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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pdos-graduagédo em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

AVALIAC}AO DAS ATIVIDADES ANTIMICROBIANA, ANTIOXIDANTE E
ANTINOCICEPTIVA DAS FOLHAS DA
Luehea divaricata Martius

AUTORA: JULIANE DE BORBA MULLER
ORIENTADORA: MELANIA PALERMO MANFRON
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 11 de outubro de 2006

A atividade antimicrobiana das folhas da Luehea divaricata Martius pelos
métodos de difusdo em agar, bioautografia e microdilluigdo em caldo, foi significativa
(p < 0,0001) para os microorganismos Staphylococcus aureus (ATCC 6538p),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Escherichia coli (ATCC 11103),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031). Pelos métodos 2,2 — difenil, 1 — picrilhidrazila
(DPPH) e B — caroteno — linolenato (BCB), tanto o extrato bruto (EB) como as
fracbes demonstraram atividade antioxidante quando comparados com o padrao
quercetina. O EB apresentou agédo antinociceptiva com significancia de 5%
(p<0,0001) pelo método das contorgbes abdominais induzidas pelo acido acético
0,8%. Pelo método da formalina ndo apresentou atividade na Fase Neurogénica,

mas acao na Fase Inflamatéria.

Palavras-Chave: Luehea divaricata Martius; Atividades Antimicrobiana, Antioxidante

e Antinociceptiva.



ABSTRACT

Mastership Dissertation
Post-graduation Program in Pharmaceutical Sciences
Federal University of Santa Maria

EVALUATION OF ANTIMICROBIAL, ANTIOXIDANT AND
ANTINOCICEPTIVE ACTIVITIES OF LEAVES OF
Luehea divaricata Martius

AUTHOR: JULIANE DE BORBA MULLER
ADVISER: MELANIA PALERMO MANFRON
Date and local of defense: Santa Maria, October 11th 2006

The antimicrobial of leaves of Luehea divaricata Martius by methods of
difusion in agar, bioautography and microdilution in broth, was significant (p<0.0001)
for the microorganisms Staphylococcus aureus (ATCC 6538p), Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12228), Escherichia coli (ATCC 11103), Klebsiella pneumoniae
(10031) . By the methods 2,2 — diphenil, 1 — picrilhidrazil (DPPH) and B-carotene —
linolenate (BCB), not only the gross extrate (GE) but also the fractions showed
antioxidant activity when compared to the standard quercetin. The GE showed
antinociceptive action, with significance of 5% (p<0.0001) by the method of
abdominal contorsions induced by the acetic acid 0.8%. By the method of formaline it

did not show activity in the neurogenic stage, but in the inflammatory stage.

Key words: Luehea divaricata Martius; antimicrobial, antioxidant and antinociceptive

activities
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1 INTRODUGAO

O trabalho da natureza e do homem vem definindo espécies com
propriedades medicinais ao longo das Eras. No Reino Plantae observa-se uma
grande variedade de espécies medicinais empregadas no combate as enfermidades
diversas, que durante séculos foram a unica fonte de agentes terapéuticos para o
homem. Seus diversos usos séo resultados do acumulo secular de conhecimentos
empiricos sobre a agdo dos vegetais, por diferentes grupos étnicos (JUNIOR, 1995;
SIMOES et al, 1995; DE MAGALHAES, 2005; VIEIRA 2005).

No Brasil, além da assimilagdo dos conhecimentos indigenas, as
contribuigcbes trazidas pelos escravos e imigrantes representam papel importante
para o surgimento de uma medicina popular rica e original, na qual a utilizagdo de

plantas medicinais ocupa lugar de destaque (SIMOES et al, 1995).

O primeiro estudo sistematico de plantas medicinais foi realizado, cerca de
2.700 anos a.C., durante o Império Shen Nung. Entre as 365 drogas mencionadas
no Inventario de Shen Nung, encontram-se espécies, tais como Ephedra sp., Ricinus
communis além do opio de Papaver somniferum. Espécies estas que fornecem
respectivamente efedrina, 6leo de ricino e morfina, principios ativos conhecidos e
utilizados até hoje (BALICK e COX, 1997).

Segundo Bruschi e colaboradores (2000), as plantas atuam como fontes de
agentes terapéuticos, modelos para novos medicamentos sintéticos ou ainda como
material de partida, para a produgdao semi-sintética de moléculas de alta
complexidade, o que justifica os 25 % dos farmacos utilizados na atualidade serem

de origem vegetal.

