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RESUMO

Varronia globosa Jacg, conhecida popularmente como “Maria-preta” ¢ uma espécie da
familia Boraginaceae que apresenta ampla distribuicdo na regido Nordeste do Brasil. O
infuso ou decocto das folhas desta planta medicinal é utilizado na medicina popular para
0 tratamento de reumatismo, indigestéo e colicas menstruais. No entanto, para que um
material vegetal possa ser utilizado como fitoterdpico na prevencdo e/ou cura de
doencas sdo necessarios estudos prévios relativos a aspectos boténicos,
farmacognosticos, fitoquimicos, farmacologicos e toxicologicos. Neste trabalho, foi
estudado o extrato etandlico bruto (EEB) obtido das folhas pulverizadas de Varronia
globosa, tendo como objetivo efetuar uma abordagem fitoquimica, avaliar seu potencial
toxico (in vivo e in vitro) e sua atividade anti-inflamatéria. Foi realizado inicialmente
um screening fitoquimico qualitativo, seguido da quantificacdo de flavonoides.
Posteriormente foram estabelecidos alguns parametros fisico-quimicos de qualidade
utilizando metodologias farmacopéicas. Foi efetuada uma analise toxicol6gica aguda em
camundongos para calculo da DL50, com triagem comportamental e finalizada por
avaliacdo da evolucdo ponderal, consumo de &gua e racdo, além de analise
macroscopica dos principais 6rgdos. Os ensaios de citotoxicidade foram realizados
através da analise da atividade hemolitica e anti-hemolitica (teste de Fragilidade
Osmdtica Eritrocitaria - FOE). Por fim, o teste de potencial anti-inflamatorio foi
realizado segundo o modelo de peritonite induzida por carragenina em camundongos. A
prospeccao fitoquimica preliminar sugeriu a presenca de flavonoides e saponinas. A
quantificacdo de flavonoides revelou uma concentracdo de 19,85 pg/mL. Com relagédo
aos parametros fisico-quimicos determinados, a granulometria classificou o p6 como
moderadamente grosso, a densidade apresentou um valor de 0,125 g/mL, o fator de
Hausner encontrado foi superior a 1,25, foi observado um pH de 5,54, a perda por
dessecacdo ficou entre 8-14% e o teor de cinzas foi de 5,87%. O ensaio de toxicidade
aguda na dose Unica de 2000 mg/kg do EEB das folhas de V. globosa ndo provocou
sinais de alteracdes no Sistema Nervoso Central e Autdbnomo, no entanto, promoveu
aumento no consumo de racdo pelos machos e induziu alteracdes discretas nos pesos
relativos dos rins para ambos 0s grupos quando comparado com seu respectivo grupo
controle. No estudo citotdxico o extrato etandlico bruto das folhas de V. globosa nédo
causou hemdlise significativa dos eritrocitos em nenhum dos grupos sanguineos
testados, mas também ndo protegeu as células eritrocitarias quando expostas a solugdes
hipotdnicas de NaCl. No ensaio de peritonite induzida por carragenina o EEB diminuiu
significativamente a migracdo leucocitaria nas doses de 250 e 500 mg/kg em
comparagdo ao grupo controle. A partir dos resultados obtidos nesta pesquisa, torna-se
possivel concluir que a espécie V. globosa possui interessante perfil fitoquimico, com
baixa toxicidade in vivo e in vitro e potencial anti-inflamatorio, garantindo uma boa
margem de seguranca para dar-se continuidade aos estudos com esta espécie.

Palavras-chaves: Etnobotanica. Maria-preta. Flavonoides. Citotoxicidade.



ABSTRACT

Varronia globosa Jacq, popularly known as "Maria-preta” is a specie from
Boraginaceae family that is widely distributed in northeastern Brazil. The infusion or
decoction of the leaves is used in folk medicine for rheumatism, indigestion and
menstrual cramps. However, for a vegetal material can be used as a herbal medicine for
the prevention and/or treatment of disease are needed previous studies of botanical
aspects, pharmacognostic, phytochemicals, pharmacological and toxicological. In this
work, we studied the crude ethanolic extract (CEE) obtained from the leaves of
Varronia globosa, aiming a phytochemical analysis, assess its toxic potential (in vivo
and in vitro) and its anti-inflammatory activity. The phytochemical screening was
initially performed, followed by the quantification of flavonoids present, later some
physico-chemical parameters of quality were established using pharmacopoeial
methodologies. An acute toxicological analysis in mice to calculate LD50 with
behavioral screening and finished by evaluation of weight gain, consumption of water
and food as well as macroscopic analysis of the principal organs was performed.
Cytotoxicity assays were performed by analysis of the hemolytic activity and anti-
hemolytic (Erythrocyte of Osmotic Fragility test - EOF). Finally, the anti-inflammatory
potential test was performed according to the model of peritonitis induced by
carrageenin in mice. The preliminary phytochemical suggested the presence of
flavonoids and saponins, the quantification of flavonides revealed a concentration 19,85
pg/mL. With respect to certain physical and chemical parameters, the powder grain size
classified as moderately thick, the density showed a value of 0.125 g / ml, the Hausner
factor was bigger than 1.25, a pH of 5.54 was observed, the loss on drying was between
8-14% and the ash content was 5.87%. Acute toxicity test on the single dose of 2000
mg/kg of the CEE of V. globosa leaves, caused no changes of signals in the central
nervous and autonomic nervous system, however, promoted increase in feed intake by
males and induced mild changes in relative weights of the kidneys in both groups
compared to their respective control group. In the cytotoxic study the CEE of V.
globosa leaves did not cause a significant hemolysis of erythrocytes in any of the blood
groups tested, but did not protect the erythrocyte cells when exposed to hypotonic
solutions of NaCl, in peritonitis test induced by carrageenan the CEE decreased
significantly leukocyte migration at doses of 250 and 500 mg/kg compared to the
control group. From the results obtained in this study, it is possible to conclude that the
species V. globosa has interesting phytochemical profile. With low toxicity in vivo and
in vitro and anti-inflammatory potential, ensuring a good margin of safety to give
continuity to the studies of this species.

Keywords: Ethnobotany, Maria-preta, Flavonoids, Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de produtos naturais para fins curativos cresceu e se desenvolveu ao
longo da histéria da humanidade. H& muito as civilizacGes perceberam que as plantas
sdo laboratorios vivos, cujos produtos de seu metabolismo especial sdo de grande
complexidade que, na maioria das vezes, ndo seriam imaginados para serem sintetizados
em laboratérios (AUBLET, 1975). Desde tempos remotos uma grande variedade de
plantas € utilizada para o tratamento de diversas doencas (GRUPTA, 1994).

Com o advento da expansdo da sintese organica e da utilizacdo dos farmacos
sintéticos no final do século XIX e no inicio do século XX relegaram ao segundo plano
0 uso de produtos vegetais na forma de fitoterapicos. Entretanto, é importante salientar
que a maior parte dos farmacos no mercado eram derivados sintéticos de produtos
naturais. Por volta da década de 60 houve uma valorizacdo da pesquisa e utilizacdo de
produtos naturais e fitoterapicos, diante da necessidade de tratar doengas como cancer,
mal de Alzheimer, Leishmaniose, AIDS, entre outras (CALIXTO, 2000; CALIXTO et
al., 2000).

Os produtos naturais tém contribuido fortemente no desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas através de seus metabolitos secundarios. Estes sdo conhecidos
por atuar de forma direta ou indireta no organismo podendo inibir ou ativar importantes
alvos moleculares e celulares, por exemplo: mediadores inflamatérios (metabdlitos do
acido araquiddnico, peptideos, citocinas, aminoacidos excitatorios, entre outros), sobre a
producdo ou acdo de segundos mensageiros (como GMPc, AMPc, Ca®*, proteinas
quinases, etc.), e na expressdo de enzimas que levam a produgdo de mediadores pro-
inflamatorios como sintetase do 6xido nitrico (NOS), ciclooxigenase (COX-2), citocinas
(IL-B, TNF-q, etc.), neuropeptideos e proteases (CALIXTO et al., 2003).

A utilizacdo de plantas medicinais por populacdes em todas as faixas de renda
em diversas localidades, desde tribos indigenas até os grandes centros urbanos, merece
atencdo no contexto da incessante pesquisa de novos medicamentos. Através da
etnofarmacologia podem-se identificar espécies com uma indicagdo ja estabelecida,
mesmo que baseada no senso comum, como possivel fonte de novas moléculas. Porém,
apesar do uso popular corriqueiro transmitido por vérias geracfes, a maioria dessas
plantas ndo tém suas indicacdes cientificamente comprovadas, podendo provocar,

muitas vezes, prejuizos ao invés de beneficios aos usuarios (SOUZA, 2012).

Desta forma, nos ultimos anos, tem-se evidenciado um crescente aumento no
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estudo de plantas preconizadas pela medicina popular para validar a sua utilizagdo como
fitoterpico seguro e eficaz, tendo em vista que o uso popular de uma determinada
planta ndo é suficiente para valida-la como fitoterapico. Deste modo, o emprego de
técnicas modernas de Farmacologia, Bioquimica, Toxicologia e Biologia Molecular
renovaram o interesse na procura de novos medicamentos ou de prototipos de novos
farmacos a partir de produtos naturais (CALIXTO, 2000).

Considerando essas ideias, a analise fitoquimica e a validacdo experimental de
plantas empregadas na medicina popular constitui importante tarefa da academia para as
comunidades que as utilizam, além de fornecer subsidios para a descoberta de novas
moléculas.

A espécie Varronia globosa teve sua constituicdo quimica elucidada por SILVA
(2010) que descreve a presenca de flavononas, sendo a Unica da familia Boraginaceae a
produzir tais metabolitos. Diante disso, a analise foi direcionada a quantificacdo e
estudo dos flavonoides desta espécie, analise fisico-quimica, caracterizacdo da

toxicidade in vitro e in vivo, e avaliagdo do seu potencial anti-inflamatorio.



17

2 REFERENCIAL TEORICO

A contribuicdo de drogas vegetais ao arsenal terapéutico do mundo inteiro foi e é
ainda de muita importancia para as Ciéncias Farmacéuticas. O uso de reserpina,
pilocarpina, papaverina, codeina, morfina, atropina, hiosciamina, rutina, cafeina, e de
muitos outros, vem comprovar qudo necessario tem sido a humanidade as drogas de
origem vegetal (MATQOS, 1989).

O Brasil é um pais de grande biodiversidade vegetal. Nesse contexto iniimeras
plantas medicinais sdo utilizadas por grande parte de nossa populagdo, na forma de
fitoterapicos, nutracéuticos ou alimentos. Também na extragdo de matéria-prima como
extratos, oleos essenciais, substancias quimicas puras as quais podem servir de modelos
para obten¢do de analogos sintéticos ou material de partida no preparo de moléculas
semi-sintéticas (CARVALHO, 2011).

