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RESUMO

Durante muito tempo, o uso de plantas medicinais foi o principal recurso terapéutico
utilizado para tratar enfermidades. Ha varios relatos a respeito das propriedades
farmacoldgicas de Campomanesia xanthocarpa, popularmente conhecida como
gabiroba. Com base nessas informacdes, a espécie vegetal em questdo, ja usada
(popularmente) como planta medicinal para o tratamento de doencas inflamatorias,
de ulceras, antidiarreico, dentre outros usos, € uma candidata promissora para tais
estudos. Inicialmente, realizou-se uma triagem fitoquimica preliminar, por meio de
testes qualitativos da droga vegetal oriunda das folhas de Campomanesia
xanthocarpa O. Berg, que detectaram compostos como flavonoides, taninos,
catequinas, triterpendides, esterdides e saponinas. Na andlise por CCD foi utilizado
diferentes reveladores, analisando os extratos hidroetandlico seco das folhas, raiz e
caule de Campomanesia xanthocarpa O. Berg. Foi detectado saponinas, acido
fendlicos, flavonoides, taninos condensados, catequinas, triterpendides e
antocianidinas. As andlises quimicas quantitativas demonstraram que o extrato seco
do caule foi o que apresentou o maior teor de compostos fendlicos (39,3 + 18° mg
EAG), enquanto o extrato da folha foi o que demonstrou conter a maior quantidade
de flavonoides (23,3 + 2,1° mg EQ). Nas anélises de atividade antif(ingica, o extrato
do caule foi 0 que se mostrou mais ativo contra as leveduras testadas, sendo efetivo
a quase todas, destacando C. glabrata (MICso de 3,9) e C. Krusei (MICso de 15,625)
que apresentaram MIC inferior ao controle fluconazol. Nos ensaios antiinflamatérios
e anticonceptivos evidenciou, através dos testes de formalina, peritonite induzida por
LPS e Von Frey filamento, uma possivel acdo anti-inflamatéria e antinoceptiva do
extrato seco das folhas. No teste de Formalina, ndo ocorreu diminuicdo significativa
do tempo de lambida apenas no extrato de 1000 mg/kg quando comparada ao grupo
veiculo (p < 0,05) e na fase Il houve uma diminuicdo no tempo de lambida em todas
concentracfes quando comparada ao grupo controle Veiculo. No teste de Peritonite
induzida por LPS houve uma diminui¢cdo na contagem de leucocitos os extratos de
10 e 100 mg/Kg quando comparada ao grupo controle Veiculo + LPS, com p < 0,05.
No teste de Von Frey filamento, apds a administracdo da carragenina houve
aumento do limiar mecanico em todos as concentragbes de extrato ja na primeira

hora.
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antinociceptiva; antiinflamatoria.



ABSTRACT

For a long time, the use of medicinal plants was the main therapeutic resource used
to treat diseases. There are several reports on the pharmacological properties of
Campomanesia xanthocarpa, popularly known as gabiroba. Based on this
information, the plant species in question, already used (popularly) as a medicinal
plant for the treatment of inflammatory diseases, ulcers, antidiarrheal, among other
uses, is a promising candidate for such studies. Initially, a preliminary phytochemical
screening was carried out by means of qualitative tests of the vegetal drug from the
leaves of Campomanesia xanthocarpa O. Berg, which detected compounds such as
flavonoids, tannins, catechins, triterpenoids, steroids and saponins. In the analysis by
CCD was used different developers, analyzing the dry hydroethanolic extracts of the
leaves, root and stem of Campomanesia xanthocarpa O. Berg. Saponins, phenolic
acids, flavonoids, condensed tannins, catechins, triterpenoids and anthocyanidins
were detected. The quantitative chemical analysis showed that the dry extract of the
stem had the highest content of phenolic compounds (39.3 + 18c mg EAG), while the
leaf extract was the one that showed the highest amount of flavonoids (23.3 + 2.1 mg
EQ). In the analysis of antifungal activity, the stem extract was the most active
against the tested yeasts, being effective to almost all of them, highlighting C.
glabrata (MIC50 of 3.9) and C. Krusei (MIC50 of 15,625) that presented MIC lower
than the fluconazole control. In the antiinflammatory and contraceptive tests, through
formalin tests, peritonitis induced by LPS and von Frey filament, showed a possible
anti-inflammatory and antinoceptive action of the dry leaf extract. In the Formalin test,
there was no significant decrease in lick time only in the extract of 1000 mg / kg when
compared to the vehicle group (p <0.05) and in phase Il there was a decrease in lick
time in all concentrations when compared to the Control group Vehicle. In the LPS-
induced peritonitis test, there was a decrease in the leukocyte count of the extracts of
10 and 100 mg / kg when compared to the vehicle + LPS control group, with p <0.05.
In the Von Frey filament test, after carrageenan administration there was an increase

in the mechanical threshold at all concentrations of extract already in the first hour.

Keywords: medicinal plants; phytochemicals compounds; antifungal activity;

antinociceptive; anti-inflammatory.
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INTRODUCAO

A atividade farmacolégica de extratos vegetais e fitoquimicos com
finalidade medicinal é uma pratica antiga, sendo que, segundo a OMS
(Organizacdo Mundial da Saude), a maioria da populacdo de paises em
desenvolvimento recorre ao uso de plantas medicinais como forma alternativa
de tratamento (DUARTE et al., 2004; GONCALVES; FILHO; MENEZES, 2005).

Desde cedo as primeiras civilizagcdes perceberam que algumas plantas
continham principios ativos que eram utilizados no combate as doencas devido
ao seu poder curativo. Durante muito tempo, o uso de plantas medicinais foi o
principal recurso terapéutico utilizado para tratar enfermidades. Atualmente, com
0S avancos tecnoldgicos, sobretudo no ambito das ciéncias da saude, novas
maneiras de tratar e curar as doencas foram surgindo (BADKE et al, 2011).

A fitoterapia € vista como opc¢do alternativa na busca de solucbes
terapéuticas, utilizada principalmente pela populacdo carente, pois se trata de
uma alternativa eficiente, barata e culturalmente difundida (FRANZON et al.,
2009).

No Brasil, mesmo com o incentivo da industria farmacéutica para a
utilizacdo de medicamentos industrializados, grande parte da populacdo ainda
se utiliza de préaticas complementares para cuidar da saude, como o uso das
plantas medicinais, empregada para aliviar ou mesmo curar algumas
enfermidades. Atualmente, as mudancas econémicas, politicas e sociais que
eclodiram no mundo influenciaram ndo s6 na salde das pessoas como também
nos modelos de cuidado (BADKE et al, 2011).

O uso de plantas medicinais, especialmente na América do Sul, contribui
de maneira significativa para cuidados basicos com a saude da populagéo, além
da sua importancia como fonte de recursos econdmicos (RIBEIRO et al., 2007;
GONCALVES; FILHO; MENEZES, 2005). Devido a grande diversidade da flora
brasileira, muitas espécies vém sendo utilizadas como objetos de pesquisas
para o desenvolvimento de novos farmacos (ALVARENGA et al, 2007).

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de frutos devido a sua
extensao territorial, posicdo geografica, solo e condi¢cdes climaticas adequadas,
sendo possivel a producdo de frutos praticamente o ano todo com auxilio

tecnolégico (LAGO; SILVA 2006). Grande parte dos frutos produzidos possui
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alguma acdo farmacologica, sendo objetos de estudos na busca de novos
medicamentos.

O bioma do cerrado abrange a boa parte da regido central do pais, onde
h& grande concentracdo populacional, apresentando uma grande demanda de
plantas medicinais, passiveis de serem exploradas cientificamente (ZUCCHI et
al, 2013).

No Brasil, a planta comestivel Campomanesia xanthocarpa O.Berg.
(Myrtaceae), popularmente conhecido como "guavirova", “gabiroba” ou
‘guabiroba” € uma espécie nativa do Brasil, mas ndo endémica, com
ocorréncia na mata Atlantica e no cerrado. (KLAFKE et al,2010).

Estudos tém demonstrado que C. xanthocarpa possui varios efeitos
farmacoldgicos: as folhas desta planta sdo usadas como infusdo na medicina
popular para tratar doencas gastrointestinais e anti-inflamatorias,
hipercolesterolomia, antiplaguetarios e relaxante muscular (ALICE et al, 1995;
BARTH; PROCHNOW, 2013).

Baseado neste contexto torna-se de grande importancia a realizacéo
deste estudo, para a avaliacdo da atividade farmacolégica e citotoxica desta
planta, possibilitando, talvez, a descoberta de um novo fitoterapico, de baixo

custo e, portanto, acessivel a toda populacéo.



11

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

Em termos teoricos, planta medicinal € aquele vegetal que contém, em
um ou varios de seus 0rgaos, principios ativos que podem ser empregados para
fins terapéuticos ou precursores de substancias utilizadas para tais fins, sendo
amplamente aplicadas pela medicina popular (AMOROZO, 2002).

A utilizacdo da fitoterapia (que significa o tratamento pelas plantas) vem
desde a antiguidade. Na China, em 3.000 a.C., ja existiam farmacopeias que
compilavam as ervas e as suas indicacoes terapéuticas. A utilizacdo das plantas
medicinais faz parte da histéria da humanidade, tendo grande importancia tanto
no que se refere aos aspectos medicinais, como culturais (DORTAS, 1998). Os
primeiros relatos escritos sobre 0 uso de plantas como remédios é encontrada
na obra chinesa Pen Ts’ao (“A Grande Fitoterapia”), de Shen Nung, que remonta
a 2800 a.C. (ELDIN; DUNFORD, 2001). No final do século XIX, o uso dos
produtos naturais era limitado principalmente ao uso de extratos e preparados a
partir de plantas, baseado na observacdo do efeito causado apds sua
administracdo. Pouco era conhecido a respeito da quimica de plantas medicinais
(AJAO; AKINDELE, 2013).

A descoberta das propriedades Uteis ou nocivas dos vegetais pelo homem
tem suas raizes no conhecimento empirico. A observacdo do comportamento
dos animais e a verificacdo empirica dos efeitos da ingestdo de algum vegetal
no organismo humano teve um importante papel na utilizagdo destes como
tratamento de alguma patologia (TOMAZZONE et al, 2006).

Ha relatos descritos inerentes a descobertas das propriedades das
plantas medicinais, em que muitas vezes eram atribuidas a uma intervencéo
divina, pois seu uso fazia parte de rituais religiosos, em que Ihes eram atribuidos
poderes de colocar os homens em contato direto com os deuses (GOFF, 1997).

No Brasil, o surgimento de uma medicina popular com uso das plantas,
deve-se aos indios, com contribuicdes dos negros e europeus. A construcao
desta terapia alternativa de cura surgiu da articulacdo dos conhecimentos dos

indigenas, jesuitas e fazendeiros. Este processo de miscigenacdo gerou uma
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diversificada bagagem de usos para as plantas e seus aspectos medicinais, que
sobreviveram de modo marginal até a atualidade (LORENZI; MATOS, 2002).

O conflito entre as formas de cura alternativa e o saber cientifico ocorre a
partir do momento em que os leigos aplicam formas alternativas de cura, e este
conhecimento era, em geral, ndo vinculado ao saber académico, sendo entao
considerado ilegitimo. A utilizacdo das praticas alternativas aplicadas a saude
tem persistido, entre outros motivos, pela dificuldade no acesso a assisténcia de
saude por parte da populacdo, que ndo tem suas demandas e necessidades
atendidas e sdo parcialmente supridas pelo uso das terapias alternativas e
também por opc¢éo pessoal (REZENDE; COCCO, 2002).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) ja reconhece a importancia da
fitoterapia, sugerindo ser uma alternativa viavel e muito importante também as
populacdes dos paises em desenvolvimento, jA que seu custo é reduzido.
Pesquisas realizadas nas universidades brasileiras ja identificaram e estudaram
diversas espécies vegetais, 0 que permite uma grande variedade de possivel
uso para fins medicinais. No Brasil ha mais de cem mil espécies catalogadas,
sendo apenas dois mil com uso cientifico comprovado (REZENDE; COCCO,
2002).

A medicina popular utiliza-se das diversas partes das plantas, tais como
raizes, cascas, folhas, frutos e sementes, de acordo com a espécie em questao.
Hé diversas formas na preparacado destas plantas, sendo o cha a mais utilizada,
preparado por meio da decocc¢ao ou infusdo (LAINETTI; BRITO, 1980).

A fitoterapia € vista como uma opcao alternativa terapéutica, utilizada
principalmente pela populacdo de baixa renda, pois se trata de uma alternativa
eficiente, barata e culturalmente difundida (FRANZON et al, 2009).

2.2 METABOLISMO SECUNDARIO

A acao farmacologica € resultado da atividade metabolica secundaria de
vegetais superiores, como meio de prote¢cdo contra a acao de insetos,
herbivoros e microrganismos, por exemplo (GONCALVES; FILHO; MENEZES,
2005; PEREIRA et al., 2009). Os produtos da sintese de compostos essenciais

necessarios a existéncia das espécies vegetais sdo denominados de metabalitos
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primarios, que incluem macromoléculas como lipidios, carboidratos, acidos
nucleicos e proteinas com fungdes vitais bem definidas. Através de varias rotas
biossintéticas, esses produtos originam um segundo grupo de compostos
quimicos conhecidos como metabdlitos secundarios (SIMOES et al, 2010).

O metabolismo das plantas superiores produz compostos de estrutura
complexa, de baixo peso molecular e apresentam atividades biolégicas definidas
que, ao contrario dos produtos oriundos do metabolismo priméario, sao
encontrados em concentracdes baixas e em apenas grupos alguns grupos de
plantas. A utilizacdo de rotas biossintéticas elaboradas pelo vegetal, na sintese
de metabolitos secundarios, necessita-se grande gasto de energia, o que explica
a hipotese de que essa energia é consumida para a producdo de compostos
necessarios a sobrevivéncia e preservacao da planta (TOSCAN, 2010).

Os compostos do metabolismo das plantas originam-se de trés rotas
metabdlicas derivadas da glicose, que séo a rota do acido chiguimico, a rota do
acetato e a rota mista, que envolve o acido chiquimico e o acetato. Da rota do
acido chiguimico originam-se aos protoalcaloides, alcaloides derivados de
aminoacidos aromaticos, taninos hidrolisaveis, cumarinas e fenilpropanoides. O
acetato é precursor da formacdo de alcaloides derivados de amino&cidos
alifdticos e esteroidais, terpendides, esteroides, 6leos essenciais, saponinas,
heterosideos cardioativos, acidos graxos e triacilglicerdis. A rota mista da origem
as antraquinonas, flavonoides e taninos condensados (ROWAN, 2011)

Os metabdlitos secundarios representam uma interface quimica entre as
plantas e o ambiente circundante. Assim sendo, a sintese é afetada por
condicdes ambientais, que podem coordenar ou alterar a taxa de producéo.
Algumas dessas condi¢cbes apresentam correlacfes entre si e ndo atuam de
forma isolada, podendo interferir em conjunto. Exemplos incluem: latitude, época
do ano, tipo do solo, indice pluviométrico, temperatura e altitude, dentre outros.
E importante ressaltar, também, que os estudos de influéncia destes fatores na
producé@o de metabolitos secundéarios geralmente séo limitados a grupos restritos
de espécies vegetais e devem ser realizados com cautela (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007).

Os metabdlitos secundarios sdo conhecidos por apresentarem diversas
atividades biolégicas, atuando de forma direta ou indireta no organismo ou sobre

microrganismos patogénicos. Geralmente, estes efeitos estdo associados a
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inibicho ou ativacdo de importantes alvos celulares e moleculares, como
mediadores inflamatérios, segundos mensageiros, fatores de transcri¢do,

moléculas, canais ibnicos e enzimas (CALIXTO, 2005).

2.2.1 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sdo originados do metabolismo secundario das
plantas, sendo essenciais para 0 seu crescimento e reproducédo. Estes se
formam, geralmente, em condicbes de estresse como, infec¢des, ferimentos,
radiacbes UV, dentre outros (NACZK; SHAHIDI, 2004). Estes séo caracterizadas
por possuir um anel aromético, com uma ou mais hidroxilas como grupos
funcionais (MORAES-DE-SOUZA, 2007).

A maioria dos compostos fendlicos ndo é encontrada na natureza no
estado livre. Estes sdo encontradas sob a forma de ésteres ou de heterosideos,
possuindo grande solubilidade em agua e em solventes organicos polares. Pelo
fato de serem fendlicos, estes sdo muito reativos quimicamente, possuem
geralmente caracteristicas &cidas, podendo ser isolados por meio da sua
solubilidade em solucbes fracamente basicas, além disso, podem formar
ligagdes de hidrogénio intramoleculares e intermoleculares (SIMOES et al,
2010).

Uma caracteristica importante dos compostos fenélicos é sua capacidade
de complexacdo com o0s metais devido ao fato a formacdo de quelatos
metélicos, que sdo importantes em diversos sistemas biolégicos. Por serem
compostos aromaticos, também apresentam intensa absorcdo na regido do
ultravioleta. Os compostos fendlicos sédo facilmente oxidaveis, tanto por enzimas
vegetais especificas quanto por influéncia de metais, de luz, de calor ou em meio
alcalino, levando ao escurecimento de solugbes ou compostos isolados
(SIMOES et al, 2010).

Os compostos fendlicos englobam desde moléculas simples até
moléculas com alto grau de polimerizacdo. Estdo presentes nos vegetais tanto
na forma livre, quanto ligado a aguUcares (glicosideos) e proteinas (BRAVO,
1998).
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Ribéreau-Gayon classificou estes compostos em trés categorias: pouco
distribuidos na natureza, polimeros e largamente distribuidos na natureza
(RIBEREAU-GAYON, 1968 apud ANGELO; JORGE, 2007).

