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RESUMO

As plantas medicinais sdo comumente utilizadas pela populacdo a fim de substituir
ou auxiliar os processos de cura. Dentro deste contexo, o nabo forrageiro, Raphanus
sativus L. var. oleiferus Metzg., pertencente a familia Brassicaceae, também
chamada por crucifera, € uma planta que apresenta conhecidas classes de
compostos bioativos, assim como o proprio Raphanus sativus L. Neste trabalho,
foram realizados estudos com a finalidade de se obterem parametros fisico-quimicos
da droga vegetal como granulometria, cinzas totais e insolUveis em acido, perda por
dessecacdo e substancias extrativas e estudos para o conhecimento do seu
potencial bioativo e fitoquimico, sendo os testes de analgesia e inflamacéo e a
triagem fitoquimica complementada a espectrometria de massas do extrato seco. Os
parametros fisico-quimicos revelaram pela granulometria que a droga possui
particulas moderadamente grossas, e com valores de cinzas totais e insollveis em
acido de 16,69 e 0,025% respectivamente. A perda por dessecacédo foi de 6,96% e
as substancias extrativas representam 25% do total de massa da droga. A triagem
fitoquimica revelou a presenca de importantes classes farmacognosticas como
flavonoides, esteroides-triterpenos e taninos, que puderam ser extensivamente
associados a atividade biolégica. Adicionalmente, foram propostas estruturas para 0s
flavonoides encontrados no extrato seco de R. sativus, como sendo o canferol, e a
quercetina além do glicosinolato glicorrafenina. Os ensaios biolégicos mostraram:
auséncia de toxicidade aguda nas concentracfes testadas;, uma atividade anti-
inflamatoria para o teste de peritonite comparavel a do padrdo Indometacina nas
concentracdes de 30, 100 e 300 mg/kg do extrato seco. J& no teste de edema de
pata, as concentracdes mais ativas e com atividade comparavel a do padrdo foram
de 30 e 300 mg/kg. O teste de analgesia feito pela metodologia da formalina mostrou
melhor atividade do extrato para a concentracdo de 300 mg/kg enquanto que a
atividade nas outras duas concentracdes (30 e 100 mg/kg) néo evidenciou efeito
significativo. O teste da placa quente, porém, ndo mostrou resultado antinociceptivo

favoravel do extrato seco.

Palavras-chave: Brassicaceae. Cruciferae. Raphanus sativus L. var. oleiferus

Metzg.. Analgesia. Inflamacéo.



ABSTRACT

Medicinal plants are commonly used by the population to replace or assist the
healing process. Within this surrounding context, the wild radish, Raphanus sativus
L. var. oleiferus Metzg. Wich belongs to the Brassicaceae family, also known as
crucifera, is a plant with known classes of bioactive compounds, as well as the
Raphanus sativus L itself. In this work, studies were conducted to obtain physico-
chemical parameters of the drug as grain size, total and acid insoluble ashes, loss on
drying and extractive substances, and studies to the knowledge of its bioactive and
phytochemical potential, with tests such as analgesia and inflammation and
phytochemical screening complemented with mass spectrometry of dry extract. The
physico-chemical parametersclassified the drug as moderately coarse size particles,
and values of total and acid insoluble ashes of 16.69 and 0.025% respectively. The
loss on drying was 6.96% and extractive substances representing 25% of the total
mass of drug. Phytochemical screening revealed the presence of important
pharmacognostic classes such as flavonoids, steroids, triterpenes and tannins, which
could be extensively associated with biological activity. In addition, chemical
structures were proposed for the flavonoids and other compounds found in dry
extract of R. sativus, as the kaempferol and quercetin as the flavonoids and
glicorrafenine as a glucosinate. The biological tests showed: absence of acute
toxicity at the tested concentrations; an anti-inflammatory activity comparable to
indomethacin in the standard concentrations of 30, 100 and 300 mg/kg of dry extract
peritonitis test. You paw edema test, the most active and comparable to the standard
activity concentrations were 30 and 300 mg/kg. The analgesia test made by the
methodology of formalin better activity of the extract at the concentration of 300
mg/kg whereas the activity of the other two concentrations (30 and 100 mg/kg)
showed no significant effect. The hot plate test, however, showed no antinociceptive

favorable result of dry extract.

Key words: Brassicaceae. Cruciferae. Raphanus sativus L. var. oleiferus Metzg..

Analgesia. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo comumente utilizadas pela populacdo a fim de
substituir ou auxiliar os processos de cura. O uso destas espécies vegetais pode
levar tanto a cura como as intoxicagdes, necessitando de estudos que proporcionem
o melhor entendimento de suas propriedades quimicas, biolégicas, morfologicas e
estudos da dose para a padronizacédo, a descricao e a validacdo (WHO, 1998).

O nabo forrageiro, Raphanus sativus L. var. oleiferus Metzg., pertencente a
familia Brassicaceae conhecida também por cruciferae, é uma planta anual,
herbacea, ereta, muito ramificada e que pode atingir de 100 a 180 cm de altura
(DERPSCH; CALEGARI, 1992).

Raphanus sativus L. possui algumas variedades das quais as variedades
Niger e radicula séo cultivadas para a alimentacao por serem raizes tuberosas, ja a
variedade oleiferus € cultivada principalmente devido ao teor de 6leo em suas
sementes, sendo utilizada na producao de Oleos para biodisel e como cobertura
vegetal. Devido aos escassos estudos sobre a variedade oleifera a maioria dos
estudos é relacionada ao rabanete comum (Raphanus sativus L.).

Os rabanetes tém sido usados como um tradicional fitoterapico chinés ha
mais de 1400 anos, desde que foi registrada na primeira farmacopeia chinesa
(DUAN et al., 2006). As folhas e as raizes de Raphanus. sativus L., sdo utilizadas
em diferentes partes do mundo. Os usos das Diferentes partes do rabanete,
incluindo as raizes, as sementes e as folhas, possuem varias propriedades
medicinais (NADKARNI, 1976).

Gutierrez et al. (2004) reportaram o0s constituintes de Raphanus sativus L.,
sendo alcaloides, flavonoides e outros compostos fendlicos. Devido ao uso popular
de Raphanus sativus L. e suas implicacdes como fitoterapico, o presente trabalho
realizou o estudo farmacogndéstico e avaliou a atividade anti-inflamatoria e
analgésica do extrato seco das folhas da espécie vegetal Raphanus sativus L. var.

oleifera Metzg. ainda n&o relatada na literatura em ensaios in vivo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FAMILIA BRASSICACEAE OU CRUCIFERAE

A familia Brassicaceae (Cruciferae) € composta de 350 géneros e cerca de
3500 espécies (Sasaki; Takahashi, 2002). A familia Brassicaceae compreende uma
vasta gama de hortalicas com potencial nutracéutico e nutricional (D'ANTUONO et
al., 2007). Outras espécies de Brassicaceae importantes sdo: rucula (Eruca sativa
L.), rabanete (Raphanus sativus L.), colza (Brassica napus L. Var. oleifera) e
mostarda indiana (Brassica juncea L.).

A familia também é conhecida por suas mais de 120 espécies daninhas,
varias das quais sdo importantes ervas agricolas como: a mostarda selvagem
(Sinapis arvensis L.), nabo (Rapistrum rugosum L.), nabo bravo (Raphanus
raphanistrum L.) (KOORNNEEF et al., 2004). Segundo Jahangir et al. (2009) a
familila Brassicaceae possue uma rica fonte de nutrientes, tais como: vitaminas
(carotendides, tocoferol, &cido ascorbico, &cido félico), minerais (Cu, Zn, P, Mg, entre
outros), carboidratos (sacarose e glicose), e os acidos como o hidroxibenzdico,
clorogénico, cafeico, p-cumarico, ferulico. Outros compostos que estdo presentes

sdo as antocianinas, quercetina, canferol e glicosinolatos como o glicoraphanideo.

Estruturas encontradas na familia Brassicaceae

Figura 1- Estrutura do glicoraphanideo, metabdlito de Raphanus sativus L.

0
| OH
D=5|=D
0 OH
M|” )
o /\/\)\
Haoo TS = 5 OH

CH
Fonte: Njumbe Ediage et al. (2011)
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Figura 2- Estrutura dos metabdlitos canferol e quercetina
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Fonte: Do autor

2.2 GENERO RAPHANUS

O género Raphanus, um género do velho mundo da tribo Brassiceae, €
composto de duas espécies: rabanete (Raphanus sativus) e rabanete selvagem (R.
raphanistrum). Ha alguma controvérsia quanto o provavel centro de origem, sendo o
mais provavel é a de ter se originado na regiao entre o Mediterraneo e o Mar Caspio
(CRISP, 1995). Os Estudos genéticos conduzidos com Raphanus indicam que este
género provavelmente seja um hibrido entre linhagens de mostardas, notadamente
dos grupos Brassica nigra e B. rapa, originado em algum evento ocorrido a cerca de
5 milhdes de anos (YANG et al., 2002).