As propriedades medicinais utilizadas por vérias culturas cobrem
aproximadamente 80% da populagdo mundial, tornando-se necesséario o estudo para
novas descobertas de componentes bioativos em plantas, contribuindo para o
desenvolvimento de farmacos, onde estes podem ajudar no tratamento de doencas, tais
como tumores, diabetes, doencgas cardiacas e desordens do sistema nervoso central
(GURIB-FAKIM, 2006; BARBOSA-FILHO et al., 2006; WAGNER, 2009).

Quando se trata de um material pouco conhecido, ha necessidade de uma
abordagem quimica, isto é, um exame rapido e superficial que forneca uma visdo
sincrética da composicdo quimica da droga ou da planta. Isto € feito através de testes
preliminares ou abordagem fitoquimica (MATOS, 1989).

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, 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 da outras providéncias.
Essas politicas preconizam o incentivo a pesquisa e o desenvolvimento com rela¢éo ao
uso de plantas medicinais e fitoterapicos, priorizando a biodiversidade do pais
(CARVALHO, A. C B, 2008).
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2.1 Estudo Etnobotanico

Os conhecimentos etnobotanicos sdo utilizados em diversas praticas e por
diversas culturas; no entanto, como ciéncia é um campo de estudo relativamente novo.
Ao longo desse tempo diversas conceituacdes ja lhe foram atribuidas; Borges et al
(2008), conceituam a Etnobotanica como sendo a ciéncia que “compreende o estudo das
sociedades humanas, passadas e presentes, bem como, as interacfes ecoldgicas,
genéticas, evolutivas, simbolicas e culturais destas sociedades com as plantas™.

A principal proposta desta ciéncia é a sistematizacdo do conhecimento popular.
No Brasil, a miscigenacdo de etnias e culturas é um fator que contribui diretamente na
diversidade de saberes, cada um com suas particularidades. S& comunidades que
depositam conhecimentos milenares e Unicos, que precisam ser preservados, e que
podem desaparecer em meio as modificacbes antrépicas no ambiente
(FONSECAKRUEL, SILVA e PINHEIRO, 2005).

O crescimento dos trabalhos etnobotanicos apresentou um expressivo aumento
nas ultimas décadas, principalmente em paises da Ameérica Latina. No Brasil é evidente
tamanha ascensdo no numero de pesquisadores ou de trabalhos nesta area. Destas
publicacbes, aproximadamente 64% enfocam estudos sobre plantas medicinais
(OLIVEIRA et al., 2009).

As pesquisas com plantas medicinais envolvem investigacdes da medicina
tradicional e popular (Etnobotanica); isolamento, purificacdo e caracterizacdo de
principios ativos (Quimica Organica: Fitoquimica); investigacdo farmacoldgica de
extratos e dos constituintes quimicos isolados (Farmacologia); transformac@es quimicas
de principios ativos (Quimica Orgéanica Sintética); estudo da relacdo estrutura/atividade
e dos mecanismos de acao dos principios ativos (Quimica Medicinal e Farmacoldgia) e
finalmente a operacdo de formulacBes para a producdo de fitoterapicos. A integracao
destas areas na pesquisa de plantas medicinais conduz a um caminho promissor e eficaz

para descobertas de novos medicamentos (MARCIEL et al., 2002).
2.1.1 Familia Boraginaceae, espécie Varronia globosa
Na regido Nordeste do Brasil, o bioma Caatinga € o principal ecossistema. Ele se

estende numa érea de 73.683.649 ha, que equivale a 6,83% do territorio nacional. E um

bioma unicamente brasileiro que esta localizado em um dominio de climas semiaridos e
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que apresenta grande variedade de paisagens e relativa riqueza biologica (IBAMA,
2011). A caatinga compreende cerca de 80% do territdrio paraibano, constituindo-se o
principal componente vegetacional do Estado. Caracteriza-se por um clima quente e
seco, semiarido, com chuvas de verdo, que alcancam os indices mais baixos de
precipitacdo, do estado, o que condiciona a uma vegetacdo, fortemente Xxerofitica
(ANDRADE-LIMA, 1981).

Este bioma € rico em plantas da familia Boraginaceae que possui cerca de 130
géneros e 2.500 espécies, com ampla distribuicdo nas regides temperadas, subtropicais e
tropicais do mundo (STEVENS, 2001). 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. As flores sdo
gamopétalas, diclamideas, pentdmeras, sipero-ovariadas e, apresentam-se reunidas em
inflorescéncias paucifloras ou multifloras ou, menos frequentemente ocorrem
isoladamente, na regido axilar ou supra-axilar, compondo monocasios folhosos. O fruto
¢ drupaceo ou esquizocarpico, com duas ou quatro nuculas e representa um importante
elemento para delimitag¢do dos seus representantes (MELO, 2006). Sdo plantas
predominantemente polinizadas por insetos (HEYWOOD, 1996).

Quimicamente, a familia caracteriza-se pela presenca de flavonoides, lignoides,
quinonas, triterpenos e alcaldides (BRITO, 1986). Farmacologicamente, diversas
atividades biologicas foram comprovadas com extratos de espécies da familia
Boraginaceae, tais como: anti-inflamatoria, analgésica, antimicrobiana, entre outras
(SERTIE et al., 1991).

As Boraginaceae apresentam grande importancia econdmica, possuindo varias
espécies que sdo cultivadas como ornamentais, principalmente dos género
Heliotropium, Mertensia, Myosotis e Borago. A familia também apresenta espécies
usadas na fabricacdo de cosméticos e na culinaria como também algumas que sdo
reconhecidas pelo seu valor medicinal, como por exemplo, Symphytum officinale L,
Borago officinalis L., algumas espécies de Varronia, Cordia e Heliotropium
(HEYWOOD, 1996).

Nesta familia temos a espécie Varronia globosa (Figura 1) que encontra-se
dispersa do sudeste da Fldérida ao nordeste da América do Sul, incluindo Antilhas
(MILLER 1988). No Brasil, ocorre apenas na regido Nordeste (CE, RN, PB, PE, AL,
SE, BA). Est4 associada a vegetacdo de caatinga hipo-xerofitica e hiper-xerofitica.

Coletada com flores em janeiro, fevereiro, de maio a julho e setembro e com frutos em
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fevereiro.

Figura 1. Espécie Varronia globosa

Fonte: davesgarden. Disponivel em http://davesgarden.com/guides/pf/showimage/92175/#b. Acessado em
01/06/2015.

A espécie Varronia globosa possui as seguintes caracteristicas boténicas:
Arbusto, ca. 1-2m alt.; ramos com lenticelas, vilosos. Folhas alternas; lamina 5,3-
6,7x1,8-2,6mm, discolor, membranacea, eliptica a lanceolada, apice agudo, margem
serreado-denteada, base obliqua, face adaxial vilosa, face abaxial tomentosa, venacao
craspedddroma; peciolo 0,5-0,6mm compr., viloso. Inflorescéncia glomérulo-globosa,
congesta, axilar e supra-axilar; pedunculo 1,8-4cm compr. Flores ca. 4,5mm compr.,
sésseis; calice ca. 3mm compr., campanulado, lacinios 1-1,2mm compr., ovados, de
apice cirroso, com curtos tricomas ferrugineos nas margens; corola ca. 4,5mm compr.,
infundibuliforme, alva a amarelada, vilosa internamente e externamente, lobos ca. Imm
compr., orbiculares; estames subsésseis, anteras ca. 0,7mm compr., oblongas,
divaricatas, dorsifixas; ovario 1-1,2mm compr., cénico; estilete ca. 3mm compr., viloso
na porgcdo superior; ramos estigmaticos ca. 0,5mm compr., estigmas-4, ca. 0,7mm
compr., folidceos, pubescentes. Drupa ndo observada (MELO, 2005). Sua classificacao

taxondmica encontra-se no Quadro 1.

Quadro 1: Classificagdo taxondmica da espécie Varronia globosa

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta

Superdivisido | Spermatophyta

Divisio Magnoliophyta
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Classe Magnoliopsida
Subclasse Asteridae

Ordem Lamiales

Familia Boraginaceae

Género Varronia

Espécie Varronia globosa Jacq.

A espécie Varronia globosa, antigamente denominada de Cordia globosa, é
popularmente conhecida como “Maria Preta”. O infuso ou decocto das folhas sdo
utilizados contra reumatismos, indigestdes e colicas menstruais, em paises como
Jamaica, porém, em Cuba € reconhecida como uma espécie toxica (ASPREY et al.,
1955; LIZAMA et al., 1998). Foi detectado em cobaias atividade espasmolitica e
vasodilatadora do extrato etandlico 95% (FENG et. al, 1962 apud AGRA et al., 2004).

2.2 Analise Fitoquimica

Desde os tempos antigos as plantas vém sendo utilizadas nas sociedades
humanas com propositos terapéuticos, sendo que suas propriedades tdxicas ou curativas
foram descobertas pelo homem, principalmente, enquanto este buscava por alimento.
De fato, o conhecimento etnobotanico farmacoldgico acumulado ao longo de geracGes
tem servido como base para o desenvolvimento de farmacos de grande importancia
(TAIZ; ZEIGER, 2009).

Todas as plantas produzem constituintes quimicos, os quais fazem parte de suas
atividades metabdlicas normais. Estes podem ser divididos em metabdlitos primarios,
como acucares, aminoacidos, nucleotideos e lipideos, encontrados em todas as plantas, e
em metabdlitos secundarios (WAKSMUNDZKA-HAJNOS; SHERMA; KOWALSKA,
2008).

Metabolitos secundarios ndo tém uma fungdo Obvia no metabolismo primario
vegetal (crescimento, fotossintese, reprodugdo, ou outra funcdo primaria da célula
vegetal). Eles podem possuir um papel ecoldégico, como atrativos de polinizadores,

representando adaptagdes quimicas ao estresse do meio ambiente, ou serem
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responsaveis pela defesa quimica da planta contra microrganismos, insetos e predadores
maiores, ou mesmo outras plantas (WAKSMUNDZKA-HAINOS; SHERMA;
KOWALSKA, 2008; TAIZ; ZEIGER, 2009).

Os estudos destas substancias foram iniciados pelos quimicos organicos do
século XIX e inicio do século XX, devido as suas diversas aplicacdes (TAIZ; ZEIGER,
2009). O homem utiliza muitos destes compostos como alimentos de alto valor nutritivo
(nutracéuticos), temperos, aromas e fragrancias, 6leos vegetais, resinas, inseticidas,
matérias-primas agricolas, bem como medicamentos e outros fins industriais. Estes usos
se refletem diretamente sobre os metabdlitos secundarios que sdo utilizados
comercialmente como compostos biologicamente ativos (produtos farmacéuticos,
temperos, fragrancias, etc.), gerando produtos de alto valor em pequena quantidade
guando comparados aos metabdlitos primarios (WAKSMUNDZKA-HAINOS;
SHERMA; KOWALSKA, 2008).

