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RESUMO

O uso de plantas medicinais acompanhou o desenvolvimento da sociedade, onde populares
realizavam a producdo de fitoterapicos afim de remediar/curar enfermidades. Visando
consolidar esta pratica, 0 homem percebeu a necessidade de descobrir os constituintes
quimicos presentes nas espécies vegetais e comprovar os efeitos farmacoldgicas
responsavéis pela atenuacdo e/ou cura das doencas. Nesse contexto, a espécie Varronia
globosa (Boraginaceae), popularmente conhecida como “Maria Preta”, se destaca por ser
utilizada pela populacdo nordestina no alivio das dores reumaticas e colicas mentruais.
Diante disso, este trabalho teve como objetivo realizar a caracterizacdo fitoquimica e fisico-
quimica do po da planta, investigar a toxicidade aguda e avaliar a atividade anti-inflamatoria
do Extrato Etanolico Bruto (EEB) do caule de Varronia globosa. Inicialmente, foi realizado
um screening fitoquimico qualitativo que sugeriu a presenca de flavonoides, esteroides e
saponinas, além de um screening quantitativo para flavonoides cuja concentracdo foi de
10,55 mg/g. Foram determinadas as seguintes propriedades fisico-quimicas de acordo com a
Farmacopeia Brasileira 52 edicdo: densidade, que apresentou o valor de 0,370 g/mL; indice
de Carr, uma forma indireta de medir a capacidade de compactacdo do po, sendo este indice
no valor de 2; na distribuicdo granulométrica do pd, este foi moderadamente grosso; o teor
de cinzas totais na amostra do material botanico apresentou-se inferior a 14% e a perda por
dessecacdo ficou entre 8-14%. Com relacdo ao ensaio de toxicidade aguda, a dose Unica de
2000 mg/kg do extrato etandlico bruto do caule de Varronia globosa administrado por via
oral, ndo provocou alteracdes no Sistema Nervoso Central e Autdbnomo, no entanto,
promoveu aumento no consumo de racdo pelos machos e induziu alteraces discretas nos
pesos relativos dos 6rgdos coragdo e rins (sem mudangas macroscopicas) no grupo das
fémeas, em comparacdo ao controle. Nado foram registradas mortes o que impossibilitou a
determinacdo da Dose Letal 50 (DLsp). J& no modelo in vivo de peritonite, o EEB reduziu
significativamente a migracgdo leucocitaria nas doses de 250 mg/kg 500 mg/kg, sendo, assim,
sugere um possivel potencial anti-inflamatorio. De acordo com os resultados obtidos,
concluimos que o EEB do caule de Varronia globosa apresenta baixa toxicidade nas
condicdes avaliadas e possui atividade anti-inflamatéria no modelo realizado e que
acrescidos dos dados obtidos na analise fitoquimica, pode-se classificar o material botanico
como promissor para estudos mais detalhados, vislumbrando um possivel fitoterapico.

Palavras-chaves: Maria Preta. Flavonoide. Toxicidade aguda. Atividade Anti-inflamatoria.



ABSTRACT

The use of herbal medicines to relieve the various evils which afflict humanitty, occurs from
the earliest times. To consolidate this practice, the man realized the need to discover the
chemical constituents present in plant species and demonstrate responsible actions and
pharmacological effects by attenuation and/or cure of diseases. In this context, Varronia
globosa species (Boraginaceae), popularly known as “Maria Preta“, is known for being used
by the Northeastern population in relieving rheumatic pains and menstrual cramps. Thus,
this study aimed to carry out phytochemical characterization and physicochemical,
investigate the acute toxicity and to evaluate the anti-inflammatory activity of the crude
ethanol extract (CEE) stem from Varronia globosa (BORAGINACEAE). Initially, a
qualitative phytochemical screening suggested that the presence of flavonoids, saponins and
steroids and revealed quantitative screnning flavonoids to a concentration of 10,55 mg/g,
and may vary according to regional and seasonal conditions was performed. We determined
the following physicochemical properties: density, which showed the value of 0.370 g/mL;
Carr index, an indirect way to measure the compressibility of the powder, which is the index
value of 2; the particle size distribution of the powder was moderately thick; the total ash
content of the sample of plant material was presented less than 14%; loss on drying was
between 8-14%. Regarding the acute toxicity test, a single dose of 2000 mg/kg of the crude
ethanol extract of the stem from Varronia globosa administered orally, caused no signs of
change in Central and Autonomic Nervous System, however, led to increased consumption
of tion by males and induced mild changes in the relative weights of organs heart and
kidneys (without macroscopic changes) in the group of females treated with CEE, compared
to the control. No deaths were recorded making it impossible to determine the lethal dose 50
(DLsp). In the in vivo model of peritonitis, the CEE significantly reduced the leukocyte
migration in a dose of 250 mg/kg and 500 mg/kg, thus being a potential anti-inflammatory
holder. According to the results, we conclude that the stem of the CEE Varronia globosa has
low toxicity in the evaluated conditions and has anti-inflammatory activity in the model
done and added the data obtained in the phytochemical analysis, we can classify the
botanical material as promising for more detailed studies, envisioning a possible herbal.

