 6leo de croton 2,5
% (v/v) no pavilhdo auricular direito e 0 mesmo volume de acetona no pavilhdo
auricular esquerdo de cada animal. Quinze minutos apds a aplicagdo do agente
flogistico, os animais receberam tratamento tépico com 20 yL de EBM 50 mg/mL. O
mesmo volume de dexametasona 0,1 mg/20 pyL e de acetona (veiculo) foi utilizado
como controle positivo e controle negativo, respectivamente. Quatro horas apoés as
aplicagdes, os animais foram sacrificados e, com o auxilio de um punch metalico,
discos idénticos de 6 mm de didametro foram obtidos de ambas as orelhas de cada
animal. 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 diferencas de peso dentro de cada grupo.
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3.9.3.1.2 Tratamento via oral

Os animais foram previamente tratados com EBM nas concentragdes de
100 mg/kg e 300 mg/kg. Indometacina 10 mg/kg e solugédo salina com 12% de
Tween 80 (veiculo) foram utilizados como controle positivo e controle negativo,
respectivamente. Todas as solugdes foram administradas via oral com auxilio de
uma canula para gavage no volume de 10 mL/kg. Decorridos 60 min desde o
tratamento, foram aplicados topicamente 20 uL de uma solucao fresca de éleo de
croton 2,5 % (v/v) no pavilhdo auricular direito e o mesmo volume de acetona no
pavilhdo auricular esquerdo de cada animal. Seis horas apds o inicio do
experimento, os animais foram sacrificados e, com o auxilio de um punch metalico,
discos idénticos de 6 mm de didmetro foram obtidos de ambas as orelhas de cada
animal. Os discos foram pesados em balanca analitica e a diferenca de peso entre
eles indicou a intensidade do edema. Os fragmentos auriculares obtidos foram
conservados em solucdo de formaldeido 10% para posterior andlise histoldgica
através da confecgcao de laminas coradas com hematoxilina e eosina e azul de
toluidina para evidenciar os mastécitos. Os resultados foram representados como
meédia + e.p.m das diferengas de peso dentro de cada grupo.

3.10 Analise estatistica

Os ensaios para verificagao da atividade antitumoral e os testes in vivo
tiveram os resultados expressos como média + erro padrdo médio (e.p.m). Foram
realizadas analises de variancia (ANOVA) e teste de Tukey ou de Newman-Keuls
como post-hoc. Diferengas entre as médias dos tratamentos no nivel de 5% (p <
0,05) comparadas ao controle negativo, foram consideradas significativas. Para a
analise estatistica foi utilizado o programa GraphPad Prism 5.0.

Nos ensaios para as atividades leishmanicida e citotoxica, os valores de Clsg
foram estimados a partir dos valores médios de trés experimentos independentes,
realizados em duplicata, por interpolagéo grafica utilizando o programa estatistico
Grafit 5.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizagao fitoquimica preliminar

Os resultados da analise fitoquimica preliminar estdo representados no
quadro 1.

Quadro 1: Analise fitoquimica preliminar do extrato bruto metandlico e particées.

Classes de constituintes quimicos ?

Amostras

F Tc Th C Atg Atn Fl A E Tr S
EBM + + + + + + + + + - _
PHEX - - - - - - + + + - )
PDCM + + - + - + + + + - +
PAC + + - + + + + + + - _
PB + + - + - + + + + - _

PHM + - + + - + + + - -

& Constituintes quimicos: F - fenois; Tc - taninos condensados; Th - taninos hidrolisaveis; C -

cumarinas; Atq - antraquinonas; Atn - antronas; FI - flavonoides; A - alcaloides; E - esteroides; Tr -
triterpenos; S - saponinas. A analise foi realizada para o extrato bruto metandlico (EBM), particao
hexanica (PHEX), particdo diclorometanica (PDCM), particdo em acetato de etila (PAC), particdo
butandlica (PB) e partigdo hidrometandlica (PHM).

4.2 Teor de fenois e flavonoides

Os teores de fendis e flavonoides de EBM e particdes foram calculados e

representados na tabela 1.
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Tabela 1: Teor de fendis e flavonoides do extrato bruto metandlico e parti¢cdes.

Fendis totais como Flavonoides como
Amostra equivalentes a acido equivalentes a rutina

tanico (mg/g de extrato)® (mg/g de extrato)®
EBM 17,27 £ 3,94 13,10 £ 2,16
PHEX 0 27,75 £ 2,54
PDCM 49,11 £ 3,30 54,58 +4,73
PAC 3,95 + 1,66 18,53 £ 0,94
PHM 2,45+ 0,81 10,40 £ 2,36

@ Média das concentracdes * desvio padrdo em ensaios realizados em triplicata para o extrato bruto
metandlico (EBM), particdo hexanica (PHEX), particdo diclorometanica (PDCM), particdo em acetato
de etila (PAC) e particao hidrometandlica (PHM).

4.3 Determinacgao da presenga de compostos inddlicos

Foi detectada a presenga de compostos com grupamento indolico tanto
em EBM quanto em todas as partigdes.

4.4 Determinacao do perfil cromatografico por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia para a particao hidrometandlica

O perfil cromatografico de PHM estad representado na Figura 7. Os
espectros UV referentes aos picos de tempo de retengao 5,85; 6,68 e 9,92 min sao
semelhantes aos espectros de compostos inddlicos, a exemplo do triptofano e

serotonina (Figuras 8 e 9).
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Figura 7 - Cromatograma da particao hidrometandlica. A analise foi realizada nas seguintes
condi¢des: coluna de fase reversa C18 (25 cm x 4,6 cm x 5 ym); Gradiente linear de solventes A
(ACN:H20, 5:95, v/v, pH = 4 com H;PO,) e B (ACN:H20, 90:10, v/v, pH = 4 com H3PO,); 0 a 100% de
B em 30 min; fluxo de 1 mL/min; concentragao de amostra de 1 mg/mL; volume de inje¢do de 20 pL;
temperatura de 25 °C; detecgédo UV a 210nm.

B 235 =i s 300 335 0 375 nm

B 235 =5 75 300 3is =0 375 nm o 235 =5 s 300 335 = 375 nm

Figura 8 — Espectros UV em PHM: a) tempo de retengao de 5,85 min; b) tempo de retengéo de 6,68
min; c) tempo de retengéo de 9,92 min.



62

185 225 265 308 200 225 250 275 300 325

Figura 9 — Exemplos de espectros UV de compostos inddlicos: a) triptofano e b) serotonina (Fonte:
adaptado de FU et al., 2006; SWEENEY e ASHER, 1990).

4.5 Atividades biolégicas in vitro

4.5.1 Atividade antitumoral

Os resultados obtidos para EBM e particées diante das células HL60 e MCF-
7 estao representados nas figuras 10 e 11.