Além disto, os metabdlitos secundarios, em contraste com 0s primarios, sdo
conhecidos por serem sintetizados em tipos celulares especializados e em distintos
estagios de desenvolvimento, tornando sua extracao e purificacdo mais trabalhosa. Estes
constituintes quimicos sdo extremamente diversos. Cada familia, género e espécie
produzem uma categoria quimica caracteristica ou uma mistura delas, e elas, por vezes,
podem ser utilizadas como caracteres taxondmicos na classificacdo das plantas
(WAKSMUNDZKA-HAINOS; SHERMA; KOWALSKA, 2008).

Os principais fatores que podem coordenar ou alterar a taxa de producdo de
metabdlitos secundarios sdo 0s seguintes: sazonalidade, ritmo circadiano e
desenvolvimento; temperatura; disponibilidade hidrica; radiacdo ultravioleta; nutrientes;
altitude; poluicdo atmosférica; inducdo por estimulos mecanicos ou ataque de patdgenos
(GOBBO NETO; LOPES, 2007).

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 biologica, a investigagdo deverd ser direcionada para o isolamento e a
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elucidacéo estrutural da mesma (FALKENBERG et al., 2004).

As reagBes quimicas realizadas para a triagem fitoquimica (screening
fitoquimico) permitem verificar a presenca de classes de substancias oriundas do
metabolismo secundario das plantas. Classicamente, a caracterizacdo dos principais
grupos de substancia vegetais de interesse tem sido conseguida pela realizacdo de
reagbes quimicas que resultem no desenvolvimento de coloragdo e/ou precipitado
caracteristico (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2001).

Embora uma planta possa conter centenas de metabdlitos secundarios, apenas 0s
compostos presentes em maior concentracdo sao geralmente isolados e estudados pela
fitoquimica cléassica. A analise de substancias ativas € muito mais complexa e longa, ja
que geralmente os compostos presentes em menor propor¢do na planta s&o os que
apresentam melhores efeitos bioldgicos (FILHO; YUNES, 1997; MUNDO, 2007).

Os flavonoides constituem uma classe de produtos naturais que Se encontra
distribuidas largamente no reino vegetal. Mais de 4000 diferentes compostos séo
conhecidos nas formas naturais ou de seus glicosideos. E tem sido demonstrado a
presenca de flavonoides em quantidade significativa na espécie Varronia globosa
(SILVA et al., 2004). A palavra flavonoide deriva do latim “flavus” que significa
amarelo e se aplica a uma larga gama de compostos naturais vulgarmente conhecidos
como ‘“pigmentos das flores”, por participarem na coloracdo das pétalas. Estes
compostos possuem um esqueleto carbénico basico Cg-C3-Cs € possuem um nucleo
benzopirano ou cromano, ligado a um anel aromatico, formando o nicleo fundamental

dos flavondides “fenil-benzopirano™ (figura 2).

Figura 2. Nucleo fenil-benzopirano

0]

Sdo conhecidas treze diferentes subclasses de flavonoides, e estas sdo

diferenciadas pelas substituicbes que ocorrem na estrutura base (TRUEBA, 2003;
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HEIM, 2002). Entre elas, encontram-se flavonas, flavonois, chalconas, isoflavonas,
flavanonas e auronas.

Dentre as diversas fungdes dos flavonoides nos vegetais, podemos citar: efeito
fotoprotetor, controle de hormdnios vegetais, protecdo contra insetos dentre outras
(RICE-EVANS et al., 1996). Estes compostos também possuem grande importancia
farmacoldgica como: atividade antioxidante, amplamente estudada, uma vez que se
pode atribuir uma terapéutica baseada na ingestéo de vegetais nos quais sao abundantes
(MARIN et. al., 2002). Atividade anticancerigena, também tem sido alvo de estudo dos
flavonoides (HOLLMAN et. al., 1996). Atividades anti-inflamatorias, antialérgicas,
antiulcerogénicas e antivirais também sdo atribuidas aos flavonoides (SIMOES, 2002).

A busca por compostos biologicamente ativos é um pouco complicada em
produtos naturais. Os flavonoides estdo presentes em extratos de plantas e o isolamento
de grandes quantidades desses metabolitos além de sua determinacdo estrutural € uma
tarefa complicada, requerendo na maior parte das vezes uso de técnicas analiticas
avancadas combinadas (por exemplo, RMN de *H e de 13C, espectrometria de massas,
raios-X) e grandes quantidades de amostras (FOSSEN, 2003).

Atualmente, com o intuito de facilitar o isolamento e a identificacdo de produtos
naturais, entre eles derivados flavondicos, técnicas combinadas tais como CLAE-EM
vem sendo utilizadas. Tais metodologias representam uma alternativa rapida, de elevada
sensibilidade e que utiliza pequena quantidade de amostra, sendo muito bem empregada

para a elucidacdo estrutural de diversos metabdlitos de plantas (ELIPE, 2003).

2.3 Analise de toxicidade aguda

O uso de plantas medicinais sobre varias formas de apresentacdo € bastante
comum em Varias camadas da populacdo brasileira. Tal habito parte do pressuposto de
que as plantas medicinais, além de possuirem atividade terapéutica, sao desprovidas de
efeitos tdxicos. Este aspecto € importante se considerarmos que o conhecimento sobre
plantas medicinais é de dominio popular e em paises em desenvolvimento, contém um
forte componente social e cultural, pois estas plantas muitas vezes representam o Unico
recurso terapéutico de muitas comunidades (ASSEMI, 2001).

Assim, embora os produtos naturais tenham amplos espectros terapéuticos e
baixa incidéncia de efeitos colaterais, ndo sdo considerados como substancias inocuas,

sendo extremamente necesséria a realizagdo de ensaios toxicoldgicos para fornecer a
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comunidade dados cientificos sobre seguranca ou toxicidade das plantas (ASSEMI,
2001).

Para o desenvolvimento de novos medicamentos, é necesséria a realizacdo de
estudos pré-clinicos que consistem de testes em animais de laboratorio e uma fase
clinica ou testes clinicos, quando os medicamentos sdo testados nos seres humanos. A
fase pré-clinica tem por objetivo principal o fornecimento de informacges suficientes
acerca da farmacologia e toxicologia da substancia em andlise para que, assim, possam
ser realizados estudos clinicos com uma margem de seguranca razoavel e pre-
estabelecida (PIVETTA, 2006).

A avaliacdo toxicologica € realizada com ensaios biologicos em animais e 0s
resultados sdo extrapolados para humanos. Nestes casos, 0s exames hematoldgicos,
bioquimicos, a autdpsia geral, a histopatologia e a manutencdo do grupo controle para
fins de comparacdo devem ser realizados, bem como a avaliacdo do estado geral dos
animais e a observacdo dos efeitos toxicos (LIMA, OLIVEIRA, NAGEM, 2003).

Os efeitos tdxicos observados no homem encontram-se geralmente, na mesma
faixa de concentracdo daqueles dos animais de laboratério. Soma-se ainda o fato de que
a exposicdo de animais a agentes toxicos em doses elevadas € um método necessario e
valido para a descoberta de possiveis perigos para a espécie humana que é exposta a
doses muito menores (KLAASSEN, 2006; BARROS, DAVINO, 1996).

A analise toxicologica de produtos em organismos vivos pode envolver a
avaliacdo dos efeitos obtidos apds 24 horas da administracdo (toxicidade aguda) ou apds
administracbes em doses repetidas (toxicidade sub-crénica e cronica) CAMURCA-
VASCONCELOS, 2005).

A avaliacdo de toxicidade aguda tem por objetivo caracterizar a relacdo
dose/resposta que conduz ao calculo da DL50 (dose letal mediana). Este parametro é
util para se identificar a toxicidade relativa da substancia frente a uma populacdo de
animais de experimentacdo. Além da letalidade, outros pard@metros sdo investigados em
estudos de toxicidade aguda como o potencial toxico em 6rgédos especificos, indicativos
sobre a toxicocinética e mecanismos de acdo, além do estabelecimento das doses para
estudos complementares de toxicidade entre outros (VALADARES, 2006).

Como opcdo para a investigacdo da presenca de possiveis agentes toxicos nos
extratos vegetais, o método de toxicidade aguda em dose simples representa uma
avaliacdo estimada e preliminar das propriedades toxicas de um fitoterapico, fornecendo

informagdes iniciais acerca dos riscos sobre a salde, resultante de uma exposicdo de
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curta duracdo pela via de administracdo selecionada. ApOs a administracdo da
substancia teste, pela via escolhida, é feita uma observacdo clinica dos sintomas
produzidos pela administracdo do fitoterpico nos animais. A anotacdo das respostas é
efetuada em 30 minutos, 1, 2, 4, 12 e 24 horas ap6s a administracdo e a partir deste
tempo, uma vez ao dia durante o periodo de observacado de 2 semanas, sendo as mais
importantes: alteragdes de pelo, pele e mucosas; sistemas respiratorio e circulatério;
sistemas nervoso central e periférico, atividade somatomotriz e comportamento.
Especial atencdo é dada a comportamentos tais como: tremores, convulsdes, salivacéo,
diarreia, letargia e coma. Os resultados do estudo podem demonstrar a necessidade de
estudos de média e longa duragdo (BRITO, 1994).

2.4 Avaliacdo do potencial citotdxico

A deteccdo da atividade citotoxica é uma das medidas primordiais, visto que
varios compostos quimicos podem ter a capacidade de causar efeitos toxicos e modificar
a informacdo genética contida no DNA. Portanto, a obtencdo de dados sobre a
toxicidade desses agentes deve ser assegurada por experimentos que fornegcam, com
uma razodvel margem de seguranca, indicagdes sobre os riscos envolvidos na sua
utilizagdo (BENIGNI, 2005).

A avaliacdo citotoxica através da quantificacdo da hemolise € um modelo
simples para estudar o efeito tdxico ou protetor de uma grande variedade de substancias
(LEXIS; FASSETT; COOMBES, 2006; EISELE et al., 2006). O eritr6cito é um tipo de
célula que contém alta concentracdo de acidos graxos polinsaturados, oxigénio
molecular e ions ferro no estado ligado (NIKI et al., 1991) o que faz com que sua
membrana celular seja muito vulneravel a reacbes envolvendo radicais livres e muito
susceptivel a hemolise. A ocorréncia de hemolise pode ser diretamente correlacionada
com o efeito toxico das substancias testadas (BRANDAO et al., 2006).

Os testes citotoxicos sdo recomendados pela Organizacdo Mundial de saude
(OMS) em seu manual de controle de qualidade de derivados de plantas, esta também
inserido no guia para avaliacdo de segurangca de cosméticos como parte dos testes
toxicoldgicos recomendados (ANVISA, 2003).