A familia dos compostos fenodlicos pouco distribuidos na natureza
encontra-se um numero bem reduzido de estruturas, embora com certa
periodicidade. Neste grupo estdo os fenois simples, como o pirocatecol, a
hidroquinona e o resorcinol. Pertencem ainda a esta familia os aldeidos
derivados dos acidos benzodicos, que sdo constituintes dos 0Oleos essenciais,
como a vanilina (SOARES, 2002).

Os polimeros séo alguns fendlicos que ndo se apresentam na forma livre
nos tecidos vegetais, esta familia engloba os taninos e as ligninas (ANGELO;
JORGE, 2007).

Na familia dos compostos largamente distribuidos na natureza estdo as
substancias fendlicas geralmente encontradas em todo reino vegetal, mas que
por vezes podem estar localizados em uma s0 planta. Este grupo pode-se dividir
em flavonoides (antocianinas, flavondis e seus derivados) e acidos fendlicos
(dcido benzoico, cindmico e seus derivados) e cumarinas (KING; YOUNG,
1999).

Portanto, os compostos fendlicos podem ser divididos de diversas
maneiras, como os fendis simples, os &cidos fendlicos (derivados de acidos
benzdicos e cindmico), as cumarinas, os flavonoides, os estilbenos, os taninos
condensados e hidrolisaveis, as lignanas e as ligninas. S&o responsaveis pela
cor, pelo sabor amargo, pelo odor e pelas propriedades antioxidantes (KHANAM
et al, 2012).

A guantificacdo espectrofotométrica de substancias fendlicas é realizada
por varias técnicas, entretanto uma das mais utilizadas é a que utiliza o reagente
de Folin-Ciocalteau. Este reagente consiste da mistura dos &cidos
fosfomolibidico e fosfotungsténico, no qual o molibdénio e o tungsténio
encontram-se no estado de oxidag&do VI, com coloragdo amarela. Na presenca
de compostos fendlicos e solucdo de carbonato de sédio (Na,CO3), ocorre uma
reacao de oxirreducao e formam-se os anions fenolatos; estes, na presenca do
reagente de Folin-Ciocalteau, geram complexos de molibdénio e tungsténio, de
coloragdo azul, cuja intensidade de cor determina um valor de absorbéancia
especifico, conforme a Figura 1 (OLIVEIRA et al, 2009).
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Figura 1. Reacao do acido géalico com o molibdénio, componente do reagente Folin-Ciocalteau.
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Fonte: OLIVEIRA et al, 2009.

Apesar do método de Folin-Ciocalteau ser muito utilizado para estimar
contetdo de compostos fendlicos em diversos extratos vegetais, ressalta-se que
este € capaz de interagir também com compostos nao fendlicos, como acucares
e metais, podendo resultar em falsos positivos e superestimados de fendis totais.
Sendo assim, alguns autores sugerem que 0s resultados obtidos através desta
metodologia devem ser interpretados como uma estimativa da capacidade
redutora total das amostras analisadas (IKAWA et al., 2003).

Dentre os compostos fendlicos mais comuns nas espécies do género

Campomanesia sp, podem destacar-se os flavonoides e 0s taninos.

2.2.1.1 Flavonoides

Flavonoides € um grupo de substancias naturais com estruturas fendlicas
variaveis, muito encontrados em frutas, legumes, graos, cascas, raizes, caules,
flores, cha e vinho (MIDDLETON, 1998). Estes produtos naturais eram

conhecidos pelos seus efeitos benéficos sobre a salde muito antes de serem
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isolados. Mais de 4000 variedades de flavonoides foram identificadas, muitos
dos quais sdo responsaveis pelas cores atraentes das flores, frutos, e as folhas
(DE GROOT; RAUEN, 1998 apud NIJVELDT et al, 2001). Sdo substancias
aromaticas com 15 atomos de carbono no seu esqueleto béasico, sendo
compostos fenolicos C6-C3-C6, constituidos por dois anéis aromaticos C6 (A e
B) e um anel intermediario C3 (anel C) que geralmente contém um atomo de

oxigénio conforme a Figura 2 abaixo (LOPES et al, 2000).

Figura 2. Estrutura basica dos flavonoides

Fonte: DORNAS et al, 2007.

Com grande frequéncia, os flavonoides apresentam-se oxigenados e
conjugados com o0s acgUcares. Sdo denominados de O-heterosideos quando a
ligacdo se da através de uma hidroxila e C- heterosideos quando a ligagcédo é
através de um atomo de carbono. A posi¢do ocupada pela porcao agucar, o grau
de insaturacéo e o grau e a natureza dos substituintes influem grandemente na
solubilidade da molécula e na sua capacidade de precipitacdo em presenca de
metais (SIMOES et al, 2010).

Os flavonoides podem ser divididos em vérias classes com base na sua
estrutura molecular, sendo os principais 4 grupos de flavonoides listados na

Tabela 1, bem como os membros mais conhecidos de cada grupo.
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Tabela 1 - Estruturas moleculares dos 4 principais grupos dos flavonoides

Grupo Estrutura molecular Exemplo

0
Flavonas =
= I
OH OH O
Quercetina
CH
HO Q O
O ‘
Flavanonas ‘
OH Q
O Naringina
Catequinas

Catequina

OH
OH

HO o} ‘
O X OH
Z o

OH  Delfinidina

Antocianidinas

Fonte: Simdes 2010

Ha véarios estudos que relacionam os flavonoides com a atividade
biologica frente a algumas doencas. Estes podem atuar como antioxidante,

diminuir a proliferacdo celular em tumores, reduzir colesterol, mobilizacdo de
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leucdcitos, atuar na ativacdo da via Complemento, quelar com alguns metais,
antitrombogénico entre outras (NIJVELDT et al, 2001).

O método para determinar o teor de flavonoides baseia-se na propriedade
do cétion aluminio de formar complexos estaveis com os flavonoides (Figura 4)
em metanol ou em etanol, ocorrendo, na analise espectrofotométrica, o desvio
da absorbancia para comprimentos de onda maiores e a intensificacdo da
absorcdo. A leitura € feita em espectrofotbmetro a 425 nm, onde os &cidos
fendlicos e outras substancias fendlicas ndo absorvem em presenca de cloreto
de aluminio (AICIl3), por isso nao interferem no doseamento de flavonoides
(WOLLENWEBER et al, 1998; KALIA, 2008).

Figura 3. Complexo formado entre o flavonoide (quercetina) e aluminio

OH

Fonte: WOLLENWEBER et al, 1998
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2.2.1.2 Taninos

Os taninos sao, geralmente, encontrados na natureza sob a forma de
ésteres solaveis em agua e em solventes organicos polares. Por serem
compostos fendlicos estes sdo muito reativos quimicamente e formam pontes de
hidrogénio intra e intermoleculares. S&o facilmente oxidaveis, tanto através de
enzimas vegetais especificas quanto por influéncia de metais, como cloreto
férrico, que ocasiona o escurecimento de suas solucdes (AZEVEDO et al, 2014).

Os taninos possuem alto peso molecular, constituem uma classe de
polifendis e, segundo a estrutura quimica, sdo classificados em taninos
hidrolisaveis e taninos condensados (OSZMIANSKI et al, 2007).

Os taninos condensados, também denominados de proantocianidinas, sao
oligbmeros e polimeros de flavan-3-ol (catequina) e/ou flavan-3,4-diol
(leucocianidina), produtos do metabolismo do fenilpropanol. As
proantocianidinas, provavelmente pelo fato de apresentarem pigmentos
avermelhados da classe das antocianidinas, como cianidina e delfinidina,
apresentam uma rica diversidade estrutural, resultante de padrdes de
substituicbes entre unidades flavanicas, diversidade de posi¢cdes entre suas
ligacdes e estereoquimica de seus compostos (MONTEIRO et al, 2005).

Os taninos hidrolisaveis sdo ésteres de acidos galico e elagicos
glicosilados, formados a partir do chiguimato, onde os grupos hidroxilas
pertencente ao acucar sao esterificados juntamente com os acidos fendlicos. Os
taninos elagicos sdo muito mais frequentes que os taninos gélicos, e € provavel
gue o sistema bifenilico do acido hexaidroxidifenilico seja resultante da ligagcéo
oxidativa entre dois acidos géalicos (BURNS et al, 2000).

A tabela 2 mostra estruturas de taninos hidrolisaveis e condensados.



Tabela 2 - Estrutura de tanino condensado e hidrolisavel
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Fonte: Simdes 2010

As aplicacdes de drogas, vegetais ou ndo, contendo taninos em sua

composicdo estao

relacionadas,

em grande parte, a suas propriedades

adstringentes. Por via interna, estes exercem efeito antidiarreico e antisséptico e
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por via externa, impermeabilizam as camadas mais expostas da pele e mucosas,
protegendo assim as camadas subjacentes (BRUNETON,1991 apud
MONTEIRO et al, 2005).

Os taninos sao considerados nutricionalmente indesejaveis, pois precipitam
proteinas, inibem enzimas e afetam a utilizacdo de vitaminas e minerais
(MONTEIRO et al, 2005).

Ha diversos métodos que podem ser utilizados para identificacdo e
guantificacdo de taninos. Na tabela 3 abaixo, mostra algumas das metodologias

empregadas.

Tabela 3 - Metodologia para identificacéo e quantificacdo de taninos

Nome do ensaio Tipo do ensaio
Follin-Ciocalteau guimico, colorimétrico
Vanilina guimico, colorimétrico
Precipitacdo de proteinas precipitacédo

HPLC HPLC

NaNO, guimico, colorimétrico
Enzimatico inibicdo enzimética
Inibicdo do crescimento toxicologico
microbiano

Fonte: Oliveira et al, 1991.

2.3 SAPONINAS

As saponinas sdo glicosideos naturais tensoativos. Estas sdo produzidas
principalmente pelos vegetais, mas pode também ser produzida pelos animais

marinhos e algumas bactérias (RIGUERA, 1997). Eles derivam seu nome da sua
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capacidade de formar espumas de sabédo, sendo estaveis em solu¢des aquosas.
Este metabdlito tem atraido interesse da humanidade desde os tempos antigos
devido a estas propriedades citadas. As saponinas consistem em uma porgao de
acucar normalmente contendo glicose, galactose, acido glicurénico, xilose,
ramnose ou metilpentose, ligadas (por uma ligacdo glicosidica) a um aglicona
hidrofébica (sapogenina) que pode ser triterpendide ou esteroides naturais
conforme a figura 5. A aglicona pode conter uma ou mais liga¢gdes insaturadas
C-C. A cadeia de oligossacarideo € normalmente ligada na posicdo C3
(monodesmosidicas), mas muitas saponinas tém uma porcdo de acucar
adicional na posi¢cdo C26 ou C28 (bidesmosidicas). A grande complexidade da
estrutura saponina é devido a variabilidade da estrutura da aglicona, a natureza
das cadeias laterais e a posicdo de fixacdo destas porcdes sobre a aglicona
(FRANCIS et al, 2002).

Figura 4. Estrutura basica das sapogeninas: 1) triterpendide e 2) esteroide

RO / R' RO Rv

Fonte: FRANCIS et al, 2002

O carater acido das saponinas é devido a presenca de grupamento
carboxila na aglicona ou na cadeia de acuUcares. O carater basico decorre da
presenca de nitrogénio, em geral sob forma de uma amina secundaria ou
terciaria, como nos glicosideos nitrogenados esteroidais (SIMOES et al, 2010).

As saponinas sdo substancias que sao derivadas do metabolismo
secundario das plantas, sendo relacionadas, principalmente, com o sistema de

defesa. Sdo encontradas nos tecidos que sdo mais vulneraveis ao ataque
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fungico, bacteriano ou predatorio dos insetos considerando-se parte do sistema
da defesa das plantas. (FRANCIS et al, 2002).
A tabela 4 mostra algumas estruturas de saponinas.

Tabela 4 - Exemplos de estrutura de saponinas

Estrutura Nomenclatura

Sojassapogenol A

Lablabosideo A

Lablabosideo C

ACG'IC -0
G?l
Rha

X,
\

/s,

CH2- OH

Fonte: KAISER et al, 2010
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A natureza quimica das saponinas exige técnicas muito bem elaboradas e
sofisticadas para o seu isolamento, elucidacdo da estrutura e andlise. A tarefa
de isolamento de saponinas a partir de material vegetal € também complicada
pela ocorréncia de muitas substancias intimamente relacionadas nos tecidos das
plantas. Assim, por muitos anos, a caracterizacdo completa de plantas contendo
saponinas, mesmo bem conhecidas, néo foi alcancada (FRANCIS et al, 2002).

Para identificacdo de saponinas, utilizam-se métodos corriqueiros e de
facil execucao, partindo das propriedades fisico-quimicas desta classe. Um dos
testes utilizados para constatar a presenca deste metabdlito é o teste de indice
de espuma, que avalia a quantidade de espuma formada pelo extrato contendo

saponina.

2.4 ASPECTOS BOTANICOS

2.4.1 Familia Myrtaceae

Myrtaceae constitui uma das mais importantes familias de Angiospermas
no Brasil, concentrada em apenas uma Unica tribo (Myrteae) e trés subtribos
(Myrciinae, Eugeniinae e Myrtinae). E considerada uma das familias com grande
representatividade no Brasil, com distribuicdo de suas espécies em todos o0s
biomas (LANDRUM; KAWASAKI, 1997). A familia compreende cerca de 100
géneros e mais de 3.000 espécies de arvores e arbustos, com distribuicdo por
todos os continentes, com excecao a Antartida, tendo grande predominancia nas
regides tropicais e subtropicais do mundo (MARCHIORI; SOBRAL, 1997).

No geral, as mirtaceas brasileiras ndo produzem madeiras valiosas,
restringindo-se ao fornecimento de lenha, na utilizacdo em pequenas pecas ou
objetos e outras formas de uso local (MARCHIORI; SOBRAL 1997). Por outro
lado, ha numerosas espécies frutiferas, algumas exploradas comercialmente (a
goiabeira (Psidium guajava), a jabuticabeira (Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg),
a pitangueira (Eugenia uniflora L.) e a gabiroba (Campomanesia xanthocarpa).
Essas espécies representam apenas uma pequena fragdo do grande potencial
econdmico da familia, tendo em vista o grande numero de frutos comestiveis
produzidos por espécies ndo comerciais. Algumas dessas estdo desaparecendo

da natureza antes mesmo que se tenha conhecimento basico de sua biologia
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(LANDRUM; KAWASAKI, 1997).

2.4.2 Campomanesia xanthocarpa O. Berg

Campomanesia xanthocarpa O. Berg. € uma Myrtaceae frutifera lenhosa,
pertencente a uma das 3.600 espécies distribuidas em mais de 100 géneros que
compdem esta familia botanica (BARROSO, 1991 apud VALLILO,2008). E
conhecida popularmente por diversos nomes como “guabirobeira”, “gabiroba”,
“‘guabiroba”, “gabirova”, “guavirova”, “guabiroba-miuda” e “guabirobeira-do-
mato”. E uma espécie encontrada no Cerrado e mata Atlantica brasileira, sendo
distribuida geograficamente em Minas Gerais e Sdo Paulo, Rio Grande do Sul e
nos paises Argentina, Paraguai e Bolivia. Seu habitat € mais expressivo sobre
solos Uumidos e bem drenados, porém tem boa adaptacdo a solos secos,
compactos e de pouca fertilidade. Sua arvore possui um porte arbéreo, de até 15
metros de altura, apresentando folhagem verde-clara, flores brancas e o fruto do
tipo baga, amarelo, suculento, doce e aromatico (LORENZI, 2002; HARDER et
al, 2004; CORADIN; SIMINSKI; REIS,2011).

A espécie se apresenta como arbusto, arvoreta ou arvore de 10 a 20 m
de altura e até 60 cm de didmetro; os ramos jovens sao glabros. As folhas sé@o
verdes e opostas, simples, membranaceas, ovalado-oblongas, medindo de 4-10

cm de comprimento por 3-4,5 cm de largura (VALLILO,2008).
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Figura 5. Campomanesia xanthocarpa O. Berg

Legenda

Foto A e B: Campomanesia xanthocarpa O. Berg;

Foto C: Habitat da espécie;

Foto D: folha e fruto de Campomanesia xanthocarpa O. Berg;

Fonte: Do autor
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A classificacdo taxondmica de Campomanesia xanthocarpa O. Berg é
feita da seguinte maneira segundo Lorenzi, 2002:
a) Reino: Plantae

b) Divisdo: Magnoliophyta

c) Classe: Magnoliopsida

d) Ordem: Myrtales

e) Familia: Myrtaceae

f) Género: Campomanesia

g) Espécie: Campomanesia Xanthocarpa

O nome Campomanesia € uma homenagem ao naturalista espanhol
Rodrigues de Campomanés e xanthocarpa é uma palavra grega que significa
fruto (carpos) amarelo (xanthos). Para o plantio de Campomanesia xanthocarpa
O. Berg, esta espécie é pouco exigente quanto ao tipo de solo, podendo se
desenvolver naturalmente nos solos pobres em nutrientes. Os frutos das
Campomanesia sp. se destacam como importante recurso alimentar da fauna,
composta por um grande numero de passaros, pequenos mamiferos, peixes e
ate répteis. (BIAVATTI et al, 2004).

A madeira de Campomanesia xanthocarpa O. Berg é utilizada para
tabuado em geral, confeccéo de instrumentos musicais e cabos de ferramentas.
A arvore apresenta copa piramidal densa bastante decorativa podendo ser
empregada no paisagismo em geral. E 6tima para o plantio em areas
degradadas de preservacdo permanente. A lenha é apreciada para sapecagem
e torrefacdo da erva mate, pois desprende um aroma agradavel durante a
combustéo (LORENZI, 2002).