Por outro lado, Di Stasi (1996) e Garcia e colaboradores (2002) estimam que
apenas 8 % das espécies vegetais da flora brasileira tenham sido pesquisadas em
busca de compostos bioativos; esse valor representa as 1100 espécies da flora

nacional que foram avaliadas.
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Entre os exemplos de farmacos obtidos a partir de fontes vegetais, destacam-
se alguns utilizados, até o presente, e de usos relativamente dispersos pelos
continentes, como, por exemplo a aspirina, a codeina, a digitoxina e o eugenol. Além
destes, pode-se ainda destacar a podofilotoxina, isolada de Podophylum peltatum,
que possui dois derivados semi-sintéticos, o etoposide, empregado no tratamento de
cancer de testiculos e certos tipos como o de pulm&o, e o teniposide, que tem
emprego no tratamento de leucemia linfoblastica aguda, linfoma n&o-Hodgkin e
neuroblastoma. Também ¢é digno de nota o psolarem, uma cumarina isolada de
Psorelea corylifolia, que tem emprego no vitiligo (KINGHORN e BALADRIN, 1993).

Uma das descobertas mais significativas sao os alcaldides da vinca,
vincristina e vinblastina. Estes s&o utilizados em todo o mundo. A vincristina vem
sendo utilizada no tratamento de cancer de pele e condi¢des ndo cancerosas. Ja a
vinblastina nos casos de tumor de mama, testiculos, pele e linfoma (DAVID e
NASCIMENTO, 2004).

O ressurgimento de varias doengas, consideradas extintas, ou restritas a uma
determinada area geografica do planeta, assim como o surgimento de novas
linhagens de agentes infecciosos, provocou um aumento nos investimentos feitos a
pesquisa de produtos naturais, tornando o mercado de fitomedicamentos com
comprovagao cientifica de eficacia clinica, seguranga e qualidade, promissor em
todo o mundo (CALIXTO, 2005).

Entre as inUmeras espécies vegetais encontradas no territério nacional, de
interesse medicinal, temos a Luehea divaricata Martius (Tiliaceae) (figura 1),
conhecida por acgoita-cavalo. Essa apresenta diversos usos etnofarmacéuticos na
infusdo das folhas e no decocto das cascas, tais como antiinflamatério, antianémico,
diurético, asséptico bucal, entre outros (PIO CORREA, 1984, ALICE et al, 1995).

Conforme Brasil (1995), o uso popular e mesmo o tradicional ndo sao
suficientes para validar eticamente as plantas medicinais como medicamentos
eficazes e seguros, e nesse sentido ndo se diferenciam de qualquer outro
medicamento sintético, onde a preconizacdo € fundamentada em evidéncias
experimentais comprobatdrias cujo risco a que se expdem aqueles que a utilizam é

suplantado pelos beneficios que possam advir.
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Segundo Elizabetsky (2006), a selecdo de uma espécie vegetal para pesquisa
baseada nas alegagbes de um dado efeito terapéutico em humanos, pode se
constituir em um valioso atalho para a descoberta de farmacos. O seu uso tradicional

pode ser encarado como uma pré-triagem quanto a utilidade terapéutica.

O conhecimento popular nos mostra que os empregos terapéuticos, as
diferentes partes da planta estudada, sdo muitos e variam de acordo com os grupos
étnicos. Segundo Calixto (2000) a tendéncia observada para a fitoterapia, assim
como no passado, € desempenhar um papel cada vez mais importante na
assisténcia a saude da populagao. Desta forma, ndo se pode negar a importancia da
avaliacao dos efeitos terapéuticos dos fitoterapicos. Para avaliar os usos populares
da acoita-cavalo e colaborar na geragéo de novos fitomedicamentos, tivemos como
objetivos, neste trabalho, testar as atividades antimicrobiana, antioxidante e
antinociceptiva do extrato metandlico e fragoes desse obtidas das folhas da Luehea

divaricata Martius.

Figura 1 - Luehea divaricata Martius (Agoita-cavalo)



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais

A Luehea divaricata Martius (Tiliaceae), esta inserida na ordem Malvales,
pertencente a subclasse Rosidae da classe Magnoliaceae de Magnoliophyta. O sul
da Africa, Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai, constituem os principais centros de
dispersdo da familia Tiliaceae, a qual conta com 35 géneros e 370 espécies das
quais cerca de 55 a 60 espécies, distribuidas em 13 géneros, ocorrem no Brasil
(LORENZI, 1988).