125+

**%k

*%*

% proliferagao celular
HL60

DM'SO ETO EBM PHEX PDCM PAC PHM

Figura 10 - Atividade antitumoral de EBM, PHEX, PDCM, PAC e PHM frente a linhagem HL60. O
extrato bruto metandlico (EBM) foi utilizado na concentragdo de 100 pug/mL, as particbes hexanica
(PHEX), diclorometanica (PDCM), em acetato de etila (PAC) e hidrometandlica (PHM) foram
avaliadas na concentragdo de 50 ug/mL. DMSO 0,05% e etoposideo (ETO) 10 uM foram usados
como controles negativo e positivo, respectivamente. Os valores obtidos sdo referentes a média +
e.p.m. do percentual da proliferagédo celular (triplicata) calculada em relagdo ao controle do solvente.
ANOVA, seguida pelo teste de Newman-Keuls, utilizado como post-hoc. Valores significativos: *p <
0,001, **p < 0,01 e ***p < 0,05 vs controle negativo.
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Figura 11 - Atividade antitumoral de EBM, PHEX, PDCM, PAC e PHM frente a linhagem MCF-7. O
extrato bruto metandlico (EBM) foi utilizado na concentragdo de 100 pug/mL, as particbes hexanica
(PHEX), diclorometanica (PDCM), em acetato de etila (PAC) e hidrometandlica (PHM) foram
avaliadas na concentragdo de 50 ug/mL. DMSO 0,05% e etoposideo (ETO) 10 uM foram usados
como controles negativo e positivo, respectivamente.Os valores obtidos s&o referentes a média +
e.p.m. do percentual da proliferagédo celular (triplicata) calculada em relagdo ao controle do solvente.
ANOVA, seguida pelo teste de Newman-Keuls, utilizado como post-hoc. Valores significativos: *p <
0,001 e **p < 0,01 vs controle negativo.

4.5.2 Atividade antimicrobiana

O EBM e particbes ndo apresentaram atividade antimicrobiana perante as

estirpes testadas.
4.5.3 Atividade leishmanicida

O EBM e particbes nao apresentaram toxicidade perante as formas
promastigotas de L. major, L. braziliensis, L. chagasi e L. amazonensis (Clsp > 100
Hg/mL)

4.5.4 Avaliagao de citotoxicidade em células de mamiferos

O EBM e particbes nao apresentaram toxicidade perante macrofagos

normais de mamiferos (Clso > 150 pg/mL).

4.6 Atividades farmacolégicas in vivo
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4.6.1 Atividade antinociceptiva

4.6.1.1 Teste de contor¢ées abdominais induzidas por acido acético

Nota-se que na dose testada (100 mg/kg), o EBM administrado via oral foi
capaz de inibir o estimulo da dor induzido pelo acido acético (Figura 12). Vale
ressaltar que ndo houve diferenga significativa entre indometacina e EBM (p > 0,05).
A indometacina e o EBM reduziram o numero de contor¢des em 90% e 72%,
respectivamente, quando comparados com o controle negativo. O mesmo foi
observado para PHM, que reduziu o numero de contorgdes em 78%. N&o foram
encontradas diferencas significativas para as particbes PHEX e PDCM em relagéo
ao controle negativo.

Verificou-se que a atividade antinociceptiva de PHM é inversamente
proporcional a dose, pois com o aumento da mesma a resposta tende a diminuir,
como estd demonstrado na Figura 13. A inibicdo do numero de contor¢des para
PHM 200 e 300 mg/kg foi de 64% e 41%, respectivamente.
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Figura 12 - Efeito de EBM, PHEX, PDCM e PHM via oral diante do teste de contorgdes
abdominais induzidas por acido acético em camundongos. Controle negativo (veiculo),
indometacina 10mg/kg, extrato bruto metandlico (EBM), particio hexanica (PHEX), particdo
diclorometanica (PDCM) e particdo hidrometandlica (PHM) 100 mg/kg foram administrados 60 min
antes da injecdo intraperitoneal de acido acético 0,6%, e o numero de contor¢ées abdominais foi
avaliado durante 30 min. Os valores em cada coluna representam a média = e.p.m. do nimero de
contor¢goes abdominais. ANOVA, seguida pelo teste de Newman-Keuls, utilizado como post-hoc.
Valores significativos: *p < 0,001 ; **p < 0,01 vs controle negativo.
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Figura 13 - Efeito de PHM via oral em diferentes doses diante do teste de contorcées
abdominais induzidas por acido acético em camundongos. Controle negativo (veiculo),
indometacina 10mg/kg e particdo hidrometandlica (PHM) 100, 200 e 300 mg/kg foram administrados
60 min antes da injecdo intraperitoneal de acido acético 0,6%, e o numero de contor¢cdes abdominais
foi avaliado durante 30 min. Os valores em cada coluna representam a média + e.p.m. do nimero de
contor¢goes abdominais. ANOVA, seguida pelo teste de Newman-Keuls, utilizado como post-hoc.
Valores significativos: *p < 0,001 ; **p < 0,05 vs controle negativo.

4.6.1.2 Teste da formalina

Observa-se que na primeira fase do teste da formalina (0-5 min), PHM na
dose de 300 mg/kg foi a mais eficaz, reduzindo em cerca de 50% o tempo de
lambida da pata afetada em comparagdao com o controle negativo. As doses de 200
e 100 mg/kg inibiram a nocicepcao em 45% e 15%, respectivamente (Figura 14). A
dose de 300 mg/kg também foi a mais ativa na segunda fase (15-30 min), inibindo a
nocicepgdao em 86% quando comparada com o veiculo. A indometacina, controle
positivo da segunda fase, reduziu o estimulo em 75%. As doses de 100 e 200 mg/kg
inibiram a nocicepcédo em 48% e 62%, respectivamente (Figura 15).

Neste ensaio, a atividade antinociceptiva de PHM demonstrou ser dose
dependente. Ao contrario do ocorrido no teste de contor¢ées abdominais, a atividade

tende a diminuir com a reducio da dose.
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Figura 14 - Efeito de PHM via oral diante da primeira fase do teste da formalina em
camundongos. Controle negativo (veiculo), indometacina 10mg/kg, morfina 7,5 mg/kg e particao
hidrometandlica (PHM) 100, 200 e 300 mg/kg foram administrados 30 ou 60 min antes da injegédo
subplantar de formalina e o tempo de lambida da pata foi avaliado entre 0 e 5 min apdés a
administragdo do agente irritante. Os valores em cada coluna representam a média + e.p.m. do tempo
em segundos de lambida da pata. ANOVA, seguida pelo teste de Newman-Keuls, utilizado como
post-hoc. Valores significativos: *p < 0,001 ; **p < 0,01; ***p < 0,05 vs controle negativo.
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Figura 15 - Efeito de PHM via oral diante da segunda fase do teste da formalina em
camundongos. Controle negativo (veiculo), indometacina 10mg/kg, morfina 7,5 mg/kg e particao
hidrometandlica (PHM) 100, 200 e 300 mg/kg foram administrados 30 ou 60 min antes da injegao
subplantar de formalina e o tempo de lambida da pata foi avaliado entre 15 e 30 min apds a
administragdo do agente irritante. Os valores em cada coluna representam a média + e.p.m. do tempo
em segundos de lambida da pata. ANOVA, seguida pelo teste de Newman-Keuls, utilizado como
post-hoc. Valores significativos: *p < 0,001 ; **p < 0,01; ***p < 0,05 vs controle negativo.