Os frutos sdo de formato redondo e de cor verde quando jovens e

amarelos quando maduros, amadurecem de novembro a dezembro, exalando
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aroma adocicado e bastante agradavel. O tipo de dispersdo € zoocoérica
atraindo, principalmente, as aves, dentre as quais o0s sabiés, sairas e sanhacos
(MORAIS; LOMBARDI, 20086).

Os frutos das Campomanesia tém grande potencial econémico, seja como
alimento in natura ou na preparacao de doces, sorvetes e licores caseiros. Suas
flores sdo indicadas como meliferas. Sua madeira é usada na producédo de
instrumentos musicais, agricolas, lenha, carvdo, cerca e tabuado. Algumas
espécies sdo indicadas para paisagismo e reflorestamento para recuperagao
ambiental. Apresenta valor medicinal no combate a disenteria, febre, escorbuto,
e doengas das vias urinarias. Estudos realizados nas folhas dessa espécie
indicaram a presenca de flavonoides, taninos, saponinas e Oleo essencial
(MARKMAN, 2004).

Ademais, as Myrtaceae estdo entre as familias com maior riqueza
especifica nas formacdes vegetais da costa oriental brasileira, especialmente na
Mata Atlantica, sendo a identificagdo de suas espécies condicdo indispensavel

para a quantificacao da biodiversidade deste ecossistema (LORENZI, 2002).

2.5 ASPECTOS BIOLOGICOS E FARMACOLOGICOS

Além de seu uso generalizado para o consumo, a infusdo preparada a
partir das folhas de Campomanesia xanthocarpa O. Berg é utilizada
popularmente, como depurativo, antidiarreica, antirreumatica e para diminuir o
colesterol no sangue. A despeito seu uso medicinal, h4d uma falta de
investigacbes sobre as propriedades farmacolégicas da planta (ALICE et al,
1995).

FERNANDES; VARGAS, 2003 realizou estudos com os extratos das
folhas de Campomanesia xanthocarpa O. Berg, verificando potencial
antimutagénico frente a células cancerigenas in vitro.

Suas folhas e casca do caule sdo tradicionalmente empregadas como um
remédio para disenteria, problemas de estdmago, febre e como agente anti-
inflamatorio. Estudos quimicos das folhas desta planta revelaram a presenca de
alguns flavonoides como quercetina, miricetina, quercitrina e rutina. As
propriedades antioxidantes dos flavonoides e taninos foram correlacionadas com

a atividade antiulcerativas, uma vez que os radicais livres sdo desenvolvidos em



30

lesdes da mucosa gastrica. Os flavonoides tém mostrado atividade citoprotetora
em varios modelos de estudos (MARCHAND,2002).

KLAFKE et al, 2011 realizou estudos com extratos das folhas de
Campomanesia xanthocarpa O. Berg e testou em ratos. Avaliando os resultados,
constataram-se atividades antifribrinolitica, antiplaguetaria e antitrombatica.

VIECILI et al, 2014 trabalhou com a folha de Campomanesia xanthocarpa
O. Berg seca padronizada e viabilizou-a em forma farmacéutica de capsulas e
tratou pacientes de diversas faixas etarias. Constatou-se nos resultados
diminuicdo do LDL em individuos com hipercolesterolemia, da reducdo dos
processos oxidativos e de processos inflamatérios apos a utilizacdo da droga.
Ademais, notou-se também efeito protetor do endotélio.

MARKMAN et al, 2004 fez estudos utilizado extratos etandlicos das folhas
de Campomanesia xanthocarpa O. Berg em ratos e constatou atividade
antiulcerogénica dos extratos testados em ratos.

VINAGRE et al, 2010 trabalho com o decocto na concentracéo de 20% p/v
preparado a partir das folhas de Campomanesia xanthocarpa O. Berg e testou
em ratos. Avaliando os resultados histopatolégicos e bioquimicos, constatou-se
atividade antidiabéticas deste decocto.

Como é de conhecimento, varios estudos relatam a presenca de
flavonoides em Campomanesia xanthocarpa O. Berg. Os flavonoides séo
formados em plantas a partir dos aminoacidos aromaticos fenilalanina e tirosina
e malonato (PIETTA,2000).

2.5.1 Processo inflamatério

Durante muito tempo, a inflamacgéo foi considerada como uma patologia e
somente a partir do século XVIII, Hunter propés que esta seria uma resposta
benéfica (BIANCHETTI, 2006).

Esta nada mais € do que a reacdo dos tecidos vascularizados a leséo
local. Apesar dos efeitos da inflamacéo serem frequentemente observados como
indesejaveis devido ao desconforto e sensacao desagradavel causada, sdo em
esséncia benéficos. Sem as respostas inflamatorias, infeccbes menores

poderiam facilmente se instalar e generalizar pelo organismo (ROCHA, 2006).
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A reacao inflamatéria se desenvolve rapidamente no local de invasao
(tecido) pelo agressor para protecdo do ser vivo do ataque, restaurando a
homeostase do tecido agredido, isolando, destruindo e/ou diluindo o agressor
(GALLIN et al., 1992; BLATTEIS, 2006). Esse processo foi descrito pela primeira
vez por Cornelius Celsius ha cerca de 2.000 anos, descrevendo alguns dos
principais sinais da inflamacdo que ainda sao utilizados: calor, rubor, dor e
edema. Hoje em dia é usado também um quinto sinal, descrito por Virchow, que
€ a perda de func¢des (TROWBRIDGE, 1997; ROCK; KONO, 2008).

O processo inflamatério envolve uma cadeia de ativacbes enzimaticas,
liberacdo de mediadores, extravasamento de liquidos, migracdo celular, lesdo
tecidual e reparacdo. Neste processo, células imunologicamente competentes
sdo acionadas e agem no sentido de inativar ou destruir microrganismos
invasores, remover substancias irritantes e proteinas, além de iniciar a
reparacao tecidual (VANE; BOTTING, 1995; GOODMAN; GILMAN, 2007).

Apesar que este mecanismo de defesa seja na maioria das vezes
benéfico, efeitos maléficos indesejaveis sdo bastante comuns. Geralmente,
estes sdo ocasionados por uma resposta excessiva que pode causar leséo
tecidual progressiva, como por exemplo, no caso das artrites, onde o0 processo
inflamatério leva a destruicdo do osso e da cartilagem, comprometendo a fungao
articular, sendo necessario farmacos anti-inflamatérios ou imunossupressivos
para modular o processo antiinflamatorio (VANE; BOTTING, 1995; ROCHA,
2006).

Em outras palavras, a inflamacéo € uma resposta celular e humoral de
magnitude variavel com repercussées meramente locais ou sistémicas, cujo
disparo € produtor de uma cascata de eventos que envolvem complementos,
cininas, fibrinoliticos e coagulantes estimulados, juntos, com a ativacdo de
fagocitos e das células endoteliais. E um processo mediado por diferentes
mecanismos, e ocorre em trés fases distintas, aguda, evento transitério
caracterizado pelos sinais classicos da inflamacao; subaguda, retardada, onde
se nota, predominantemente, a infiltracdo leucocitaria e fase crénica, onde esta
destacado a ocorréncia da degeneracdo tissular e da reparacado fibrética
(SANTOS JUNIOR, 2003). Sendo assim, a inflamacdo é um processo
inflamatoério que € caracterizado pelo aumento da permeabilidade vascular do

tecido endotelial e do influxo de células leucocitarias até o local inflamado.



32

A inflamacé&o aguda é caracterizada pelo movimento dos leucécitos para a
area de lesdo ou trauma. As primeiras células fagocitarias que irdo responder
sdo, principalmente, os neutréfilos e em seguida macréfagos. Estes fagocitos de
vida mais longa ajudam a destruir o agente causador, auxiliam na sinalizacéo do
processo de imunidade especifica e atuam na resolucdo do processo
inflamatoério. A resposta celular dos fagocitos consiste na marginacdo ou
pavimentacdo das paredes capilares por leucécitos devido ao aumento da
adesividade molecular, emigracdo dos leucdcitos, quimiotaxia ou migracao
positiva das células para o local de adesdo, além da fagocitose (KUMAR;
ABBAS; FAUSTO, 2005).

Apesar da inflamagé&o ser iniciada pela leséo, seus sinais e sintomas sao
produzidos através de mediadores quimicos, os quais podem ser classificados
de acordo com sua funcdo: aqueles com propriedades vasoativas e
propriedades de contracdo dos musculos lisos (histamina), prostaglandinas,
leucotrienos e o fator de ativacdo das plaquetas (FAP); os fatores quimiotaticos,
tais como os fragmentos do complemento (C5a) e citocinas (IL-8); as proteases
do plasma capazes de ativar o complemento e os componentes do sistema de
coagulacao, bem como, moléculas reativas e citocinas liberadas dos leucdcitos
gue, uma vez liberadas para o meio extracelular, sdo capazes de danificar o
tecido adjacente (PORTH; KUNERT, 2004).

A histamina € uma molécula hidrofilica, envolvida em diversos processos
fisiologicos celulares como nas reacdes alérgicas e inflamatérias. Esta encontra-
se amplamente distribuida por todo o organismo, sendo encontrada em alta
concentracdo nas plaquetas, basofilos e mastocitos. Provoca a dilatacdo e
aumento da permeabilidade capilar. E um dos primeiros mediadores da resposta
inflamatéria. Seus efeitos fisiolégicos incluem aumento da permeabilidade
venular poés-capilar, contracdo do musculo liso, vasoconstricdo pulmonar,
aumentos dos niveis de GMPc nas células, producdo de prostaglandinas,
aumento na secrecdo de &cido gastrico e do muco, e ativacdo das células T
supressoras (SCHNEIDER et al, 2002; RANG et al.,, 2004; SHERWOOD;
TOLIVER-KINSKY,2004; SCHARAMM,; THORLACIUS,2004; SILVA,;
CARVALHO; 2004).

As proteases do plasma (cininas), consistem em complementos protéicos

ativados e fatores de coagulacdo. Uma cinina, a bradicinina, um importante
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mediador no processo inflamatoério, provoca o relaxamento o relaxamento das
arteriolas e constricdo das vénulas, gerando um aumento da permeabilidade
microcapilar e dor (RANG et al., 2004).

As prostaglandinas sdo moléculas lipossolUveis onipresentes, derivadas
do acido araquidénico, um acido graxo liberado pelos fosfolipideos da
membrana celular. Diversas prostaglandinas sao sintetizadas do 4&cido
araquidonico por meio da via metabdlica da ciclooxigenase. Estas possuem
diversos efeitos biologicos: vasodilatacdo, efeito pirégeno, diferenciacédo de
gueratinécitos, quimiotaxia de neutrdfilos. As prostaglandinas estaveis (PGE1 e
PGE2) induzem a inflamacéo e potencializam os efeitos da histamina e outros
mediadores inflamatérios. A prostaglandina tromboxano A2 promove a
agregacao plaquetaria e vasoconstricdo (FUCHS; WANNMACHER; FERREIRA,
2004).

Os leucotrienos, sédo formados a partir do &cido araquidénico, porém
através da via da lipooxigenase. S&o mediadores quimicos primeiramente
descobertos nos leucocitos. A histamina e os leucotrienos sdo complementares
em sua acao e possuem funcdes semelhante. A histamina é produzida rapida e
transitoriamente, enquanto o0s leucotrienos mais potentes estdo sendo
sintetizados. Um leucotrieno provoca a constricdo lenta e sustentada dos
bronquiolos, sendo um importante mediador inflamatério da asma brénquica e
das reacdes imediatas de hipersensibilidade. Os leucotrienos também tém sido
descritos como capazes de afetar a permeabilidade das vénulas pés capilares,
as propriedades de adesdo das células endoteliais, bem como a quimiotaxia e
extravascularizacdo dos neutrofilos, eosindéfilos e mondcitos (RANG et al, 2004).

As inflamacBes agudas séo, geralmente, autolimitantes e rapidamente
controladas pelas defesas do hospedeiro. Podem desenvolver-se durante o
processo inflamatério agudo recorrente ou progressivo, ou, ainda, de respostas
insidiosas, de baixo grau, geralmente assintomaticas, incapazes de evocar uma
resposta aguda. A inflamacdo crbnica € considerada uma inflamacéo
prolongada, na qual a inflamacéo ativa, a destruicdo tissular e a tentativa de
reparar os danos ocorrem simultaneamente. A inflamagdo aguda manifesta
alteracdes, como edema e infiltrado predominantemente neutrofilico. A
inflamacé@o cronica, por sua vez, é caracterizada por infiltrado de células

mononucleares, incluindo macréfagos, linfécitos e plasmdécitos, por destruigdo
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tecidual induzida pela persisténcia do agente nocivo ou pelas células
inflamatérias, e pelas tentativas de cicatrizacdo pela substituicdo do tecido
danificado por tecido conjuntivo, efetuado por meio da proliferagédo de pequenos
vasos sanguineos e, em patrticular, fiborose (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

2.5.2 Dor e nocicepgao

A sensacdo de dor é um mecanismo de alerta do organismo, causando
experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a presenca de um
estimulo lesivo que ativa respostas protetoras apropriadas (MERSKEY;
BOGDUK, 1994; WOOLF; SALTER, 2000). A dor, além de uma sensacéao, €
uma experiéncia. Isto é importante porque as sensacdes possuem vias
neuroanatdbmicas, com receptores especificos que permitem a deteccdo e
medida de um estimulo. J& as experiéncias incorporam componentes sensoriais
com influéncias pessoais e ambientais importantes (MILLAN, 1999).

Nocicepcdo é um processo no qual estimulos mecénicos, térmicos e
guimicos séo detectados por fibras nervosas periféricas (BASBAUM et al, 2009).
Essa deteccdo de leséo tecidual ocorre através de transdutores especializados
ligados a fibras dos nervos periféricos do tipo A delta e C, denominadas
nociceptores. A intensidade da dor percebida varia consideravelmente,
dependendo do humor do individuo, da quantidade de distracdo com relacdo a
dor, e das sugestdes positivas ou negativas de outras pessoas, assim como de
varios sistemas neuroldgicos periféricos e centrais que sao capazes de modular
a transmissao nas sinapses nas vias nociceptivas (UMPHERED, 1994).

Pode-se classificar a dor em quatro tipos principais grupos: nociceptiva ou
fisioldgica, dor inflamatéria, dor neuropatica ou dor funcional. A dor nociceptiva
ou fisiolégica é causada por um estimulo térmico, mecanico ou quimico que se
manifesta de forma aguda e momenténea. A dor inflamatéria é caracterizada por
uma leséo tecidual com liberagcdo de mediadores, que em conjunto deflagram
um potencial de acdo percebido pelo cortex. E uma dor mais tardia que a
nociceptiva e a lesdo permanece mesmo apos o término do estimulo da dor. A
dor neuropatica € gerada por patologias do sistema nervoso, podendo ser
periférica, central, espinhal, talamica e trigeminal. A dor funcional € caracterizada

pela ndo existéncia de um estimulo agudo, ndo ha lesao perceptivel e ndo ha
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inflamacéo, a sua explicacdo pode estar na disfuncdo de neurotransmissores
(SCHAILDE; RICHTER, 2004).

A transmisséo do estimulo doloroso, assim como sua inibicdo, envolve
diversos mecanismos (LEWIS; CANNON; LIEBESKIND, 1980). A percepcdo da
dor se inicia na periferia pela estimulacdo dos nociceptores, que sao neurénios
diferenciados com fungao sensitiva cujos corpos celulares encontram-se nos
ganglios das raizes dorsais ou trigeminal, e projetam seus ax6nios até o corno
dorsal da medula e na ponte. Os nociceptores estdo presentes em todo o corpo
e podem ser divididos em trés subtipos: mecanoceptores, com alto limiar, que
respondem a pressao; receptores mecanotérmicos, com baixo limiar, que
respondem a pressdo e calor e os receptores polimodais, que respondem a
pressdo, calor e estimulos quimicos nocivos (NATALINI, 2000). Os
mecanoceptores e 0s receptores mecanotérmicos Sdo compostos por
terminagdes nervosas livres de fibras A delta, que s&o fibras mielinizadas e de
conducao rapida que se projetam nas laminas Il e Ill da medula. Por outro lado,
0s receptores polimodais sdo inervados pelas fibras C, que ndo sdo mielinizadas
e, portanto, transmitem o estimulo de forma mais lenta. Essas fibras projetam-se
nas laminas | e Il, e sdo estimuladas por mediadores endégenos (NATALINI,
2000). Essas substancias enddégenas que sao produzidas e/ou liberadas pelo
tecido lesado (prostaglandinas, neuropeptideos, cininas, aminoacidos
excitatérios e outros) estimulam os terminais nervosos sensitivos agindo em
receptores presentes na membrana desses neur6nios. Além disso, 0s
mediadores inflamatdrios liberados facilitam a neurotransmisséo e sensibilizam o
nociceptor para o estimulo nocivo (BJORKMAN, 1995). Mais especificamente, as
prostaglandinas e os leucotrienos sensibilizam os terminais aferentes primarios,
tornando os nociceptores periféricos mais sensiveis a bradicinina.A ativagédo dos
terminais periféricos resulta na liberacdo de mediadores nociceptivos no corno
dorsal da medula espinhal (TAIWO; LEVINE, 1988; COHEN; PERL, 1990).

2.5.3 Atividade antimicrobiana

As bactérias sdo parte integral e inseparavel da vida na terra. Elas séo
encontradas em qualquer tipo de ambiente, revestem a pele, as mucosas e

cobrem o trato intestinal dos homens e dos animais. Elas estdo intrinsecamente
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ligadas as vidas de organismos e aos amplos ambientes em que habitam
(SANTOS, 2004).