Essa espécie é conhecida popularmente como agoita-cavalo, agoita-cavalo
mitdo, ibatingui, ivatingui, pau-de-canga, caiboati, esteiveira. E nativa nos estados
brasileiros da Bahia, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Minas Gerais, Goias, Mato Grosso
do Sul, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (ALICE et al, 1995; LORENZI,
1988).

A acoita-cavalo é uma arvore pioneira em varias formacdes florestais. Trata-
se de uma espécie helidfita, isto €, vegeta preferencialmente em locais de bastante
luz e seletiva higrofila, ou seja em solos bastante Umidos. E, sem duvida, uma
espécie caracteristica das florestas aluviais onde pode ser bastante frequente ou
mesmo abundante. Interessante € constatar que € pouco frequente, rara ou pode
faltar completamente nas matas altas e densas, sobretudo em terrenos de inclinagéo
suave e solos profundos, onde a mata € bem desenvolvida. Nos solos rochosos e
ingremes no alto das encostas, reaparece a acgoita-cavalo com elevada frequéncia;
demonstrando assim que possui dois ambientes ecoldgicos distintos para o seu
desenvolvimento na floresta primaria. Igualmente € muito comum nas matas

semidevastadas, nas capoeiras e capoeirdes (REITZ et al, 1988).

No Estado do Rio Grande do Sul ocorre em todas as bacias hidrograficas.
Apresenta uma dispersao irregular e descontinua, sendo particularmente frequente

ao longo dos rios, terrenos rochosos e ingremes, onde a floresta € mais aberta e nas
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capoeiras mais desenvolvidas. Foi observada em todas as regides fitogeograficas;
inclusive no Escudo Rio-Grandense e na Campanha Gaucha, onde se torna uma
das arvores caracteristicas e emergentes das matas de galeria. Encontrada
praticamente desde o nivel do mar até 950 metros de altitude no planalto (REITZ et
al, 1988, LORENZI, 1992).

Durante o inverno, a L. divaricata perde totalmente as folhas, floresce nos
meses de dezembro, janeiro e fevereiro, e seus frutos encontram-se maduros de
maio a junho (LORENZI, 1988).

A madeira da acgoita-cavalo é moderadamente pesada (0,640 g/cm®); de cor
uniforme, clara, as vezes com tonalidade résea; superficie sem brilho, lisa ao tato;
textura média; sem cheiro, nem gosto distintos. Por ser moderadamente pesada, de
boa aparéncia, com retratibilidade média a baixa e resisténcia mecanica variando
entre a média e baixa, é indicada para confeccbes de estrutura de modveis. Na
construcao civil, € recomendada para ripas, molduras, corddes, guarni¢des, rodapes,
etc. Devido a sua boa trabalhabilidade, a madeira desta espécie tem sido aplicada
na fabricacdo de coronhas de armas, formas de sapatos e de outras pecas
torneadas. Boa para trabalhar, sendo usada para cadeiras, carrocerias, lancas para

cavalaria, caixas de piano, cangas e esculturas (REITZ et al, 1988; LORENZI, 1992).

Devido a utilidade, a beleza da madeira e ao valor ornamental, também das
flores bem como da arvore inteira, conta-se entre as espécies cujo cultivo merece

ser intensificado entre nés (REITZ et al, 1988).

Segundo Reitz e colaboradores (1988) e Lorenzi (1992), a acgoita-cavalo é
uma das 55 arvores consideradas como mais importantes para o reflorestamento de
areas degradadas, assim como a cabreuva, cedro, coronilha, ipé-roxo, maria-preta,

murta, peroba, salseiro, tiambaulva, entre outras.