Estima-se também que Raphanus sativus seja uma espécie derivada de
Raphanus raphanistrum (YAMAGUSHI; TERACHI, 2003; YAMANE et al., 2005).
Diversos autores tém sugerido que devido as semelhancas genéticas e a viabilidade
na hibridacdo natural entre R. sativus L. e R. raphanistrum este grupo deva ser
consolidado em uma Unica espécie (SNOW; CAMPBELL, 2005).

O género Raphanus aparece descrito por varios autores por seus valores
medicinais. Chandra et al. (2006) evidenciaram relativa hipoatividade da glandula
tireoide de ratos quando foi administrado rabanete fresco e cozido as suas dieta. As
raizes foram aplicadas para estimular o apetite, a digestdo, e o fluxo de bilis
(CHEVALLIER, 1996) e o sumo das folhas frescas foram utilizados como um agente

diurético e laxante (CHOPRA et al., 1986). As sementes sdo utilizadas na medicina
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tradicional coreana como carminativas, diuréticas, expectorantes, laxantes, agentes
estomacais e, especialmente, como anticancerigenas e anti-inflamatoérias (DUKE;
AYENSU, 1985; YEUNG, 1985; CHOPRA et al., 1986).

A menor incidéncia de Ulceras gastricas em populacdes do sul da Asia pode
ser devido aos habitos alimentares das pessoas desta regido, um dos alimentos que
€ especulado por essa acao de protecdo contra Ulceras sdo as folhas de Raphanus
sativus L. (JAYARAJ et al, 1998). Para apoiar essa hipotese Algasoumi e
colaboradores (2008) relataram que o suco da raiz de Raphanus sativus L. tem sido
0 responséavel pela acdo anti-ulcerogénica. A atividade anti-oxidante do extrato foi
relatada por (BARILLARI et al., 2006), e a atividade hepatoprotetora do extrato de
Raphanus sativus L. por (ZAMAN; AHMAD, 2004).

Figura 3- Foto de Raphanus sativus L.

Fonte: http://commons.wikimedia.org/wiki/Raphanus_sativus
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O nabo forrageiro apresenta alguns sinGnimos:

o Raphanus sativus L.;

o Raphanus sativus L. var. oleiferus Stokes;

o Raphanus sativus L. var. oleiferus Metzg.;

. Raphanus sativus L. var. oleiformis Pers.;

o Raphanus sativus L. convar. oleifer (Stokes) Alef.;
o Raphanus sativus convar. Oleiferus.

Variedades importantes de R. sativus incluem:

e Variedade oleifera (Raphanus sativus L. var. oleiformis), também chamado de
R. sativus Grupo Radish (WIERSEMA; LEON, 1999), oleaginosas e rabanetes
forrageiras, que sdo cultivadas no Sudeste Asiatico e na Europa para
forragem e cultivadas para a alimentacédo animal e como adubo verde;

e Variedade caudatus (Raphanus sativus var. caudatus (L.) LH Bailey), também
conhecido como R. sativus Rat-Tailed (WIERSEMA; LEON, 1999);

e Variedade sativus ou radicula (Raphanus sativus var. sativus), também
conhecido como Grupo R. Radish sativus Pequeno (WIERSEMA; LEON,
1999), onde todas as formas sdo com raizes comestiveis, folhas e brotos de
rabanete germinadas;

e Variedade niger ou longipinnatus (Raphanus sativus L. var. niger J. Kern),
conhecido como grupo R. sativus Radish chinés ou rabanete grande com 0s

nomes comuns de rabanete chinés, rabanete japonés, rabano.

2.3 RAPHANUS SATIVUS L. VAR. OLEIFERUS METZG.

A planta em estudo € o nabo forrageiro (Raphanus sativus L. var. oleiferus
Metzg.), pertencente a familia Cruciferae ou Brassicaceae, € uma planta anual,
alébgama, herbacea, ereta, muito ramificada e que pode atingir de 100 a 180 cm de
altura (DERPSCH; CALEGARI, 1992). Pela escassez de informacdes sobre o0 uso do
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nabo forrageiro como planta medicinal, a maioria dos estudos € relacionado ao

Rabanete (Raphanus sativus L.).

Figura 4- Foto das flores de Raphanus sativus L. Var. Oleifeus Metzg.

Fonte: https://www.flickr.com/photos/bambolia/4539788701/in/photostream/

O nabo forrageiro € empregado para adubacdo verde e rotacdo de culturas
nas regides sul, sudeste e centro-oeste do Brasil (CRUSCIOL et al.,, 2005),
apresenta teores de 6leo na faixa de 40% a 54% (DOMINGOS, 2005).

O nabo forrageiro € uma planta cujos grdos apresentam varios fatores
antinutricionais, como o acido fitico, os glicosinolatos, os compostos fendlicos, o
acido erdcico e os taninos (BELL, 1993), que afetam o seu valor nutritivo, podendo
alterar a fisiologia, o consumo e o desempenho produtivo dos animais (CHUBB,
1982).

A partir das sementes do nabo forrageiro, alguns glicosinolatos responsaveis
no tratamento do cancer tém sido isolados (DAXENBICHLER et al., 1991;
NASTRUZZI et al., 1996; BARILLARI et al., 2005; DUAN et al., 2006).
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Tabela 1- Classificagao cientifica do nabo forrag_jeiro

Reino: Plantae

Divisdo: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Ordem: Brassicales

Familia: Brassicaceae

Género: Raphanus

Espécie: Raphanus sativus L.

Variedade: Raphanus sativus L. var. oleiferus Metzg.

Fonte: Do autor

2.4 USOS DE PLANTAS MEDICINAIS NO TRATAMENTO DE DOENCAS

Em um primeiro momento, os medicamentos a base de plantas, em geral,
eram utilizados oralmente na forma de po, infusdo (cha) ou decocto e, via tdpica, na
forma de preparacdes a base de &gua ou 6leo para unguentos e cataplasmas
(WAGNER; WISENAUER, 2006).

O enorme crescimento do interesse mundial pelos produtos naturais pode ser
explicado, entre outros fatores, pelas atuais pesquisas cientificas que comprovam a
eficacia e a seguranca desses produtos. Essa tendéncia mundial pelo consumo de
produtos naturais, principalmente, os de origem organica, é justificado pelos riscos
de intoxicacdes alimenticias como também pelas intoxicacbes medicamentosas.
Com isso a procura por produtos fitoterapicos tem aumentado, fazendo que estudos
sejam aprofundados sobre as naturezas quimicas das drogas vegetais para a devida
comprovacédo de sua eficacia. Assim, produtos naturais passaram a ser sinbnimo de
produtos saudaveis, seguros e benéficos (MENGUE et al., 2001).

Em 2001 estimava-se que o mercado mundial de derivados de plantas
medicinais girasse em torno de 22 bilhées de dodlares anuais (YUNES et al., 2001).
Porém, ainda faltam estudos cientificos que comprovem a utilizacdo segura e eficaz
de varias plantas (RIBEIRO et al., 2005). Segundo Garlet e Irgang (2001), o uso
dessas plantas, na manipulacdo dos fitoterapicos, traria vantagens para o pais,

como reducdo da importacdo de medicamentos, promovendo a autossuficiéncia e
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proporcionando a populacdo medicamentos mais baratos e a maior valorizagdo das
tradicOes populares.

Segundo a Anvisa (2004), fitoterapico é: “todo medicamento obtido
empregando-se exclusivamente matérias-primas vegetais. N&o se considera
medicamento fitoterapico aquele que, na sua composic¢ao, inclua sustancias ativas
isoladas, de qualquer origem, nem as associacdes destas com extratos vegetais”.

Devido a grande demanda por produtos fitoterapicos, diversos setores
mercadoldgicos vém produzindo produtos a base de espécies vegetais, em diversas
formas farmacéuticas. Contudo, Nunes et al. (2003) indicam que ndo ha garantia da
seguranca e eficacia para a grande maioria desses produtos. Nesse sentido, €
imprescindivel que o fitoterapico, para ser comercializado, esteja registrado no
ministério da saude (LAPA et al., 2000).

2.5 INFLAMACAO

A inflamacdo é uma reacdo do organismo a uma lesdo dos tecidos ou
infeccdo. As principais caracteristicas de uma inflamacdo séo: dor, calor e rubor.
Isso ocorre devido ao aumento do fluxo de sangue e liquidos corporais migrados
para o local. Células provenientes do sistema imunolégico sdo migradas para o local
da inflamac&o, ocorrendo o acumulo de leucdcitos, macrofagos e linfécitos. Essa
tem como objetivo principal remover o agente etiolégico/lesivo e reparar o tecido
lesado (COTRAN et al., 1999).

O sistema imune inato compreende a estimulacdo de células residentes tais
como as células vasculares (células do musculo liso e endotélio), mastécitos e
macréfagos, levando a geracdo e/ou liberacdo subsequente de mediadores
inflamatorios, como exemplo temos as aminas, histaminas; eicosanoides, como a
prostaglandina ou leucotrienos; citocinas; quimiocinas e 6xido nitrico. Esta definicéo
se contrapde a da imunidade adquirida, ou aguela onde o sistema imune identifica
agentes agressores especificos segundo seu potencial antigénico.