Nos Ultimos anos, a resisténcia dos microorgansimos patogénicos a
diversas drogas aumentou drasticamente devido ao uso indiscriminado de
antimicrobianos no tratamento de doencas infecciosas. Nos ultimos 30 anos, ndo
houve descoberta de novos agentes antimicrobianos, agravando ainda mais o
problema da resisténcia bacteriana (AMOROSO, 2002; SILVA et al., 2010).

De maneira geral, as bactérias tém a habilidade genética de adquirir e de
transmitir resisténcia as drogas utilizadas como agentes terapéuticos. O
problema dos microorgansimos resistentes esta aumentando e a perspectiva
para o uso de antibioticos é indefinida (AMOROSO, 2002; SILVA et al., 2010).

O conhecimento fisiopatogénico da infeccéo é indispensavel a escolha da
terapia anti-infecciosa apropriada, minimizando valores estatisticos e meta-
andlises de morbidade e mortalidade em todo o mundo, bem como a ocorréncia
de outras doencas (SILVA et al, 2010).

Os agentes antimicrobianos tém sido utilizados desde o século XVII no
tratamento de doencas infecciosas. Um agente antimicrobiano ideal deve ter a
caracteristica de toxicidade seletiva, ou seja, a substancia deve ser eficiente
contra 0 microrganismo alvo, porém devera ser nao toxico para o ser humano
(ARAUJO, 2011).

Sendo assim, muitos esforcos tém sido feitos para descobrir novos
compostos antimicrobianos de varios tipos de fontes, como os oriundos de
microrganismos, de animais e plantas. Os extratos de diversas plantas séo
conhecidos por produzir compostos bioativos que reagem com outros
organismos no ambiente e inibem o crescimento de bactérias e de fungos. A
ampla variedade de metabdlitos secundérios, tais como o0s taninos, 0s
terpendides, as cumarinas, os alcaloides e os flavonoides possuem a atividade
antimicrobiana in vitro (SHUKLA, 2011).

Existem diversas classes de antimicrobianos disponiveis no mercado
contra diversos tipos de microrganismos. Os mecanismos de acgdo dos
antimicrobianos ainda néo estdo totalmente esclarecidos, mas podem ser
divididos em quatro categorias, incluindo inibicdo da sintese da parede celular,
da funcdo da membrana celular, da sintese proteica e da sintese de &cidos
nucléicos (TORTORA; FUNKE, 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho tem, por objetivos, realizar a caracterizacdo quimica
bem como a verificacdo da atividade bioldgica dos extratos hidroetandlico seco

obtidos de Campomanesia xanthocarpa O. Berg.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter os extratos hidroetandlico seco das folhas, caule e raiz de
Campomanesia xanthocarpa O. Berg;

e Realizar a triagem e a caracterizacdo quimica por CCD dos extratos;

e Quantificar, por métodos espectrofotométricos, os teores de fendis totais e
flavonoides;

e Avaliar as atividades antimicrobianas dos extratos;

e Avaliar o efeito antinoceptivo e antiinflamatério do extrato das folhas de
Campomanesia xanthocarpa O. Berg, através do teste de Formalina, teste

de Von Frey filamento e tese de peritonite induzida por LPS;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

As folhas, raizes e caules da espécie Campomanesia xanthocarpa O. Berg
foram coletadas as 13 horas, em novembro de 2014, no sul do Estado de Minas
Gerais, no municipio de Paraguacu, em um campo aberto proximo a mata
nativa, sob as coordenadas geograficas longitude 45°49'45” e latitude
21°31’51.7”. As coordenadas foram coletadas com o auxilio de um GPS com

precisdo de 10 metros.

4.2 DEPOSITO DA EXICATA

A exsicata foi depositada e registrada no Herbario da Universidade
Federal de Alfenas, campus Alfenas-MG, sob o ndmero de registro 2541. A
espécie foi identificada e catalogada pelo Prof. Dr. Flavio Nunes Ramos, do
Instituto de Ciéncias da Natureza — UNIFAL-MG.

4.3 SECAGEM E MOAGEM DO MATERIAL VEGETAL

As folhas, raiz e caule coletados foram dispostas em camadas finas,
sendo submetidas a secagem em estufa de circulacdo e renovacdo de ar
(Solab® SL 102), a 45°C, durante 72 horas. A temperatura da estufa foi
controlada por meio de termostato e de termGmetro, 0s quais garantiram a
homogeneidade no processo.

Apos a secagem, o material vegetal passou por uma divisdo grosseira,
seguida pela pulverizacdo em moinho de facas (Cienlab® CE 430). O p6 obtido

foi armazenado em frascos de vidro ambar devidamente rotulados.
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4.4 DETERMINACAO DA PERDA POR SECAGEM

Cerca de 5 g de cada material vegetal fresco foram colocados para
secagem em estufa de ar circulante a temperatura de 45°C. O material vegetal
foi pesado diariamente até o peso constante e os resultados foram expressos
em perda de substancias volateis e/ou de agua percentual, pela média de trés
determinacdes. As amostras foram pesadas em um tempo pré-estabelecido, de
6 em 6 horas (MELLO; PETROVICK, 2000).

4.5 DETERMINACAO DA GRANULOMETRIA

O p6 das folhas obtido, ap6s a moagem, foi padronizado quanto ao seu
tamanho médio de particula, segundo os critérios especificados pela
Farmacopeia Brasileira, 52 edicdo (BRASIL, 2010). Para isto, foram utilizados
tamises de malhas 180, 250, 355, 500, 710 e 850 um, do menor para o maior
didmetro, e um agitador eletromagnético Bertel®.

Inicialmente foi feita a regulagem do reostato, na finalidade de calibrar a
intensidade da vibragcdo. Para isto, 50 g do pé a ser analisado foram colocados
no tamis mais fino da série escolhida e efetuou-se a tamisacdo com o conjunto
de 6 tamises selecionados, nas intensidades de vibracéo 1, 3, 5, 7 e 9, durante 2
minutos. De posse desses dados, a vibracdo foi regulada de acordo com o
peneiramento que apresentou o melhor rendimento; no caso, foi escolhida a
vibracdo de numero 7. Com a vibracao ja pré-selecionada, 100 g da amostra
foram pesados e transferidos para o tamis de malha 850 um e submetidos a
vibragdo por 15 minutos. Apos o término do tempo, a amostra retida em cada
tamis foi removida, transferida para um papel impermeéavel e pesada.

Em seguida, os tamanhos médios das particulas foram mensurados e a
distribuicdo das particulas foi expressa pela referéncia a abertura nominal da
malha dos tamises utilizados. Para o calculo do tamanho médio das particulas
(Tm) foi utilizada a seguinte expressao, dada por Ansel, Popovich e Allen Jr,
(2000): Tm =[Y; (% retida) x (abertura média) ] / 100.
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4.6 OBTENCAO DOS EXTRATOS SECOS

O preparo do extrato seco das folhas, caule e raiz de Campomanesia
xanthocarpa O. Berg foi realizado no Laboratério de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos e no Laboratorio de Farmacognosia da UNIFAL-MG.

O po obtido foi submetido ao método de extracdo exaustivo de percolacéo
simples, segundo Prista, Alves e Morgado, (2008). O processo teve inicio com o
intumescimento prévio do pé com etanol 70% (v/v) durante 1 hora fora do
percolador. Apés esse periodo, o percolador foi empacotado com a mistura de
po + etanol 70% v/v da forma mais homogénea possivel, evitando a formacao de
bolhas ou de caminhos alternativos dentro do percolador. O alcool foi adicionado
aos poucos, até cobrir a superficie do pd, e a mistura foi deixada em maceracao
por 48 horas. Apés este periodo, procedeu-se a percolagdo na vazdo de 1-2
mL/min.

Todas as solucdes extrativas (percolado) foram concentradas em
rotaevaporador (Fisatom® 801), a temperatura de 50°C. Posteriormente, foram
congeladas e submetidas ao processo de liofilizagcdo nas condi¢des ideais de
pressao (380 mmHg), temperatura (-40°C) e tempo (72 horas).

Apos a obtencdo dos extratos secos, os produtos foram acondicionados
em frascos ambar e mantidos em geladeira, até o momento do uso,

identificados.

4.7 TRIAGEM FITOQUIMICA PRELIMINAR

A deteccdo dos principais grupos de substancias presentes no extrato
seco das folhas de Campomanesia xanthocarpa O. Berg foi obtida por meio de
reacdes quimicas qualitativas, que resultaram no desenvolvimento de
coloracdo e/ou de precipitado caracteristico. Os testes foram realizados em

triplicata, segundo as metodologias propostas a seguir.

4.7.1 Taninos

Uma aliquota de 1 g de extrato seco foi dissolvida em 10 mL de agua
destilada. Em seguida realizou-se a filtracdo em papel de filtro. Separou-se

cinco por¢cdes de 2 mL em tubos de ensaios e adicionou-se separadamente 1 a
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2 gotas dos seguintes reativos: solucdo alcodlica de cloreto férrico a 1% (m/v),
acetato de cobre 3% (m/v), solucdo de gelatina 2,5% (m/v), cloridrato de
quinino 5% (m/v), e solucao alcodlica de vanilina 1% (m/v) (CARDOSO, 2009).

4.7.2 Catequinas

Em alguns miligramas da droga vegetal, adicionou-se 3 mililitros de
metanol e realizou-se a filtracdo. Foi adicionado 1 mililitro de solu¢cdo aquosa
de vanilina 1% e 1 mililitro de acido cloridrico concentrado. O surgimento de
coloracdo vermelha intensa ¢ indicativo da presenca de catequinas (SIMOES,
2007).

4.7.3 Flavonoides

A extracdo foi realizada em um erlenmeyer, adicionando cerca de 1
grama de droga vegetal e 30 mL de etanol 70%. Tampou-se com papel
aluminio para aquecimento em chapa até ebulicdo e fervura por 5 minutos. Em
seguida, filtrou-se a droga em papel de filtro pregueado e recolheu-se o filtrado
para as reacdes a seguir.

a) Reacado de Shinoda: em um tubo de ensaio imerso em banho de
gelo, adicionou-se 2 mililitros do extrato alcdolico juntamente com 3 fragmentos
pequenos de magnésio metdlico, para finalizar a reacao adicionou-se 1ml de
acido cloridrico concentrado. O aparecimento de uma coloracdo vermelha ou
résea indica que a reacao é positiva.

b) Reacdo com cloreto de aluminio: realizou-se a reagdo com cloreto
de aluminio, pingando o extrato alcodlico sobre um papel de filtro em dois
lugares diferentes. Sobre um dos pontos onde foi aplicado o extrato, pingou-se
uma solucédo alcodlica de cloreto de aluminio e observou-se no UV. A presenca
de mancha fluorescente indica uma reacao positiva.

c) Reacado com cloreto férrico: em um tubo de ensaio, adicionou-se 2
mililitros de extrato alcodlico e 4 gotas de solucdo de cloreto férrico. O
desenvolvimento de coloragdo azul esverdeado indica a presenca de

compostos fendlicos na droga vegetal (SIMOES, 2007).
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4.7.4 Glicosideos cardioativos

Realizou-se a extracdo da droga vegetal, utilizando 1 grama da droga
juntamente com 30 mililitros de etanol 70% e 8 aquecendo por 5 minutos apos
a ebulicdo. Depois de resfriado, o extrato foi filtrado em papel de filtro e
colocado em um funil de decantac&o. Ao funil, adicionou-se 15 mililitros de
agua destilada e foi feita a extragdo com 20 mililitros de éter etilico, separando
a fase organica para a realizacao das reacoes.

a) Reacdo de Liebermann-Burchard: adicionou-se 2 mililitros do
extrato etéreo (fase organica) em uma capsula de porcelana, que foi colocada
em capela até a evaporacédo do solvente. Ao residuo, adicionou-se 1 mililitro de
anidrido acético e transferiu-se cuidadosamente para um tubo de ensaio. Foi
adicionado lentamente 1 mililitro de acido sulfurico concentrado pela parede do
tubo de ensaio, em banho de gelo. O aparecimento de coloracdo vermelho-
acastanhada indica a presenca de nucleo esteroidal.

b) Reacado de Salkowski: adicionou-se 2 mililitros do extrato etéreo a
um tubo de ensaio e 1 mililitro de reativo de Salkowski, cuidadosamente em
banho de gelo. O desenvolvimento de coloragdo vermelho-acastanhada
confirma a presenca de nucleo esteroidal.

c) Reacao de Baljet: adicionaram-se mililitros do extrato etéreo a uma
capsula de porcelana, que foi colocada em capela até a completa evaporacao
do solvente. Ao residuo, adicionou-se 1 mililitro de solugdo de acido picrico
0,5% e transferiu-se para um tubo de ensaio. Ao tubo, adicionou-se 5 gotas de
hidroxido de potassio 5%. O aparecimento de cor alaranjada intensa indica a
presenca de anel lactbnico pentagonal na droga vegetal.

d) Reacao de Keller-Kiliani: adicionou-se 2 mililitros do extrato etéreo
a uma capsula de porcelana, que foi colocada em capela até a obtencdo do
residuo. Adicionou-se 1 mililitro de acido acético concentrado e transferiu-se
para tubo de ensaio. Ao tubo, foi adicionado 2 gotas de solucdo aquosa de
cloreto férrico 2% e 1 mililitro de &cido sulftrico concentrado pela parede do
tubo, de modo que os dois liquidos ndo se misturaram. O desenvolvimento de
um anel vermelho-pardo e o aparecimento de coloragdo azul-esverdeada na

solugdo acética indica a presenca de desoxi-acucares (SIMOES, 2007).
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4.7.5 Esterodides e triterpendides

Utilizou-se 50 miligramas da droga vegetal em 3 mililitros de cloroférmio
e procedeu- se a filtracdo. Adicionou-se ao extrato cloroférmico 2 mililitros de
anidrido acético. Agitou-se suavemente. Pelas paredes do tubo adicionou-se 1
mililitro de &cido sulfurico concentrado. A sucessdo de cores, de azul
evanescente seguido de verde persistente, indica um resultado positivo para
esteroides e triterpendides (SIMOES, 2007).

4.7.6 Derivados da cumarinas

Utilizou-se 30 miligramas de droga vegetal em 5 mililitros de éter etilico.
Concentrou- se em banho-maria até obter 0,5 mililitros. Em um papel de filtro,
aplicaram-se gotas da solucéo etérea, formando duas manchas. A uma delas,
adicionou-se 1 gota de hidréxido de sédio 1M. Observou-se a luz ultravioleta. A
presenca de fluorescéncia azul na mancha indica reacédo positiva (SIMOES,
2007).

4.7.7 Saponinas

A extracdo foi realizada através do método de decoccdo. Em um
erlenmeyer cerca de 1 grama da droga vegetal em pd juntamente com 20
mililitros de agua destilada mantendo a ebulicdo por 5 minutos.

Filtrou-se através de papel pregueado, apés o resfriamento, realizaram-
se as seguintes reacdes:

a) Formacéao de espuma resistente a acidos minerais diluidos: em um
tubo de ensaio, adicionou-se 5 mililitros da solucéo obtida anteriormente e
agitou-se vigorosamente. Apdés 10 minutos, adicionaram-se gotas de &acido
sulfrico diluido aos tubos e agitou novamente. A formacdo de espuma
persistente e resistente a acidos minerais diluidos indica a presenca de
saponinas na droga vegetal.

b) Hidrdlise acida: ao extrato obtido anteriormente, adicionou-se 10
mililitros de acido sulfurico 20% e levou a ebulicdo por 5 minutos. Filtrou-se em
papel de filtro pregueado. Transferiu-se 5 mililitros deste filtrado para um tubo

de ensaio e agitou-se vigorosamente. Para outro tubo de ensaio, transferiu-se
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o material insolavel do papel de filtro com o auxilio de aproximadamente 5
mililitros de &gua destilada. Agitou-se vigorosamente. A presenca de material
insolavel indica hidrélise &cida das saponinas da droga vegetal com
consequente insolubilidade das sapogeninas, assim a ndo formacdo de

espuma persistente indica a auséncia de saponinas (SIMOES, 2007).

4.7.8 Alcalbides

Em um erlenmeyer, aqueceu-se cerca de 1 grama da droga vegetal em
30 mililitros de &cido cloridrico a 4%, deixar 5 minutos apos a ebulicdo. O
extrato foi filtrado, em papel de filtro. Em seguida, realizou-se a alcalinizacao
do filtrado com hidroxido de amodnio até que este atingisse pH 9, verificando
com fita indicadora.

Em um funil de decantacdo, realizaram-se duas extracbes com 10
mililitros de cloroférmio. Separou-se 5 mililitros do residuo organico, transferiu-
se esta amostra para uma capsula de porcelana (A) e o restante para outra
capsula (B), que foram colocadas em capela até a evaporacdo completa da
solucéo etérea.

Reacdes de Precipitacdo: o contetudo da capsula A foi ressuspenso em
2 mililitros de acido cloridrico 10% e solubilizado. Separaram-se quatro por¢des
de 0,5 mililitros em 4 tubos de ensaio e adicionaram-se gotas de reagente de
Bouchardat, Dragendorff, Bertrand e Mayer respectivamente ao tubo 1, 2,3 e 4,
sendo que o aparecimento dos precipitados especificos indica reacdo positiva
para alcaloides (SIMOES, 2007).