4.6.1.3 Teste da retirada da cauda (Tail-Flick)

Observa-se na figura 16 que PHM nao foi ativa em nenhuma das doses

testadas.
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Figura 16 - Efeito de PHM via oral diante do teste da retirada da cauda em camundongos.
Controle negativo (veiculo), morfina 7,5 mg/kg e particdo hidrometandlica (PHM) 100, 200 e 300
mg/kg foram administrados 30 ou 60 min antes da imersao do tergco medial da cauda em banho a 55
1 °C, e o tempo de permanéncia da cauda na agua foi mensurado em intervalos de 20 min durante
2h. Os valores em cada coluna representam a média + e.p.m. do tempo de permanéncia da cauda na
agua. ANOVA, seguida pelo teste de Newman-Keuls, utilizado como post-hoc. Valores significativos:
*p < 0,001; **p < 0,05 vs controle negativo.

4.6.1.4 Teste de contor¢coes abdominais induzidas por acido acético em

animais pré-tratados com para-clorofenilalanina (PCPA)

Como previsto, ndo foram observadas diferengas entre os grupos controle
(veiculo + salina e veiculo + PCPA). No entanto, os grupos PHM + salina e PHM +
PCPA também n&o foram diferentes entre si, isto é, PHM permaneceu ativa mesmo
apos o pré-tratamento com um inibidor da sintese de serotonina.

4.6.2 Atividade anti-inflamatoéria

4.6.2.1 Edema de orelha induzido pelo 6leo de créton

Pode-se observar que o tratamento topico com EBM 50 mg/mL n&o reduziu

significativamente o edema de orelha induzido pelo déleo de créton, ao contrario da
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dexametasona (reducdo de 84%). O tratamento via oral de EBM 300 mg/kg e 100
mg/kg aumentou o edema em 80% e 36%, respectivamente. A indometacina, por

sua vez, reduziu o edema em 79%.
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Figura 17 - Efeito de EBM via tépica diante do estimulo inflamatério induzido pelo éleo de
créton em camundongos. Controle negativo (veiculo), dexametasona (Dexa) 0,10 mg/20uL e extato
bruto metandlico (EBM) (50 mg/mL) foram administrados topicamente 15 min apds a aplicacao topica
de 6leo de créton 2,5%. Os valores em cada coluna representam a média + e.p.m. da diferenca de
peso entre orelhas (mg). ANOVA, seguida pelo teste de Newman-keuls, utilizado como post-hoc.
Valores significativos: *p < 0,001 vs controle negativo.
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Figura 18 - Efeito de EBM via oral diante do estimulo inflamatério induzido pelo 6leo de créton
em camundongos. Controle (veiculo), Indometacina 10mg/kg, extrato bruto metandlico (EBM) 100
mg/kg e 300 mg/kg foram administrados via oral 60 min antes da aplicagéo topica de dleo de créton
2,5%. Os valores em cada coluna representam a média + e.p.m. da diferenca de peso entre orelhas
(mg). ANOVA, seguida pelo teste de Newman-keuls, utilizado como post-hoc. Valores significativos:
*p < 0,001 vs controle.
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4.6.2.2 Analise histolégica dos fragmentos de orelhas

A analise histolégica dos fragmentos obtidos das orelhas dos animais foi
realizada a fim de se compreender melhor os resultados observados no teste do
edema de orelha induzido pelo 6leo de créton em que foi administrado EBM via oral.

Como esperado, observou-se microscopicamente a presenga de intenso
edema nos fragmentos de orelha dos animais que receberam o tratamento com
EBM. No entanto, visualmente, a presenca de células inflamatérias nao foi diferente
quando comparada com o controle negativo.

Para efeitos de comparagdo, a Figura 19 mostra a microscopia de uma
orelha normal de camundongo com ambas as coloragdes utilizadas. Nota-se que
mesmo em uma orelha normal ocorre a presenca de mastdcitos, importantes células

envolvidas em processos inflamatorios.

Figura 19 — Microscopia de um fragmento de orelha normal de camundongo. A esquerda a
fotografia de uma lamina corada com hematoxilina-eosina e a direita a fotografia de uma lamina
corada com azul de toluidina, evidenciado a presenga de mastdcitos (aumento de 10x).

A Figura 20 evidencia o edema de orelha de um camundongo tratado com

veiculo. Na prépria coloragdo de hematoxilina-eosina, nota-se a presencga de células
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inflamatérias e de hemacias. Na figura 21 é possivel observar a presenga de

mastocitos.

Figura 20 — Microscopia com coloragao de hematoxilina-eosina de um fragmento de orelha de
um camundongo que recebeu o tratamento com veiculo. A esqueda, fotografia de uma lamina
que evidencia o edema gerado pelo 6leo de créton (aumento de 10x). A direita, fotografia de uma
lamina que evidencia a presenca de células inflamatdrias (seta azul) e hemacias (seta vermelha)
(aumento de 40x).

Figura 21 — Microscopia com coloragao de azul de toluidina de um fragmento de orelha de um
camundongo que recebeu o tratamento com veiculo. As setas evidenciam a presenca de
mastécitos (aumento de 10x).

A Figura 22 evidencia o edema em um fragmento de orelha de um

camundongo tratado com EBM 100 mg/kg. Observa-se na Figura 23 a presenga de
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vasos sanguineos bem dilatados. Nas figuras seguintes é possivel visualizar que a
presenca de mastocitos ndo foi maior nos grupos tratados com EBM 100 e 300

mg/kg do que aquela observada em animais tratados com veiculo.

Figura 22 — Microscopia com coloragao de hematoxilina-eosina de um fragmento de orelha de
um camundongo que recebeu o tratamento com EBM 100 mg/kg. A seta evidencia o edema
(aumento de 10x).

Figura 23 — Presenga de vasodilatagdo em um fragmento de orelha de um camundongo que
recebeu o tratamento com EBM 100 mg/kg. Coloragdo de hematoxilina-eosina. As setas
evidenciam a presenca de vasodilatagdo (aumento de 40x).
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Figura 24 — Microscopia com coloragao de azul de toluidina de um fragmento de orelha de um
camundongo que recebeu o tratamento com EBM 100 mg/kg. As seta evidenciam a presenca de
mastécitos (aumento de 10x).

Figura 25 — Microscopia com coloragao de hematoxilina-eosina de um fragmento de orelha de
um camundongo que recebeu o tratamento com EBM 300 mg/kg. A seta vermelha evidencia o
edema e a seta azul a presenga de vasodilatagdo (aumento de 10x).
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Figura 26 — Microscopia com coloragao de azul de toluidina de um fragmento de orelha de um
camundongo que recebeu o tratamento com EBM 300 mg/kg. A seta vermelha evidencia o edema
e a seta azul a presenga de mastdcitos (aumento de 40x).

5 DISCUSSAO

Todos os constituintes quimicos pesquisados na analise fitoquimica
preliminar foram detectados no EBM, a excegéao de triterpenos e saponinas. Apesar
disso, foram encontradas saponinas em PDCM, provavelmente esteroidais, visto que
nao foram encontrados triterpenos. Saponinas ndo puderam ser detectadas em
EBM, provavelmente, por estarem pouco concentradas. Esteroides, constituintes ja
relatados na espécie, foram identificados em EBM, PHEX, PDCM e PAC (Quadro 1,
p. 59).