2.2 Aspectos botanicos

De acordo com Pontiroli (1965), Dimitri (1980), Cunha (1981), Inque e
colaboradores (1984), Reitz e colaboradores (1988) e Bortoluzzi e colaboradores
(2002), a espécie € uma arvore caducifdlia, de até 30m de altura e 80 a 100 cm de

didmetro; com o tronco geralmente tortuoso e nodoso, com base alargada; fuste
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comumente curto de 4 a 6m de comprimento. No interior da floresta densa, forma
troncos quase retos e bastante altos; casca parda-acinzentada, fibrosa, com gosto
adstringente um pouco amargo; ramificagao irregular, grossa e tortuosa, formando

copa larga, densa e bastante singular, possuindo as seguintes caracteristicas:

- Folhas (Figura 2): simples, alternas disticas, oval-elipticas, elipticas ou
oblongo-lanceoladas, as vezes rdmbicas, de até 15 cm de comprimento e 6,5 cm de
largura, com apice agudo ou acuminado, base assimétrica e margem serrada com
dentes regulares a ligeiramente irregulares; nervagéo palminérvia, com trés nervuras
principais, face ventral verde-oliva, com raros pélos estrelados, aspera ao tato, face
dorsal densamente pubescente, de cor esbranquicada ou ferruginea; folhas

distintamente discolores;

y

Figura 2 - Folhas da Luehea divaricata Martius

- Flores: vistosas, rosadas, diclamideas, pentameras, hermafroditas,
actinomorfas com 3 a 4 cm de didmetro, reunidas em inflorescéncia cimosas axilares
ou paniculadas terminais. Calice com sépalas lanceoladas e tormentosas no dorso.
Corola com pétalas livres, de até 2,5 cm de comprimento e 1,5 cm de largura,
suborbiculares, barbadas na face interna. Androceu polisttmone, monadelfo, com
anteras ditecas de deiscéncia longitudinal, alternadas com estaminddios reflexos,
cbncavos, fimbriados no apice. Gineceu com ovario pentacarpelar, gamocarpelar,
pentalocular, densamente pubescente, l6culos polispérmicos, estilete unico,
pubescente até a porgdo mediana; estigma subcapitado, levemente pentalobado,

glabro;

- Fruto: seco capsular, deiscente na porgdo apical, oval-oblonga,

pentacarpelar, densamente coberto de pélos dourados; mede cerca de 3 cm de
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comprimento; lenhoso, liso e escuro quando maduro;
- Sementes: pequenas, escuras, achatadas, aladas, com ala unilateral;

Segundo Alice e colaboradores (1995) e Bortoluzzi e colaboradores (2002), as
folhnas da Luehea divaricata Martius quando desidratadas apresentam os bordos

enrolados sobre a nervura central (Figura 3).

Figura 3 - Folhas desidratadas da Luehea divaricata Martius

Ao realizarem a histoquimica da folha, observaram a presenca e a disposi¢cao

de monocristais, drusas de oxalato de calcio (Figura 4 A - B) e mucilagens.

O padrao da venacgao, bem como as fibras esclerenquimaticas envolvendo os
feixes vasculares nas folhas, a presenca de tricomas, drusas e cristais prismaticos
servem de auxilio na identificacdo e diferenciacdo de outras espécies, sendo estes
uteis na sua padronizagao e controle de qualidade botanico (BORTOLUZZI et al,
2002).

Figura 4 — Histoquimica das folhas da Luehea divaricata M. 4A — Monocristal;
4B — Drusas de oxalato de caélcio.



21

2.3 Constituintes quimicos dos vegetais

O metabolismo vegetal esta condicionado aos processos fotossintéticos e
pode ser dividido em metabolismo primario e secundario. Desses processos
resultam os metabdlitos primarios, como os lipidios, as proteinas, os carboidratos e
os acidos nucléicos (OLIVEIRA, 2003).

A maioria dos metabdlitos secundarios é formada no metabolismo da glicose.
A glicose é convertida em moléculas de acido piravico, que podem seguir duas vias
diferentes. Na primeira, moléculas de piruvato entram na via do acido chiquimico
para formar todos os metabdlitos secundarios aromaticos (alcaléides inddlicos,
quinolinicos, isoquinolinicos; ligninas e lignanas; cumarinas e taninos
hidrossoluveis). Na segunda, o piruvato continua sendo oxidado até a formagao de
moléculas de acetil-coenzima A (acetil-coA). Essas podem seguir trés vias
diferentes: via do ciclo do acido citrico, via do mevalonato e via da condensacgao do
acetato, formando os chamados derivados do acetato. Na via do ciclo do acido
citrico, serdo formados os alcaldides pirrolidinicos, tropanicos, pirrolizidinicos,
piperidinicos e quinolizidinicos. A via do mevalonato origina os terpendides e os
esterdis. A combinagdo de uma unidade do acido chiquimico, e uma ou mais
unidades do acetato ou derivados deste, podera resultar na producido de
antraquinonas, flavondides e dos taninos condensados (SANTOS, 2001; OLIVEIRA,
2003).