Keywords: Maria Preta. Flavonoide. Phytochemistry. Toxicity agud. Atividad Anti-
inflammatory.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é um pais de grande biodiversidade vegetal, 0 que facilita a utilizacdo de
inumeras plantas medicinais por grande parte da populacdo, seja na forma de fitoterapicos,
nutracéuticos ou alimentos. Além disso, a extragdo de matérias-primas como extratos, 6leos
essenciais e o isolamento de substancias quimicas, Servem como material de partida no
preparo de moléculas semi-sintéticas 0U modelos para obtencao de analogos sintéticos com 0
intuito de obter um fitomedicamento (CARVALHO, 2011).

As propriedades medicinais utilizadas por vérias culturas acobertam aproximadamente
80% da populacdo mundial, o que torna essencial o estudo para a descoberta de novos
componentes bioativos em plantas, constituindo alternativas destinadas ao tratamento de
doengas, tais como cardiovasculares, diabetes, tumores e desordens do sistema nervoso
central (GURIB-FAKIM, 2006; BARBOSA-FILHO et al., 2006; WAGNER, 2009).

A variedade botanica da Caatinga € extensa, destacando a familia Boraginaceae, que
retine cerca de 2.500 espécies em 130 géneros, com suas representantes distribuidas nas
regides tropicais, subtropicais e temperadas, sendo poucas delas nas zonas temperadas do
Hemisfério Norte (AL-SHEHBAZ 1991). Dentre suas espécies, aproximadamente 130 estdo
alocadas em 10 géneros que ocorrem no Brasil, dispersas em todas as regides. Podem ser
encontrados desde ervas, subarbustos, arbustos até arvores. (DE MELO, 2006).

As Boraginaceas apresentam grande importancia econdmica, possuindo varias
espécies que sdo cultivadas como ornamentais, principalmente aquelas dos géneros
Heliotropium, Mertensia, Myosotis e Borago. A familia também apresenta espécies usadas na
fabricacdo de cosmeéticos e na culinaria (HEYWOOD,1996), como também algumas que sdo
reconhecidas pelo seu valor medicinal, como por exemplo, a espécie Varronia globosa. A
decoccdo ou infusdo das folhas de V. globosa é utilizada para alivio de dores reumaticas,
indigestdes e colicas menstruais. Ensaios farmacdlogicos constataram a atividade
espasmolitica e vasodilatadora do extrato etandlico (95%) em cobaias (ASPREY et al.,1955;
AGRA, 2004.).

A espécie Varronia globosa (Cordia globosa) teve sua constituicdo quimica elucidada
por SILVA (2010) que descreve a presenca de flavononas, sendo a unica da familia
Boraginaceae a produzir tais metabdlitos. Diante disso, esta analise foi direcionada a
quantificacdo e estudo dos flavonoides desta espécie, para, entdo, caracterizar a toxicidade e,

por fim, avaliar o potencial anti-inflamatorio desta planta medicinal.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Desde o ano de 2006, o governo federal tem desenvolvido projetos para incentivar a
pesquisa e o desenvolvimento do setor de plantas medicinais e fitoterapicos. Entre eles, pode-
se citar a Portaria Ministerial MS/GM n° 971, de 03 de maio de 2006, que aprova a Politica
Nacional de Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Saude
(SUS) e o Decreto no 5.813, de 22 de junho de 2006, que aprova a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) e d& outras providéncias. Essas politicas
preconizam 0 incentivo a pesquisa e 0 desenvolvimento com relagdo ao uso de plantas
medicinais e fitoterapicos, valorizando a biodiversidade do pais (CARVALHO, et. al. 2008).

O Brasil € o pais com maior diversidade genética vegetal do mundo possuindo duas
das maiores diversidades do planeta, a Floresta Amazonica e a Mata Atlantica apresentando
um valioso arsenal a ser estudado. Cerca de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado
entre 350.000 e 550.00 espécies. Apesar do aumento de estudos nessa area, os dados
disponiveis revelam que apenas 15 a 17% das plantas foram estudadas quanto ao seu
potencial medicinal (SOEJARTO, 1996).

O uso de plantas medicinais foi, talvez, uma das primeiras manifestagdes da
humanidade em relacdo a busca de meios que pudessem aliviar suas dores e enfermidades.
Desde os tempos pré-historicos, 0 homem emprega preparacGes derivadas de plantas e,
embora a crenca na origem divina das doencas possa ter adiado um pouco um conhecimento
mais profundo desta préatica, demonstracdes de grande engenhosidade como o reconhecimento
das propriedades curativas destas plantas, adquirido de forma totalmente folclérica e
transmitido através do tempo, constituiu-se a Unica forma de conhecimento disponivel sobre
as plantas e suas propriedades medicinais. A organizacdo sistematica culminou com a
elaboracdo das Farmacopeias chinesa, egipcia, indiana e grega. (ELIZABETSKY, 1986;
PACHU, 2007.)

Entretanto, o reconhecimento de que as plantas curam ou previnem doencas, pois
contém substancias que sdo capazes de interagir com 0 n0sso organismo teve que aguardar a
evolucéo dos pilares cientificos, que se deu pelo desenvolvimento da quimica e das ciéncias
bioldgicas em geral (FRANSWORTH, MORRIS, 1976).