As concentracoes de fenodis e flavonoides foram maiores em PDCM,
porém flavonoides foram detectados em todas as amostras, e compostos fendlicos
foram encontrados em EBM, PAC, PB e PHM (Tabela 1, p. 60). Esses constituintes
quimicos, em muitos casos, favorecem a redugao do estresse oxidativo, o qual esta
associado ao desenvolvimento de cancer e ao processo inflamatério (BERRA,
MENCK e MASCIO, 2006; LIU, 2010; VALENTE et al., 2010). Assim, os resultados
encontrados para os teores de fendis e flavonoides reforcam a importancia de

realizar ensaios para a verificagdo de uma possivel atividade antitumoral e anti-



74

inflamatoria das folhas de P. aculeata. Além disso, os efeitos antioxidantes de fendis
e flavonoides também podem contribuir na analgesia. Através de modelos
experimentais de indugdo de nocicepgao por lesdes neuropaticas e pela
administracdo de substancias algicas, foi demonstrado que o0s neurbnios
nociceptivos sdo sensibilizados por radicais livres e que a propagagao da dor
depende de mecanismos espinhais envolvendo a geragdo de espécies reativas do
oxigénio (ERO) (LEE, 2007; VIGGIANO et al., 2005).

EBM e todas as particobes, com excecado de PHM apresentaram
citotoxicidade diante de células MCF-7, porém foram mais ativos contra células
HL60, especialmente PAC (Figuras 10 e 11, p. 62 e 63). Em estudos com outras
plantas do mesmo género, as particdes de acetato de etila também apresentaram
consideravel atividade citotoxica, porém contra outras linhagens celulares que nao a
HL60 (MALEK et al., 2008; NURESTRI; SIM e NORHANOM, 2009; TAN et al.,
2005). Os constituintes quimicos comuns a todas as amostras estudadas foram os
alcaloides e os flavonoides. Vale ressaltar que alguns alcaloides sao utilizados na
pratica médica como quimioterapicos, a exemplo da camptotecina e os alcaloides da
vinca, vincristina e vimblastina (GORDALIZA, 2007). Varios alcaloides do tipo
isoquinolinicos, quinolinicos e inddlicos demonstraram induzir apoptose em células
HL60 (ROSENKRANZ e WINK, 2007).

Em relagdo aos flavonoides, compostos polifendlicos amplamente
distribuidos no reino vegetal, a eles sao atribuidas diversas atividades biolégicas de
plantas, sendo bem documentada a agao antitumoral desses constituintes in vitro e
em modelos animais. Diversos estudos reportam que muitos flavonoides presentes
em vegetais consumidos na dieta apresentam uma reducdo da proliferacdo de
células tumorais. Aliado a isso, a menor incidéncia de cancer de célon, prostata e de
mama nos paises asiaticos, onde o consumo de vegetais, frutas e chas € bem maior
do que nos paises ocidentais, leva ao questionamento se esses alimentos podem
estar exercendo algum efeito quimiopreventivo (KANADASWAMI, et al., 2005). Ha
relatos de alguns flavonoides que exercem consideravel agao citotoxica diante de
células HL60 sem, no entanto, demonstrarem toxicidade frente células normais
(HIRANO; GOTOH e OKA, 1994).

Nao foi observada qualquer atividade de EBM e particdes contra as
estirpes bacterianas testadas. Em um estudo realizado por TURRA e colaboradores

(2007), as folhas de Pereskia grandifolia, também conhecida como ora-pro-nobis,
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nao apresentaram atividade antimicrobiana. Apesar disso, WAHAB e colaboradores
(2009) encontraram atividade antimicrobiana no extrato hexanico de P. bleo contra
P. aeruginosa e S. choleraesuis, e no extrato diclorometanico contra MRSA.

Além disso, nenhuma das amostras estudadas demonstrou toxicidade
diante das formas promastigotas dos parasitos do género Leishmania testados,
tampouco foi observada qualquer atividade contra macrofagos de mamiferos.
Somado a isso, as folhas de P. aculeata sdo amplamente utilizadas na alimentagao
humana e ndo ha relatos de toxicidade. Essas informagbes sugerem que pode haver
uma possivel seletividade da atividade citotéxica para células tumorais, ao menos
para as linhagens celulares testadas.

O teste de contorgdes abdominais induzidas pelo acido acético € um
experimento simples e bastante sensivel para avaliar a resposta antinociceptiva. O
modelo consiste na injegdo do agente irritante na cavidade peritoneal de
camundongos, levando-os a uma resposta frente ao estimulo doloroso caracterizada
pela contratura da musculatura abdominal seguida da extensdao dos membros
posteriores. Assim, a nocicepg¢ao pode ser avaliada em razdo do numero total de
contorgdes observadas durante um dado periodo de tempo (MIRANDA et al., 2007).
Apesar de ser um ensaio mais apropriado para opioides, € amplamente utilizado
como um modelo de indugédo da dor de origem inflamatoria, ja que o acido acético
favorece a sintese e a liberagao de metabdlitos do acido araquidbnico e de outros
mediadores da inflamagdo, como a bradicinina e a histamina (LIMA et al., 2010;
WHITTLE, 1964). Dessa forma, os efeitos antinociceptivos de anti-inflamatérios n&o
esteroidais e de analgésicos de acgéo periférica também podem ser observados a
partir deste modelo. Além disso, drogas que atuam em receptores dopaminérgicos,
antidepressivos triciclicos e inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina também
respondem a este teste, o0 que mostra a participagdo de neurbénios dopaminérgicos,
serotoninérgicos e noradrenérgicos na modulagcdo da dor desencadeada pelo acido
acético (DICKENSON e GHANDEHARI, 2007; DUARTE, NAKAMURA e FERREIRA,
1987).

Uma vez que diversos mecanismos de antinocicepgcdo respondem ao
teste de contorgdes abdominais induzidas pelo acido acético, tanto EBM quanto
particoes de diferentes polaridades foram testadas na mesma concentragao (100
mg/kg) a fim de determinar quais amostras apresentam atividade e qual dentre elas

€ dotada de maior potencial antinociceptivo para posteriormente ser estudada mais
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profundamente. Os resultados dessa triagem demonstraram que PHM é a amostra
mais ativa (Figura 12, p. 64) e, por isso, julgou-se necessario realizar o mesmo
experimento com diferentes doses dessa particdo com o intuito de verificar se tal
atividade é dose-dependente. Os resultados sugerem que quanto menor a dose,
maior a resposta da droga frente ao estimulo doloroso causado pelo acido acético.
Para compreender melhor os possiveis mecanismos envolvidos na antinocicepgao
foram realizados os testes da formalina e de retirada da cauda.