Nesse Ultimo caso, 0 organismo precisa entrar em contato com o0 agressor,
identifica-lo como estranho e potencialmente nocivo e sé entdo produzir uma

resposta. A inflamacgéo esta associada a uma vasta gama de mediadores, conforme
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citados acima, que iniciam este processo, recrutam e ativam outras células para o
sitio inflamatorio e subsequentemente resolvem a inflamacgéo (GALLIN et al., 1999).

Observacgdes microscopicas permitiram entender a participacdo da circulacéao
e das células sanguineas nesse processo, logo modelos experimentais, permitiram
caracterizar melhor o processo inflamatério e as substancias quimicas que dele
participam (SOUZA et al., 2003).

Os modelos experimentais utilizados em estudos com drogas anti-
inflamatorias sdo: estudo da quimiotaxia de leucécitos “in vitro”; teste do edema
inflamatério na pata do animal induzido por substancias quimicas; angiogénese;
modelos de inflamag¢do por mecanismos auto-imune; modelos que utilizam agentes
infecciosos, teste da permeabilidade capilar induzida pelos marcadores da
inflamacédo; pleurisia ou peritonite; edema inflamatério de orelha induzido por
agentes irritantes; dentre outros (LAPA et al., 2002).

A inflamacéo crbnica apresenta caracteristicas proliferativas, tendo o acimulo
de leucdcitos mononucleares como os macrofagos e seus derivados eptelidides e
policariontes, linfécitos, plasmdécitos, fibroblastos, fibras colagenas, neovasos e, na
dependéncia do agente causal, eosindfilos. Este quadro pode sofrer pequenas
variacdes em funcdo do tipo de tecido afetado, do agente causal e do nivel de
especificidade da resposta (GARCIA LEME, 1989).

Os macrofagos séo as células iniciadoras primarias da resposta inflamatoria.
A ciéncia tem fornecido dados que relacionam um grande numero de mediadores
inflamatérios a acdo em alvos especificos, levando a liberacdo local de outros
mediadores de leucécitos e células endoteliais, com consequente inducdo de
moléculas de adesdo e migracao celular para o foco inflamatorio (CALIXTO; OTUKI;
SANTOS, 2003).

Dos mediadores quimicos envolvidos na resposta inflamatoria destaca-se o
acido araquiddnico (AA) e citocinas. As citocinas séo peptideos regulatérios que sédo
constitutivamente expressas, como fator de necrose tumoral (TNF) em mastocitos
(MAURER et al., 2003).

As duas principais citocinas envolvidas na iniciacdo desta resposta sao o fator
de necrose tumoral-a (TNF-a) e a interleucina-1 (IL-1). Habtemariam (2000)
apresenta alguns compostos, dentre eles varios flavonéides e polifendis, que atuam

em processos bioquimicos regulados por esta citocina.
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Existem incontaveis niumeros de plantas, com efeito, anti-inflamatério como:
Arnica, Barbatimao, Carobinha, Douradinha, Imburana, Jequitiba-vermelho, Manaca,
Pacova, Pé-de-perdiz, Sucupira, Velame Branco. Um exemplo de planta com
propriedade anti-inflamatéria além das propriedades digestivas, € o coentro, utilizado
como antipirético, anti-helmintico e analgésico no tratamento do reumatismo e dores
articulares (ISHIKAWA et al., 2003). Nos ultimos cinco anos, novos fitoterdpicos tém
sido lancados no mercado pela industria farmacéutica, por exemplo: o "acheflan”
(nome comercial) é um fitoterapico, extraido da planta Cordia verbenacea, lancado
no mercado pela empresa "Ache", e ja é o 2° anti-inflamatério mais vendido no
mundo inteiro (BRANDAO et al., 2008; CARVALHO et al., 2008).

2.6 ANALGESIA

Analgesia é a auséncia de dor sem perda de outras propriedades sensitivas.
A dor pode ser considerada como um mecanismo de defesa para a integridade do
organismo e gera um comportamento conhecido como reagcéo de fuga ao perigo.
Existem individuos com auséncia de sensibilidade a dor, que pode ser genética ou
adquirida. Uma destas formas € de origem genética chamada analgesia congénita.
J& a hiperalgesia é o aumento da sensibilidade aos estimulos nociceptivos.

As sensacglOes dolorosas induzem respostas urgentes de seu alivio,
provocando comportamentos como massagear (ou lamber) a area lesada, além de
raiva, grito e choro (GANONG, 1988; AGNATI et al., 1991).

A Associacao Internacional para Estudos da Dor (IASP) conceituou dor como
“uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a um dano real ou
potencial dos tecidos, ou descrita em termos de tais lesbes” (LOESER; MELZACK,
1999).

A dor aguda é um sintoma biolégico de estimulo nocivo, com dano tecidual
devido a doenca ou trauma. Pode ser altamente localizada ou pode se irradiar. E
descrita em carater de pontadas e persiste enquanto houver patologia tecidual
(BERNARD et al., 1996; LOESER; MELZACK, 1999). A dor torna-se cronica quando
o controle da patologia ndo é satisfatorio, persistindo além do tempo necessario para
a cura da lesdo (ASHBURN; STAATS, 1999). Contudo, a dor cronica gera estresse,
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reduz a imunidade, diminui a producdo de endorfinas e causa alteragdes do sono,
causando depressdo (CARVALHO, 1999).

Os neurotransmissores estdo envolvidos na transmissdo nociceptiva. As
taquicininas (substancia P, neurocinina A e B) e 0s aminoacidos excitatorios
liberados na medula sao importantes mediadores da informagdo nociceptiva
(PICARD et al.,, 1993; ZHENG; CHEN, 2001). O Oxido nitrico é um exemplo
importante de mediador do processo nociceptivo na medula espinhal (ALDERTON et
al., 2001).

Na terapia da dor existem duas classes principais de drogas analgésicas. Os
opioides como a morfina e a codeina que séo indicados no tratamento de dores
agudas, moderadas ou intensas, sdo usados quando a resposta nociceptiva nao
responde a analgésicos menos potentes. Embora os opioides sejam muito efetivos,
principalmente no tratamento da dor aguda, sua utilizacdo é limitada pelo fato
dessas drogas apresentarem muitos efeitos indesejados, como constipacao,
nauseas, voOmitos, broncoconstricdo, hipotensdo, bradicardia e depressao
respiratoria (McQUEEN, 1983; HOSKIN; HANKS, 1991).

Outra classe de drogas bastante utilizada no tratamento da dor s&o os
antiinflamatérios nédo esteroidais (AINES), que possui vantagens sobre o0s
analgésicos opioides por ndo provocarem tolerancia e dependéncia com 0 uso
crénico (NUKI, 1983; RAINSFORD; VELO, 1992).

Uma vez que 0s animais ndo sdo capazes de verbalizar os componentes
subjetivos da dor, neles ndo se avalia dor, mas nocicepc¢do. Sendo assim, termos
como dor e analgesia sdo mais adotados para humanos e nocicepcao e

antinocicepc¢éao para animais (JONES, 1996).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo foi avaliar o potencial in vivo do extrato bruto da folha do nabo
forrageiro (Raphanus sativus var. oleifera Metzg.) na atividade anti-inflamatéria e

analgésica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

J Obtencgéo de parametros da droga vegetal;

o Caracterizacao fitoquimica da droga vegetal e do extrato seco;
o Avaliacao do efeito anti-inflamatorio;

o Avaliacdo do efeito analgésico;

o Caracterizar quimicamente o extrato seco por espectrometria de massas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

As folhas de Raphanus sativus L. var. oleifera Metzg. foram coletadas no dia
02 de agosto de 2012 no terreno localizado na avenida Afonso Pena, Jardim Boa
Esperanca, municipio de Alfenas, regido Sul do Estado de Minas Gerais. Dados
geograficos: 21°25'22.87” S; 45°57°29.42” O; Altitude 842 metros.

4.2 IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

A identificacdo taxonémica da espécie Raphanus sativus var. oleifera Metzg.
foi realizada pelo professor Dr. Geraldo Alves da Silva, tendo sido depositada a
exsicata 2279 no Herbario da Universidade Federal de Alfenas.

4.3 OBTENCAO DA DROGA VEGETAL

As folhas passaram pelo processo de secagem em estufa de ar circulante
(Solab® SL 102) a 45°C durante sete dias para a completa secagem até peso
constante, em seguida foram trituradas em moinho de facas mecéanico (CIENILAB
CE-430) até obtencéao do po.
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4.4 GRANULOMETRIA

Para a padronizacdo do tamanho das particulas da droga vegetal foi utilizado
o procedimento seguindo os critérios descritos ha Farmacopeia Brasileira 5° edicdo
p. 92 (2010). O po triturado foi peneirado no tamis (60) que possui orificio de 250
micrometros, obtendo-se 40 gramas para fazer os ensaios para determinar a melhor
vibrac&o para o experimento.

Utilizaram-se 30 gramas, que passaram pelo mesmo tamis (60), nas
intensidades 1, 3, 5, 7 e 9 de vibragdo com tempo de 2 minutos. Assim observou-se
qual foi o melhor rendimento (quantidade de material peneirado).