Nos ultimos anos, tem-se verificado um grande avanco cientifico envolvendo estudos
quimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais que visam obter novos compostos com
propriedade terapéutica (FILHO; YUNES, 1997; MUNDO, 2007).
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Dessa forma, a pesquisa fitoquimica tem por objetivo conhecer os constituintes
quimicos de espécies vegetais ou avaliar sua presenca. Quando ndo se dispde de estudos
quimicos sobre as espécies de interesse, a analise fitoquimica preliminar pode indicar o grupo
de metabdlitos secundarios relevante da mesma. Caso o interesse esteja restrito a uma classe
especifica de constituintes ou as substancias responsaveis por uma certa atividade bioldgica, a
investigacdo deverd ser direcionada para o isolamento e a elucidacdo estrutural da mesma
(FALKENBERG et al., 2004)

Embora uma planta possa conter centenas de metabdlitos secundarios, apenas 0s
compostos presentes em maior concentracdo sdo geralmente isolados e estudados pela
fitoquimica cléssica. A analise de substancias ativas € muito mais complexa e longa (FILHO;
YUNES, 1997; MUNDO, 2007).

A concentracdo de principios ativos na planta depende, naturalmente, do controle
genético e dos estimulos proporcionados pelo meio, como, por exemplo, fatores climaticos,
edéaficos (relacionados com o solo), exposicdes a micro-organismos, insetos, outros
herbivoros, poluentes, etc. (BRAZ-FILHO, 2010).

2.1 Estudo Etnobotanico

2.1.1 Familia Boraginaceae, espécie Varronia globosa

A familia Boraginaceae engloba cerca de 130 géneros e 2.500 espécies divididas em
cinco subfamilias. Distribuem-se nas regides tropicais, subtropicais e temperadas (AL-
SHEHBAZ, 1991). Podem ser encontrados desde ervas, subarbustos, arbustos, lianas até
arvores. Suas folhas sdo simples, alternas, espiraladas ou ndo, subopostas ou mais raramente
opostas ou verticiladas. (MELO, 2006).

Nesta familia temos a espécie Varronia globosa, popularmente conhecida como
“Maria Preta” (Figura 1). O infuso ou decocto das folhas e caule s&o utilizados contra
reumatismos, indigestdes e colicas menstruais. E considerada uma espécie toxica em Cuba,
segundo Lizama et al. (1998) e Agra (2004).

Com relacdo a atividade biologica, detectou-se as atividades espasmolitica e
vasodilatadora que foram observadas com o extrato etandlico (95%) em cobaias (FENG et.
al., 1962 apud AGRA et al., 2004).
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Figura 1. Espécie Varronia globosa com inflorescéncia.
Fonte : http://benkolstad.net/?p=4186

2.2 Analise de toxicidade aguda

O estudo toxicoldgico pré-clinico de uma substancia quimica é uma etapa preliminar
importante para 0 uso seguro dessa substancia em humanos, uma vez que, tem como objetivo
caracterizar os efeitos toxicoldgicos a partir de sua administracdo (EATON, 1996). Além
disso, estudos toxicoldgicos pré-clinicos buscam informacdes sobre quais doses sao capazes
de causar efeitos toxicos em animais (SOUZA-BRITO, 1996). Assim, segundo 0s principios
basicos da toxicologia, toda substdncia pode comportar-se como um agente toxico,
dependendo da dose administrada ou absorvida, do tempo e da frequéncia de exposicao, assim
como, das vias de administracdo (BARROS, 2008).

Os produtos de sintese quimica assim como 0s naturais, sejam extratos, fracbes ou
fitoconstituintes, devem ser estudados por meio de métodos que avaliem a sua seguranca € a
eficacia. Desse modo, tais métodos incluem ensaios pré-clinicos e clinicos, sendo este tltimo
conduzido de acordo com regulamentacdes federais (TALALAY, 2001).

Dentre os véarios métodos ou testes empregados para avaliar efeitos colaterais e
toxicoldgicos, o teste de toxicidade aguda tem a finalidade de definir a toxicidade intrinseca
do composto, identificar 6rgdos-alvos da substancia ou amostras estudadas e selecionar doses
para estudo de longa duragdo (SA, 2006).

A Resolucdo 90 (BRASIL, 2004) determina que para se avaliar os efeitos toxicos
agudos de amostras vegetais, deve-se utilizar a mesma via de administragdo proposta para o
uso do produto, usar mamiferos machos e fémeas e de idade adulta. Devem ser avaliados
sinais de toxicidade durante as primeiras 24 horas e também a variacdo de peso dos animais e

0 consumo de &gua e racdo. Além destas recomendaces, 0s animais sobreviventes devem ser
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eutanasiados e autopsiados, a fim de realizar procedimentos que permitam estudos
histopatoldgicos dos 6rgdos acometidos.

A triagem comportamental permite avaliar se uma determinada droga modifica a
atividade cerebral, através do registro de alguns sinais ou alteracbes de comportamento
apresentados pelos animais. Assim, esse modelo e a determinagéo da dose letal para 50% dos
animais testados (DLsp) permite avaliar se determinada substéncia, natural ou sintética,
apresenta toxicidade, possibilitando que estudos farmacoldgicos sejam conduzidos com maior
margem de seguranca (ALMEIDA, 2006).

2.3 Atividade anti-inflamatoéria

A inflamacdo é uma resposta benéfica e fisioldgica do hospedeiro contra um corpo
estranho ou leséo tecidual que tem como funcéo eliminar o estimulo patogénico para remover
o tecido danificado, restaurando a homeostase (LUZ, 2014).