O teste da formalina é um modelo quimico de indug¢ao da dor que permite
determinar se a agdo de uma substancia analgésica se da a nivel central ou
periférico. A injegao subplantar de formalina em ratos ou camundongos provoca uma
resposta comportamental bifasica caracterizada pela lambida da pata: uma fase
inicial que ocorre por cerca de 5 minutos apds a injecédo, a qual esta relacionada
com a sensibilizagdo direta de nociceptores de fibras aferentes do tipo C e do tipo
Ad (dor neurogénica); e uma segunda fase que ocorre apdés um periodo de
quiescéncia, avaliada entre 15 e 30 minutos desde a inje¢ao e associada a liberagao
de mediadores inflamatérios, como prostaglandinas, histamina, bradicinina, entre
outros (dor inflamatodria) (HUNSKAAR; FASMER e HOLE, 1985).

Analgésicos opioides, como a morfina, inibem a nocicepgéo causada pela
formalina em ambas as fases, enquanto corticosteroides e AINES, como a
indometacina, sdo capazes de suprimir apenas a segunda fase, especialmente
quando a formalina € injetada em maiores concentragées (LE BARS; GOZARIU e
CADDEN, 2001). Analgésicos n&o opioides que atuam central e perifericamente
respondem em ambas as fases do teste da formalina, porém sdo mais eficazes na
segunda fase, na qual, geralmente, sdo necessarias doses menores da droga para
causar o efeito antinociceptivo (SHIBATA et al., 1989).

Os resultados demonstraram que PHM na dose de 300 mg/kg foi capaz
de inibir o estimulo doloroso em ambas as fases do teste da formalina, no entanto
apresentou maior atividade na segunda fase, onde a dose de 200 mg/kg também foi
ativa de maneira significativa (Figura 13, p. 65). Essa informagao sugere que o
mecanismo de acdo ndo envolve a ativacdo de receptores opioides, mas esta
associado a uma acgao central e, provavelmente, periférica.

O teste da retirada da cauda consiste em avaliar a resposta de uma
substancia em consequéncia de um estimulo nociceptivo termogénico. A imersao da

cauda do animal na agua quente provoca um movimento abrupto da mesma e, em
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alguns casos, o recolhimento de todo o corpo. Os mecanismos associados a essa
resposta ainda ndo sao totalmente esclarecidos, porém reconhece-se que, como em
toda resposta reflexa, deve haver um envolvimento de estruturas supra-espinhais.
Entretanto, as informacdes disponiveis na literatura sugerem que mecanismos muito
mais complexos estdo envolvidos. Além disso, é consenso de que esse teste é
eficaz apenas para determinar a atividade analgésica de agonistas opioides, sendo
bem adequado para prever a analgesia dessas drogas em seres humanos (LE
BARS; GOZARIU e CADDEN, 2001). Nao foi observada atividade para PHM no
teste de retirada da cauda em nenhuma das doses testadas, o que reforca o
resultado encontrado no teste da formalina, pois em ambos os casos a amostra ndo
demonstrou apresentar agao opioide.

O modelo do edema de orelha induzido pelo éleo de créton ou por outros
agentes flogisticos permite a avaliacdo da atividade anti-inflamatoria em nivel de
pele, de extratos vegetais ou substéncias isoladas, quando administrados
topicamente ou mesmo de maneira sistémica. Apesar de variados modelos de
inflamacéao ja terem sido desenvolvidos, o edema de orelha apresenta vantagens
importantes, por ser um método rapido, simples, que requer pouca quantidade de
amostra e fornece resultados bem reprodutiveis, com baixa probabilidade de erros
(GABOR, 2003). O 6leo de créton contém o 12-o-tetradecanoilforbol-13-acetato
(TPA) e outros ésteres de forbol, responsaveis por seu efeito irritante. O TPA é
ativador da proteina quinase C (PKC) que, por sua vez, ativa proteinas quinases
ativadas por mitogenos (MAPK) e a enzima fosfolipase A; (PLA;), a qual favorece a
liberagao do fator de ativagao plaquetaria (PAF) e de acido araquiddnico (AA). Esses
mecanismos induzem ao aumento da permeabilidade vascular, vasodilatacao,
migragcdo leucocitaria, liberacdo de histamina e serotonina, e produgdo de
eicosanoides sintetizados pelas enzimas ciclooxigenase (COX) e 5-lipoxigenase (5-
LPOX) (SARAIVA et al., 2010).

O EBM nao foi capaz de reduzir o edema de orelha quando aplicado
topicamente, mas aumentou o edema quando administrado via oral (Figuras 17 e 18,
p. 68). Apesar desse aumento, o EBM ndo demonstrou ser dotado de atividade pré-
inflamatéria no teste de contor¢cdes abdominais, pois, do contrario, teria
potencializado a dor de origem inflamatdria induzida pelo acido acético.

Além disso, a analise histologica dos fragmentos de orelha obtidos apds o

experimento revelou que, visualmente, ndo ha diferengcas quanto a presencga de
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células inflamatodrias nas orelhas dos animais tratados com veiculo, EBM 100 e 300
mg/kg (Figuras 20 a 26, p. 70 a 73). Isso sugere que o intenso edema causado pelo
extrato ndo decorreu de um aumento da resposta inflamatéria, mas sim de uma
atividade edematogénica que deve estar relacionada exclusivamente a uma agéao
vasodilatadora, o que confere com a presenga de vasos sanguineos bem dilatados
em orelhas de animais tratados com EBM.

Uma hipétese para explicar tais resultados esta no fato de que as folhas
de P. aculeata s&o ricas em proteinas abundantes em triptofano (TAKEITI, et al.,
2009). Esse aminoacido é precursor da serotonina, que no processo inflamatorio é
liberada pelas plaquetas e aumenta a permeabilidade vascular e a vasodilatagao
sem exercer papel quimiotatico para leucécitos, ao mesmo tempo em que possui
acao analgésica em nivel de medula espinhal, nas vias descendentes da dor
(KAPCZINSKI et al., 1998; MILLAN, 2002; RYAN e MAJNO, 1977). O triptofano pode
ser obtido pela dieta, e apds sua absorgao no trato gastrintestinal é transformado em
serotonina pelos neurbnios serotoninérgicos e pelas células cromafins do intestino,
através das quais as plaquetas captam a serotonina com o auxilio de um
transportador especifico, ja que estas ndo possuem as enzimas necessarias para
sintetizar e liberar essa substancia na regido inflamada (RANG, DALE e RITTER,
1995; SUNDERS-BUSH e MAYER, 2001). A diminuicdo da disponibilidade de
triptofano, consequentemente de serotonina, esta consistentemente associada com
a depressao, ansiedade, disturbios do apetite e hipersensibilidade a dor crénica e
aguda. A serotonina, por sua vez, € precursora do horménio pineal melatonina, um
potente antioxidante e imunoestimulador utilizado como adjuvante no tratamento de
sindromes dolorosas, como cefaléias e fibromialgias. Dessa forma, a suplementagéo
com triptofano funciona como auxiliar no tratamento da dor, ao aumentar n&o
somente 0s niveis de serotonina antinociceptiva, mas também de melatonina
(BRIOSCHI et al., 2009).