A granulometria € determinada com auxilio de tamises operados por
dispositivo mecéanico. Esse dispositivo reproduz movimentos horizontais e verticais
da operacdo manual, através da acdo mecanica uniforme. As malhas utilizadas e

seus respectivos diametros estao relacionados na Tabela 2.

Tabela 2- Nimero e didmetro de abertura dos tamises utilizados na granulometria

Tamis Orificio do tamis (um)
20 850
25 710
35 500
45 355
60 250

Fonte: Do autor

Depois de verificada a melhor vibragcédo do aparelho (intensidade 7), pesaram-
se 150 gramas da droga vegetal e montou-se o conjunto de tamises, seguindo da
maior malha em cima da menor malha até o fundo coletor. Desta maneira, os 150
gramas do po bruto foram colocados sobre o0 maior tamis e a vibragdo ajustada para

a qual apresentou o melhor rendimento.
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O tempo de vibracdo foi de 15 minutos. Apds o término do tempo, utilizando
um pincel adequado, removeu-se toda a amostra retida na superficie superior de
cada tamis e do fundo coletor e pesou-se o0 pdé. O tamanho das particulas foi

mensurado, seguindo o preconizado pela WHO (1998).

4.5 OBTENCAO DO EXTRATO SECO

O extrato hidroetandlico das folhas da planta foi obtido utilizando método de
extracdo de percolacdo exaustivo (PRISTA et al., 1995). O processo teve inicio com
o umedecimento antecipado de 200 gramas do pé da droga vegetal com alcool 70%
(v/v) durante 2 horas fora do percolador. Em seguida o percolador foi preenchido
com a droga vegetal umedecida e adicionou-se alcool 70%, deixando-o em
maceracdo por 7 dias. A vazao do percolado ficou em 1,0 mi/min/Kg de droga
vegetal. Obtido o extrato hidroetandlico, ele foi levado ao aparelho de rotavapor sob
pressdo reduzida e temperatura controlada (aproximadamente 45°C) para
concentracdo do extrato liquido. Apds a concentracdo, o extrato foi congelado em
ultrafreezer UFR 30 (Liotop) a -70°C e liofilizado pelo liofilizador L101 (Liotop).
Obtido o extrato seco, ele foi armazenado em frasco ambar e mantido em

dessecador.



Figura 5- Obtencéo do extrato seco das folhas do nabo forrageiro

Raphanus sativus L. var. oleifera Metzg.
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4.6 CALCULO DO RENDIMENTO DO PROCESSO DE OBTENCAO DO EXTRATO
SECO

Rendimento = (Massa de extrato seco / Massa da droga vegetal) x 100

4.7 ENSAIOS FARMACOPEICOS

4.7.1 Perda por dessecacao

Transferiram-se exatamente 3,0 gramas da amostra para o pesa-filtro tarado,
previamente dessecado nas mesmas condi¢cdes a serem adotadas para a amostra,
durante 30 minutos. Dessecou-se a amostra a 100-105°C durante 5 horas, até peso
constante. Calculou-se a porcentagem de perda em relacdo ao peso inicial da
amostra (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

4.7.2 Cinzas totais e Cinzas insolUveis em acido

Pesaram-se exatamente 3,0 gramas da amostra pulverizada, transferiu-se
para o cadinho de silicio previamente tarado. Distribuindo a amostra uniformemente
no cadinho e aumentando gradativamente a temperatura até, no maximo, 600 +
25°C, até que todo o carvao seja eliminado pela incineracdo. Um gradiente de
temperatura (30 minutos a 200°C, 60 minutos a 400°C e 90 minutos a 600°C) foi
utilizado. Resfriou-se em dessecador e pesou-se. Calculou-se a porcentagem de
cinzas em relacdo ao peso da droga seca total (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010).

O residuo obtido na determinagdo de cinzas totais foi fervido durante 5
minutos com 25 mL de &cido cloridrico a 7% (p/v) em cadinho coberto com vidro de

relogio. Lavou-se o vidro de relogio com 5 mL de agua quente, juntando a agua de
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lavagem ao cadinho. O residuo, insolavel em acido, foi recolhido sobre papel de
filtro, isento de cinzas, lavando-o com &gua quente até que o filtrado se mostrou
neutro. O papel de filtro foi transferido para o cadinho original, secou sobre a chapa
guente e incinerou-se a 500°C até peso constante. Calculou-se a porcentagem de
cinzas insoluveis em &cido em relagdo a droga seca do inicio do experimento
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

4.7.3 Determinag&o das Substancias extrativas por etanol

Método de extracdo a frio: Em um erlenmeyer de 250 mL, transferiram-se
exatamente 3,0 gramas de droga vegetal finamente pulverizada. A droga foi
macerada em 100 mL de &lcool (70%), durante 6 h, agitou-se frequentemente e
deixou-se em repouso por 18 h., sem deixar perder qualquer quantidade de solvente
a solucéo foi filtrada e transferida (25 mL) para uma capsula de porcelana tarada e
evaporou até secura em banho-maria. Secou-se a 105°C por 6 h e esfriou-se por 30
min. em dessecador, pesando imediatamente. A porcentagem de materiais extraidos
em mg/g de droga vegetal seca foi calculada (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
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4.8 ANALISE QUIMICA

4.8.1Triagem fitoquimica

A droga vegetal e o extrato seco da espécie Raphanus sativus L. var. oleifera
Metzg. foram utilizados nos testes analiticos qualitativos para detectar o0s
metabdlitos secundérios possiveis de serem encontrados. Os metabdlitos abaixo
descritos (Tabela 3) foram pesquisados de acordo com a metodologia descrita por
Costa, (1982 e 2001):

Tabela 3- Grupos fitoquimicos e reag_jentes de identificacdo

Grupo fitoquimico Reagentes de identificac&o
Alcaloides Bertrand

Bouchardat

Dragendorff

Mayer

Antraquinonas
Esteroides
Flavonoides

Glicosideos cardiotonicos

Saponinas

Taninos

Borntraeger direto e indireto
Liebermann-Buchard
Shinoda

Cloreto de Aluminio

Cloreto de Férrico

Liebermann-Buchard
Baljet

Keller-Killiane

Formacéo de espuma
Cloreto de Férrico
Precipitagcdo de proteinas
Precipitacéo de alcaloides
Acetato de Cobre

Vanilina sulfarica

Fonte: Do autor
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4.8.2 Espectrometria de massas

A analise do extrato bruto seco foi realizada utilizando a técnica de
espectrometria de massas por injecdo direta. Utilizou-se o E.M. Shimadzu
LCMS8030 e a energia de fragmentacao selecionada foi de — 20 eV. A ionizacdo da
amostra foi feita por impacto de elétrons e a analise das massas por um analisador
triplo quadrupolo. Os compostos que obtiveram maior intensidade foram
selecionados para fragmentacdo e posterior identificagcdo. As andlises foram feitas
no Laboratério de Analises Toxicologicas da UNIFAL-MG com a colaboragdo da

Professora Dr. Vanessa Bergamin Boralli Marques

4.9 ESTUDO FARMACOLOGICO

No estudo farmacolédgico, foram realizados testes para a avaliagdo das
atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria de Raphanus sativus L. var. oleifera
Metzg.. O trabalho foi apreciado e aprovado pelo Comité de Etica em animais da
Universidade Federal de Alfenas, sob o protocolo numero 490/2013, por estar em
conformidade com os principios éticos exigidos.

Foram utilizados camundongos “Swiss” machos (25+5g) provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL. Os animais foram
tratados com racao comercial e agua ad libitum, garantida sua adaptacédo por 7 dias
em sala climatizada a 23+2°C, em caixas de polipropileno adequadas a sua
manutencdo e mantidos sob regime de luz com ciclo claro-escuro de 12 h. Ao

término, os animais foram sacrificados com halotano.

4.9.1 Toxicidade aguda

A toxicidade aguda em camundongos foi realizada administrando-se o extrato

seco de Raphanus sativus L. var. oleifera Metzg. por via oral na dose de 5 g/kg em
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10 animais. Apds a administracdo foram observados o0s seguintes parametros:
hiperatividade, sedacdo, mudancas nas caracteristicas das fezes (consisténcia) e
consumo de racdo e da agua. O experimento foi observado durante o periodo de
sete dias com aclimatizacdo adequada. A alimentacdo e a agua foram fornecidas a

vontade.

4.9.2 Atividade anti-inflamatoria

4.9.2.1 Teste de peritonite

A peritonite induzida por lipopolissacarideo (LPS) avaliou o possivel efeito do
extrato na migracdo dos leucocitos para dentro da cavidade peritoneal. Os animais
(n=8) foram pré-tratados em jejum por via oral com o veiculo carboximetilcelulose
(CMC), o extrato seco nas doses de 30, 100 e 300 mg/Kg e a indometacina (10
mg/kg). Uma hora apdés os tratamentos, aplicou-se o agente inflamatorio
(lipopolissacarideo proveniente de E. coli sorotipo 026:B6-Sigma, 100 ug/kg, i.p).