O primeiro a definir os sintomas clinicos da inflamacdo foi o médico romano
Cornelius Celsus no século 1. Estes sintomas vieram a ser conhecidos como 0s cinco sinais
cardinais da inflamag&o: rubor, tumor, calor e dor como pode ser visto na Figura 3 (LEITE,
2012).

PERDA
CALOR RUBOR INCHACO 3]0} 4 DA FUNGAO

Figura 3. Sinais da inflamagéo.

Fonte:http://s3.amazonaws.com/magoo/ABAAAA08UAIQ.jpghttp://s3.amazonaws.com/mag

O processo inflamatério € dividido nas fases aguda e cronica. A inflamagdo aguda
possui duracdo relativamente curta - minutos, horas ou alguns dias - e é caracterizada por
vasodilatacdo, exsudacgdo de liquido (plasma) rico em proteinas e migracdo de celulas para o
local da lesdo (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).
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A fase aguda inicia-se a partir da ativacdo de células teciduais (mastocitos, celulas
endoteliais e macrdéfagos) e migratdrias (neutrofilos, eosinofilos, macréfagos e linfécitos)
(LEITE, 2012).

A inflamacé&o crdnica é de maior duracdo e esta associada histologicamente a presenca
de linfocitos e de macréfagos, proliferacdo de vasos sanguineos, fibrose e necrose tecidual
(FUJIWARA e KOBAY ASHI, 2005).

O Brasil € um pais de grande biodiversidade vegetal. Nesse contexto, inimeras plantas
medicinais sdo utilizadas por grande parte de nossa populagdo, cuja indicacdo popular é a
inflamacdo, constituindo alvos para o estudo de alternativas terapéuticas para esta area,
visando a confirmacg&o por meio de pesquisas cientificas daquele uso tradicional (PEREIRA et
al., 1999; BEZERRA-SANTOS et al., 2006; ZAKARIA et al., 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo geral
Realizar caracterizagdo fisico — quimica e o estudo fitoquimico, toxicologico e
farmacdélogico do extrato etanolico bruto (EEB) do caule de Varronia globosa

(Boraginaceae).

3.2  Objetivos especificos

o Produzir do extrato etanélico bruto (EEB) do caule de V. globosa;

o Realizar do Screnning fitoquimico qualitativo do EEB do caule de V. globosa;

o Realizar do Screnning fitoquimico quantitativo para flavonoide do EEB caule de
V.globosa;

o Caracterizar fisico-quimica do p6 seco de V. globosa;

o Avaliar da toxicidade aguda do EEB do caule de Varronia globosa ;

o Analisar do potencial anti-inflamatério do EEB do caule de Varronia globosa.
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4 METODOLOGIA

4.1  Coleta e identificacdo do caule de V. globosa

V. globosa, foi coletada na zona rural no municipio de Santa Luzia - PB (S 06° 52'
20"/ W 36° 55' 07"), no dia 31.05.2013. O material vegetal foi processado na cidade de
Campina Grande — PB no Laboratoério de Fitoquimica (LAFIT) na Universidade Estadual da
Paraiba. A exsicata encontra-se no Herbario da Universidade Federal da Paraiba sob a
inscricdo Varronia globosa Jacq. Brasil: Paraiba: Santa Luzia, M. F. Agra 6561- 01/03/2006
(JPB 36075).

4.2  Secagem e trituracdo do material vegetal de V. globosa

A planta coletada foi submetida a secagem em estufa com circulacdo de ar, com
temperatura de 40° C, por aproximadamente duas semanas. O caule seco foi submetido a

trituracdo em um moinho de facas. Apds a moagem obteve-se 180,16 g do pé do caule.

4.3  Preparacdo do Extrato Etandlico Bruto (EEB) do caule de V. globosa

O p6 seco do caule foi submetido a maceracdo exaustiva com etanol. A solucdo
alcdolica foi retirada a cada 3 dias e o liquido extrativo armazenado em recipientes de vidro
ambar devidamente etiquetado. O solvente foi evaporado em um evaporador a pressao
reduzida a uma temperatura de 50° C, fornecendo um peso seco do extrato etanolico bruto de
9,39¢.

4.4 Screening fitoquimico qualitativo do EEB de V. globosa

Para testes que utilizam como solvente agua destilada foi preparada umsa solugcdo mée
com o EEB de V. globosa , utilizando 140 mg do EEB dissolvidos 28 mL de agua destilada.
Em segudia, esta solucdo foi levada ao banho de ultrassom e, posteriormente, filtrada em um
papel filtro. O filtrado resultante foi utilizado para testes de identificacdo de compostos
secundarios como polissacarideos, cateuinas, fendis e taninos. Para a solu¢do de metanol foi

pesado 120 mg de extrato para dissolucdo em 24 mL de metanol. Para a solucdo de
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cloroférmio foi pesado 75 mg de extrato e dissolvido para 15 mL de cloroférmio (MATOS,
1997). Foram preparadas ainda outras duas solugdes, uma de Vanilina e outra de Cloreto

Férrico, ambas a 1%.
4.4.1 Flavonoides

Para a identificacdo da presenca de flavonoides foram adicionados 5 gotas de Acido
Cloridrico (HCI) concentrado e raspas de Magnésio em um tubo de ensaio com aliquota da
solucdo mae de metanol. Coloracédo vermelho résea indica positividade.