4.7.9 Antraquinonas

Reacéo de Borntrager direta: em um erlenmeyer, pesou-se cerca de 0,5
gramas da droga vegetal, adicionou-se 2 mililitros de éter etilico e agitou-se.
Com uma pipeta Pasteur, transferiu-se o sobrenadante para um tubo de

ensaio. Adicionou-se 2 mililitros de solucdo aquosa de hidréxido de amoénio
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10% ao tubo. O desenvolvimento de coloracdo vermelha ou violeta na fase
aguosa indica a presenca de antraquinonas livres.

a) Reacao de Borntrager indireta para O-glicosideos: ao p6 da droga
anteriormente extraido com éter, adicionou-se 30 mililitros de agua destilada e
4 mililitros de acido cloridrico concentrado, tampou-se com papel aluminio e
aqueceu até a fervura, mantendo o aquecimento por cinco minutos. A solugéo
foi resfriada e filtrada em papel de filtro pregueado. Em um funil de separacéao,
extraiu-se a solucédo aquosa acida com 8 mililitros de éter etilico. Transferiu-se
2 mililitros da fase organica para um tubo de ensaio e adicionou-se 2 mililitros
da solucdo aquosa de hidroxido de aménia (10%). O desenvolvimento de
coloracdo vermelha ou violeta na fase aquosa indica a presenca de
antraquinonas livres.

b) Reacdo de Borntrager indireta para C-glicosideos: em um
erlenmeyer contendo a fase aquosa &cida obtida da reacdo anterior, adicionou-
se 8 mililitros de uma solucéo de cloretoférrico 25% e aqueceu até ebulicdo,
mantendo a solucdo sob aquecimento por 10 minutos. Apés resfriada, a
solucéo foi transferida para um funil de separacéo e extraida com 8 mililitros de
éter etilico. Adicionou-se 3 mililitros da solucao de hidroxido de amonio a fase
organica. O aparecimento de coloragdo vermelha ou violeta na fase aquosa

indica a presenca de antraquinonas livres (SIMOES, 2007).

4.8 TRIAGEM FITOQUIMICA POR CCD

Os extratos secos das folhas, raiz e caule de Campomanesia xanthocarpa
foram dissolvidos, separadamente, nos respectivos solventes utilizados nas
extracbes (etanol), a fim de se obter uma concentracdo de 1,0 mg/mL. As
andlises cromatograficas foram feitas em microplacas de silica gel 60 F254 (5x5
cm), utilizando uma mistura de acetato de etila, metanol e agua (81:11:8) como
fase movel. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Para a
identificagdo dos compostos quimicos presentes, 10 uL das solu¢des-amostra e
de solucbdes de padrbes auténticos (Sigma®) na mesma concentracdo (1
mg/mL) — quercetina, acido galico, catequina, antraquinona e pilocarpina — foram

aplicados a cada uma das placas. Todas as placas foram submetidas a
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revelacao por luz ultravioleta (UV). Em seguida, cada placa, separadamente, foi
submetida a reveladores diferentes: anisaldeido sulfirico com aquecimento a
100°C (flavonoides, saponinas, terpenos, taninos e catequinas), NP/PEG
(flavonoides), cloreto férrico e reativo de Dragendorff (alcaloides). Todas as
classes de substancias foram determinadas pela comparacdo das coloracfes
das manchas observadas nas placas, quando reveladas, com as coloragdes das
classes descritas na literatura (WAGNER, BLADT; ZGAINSKY, 2009).

4.9 DETERMINACAO DO TEOR DE POLIFENOIS TOTAIS

Aliquotas dos extratos secos das folhas, raiz e caule foram diluidas em
etanol absoluto, para se obter uma concentracdo de 250 uyg/mL. 0,5 mL de cada
amostra foram adicionados 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau 10% (v/v) e
em seguida, foram acrescentados aos tubos 2,0 mL de carbonato de sédio a 4%
(m/v). Os tubos foram agitados para a homogeneizacdo e mantidos em repouso.
Depois de transcorridas 2 horas, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a
absorbancia foi mensurada em espectrofotometro UV-Vis Shimadzu® TCC 240
A, a 750 nm (correspondente ao pico de absor¢cado dos 6xidos de molibdénio e
de tungsténico), ajustando o zero de absorbancia com a solugdo do branco,
constituida por todos os reagentes e 0,5 mL de etanol absoluto. Os mesmos
procedimentos foram realizados com o acido galico em solucdo etandlica, nas
concentracfes de 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 70 pg/mL, a fim de se obter a curva
analitica: A = 0,0134C + 0,0109, onde C é a concentracao de &cido gélico e A é
a absorbancia a 750 nm. O coeficiente de correlagéo obtido foi de R2 = 0,9879.
A quantidade de polifendis no extrato foi determinada por interpolacdo da
absorbancia das solucdes-amostra contra a curva de calibracdo. Os valores
foram expressos como equivalentes de acido galico — EAG (mg de &cido galico/g
de amostra). As andlises foram realizadas em triplicata (SINGLETON;
ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999).

4.10 DETERMINACAO DE FLAVONOIDES

As aliquotas de cada um dos extratos secos foram diluidas em etanol

absoluto, para se obter uma concentracdo de 500 ug/mL. A 0,5 mL de cada
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amostra, foram adicionados 1,5 mL de etanol absoluto. Em seguida, foi
adicionado 0,1 mL da solugéo de cloreto de aluminio hexaidratado 10% (m/v) e
0,1 mL de acetato de potassio 1,0 mol L™ . O volume da solucéo foi completado
para 5 mL com 2,8 mL de agua destilada. Os tubos foram agitados para a
homogeneizacdo e mantidos em repouso por 30 minutos. Por ultimo, foram
feitas as leituras em espectrofotdmetro UV-Vis Shimadzu® TCC 240 A, no
comprimento de onda de 425 nm (correspondente ao pico de absorgcéo do
complexo flavonoide-aluminio), ajustando o zero de absorbancia com a solucéo
do branco, constituida por todos os reagentes e 0,5 mL de etanol absoluto. Os
mesmos procedimentos foram realizados com a quercetina em solugéo
etandlica, nas concentragdes de 10, 20, 40, 50, 60, 70, 80 e 100 pg/mL, a fim de
se obter a curva analitica A = 0,0055C + 0,0416, onde C é a concentracdo de
guercetina, A é a absorbancia a 425 nm e o coeficiente de correlacdo foi de R2 =
0,9979. A quantidade de flavonoides foi determinada pela interpolacdo da
absorbancia das amostras contra a curva de calibracdo e os valores foram
expressos como equivalentes de quercetina — EQ (mg de quercetina/g de

amostra). As analises foram realizadas em triplicata (KALIA et al., 2008).

4.11 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Todos o0s experimentos de avaliagdo de atividade antifungica foram
realizados no Laboratério de Microbiologia da UNIFAL-MG, sob colaboracédo e
supervisao da professora Dr2. Amanda Latércia Tranches Dias. Na avaliacao do
perfil de sensibilidade, foram avaliadas as concentra¢des inibitérias minimas de
50% do crescimento (MIC50) e de 90% do crescimento (MIC90). As
determinacdes dos valores de concentracdes inibitérias foram realizadas
segundo a metodologia de microdiluicdo em caldo, conforme documento M27-S4
(CLSI, 2012) para leveduras. O meio de cultura utilizado foi o caldo Mueller-
Hinton. Os ensaios foram realizados com leveduras padrées (ATCC), tanto
oportunistas como patogénicos. As leveduras utilizadas no ensaio foram
Candida albicans ATCC 10231, C. krusei ATCC 6258, C. glabrata ATCC 90030
e C. parapsilosis ATCC 22019. As amostras de fungos foram mantidas em agar
Sabouraud a 8°C, até o momento da realizacdo dos testes. Os extratos secos

das folhas, raiz e caule foram avaliados nas concentracdes de 1000; 500; 250;
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125; 62,5; 31,25; 15,625; 7,81; 3,9 e 1,95 pg/mL, em DMSO. O solvente DMSO
também foi acrescentado no meio de cultura, nas mesmas concentragdes dos
extratos, e foi utilizado no ensaio como controle negativo. Fluconazol foram
utilizados como drogas padrdes para os fungos. Todos os testes foram
realizados em triplicata. Além disso, foram determinados outros parametros para
os resultados com MIC50 menores do que 100 pg/mL, como a atividade
antimicrobiana total (AT), o indice de susceptibilidade (ISM%) e o percentual de
atividade (P%), segundo as metodologias descritas nos trabalhos de Bonjar,
(2004), e Eloff, (2004). A atividade antimicrobiana total (AT) foi calculada como a
razdo entre a quantidade do material extraido por 1 g de planta e a concentragédo
inibitéria minima, através da seguinte expresséo: AT = Rendimento / MIC50.

O indice de susceptibilidade (ISM%) foi calculado como a razdo entre o
namero de extratos efetivos contra cada microrganismo e o total de extratos
vegetais testados, segundo a expressao: ISM% = (n1/n2) x 100, em que nl1 é o
namero de extratos efetivos para cada microrganismo e n2 € o nimero total de
extratos analisados. O percentual de atividade (P%) foi calculado como a razéo
entre o numero de cepas susceptiveis aos extratos vegetais e o total de cepas
microbianas testadas. Os resultados foram multiplicados por 100 e expressos
em porcentagem, segundo a expressao: P% = (C / T) x 100, em que C é o

numero de cepas susceptiveis e T € o numero total de cepas usadas no teste.

4.12 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA E ANTINOCEPTIVA

No estudo bioldgico serdo realizados testes para avaliacdo da atividade
antiinflamatéria e analgésica do extrato seco das folhas para verificar 0 uso
popular da gabiroba (Campomanesia xanthocarpa O. Berg) como planta

medicinal nestas patologias

4.12.1 Modelo Animal

Foram utilizados camundongos Swiss machos (25 + 5g) provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL. Os animais

foram tratados com racdo comercial e &gua ad libitum, durante todo
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experimento, garantida sua adaptacdo por 3 dias em sala climatizada a 23 +
2°C, em caixas de polipropileno adequadas a sua manutencao e foram mantidos
sob regime de luz com ciclo claro-escuro de 12 h. Ao término, os animais foram
sacrificados com isoflurano. Para o0s experimentos, 0s animais foram

subdivididos e mantidos separadamente em grupos.

4.12.2 Atividade antiinflamatéria e antinoceptiva

41221 Teste da formalina

Este teste foi realizado utilizando 6 grupos de 8 camundongos, 0s quais
foram tratados da seguinte forma:

Grupo 1: Veiculo agua destilada v.o.;

Grupo 2: Extrato hidroetandlico da folha de Campomanesia xanthocarpa
O. Berg (10mg/Kg, v.0.);

Grupo 3: Extrato, 100mg/Kg, v.0.;

Grupo 4: Extrato, 1000mg/Kg, v.0.;

Grupo 5: Indometacina, 5 mg/Kg, v.0.;

Grupo 6: Morfina, 10 mg/Kg, i.p.

Apés 1 hora do tratamento dos grupos 1 ao 5, e 30 minutos do
tratamento do grupo 6 aplicou-se subcutaneamente 20uL de solucdo de
formaldeido a 2,5% na regido plantar da pata traseira direita dos animais e no
grupo 1 aplicou-se 20uL salina. Imediatamente observou-se entdo o tempo que
0s animais levaram lambendo a pata que recebeu a solugcdo de formalina
durante 5 minutos apds a aplicacédo e por mais 10 minutos apés 20 minutos da
aplicacao do estimulo nociceptivo (VILELA et al., 2009).

4.12.2.2 Teste de Von Frey

Neste modelo experimental, administrou-se uma injecéo intraplantar de
carragenina e a tensdo medida por filamentos de Von Frey (Stoenlting, Chicago,

EUA) segundo o método up and down. Este método foi padronizado para medir
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(em g) o limiar da alodinia mecanica de cada camundongo, segundo a
metodologia de Chaplan et al (2000). Foram utilizados uma série de filamentos
(0,69, 1,0g, 1,49, 2g e 4g) aplicados em ordem crescente para determinar o
limiar de retirada da pata. A tensdo aplicada na pata foi repetida até que se
consigam trés medidas similares. Cada camundongo foi colocado em uma caixa
de acrilico (12x10x17 cm de altura), por 30 minutos antes do teste. Durante esse
periodo de adaptacdo, as patas dos animais foram tocadas 2-3 vezes com 0sS
filamentos e, apds esse periodo, a leitura basal foi realizada.

Em seguida os animais receberam os seguintes tratamentos:

Grupo 1: Veiculo agua destilada v.o.;

Grupo 2: Veiculo agua destilada v.o.;

Grupo 3: Extratos aquosos de Campomanesia xanthocarpa O. Berg,
10mg/Kg,

V.0.;

Grupo 4: Extrato, 100mg/Kg, v.o.;

Grupo 5: Extrato, 1000mg/Kg, v.0.;

Grupo 6: Indometacina, 10 mg/Kg, v.o.;

ApoOs uma hora do tratamento, os animais do grupo 2 ao 6 receberam
uma injecao intraplantar de carragenina de 20uL 100ug/pata e o grupo 1 injecéo
intraplantar de salina. Apés a administracao intraplantar de carragenina e salina,
registrou-se a sensibilidade nociceptiva de cada animal com os filamentos a
cada intervalo nos tempos de meia hora a quatro horas da aplicacdo da

carragenina.

4.12.2.3 Peritonite induzida por LPS

No teste de peritonite induzida por LPS, foram utilizados 5 grupos de 8

camundongos, os quais foram tratados da seguinte forma:

Grupo 1: Veiculo agua destilada v.o.;
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Grupo 2: Extrato hidroetandlico da folha de Campomanesia xanthocarpa
O. Berg 10 mg/Kg v.o.;

Grupo3: Extrato, 100 mg/ Kg v.o.;

Grupo 4: Extrato, 1000 mg/ Kg v.o.;

Grupo 5: Indometacina v.o. 10 mg/ Kg;

Apébs 1 hora de tratamento, cada camundongo dos grupos 2 ao 5 recebeu
uma injecdo via intraperitoneal de lipopolissacarideos (LPS) de E. coli 026:B6
(100 pg/Kg) em solucédo salina esteéril, isenta de pirdgenos e no grupo 1 cada
camundongo recebeu injecao intraperitoneal de salina. Ap6s 4 horas da injecao
de LPS, os camundongos foram sacrificados por superdosagem de isoflurano via
inalatoria e as células foram coletadas via injecdo de 3,0 mL de PBS contendo
0,5% de citrato de sédio. O abdémen do camundongo foi delicadamente
massageado para desprendimento das células da cavidade. Esta suspencao de
células livres de sangue foi aspirada com auxilio de uma seringa. O lavado
abdominal foi acondicionado em tubos plasticos e, posteriormente, foi realizada
contagem de células utilizando a camara de Neubauer (Cunha et al., 1989; Vilela
et al., 2010).

41224 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média
(EPM). Os dados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) de uma via,
seguida do teste de Newman - Keuls. Valores de P menores do que 0,05 (P <

0,05) foram considerados como indicativos de significancia.
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5 FLUXOGRAMA DOS TESTES ENVOLVIDOS

A figura 6 mostra, resumidamente, o fluxograma dos procedimentos

empregados no estudo.

Figura 6. Fluxograma representativo dos procedimentos utilizados no estudo.
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Fonte: do autor
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 DETERMINACAO POR PERDA DE SECAGEM

Concomitantemente ao processo de secagem da espécie vegetal,
determinou-se a perda por dessecacdo. A estabilizacdo de uma amostra de
4,427 g da droga vegetal deu-se apés 72 horas do inicio do processo de
secagem, com a obtencdo de uma massa constante de 2,222 g, apoés trés
pesagens consecutivas. O resultado obtido foi de 50,192% * 0,67 de perda de
agua e/ou de substancias volateis durante a secagem. A determinacéo da perda
por secagem tem o0 objetivo de impedir que a droga permaneca Umida, apés
uma secagem ineficiente, ou que ocorra a deterioracdo dos metabdlitos
secundarios de interesse por secagem excessiva (MELLO & PETROVICK,
2000).

A determinacdo do teor de 4gua e/ou substancias volateis representa um
dos parametros da qualidade do processo de secagem e da garantia de
conservacdo das drogas vegetais. O valor encontrado no presente estudo
encontra-se dentro do intervalo de valores estabelecidos pelos compéndios
oficiais, o que indica uma secagem eficiente da matéria-prima vegetal (COSTA
et al., 2009).

A importancia da determinacdo da perda por secagem esta diretamente
relacionada a estabilidade microbioldégica da matéria-prima vegetal, pois este
parédmetro expressa a vulnerabilidade do material em permitir o crescimento de
fungos e bactérias. Sendo assim, deve-se considerar também a estabilidade
guimica, representada principalmente pelos processos de hidrélise, que podem
degradar os metabolitos secundarios presentes na composicdo do material
vegetal (NUNES et al., 2009).

Do ponto de vista tecnoldgico, é importante conhecer o conteddo de agua
e/ou substéncias volateis em uma matéria-prima vegetal, para que este valor
seja considerado nos calculos de rendimento. Assim, a determinacdo da perda
por secagem € um ensaio de grande relevancia para a producao de fitoterapicos
(NUNES et al., 2009). Sendo assim, este parametro deve ser avaliado na

selecédo das operacdes produtivas, na manipulacdo e na selecéo das condicdes
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de armazenamento do material vegetal, bem como do material de
acondicionamento (MENDEZ et al., 2011).

6.2 DETERMINACAO DA GRANULOMETRIA

Realizou-se a analise granulométrica do pdé obtido das folhas de
Campomanesia xanthocarpa. Os resultados, mostrados no histograma abaixo
(Figura 7), mostram que a maioria das particulas estdo localizadas na faixa

granulométrica de 250 a 355 pm.

Figura 7. Distribuicdo da porcentagem do p6é das folhas de Campomanesia xanthocarpa

retido em cada tamis.
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Fonte: do autor

Sabe-se que, de acordo com os dados descritos na Farmacopeia
Brasileira, 52 edigdo (BRASIL, 2010), o p6 obtido das folhas de Campomanesia
xanthocarpa pode ser classificado como um pé moderadamente grosso, definido
por apresentar particulas que passam, em quase sua totalidade, pelo tamis com
abertura nominal de malha de 710 um e, no maximo, 40% pelo tamis com
abertura nominal de malha de 250 pum.