A capacidade de resisténcia a hemolise é caracterizada pelo teste de fragilidade
osmotica eritrocitaria — FOE, que avalia a influéncia qualitativa de substancias sobre os
eritrocitos (MOUSINHO et al.,, 2008) e expressa a habilidade das membranas
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manterem sua integridade estrutural quando expostas a um estresse 0smotico
(ALDRICH, SAUNDERS, 2006).

2.5 Inflamacéo

Um simples organismo unicelular, como as bactérias e o mais complexo
mamifero, como 0s humanos, possuem mecanismos que respondem a estimulos hostis e
apresentam um sistema que busca manter o equilibrio homeostatico do organismo
agredido. Nos vertebrados, a resposta deste sistema envolve a fisiologia, bioquimica e
imunologia do organismo e € denominada de inflamacdo (VOLTARELLI, 1994).

A inflamacdo € um processo fisiol6gico que ocorre em decorréncia da ativacdo
de alguns mecanismos que provocam alteracdes nos componentes humorais e celulares
apos injuria tecidual. A exposicdo a um patdgeno gera uma migracdo de células
circulantes, que sdo direcionadas pela presenca de substancias quimiotaticas no sitio
inflamatério. A resposta na area da lesdo caracteriza a area inflamada que apresenta
sinais clinicos como rubor, calor, edema, dor e prejuizo funcional (CRUVINEL et al.,
2010).

Os mediadores da inflamacéo (leucotrienos, prostaglandinas, tromboxanos) séo
substancias formadas e liberadas, concomitante ou sequencialmente, no local da leséo.
A origem destes mediadores pode ser plasmatica (fatores do complemento e
bradicinina) ou celular (histamina, serotonina, prostaglandinas, fator ativador
plaquetario (PAF), leucotrienos, citocinas, etc). Os mediadores estdo envolvidos na
génese e manutencdo dos eventos caracteristicos da reacdo inflamatdria e se ligam a
receptores especificos nas células-alvos podendo, inclusive, estimular a liberacdo de
outros mediadores (ZHOU et al., 2007).

O tempo de duracdo e a intensidade do agente inflamat6rio determinam
diferentes graus ou fases de transformacdo nos tecidos. Categoricamente, a resposta
inflamatdria é dividida em trés distintas fases, sendo que cada fase é mediada
aparentemente por diferentes mecanismos. Inicialmente, é evidenciada uma fase aguda,
caracterizada por ser de duracdo variavel e alteracBes vasculares (fluxo e calibre
vascular, aumento da permeabilidade vascular), seguida de uma fase subaguda, em que
nota-se, predominantemente, a infiltracdo leucocitaria e de outras células fagociticas

(quimiotaxia, adesdo, transmigracdo e fagocitose) e, posteriormente, ocorre a fase
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crénica, onde a proliferacédo € fato de destaque, em que ocorre a regeneracgdo tecidual e
fibrose (SANTOS JUNIOR, 2003).

A inflamacéo aguda em individuos normais é normalmente um mecanismo de
protecdo localizada em resposta a invasdo microbiana, trauma/injuria ou estimulo
quimico. Quando a resposta inflamatoria € excessiva e prolongada pode levar as
diversas desordens que formam as patogéneses mais prevalentes, como as doengas
reumaticas, diabetes, doenca de Alzheimer e aterosclerose (SERHAN & CHIANG,
2004).

Na inflamacdo aguda os neutrofilos aderem ao endotélio e migram para o local
da injaria através de fatores quimiotéticos, conhecido como diapedese (CARMAN,
2009). Moléculas de adesdo sdo expressas de forma a facilitar a migracdo leucocitéria,
entre elas, as selectinas (sub-tipos P, E e L), de expressdo primaria, que desaceleram o
fluxo sanguineo, promovendo um aumento da viscosidade com estase vascular. As de
expressdo secundaria sdo as integrinas, pertencentes a superfamilia das imunoglobulinas
(ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3 e VCAM-1). Esta fase € considerada definitiva para o
extravasamento dos leucocitos nos sitios de inflamacdo (ARNAUT, 1997; SKARE,
1999; MOREIRA & CARVALHO, 2001).

Ao mesmo tempo, ocorre a ativacdo da fosfolipase A2 que transforma os
fosfolipideos de membrana em &cido araquidénico (AA), sendo substrato inicial para a
cascata enzimatica, que alimenta a inflamacdo. O AA ou 5,8,11,14-4cido
eicosatetraendico, € oriundo de fontes alimentares e da conversdo do acido linoléico
(Omega 6), ndo se apresenta livremente intracelular (citoplasma), sendo esterificado em
fosfolipideos de membrana. E liberado pela acdo da fosfolipase A2 por estimulos
mecanicos, quimicos, fisicos ou ainda por outros mediadores como o sistema
complemento (BOZZA et al., 1997).

Quando da ativacdo da cascata do AA, os seus metabdlitos sdo sintetizados por
duas principais vias enzimaticas: as cicloxigenases (COX) ou PGHS (Prostaglandina
Sintetase ou Prostaglandina Endoperdxido Sintetase) que geram prostaglandinas (PG) e
tromboxanos (TX), e as lipoxigenases produzindo leucotrienos (LTC) e lipoxinas. A
primeira pode ser inibida por AINES e a segunda por corticides que irdo inibir toda a
cascata do AA, por agdo indireta na inibicdo da fosfolipase A2 (OKUYAMA &
AIHARA, 1986).

Mesmo sendo o mecanismo de inflamacéo indispensdvel a homeostase corporea,

0 desconforto causado por essa resposta exige, em alguns casos, a intervencdo com o
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uso de medicamentos. Os glicocorticoides ou anti-inflamatorios esteroidais (AIES) e 0s
anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs) sdo farmacos capazes de interferir neste
processo reacional de defesa do organismo, minimizando os danos e proporcionando
maior conforto (COUTINHO et al., 2009).

Estes medicamentos tem acdo eficaz sobre a inflamacdo, no entanto o uso
prolongado destas drogas pode acarretar no aparecimento de efeitos colaterais que
chegam a impossibilitar alguns tratamentos. Na corticoterapia, os efeitos estdo
relacionados ao tempo de tratamento e uso de glicocorticoides de a¢do mais prolongada.
Sdo implicacbes em uma variedade de sistemas no organismo; no sistema enddcrino-
metabolico, imunoldgico, cardiovascular e muitos outros. Os efeitos colaterais causados
pelo uso de AINES é também relacionado aos tratamentos mais longos. O uso cronico
destes medicamentos pode acarretar em esofagite, gastrite ou duodenite, Ulcera gastrica
ou duodenal (LONGUI, 2007; HILARIO, TERRERI, LEN, 2006).

Atualmente, a principal abordagem terapéutica para a inflamagéo acontece com
0 uso destes farmacos; desta forma, a grande incidéncia de efeitos colaterais por estes

medicamentos se torna um estimulo para a procura de novas alternativas terapéuticas.
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3 OBJETIVOS

3.1

Objetivo geral

Investigar o perfil fitoquimico, toxicolégico e farmacoldgico do Extrato

Etanolico Bruto (EEB) das folhas de Varronia globosa.

3.2 Objetivos especificos

Produzir o extrato etandlico bruto das folhas de V. globosa.

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

Quantificar os flavonoides do EEB das folhas de V. globosa;

Efetuar uma caracterizacéo fisico-quimica do pé seco de V. globosa;

Avaliar a citotoxicidade do EEB das folhas de V. globosa em eritrocitos

humanos dos tipos A, B e O;

Avaliar a fragilidade osmética eritrocitaria em eritrécitos humanos dos tipos A,
BeO;

Avaliar a toxicidade do EEB das folhas de V. globosa por meio de ensaios
toxicoldgicos pré-clinicos agudos (investigacdo da DL50, triagem farmacoldgica
comportamental, perfil do consumo de &gua, alimento, evolucdo ponderal e

caracteristicas macroscépicas dos 6rgaos de camundongos);

Investigar a atividade anti-inflamatoria do EEB das folhas de V. globosa.
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4 METODOLOGIA

4.1  Coleta e identificacdo das folhas de V. globosa

As folhas de V. globosa foram coletadas 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 Laboratério de Fitoquimica (LAFIT)
na Universidade Estadual da Paraiba. A exsicata encontra-se no Herbario da
Universidade Federal da Paraiba sob a inscricdo Varronia globosa Jacg. 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, a
temperatura de 40° C, por aproximadamente duas semanas. As folhas secas foram
submetidas a trituragdo em um moinho de facas. Ap6s a moagem foi obtido 111,09 g do

po das folhas que foi direcionado a preparacdo do EEB.

4.3  Preparacdo do Extrato Etanélico Bruto das folhas de V. globosa

O pd seco e pulverizado das folhas foi submetido a maceracdo exaustiva em
etanol, na qual, a solugdo alcodlica foi retirada a cada 3 dias e o liquido extrativo
armazenado em recipientes de vidro ambar devidamente etiquetados. Realizou-se um
total de 12 extracdes, obtendo-se 8 litros de solucdo extrativa etandlica das folhas de
V.globosa. O solvente foi evaporado com auxilio de um rotaevaporador utilizando no
banho uma temperatura de aproximadamente 45°C, nos fornecendo um peso seco do

extrato no valor de 9,51 g.

4.4  Screening fitoquimico do EEB das folhas de V. globosa

O screening tem por objetivo a deteccdo e prospeccdo preliminar dos diferentes
constituintes quimicos de plantas, com base na extracdo destes com solventes
apropriados e na aplicacdo de testes de coloracdo, ocorrendo algumas vezes a formagéo

de precipitados, de espuma, gds ou fluorescéncia. Para a realizacdo deste teste foi
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utilizado o Extrato Etanolico Bruto (EEB) das folhas de Varronia globosa. Os
metabolitos secundarios analisados foram: flavonoides, polissacarideos, catequinas,
fendis, taninos, esteroides, triterpendides, saponinas e alcaldides. Analisados de acordo
com sua solubilidade em diferentes soluces.
Foi preparado inicialmente 3 solu¢des mae:
e Solucdo de metanol; foi pesado 120 mg do EEB que em seguida foi
dissolvido em 24 mL de metanol.
e Solucdo aquosa; pesou-se 140 mg do EEB que posteriormente foi
dissolvido em 30 mL de &gua.
e Solucdo de cloroformio; foi pesado 75 mg do EEB e dissolvido em 15mL
de cloroférmio.
Com o objetivo de facilitar a dissolucdo, as preparacdes foram submetidas a
banho-maria e ultrassom. Posteriormente foram preparadas outras duas solucGes

aquosas, uma de vanilina e outra de cloreto férrico, ambas a 1%.