Nas plantas, o triptofano ndo é apenas o precursor da serotonina,
amplamente distribuida no reino vegetal, mas também é a matéria prima para a
biossintese de alcaloides inddlicos. Por possuirem semelhangas com as aminas
bioativas quanto a estrutura quimica, a maioria dos alcaloides inddlicos afeta os
sistemas adrenérgicos, serotoninérgicos, dopaminérgicos ou colinérgicos, quando
sdo dotados de atividades biologicas. Como exemplo, pode-se citar a triptamina,

harmina, estricnina, psilocibina, reserpina, entre tantos outros (DEWICK, 2002;
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OLIVEIRA et al., 2009). Muitos alcaloides inddlicos sdo conhecidos, por exemplo,
como vasodilatadores (OZAKI, 1990). Uma vez que dados na literatura sugerem que
as folhas de P. aculeata sao abundantes em triptofano, € possivel que alcaloides
inddlicos sejam biossintetizados na espécie e estejam envolvidos nas respostas
antinociceptiva e edematogénica de EBM e antinociceptiva de PHM.

Dessa forma, para detectar na espécie a presenca de compostos
contendo o grupo inddlico, foi realizada a reagdo de Hopkins-Cole, na qual a
amostra é colocada em contato com uma solugéo de acido glioxilico e outra de acido
sulfurico concentrado. A formagdo de um anel violeta indica a presenca de
compostos inddlicos. Tanto o EBM quanto as particées positivaram, sugerindo que,
de fato, compostos inddlicos estejam entre os constituintes quimicos encontrados
nas folhas de P. aculeata. Vale ressaltar que o reagente de Dragendorff detectou a
presenga de alcaloides em todas as amostras (Quadro 1, p. 59). Além disso, o
cromatograma da analise de PHM por CLAE revelou constituintes cujos espectros
UV séo tipicos de compostos inddlicos (Figura 7, p. 61).

Assim, uma vez que PHM apresenta uma atividade antinociceptiva de
acao central desprovida de efeitos opioides, que a serotonina € a unica amina
bioativa que apresenta o grupo inddlico, e que esse neurotransmissor € o principal
mediador envolvido no controle descendente da modulag&o da dor (MILLAN, 2002;
RANG et al., 2004), foi realizado o teste de contor¢des abdominais induzidas pelo
acido acético em animais pré-tratados com PCPA. Essa substancia é uma inibidora
da sintese de serotonina e permite avaliar se existe a participagdo de uma droga no
aumento da produgdo ou liberagdo desse neurotransmissor. Uma droga que
apresente uma atividade antinociceptiva decorrente desse mecanismo tera seu
efeito perdido, visto que sua agao esta bloqueada pela PCPA (WERNER et al.,
2009). O pré-tratamento com PCPA foi incapaz de reverter o efeito de PHM,
sugerindo que sua atividade n&o esta relacionada com componentes pré-sinapticos
serotoninérgicos, o que nao descarta a possibilidade dos efeitos estarem associados
com a ativagao direta dos receptores de serotonina.

Vale ressaltar que as atividades edematogénica de EBM e antinociceptiva
de EBM e PHM nao necessariamente estdo associadas a uma agéo serotoninérgica,
uma vez que outros mecanismos podem estar envolvidos na vasodilatagdo e outras
diversas substancias e neurotransmissores, como a noradrenalina e a dopamina,

participam na propagagao e modulacéo da dor.
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6 CONCLUSAO

A caracterizagao fitoquimica preliminar demonstrou que as folhas de
Pereskia aculeata Miller apresentam os seguintes constituintes quimicos: fendis,
taninos condensados, taninos hidrolisaveis, cumarinas, antraquinonas, antronas,
flavonoides, alcaloides e esteroides. A partigdo diclorometanica apresentou os
maiores teores de fendis e flavonoides dentre as amostras estudadas.

As folhas dessa espécie possuem substancias téxicas para células
tumorais das linhagens MCF-7 e HL60, porém né&o foi observada toxicidade perante
outros tipos celulares, como células bacterianas, de parasitos do género Leishmania
e células de mamiferos. Além disso, as folhas da planta sdo comumente utilizadas
na alimentagdo humana e nao ha relatos de toxicidade. Essas informagdes sugerem
que pode haver uma possivel seletividade da atividade citotoxica para células
tumorais, ao menos para as linhagens celulares testadas.

O efeito edematogénico encontrado para o extrato bruto metandlico das
folhas da planta ndo parece estar associado a uma atividade proé-inflamatéria, mas
sim vasodilatora. No entanto, ressalta-se a necessidade da realizagdo de
experimentos especificos com o intuito de confirmar essa premissa.

Dentre as amostras estudadas, a particao hidrometandlica apresentou o
maior potencial antinociceptivo, cujo mecanismo de agdo nao esta relacionado a
ativacao de receptores opioides, apesar de haver um componente central. Uma vez
que os picos observados em CLAE de tempo de retencédo 5,85; 6,68 ¢ 9,92 min
possuem espectro UV tipico de compostos inddlicos, constituintes quimicos
estruturalmente semelhantes a serotonina, levanta-se a hipotese de que a atividade
antinociceptiva da particio em questdo esteja relacionada com uma agao
serotoninérgica na via descendente da modulagdo da dor. Os resultados sugerem
que nao ha qualquer participagdo das substancias ativas na sintese ou liberagao
desse neurotransmissor, 0 que nao exclui a possibilidade de atuacdo direta em
receptores de serotonina.

Os resultados apresentados demonstram que as folhas de Pereskia
aculeata Miller sao dotadas de constituintes quimicos com potencial antitumoral e
analgésico, e abrem perspectivas futuras para estudos quimicos e farmacoldgicos
mais profundos a fim de identificar as substancias bioativas responsaveis pelos

efeitos observados bem como esclarecer o seu mecanismo de agéo.
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ABSTRACT

Pereskia aculeata Miller is a climbing cactus naturally distributed from south to
northeast of Brazil, where its succulent leaves are commonly used by natives as
a vegetable. There are reports that leaves of P. aculeata are also used in
Brazilian folk medicine as emollients, in skin wound healing, and to treat
inflammation. In this work, it was realized a phytochemical characterization and
evaluated the antinociceptive activity of hydromethanolic fraction obtained by
solvent partition from methanol crude extract of P. aculeata leaves, performing
the acetic acid-induced writhing, formalin, and tail-flick tests in mice. The results
showed the presence of phenols, tannins, coumarins, anthrones, flavonoids,
alkaloids, and indole compounds. A significative antinociceptive activity,
comparative to the standard drugs, was also observed, probably related to
peripheral and central components. This study is the first report on the

antinociceptive effect of this plant.
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1. Introduction

Pereskia aculeata Miller is a climbing plant native to South America and
adapted only at low altitudes. It is a cactus naturally distributed from south to
northeast of Brazil, where its succulent leaves are commonly used by natives as
a vegetable in traditional cuisine (Morton, 1987; Peterson, Rosa & Souza, 2003;
Downie & Hill, 2009).