Quatro horas apés a inducdo da inflamacédo, os animais foram sacrificados
por inalacdo de halotano (anestésico das vias aéreas). Uma inciséo foi feita entre a
terceira e a quinta costela do lado direito do mediastino. Em seguida, o periténio de
cada animal foi lavado com 3 mL de PBS (Tampéo fosfato) 0,1 M. O peritonio foi
suavemente massageado e a suspensao de células, isenta de sangue, foi aspirada
ao maximo com a ajuda de uma pipeta de Pasteur. Cada amostra coletada foi
precisamente medida e feita a corre¢cdo para o volume injetado no peritdnio. Uma
aliquota de 10 yL do exsudato foi utilizada para determinar a contagem total de
leucdcitos em camara de Neubauer (CUNHA et al., 1989; VILELA et al., 2010).

o Grupo 1: Carboximetilcelulose, 1%, v.o. + Salina (i.p.);
o Grupo 2: Carboximetilcelulose, 1%, v.o. + LPS;

. Grupo 3: Extrato seco, 30 mg/Kg, v.o. + LPS;

o Grupo 4: Extrato seco, 100 mg/Kg, v.o. + LPS;
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. Grupo 5: Extrato seco, 300 mg/Kg, v.o. + LPS;
o Grupo 6: Indometacina, 10 mg/Kg, .v.o. + LPS.

4.9.2.2 Teste de edema de pata induzido por carragenina

O edema de pata foi induzido pela injecdo de carragenina (2% p/v) em salina
estéril e administrada na regido subplantar da pata direita de camundongos (n = 8).
Os camundongos foram pré-tratados em jejum por via oral com indometacina 10
mg/Kg (v.0), com veiculo carboximetilcelulose (CMC) 10mL/Kg (v.0), com extrato
seco de Raphanus sativus var. oleifera Metzg. nas doses de 30, 100 e 300 mg/Kg
(v.0). Transcorrido 60 minutos da administracao, foi induzido o edema pela injecéo
de carragenina (40 uL), aplicada na regidao plantar da pata direita posterior dos
camundongos. Como controle, foi usada salina estéril. Apds uma, duas, trés e quatro
horas da administracédo da carragenina e do controle, cada pata do animal foi imersa
até a regido tibio-tarsica com o uso do pletismoégrafo. A medida do edema foi feita
pela diferenca entre o volume deslocado da pata direita e o volume basal. A técnica

foi baseada no método descrito por Carvalho (1998).

o Grupo 1: Carboximetilcelulose, 1% , v.o. + Salina;

o Grupo 2: Carboximetilcelulose, 1% , v.0.+ carragenina 2% p/v;
o Grupo 3: Extrato seco, 30 mg/Kg, v.0. + carragenina 2% plv;

o Grupo 4: Extrato seco, 100 mg/Kg, v.o. + carragenina 2% pl/v;
o Grupo 5: Extrato seco, 300 mg/Kg, v.o. + carragenina 2% p/v;

o Grupo 6: Indometacina, 10 mg/Kg, v.o. + carragenina 2% p/v.
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4.9.3 Atividade antinociceptiva

4.9.3.1 Teste da formalina

O método utilizado para este ensaio foi baseado naquele descrito por Santos
e Calixto, 1997. Ele foi realizado utilizando 6 grupos de 8 camundongos 0s quais

foram pré-tratados em jejum por via oral da seguinte forma:

o Grupo 1: Carboximetilcelulose, 1% , v.0.+ Formalina 5%;
o Grupo 2: Extrato seco 30 mg/Kg, v.o. Formalina 5%;

o Grupo 3: Extrato seco, 100 mg/Kg, v.o. Formalina 5%;

o Grupo 4: Extrato seco, 300 mg/Kg, v.o. + Formalina 5%

o Grupo 5: Indometacina, 10 mg/Kg, v.o. + Formalina 5%;

o Grupo 6: Morfina, 10 mg/Kg, i.p. + Formalina 5%.

Apébs 1 hora do tratamento dos grupos 1 ao 5, e 30 minutos do tratamento do
grupo 6 foi aplicado subcutaneamente 20uL de solucdo de formalina 5% na regido
plantar da pata traseira direita dos animais. Durante os tempos de 0 a 5 minutos e
de 20 a 30 minutos foi cronometrado o tempo que os animais gastaram lambendo a

pata que recebeu a solucdo de formalina.

4.9.3.2 Teste da placa quente

O teste da placa quente utilizou-se de uma superficie aguecida eletricamente,
mantida a uma temperatura aproximada de 50°C+1°C. Foram utilizados grupos de 8
camundongos pré-tratados em jejum por via oral com CMC e extrato seco de
Raphanus sativus L. var. oleifera Metzg. nas doses de 30, 100 e 300 mg/Kg (v.0)
mais os farmacos padrdo (morfina 1 mg/kg e naloxano 0,4 mg/kg) para grupo

controle.
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Cada animal foi colocado individualmente sobre a superficie aquecida
cercada por uma parede de acrilico para restringir a locomocédo dos animais. Foi
observado o tempo de laténcia de resposta ao estimulo termonoceptivo, de acordo
com o método descrito por (YAMAMOTO et al., 2002).

Neste teste, a medicdo do tempo foi interrompida quando o animal apresentou
comportamento instintivo de saltar sobre a placa ou lamber as patas com, no
maximo, 30 segundos, para evitar a injuria tecidual. Foi registrada a observacao

para o tempo de 0, 30, 60 e 120 minutos ap0ds os tratamentos.

Os grupos foram tratados da seguinte forma:

o Grupo 1: Carboximetilcelulose, 1% , v.o;

. Grupo 2: Extrato seco 30 mg/Kg, v.0.;

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

o Grupo 4: Extrato seco, 300 mg/Kg, v.0.;

o Grupo 5: Morfina, 1mg/Kg, i.p.;

o Grupo 6: Naloxona (0,4 mg/kg) + morfina (1 mg/kg, i.p.);
o Grupo 7: Naloxona (0,4 mg/kg, i.p.) + Extrato 300 mg/kg.
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados usando o programa GraphPad Prism v.5.0.
Os dados obtidos foram expressos obedecendo a média + erro padrdo. A andlise
estatistica foi realizada pelo método ANAVA seguida pelo pos-teste Newman-Kells
(p<0.05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 GRANULOMETRIA

As substancias extraidas dependem do tamanho da particula, tenuidade do
po e a polaridade do solvente utilizado na extracdo. O processo extrativo pode
influenciar na atividade biologica, devido a interferéncia deste processo nha
concentracéo final dos bioativos (ELOFF, 1998; ELOFF, 2004; OSTROSKY et al.,
2008). Segundo o método de controle de qualidade para materiais a base de
plantas, da Organizacdo Mundial da Saude, as particulas para serem consideradas
moderadamente finas teriam de passar em sua totalidade, ou em quase sua
totalidade, pelo tamis 45 (355 um) para serem classificadas como moderadamente
finas. No caso da droga vegetal Raphanus sativus L. var. oleifera 32,87% da droga
ficaram retidas entre os tamises 20 (850 um) a 45 (355 um) (Figura 6). Ou seja,

existe uma consideravel quantidade de particulas maiores que 355 um.

Figura 6- Analise granulométrica
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A classificacdo da droga em estudo se enquadra como moderadamente
grossa por ter passado uma porcentagem consideravel pelo tamis com abertura
nominal de 250 um (43,03%) e ficado retida 32,87% da droga no tamis com malha
maior a 355 um. O tamanho das particulas da droga pulverizada tem influéncia
direta sobre a eficiéncia no processo extrativo (LIST; SCHMIDT, 2000). Este
processo € de suma importancia para todas as etapas do estudo realizado, devido a
relacdo direta entre a extracdo dos metabdlitos secundarios e a eficacia dos estudos

farmacoldgicos.

5.2 RENDIMENTO DO EXTRATO SECO DAS FOLHAS

O rendimento do extrato bruto seco das folhas foi de:

Rendimento = Quantidade extrato seco obtido x100
Quantidade de droga veg.

Rendimento = 54 gramas x 100
200 gramas

Rendimento = 27%

5.3 ENSAIOS FARMACOPEICOS

A agua residual encontrada em drogas vegetais esta diretamente relacionada
com o seu processo de perdas durante o armazenamento e uso. A agua, em
guantidades elevadas, gera a proliferacdo de micro-organismos em amostras. Pode
ocorrer também a degradacdo de metabdlitos secundarios presentes na amostra
devido a reacdes de hidrélise. De acordo com a Tabela 4, a perda por dessecacao
foi de 6,96 % (0,209 gramas), 0 que corresponde a agua presente na droga, em 3,0

gramas.
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Tabela 4- Valores encontrados nos ensaios farmacopeicos

Ensaios Valores encontrados Valor de referéncia
Perda por dessecacao 6,96 % <14%
Cinzas totais 16,69 %. -
Cinzas insoluveis em 4cido 0,025 %. -
Substancias extrativas por 25% -

etanol

Fonte: Do autor

O limite méaximo recomendado de umidade para drogas vegetais é de 14%
(SIMOES et al., 2010). Verificou-se que o valor encontrado na analise da droga
corresponde ao preconizado na literatura.