Sabe-se que as granulometrias dos poés interferem diretamente na

gualidade do processo extrativo. A mistura de pdés serd mais facil e mais
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uniforme, se as particulas dos materiais forem, aproximadamente, do mesmo
tamanho extracdo (MENDES et al., 2011).

Os pés de tamanho de particula maior, como os desta classificacdo, sdo
mais favoraveis aos processos extrativos, pois as particulas muito finas podem
aderir as particulas maiores, aumentando assim a viscosidade do meio e isSso
impede a penetracdo de solventes. O pdé moderadamente grosso apresenta,
também, a vantagem de evitar a formacéo de aglomerados, j& que as particulas
muito pequenas quando em contato com o liquido extrator podem entupir os
filtros de percoladores durante os processos de extracdo (MENDES et al., 2011).

O po obtido, apés a moagem no moinho de facas, apresentou particulas
ndo homogéneas. Dessa forma, faz-se necessério realizar a determinacéo do
tamanho médio das particulas do p6 das folhas de Campomanesia xanthocarpa,

através da granulometria. A tabela 5 abaixo, expressa os resultados obtidos.

Tabela 5 — Calculo do tamanho médio das particulas das folhas pulverizadas de Campomanesia

xanthocarpa

Abertura da Abertura Peso retido* Peso retido % retida x

malha (um) média (mm) (9) (%) abertura média
0** 0,090 25,09 25,03 2,253
250 0,303 15,89 15,86 4,806
355 0,423 21,09 21,04 8,900
500 0,675 19,09 19,05 12,856
710 0,780 6,89 6,87 5,356
850 0,850 12,17 12,14 10,319

100 100 44,49

Nota: *Média de trés determinagdes;
**Fundo coletor.
Fonte: do autor.

De acordo com os dados da Tabela 5, calculou-se o tamanho médio da
particula, através da equacao de Ansel, Popovich e Allen Jr, (2000): Tm =[Y; (%
retida) x (abertura meédia) ] / 100. O tamanho médio encontrado para as

particulas do p6 vegetal foi de 0, 445 mm.
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6.3 TRIAGEM FITOQUIMICA PRELIMINAR

Os resultados da analise fitoquimica preliminar do extrato seco foram
referentes ao desenvolvimento de coloracdo e/ou de precipitado caracteristico
dos grupos de substancias presentes na droga vegetal. Os resultados das

analises estdo apresentados na tabela 6.

Tabela 6 — Analise fitoquimica preliminar do extrato seco das folhas de Campomanesia

Xanthocarpa
Constituintes analisados Reacdes quimicas Resultado
obtido
Antraquinonas Reacao de Borntrager direta Negativo
Reacao de Borntrager indireta Negativo
Saponinas Espuma persistente Positivo
Hidrolise acida Positiva
Alcaloides Reagente Mayer Negativo
Reagente Bouchardat Negativo
Reagente Dragendorff Negativo
Taninos Reacao com cloreto férrico Positivo
Reacdo com acetato de cobre Positivo
Reacéao taninos condensados Positivo
Flavonoides Reacao de Shinoda Positivo
Reacdo Cloreto Férrico Positivo
Reacdo Cloreto de Aluminio Positivo
Glicosideos cardioativos Reacao de Liebermann-Buchard Positivo
Reacao de Salkowski Positivo
Reacgédo de Bajlet Negativo
Reacao de Keller-Kiliani Negativo
Esteroides e Triterpendide  Reacao Anidrido Acético Positivo
Derivados de cumarinas Reacao Luz UV Negativo
Catequinas Reacao Vanilina Positivo

Fonte: do autor

Dentre os grupos de metabdlitos secundarios pesquisados nos ensaios
fitoquimicos (tabela 6), foi possivel identificar saponinas, taninos, flavonoides,

catequinas, esteroides e triterpendides.
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Na identificacdo de saponinas, ocorreu a formacado de espuma persistente
e resistente a acidos minerais diluidos indicando a presenca de saponinas na droga
vegetal, sendo a espuma de 5 milimetros de espessura. No teste de hidrélise &cida
das saponinas da droga vegetal ocorreu a preciptacdo, uma vez que o acido
realizou a hidrélise e formou um precipitado (sapogeninas) que € insollvel em agua
(WAGNER; BLADT; ZGAINSKY, 2009).

Na identificacdo de taninos, a reacdo com cloreto férrico observou-se o
aparecimento de uma nitida coloracdo amarronzada, que é indicativo da presenca
de taninos. Para as reacfes com acetato de cobre, constatou-se o aparecimento de
turvacao, indicando a presenca de taninos. Na reacdo para taninos condensados,
houve o aparecimento de coloragédo vermelha, portanto, detectou-se a presenca de
taninos condensados (WAGNER et al, 2009).

Na identificacdo de flavonoides, a reacdo de Shinoda (reacdo da
cianidina), observou-se a coloracdo avermelhada, sendo a reacdo positiva. Na
reacdo com o cloreto de aluminio, houve a manifestacdo de fluorescéncia verde
amarelo intensa, caracteristica, indicando a presenca de compostos flavénicos. Na
reacdo com o cloreto férrico, ocorreu o aparecimento da coloracdo variavel verde-
castanha sendo positiva para (WAGNER et al, 2009).

Nas reacdes para identificacdo com catequinas, houve o surgimento de
coloracdo vermelha intensa, indicando reacdo positiva para a presenca de
catequinas (WAGNER et al, 2009).

Na identificacdo de esteroides e triterpendides ocorreu uma sucessao de
cores, de azul evanescente seguido de verde persistente foi observada, indicando
reacao positiva para a presenca de esteroides e triterpenos (WAGNER et al, 2009).

Na identificacdo de glicosideos cardioativos, foi possivel identificar a
presenca de anel esteroidal na droga vegetal, pois as reacdes de Liebermann-
Burchard e Salkowski apresentaram resultados positivos, havendo o
desenvolvimento de coloragéo vermelha-acastanhada. Na reagéao de Keller-Kiliani,
ndo houve o desenvolvimento de anel vermelho-pardo e o aparecimento de
coloragdo azul-esverdeada na solucdo acética, indica a ndo presenca de desoxi
acucares. Na reacdo de Baljet, ndo houve o aparecimento de cor alaranjada
intensa, portanto ndo foi possivel identificar a presenca de anel lactonico na droga
vegetal (WAGNER et al, 2009).
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6.4 TRIAGEM FITOQUIMICA POR CCD

A analise fitoquimica por CCD caracterizou a presenca dos constituintes
majoritarios nos extratos de Campomanesia xanthocarpa, conforme a Figura 8.

Figura 8. Perfis cromatograficos dos extratos secos obtidos das folhas, caule e raiz de
Campomanesia xanthocarpa.

Legenda:

A-UV365nm:1-EC;2-EF;,3-ER;4-Qct;5-Ac.Gal.; 6 — Ctq.; 7 — Atrq; 8- Dgx;

B — Anisaldeido sulfarico: 1 - EC; 2 — EF; 3 — ER; 4 — Qct; 5 — Ac.Gal.; 6 — Ctq.; 7 — Atrq; 8- Dgx;
C—-NP/PEG: 1-EC;2-EF;3-ER; 4-Qct,;

D — Cloreto férrico: EC; 2 — EF; 3 - ER; 4 — Qct.; 5 — Ctq.; 6 — Ac.Gal ;

E — Reativo de Dragendorff; 1 - EC; 2 — EF; 3 — ER; 4 — Piloc.;

Fonte: do autor

Nas analises realizadas por CCD, utilizou-se fase mével, constituida por
uma mistura de acetato de etila, metanol e agua na proporcao 81:11:8

respectivamente, e fase estacionéria de silica-gel F254.
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A analise do perfil cromatogréafico foi realizada pela comparacdo das
coloragBes das manchas observadas nas placas apds serem reveladas, com as
coloracgdes das classes descritas na literatura (WAGNER et al, 2009).

Quanto as classes de metabdlitos presentes nos extratos, pode-se
observar, por analise no UV (Figura 8a), uma mancha fluorescente verde
amarelada no extrato 3, que sugerem a presenca de acidos fendlicos.
Observam-se manchas avermelhadas intensas no final da placa no extrato 2,
gue podem sugerir a presenca de antocianidinas e saponinas, além de algumas
manchas alaranjadas menores, que podem indicar a presenca de flavonoides no
extrato 1.

Na revelacdo por anisaldeido sulfurico e posterior aquecimento a 100°C
(Figura 8b), todos os extratos manchas de coloracao vermelho-tijolo proximas ao
ponto de aplicacdo, que sugerem a presenca dos taninos condensados,
manchas amareladas no extrato 2, que correspondem aos flavonoides, e varias
manchas avermelhadas, que podem indicar a presenca de catequinas e taninos
hidrolisaveis. Os extratos apresentaram manchas esverdeadas no centro e no
final da placa, que pode sugerir a presenca de antocianidinas e saponinas,
respectivamente. Nota-se também coloracdo roxa, que é indicativo de terpenos.

Com o revelador NP/PEG (Figura 8c), pode-se observar que todos os
extratos apresentaram algumas manchas amareladas e alaranjadas, que
sugerem a presenca de flavonoides da classe dos flavondis e das flavonas,
respectivamente.

O cloreto férrico (Figura 8d) forma manchas de coloracfes escuras na
presenca de compostos fendlicos. Em todos os extratos, pode-se observar
manchas de coloracdo acinzentada préoximas ao ponto de aplicacdo, que
sugerem a presenca de taninos condensados; e manchas acastanhadas, que
podem indicar a presenca dos flavonoides.

A placa revelada com reativo de Dragendorff mostrou que os extratos nao
apresentam alcaloides, sendo apenas revelada uma mancha vermelha

correspondente ao padrao pilocarpina.
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6.5 DETERMINACAO DO TEOR DE POLIFENOIS TOATAIS E
FLAVONOIDES

Considerando os dados apresentados na literatura e através dos dados
evidenciados nas CCD realizado para os extratos de Campomanesia
xanthocarpa, foram realizadas as quantificacbes dos teores de fendis totais e
flavonoides, em cada um dos extratos preparados. Os resultados estdo

apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Teores de polifendis torais e flavonoides nos extratos de Campomanesia xanthocarpa.

Extrato Polifendis totais Flavonoides
(mg EAG/g extrato) (mg EQ/g extrato)
Caule 39,3+1,8° 9,3+1,2°
Folha 359+1,3 23,3+2,1°
Raiz 21,5+ 0,8 5,4 +1,4°

Nota: Valores expressos como média * desvio padrdo (n = 3). Os resultados de cada teste foram
analisados separadamente. Médias com letras diferentes, na mesma coluna, s&o
estatisticamente diferentes pelo teste de Scott e Knott, (1974), sendo p < 0,05.

Legenda: EAG — equivalentes em &cido galico; EQ — equivalentes em quercetina;

Fonte: do autor

A partir dos resultados obtidos, foi possivel confirmar e quantificar a
presenca de compostos fendlicos pela metodologia de Folin-Ciocalteau.
Avaliando os dados da tabela 7 acima, observa-se que 0s extratos do caule e da
folha apresentam os maiores valores de compostos fendlicos, de 39,3 £+ 1,8 e
35,9 + 1,3 mgEAG/g respectivamente.

Em relacdo ao ensaio de flavonoides, os extratos da folha e caule
apresentaram os maiores valores de concentracdo, sendo de 23,3 +2,1 e 9,3 +
1,2 mgEQ/g extrato respectivamente.

Os compostos fendlicos sdo uma classe de compostos largamente
distribuidos nas plantas e tém varias atividades biologicas, destacando-se a
prevencao e tratamento de muitas doencas (FANG et al., 2015).

Quando os extratos obtidos do caule, folhas e raiz de Campomanesia
xanthocarpa sdo comparados, quanto ao teor de polifendis totais, a extratos de

plantas ricas como o cha-verde (Cammelia sinensis), que apresentam em sua
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constituicdo cerca de 30 a 55 mg/g desses compostos, pode-se observar que 0s
extratos apresentaram teores ndo muito inferiores de fendis, cujos valores
variaram entre 39,3, 35,9 e 21,5 mg/g, respectivamente (PEREIRA et al., 2014).

Kataoka e Cardoso (2013) realizaram testes a fim de caracterizar o perfil
fitoquimico das espécies Campomanesia xanthocarpa e Campomanesia
sessiliflora, trabalhando com as folhas de ambas, sendo as folhas foram
coletadas em diferentes estagios de desenvolvimento da planta em questao.
Nos testes de fendis totais, encontraram diferentes valores devido a coleta de
material vegetal em diferentes fases como foi citado, onde no periodo
reprodutivo da Campomanesia xanthocarpa obteve-se o maior valor (334,18 +
11,73 mgEAG/g). Para Campomanesia sessiliflora, o maior valor encontrado foi
de 95,50 £+ 0,46 mgEAG/g durante a fase reprodutiva. Os valores obtidos por
Kataoka e Cardos sdo valores bem superiores ao encontrado neste presente
estudo, sendo bem discrepantes.

Rocha (2011) estudou a espécie Campomanesia pubescens, utilizando
praticamente quase todas as partes da planta. De todas as partes, a folha
apresentou maior quantidade de teor de fendis totais (115,0 £ 1,8 mgEAG/Q),
seguido pelo caule (114,0 =+ 1,3 mgEAG/Qg), fruto (31,0 £ 0,5 mgEAG/Q) e raiz
(19,3 £ 0,6 mgEAG/g). De todos os valores obtidos no estudo de Rocha, apenas
0s valores da raiz sdo proximos ao deste estudo, sendo os demais bem
discrepantes quando comparados.

Analisando a comparacdo dos estudos de Kataoka e Cardoso (2013) e
Rocha (2011), ambos possuindo resultados téo discrepantes quando comparado
com os resultados deste estudo, pode-se levantar algumas hipéteses possiveis.
Segundo Gobbo-Neto e Lopes (2007), diversos fatores que podem afetar o
conteudo de metabdlitos secundéarios das plantas. A espécie Campomanesia
utilizadas em ambos os trabalhos, foram coletados em locais diferentes um dos
outros. Sabe-se fatores ambientais como latitude, nutrientes do solo, podem
afetar o conteddo de compostos produzidos pelo vegetal.

Um dos fatos que justificam a expressiva presenca dos flavonoides dentre
0S compostos presentes naturalmente no reino vegetal é a sua capacidade de
protecdo das plantas contra a radiagcdo ultravioleta. Os flavonoides, devido a

presenca de anéis arométicos associados a hidroxilas em suas estruturas
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guimicas, tém a capacidade de captacdo da radiacéo e estabilizacdo da mesma,
evitando, assim, danos no material genético do vegetal (WU et al., 2015).

Além de trabalharem com quantificacdo de polifendis, Kataoka e Cardoso
(2013) também quantificaram flavonoides das espécies Campomanesia
xanthocarpa e Campomanesia sessiliflora, trabalhando com as folhas de ambas,
sendo as folhas foram coletadas em diferentes estagios de desenvolvimento da
planta em questdo. Dentre todas as amostras, a que apresentaram melhores
resultados foram as folhas coletadas no periodo reprodutivo (35,60 + 0,69
mgEQ/qg). O resultado ficou bem proximo do encontrado quando comparado ao
encontrado neste estudo (23,3 = 2,1 mgEQ/q).

Lima e colaboradores (2000) avaliaram o teor de flavonoides da espécie
Malpighia sp L. (acerola) utilizando os frutos de diferentes variedades como
amostra. Dentre as varias amostras que foram utilizadas, o que apresentou
melhor resultado foi a da variedade Inada (20,22 mgEQ/g), valor bem préximo ao
encontrado da folha de Campomanesia xanthocarpa.

Sendo assim, podemos chegar a conclusao que, a espécie Campomanesia
xanthocarpa apresenta relativamente grande teor de polifendis e de flavonoides.
Para alcancar tal valor de fendis encontrado pela metodologia de Follin-
Ciocalteau, hipoteticamente podemos afirmar que é devido ao fato de a espécie
apresentam compostos como taninos e compostos ndo fendlicos como

saponinas, conforme se encontra na literatura.

6.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

6.6.1 Determinacdo das concentracdes inibitérias minimas (MICs) para
leveduras do género Candida

A Tabela 8 mostra os valores de MIC50 e MIC90 obtidos para cada uma

das amostras testadas, frente as leveduras do género Candida sp.
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Tabela 8 - Avaliacdo do perfil de sensibilidade de leveduras do género Candida sp frente aos

extratos das folhas de Campomanesia xanthocarpa.

Extrato Fungos C.albicans  C. tropicalis C. krusei C. glabrata C. parapsilosis

ATCC ATCC 750 ATCC ATCC 90030  ATCC 22019
10231 6258

Fluconazol IC50 1 1 32 16 1

(Mg/mL)

Folha IC50 31,25 125 125 15,625 125

(Hg/mL) IC90 250 500 250 250 1000

Caule IC50 - 125 15,625 3,9 250

(Hg/mL) IC90 - - 500 500 1000

Raiz IC50 125 62,5 62,5 7,81 62,5

(Mg/mL) IC90 250 250 250 125 125

Legenda

IC50: inibicdo de 50% do crescimento;

IC90: inibicdo de 90% do crescimento;

- auséncia de atividade nas concentra¢cBes analisadas;
Fonte: do autor

Os extratos que apresentam MICsy, menor do que 100 pg/mL séo
considerados com excelente atividade antimicrobiana, os que tém MIC50 entre
100-500 pg/mL sdo moderadamente ativos, MICsy entre 500-1000 pg/mL séo
pouco ativos e MICso maior que 1000 pug/mL séo inativos (HOLETS et al., 2002).