The nutritional value of the leaves of P. aculeata is related mainly to the
high content of proteins (25.5% m/m), which is much higher when compared to
lettuce (1.3% m/m), kale (1.6% m/m), common corn (7.6-10.0% m/m), or bean
(18-20% m/m), for example (Mercé, Landaluze, Mangrich, Szpoganicz &
Sierakowski, 2001). In many low-income communities, leaves of P. aculeata are
used as the main proteins source, so this vegetable is also known as “meat of
the poor” (Mahan & Escott-Stamp, 2002; Takeiti, Antonio, Motta, Collares-
Queiroz & Park, 2009). Tryptophan is the most abundant amino acid in these
proteins. The leaves also contain high levels of total dietary fiber, vitamins A, C,
and folic acid, in addition to minerals such as calcium, magnesium, manganese,
and zinc (Takeiti et al., 2009)

P. aculeata also have a potential industrial application, since the
arabinogalactan biopolymer found in the leaves is capable of binding to Fe”",
Co®, cu*, Mn?" and Ni** ions. Complexes of ions and polysaccharides are
widely used as additives for food, pharmaceuticals, paper, and paint. Moreover,

polysaccharides such as arabinogalactan have well-known physical properties
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that can provide additional enforcement in food and pharmaceutical technology
(Mercé et al., 2001).

Besides used in food, there are reports that the leaves of P. aculeata are
also used in Brazilian folk medicine as emollients due to their high mucilaginous
content, in skin wound healing, and to treat inflammation (Duarte & Hayashi,
2005; Sartor et al., 2010). Nevertheless, there are only few studies about their
phytochemicals and therapeutic potential, although plants used in traditional
medicine consists of valuable resource in search for new therapeutic agents
(Fabricant & Farnsworth, 2001).

In our laboratory, we performed some preliminary screening tests to
evaluate the therapeutic potential of this vegetable, using methanol crude extract
and its fractions obtained by solvent partitions. The most promising results we
considered are related to the antinociceptive effects, especially for
hydromethanolic fraction of the leaves which contains the most polar
compounds. So, the aims of this study were to report the phytochemical
characterization and antinociceptive activity of hydromethanolic fraction from

methanol crude extract of P. aculeata.

2. Materials and Methods

2.1. Plant material and preparation of hydromethanolic fraction
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Leaves of P. aculeata were collected in Juiz de Fora (MG, Brazil) in
August, 2010, in the morning. The plant was identified by the herbarium
Leopoldo Krieger of Federal University of Juiz de Fora, where a voucher
specimen (No. 57539) was deposited for future evidence.

The leaves were air-dried in a well-ventilated place at room temperature
(25 °C) for fifteen days. Once dried, the material (approximately 1 kg) was
powdered using a knife mill and then extracted by maceration with methanol until
exhaustion. The extract was concentrated on a rotatory evaporator to obtain the
crude methanol extract (140 g), which was dissolved in water/methanol (8:2 v/v)
and then fractioned with different solvents in order of increasing polarity: hexane,
dichloromethane, ethyl acetate and butanol. This process resulted in a remaining

hydromethanolic fraction (HMF - 12 g) which was stored in a refrigerator at 4°C.

2.2. Phytochemical characterization

The phytochemical characterization of HMF was performed by thin-layer
chromatography on chromatoplates coated with silica gel 60 F 254 which were
sprayed by the following reagents: FeCl; 1% (phenols, condensed and
hydrolysable tannins), KOH 5% (coumarins, anthraquinones, and anthrones),
NP/PEG or AICI; 1% (flavonoids), Dragendorff reagent (alkaloids), and
Liebermann-Burchard reagent (steroids and triterpenes), and also visualized

under 365 nm UV light or visible light (Bladt, Wagner & Zgainski, 1984). Ten uL
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of HMF were applied on chromatoplates for elution with ethyl acetate/methanol

5:5 (viv).

2.3. Search for indole compounds

Hopkins and Cole reaction (Hopkins & Cole, 1901) was used to verify the
presence of indole compounds. Briefly, a small amount of HMF was solubilized
in a glyoxylic acid solution, and then concentrated sulfuric acid was added

slowly. A violet ring appears when sample contains indole compounds.

2.4. Animals

Male Swiss mice (20-30 g) bred in Center of Reproductive Biology
(Federal University of Juiz de Fora, Brazil) were used. The animals were kept
under standard temperature (22 °C), 12/12 h light/dark cycle, and had food and
water ad libitum. Before performing each test, the animals were kept without food
for a period of 12 hours. The groups consisted of 6-8 mice. All experimental
procedures are in accordance with the Ethical Principles of Animal Research
adopted by Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA- Protocol no

009/2009).

2.5. Acetic acid-induced writhing test
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This test was carried out according to the method described by Koster,
Anderson and de Debeer (1959). Groups of mice received HMF in different
doses (100, 200, or 300 mg/kg), vehicle (negative control), or indomethacin 10
mg/kg, used as reference drug. All solutions were prepared in saline with Tween
80 12% (v/v) and administered orally at 10 ml/kg. One hour after administration
of respective treatments, mice were ip injected with acetic acid 0.6% 10 ml/kg.
For 30 minutes the number of writhings (constriction of abdominal wall with

extension of hind paws) was counted.

2.6. Formalin test

This test was carried out according to the method described by Hunskaar,
Fasmer and Hole (1985). One hour after oral administration of vehicle,
indomethacin, HMF in different doses (100, 200, or 300 mg/kg), or 30 min after
ip administration of morphine 7.5 mg/kg (10 mi/kg); 20 ul of 2% formalin (v/v)
were injected into the subplantar tissue of the right hind paw. The licking paw
time was determined during 5 min (first phase) and between 15 and 30 min

(second phase) after formalin injection.

2.7. Tail-flick test

Antinociception was also determined by the tail-flick test (D"Amour &

Smith, 1941). Firstly, each mouse was immobilized inside a small plastic tube
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with ventilation, so that the tail remained outside the tube. One-third of the tail
was immersed in a 55 °C + 1 water bath and the baseline reaction time was
measured twice at 20 min intervals. Then, one hour after oral administration of
vehicle, HMF in different doses (100, 200, or 300 mg/kg), or 30 min after ip
injection of morphine 7.5 mg/kg (10 ml/kg), the reaction time was measured
again at 20 min intervals up to 2 hours. A 15 s cut-off time was used to prevent

tissue damage.

2.8. Acetic acid-induced writhing test in animals pretreated with PCPA

To verify if HMF mechanism of action involves synthesis or release of
serotonin, mice were treated with p-chlorophenylalanine (PCPA) 100 mg/kg, an
inhibitor of serotonin synthesis, or saline at 10 mL/kg ip for 4 consecutive days,
once a day. On the forth day, mice were pretreated 20 min before oral
administration of vehicle (saline containing Tween 80 12%) or HMF 100 mg/kg.
Then, the acetic acid-induced writhing test was performed again as previously

described (Werner et al., 2009).

2.9. Statistical analysis

The results were expressed as mean £ S.E.M. and One-way ANOVA

followed by Newman-Keuls test were used for statistical analysis. Two-way
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ANOVA followed by Bonferroni test were used for tail-flick test. p < 0.05 was

considered significant.