Cinzas totais sé@o os residuos inorganicos que permanecem apos a queima da
matéria organica. Considerando-se que foi utilizado um total de 3,0 gramas, a média
percentual de cinzas totais em relacéo a droga vegetal foi de 16,69 % (Tabela 4).

A partir dos residuos das cinzas totais foram feitos os testes para cinzas
insoliveis em &cido. O percentual médio de cinzas insoluveis em &cido na droga
vegetal foi de 0,025 % (Tabela 4). Neste teste sao esperados, na maioria das drogas
vegetais, valores baixos, correspondente as cinzas nao fisiolégicas, provenientes de
material estranho, especialmente areia e terra. Sabe-se, no entanto que algumas
espécies, apresentam valores altos de cinzas sem que isto represente
contaminac@o, sendo uma caracteristica do género ou da espécie (LUENGAS-
CAICEDO, 2005).

O teor de substancias extrativas tem a finalidade de conhecer o quanto pode
ser extraido por um determinado solvente a partir de uma droga vegetal (SILVERIO
et al., 2006). A solucéo extrativa teve rendimento de 25% do contetdo da droga
vegetal de Raphanus sativus L. var. oleifera. Isto significa, que ao utilizar como
liquido extrator o alcool 70%, em 3 gramas da droga vegetal da folha sdo esperados
0,75 gramas de solidos soluveis. O resultado foi bem proximo dos 27% encontrados
no rendimento da percolacdo, observando-se assim correlacédo e a eficiéncia dos

métodos extrativos utilizados.
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5.4 TRIAGEM FITOQUIMICA

A triagem fitoquimica da droga vegetal e extrato seco de Raphanus sativus L.
var. oleifera Metzg. foi realizada observando a presenca de precipitacdo e/ou
coloragdo caracteristica para cada experimento das amostras analisadas. A Tabela

5 apresenta os principais compostos bioativos presentes no nabo forrageiro.

Tabela 5 - Identificagao fitoquimica da droga vegetal e extrato seco de Raphanus sativus L. var.
oleifera Metzg.

Classe fitoquimica Reacdes Droga Extrato seco
Alcaloides Bertrand - -
Bouchardat - -
Dragendorff - -
Mayer - -
Antraquinonas Brontraeger direto - -

Borntraeger indireto - -

Esteroides e Liebermann-Buchard + +
triterpenoides Salkowski + +
Flavonoides Shinoda + +
Cloreto de aluminio + +
Cloreto férrico + +
Glicosideos Liebermann-Buchard + +
Cardiotdnicos Baljet ) }
Keller-Killiani + +
Saponinas Formacdo de espuma -
Taninos Cloreto férrico + +
Precipitacdo proteinas + +
Precipitag&o alcaloides + +
Acetato de cobre + +
Vanilina sulfarica + +

Fonte: Do autor

A triagem fitoquimica revelou a presenga de taninos, de flavondides, de
esteroides e de triterpenos no extrato seco da folha e para a droga vegetal (Tabela

5). A verificacdo de taninos foi realizada através das reacdes com cloreto férrico
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FeCls, formando coloracdo azul (indicador de taninos hidrolisaveis) e pela
precipitacdo de proteinas, alcaloides e acetato de cobre.

A reacdo positiva para a vanilina sulfdrica confirmou a presenca de taninos
condensados no extrato seco e na droga vegetal. Os taninos exercem funcdes
importantes como as acbes antidiarreicas e anti-inflamatérias, tendo efeitos
vasoconstritores e de precipitagdo das proteinas nos locais de Ulceras que forma
pelicula de protecdo impermeavel, que torna a lesdo menos permeavel a
substancias toxicas e mais resistentes ao ataque de enzimas proteoliticas
(NWAFOR et al.,, 2000). Hagerman et al. (1999) mencionou 0S mecanismos
paralelos ao efeito anti-inflamatério dos taninos, incluindo o scavenger de radicais
livres.

Os flavonoides foram identificados através da reacdo de Shinoda, os quais se
reduzem, perdendo hidrogénio, apresentando a coloracao vermelha. A reacdo com o
AICIz apresentou fluorescéncia amarelo-esverdeada e a reagdao com o FeCls
apresentou coloracdo castanha; os flavonoides sdo associados por exercerem sua
acdo como anti-inflamatoérios e analgésicos (GARCIA-LEME et al., 1973). Estudos
realizados demonstraram a determinacdo e quantificacdo de quercetina, de rutina e
de campferol em Raphanus sativus L. (VENKATAPURA et al., 2011).

As folhas de Raphanus sativus L. contém outros flavondides funcionais e
campferol, conhecidos por terem efeito protetor da mucosa gastrica (REYES et al.,
1996; 1ZZO et al., 1994). Estudos tém provado repetidamente as acdes anti-
inflamatoérias dos flavonoides. Desta forma, tem-se investigado tanto a acdo dos
flavonois (quercetina, rutina e mortina) quanto das flavonas nas inflamacdes aguda e
cronica (ROTELLI et al., 2003).

Para a identificacdo de esteroides e triterpenos foram utilizadas as reacoes de
Liebermann-Burchard e de Salkowski, verificando a coloracdo castanha
avermelhada, devido a presenca do nucleo esteroidal. De acordo Peana et al. (2004)
os terpenoides podem estar envolvidos ao antagonismo de receptores NMDA capaz
de provocar analgesia supra-espinhal mediada pela estimulagdo de receptores
opibides centrais e de receptores dopaminérgicos D1/D2.

Gutierrez et al. (2004) reportaram os constituintes de Raphanus sativus L.,
sendo: alcaloides, flavonoides e outros compostos fendlicos. Aruna et al. (2012) em
um estudo realizado com Raphanus sativus L. identificou flavonoides, taninos,

polifenadis, Oleos volateis, glicosideos e glicosinolatos. Njumbe Ediage et al. (2011)
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citou a presenca da m/z do glicosilonolato conhecido como glicoraphanideo. Os
metabdlitos secundarios presentes no extrato seco das folhas sugerem as atividades

estudadas nesta dissertacao.

5.5 ELUCIDACAO ESTRUTURAL POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS

7

A espectrometria de massas é uma técnica instrumental, que possui alta
eficiéncia, com diversas aplicacées em varios segmentos de pesquisas. A técnica é
utilizada para identificar e quantificar compostos com m/z conhecidos e sugerir
estruturas moleculares. A analise utilizou o extrato bruto seco das folhas do nabo
forrageiro. A espectrometria de massas neste estudo utlizou o software

ACD/Chemsketch para propor as estruturas dos principais compostos do extrato.

A Figura 7 mostra o espectro full scan do extrato bruto em modo negativo.

Figura 7- Espectro de massas full scan do E.B.R.S no modo negativo
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Fonte: Do autor



44

A partir do espectro full scan (Figura 7) pode-se observar que 0s principais

compostos sdo os de m/z 640, 593, 577, 434. Desta forma, foi possivel realizar a

fragmentacao destes compostos a fim de se elucidar suas estruturas. O composto

com m/z 577 apresentou a seguinte fragmentacao (Figura 8):

Figura 8- Espectro do composto com m/z 577 em modo negativo
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O canferol é um flavonoide com m/z de 578 encontrado em R. sativus
(DEVARAJ; VISWANATHA, 2011). Quando ligado a duas moléculas de acucar,

ambas com 146 de massa molecular.

A perda de um H leva a formac&o de um anion com massa molar de 577 Da

[M — H] e, a partir deste, ocorre a perda das duas moléculas de O-desoxiexoses

sucessivamente, resultando em um anion m/z 431 [M — 146] e outro m/z 285 [M —

146 — 146] segundo o mecanismo de fragmentacdo proposto po Wolfender et al.

(1992) na Figura 9.

O fragmento com m/z 285 corresponde a aglicona do canferol (RAYMOND;

MIAO, 2003).


http://europepmc.org/search;jsessionid=GGpjt9NlEJgY4l7eCeC0.0?page=1&query=AUTH:%22Devaraj+VC%22
http://europepmc.org/search;jsessionid=GGpjt9NlEJgY4l7eCeC0.0?page=1&query=AUTH:%22Viswanatha+GL%22
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Figura 9- Fragmentag¢éo do composto com m/z 577 em modo negativo.
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O composto com m/z 593 obteve o seguinte espectro MS2 (Figura 10):
Figura 10- Espectro do composto com m/z 593 no modo negativo.
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Observou-se que os fragmentos obtidos a partir do ion molecular foram os de
m/z 447 e 301. A quercetina, um flavonoide comum na espécie R. Sativus foi
proposta como sendo este composto (VANGALAPATI et al., 2014).

O mecanismo de fragmentacdo da quercetina € semelhante ao do canferol,
proposto por Wolfender et al. (1992), com perdas sucessivas de duas O-

desoxiexoses de massa molecular 146 (Figura 11).