4.4.1 Polissacarideos

Foram transferidos 5 mL da solucdo aquosa para tubo de ensaio, adicionado de 2 gotas

de lugol. O aparecimento de coloragéo azul indica resultado positivo.
4.4.2 Catequinas

Foi adicionado 3 mL da solucdo aquosa de Vanilina a 1% a um tubo contendo uma
aliquota de 3 mL da solu¢do mae de metanol. Posteriormente foi adicionado 1 mL de HCI. A
revelacdo da colorag@o vermelha intensa indica reacéo positiva.

4.4.3 Fendis e taninos

Adicionou-se 5 mL da solugdo aquosa a um tubo de ensaio e a ele foi acrescido 5

gotas de Cloreto Férrico (FeCls). Observar a formacéo de precipitado azul-verde.

4.4.4 Esterodides e triterpendides

10 mL da solucdo-mae de cloroférmio foi filtrado sobre carvao ativado. O filtrado foi
transferido para um tubo de ensaio completamente seco, adicionado 1mL de anidrido acético
e agitado suavemente. Em seguida, foram adicionadas 3 gotas de H,SO, concentrado e
novamente agitado. Coloragdo vermelho tijolo indica positividade.
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445 Saponinas

Um volume de 5 mL de solucéo de metanol foi adicionado a um tubo e este foi agitado
manualmente durante 2 (dois) minutos. Se posotiva , a reacdo promovera um acréscimo de

espuma durante um longo tempo.

4.4.6 Alcaloides

Para a identificacdo de alcaloides foram realizados 3 testes, utilizando reagentes
especificos para esta determinacdo: 1° tubo: adicionados 2 mL da solu¢cdo méae de metanol, 1
mL de HCI e 4 gotas do reativo de Mayer; 2° tubo: adicionados 2 mL de solucdo mae de
metanol, 1 mL de HCI e 4 gotas do reativo de Bouchardat; 3° tubo: adicionados 2 mL de
solugdo mae de metanol, ImL de HCI e 4 gotas do reativo de Dragendorff. A formacdo de

precipitados insollveis e floculosos sugerem a presenca de alcaloides

4.5 Screening fitoquimico quantitativo de flavonoides do EEB de V. globosa

A determinacdo do conteddo de flavonoides totais seguiu 0 método de Meda et al.
(2005). A 5 mL de cada solucdo (em metanol) do extrato foi adicionado o0 mesmo volume de
uma solucdo (em metanol) de AICI; a 2% (p/v). A mistura permaneceu em repouso por 10
minutos antes da leitura da absorbancia a 415 nm, contra um branco composto pela solugédo de
AlICls.

A curva de calibracdo foi obtida a partir de uma solucdo padrdo a 100 pg/mL,
preparada pela dissolucdo de 10 mg de quercetina em 100 mL de metanol. A partir dessa
solugdo, foram feitas diluicbes em triplicata, obtendo-se solucGes de quercetina nas
concentracdes de 2, 4, 6, 8, 10, 13, 16, 19, 22, 26, 28 e 30 pg/mL. A concentragdo de
flavonoides foi expressa em miligramas equivalentes de quercetina. As analises foram

realizadas em triplicata.

4.6 Andlise fisico-quimica do p6 do caule de V. globosa

4.6.1 Granulometria

A determinacdo da granulometria (tamanho das particulas do p6 e distribuicdo de
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tamanho) foi realizada seguindo a metodologia prevista na Farmacopeia Brasileira (2010). O
procedimento foi desenvolvido mecanicamente, usando um agitador que possui movimentos
horizontais e verticais e empregando-se tamises padronizados superpostos, partindo-se de um
maior diametro ao menor. Uma porg¢ao de 25 g do p6 foi colocada no tamis de maior malha e
submetida a tamisa¢do durante 15 minutos. Apos o término deste tempo, um pincel foi
utilizado para remover toda a amostra retida na superficie superior de cada malha para um
papel impermeavel, procedendo a pesagem separadamente. Por fim, calculou-se o percentual

retido em cada tamis, utilizando o célculo prescrito na metodologia oficial.

4.6.2 Teor de cinzas

O método utilizado para determinagdo do teor de cinzas totais foi adaptado da
Farmacopeia Brasileira (2010). Para este procedimento, primeiramente, os cadinhos de
porcelana foram colocados em mufla a 450 °C, durante 30 min. Os mesmos foram resfriados
em dessecador e tiveram as respectivas massas determinadas em balanga analitica. Foram
tomados exatamente 3 g do material vegetal pulverizado, os quais foram transferidos para os
cadinhos previamente tarados. Em seguida foram incinerados e, posteriormente, submetidos a
calcinagdo em mufla aquecida a 450° C durante 2 h. Em seguida, os cadinhos foram resfriados
em dessecador ¢ foi realizada a determina¢do da massa dos mesmos. A determinacdo de
massa foi repetida até a obtengdo de valores de pesos constantes. Foi calculada a porcentagem
das cinzas totais em relacdo a massa da droga vegetal. A andlise foi realizada em triplicata

(Farmacopeia Brasileira, 2010).
4.6.3 Perda por dessecagao

Exatamente 3 g do p6 foram transferidos para pesa-filtro previamente dessecado e
tarado. A amostra foi submetida a aquecimento em estufa (Biopar®, modelo S805T) a 105 °C
durante 2 h, seguida de resfriamento em dessecador e pesagem. A operacao foi repetida até
obtencdo de peso constante. Os resultados de trés determinagdes foram avaliados em termos

de porcentagem ponderal sobre a quantidade da amostra, utilizando a equacao:

. _ Py-Ps
%o perda= = x 100
a
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Onde: Pa é o peso da amostra; Pu é o peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da

dessecacdo e Ps € o peso do pesa-filtro contendo a amostra apds a dessecacéo (g).