441 Metabolitos solUveis em metanol

441.1 Heterosideos flavonicos

Uma aliquota da solugcdo mée de metanol foi colocada em um tubo de ensaio, em
seguida adicionou-se a este 5 gotas de Acido Cloridrico (HCI) concentrado e raspas de

Magnésio. O surgimento de uma coloracdo rosa na solucdo indica reacdo positiva.

4.4.1.2 Flavonoides

Levou-se a secura em banho-maria 10 mL da solugdao metanolica. Ao residuo foi
adicionado 5 gotas de acetona e 30 mg de &cido bdrico misturado com éacido oxalico na
proporgao 1:1, agitou-se ¢ levou-se novamente a secura. Ao residuo adicionou-se 5 mL
de éter etilico e o transferiu para um tubo de ensaio para verificacdo de fluorescéncia. A
reagdo oxalo-bdrica determina aparecimento de fluorescéncia amarela esverdeada para
flavonois; flavanonas e isoflavonas ndo apresentam fluorescéncia € os compostos

antocianicos coram-se, mas nao produzem fluorescéncia.
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44.1.3  Catequinas

Inicialmente foi transferido 3 mL da solugdo aquosa de vanilina a 1% para um
tubo contendo 3 mL da solucdo mée de metanol. Em seguida acrescentou-se 1 mL de

HCI. O aparecimento de uma coloracao avermelhada indica reacdo positiva.

4414 Alcaloides

Para a identificacdo de alcaloides foram realizados 3 testes, utilizando reagentes
especificos para esta determinag&o:

e 1°tubo: adicionados 2 mL da solucdo mae de metanol, 1 mL de HCl e 4
gotas do reativo de Mayer. A turvacdo ou formacdo de precipitado
branco confirma a presenca deste metabolito secundario.

e 2°tubo: adicionados 2 mL de solucdo mae de metanol, 1 mL de HCl e 4
gotas do reativo de Bouchardat (iodo/iodeto de potassio). A formacéo de
precipitados de coloracdo alaranjada indica reacdo positiva;

e 3°tubo: adicionados 2 mL de solucdo mée de metanol, 1mL de HCl e 4
gotas do reativo de Dragendorff. A formacdo de precipitados de

coloracdo tijolo confirma a presenca de alcaloides.

4.4.2 Metabdlitos solUveis em agua

4421 Polissacarideos

Em um tubo de ensaio foi depositado 5 mL da solucdo aquosa mae, e foi

adicionado 2 gotas de lugol. O surgimento de uma coloracdo azul indica reacédo positiva.
4.4.2.2  Fendis e taninos
Foram efetuados dois testes para a pesquisa de tanino:

e 1° Teste: em um tubo de ensaio adicionou-se 5 mL da solugdo aquosa

mée e posteriormente 5 gotas de cloreto ferrico (FeCl3). A mudanca de
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coloracdo ou a formacao de precipitado azul-verde € indicativo de reacdo
positiva.

e 20 Teste: foi depositado 0,5 mL, 1,0 mL e 2,0 mL da solucéo aquosa para
3 diferentes tubos de ensaio. Logo em seguida foi adicionado em cada
um destes tubos 2 mL de solucdo aquosa de gelatina 0,5%. O surgimento

de precipitados é indicativo de reacdo positiva.

4.4.23  Saponinas

Um volume de 5 mL de solucdo aquosa mée foi adicionado a um tubo e este foi
agitado continuamente durante dois minutos. A formacdo de espuma com altura

superior a um centimetro (1cm) é sinal da presenca de saponinas.

443 Metabolitos solUveis em cloroférmio

4.4.3.1 Esterodides e triterpenoides

Em um tubo de ensaio foi adicionado 10 mL da solu¢cdo mae de cloroférmio
(esta aliquota foi previamente filtrada em carvao ativado). Em seguida adicionou-se
ImL de anidrido acético e agitou-se suavemente. Posteriormente foi acrescentado 3
gotas de &cido sulfarico (H.SO,4) concentrado e novamente foi agitado.

Esta reacdo € denominada de Liberman-Bouchard e a observacdo da mudanca de

coloracdo que vai desde azul a verde é indicativo de reacdo positiva.

45  Quantificacdo dos flavonoides do EEB das folhas de V. globosa

Para a quantificacdo dos flavonoides presentes, foi necessario inicialmente
construir a curva de calibragéo, utilizando como substancia-padrdo a quercetina e como
reagente uma solugdo de cloreto de aluminio (AICI3) a 2% em metanol. A solugéo
padrdo de quercetina a 100 pg/mL, foi preparada pela dissolucdo de 10mg de quercetina
em 100 mL de metanol. A partir dessa solugéo, foram feitas diluigdes em triplicata,
obtendo-se solucBes de quercetina nas concentracgdes de 2, 4, 6, 8, 10, 13, 16, 19, 22, 26,
28 e 30 pg/mL.
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Para as medigdes das solucOes do extrato vegetal, transferiu-se 5mL de cada
solugdo do extrato para tubos de ensaios (foram preparados trés tubos para cada
solucdo), aos mesmos foi acrescentado 5 mL da solugdo de cloreto de aluminio a 2%
em metanol e homogeneizou-se. A mistura permaneceu em repouso por 10 minutos
antes da leitura da absorbancia em espectrofotdmetro com comprimento de onda
ajustado a 415nm, contra um branco composto pela solucdo de AICI3 (Meda et al,
2015).

4.6  Analise fisico-quimica do pé das folhas de V. globosa

4.6.1 Granulometria

A granulometria foi determinada com o auxilio de tamises padronizados
superpostos, acoplados a um agitador mecanico, montados de forma que 0 tamis com
maior abertura de malha ficasse por cima daquele com a menor. Uma por¢ao de 25 g do
p6 foi colocada no tamis de maior abertura de malha e submetida a tamisag¢do durante
30 minutos. Em seguida, com ajuda de um pincel foi removida toda a amostra retida na
superficie superior de cada malha e transferiu-se para um papel impermeavel,
procedendo a pesagem separadamente. Por fim, foram realizados calculos para a
determinacéo do percentual retido em cada tamis (Farmacopeia Brasileira, 2010).

4.6.2 Teor de cinzas

Para a determinacdo do teor de cinzas, foi necessario inicialmente aquecer os
cadinhos de porcelana em mufla a temperatura de 450 °C, durante 30 min.
Posteriormente foram resfriados no interior de um dessecador (15 minutos). Este pré-
tratamento dos cadinhos foi importante para eliminar qualquer particula presente com o
objetivo de evitar erros na pesagem dos mesmos, entdo os cadinhos tiveram suas
respectivas massas registradas.

Pesou-se 3 g das folhas de V. globosa pulverizadas que, em seguida foi
transferido para o cadinho previamente tarado. Posteriormente, foi incinerado e
submetido a calcinacio em mufla aquecida a 450° C durante 2 h. Por fim, o cadinho foi
resfriados em dessecador (15 minutos) e foi realizada a determinag¢ao da massa de sua
amostra e calculada a porcentagem das cinzas totais em relacdo a massa da droga

vegetal. Esta andlise foi realizada em triplicata (Farmacopeia Brasileira, 2010).



36

4.6.3 Perda por dessecagdo

Primeiramente pesou-se 3 g do po6 das folhas de V. globosa, transferiu-se para
pesa-filtro previamente dessecado e tarado. Em seguida, a amostra foi aquecida em
estufa a 105 °C por um periodo de 2 h, posteriormente foi resfriada em dessecador e
pesada (Farmacopeia Brasileira, 2010). A operacdo foi repetida até obtencdo de peso
constante. Esta analise foi realizada em triplicata e os resultados das trés determinacdes
foram avaliados em termos de porcentagem ponderal sobre a quantidade da amostra,

utilizando a equacgéo:

Pu- Ps
% perda= = x 100
a

Onde: Pa € o peso da amostra; Pu é o peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da

dessecacdo e Ps é o peso do pesa-filtro contendo a amostra ap06s a dessecacao (Q).
4.6.4 Determinacéo do pH

Para a determinacdo do pH do p6 das folhas de Varronia globosa, foi
inicialmente preparada uma solucdo a 1% (p/v) deste p6 em agua destilada, em seguida
foi aquecida até ebulicdo em chapa-elétrica por 5 min. Apos este tempo foi realizada
uma filtracdo em funil contendo algoddo como elemento filtrante. Apos resfriamento,
foi analisada em um pHmétro devidamente calibrado. O resultado foi expresso pela

media de 3 determinacGes (Farmacopeia Brasileira, 2010).
4.6.5 Densidade bruta, de compactagio e fator de Hausner

A amostra foi colocada em provetas previamente pesadas. A densidade de
compactacdo foi determinada com auxilio de volimetro de compactagdo. O pd foi
submetido a 1250 quedas. Apos essa determinagdo calculou-se o fator de Hausner
determinado através do quociente entre as densidades compactada (dc) e bruta (db).
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FH :d—C
db

Onde: dc: densidade de compactagdo (g/mL); db:densidade bruta (g/mL);

4.7  Avaliacdo da citotoxicidade do EEB das flolhas de V. globosa

As amostras de sangue humano (A, B e O) foram coletadas de trés voluntarios
adultos e aparentemente saudaveis no Laboratério de Andlises Clinicas — LAC da
UEPB. Estas amostras foram manipuladas e descartadas de acordo com as Normas de
Seguranca seguidas pela referida Unidade.

Foram testadas quatro concentracdes (10, 100, 500 e 1000 pg/mL) de cada
extrato (EEB e FCHCI3) das folhas de V. globosa.

4.7.1  Atividade hemolitica do EEB das folhas de V. globosa

Para obtencdo dos concentrados de eritrécitos dos sangues A, B e O foi
necessario inicialmente realizar a coleta de 5 mL de sangue humano e transferir para
tubos de ensaio contendo EDTA. Posteriormente os eritrocitos foram submetidos a 3
lavagens consecutivas com solucdo salina 0,9 % e centrifugacdo a 2500 rpm por 5
minutos, para separar o plasma.