Figura 11- Fragmentacdo do composto com m/z 593 no modo negativo
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O composto com m/z 434, outro metabdlito secundario identificado no full
scan do extrato bruto de R. sativus, produziu o seguinte espectro apos sua

fragmentacao (Figura 12):
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Figura 12- Espectro do composto com m/z 434 no modo negativo
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Fonte: Do autor

Os principais fragmentos produzidos a partir da m/z 434 foram os de m/z 259
e 146, a partir dos quais se pode propor a estrutura e 0 mecanismo de fragmentacgao
segundo Lee et al. (2008) do glicosinolato conhecido como glicorafanina, isolado da
espécie R. Sativus L. (ARUNA; YERRAGUNT; RAJU, 2012).

Pode-se observar a quebra da ligacdo S-hexose e a formacdo de uma ligagao
O-hexose com o grupo sulfona que estava ligado ao nitrogénio, resultando no ion

m/z 259. O ion m/z 146 é formado pela perda da hexose e do grupo SO, (Figura 13).
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Figura 13- Fragmentacdo do composto com m/z 434 no modo negativo
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5.6 TOXICIDADE AGUDA

O estudo de toxicidade aguda na concentracdo de 5 g/kg ndo mostrou
nenhuma diferenca no habito dos camundongos durante os sete dias de
observacdo. O consumo de racao e de agua nao sofreu alteracdo. A producédo de
fezes e sua consisténcia também ndo foram alteradas. Ndo ocorreram mortes de
camundongos apos o tratamento. Estudo realizado por Devaraj et. al. (2011) sobre a
toxicidade oral aguda em Raphanus sativus L. ndo observou mortalidade, quando

administrada a dose de 2,0 gramas/kg via oral do extrato das folhas.
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5.7 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

5.7.1 Teste de peritonite

A peritonite induzida por lipopolissacarideo (LPS) foi seguida pelo aumento
significativo (p<0,001) no numero de leucocitos na cavidade peritoneal dos
camundongos, quando comparado com o grupo controle (Figura 14). No
experimento, o extrato reduziu o numero de leucdcitos do exsudato da cavidade
peritoneal agredida pelo LPS. Apos 4 horas da aplicacdo do LPS (100 pg/kg;i.p), 0
namero de leucécitos na cavidade peritoneal foi de 1,9+0,08, 1,88+0,18 e 2,17+0,13
(valores expressos pela média + erro padrdo médio) na ordem de 10° leucécitos/cav.
para o extrato nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg, respectivamente. A indometacina
(10mg/kg), anti-inflamatério n&do esteroidal, apresentou leitura da ordem de
0,93%0,08, mostrando-se significativo em comparagao a leitura de 4,22+0,29 do

grupo tratado somente com LPS.

Figura 14- Efeitos da administracéo do E.B.R.S. nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg,
v.0. e indometacina (10 mg/kg, v.0.) no recrutamento de leucécitos
induzido por LPS para a cavidade peritoneal de camundongos (n=8). Cada
coluna representa a média + erro padréo. ### p<0,001 em comparacao ao
LPS com o controle (salina). *** p<0,001 em comparacdo do LPS com
grupos tratados com extrato e indometacina. Analise de variancia
(ANAVA) seguido do teste Student Newman-Keuls (p < 0,05).
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A peritonite induzida por LPS (lipopolissacarideo) assemelha-se a uma
infeccdo bacteriana e representa um modelo de estudos para inflamacao peritoneal
aguda (CUNHA et al., 1989; VILELA et al., 2010). Em estudos anteriores, a peritonite
induzida por LPS (lipopolissacarideo proveniente de E. coli sorotipo 026: B6-Sigma)
provocou um aumento significativo no recrutamento de leucécitos em cavidades
peritoneais de ratos, quando comparado com 0 grupo controle tratado apenas com
veiculo (CUNHA et al.,, 1989). O recrutamento de células durante a inflamacéo
depende da liberacdo de mediadores locais que sdo responsaveis por alterar o
tecido e recrutar células hospedeiras de defesa (THOMAZZI et al., 2010). Neste
modelo experimental, os resultados demonstraram que o pré-tratamento com extrato
seco de Raphanus sativus var. oleifera Metzg. reduziu significativamente (p<0,001) o
namero de células recrutadas nas trés concentracfes testadas, indicando uma
possivel presenca de agentes anti-inflamatérios ativos no extrato que atuam
inibindo os mediadores quimicos responsaveis pelo processo inflamatério. Os
metabdlitos encontrados no extrato sugerem o efeito encontrado no teste de
peritonite. Os principais constituintes do extrato com efeito anti-inflamatério poderiam
ser os flavonoides e os taninos. Segundo Feldman et al. (2002) a inibicdo de
mediadores inflamatérios, tais como TNF também estéo relacionados aos taninos.

Diversos mecanismos explicam a atividade anti-inflamatdria dos flavonadides,
sendo os principais a acao sequestrante de radicais livres, a regulacédo de atividades
celulares relacionadas a inflamacdo, a modulacdo na atividade das enzimas do
metabolismo do &cido araquidénico (fosfolipase A2, ciclo-oxigenase e lipo-
oxigenase) e na expressado de genes pro-inflamatérios (CASTELUCCI et al., 2007,
FERRANDIZ; ALEARAZ, 1991 e 1987).

5.7.2 Teste de edema de pata induzido por carragenina

O aumento do volume do edema foi verificado no decorrer das quatro horas,
com relacdo aos tratamentos salina x carragenina, conforme a Figura 15. No teste
observou-se que apés 4 horas da inje¢do de carragenina houve a diminuicdo do
edema nos animais pré-tratados com extrato (0,014+0,003mL, p<0,001;
0,021+0,01mL, p<0,01; e 0,013+0,003mL, p<0,001) nas doses de 30, 100 e
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300mg/kg respectivamente, quando comparado ao controle (0,05t 0,01) (valores
expressos pela média * erro padrdo médio). A inflamagéo deve-se ao deslocamento
de mediadores inflamatérios para o local da agressédo. Sugere-se que a atividade

antiedematogénica do extrato testado é dependente da dose.

Figura 15- Efeito do E.B.R.S. no edema de pata induzido por carragenina (n=8). Cada valor
representa a média * erro padrdo médio. Analise de variancia (ANAVA) seguido do teste
de Student Newman-Keuls (p < 0,05). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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O teste mais utilizado para a selecédo de agentes anti-inflamatérios € o edema
induzido pela carragenina em pata de animais, que é frequentemente utilizado para
avaliar o efeito anti-edematogénico de produtos naturais (THOMAZZI et al., 2010). A
resposta inflamatdria induzida pela carragenina é caracterizada por uma resposta
que resulta em edema, produzindo varios mediadores inflamatorios e é
caracterizada pela liberacdo de histamina, de serotonina e de bradicinina, e a
resposta tardia € caracterizada pela producdo de prostaglandina (OGONOWSKI et
al., 1997).
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A resposta inflamatoria dos grupos tratados com as doses do extrato €
comparada com o grupo tratado com o agente inflamatdrio (carragenina) e o grupo
tratado com o farmaco indometacina, um anti-inflamatério ndo esteroidal, muito
empregado em dores inflamatorias que atua como inibidor ndo seletivo da enzima
ciclo-oxigenase (COX). O tratamento com extrato seco de Raphanus sativus var.
oleifera Metzg. foi efetivo na resposta de reducdo do edema causada pela
carragenina nas doses de 30 e 300 mg/kg, sendo similar ao exibido na quarta hora
pelo grupo tratado com indometacina (Figura 15).

Segundo Castelucci et al. (2003), esse efeito pode estar relacionado aos
efeitos dos metabolitos secundérios das plantas no processo inflamatoério. Sugere-se
que o efeito foi devido a reducédo da liberacdo de mediadores, como histamina,
serotonina e/ou bradicinina, no local da inflamacdo ou por bloquear receptores de
diferentes mediadores (OGONOWSKI et al., 1997). Isso pode ser possivel devido ao
efeito isolado dos metabolitos ou ao efeito sinérgico entre os varios constituintes do
extrato. Alguns autores tém provado repetidamente as a¢des anti-inflamatorias dos
flavonoides. Desta forma, tem-se investigado tanto a acdo dos flavondis (quercetina,
rutina e mortina) quanto das flavonas nas inflamagdes aguda e crénica (ROTELLI,
GUARDI; JUAREZ; DE LAROCHA, 2003).

A quercetina (metabdlito presente no extrato) tem sido relatada como sendo o
agente com melhor atividade na reducdo do edema de pata, e a rutina, nos

processos inflamatérios crénicos como a artrite (PARADKAR et al., 2004).
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5.8 ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

5.8.1 Teste da formalina

A atividade do extrato na 12 fase (Figura 16) abaixou o tempo de lambida de
38.945,3 seg. (CMC) a 13,6£3,7 seg. na dose de 300mg/Kg (p<0.05), comparado
com o grupo controle. Na 2° fase (Figura 16), o extrato reduziu de 130,4+7,4 seg.
(CMC) a 62,3+7,5 e 82+£12,0 seg. nas doses de 100 e 300mg/Kg respectivamente,
guando comparados com o grupo controle (valores expressos pela média + erro
padrdo medio). A acdo da morfina se faz tanto na 1° e 2° fase devido a sua acdo no
sistema nervoso central. No entanto, a 22 fase é caracterizada pelo surgimento do
processo inflamatorio local, onde séo produzidos mediadores da inflamacao que sao
inibidos por farmacos anti-inflamatérios como a indometacina. Provavelmente, a
diminuicdo do tempo de lambida induzida pela formalina deve-se a inibicdo da
biossintese de mediadores da inflamacdo como a ciclo-oxigenase e
consequentemente das prostaglandinas, sendo mais eficientes nas dores somaticas
com componente inflamatério, possuindo trés principais efeitos, sendo eles: o anti-
inflamatorio, o analgésico e o antipirético (DANNHARDT; KIEFER, 2001).