4.6.4 Determinacéo do pH

Para a determinacdo do pH do p6 do caule de Varronia globosa, utilizou-se uma
solucdo aquosa deste e foi efetuada a leitura em um pHmétro devidamente aferido, como

preconiza a Farmacopeia Brasileira 5 2 Edicéo.

4.6.5 Densidade bruta de compactagio e indice de compressibilidade

Esses ensaios seguiram as metodologias propostas por GUO et al. (1985) e
CARDOSO (2002). A amostra foi colocada em provetas previamente pesadas. A densidade
de compactagcdo foi determinada com auxilio de volumetro de compactacdo. O pd foi
submetido a 1250 quedas. Apds essas determinagdes calculou-se o fator de Hausner
determinado através do quociente entre as densidades compactada (dc) e bruta (db)
(AULTON, 2005). O indice de compressibilidade (IC) foi determinado segundo equacdo
(dc/db) dc (WANCZINSKI, 2002).

4.7 Ensaios tdxico-farmacologicos do EEB do caule de V. globosa

4.7.1 Animais para 0s experimentos in vivo

Foram utilizados 40 camundongos Swiss (Mus musculus), separados em grupos
(machos e fémeas), colocados em caixas com serragem, a temperatura ambiente e longe da
umidade e do sol, sendo alimentados com racéo até atingirem o tamanho e peso ideal para
realizacdo do experimento. Para realizacdo dos experimentos, os animais foram submetidos a
um jejum de 24 h para a realizagéo do protocolo de toxicidade aguda e 12 h, para o ensaio de
atividade anti-inflamatoria. O projeto foi enviado ao Comité de Etica e recebeu o nimero de
protocolo que consta no (ANEXO B).

4.7.2 Toxicidade aguda e triagem comportamental (ALMEIDA et al., 1999).
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Para avaliar o efeito toxico do EEB obtido do caule de Varronia globosa foram
utilizados 12 camundongos Swiss (Mus musculus) machos e 12 fémeas ndo gravidicas, com
peso entre 25 — 30 g, distribuidos em gaiolas, de forma aleatéria e separados em grupos
controle e teste, compostos por 6 animais, cada, que receberam uma dose 2000 mg/Kg, v.o.

Os animais foram observados comportamentalmente nas primeiras 72 h quanto a
determinados parametros indicativos de alteragdes no sistema nervoso central e autbnomo que
constam no anexo A. Posteriormente, avaliou-se o consumo de &gua e evolugdo ponderal
durante 14 dias. Ao término desse periodo os animais foram eutanasiados e tiveram seus
6rgdos removidos e avaliados macroscopicamente. Além disso, 0 nimero de mortes foi

contabilizado para a determinacdo da dose letal 50 % (DL s0)

4.7.3 Ensaio da atividade anti-inflamatéria in vivo — modelo de peritonite aguda
(VINEGAR et al., 1973).

Para avaliacdo do potencial anti-inflamatdrio do EEB de Varronia globosa (caule), os
animais foram divididos em quatro grupos, cadaom 6 animais, pesando entre 25 g-35 g, sendo
0s grupos controle negativo - Salina 0,9%, controle positivo - Dexametasona 5 mg e o0 EEB
nas doses 250 mg/kg e 500 mg/kg. Ap6s 30 min do tratamento, foi induzida a inflamacg&o por
meio da administracdo de carragenina a 1 % no peritonio dos animais. Aguardou-se 4 horas,
anestesiou—se 0s animais com Ketamina 2% e Xilazina 5%, e, em seguida, administrou-se 2
mL de EDTA, massageando-se o peritbnio. Eutanasiou-se 0s animais por deslocamento
cervical, colheu-se o exsudato para realizar a contagem total de leucécitos em camara de

Neubauer.

4.7.4 Analise Estatistica

Os resultados obtidos nos ensaios de toxicidade aguda e de atividade anti-inflamatdria
foram expressos como média + desvio padrdo (dp) da média. Esses dados foram submetidos
ao teste t para toxicidade aguda e analise de variancia de uma via (ANOVA), seguido pelo
poOs-teste de Dunnett para o protocolo de peritonite, analisados com o software GraphPad

Prism 5.0, San Diego, CA, EUA, considerando-se o nivel de significancia minimo p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Preparacao do (EEB) do caule de V. globosa

Do total de 180,16 g de p6 do caule foi obtido 9,39 g do EEB como um rendimento
aproximado de 5,21 %.

5.2 Screening fitoquimico qualitativo do EEB de V. globosa

A partir do screening fitoquimico do EEB do caule da Varronia globosa, obteve-se os

seguintes resultados, listados na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados do screening fitoquimico do EEB caule de V. globosa.