Apobs a obtencdo do concentrado de eritrdcito, preparou-se uma suspensao 0,5
(v/v) em solucéo salina 0,9 %. Em seguida foram transferidos 2 mL desta suspensédo de
eritrocitos para tubos de Falcon e acrescentou-se a estes aliquotas da amostra. Os tubos
foram incubados a temperatura de 25 + 2 °C por 1 h e novamente centrifugados. Para
averiguar o provavel processo de hemolise o sobrenadante foi submetido a
espectrofotometria (540 nm). A hemolise total (controle positivo — 100% de hemolise)
foi obtida pela adicdo do Triton X-100 na suspensdo de eritrocitos e para o controle
negativo (0 % de hemolise) foi utilizado apenas as solucdes de eritrdcitos. Esta analise
foi efetuada para os trés tipos sanguineos. Os experimentos foram realizados em
triplicata e o resultado expresso em % da média de hemolise em comparagao ao grupo

controle negativo.
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4.7.2  Atividade anti-hemolitica ou Fragilidade Osmotica Eritrocitaria (FOE)

Dando sequéncia ao procedimento anterior, desprezou-se 0 sobrenadante de
todos o0s tubos, ressuspenderam-se os eritrocitos em 2 mL de NaCl na concentracdo de
0,24 %. Os tubos foram incubados a 25 = 2 °C por 1 h e centrifugados novamente. O
sobrenadante foi submetido a espectrofotometria (540 nm) para caracterizar a atividade
anti-hemolitica. A hemolise total (controle positivo — 100 %) foi obtida com solucéo
hipotonica (NaCl 0,24%). Foram utilizados os valores obtidos a partir do controle
negativo (0 % de hemdlise) da atividade hemolitica, e a porcentagem de anti-hemdlise
foi calculada em relacdo ao controle positivo. Este experimento foi realizado em
triplicata, igualmente para os trés tipos sanguineos e os resultados foram expressos

como % da média aritmética simples.

4.8 Animais para 0s experimentos in vivo

Foram utilizados 48 camundongos albinos Swiss (Mus musculus), pesando entre
25 e 30 g de ambos os sexos. No periodo de adaptacdo, os animais foram mantidos em
gaiolas coletivas com serragem, a temperatura ambiente e longe da umidade e do sol,
recebendo racdo padrdo tipo pellets e dgua filtrada a vontade. Somente na fase inicial de
experimentacao é que os animais ficaram em jejum, submetidos a um jejum de 24 horas
para a realizacdo do protocolo de toxicidade aguda e 12 horas, para 0 ensaio de
atividade anti-inflamatoria. Todos os procedimentos experimentais foram submetidos ao

Comité de Etica no Uso de Animais, sob o protocolo 06/09.

4.9  Ensaio de toxicidade aguda e triagem comportamental

O estudo pré-clinico para avaliacdo da toxicidade aguda, seguiu a metodologia
de modelo animal preconizado pela ANVISA/2010, assim, utilizou-se 24 camundongos
da linhagem swiss, 12 machos e 12 fémeas ndo gravidas, sendo divididos em 4 grupos
compostos por 6 animais cada, 2 grupos contendo apenas fémeas e os outros dois
apenas machos, um grupo de cada sexo foi selecionado para representar os controles
negativos tratados com solugéo salina 0,9% v.0. e 0s outros 2 grupos representaram o
controles positivos tratado com o EEB das folhas de V. globosa na concentracdo de
2000 mg/Kg, v.0..
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Foi realizada uma triagem comportamental nas primeiras 72 h quanto a
determinados parametros indicativos de alteragdes no sistema nervoso central e
autdnomo que constam no anexo A, de acordo com o método descrito por Almeida et al.
(1999). Posteriormente, avaliou-se 0 consumo de agua e racdo durante 14 dias. Ao
término desse periodo os animais foram eutanasiados e tiveram seus 0rgaos removidos e
avaliados macroscopicamente. Além disso, o nimero de mortes foi contabilizado para a
determinacéo da dose letal 50 % (DL sp), segundo o método de Litchfield e Wilcoxon
(1949).

410 Teste de atividade anti-inflamatdria in vivo do EEB das folhas de V.

globosa — modelo de peritonite aguda

Para avaliar o potencial anti-inflamatério do EEB das folhas de Varronia
globosa foram utilizados 24 camundongos da linhagem swiss, estes foram divididos em
4 grupos contendo 6 animais cada:

e Grupo controle negativo, que recebeu solugéo salina 0,9% v.o.;
e Grupo controle positivo, no qual foi administrado dexametasona na

concentragdo de 5 mg/Kg v.o.

e Grupo teste 1, que recebeu o EEB das folhas de V. globosa na dose de 250
mg/Kg

e Grupo teste 2, no qual, foi administrado o EEB das folhas de V. globosa na dose
de 500 mg/Kg

Apds 30 minutos deste pré-tratamento, de acordo com metodologia de Vinegar
et al. (1973), foi induzida a inflamacdo por meio da administracdo de carragenina a 1 %
no peritdnio dos animais. Passadas 4 horas da injecdo de carragenina, os animais foram
anestesiados com ketamina 2% e xilazina 5%. Posteriormente, para coleta dos fluidos
peritoneais foi injetado 2 mL de EDTA em solucdo salina, massageando-se suavemente
0 peritbnio. Em seguida os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical. Com
o liquido coletado foi realizada contagem de leucdcitos totais em camara de Newbauer
sob microscopio optico. Para tal 20 pL do lavado peritoneal foram diluidos em 380 pL

da solugéo de Turk.
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411 Analise estatistica

Os resultados dos ensaios de citotoxicidade, toxicidade aguda e atividade anti-
inflamatdria foram expressos como a média + erro padrdo da média (e.p.m), estes dados
foram submetidos ao teste t para citotoxicidade e toxicidade aguda, seguido pelo pos-
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

51 Preparagio do EEB das folhas de V. globosa

Dos 111,09 g de po da folha de V. globosa foram obtidos 9,519 de EEB, com um

rendimento de aproximadamente 8,56 %.

5.2  Screening fitoquimico do EEB das folhas de V. globosa

O conhecimento do perfil qualitativo dos constituintes do extrato € uma etapa
essencial para o direcionamento das investigacGes, e também para o estabelecimento de
possiveis relaces entre a composicdo e o efeito bioldgico apresentado pelo extrato.
Seguindo esta afirmacéo, foi realizada uma prospeccéo qualitativa preliminar do extrato
em estudo. A Tabela 1 mostra os resultados obtidos apds 0s ensaios efetuados a partir

do EEB das folhas de Varronia globosa.

Tabela 1. Resultados do screening fitoquimico do EEB das folhas de V. globosa.

Metabdlito Secundario Teste de Identificacéo

Alcaloides Bouchardat (-)/ Mayer (-)/ Drangendorff (-)
Esteroides e triterpenos Reacdo de Liberman-Bouchard (-)

Fenois e taninos FCl; (-) /Gelatina 0,5% (-)

Heterosideo flavonico ++

Flavonois ++

Saponina — Espuma +

Catequinas -

Polissacarideos -

Legenda: ( -) negativo; (++) positivo.

Foi possivel detectar a presenca de flavonoides tanto na forma de heterosideos
como de flavondis, além de saponinas. Em contra partida, os ensaios para alcaldides,
taninos, polissacarideos, catequinas, esteroides e triterpenos deram negativo, no entanto,
podem ndo implicar na auséncia desses constituintes, sendo possivel que tenha ocorrido

interferéncia de outros constituintes na formacdo de cores ou precipitados, ou mesmo
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que as quantidades destes metabolitos analisados tenham sido insuficientes para o
desenvolvimento das reagoes.

Os metabdlitos secundarios detectados ddo suporte ao seu uso medicinal,
destacando-se os flavonoides, pois foram os metabdlitos secundarios que reagiram mais
fortemente. De modo geral, alguns estudos mostram que os flavonoides, entre outras
atividades bioldgicas, tem uma boa acgdo anti-inflamatéria, que foi relacionada,
principalmente, a inibicdo de mediadores inflamatorios (DI CARLO, 1999). Portanto,
esta etapa do estudo foi bastante importante na escolha dos testes seguintes, no qual foi

realizada a quantificacdo de flavonoides e o ensaio de atividade anti-inflamatdria.

5.3 Quantificacao de flavonoides do EEB das folhas de V. globosa

O teor de flavonoides foi determinado para amostra do EEB das folhas de V.
globosa, utilizando o ensaio com solucdo de cloreto de aluminio, segundo metodologia
descrita por MEDA et al., 2005.

O cation aluminio forma complexos estaveis com os flavonoides em metanol,
ocorrendo na andlise espectrofotométrica um desvio para maiores comprimentos de
onda e uma intensificacdo da absorcdo. Dessa maneira, é possivel determinar a
quantidade de flavonoides, evitando-se a interferéncia de outras substancias fendlicas,
principalmente os &cidos fendlicos, que quase sempre acompanham os flavonoides.
Nessas condi¢cdes, o complexo flavonoide-Al absorve em comprimento de onda bem
maior do que o flavonoide sem a presenca do agente complexante. Os acidos fendlicos,
mesmo o0s que formam complexos com AICl3, absorvem em comprimentos de onda
muito inferiores, evitando-se dessa maneira interferéncias na absorbancia (MARCUCCI
et al, 2005).

Gréfico 1. Curva de calibragdo para a quantificacdo dos flavonoides do EEB das folhas de V. globosa.
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A curva de calibracdo (Gréafico 1) foi construida a partir da media das leituras
das absorbancias e apresentou coeficiente de correlagdo linear (R2) de 0,9977, sendo
considerada linear suficiente para ser usada com confiangca na determinagdo do teor de
flavonoides totais no EEB. A partir do valor médio das absorbancias obtidas para as
solucdes dos extratos e da equacdo da reta fornecida pela curva de calibracdo (y =

0,034x - 0,0053) a concentracdo de flavonoides foi obtida, e registrada na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados da quantificacdo de flavonoides do EEB das folhas de V. globosa.

Conc. Flavonoides D.P. Flavonoides  D.P.  Flavonoides D.P.
solugao (Mg/mL)  (tpg/mL) (%) (% %) (mg/g) (+ mg/g)
(Hg/mL)

500 19,85 0,58 3,97 0,11 39,70 1,15

Devido a presenca de quantidade significativa de compostos flavonoicos, o EEB
das folhas de Varronia globosa despertou curiosidade para pesquisa de possiveis
atividades bioldgicas em especial a atividade anti-inflamatoria bem como sobre seu
potencial de protecdo contra hemdlise. No entanto, antes destes ensaios foi necessario

analisar sua toxicidade, fator bastante importante para futuras pesquisas em humanos.

5.4  Anélise fisico-quimica do pé das folhas de V. globosa

Vaérios ensaios foram realizados com o objetivo de controlar a qualidade do
material botanico. As analises fisico-quimicas envolveram a perda por dessecacao,
determinacdo da densidade bruta e de compactacdo, analise granulométrica,
determinacdo do pH e determinacdo do teor de cinzas. Os resultados destes ensaios
estdo expressos na Tabela 3.

Tabela 3. Resultados dos parametros fisico-quimicos do pé das folhas de V. globosa.