Analisando a tabela 6, os extratos apresentam valores abaixo de 100
pg/mL mostrando o grande potencial da espécie Campomanesia xanthocarpa
contra alguns tipos de leveduras.

No geral, os extratos ndo foram muito efetivos contra a levedura C.
albicans, com excec¢éao apenas do extrato das folhas que apresentaram MICs, de
31,25 pg/mL. O extrato do caule ndo inibiu o crescimento da levedura nas
concentracOes testadas, logo néo foi efetivo nas concentragdes testadas frente a
levedura. O extrato da raiz mostrou-se pouco efetivos, apresentando MICsg de
125 pg/mL e MICqyo de 250 pg/mL.

Contra a levedura C. tropicalis, apenas o extrato da raiz apresentou um
bom resultado, apresentando MICsy de 62,5 pg/mL. Os extratos das folhas e do
caule apresentaram valores razoavelmente bons, sendo o MIC50 de 125 pg/mL

respectivamente.
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Quando testados contra a C. kruzei, quase todos 0s extratos se mostraram
altamente efetivos quando comparado ao controle positivo Fluconazol. O extrato
do caule foi o que apresentou melhor resultado, sendo o MICs de 15,625 pg/mL.
Este extrato foi duas vezes mais eficaz que o controle positivo Fluconazol, que
apresentou MICso de 32 pg/mL. O extrato do caule apresentou um bom
resultado, sendo seu MICso de 62,5 pg/mL. O extrato da folha apresentou o
MIC50 maior, sendo de 125 pg/mL.

De todas as leveduras testadas, a C. glabrata foi que apresentou maior
sensibilidade. Os extratos do caule, raiz e folha apresentaram um MIC50 de 3,9,
7,81 e 15,625 pg/mL. Quando comparado ao Fluconazol (MIC50 16 pg/mL), os
valores de MIC50 obtidos sao excelentes, visto que 0s extratos apresentam um
pool de diversos compostos, sendo o de interesse (acao fungicida) encontra-se
em quantidade menor que a droga controle.

OS extratos, no geral, ndo foram tdo eficazes contra a C. parapsilosis,
sendo apenas o extrato da raiz que apresentou um MIC50 de 62,5 pg/mL.
Ademas, os extratos de caule e folha apresentaram MIC50 de 250 e 125 pg/mL
respectivamente.

Analisando de uma maneira geral todos os extratos contra as leveduras, o
extrato da raiz foi a que apresentou melhores resultados frente todas as
leveduras testadas. Provavelmente, isso deve ser ao fato de as raizes serem
mais susceptiveis a ataques de fungos. Logo, os vegetais produzem neste érgao
metabdlitos secundarios como a saponina, que possui descrito na literatura acédo
fungicida descrita (KAISER, 2010).

Sabe-se que as saponinas possuem em sua estrutura quimica triterpendide
e esteroide como parte fundamental da molécula. Por possuir carater lipofilico,
estes compostos conseguem interagir com as membranas dos fungos, levando a
varios mecanismos, como desestabilizacdo, levando a morte das leveduras
(FRANCIS et al, 2002).

A acao antifungica pode ser também pela acdo dos compostos fendlicos. A
capacidade de inibicdo fungica, em um determinado extrato, pelos compostos
fendlicos, é devida a um efeito de estabilizacdo dos radicais livres celulares, que
previnem, assim, os danos nas células infectadas (JAMKHANDE et al, 2014).
Levando-se em consideracdo apenas os taninos, estes podem inibir enzimas

fungicas, através da complexacdo com substratos enzimaticos e ions metélicos,
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além de modificar a membrana celular microbiana, alterando o seu metabolismo
(PANDEY; KUMAR, 2013).

As infecgcbes fungicas em seres humanos sdo ocasionadas, em grande
parte dos casos, por reacdes alérgicas as proteinas dos fungos ou a toxinas
produzidas pelos mesmos. Essas infec¢bes sdo responsaveis pelo aumento da
taxa de morbidade e mortalidade em pacientes graves e imunocomprometidos,
sendo que as espécies de Candida sp sao as principais leveduras que causam
micoses oportunistas em todo o mundo (MAYER et al, 2013).

C. albicans e C. krusei sdo os principais patdogenos responsaveis pela
maior parte das infeccbes hospitalares. As leveduras C. glabrata e C.
parapsilosis podem crescer como biofilmes em materiais de uso hospitalar, como
cateteres, agulhas e outros dispositivos médicos, sendo considerados fatores de

risco adicionais ao uso de antibiéticos (PIRES, 2010).

6.6.2 Quantificacdo da atividade antifungica dos extratos com MIC50
menor ou igual a 100 pg/Ml

Segundo a literatura, os extratos de plantas que apresentam uma
excelente atividade antimicrobiana sdo aqueles cujos valores de MIC50
apresentam-se menores ou igual a 100 pg/mL. Portanto, para os extratos de
caule, folha e raiz, foram calculados a atividade antimicrobiana total (AT), o
indice de susceptibilidade microbiana (ISM%) e o percentual de atividade (P%)
sobre o microrganismo Candida glabrata.

A atividade antimicrobiana total (AT) é calculada como a razéo entre a
guantidade do material extraido por 1 g de planta e a concentracdo inibitoria
minima, o indice de susceptibilidade (ISM%) é a razdo entre o numero de
extratos efetivos contra cada microrganismo e o total de extratos vegetais
testados e o percentual de atividade (P%) é calculado como a razdo entre o
niamero de cepas susceptiveis aos extratos vegetais e o total de cepas
microbianas testadas (ELOFF, 2004).

Com base nesses dados, calcularam-se os valores de AT para o
microrganismo que apresentou maior sensibilidade aos extratos, cujos

resultados estdo indicados na Tabela 8.
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Tabela 9 - Atividade antimicrobiana total dos extratos provenientes dos extratos de

Campomanesia xanthocarpa com valores de MIC50 inferiores a 100 pug/mL.

Extrato Microrganismo MIC50 (ug/mL) AT (mL/g)
Caule Candida glabrata 3,9 384
Raiz Candida glabrata 7,81 192
Folha Candida glabrata 15,625 960

Fonte: do autor

De acordo com os estudos de Eloff, (2004), a atividade antimicrobiana total
permite comparar a atividade de diferentes extratos de uma planta, utilizando-se
de uma base mais racional e padronizada. Ela indica, teoricamente, em quantas
vezes 0s compostos encontrados em 1 g de planta podem ser diluidos e, dessa
forma, ainda apresentar a capacidade de inibir o crescimento de
microrganismos.

De acordo com a Tabela 8, observa-se que o extrato do caule mostrou a
melhor AT, com valor de 960 mL/g. Isso demonstra que 0s provaveis
componentes com acao antimicrobiana que estdo presentes neste extrato, por
grama da planta, podem ser diluidos até aproximadamente 960 vezes e, mesmo
assim, ainda inibir o crescimento de Candida glabrata.

O indice de susceptibilidade microbiano (ISM%) varia de 0 (resistente a
todos os extratos) até 100 (susceptiveis a todos os extratos). Este parametro
avalia a susceptibilidade relativa entre os microrganismos testados, em que
houve valores de MICs, iguais ou menores que 100 pg/ml com as amostras
testadas (TANAKA et al., 2005).

O valor de ISM% calculado, considerando os 3 extratos testados, foi de
100%, ou seja, houve inibicdo do crescimento microbiano frente a 66,6% dos
extratos de caule, folha e raiz. O percentual de atividade (P%) avalia o potencial
antimicrobiano dos extratos de Campomanesia xanthocarpa testados e
representa o percentual de microrganismos que nao apresentam crescimento na
presenca desses extratos.

Este indice permite realizar a comparacdo entre 0s extratos que
apresentaram MICso menor ou igual a 100 pg/ml e determinar os mais ativos
(TANAKA et al., 2005). O valor de P% calculado para os extratos foi de 40,0%

para o extrato da folha e caule, e de 80,0% para o extrato da raiz.
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6.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA E ANTINOCEPTIVA

No teste da Formalina, administracdo desta na pata dos animais induziu
uma resposta bifasica como esperado, com a primeira fase nos primeiros 5 min
e a segunda fase ocorrendo entre 15 e 40 min. Os animais apresentaram 0s
seguintes resultados (Média £ EPM) na primeira fase: 51,18 + 5,23s para veiculo
(V); 18,90 + 3,88s para morfina (M); 46,36 + 7,25s para indometacina (Indo);
67,20 + 11,80s para EHCx 10 mg/Kg; 33,33 + 5,25s para EHCx 100 mg/Kg e
20,90 £ 9,43s para EHCx 1000 mg/ Kg.

Quando comparada ao grupo controle veiculo, apenas o EHCx na
concentracdo de 1000 mg/Kg diminuiu o tempo de lambida (p<0,05). O grupo
controle Morfina diminuiu o tempo de lambida quando comparado ao grupo
controle Veiculo (p<0,05).

Figura 9: Efeito do tratamento com veiculo, EHCx (10,100 e 1000mg/Kg),
indometacina ou morfina no tempo de lambida durante a primeira fase do teste da

formalina.
Fasel
80 - Bl Vveiculo
T Morfina

~ 60- I Indometacina
7]
= Extrato 10mg/Kg
o
2 404 B Extrato 100mg/kg
IS
© -i- Extrato 1000m g/kg
ha *

20 - T

0- T T T

\Y M Indo 10 100 1000

| |
| 1
E xtrato (mg/kg)

Nota: O simbolo demonstra o nivel de significAncia: * p < 0,05 quando comparado
com o grupo veiculo (V).

Legenda:

V — Veiculo

M — Morfina

Indo — Indometacina
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O extrato hidroetandlico de Campomanesia xanthocarpa O. Berg
apresentou os seguintes resultados (Média £+ EPM) na segunda fase: 108,5 *
19,33s para veiculo (V); 68,4,90 + 10,28s para morfina (M); 61,64 + 10,63s para
indometacina (Indo); 53,40 £ 10,05s para EHCx 10 mg/Kg; 39,33 + 10,05s para
EHCx 100 mg/Kg e 21,20 + 6,98s para EHCx 1000 mg/ Kg.

Todos os extratos obtiverem diminuicdo do tempo de lambida quando
compara ao grupo controle Veiculo, sendo p<0,05 para os extratos na
concentracédo de 10 e 100 mg/Kg e p<0,001 para o extrato na concentragédo de
1000 mg/Kg. O grupo controle Morfina diminuiu o tempo de lambida quando

comparado ao grupo controle Veiculo (p<0,05).

Figura 10: Efeito do tratamento com veiculo, EHCx (10,100 e 1000mg/Kg),
indometacina ou morfina no tempo de lambida durante a segunda fase do teste da

formalina.
Fase?
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~ 1001 P Indometacina
~ * Extrato 10mg/Kg
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; T * * B Extrato 100mg/kg
E 50- T Extrato 1000m g/kg
*k%
T
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\Y M Indo 10 100 1000

| ]
I 1
E xtrato (mg/kg)

Nota: Os simbolos demonstram os niveis de significancia: * p < 0,05 e *** p<0,001
guando comparado com o grupo veiculo (V).

Legenda:

V — Veiculo

M — Morfina

Indo — Indometacina
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No teste de peritonite induzida por LPS, foi possivel observar uma
reducdo do numero de leucécitos nos extratos de 10 e 100 mg/Kg quando
comparado ao grupo controle VeicL Foram encontradas na cavidade peritoneal
198,3 + 9,2 x 10* células para o grupo VeicL 141,7 + 7,5 x 10* células para o
grupo VeicS. Avaliando estes grupos, houve um aumento nas contagens de
células do grupo Veiculo + LPS gquando comparado ao grupo controle Veiculo +
salina, (p<0,05). Apdés o tratamento com extrato seco das folhas de
Campomanesia xanthocarpa O. Berg, houve reducdo (p < 0,05) do nimero de
leucdcitos para os extratos de 10 e 100 mg/Kg, que apresentaram contagem de
células na cavidade peritoneal de 129,9 + 18,3 x 10* e 136,9 + 20,9 x 10*
respectivamente, quando comparado ao grupo Veiculo + LPS (p<0,05). Foram
encontradas na cavidade peritoneal 153,5 + 12,2 x 10* células do extrato na
dose do extrato na dose de 1000 mg/Kg e 119,9 + 14,3 x 10* ap6s o pré-

tratamento da indometacina.
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Figura 11: Efeito do tratamento com veiculo, EHCx (10,100 e 1000mg/Kg) e
indometacina no nimero de leuc6citos na cavidade peritoneal.
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Nota: Os simbolos demonstram os niveis de significAncia: * p < 0,05 e ** p < 0,01
guando comparado com o grupo veiculo + LPS (VeicL). # p < 0,05 quando
comparado ao grupo veiculo + salina (VeicS).

Analisando o gréafico da figura 12, observou-se uma reducdo no limiar
mecanico nos grupos controle Veiculo + carragenina, nos extratos em todas as
doses e grupo controle indometacina quando comparado ao grupo Veiculo +

salina, entre o intervalo de tempo 0-30 minutos.
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Figura 12: Efeito da administracdo de EHCx (10,100 e 1000mg/Kg) em
hipernocicepcéo induzida pela injecéo intraplantar de carragenina (100 pg/pata) em
camudongos, detectada pelo Von Frey filamento.

Von Frey filamento

V +S

V+C
indometacina
E 10

E 100

E 1000

(9)

bttt

Limiar

Tempo (horas)

Nota: Os simbolos demonstram os niveis de significancia: * p < 0,05 e ** p < 0,01
guando comparado com o grupo veiculo + salina (VeicS).

No tempo 30 minutos, o EHCx na concentragdo de 1000 mg/Kg
obteve um limiar mecénico menor quando comparado ao grupo controle Veiculo
+ carragenina (p<0,05). A indometacina obteve um limiar menor (p<0,01) quando
comparado ao grupo controle Veiculo + salina, assim como o EHCx 10 mg/Kg.
Quando comparado ao grupo controle Veiculo + salina, o grupo controle Veiculo
+ carragenina obteve um limiar maior (p<0,0001). Os dados do tempo 30

minutos podem ser observados na figura 13.
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Figura 13: Efeito da administracdo de EHCx (10,100 e 1000mg/Kg) em hipernocicepcao
induzida pela injecdo intraplantar de carragenina (100 pg/pata) em camundongos no
tempo 30 minutos, detectada pelo Von Frey filamento.
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Nota: Os simbolos demonstram os niveis de significancia: ** p < 0,01 * e p < 0,0001
quando comparado com o grupo veiculo + carragenina (VeicC). # p < 0,05 quando
comparado ao grupo veiculo + salina (VeicS).

Legenda:

V + S — veiculo + salina

V + C — veiculo + carragenina

EHCx — Extrato hidroetandlico de Campomanesia xanthocarpa O. Berg

No tempo 1 hora, o EHCx na concentragcdo de 100 mg/Kg obteve um
limiar mecénico maior quando comparado ao grupo controle Veiculo +
carragenina (p<0,05), assim como a indometacina (p<0,01). O grupo controle
Veiculo + carragenina obteve um limiar menor (p<0,001) quando comparado ao
grupo controle Veiculo + salina. Os dados do tempo 1 hora podem ser

observados na figura 14.
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Figura 14: Efeito da administracdo de EHCx (10,100 e 1000mg/Kg) em hipernocicepcao
induzida pela injecdo intraplantar de carragenina (100 pg/pata) em camundongos no
tempo 1 hora, detectada pelo Von Frey filamento.
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Nota: Os simbolos demonstram os niveis de significancia: ** p < 0,01 quando comparado
com o grupo veiculo + carragenina (VeicC). # p < 0,05 quando comparado ao grupo
veiculo + salina (VeicS).

Legenda:

V + S — veiculo + salina

V + C — veiculo + carragenina

EHCx — Extrato hidroetanélico de Campomanesia xanthocarpa O. Berg

No tempo 2 horas, o EHCx na concentracdo de 100 e 1000mg/Kg
obteve um limiar mecanico maior quando comparado ao grupo controle Veiculo
+ carragenina (p<0,05), assim como a indometacina (p<0,05). O grupo controle
Veiculo + carragenina obteve um limiar menor (p<0,01) quando comparado ao
grupo controle Veiculo + salina. O extrato 10 mg/Kg obteve um limiar mecanico
maior quando comparado ao grupo controle Veiculo + carragenina (p<0,05). Os

dados do tempo 2 horas podem ser observados na figura 15.
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Figura 15: Efeito da administragdo de EHCx (10,100 e 1000mg/Kg) em hipernocicepcao
induzida pela injecdo intraplantar de carragenina (100 pg/pata) em camundongos no
tempo 2 horas, detectada pelo Von Frey filamento.

2h
3-
# # #
2 ?] T
S *
£ T
o1 *%
——
0- T T
" O © o o o
+ c — o o
+ > (—) L — o
> p Ll —
— LLl
0}
IS
o
o
£

Nota: Os simbolos demonstram os niveis de significancia: * p < 0,05 e * p < 0,01
quando comparado com o grupo veiculo + carragenina (VeicC). # p < 0,05 quando
comparado ao grupo veiculo + salina (VeicS).