Metabolito Secundario Teste de Identificacao Resultado
Alcaloide Buchard/Mayer/Drangendorff Negativo
Esteroides 0,12 /0,25 /0,50 Positivo — 0,50
Taninos FCl; /Gelatina 0,5% Negativo
Flavonoides Fita De magnésio Positivo
Flavonoides Fluorescencia Positivo
Saponina Espuma Positivo
Polissacarideos Negativo
Catequinas Negativo

Analisando a Tabela 1, foi possivel observar que o teste apresentou-se positivo para
flavonoides, saponinas e esteroides, metabdlitos secundarios importantes na busca de

composto naturais.

5.5 Screening quantitativo de flavonoides do EEB de V. globosa

A quantificacdo foi realizada a partir da curva de calibracdo que garante a linearidade
do método(Gréafico 1), sendo obtida a partir da leitura de absorbancia de variadas
concentragfes de Quercetina, Por meio da delimitagdo do limite de quantificacdo (LQ =
0,884) justifica-se o fato da concentragdo de Quercetina ter sido iniciado em 2 pg/mL. O “R
= 0,997 ” indicando linearidade satisfatéria do método. Portanto, a técnica aplicada garante

resultados confiavéis para quantificacdo de flavonoides.
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Gréfico 1. Curva de Calibracéo obtida para quantificacdo de flavanoides presentes no caule.

Os valores obtidos constam na Tabela 2, como resultado de uma anélise

espectroscopica a partir da técnica de Meda et al. (2005).

Tabela 2. Resultados oriundos da quantificacdo de flavonoides

Conc. Flavonoides D.P. Flavonoides D.P.
(ug/mL) (ug/mL) (xug/mL) (mg/g) (= mg/g)
500 5,27 0,34 10,55 0,68

A partir do uso de uma regra de trés simples, pode-se correlacionar a quantidade de
flavonoides obtida a partir da quantificacdo e a quantidade total do extrato etanélico bruto
(9,39 g), fornecendo cerca de 99,09 mg de flavonoides na quantidade total do extrato

disponivel do caule de V. globosa.
5.3  Analise fisico-quimica do p6 do caule de V. globosa
Baseando-se nas normas exigidas na Farmacopeia Brasileira 5° ed., foi realizada a

analise fisico-quimica do pé da parte vegetal. Os resultados obtidos no estudo constam na
Tabela 3.

Tabela 3. Dados obtidos da andlise fisico-quimica do pé do caule de V. globosa
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Andlise Resultado
Densidade Bruta 0,370 g/mL
Densidade de Compactacéo 0,476 g/mL
Compressibilidade 2
pH 5,73
Granulometria Moderadamente Grosso
Teor de Cinzas 1,82 %
Perda por dessecacéo 89,02 %

Para a densidade bruta, obteve-se o valor de 0,370 g/mL. A Farmacopeia Brasileira
5%d. ndo determina valores maximos e minimos de densidade aparente para espécies
vegetais.

Em seguida, foi obtido o indice de Carr (Compressibilidade), que indica uma medida
indireta da capacidade de compactacdo do pd, valores abaixo de 15 indica uma excelente
fluidez corroborando com o valor obtido para caule, onde C = 2.

Com as especificaces da Farmacopeia Brasileira 52 ed. (2010), pés de tamanho maior,
como os desta classificacdo, desfavorecem as extracfes, pois particulas muitas finas podem
aderir as superficies maiores, aumentando a viscosidade do meio e criando uma barreira que
impede a penetracdo do solvente (VOIG & BORNSCHEIN, 1982).

Os resultados da determinagdo de cinzas totais na amostra, apresentaram-se abaixo de
14%, conforme os limites estabelecidos nas monografias de diversas drogas vegetais descritas
na Farmacopeia Brasileira 5% ed. (2010), indicando que as mesmas ndo possuem excesso de
terra e/ou areia, sendo Ct = 1,82%.

Sobre o pH, a Farmacopéia Brasileira 5% ed (2010) ndo cita em suas monografias,
valores méximos e minimos para drogas vegetais. A solu¢do aquosa do p6 seco do caule de V.
globosa apresentou pH = 5,73, podendo apresentar em uma formulag&o caracteristicas acidas.

5.4 Toxicidade aguda e triagem comportamental (ALMEIDA et al., 1999)
Com a administracdo da dose unica de 2000 mg/kg, v.0. em camundongos de ambos

0s sexos, extrato do caule de V. globosa ndo promoveu morte, ndo sendo possivel determinar
a Dose Letal 50 (DLsp).



32

A partir da triagem comportamental, constatou-se que apenas as fémeas demonstraram
sonoléncia aos 30 min apos a administracdo do EEB do caule de V. globosa.

Os parametros avaliados para constatar os sinais de toxicidade sistémica foram:
consumo de agua e ragdo ao longo dos 14 dias de experimento, percentual de ganho de peso e
peso relativo dos 6rgéos.

N&o houve alteracdo significativa no consumo de &gua por nenhum dos grupos
tratados. J& para o consumo de racdo, observou-se um aumento na ingesta pelo grupo dos

machos tratados com o EEB. Esses dados encontram-se expressos na tabela 4.