Densidade Bruta 0,125 g/mL
Densidade de Compactacao 0,222 g/mL
Fator de Hausner 1,77
pH 5,54
Granulometria Moderadamente Grosso
Teor de Cinzas 5,87 %

Perda por dessecacao 10,75 %
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A avaliacdo granulométrica do material moido é um parametro importante a ser
estabelecido, pois representa uma influéncia direta sobre a eficiéncia no processo
extrativo. Pos constituidos por particulas muito grandes irdo dificultar o processo de
extracdo, uma vez que a superficie de contato entre o material e o solvente é pequena.
No entanto, uma granulometria reduzida e consequente aumento da superficie de
contato dos grdos possibilitam eventuais problemas de estabilidade, devido a adsor¢éo
de umidade (OLIVEIRA et al., 1996). O material em estudo foi classificado como
moderadamente grosso, sugerindo uma matéria-prima com boa perspectiva de
conservacgao no que se refere a embalagem e ao armazenamento, caso venha a se tornar
um fitoteréapico.

A densidade é uma propriedade fisica importante e pode ser utilizada para
distinguir um material puro de um impuro. Pode ser utilizada na identificacédo e no
controle de qualidade de um determinado produto industrial, bem como ser relacionada
com a concentracdo de solugdes (ANDRE, 2013). A determinacio da densidade
aparente e de compactacdo foi usada para a previsdo das caracteristicas de
compressibilidade dos materiais utilizados. Foi obtido um valor de 0,125 g/mL para a
densidade bruta e 0,222 g/mL para a densidade de compactacdo. A Farmacopeia
Brasileira 5%d. ndo determina valores maximos e minimos de densidade aparente para
espécies vegetais. Posteriormente o Fator de Hausner foi determinado, obtendo um
valor de 1,77 o que classificou o material como ndo facilmente compressivel, pois o
valor foi superior a 1,25, indicando uma certa dificuldade na compactacdo dos granulos
e, portanto, necessitando de uma maior quantidade de solvente a ser utilizada no
processo de extracdo para evitar a flutuacdo das particulas (AMARANTE, 2010).

O pH (5,54 + 0,19) sugere o carater acido das substancias contidas no po das
folhas de Varronia globosa. Esse dado é fundamental no processo de extracdo, pois o
valor do pH é responsavel por selecionar e determinar as substancias a serem extraidas,
de acordo com suas caracteristicas quimicas e de polaridade. O pH acido ainda evita o
ataque de alguns microrganismos contaminantes atuando como sensor da estabilidade
do medicamento, pois é sinalizador de provaveis altera¢cdes quimicas que possam estar
ocorrendo no meio extrativo (LONGHINI et al, 2007).

Os resultados da determina¢do de cinzas totais nas amostras das folhas
apresentaram-se abaixo de 14%, conforme os limites estabelecidos nas monografias de
diversas drogas vegetais descritas na Farmacopeia Brasileira 5% Edi¢do (2010),

indicando que as mesmas nao possuem excesso de terra e/ou areia, pois as cinzas totais



45

incluem aquelas derivadas de tecido vegetal (cinzas fisioldgicas) e derivadas de
materiais estranhos, especialmente areia e terra aderente a superficie da droga (cinzas
ndo fisioldgicas) (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2000).

O valor encontrado para a analise de perda por dessecacdo em estufa esta dentro
dos limites maximos encontrados no cddigo oficial brasileiro (8 a 14% de umidade),
com relacdo a maioria das drogas vegetais (FARMACOPEIA, 2000). Este parametro
auxilia a caracterizagdo da droga e esté relacionado a estabilidade microbiol6gica da
droga, como expressdo de sua susceptibilidade ao desenvolvimento de bactérias e
fungos, e estabilidade quimica, representada especialmente pelos processos de hidrolise
(WHO, 1992).

5,5  Avaliacdo citotoxica do EEB das folhas de V. globosa

5.5.1 Atividade hemolitica do EEB das folhas de V. globosa

Ao analisar os dados obtidos, foi demonstrado que o EEB das folhas de V.
globosa ndo possui a capacidade de causar danos na membrana eritrocitaria para 0s
sangues do tipo A e O até a concentracdao de 500 pg/mL, quando comparados com seu
respectivo controle negativo, e até a concentracdo de 1000 pg/mL para o sangue B, que
provoque o rompimento e consequente morte da célula. Resultado bastante satisfatorio
pelo fato destas células serem responsaveis pelo transporte de oxigénio (O,) e gas
carb6nico (CO;) no organismo. Os resultados desta analise para 0s tipos sanguineos

ABO estdo expressos nos graficos de 2 a 4.

Grafico 2. Efeito hemolitico do EEB das folhas de V. globosa em eritrécitos humanos do tipo A.
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99 %
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1009
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EEBF-Vg [100 pg/mL]
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%

EEBF-Vg [500 pg/mL]
EEBF-Vg [1000 pg/mL]

BEEDOA

Controle posit (Hb+Triton X)

Os resultados estdo expressos como média + e.p.m. Andlise por teste t *p<0,05, **p<0,01, ***p< 0,001
(n=3). Sendo, EEBF-Vg: Extrato Etanélico Bruto das folhas de V. globosa.
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Grafico 3. Efeito hemolitico do EEB das folhas de V. globosa em eritrécitos humanos do tipo B.
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EEBF-Vg [1000 pg/mL]
Controle posit (Hb+Triton X)

BHEEDOA

Os resultados estdo expressos como média * e.p.m. Analise por teste t *p<0,05, **p<0,01, ***p< 0,001
(n=3). Sendo, EEBF-Vg: Extrato Etandlico Bruto das folhas de V. globosa.

Grafico 4. Efeito hemolitico do EEB das folhas de V. globosa em eritrécitos humanos do tipo O.

Sangue O

1501

Controle neg (Hb+NaCl0,9%)
1004
EEBF-Vg [10 pg/mL]

EEBF-Vg [100 pg/mL]

Hemodlise

501 EEBF-Vg [500 pg/mL]

%

EEBF-Vg [1000 pg/mL]

BEEDOA

Controle posit (Hb+Triton X)

Os resultados estdo expressos como média * e.p.m. Andlise por teste t *p<0,05, **p<0,01, ***p< 0,001
(n=3). Sendo, EEBF-Vg: Extrato Etanélico Bruto das folhas de V. globosa.

Foi observado que a hemolise variou de acordo com o tipo sanguineo, podendo
ser decorrente dos diferentes antigenos expressos ha membrana dos eritrocitos de cada
grupo sanguineo. No tipo B estd presente a galactose, sendo provavelmente o
responsavel pela maior resisténcia desses eritrocitos ao extrato. O Sorotipo A apresenta
o0 antigeno N-acetilgalactosamina, o sorotipo AB possui ambos 0s antigenos e o sorotipo
O ndo tem nenhum dos antigenos (BATISSOCO; NOVARETT]I, 2003). O percentual de
hemolise pode ainda, ter sido decorrente da presenca de saponinas no extrato, pois este
metabolito secundario possui a capacidade de desestabilizacdo da membrana
eritrocitaria.

Os eritrdcitos tém sido utilizados como modelo para avaliar o efeito protetor ou
toxico de uma grande variedade de substancias permitindo obter informacao sobre os
efeitos destas sobre a membrana celular. A ocorréncia de hemolise ap0s a exposi¢ao ao
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produto teste pode ser diretamente correlacionada com a sua citotoxicidade e utilizada
como o primeiro passo na triagem toxicoldgica in vitro (SCHIAR et al., 2007).

A partir destes resultados pode-se conferir que o EEB das folhas de V. globosa
apresenta baixa citotoxicidade, pois todas as concentracfes estudadas obtiveram um
baixo grau de hemolise, visto que de acordo com Rangel e colaboradores (1997), o
percentual de hemolise entre 0 a 40% ¢é considerado baixo, 40 a 80% moderado e maior
que 80% alto. Garantindo desta forma uma boa margem de seguranga, caso este venha a

se tornar um fitoterapico.

5.5.2  Atividade anti-hemolitica ou Fragilidade Osmotica Eritrocitaria (FOE)

Foi possivel atribuir, a partir dos resultados obtidos, que as concentragdes
analisadas do EEB das folhas de V. globosa ndo apresentaram atividade anti-hemolitica
significativa frente a eritrécitos dos tipos sanguineos A, B e O diante de estresse
osmatico causado pelo meio hipoténico, quando comparados com seu correspondente
grupo controle positivo. As respectivas doses de 1000 pug/mL para o sangue do tipo A e
O nao foram analisadas, pois as mesmas demonstraram potencial hemolitico no estudo
anterior.

Os resultados deste ensaio para os tipos sanguineos ABO estdo expressos nos

graficosde5a7.

Gréfico 5. Atividade anti-hemolitica do EEB das folhas de V. globosa frente a eritrdcitos do tipo

sanguineo A.
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EEBF-Vg [500 pg/mL]+NaCl0,24%

55 %

— N Controle neg (Hb+NaCl0,9%)

o= T

Os resultados estdo expressos como média + e.p.m. Analise por teste t *p<0,05, **p<0,01, ***p< 0,001
(n=3). Sendo, EEBF-Vg: Extrato Etandlico Bruto das folhas de V. globosa.
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Gréfico 6. Atividade anti-hemolitica do EEB das folhas de V. globosa frente a eritrcitos do tipo

sanguineo B.

Sangue B
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Hemodlise

EEBF-Vg [100 pg/mL]+NaCl 0,24%

501

EEBF-Vg [500 pug/mL]+NaCl 0,24%

%

EEBF-VQg[1000 pg/mL]+NaCl0,24%

A Controle neg (Hb+NaCl0,9%)
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Os resultados estdo expressos como média * e.p.m. Analise por teste t *p<0,05, **p<0,01, ***p< 0,001
(n=3). Sendo, EEBF-Vg: Extrato Etandlico Bruto das folhas de V. globosa.

Gréfico 7. Atividade anti-hemolitica do EEB das folhas de V. globosa frente a eritrocitos do tipo

sanguineo O
Sangue O
150+
(]
o 1004 .
s Bl controle posit (Hb+NaCl0,24%)
£
) EEd EcBF-Vg [10 pg/mL]+NacCl0,24%
I
S 501 B3 EcBF-vg [100 pg/mL]+NaCl 0,24%
5.2% Il EeBF-vg [500 pg/mL]+NaCl 0,24%
ek Controle neg (Hb+NaCl0,9%)

Os resultados estdo expressos como média = e.p.m. Analise por teste t *p<0,05, **p<0,01, ***p< 0,001
(n=3). Sendo, EEBF-Vg: Extrato Etanélico Bruto das folhas de V. globosa.

A fragilidade osmdtica eritrocitaria (FOE) avalia a influéncia qualitativa de
substancias sobre os eritrocitos (MOUSINHO et al., 2008) e expressa a habilidade das
membranas manterem sua integridade estrutural quando expostas a um estresse
osmético (ALDRICH, 2006). Alguns autores tém descrito que algumas drogas assim
como alguns fitoconstituintes sdo capazes de induzir alteracdes na forma e fisiologia dos
eritrocitos (AMMUS; YUNIS, 1989; OLIVEIRA et al., 2005).