Figura 16- Efeito causado pela formalina em camundongos (n=8) depois da
administracdo do E.B.R.S. nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg, indometacina
(10 mg/kg) e morfina (10 mg/Kg, i.p.) na 1° fase e na 2° fase. Cada coluna
representa a média + erro padrdo médio. Analise de variancia (ANAVA)
seguido do teste de Student Newman-Keuls (p<0,05)., *p<0,05,
**p<0,01,***p<0,001.
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O teste da formalina consiste em avaliar a nocicepcdo em duas fases. A
primeira fase (fase neurogénica), ou aguda, que é causada pelo efeito direto da
formalina nas fibras sensoriais C. Essa fase é modulada pela acdo de analgésicos
de acdo central como os farmacos derivados de substancias opioides. A segunda
fase corresponde a dor gerada por mediadores inflamatérios, ou seja, gerada por
uma resposta tardia ao estimulo da dor. Essa fase € inibida, principalmente, por anti-
inflamatoérios ndo-esteroidais, como a indometacina, que é um inibidor ndo seletivo
da ciclo-oxigenase. Segundo Verma et al. (2005) essa reacéao tardia deve-se a acéo
na liberacdo da serotonina, da histamina, da bradicinina e da prostaglandina, que
podem provocar sensibilizacdo dos neurdnios nociceptivos centrais.

Nos resultados demonstrados, o tempo gasto para o animal lamber a pata
ferida foi reduzido significativamente pela administracdo de extrato seco na
concentracdo de 300 mg/kg, na primeira fase. Seu efeito analgésico se deve a uma
série de mecanismos, incluindo o mecanismo central envolvendo inibicdo da sintese
de prostaglandinas (MCCORMACK, 1994; PINI et al., 1995; BJORKMAN, 1995;
SANDRINI et al., 2002; HAMZA; DIONNE, 2009).

Na segunda fase, sugere-se a provavel atividade anti-inflamatéria do extrato
seco devido a reducao significativa do tempo de lambida nas doses de 100 e 300
mg/kg do extrato. Assim, uma possivel reducdo na liberagdo de mediadores
inflamatorios ou o bloqueio dos receptores para estes mediadores, resultando no

efeito antinociceptivo periférico, seria condizente com os efeitos anti-inflamatorios
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apresentados nos testes anteriores. Neste teste, farmacos de acdo central, como a
morfina, inibem ambas as fases igualmente, enquanto farmacos de acgéo periférica,
como os anti-inflamatorios nao-esteroidais e corticosteroides inibem somente a
segunda fase (DICKENSON; SULLIVAN, 1987; DUBUISSON; DENNIS, 1977,
YAKSH et al., 2001).

5.8.2 Teste da placa quente

O teste da placa quente avalia a nocicepcdo central, e se o efeito
antinociceptivo do extrato implica no envolvimento de componentes supraespinhais,
bem como espinhais (YAKSH; RUDY, 1976; YAKSH; RUDY, 1977; YEUNG et al.,
1977). O teste de placa quente foi utilizado para medir os efeitos analgésicos
centrais, como também, com o intuito de elucidar o mecanismo de acéo pelo qual o
extrato mostrou-se eficaz, sendo assim, os animais foram pré-tratados com naloxano
(0,4 mg/kg, i.p.) e naloxano (0,4 mg/kg, i.p) + extrato (100 mg/kg).

O naloxano tem como caracteristica fazer o antagonismo das vias opioides,
impedindo a ocupagédo dos sitios ativos pela morfina, bloqueando, desta maneira, o
efeito analgésico da morfina.

Os resultados (Figura 17) sugerem que o0 extrato ndo possui efeito
antinociceptivo modulado pela via central devido ao fato do efeito analgésico nao ter
sido revertido pelo antagonista opioide naloxona (0.4 mg/kg; i.p.) + o extrato (100
mg/kg). Entretanto a procura por analgésicos opioides que atuam em seus
receptores fora do sistema nervoso central tem sido realizada nos estudos com
farmacos antinociceptivos, visando a diminuicdo dos efeitos colaterais, como
tolerancia e dependéncia (BENYHE, 1994; VANEGAS; TORTORICI, 2002).
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Figura 17- Efeito do E.B.R.S. no teste de placa quente em camundongos (n=8) tratados com o
veiculo CMC, extrato nas doses (30, 100, e 300 mg/kg, v.0.); Morfina 1 mg/kg i.p.;
naloxano + morfina (0,4 e 1 mg/kg, i.p.), naloxano 0,4 mg/kg, i.p + extrato (100 mg/kg).
Cada coluna representa a média = erro padrdo médio. Analise de variancia (ANAVA)
seguido do teste de Student Newman-Keuls (p<0,05): * p<0,05, ** p<0,01; *** p<0,001. "
p<0.001 em comparacdo com a morfina.
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Tabela 6- Valores do tempo de laténcia (tempo médio + erro padrdo médio) dados em segundos em
relacdo aos animais tratados com o veiculo CMC, extrato nas doses (30, 100, e 300
mg/kg, v.0.); Morfina 1 mg/kg i.p.; naloxano + morfina (0,4 e 1 mg/kg, i.p.), naloxano 0,4
mg/kg, i.p + extrato (100 mg/kg). Analise de variancia (ANAVA) seguido do teste de
Student Newman-Keuls (p<0,05): * p<0,05, ** p<0,01; *** p<0,001.M" p<0.001 em
comparacao com a morfina.

BASAL (0 MIN.) 30 MIN. 60 MIN. 120 MIN.
CMC 10.08+0.7 10.8+0.8 9.4+0.98 9.35+0.59
30 9.87+0.83 11.13+0.7 11.7+0.9 12.87+0.75*
100 10.43+0.72 11.0+0.97 12.4+0.54 14.67+0.93***
300 8.91+0.68 10.6+0.83 12.7+1.2 11.1+0.94
MORFINA 10.23+0.7 17.6£1.0%** 19.0+0.96*** 17.7+£1.2%%*
NAL. + MORF. 10.6+0.44 11.5+0.56M" 13.5+0.74"M1 11.73+0.7/M7
NAL. + EXT.100 11.41+0.40 13.1+0.58 12.0+1.35 12.97+0.52

Fonte: Do autor
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De acordo com os dados (Tabela 6), observou-se que o tratamento com
extrato seco das folhas para as doses de 30 e 100 mg/Kg, mostraram-se efetivas na
analgesia para o tempo de 120 minutos em comparacao ao grupo controle tratado
com o veiculo CMC (carboximetilcelulose), aumentando o tempo de permanéncia
dos animais na placa quente. A morfina (farmaco padrdo) comprovou
significativamente seu efeito analgésico central para todos os tempos estudados
assim como o naloxano impediu a acdo da morfina de maneira significativa para os

tempos de 30, 60 e 120 minutos.
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6 CONCLUSAO

Os ensaios fitoquimicos indicaram a presenca de taninos, de flavonoides, de
esteroides e de triterpenos. O extrato seco mostrou auséncia de toxicidade aguda e
foi observado significativo efeito anti-inflamatorio de acordo com os testes de edema
de pata e peritonite. O teste de formalina mostrou efeito significativo para as duas
fases, sendo que a segunda fase mostrou uma correlacdo com os testes anti-
inflamatérios realizados.

O teste de placa quente, se analisado com a 1° fase do teste de formalina
sugere o baixo efeito analgésico do extrato. Foi possivel verificar a ndo relacao dos
metabdlitos com a via opioide, pois o extrato na concentracdo de 100mg/Kg mostrou
efeito anti-nociceptivo para tempo de 120 minutos, mas o0 naloxano ndao conseguiu
reverter o efeito analgésico do extrato para essa concentracdo, mostrando que nao
ocorreu a competicdo entre naloxano e extrato pelos receptores opioides.

A identificacdo de metabdlitos como a quercetina e o canferol sugere que eles
possam estar ligados aos efeitos analgésicos e anti-inflamatoérios encontrados, como
também nado pode ser descartada a acdo sinérgica entre os varios constituintes do
extrato. Os resultados obtidos neste estudo sugerem que os efeitos biolégicos
encontrados estao interligados com os metabdlitos secundarios. Estudos posteriores
com isolados dos compostos identificados do extrato sdo necessarios para a

averiguacédo de possiveis mecanismos de acao e a comprovacao terapéutica destes.
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