Tabela 4. Efeito da administracdo da dose de 2000 mg/kg do EEB de V. globosa no consumo
de agua e racdo durante 14 dias

Tratamentos N  Consumo de agua (mL) Ingestao de racio (g)
MACHOS

Sol. salina 0,9 % 6 51,07 + 13,47 29,36 + 7,2

EEB 2000 mg/kg 6 51,79 + 7,74 34,43 +4,76*
FEMEAS

Sol. salina 0,9 % 6 42,86 + 6,11 26,08 +4,51

EEB 2000 mg/kg 6 48,57 £ 11,51 27,54 +4,31

Valores sdo expressos como média + d.p.; Test “t” de Student, *p<0,05.

Analisando-se os dados expressos na tabela 5, é possivel constatar uma diminui¢do no
peso dos Orgdos coracdo e rins das fémeas tratadas com o EEB na dose de 2000 mg/Kg, v.o.,

em comparagao ao grupo controle.

Tabela 5. Efeito da administracdo da dose 2000 mg/kg do EEB de V. globosa no peso relativo
dos 6rgaos
Tratamento n Coracao (g) Figado(g) Rins(g) Baco(g) Pulmao (g)

MACHOS
Sol. Salina 6 0,004 +£0,002 0,04+0,02 0,015+ 0,014 + 0,007£0,001

0,9 % 0,001 0,02
EEB 2000 6 0,02+ 0,02 0,05+0,01 0,01 + 0,020 + 0,007+0,001
mg/kg 0,0004 0,024
FEMEAS

Sol. salina 6 0,005 £ 0,05+0,01 0,013 £ 0,027 £ 0,006 + 0,004
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0,9 % 0,0004 0,001 0,031
EEB2000 6 0,004+  0,04+001 0007+ 0006+  0,02+0,03
mg/kg 0,0003%* 0,005* 0,003

Valores sdo expressos como média + D.P.; Test “t” de Student, *p<0,05; **p<0,01.

Apesar das alteracdes verificadas ndo é possivel inferir toxicidade ao EEB de Varronia
globosa, uma vez que, seriam necessarios testes toxicologicos mais detalhados e especificos.

Diante dos resultados obtidos, pode-se atribuir uma baixa toxicidade ao EEB de
Varronia globosa, nas condigdes em que o experimento foi realizado, 0 que assegura a
continuidade dos protocolos direcionados aos potenciais farmacologicos da espécie em

estudo.

5,5 Ensaio da atividade anti-inflamatéria in vivo - modelo de Peritonite Aguda
(VINEGAR et al., 1973)

O resultado obtido estad representado no grafico 2, onde € possivel verificar que as
doses de 250 mg/kg e 500 mg/kg do EEB inibiram, significativamente, a migragédo
leucocitéaria em 41,06% e 64,3%, respectivamente, em compara¢do ao controle negativo.

50001
—
30004 @ * o,
m:_:_:_:_:_:_:_:_:_:_:_: SN wn
20004 [ e Fam ! 64,3 % =
Giiinoa]  poeeeem <
S P! -
10004 | R =
O %{:—{{:—:ﬁj—:ﬁf N NN N W
) ) X CN = Controle Negativo
Q?? O %o‘{b %\*1-0’ Q’\\l-o’ B .
> & &8 &8 CP = Controle Positivo
N F o2 > i
< o > > EEB = Extrato Etanolico
N Y & &
R Bruto

Gréfico 2. Feitos do extrato de Varronia globosa na migracéo leucocitaria no modelo experimental in

vivo de peritonite aguda.
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Com este resultado, pode-se atribuir um potencial anti-inflamatorio a espécie Varronia
globosa possivelmente ligado aos flavonoides, metabdlitos secundarios conhecidos como
detentores de efeitos farmacologicos. O seguimento dos protocolos experimentais é bastante

promissor, para consolidar a espécie como uma alternativa terapéutica.
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6 CONCLUSAO

Os resultados fitoquimicos indicaram a presenca de saponinas, estereroides e
flavonoides, sendo este Ultimo o metabdlito majoritario no EEB da espécie em estudo.

A andlise fisico-quimica do p6 do caule, revelou que este possui promissoras
propriedades para o desenvolvimento de um fitoterapico a partir dos parametros estabelecidos
pela Farmacopeia Brasileira 5 2 ed. Além disso, o0 EEB de Varronia globosa mostrou baixa
toxicidade na dose de 2000 mg/kg, v.0., 0 que assegurou a continuidade dos estudos
farmacoldgicos, caracterizando o0 produto-teste com um potencial anti-inflamatorio

significativo.
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Anexo A — Parametros indicativos de alteracGes no sistema nervoso central.
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ATIVIDADE
FARMACOLOGICA

Quantificacdo dos efeitos

(0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito intenso

até 10:30h

11h

12h

13h

14h

1-SNC

a— Estimulante
Hiperatividade
Irritabilidade
Agressividade

Tremores

Convulsdes

Piloerecédo

Movimento intenso  das
vibrissas

Outras

b — Depressora

Hipnose

Ptose

Sedacdo

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento
Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido
Perda do reflexo corneal
Perda do reflexo auricular
Outros comportamentos
Ambulacdo

Bocejo excessivo
Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabeca
Contorgdes abdominais
Abducdo das patas do trem
posterior

Pedalar

Estereotipia

2- SN AUTONOMO
Diarréia

Constipagdo

Defecacdo aumentada
Respiracdo forgcada
Lacrimejamento

Micgéo

Salivacdo

Cianose

Ténus muscular

Forca para agarrar
3-MORTE




Anexo B — Protocolo de dep6sito no Comité de Etica
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