A partir do exposto, o EEB das folhas de V. globosa ndo protege os eritrdcitos
frete a um estresse osmotico, 0 que acaba interferido na funcionalidade da célula, na
fisiologia e no transporte de moléculas. Portanto, o material testado ndo consegue evitar

esses distUrbios de homeostase.
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5.6 Ensaio de toxicidade aguda e triagem comportamental

O extrato etandlico bruto das folhas de Varronia globosa ndo apresentou
toxicidade aguda na dose de 2000 mg/kg de peso do animal, administradas por v.o.. O
extrato ndo induziu mortes nem alteracGes comportamentais, ndo sendo, portanto,
possivel calcular a DL50, de acordo com os parametros estabelecidos pela Agéncia de
Vigilancia Sanitéaria, caracterizando desta forma o EEB das folhas de V. globosa como
de baixa toxicidade, conforme o ministério da salde, que classifica os agentes toxicos
via oral como altamente toxicos (DL50 < 200 mg/kg), mediamente toxicos (DL50 entre
200 e 2000 mg/kg) e pouco toxicos (DL50 entre 2000 e 6000 mg/kg) (BRASIL, 2004).

Durante o periodo das 4 horas que se seguiram a administracdo de 2000 mg/kg
do EEB das folhas de V. globosa, os animais tratados ndo demonstraram nenhum sinal
de toxicidade evidente, o que também correu durante os 13 dias seguintes do
experimento.

O EEB das folhas de V. globosa néo alterou o peso dos machos e fémeas apds
14 dias quando comparado com o grupo controle. Em relacdo ao consumo de agua, o
extrato etanolico modificou significativamente este pardmetro nos camundongos
machos e fémeas em comparacdo a seu grupo controle, entretanto, alterou
significativamente apenas o consumo de racdo dos machos em relagdo ao grupo controle
(Tabela 4).

Tabela 4. Efeito do tratamento agudo do EEB das folhas de V. globosa na avaliagdo ponderal e consumo

de 4gua e racdo dos camundongos (n=6).

Grupo Peso inicial Peso final Consumo de Ingestao de

(9) (9) agua (mL) racao (g)

Sol. Salina 29,00+0,86 36,50+ 0,34 51,07 + 2,76 29,36 + 7,20
0,9% (Machos)
EEB 2000 28,83+0,65 3516+0,72 58,50 +2,32* 33,42 + 3,45*
mg/Kg
(Machos)
Sol. Salina 25,50+0,68 28,83+1,12 42,86 +1,12 26,08 + 4,51
0,9% (Fémeas)
EEB 2000 2794+103 2933+0,88 46,07 +0,59* 25,46 + 1,82
mg/Kg
(Fémeas)

Os dados estéo apresentados como média + d.p.; Test “t” de Student, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Na avaliacdo da toxicidade aguda de V. globosa os animais controles e
experimentais ganharam peso durante o tratamento (Tabela 4). Os machos que
receberam o EEB das folhas de V. globosa ingeriram mais ragdo, demonstrando
provavelmente um efeito da propria planta sobre o apetite dos animais, e também
tiveram um maior consumo de &gua, sugerindo assim, uma maior sensibilidade dos
machos aos efeitos do EEB das folhas de V. globosa (Tabela 4). De acordo com Hu et al
(1993) as drogas podem exercer efeitos predominantemente em um dos sexos do
animal, pois podem ser metabolizadas diferentemente de acordo com o sexo (ROFF et
al, 1992).

O EEB das folhas de V. globosa ndo provocou nenhuma alteragdo macroscépica
significativa em érgdo como coracdo, figado, baco e pulméao quando comparados com o
grupo controle, porém foi observado um aumento significativo no peso dos rins para
machos e fémeas tratados com o material em analise, em comparacdo com 0 grupo

controle. Estes dados estdo expressos na Tabela 5.

Tabela 5. Efeitos do tratamento agudo do EEB das folhas de V. globosa no peso dos 6rgaos de

camundongos (n=6).

Grupo Coracgéo Figado Rins Baco Pulméo
(9) (9) (9) (9) (9)

Sol. Salina 0,004+ 0,04 +0,02 0,015+ 0,014 + 0,02 0,007+
0,9% 0,002 0,001 0,001
(Machos)

EEB 2000 0,005+ 0,053+ 0,059+ 0,012+ 0,007+
mg/Kg 0,001 0,008 0,001*** 0,001 0,0008
(Machos)

Sol. Salina 0,005+ 0,05+ 0,01 0,013+ 0,027+ 0,006+
0,9% 0,0004 0,001 0,031 0,004
(Fémeas)

EEB 2000 0,005+ 0,053+ 0,034+ 0,016+ 0,008+
mg/Kg 0,001 0,007 0,053** 0,025 0,002
(Fémeas)

Os dados estdo apresentados como média + d.p.; Test “t” de Student, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Apesar das alteracdes observadas ndo é possivel inferir toxicidade ao extrato
testado sendo necessaria a realizacdo de outros protocolos, a exemplo da pesquisa de
toxicidade crdnica para analisar a continuidade ou exacerbagéo de tais achados. Diante
dos resultados obtidos na analise toxicoldgica in vitro e in vivo pode-se atribuir ao
extrato uma baixa toxicidade, o que viabiliza a execucdo de protocolos voltados para a

determinacdo de atividades farmacologicas.

5.7  Teste de atividade anti-inflamatdria in vivo do EEB das folhas de V. globosa

— modelo de peritonite aguda

No modelo de peritonite induzido por carragenina a maior concentracdo de
leucécitos apés 4 horas foi de 8,8x10° células/mL, o qual foi definido como 100% de
migracdo de leucocitos. Quando os animais foram tratados com EEB das folhas de V.
globosa (250 e 500 mg/kg v.0.) ou dexametasona (5 mg/kg, v.0.) houve uma diminuigéo
significativa do nUmero total de leucdcitos demonstrando inibicdo no processo
inflamatdrio, reduzindo para 59,95% o nimero de leucocitos com a administracdo de
dexametasona e para 72,16% e 34,09% para as concentracdes de 250 e 500 mg/kg do

EEB, respectivamente, como pode-se observar no gréfico 8.

Grafico 8. Avaliacdo da atividade Anti-inflamatoria do EEB das folhas de Varronia globosa a partir do
modelo experimental in vivo de Peritonite Aguda.

Atividade Anti-inflamatéria

150 A

85,51% .
100 Controle neg (0,9% Salina)
72,16%
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- - Controle posit (Dexametasona 5mg/Kg v.o.)
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34,09%
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50 EEBF-Vg (250mg/Kg)
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EEBF-Vg (500mg/Kg)

Migracdo Leucocitaria

0= T T T
Os resultados estéo expressos como média + e.p.m. Anlise por teste t *p<0,05, **p<0,01, ***p< 0,001
(n=3). Sendo, EEBF-Vg: Extrato Etandlico Bruto das folhas de V. globosa.

Foi observado que a menor concentragdo (250 mg/kg) do EEB das folhas de V.
globosa obteve resultado significativo e a atividade foi maior com o aumento da dose,

quando comparado ao grupo controle. Confrontando ainda, os resultados do EEB com o
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da dexametasona, droga de referencia bastante utilizada, pode-se conferir atividade anti-
inflamatoria significativa ao extrato, mesmo este sendo administrado em doses bem
maiores do que a dexametasona, sendo entdo, uma espécie bastante promissora em se
consolidar como uma boa alternativa na terapéutica de doencas inflamatdrias.

Esta atividade pode ser decorrente da presenca de flavonoides no EEB das folhas
de V. globosa. Alguns mecanismos tém sido propostos para explicar a agdo anti-
inflamatoria dos flavonoides, incluindo atividade atraves do sequestro de radicais livres,
regulacdo da atividade de células inflamatdrias, modulacdo do metabolismo do acido
araquidénico, modulacdo da producdo e expressao génica de moléculas pro-
inflamatérias (BENAVENTE-GARCIA e CASTILLO, 2008; GARCIA-LAFUETE et
al, 2009).

A partir dos resultados obtidos nesta pesquisa, torna-se possivel conferir que a
espécie V. globosa possui interessante perfil fitoquimico e bioldgico. Portanto,
pesquisas futuras sdo necessarias para contribuir com o isolamento e a elucidagdo
estrutural dos metabdlitos secundarios presentes nesta espécie. A realizacdo de testes
bioldgicos com fracdes enriquecidas ou compostos isolados podera identificar quais sdo

0 grupo de metabolitos ou as moléculas responsaveis por cada atividade investigada.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, observou-se a variedade de metabdlitos secundarios encontrados
nas folhas de Varronia globosa. Os componentes majoritarios foram os compostos
flavonoides e saponinas. O teste de quantificacdo dos flavonoides nos forneceu um teor
bastante significativo, estimulando desta forma a pesquisa de possiveis atividades
farmacoldgicas. Os testes fisico-quimicos para o pé das folhas de Varronia globosa
ficaram dentro dos limites esperados, contribuindo assim para a determinacdo de
parametros de qualidade do material vegetal.

Os ensaios de toxicidade in vitro mostraram um baixo potencial citotoxico para
0 EEB das folhas de V. globosa, pois 0 mesmo na maior concentracéo testada induziu
menos de 8 % de hemdlise para os trés tipos sanguineos. No entanto, ndo protegeu estes
eritrocitos quando submetidos a um meio hipotdnico, ndo possuindo, portanto, atividade
anti-hemolitica.

Nas analises toxicoldgicas in vivo, o extrato etandlico na concentracdo de 2000
mg/Kg ndo levou a grandes alteracBes nos parametros analisados nos camundongos,
desta forma néo se pode conferir toxicidade aguda a este.

Foi observado que o material em andlise possui um bom potencial anti-
inflamatorio, pois foi demonstrado que com o aumento da dose a atividade também
aumenta, e que na concentracdo de 500 mg/kg do extrato o efeito anti-inflamatdrio
alcancado foi estatisticamente significativo quando comparado com o grupo controle e
com o efeito obtido pela administracdo de 5mg/kg de dexametasona em camundongos.

A espécie Varronia globosa é uma planta pouco explorada, tanto do ponto de
vista quimico quanto bioldgico. Portanto, os estudos de fitoquimica e das atividades
bioldgicas desta espécie foram importantes e estdo contribuindo para o conhecimento de
uma espécie ainda pouco explorada, auxiliando na busca de novos agentes que,

futuramente, possam contribuir com a terapéutica.
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Anexo A — Parametros indicativos de alterac6es no sistema nervoso central.

ANEXOS
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ATIVIDADE
FARMACOLOGICA

Quantificagdo 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

Piloerecéo

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
Ambulacio

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

Miccéo

Salivacdo

Cianose

Tdnus muscular

Forca para agarrar

3—- MORTE