Legenda:

V + S — veiculo + salina

V + C — veiculo + carragenina

EHCx — Extrato hidroetandlico de Campomanesia xanthocarpa O. Berg

No tempo 3 horas, o EHCx na concentracdo de 100 mg/Kg obteve um
limiar mecénico maior quando comparado ao grupo controle Veiculo +
carragenina (p<0,05). A indometacina obteve um limiar mecanico maior quando
comparado ao grupo controle Veiculo + carragenina (p<0,05). O grupo controle
Veiculo + carragenina obteve um limiar menor (p<0,001) quando comparado ao
grupo controle Veiculo + salina. Os dados do tempo 3 horas podem ser

observados na figura 16.
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Figura 16: Efeito da administracdo de EHCx (10,100 e 1000mg/Kg) em hipernocicepcao
induzida pela injecdo intraplantar de carragenina (100 pg/pata) em camundongos no
tempo 3 horas, detectada pelo Von Frey filamento.
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Nota: Os simbolos demonstram os niveis de significancia: *** p < 0,001 quando
comparado com o grupo veiculo + carragenina (VeicC). # p < 0,05 e ## p < 0,01 quando
comparado ao grupo veiculo + salina (VeicS).

Legenda

V + S —veiculo + salina

V + C — veiculo + carragenina

EHCx — Extrato hidroetandlico de Campomanesia xanthocarpa O. Berg

No tempo 4 horas, o EHCx na concentracdo de 100 mg/Kg obteve um
limiar mecénico maior quando comparado ao grupo controle Veiculo +
carragenina (p<0,05). O grupo controle Veiculo + carragenina obteve um limiar
maior (p<0,05) quando comparado ao grupo controle Veiculo + salina. Os dados

do tempo 4 horas podem ser observados na figura 17.
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Figura 17: Efeito da administracdo de EHCx (10,100 e 1000mg/Kg) em hipernocicepcao
induzida pela injecdo intraplantar de carragenina (100 pg/pata) em camundongos no
tempo 4 horas, detectada pelo Von Frey filamento.
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Nota: Os simbolos demonstram os niveis de significAncia: * p < 0,05 quando comparado
com o grupo veiculo + carragenina (VeicC). # p < 0,05 quando comparado ao grupo
veiculo + salina (VeicS).

Legenda

V + S —veiculo + salina

V + C — veiculo + carragenina

EHCx — Extrato hidroetandlico de Campomanesia xanthocarpa O. Berg

A carragenina causou uma diminuicdo no limiar mecéanico dos

animais, como podemos observar no grupo tratado com veiculo.
Esta reducdo no limiar ja era esperada, pois diversos mediadores
inflamatorios participam da hiperalgesia mecéanica induzida por carragenina em
camundongos, como por exemplo IL-1B, TNF-a, prostaglandinas e aminas



77

simpatomiméticas (CUNHA et al., 2005). Em outras palavras, a carragenina
aumenta a sensibilidade dos nociceptores de fibras Ad e nociceptores de fibras
C a estimulos que normalmente ndo causaria dor (alodinia) e podendo também
ativar os mecanorreceptores, resultando em hiperalgesia (LE BARS et al, 2001).

Apoés os camundongos receberem o tratamento com extratos nas doses
de 10,100 e 1000 mg/Kg, foi observado uma diminui¢ao do limiar nestes grupos
na primeira hora. Esse aumento no limiar mecéanico pode ser relacionado aos
compostos presentes no extrato seco das folhas de Campomanesia xanthocarpa
O. Berg, uma vez que sdo encontrados flavonoides e estes sdo responsaveis
pela acdo antinoceptiva (WOLLENWEBER,1998).

O teste da Formalina consiste em uma injecdo de solucao de formaldeido
por via subcutanea intraplantar, que induziu varias respostas motoras bem
caracterizadas, cuja avaliacdo destas permite que a intensidade da resposta
nociceptiva seja quantificada. Esta indugao da nocicepgéo ocorre em duas fases
distintas, que sao denominadas de fase neurogénica (fase |) e fase inflamatéria
(fase ). As duas fases da resposta a formalina tém mediacdo quimica e
mecanismos de modulacéo distintos, apresentando diferencas marcantes quanto
a sensibilidade a drogas analgésicas. A dor neurogénica dura de 0-5 minutos e é
causada apds a ativagao direta dos nociceptores periféricos, como fibras C e AJ,
produz um comportamento caracteristico padrdo como indicativo de dor e
remete a uma acdo em nivel de sistema nervoso central (DEL-VECHO et al,
2007). A dor inflamatéria dura de 15-30 minutos e se d& ap0s a liberacdo de
alguns mediadores, causando uma facilitagdo sensorial e uma sensibilizacéo
central da medula espinhal (DE LIMA, 2008).

Na fase |, apenas o extrato na dose 1000 mg/Kg e a morfina tiveram
diminuicdo do tempo de lambida quando comparado ao grupo controle Veiculo
(p<0,05). Ja na fase Il, todos os extratos e grupo indometacina apresentaram
reducdo do tempo de lambida quando comparada ao grupo controle Veiculo,
evidenciando uma atividade antiinflamatoria.

Farmacos de acéo central, como os opioides, atuam tanto na fase | quanto
na fase Il. O termo opidides aplica-se a qualquer substancia que produza efeitos
semelhantes aos da morfina. A morfina € um potente analgésico com boa acao
sedativa e ansiolitica e é relativamente seletiva para os receptores u (BUENO et

al., 2006). Este agonista opidides p inibem seletivamente varios reflexos
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nociceptivos e induzem analgesia profunda quando administrados. A morfina
atua nos receptores de opidides encontrados nas terminagBes dos nervos
aferentes primérios, que causa a liberacdo de neurotransmissores
desencadeando uma resposta contra ao estimulo (fisico, quimico ou térmico)
causado, suprimindo-o (REISINI; PATERNAK, 1996).

Analisando os dados da figura 9, apenas o extrato na dose 1000 mg/Kg
(20,90 £ 9,43s) teve acédo na fase | quando comparada ao grupo controle Veiculo
(51,18 £ 5,23s) com p < 0,05, evidenciando acdo analgésica. Ja na fase Il (figura
10), todos as doses do extrato apresentaram diminuicdo do tempo de lambida
gquando comparadas ao grupo controle Veiculo (68,4,90 + 10,28s), sendo que
nas doses de 10 mg/Kg (39,33 £ 10,05s) e 100 mg/Kg (39,33 + 10,05s) com p <
0,05 e 1000 mg/Kg (21,20 + 6,98s) com p < 0,001, evidenciando uma potente
acao antiinflamatéria. Esse resultado pode ser associado a substancias bioativas
encontradas na espécie Campomanesia xanthocarpa O. Berg como o0s
flavonoides (WOLLENWEBER,1998).

Como esperado, a indometacina ndo observou acdo na fase | mas exerceu
acao na fase Il. Este farmaco é um antiinflamatorio néo esteroidal que atua como
um inibidor ndo seletivo de enzimas ciclo oxigenase (COX1 e 2), diminuindo a
producdo de prostaglandinas inflamatérias (VANE; BOTTING, 1987; MITCHELL;
WARNER, 1999; FERREIRA, 2002; SULEYMAN et al., 2007).

Peritonite induzida por LPS é uma metodologia que consiste em verificar a
migracado celular de leucdcitos, que € caracterizada pela administracdo
intraperitoneal de uma endotoxina, lipopolissacarideo (LPS), que acarreta no
aumento da permeabilidade vascular, grande infiltracdo de polimorfosnucleares
e liberacdo de citocinas pro-inflamatérias. Endotoxinas, como 0s
lipopolissacarideos (LPS) bacterianos por exemplo, tém importante participacéo
em diversos processos infecciosos, sendo potentes estimuladores da producgao
de citocinas por macr6fagos e monécitos (AMURA et al., 1997). O LPS esta
presente nha membrana externa das bactérias gram-negativas, que leva a
inducdo de eventos fisiopatoldgicos durante a inflamacdo e a sepse (GIUSTI-
PAIVA et al, 2003). O LPS liga-se aos receptores do tipo Toll (TLR4) que estéo
presentes em células fagociticas e produz citocinas pré-inflamatdrias e migracao

leucocitaria. Em outras palavras, a peritonite induzida por LPS é semelhante a
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uma infeccdo bacteriana e representa um modelo de estudos para inflamacgéo
peritoneal aguda (VILELA et al., 2010).

A inibicdo da migracdo dos leucdcitos para cavidade peritoneal pode
acontecer, hipoteticamente, de duas maneiras: 1) inibicdo da producédo de
substancias quimiotaticas que atuam na facilitacdo da migracédo dos leucécitos;
2) inibicdo da expressdo de moléculas de adesdo para o local de injaria e
inflamacgéo (SHERWOOD; TOLIVERKUNSKY, 2004).

Observando a figura 11, o extrato na dose de 10 mg/Kg (136,9 + 20,9 x 104)
e 100 mg/kg (136,9 + 20,9 x 104) apresentaram contagem de leucécitos menor
guando comparado ao grupo controle Veiculo + LPS (198,3 £ 9,2 x 104) com p <
0,05. Essa diminuicdo na migracao celular, pode ser associada a acédo dos
flavonoides que possuem acdo antiinflamatéria (WOLLENWEBER,1998). Esses
compostos diminuem a migracdo celular por atuar no controle da cascata de
sinalizacdo NF-kB, diminuindo, consequentemente, o processo inflamatorio
(GOMES et al, 2008).

Queiroz (2011) avaliou a atividade antiinflamatéria da espécie Piptadenia
stipulaceae, utilizando a fase aquosa, a fase acetato de etila e um flavonoide,
galetina 3,6—dimetil éter, que foi isolado das partes aéreas da planta. Nesse
estudo foi aplicado o ensaio de peritonite induzida por zymosan A em
camundongos e realizou-se a contagem total do numero de células do lavado
peritoneal, que demonstrou importante efeito anti-inflamatério da fase aquosa,
da fase acetato de etila e do galetina 3,6—dimetil éter, que reduziu a contagem
de leucdcitos quando comparado ao grupo controle. Essa reducdo do
recrutamento leucocitario € devido a sua provavel capacidade de diminuir a
sintese das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-1B. Indometacina, utilizada
como farmaco padrdo, quando administrada via oral reduziu o recrutamento de
leucécitos quando comparada com o controle. O flavonoide 3,6—dimetil éter foi
avaliado ainda quanto a sua capacidade de inibir, in vitro, COX ovina, utilizando
para isso um kit imunoenzimatico de determinacdo da inibicdo de
COX-1/COX-2 ovina. Observou—se que 3,6—dimetil éter, na concentragcao de
0,2 uM, inibiu significativamente tanto a COX como a COX-2 quando comparada
ao controle.

Barros (2010), avaliou varios flavonoides com grande potencial de atividade

biolégica e constatou que, a quercetina também age reduzindo a adesado de
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células inflamatdrias ao endotélio vascular, mesmo modo de acdo da
luteolina. Ambos flavonoides citados s&o frequentemente encontrados em
espécies da familia Myrtaceae (FERREIRA, et al 2014).

De maneira geral, o efeito antiinflamatorio e antinoceptivo dos testes de
formalina, peritonite induzida por LPS e Von Frey filamento é decorrente de
substancias bioativas presentes no extrato bruto das folhas de Campomanesia
xanthocarpa O. Berg, como por exemplo flavonoides. Estes compostos possuem
varias atividades biolégicas, entre elas antioxidante, antialérgica, analgésica e
antiinflamatoria, vastamente estudadas e relatadas na literatura (BORRELLI,
1ZZO, 2000; CARBONEZI et al., 2007). Estes compostos podem atuar de
maneira similar ao &cido acetil salicilico, modulando células envolvidas no
processo da inflamacdo (linfécito T), inibindo a producdo de citocinas pro
inflamatorias e modulando as enzimas da via do acido araquiddnico tais como
COX, LOX e PLA, (COUTINHO, 2009), diminuindo assim a sintese de
prostaglandinas, reduzindo alguns mediadores inflamatérios (TNF-a e IL-1) e
aumentando a producéo de interleucinas como a IL-10 (NIJVELDT et al, 2001).

Segundo Camargo (2007), os flavonoides e compostos fendlicos
interferem o metabdlito araquidonato, visto que sdo capazes de inibir os
sistemas de enzimas tais como PLA;, COX e 5-LOX.

Ferreira e colaboradores (2013) realizaram o fracionamento e
identificacdo de flavonoides da espécie Campomanesia adamantium via HPLC e
conseguiram identificar os flavonoides quercetina, micertina e miricitrina
comparando os tempos de retencédo dos respectivos compostos. Em estudos
anteriores, esses compostos promoveram a reducdo da dor aguda e crbnica
(MORIKAWA, et al., 2003; MEOTTI et al., 2006; FILHO et al., 2008).

Pinho-Ribeiro e colaboradores (2015), testaram o flavonoide hesperidina
metil chalcona (HMC) em camundongos afim de avaliar a atividade
antiinflamatdria e antinoceptiva. Os autores observaram reducdo dos processos
inflamatérios e acdo analgésica quando os animais foram tratados com
flavonoide na concentragcéo de 30 mg/Kg.

Vérios estudos comprovaram que os flavonoides apresentam diferentes
mecanismos de acdo. Estes podem atuar inibindo a sintese de TNF-a e

blogueando as enzimas fosfolipase (AGNIHOTRI et al, 2010).
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Apigenina e quercetina, ambos flavonoides, inibem a COX-2, diminuindo
a produgéo de prostaglandinas. O flavonoide
caempferol-3—O—f—d—galactosideo inibe a producdo de TNF-a, possuindo uma
significativa atividade anti-inflamatéria (BARROS, 2012).

Moraes (2011), avaliou o mecanismo de acdo anti-inflamatério do
flavonoide BASI1(flavona), isolado da planta Brosimum acutifolium, em
macrofagos murinos estimulados com LPS e IFN-y. Constatou-se que o BAS1
suprimiu significativamente a expressdo da enzima iINOS em macrofagos
murinos, comparado ao grupo ndo tratado com o flavonoide, dessa forma um
importante mecanismo de a¢do do BAS1 é reduzir a sintese de NO.

Schwanke (2012), avaliou a acao anti-inflamatéria do flavonoide miricitrina
em modelo de colite induzida pelo sulfato sodico de dextrana (DSS). Foi
comprovado que o tratamento oral com esse flavonoide diminuiu os danos
macro e microscéopicos no coélon dos animais, tendo agdo anti-inflamatéria
através da inibicdo da migracdo de neutrofilos para o local inflamado e pela
reducdo dos niveis de producdo e/ou expressdo de citocinas, quimiocinas e
enzimas inflamatorias.

Loke et al (2008), realizou um estudo com o propédsito de avaliar a
atividade anti-inflamatéria da quercetina, luteolina, caempferol e taxifolina,
relacionando suas propriedades anti-inflamatoérias com suas estruturas quimicas.
Constatou—se que a presenga de um grupamento hidroxila na posi¢céo 3’ do anel
B e outro na posicdo 4 do mesmo anel, formando um sistema orto
di—hidroxilado, € importante para inibir a formacdo de leucotrienos B4.
Caempferol, flavonoide que nao possui a hidroxila na posi¢cao 3’, ou seja, ndo ha
formacdo do sistema orto di—hidroxilado, tem efeito 60% menor que a
guercetina, composto com os dois grupamentos hidroxila. A ligacdo dupla entre
os carbonos 2 e 3 do anel C também é importante para a atividade anti-
inflamatdria, uma vez que, como é observado na taxifolina, a auséncia desta
dupla ligacdo causa a perda da aptidao para inibir a sintese de leucotrienos B4.

Coutinho e colaboradores (2009), concluiram em seu estudo que para o
flavonoide exercer uma boa atividade anti-inflamatéria, este deve ter a dupla
ligagcdo entre os carbonos 2 e 3 do anel C, o numero e a posi¢cao dos

grupamentos hidroxilas, como os das posi¢des 3’ e 4’ do anel B e 5 e 7 do anel
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A, a carbonila em 4 do anel C e a nado glicosilacdo da molécula, ou seja, o
composto estar na sua forma aglicona, sem residuos de acucar.

A analise fitoquimica preliminar e CCD realizados neste estudo constatou
a presenca de flavonoides no extrato hidroetandlico seco de Campomanesia
xanthocarpa O. Berg, que sdo umdos responsaveis pela acdo antiinflamatoria

observada em todos os testes realizados.
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7 CONCLUSOES

A analise granulométrica da droga vegetal obtida das folhas de
Campomanesia xanthocarpa, permitiram estabelecer especificagcbes de
gualidade, servindo de referéncia para assegurar a reprodutibilidade de estudos
posteriores.

A triagem fitoquimica preliminar e a cromatografia de camada delgada
(CCD) dos extratos das folhas, caule e raiz de Campomanesia xanthocarpa O.
Berg revelaram a presenca de compostos fendlicos, de acordo com a literatura
relatada para o género Campomanesia sp.

Foram verificados que os extratos foram apresentaram grandes teores de
compostos fenodlicos e flavonoides. A importdncia dessas determinagfes foi
correlacionar os teores encontrados nos extratos, com a triagem fitoquimica e
com as diversas atividades biolégicas comprovadas destes compostos.

No ensaio antimicrobiano, o0s extratos apresentaram excelentes
resultados frente as leveduras testadas. Ressalta-se que, de todos os extratos
testados, o extrato da raiz apresentou resultados muito satisfatério a todas as
leveduras, sendo que em algumas destas, foi superior até ao controle positivo.

Neste trabalho mostrou-se o efeito do extrato hidroetandlico seco das

folhas de Campomanesia xanthocarpa O. Berg em diferentes respostas
antinociceptivas geradas por estimulo nocivo quimico produzido por injecdo de
formalina ou carragenina, nos testes de Formalina e Von Frey filamento
respectivamente. O extrato hidroetandlico das folhas também apresentou um
efeito anti-inflamatorio, reduzindo a migracédo leucocitaria induzida por LPS no
teste de peritonite.

Como Campomanesia xanthocarpa O. Berg € conhecida e utilizada na

medicina popular, € essencial esclarecer os mecanismos de acdo do extrato,
bem como isolar substancias que possam ser responsaveis pelos efeitos

apresentados neste trabalho.
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