3. Results and Discussion

The acetic acid-induced writhing test showed that the antinociceptive
activity of HMF was inversely proportional to the administered doses, since the
dose of 100 mg/kg was the most active, reducing by 78% the number of
writhings, while the doses of 200 and 300 mg/kg inhibited the painful stimulus by
64% and 41%, respectively, as shown in Fig. 1. In spite of being a more
appropriate assay for opioids, this test is widely used as a model for induction of
inflammatory origin pain, since the acetic acid induces the synthesis of
arachidonic acid metabolites and other inflammation mediators (Whittle, 1964;
Lima et al. 2010). Thus, the antinociceptive effects of non-steroidal anti-
inflammatories and peripheral analgesics may also be observed from this model.
Moreover, drugs that act in dopaminergic receptors, tricyclic antidepressants and
selective serotonin reuptake inhibitors also respond to this test, which shows the
participation of serotonergic and noradrenergic neurons at pain modulation
induced by acetic acid (Duarte, Nakamura & Ferreira, 1987; Dickenson &
Ghandehari, 2007). So, to better understand the possible mechanisms involved
in the antinociceptive activity of HMF, the formalin and tail-flick tests were

accomplished.
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The formalin test is a chemical model of pain induction that may
determine if the mechanism of action of an analgesic drug occurs centrally or
peripherally. The subplantar injection of formalin in mice or rats causes a
biphasic behavioral response characterized by paw licking during an initial phase
that occurs about 5 minutes after the injection, which is related to the direct
activation of nociceptors in C and Ad afferent fibers (neurogenic pain), and
during a second phase that occurs between 15 and 30 minutes after the formalin
injection, associated to inflammatory mediators release, such as prostaglandins,
histamine, bradykinin, and others (inflammatory pain) (Hunskaar et al., 1985).
Opioid analgesics, like morphine, inhibit the nociception caused by formalin in
both phases while anti-inflammatories, such as indomethacin, are capable of
suppress only the second phase (Le Bars, Gozariu & Cadden, 2001). Non
opioid analgesics that act centrally and peripherally are active in both phases of
the formalin test, however they are more effective in the second phase, in which,
generally, lower doses of the drug are sufficient to cause the antinociceptive
effect (Shibata, Ohkubo, Takahashi & Inoki, 1989).

The results showed that the antinociceptive activity of HMF was dose-
dependent in the formalin test, unlike occurred in the acetic acid-induced writhing
test. In the first phase of the formalin test, the dose of 300mg/kg was the most
effective, reducing about 50% the licking paw time compared to the negative
control, while the doses of 200 and 100 mg/kg inhibited the nociceptive effect by
45% and 15%, respectively (Fig.2). The dose of 300 mg/kg was also the most

active in the second phase, inhibiting the nociception in 86%, while the doses of
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200 and 100 mg/kg reduced the painful stimulus by 62% and 48%, respectively
(Fig. 3). Those results suggested that the mechanism of action of HMF did not
involve opioids receptors activation, but it was probably associated to a central
and peripheral activity.

The tail-flick test consists in evaluating the response of a drug in
consequence of a thermogenic stimulus. The immersion of the tail in hot water
causes an abrupt movement of the tail and, in some cases, the contraction of the
whole body. The mechanisms associated to this response are not totally clear
yet, however it is recognized that this test is effective only to determine the
analgesic activity of opioid agonists (Le Bars et al., 2001). No activity was
observed for HMF in the tail-flick test in none of the tested doses, which
reinforced the results found in the formalin test, as HMF did not demonstrate
opioid action in both cases.

The phytochemical characterization revealed the presence of phenols,
tannins, coumarins,anthrones, flavonoids and alkaloids that are possibly indole
alkaloids, since a violet ring appeared in Hopkins and Cole reaction, revealing
the presence of indole compounds. According to the literature, P. aculeata
leaves are abundant in protein rich in tryptophan, an indole amino acid (Takeiti et
al., 2009). In plants, tryptophan is the precursor of indole alkaloids, compounds
containing the indole group that presents structural similarities to bioactive
amines. Most of these alkaloids, when biologically active, affect the adrenergic,
serotonergic, dopaminergic or cholinergic systems, such as tryptamine, harmine,

strychnine, psilocybin, reserpine, among many others (Dewick, 2002; Oliveira,
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Freitas, Mathias & Braz-Filho, 2009). These systems are directly related to
spinal cord pain control (Millan, 2002). Thus, it is possible that indole alkaloids
might be involved in the antinociceptive activity of HMF. Once HMF presented a
central action devoid of opioid effects and serotonin is the only bioactive amine
that presents the indole group, the acetic acid-induced writhing test was
accomplished after the pre-treatment with PCPA, in order to verify if the HMF
activity is related to the synthesis or release of serotonin. PCPA is an inhibitor of
the serotonin synthesis and allows evaluating if a compound could increase the
serotonin synthesis or enhance the release of this neurotransmitter in the
synaptic cleft, once the reversion of the antinociceptive activity indicates that the
compound is acting by this mechanism which is blocked by PCPA (Werner et al.,
2009). The results showed that PCPA was unable to revert the antinociceptive
effects of HMF, suggesting that its activity was not related to the synthesis or
release of serotonin, however it was not discarded the possibility that this activity

was associated to direct activation of serotonin receptors.

4. Conclusion

This study showed that the leaves of Pereskia aculeata Miller are not only
a vegetable of high nutritional value, but are also endowed with chemical
constituents with analgesic potential, which effects are likely to occur at
peripheral and central level, although they are not related to opioid receptors

activation or to the serotonin synthesis and release. It is possible that the
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presence of indole alkaloids in HMF might be involved in its antinociceptive

activity. This study is the first report on the antinociceptive effect of this plant.
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Captions

Fig. 1. Effect of HMF oral administration on acetic acid-induced writhing test in
mice. Vehicle, indomethacin 10 mg/kg and HMF 100, 200 and 300 mg/kg were
administered orally 60 min before acetic acid 0.6% injection. The number of
writhings was counted for 30 min. The values of each column represent the
mean + SD. ANOVA followed by Newman-Keuls, used as post-hoc. Significant

values: *p < 0.001 and **p < 0.05 compared to vehicle.

Fig. 2. Effect of HMF oral administration on the first phase of formalin test in
mice. Vehicle, indomethacin 10 mg/kg and HMF 100, 200 and 300 mg/kg were
administered orally while morphine 7.5 mg/kg was administered intraperitoneally
60 and 30 min respectively before formalin injection. The licking paw time was
counted for 5 min after formalin injection. The values of each column represent
the mean + SD. ANOVA followed by Newman-Keuls, used as post-hoc.

Significant values: *p < 0.001, **p < 0.01 and ***p < 0.05 compared to vehicle.

Fig. 3. Effect of HMF oral administration on the second phase of formalin test in
mice. Vehicle, indomethacin 10 mg/kg and HMF 100, 200 and 300 mg/kg were
administered orally while morphine 7.5 mg/kg was administered intraperitoneally
60 and 30 min respectively before formalin injection. The licking paw time was
counted between 15 and 30 min after formalin injection. The values of each

column represent the mean £ SD. ANOVA followed by Newman-Keuls, used as
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