Simdes e colaboradores (2004) afirmam que o fracionamento do extrato bruto
com solventes de polaridade crescente possibilita inferir as possiveis classes de
substancias extraidas nas diferentes fracdes de acordo com suas polaridades e
solubilidades. O fracionamento comeca preferencialmente com o hexano onde sao
extraidos os lipidios, ceras, pigmentos e furanocumarinas; com o cloroféormio obtém-
se antraquinonas livres, bases livres de alcaldides e glicosideos cardioténicos; o
acetato de etila e butanol extraem flavondides, cumarinas simples, triterpenos de

polaridade elevada, taninos e diversas classes de heterosideos.

Os constituintes quimicos presentes na Luehea divaricata, originam-se do
mecanismo geral de todos os metabdlitos secundarios dos vegetais. Segundo
Bortoluzzi e colaboradores (2002), ficou fortemente caracterizada, na analise

fitoquimica das folhas da L. divaricata, a presenga de flavondides, saponinas,
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taninos catéquicos e mucilagem. Em menor quantidade estdo presentes os
alcaldides, dleos fixos, antocianinas, carotendides, e polissacarideos. Segundo Alice
(1995), antraquinonas livres, antracenosideos, taninos galicos, cumarinas e oleos

volateis nao estao presentes nas folhas dessa espécie.

Os flavonodides (Figura 5) sdo compostos fendlicos, cuja sintese ndo ocorre na
espécie humana. A maioria dos representantes desta classe possui 15 atomos de
carbono em seu nucleo fundamental, constituido de duas fenilas ligadas por uma
cadeia de trés carbonos (SIMOES et al, 2004).

Figura 5 - Nucleo fundamental dos flavondides e sua numeracao.

Sao conhecidos mais de 4.000 flavondides, sendo que o numero de novas
estruturas identificadas praticamente dobrou nos ultimos vinte anos. Os flavondides,
nas plantas, apresentam-se, frequentemente, oxigenados e um grande numero
ocorre conjugado com agucares. Como existem em grande quantidade na natureza,
a variagao de suas estruturas é grande. Esses compostos aromaticos, nos vegetais,
desempenham o papel de bloqueadores da radiagao ultra-violeta, além de atuarem
na pigmentacdo das espécies. No desenvolvimento de pesquisas cientificas, os
flavondides sao utilizados como marcadores taxonOmicos — substancias que
auxiliam na identificagdo botanica das plantas. Na ecologia quimica eles funcionam

como indicativos para a polinizagéo por insetos (SIMOES et al, 2004).

Diversos ensaios in vivo e in vitro vém comprovando e determinando a ampla
variedade das atividades bioldégicas dos compostos flavanoidicos. Em seres
humanos e animais, os flavondéides apresentam efeitos potenciais como
antioxidante, antiinflamatorio, protetor cardiaco, analgésico, antialérgico, anti-

tumoral, anti-diabético, cicatrizante, entre outros (SIMOES et al, 2004).



23

A acao antimicrobiana dos flavondides, provavelmente, esteja relacionada a
capacidade de complexar proteinas extracelulares e soluveis, bem como com
estruturas de parede celular bacteriana. Flavonodides mais lipofilicos poderiam atuar
provocando o rompimento das membranas microbianas. Delinear um mecanismo de
acao para os compostos flavonoidicos ndo € simples devido aos achados
conflitantes: flavondides com poucos grupos hidroxila nos seus anéis sao mais ativos
contra microorganismos que aqueles que possuem mais hidroxilas, o que leva a crer
que o alvo é a membrana microbiana, uma vez que se acredita que compostos
lipofilicos possam romper a estrutura. Todavia, outros autores tém encontrado o
efeito oposto: quanto maior a hidroxilacdo, maior a atividade (CHABOT et al, 1992;
SATO et al, 1996).

Os flavonodides podem ser encontrados em maior concentragdo na uva e na
laranja, no brécolis, na cebola e no alho, embora estejam presentes em outras fontes
alimenticias. Segundo a literatura, o consumo diario de flavonoides deve ser superior
a 500mg. (GAO et al, 1999).

Os compostos fendlicos dentre esses os flavondides, triterpenos e taninos sao
substancias polares, doadoras de elétrons, e portanto excelentes antioxidantes.
Muitos flavondides, como a quercetina, luteonilina e catequinas, sao melhores
antioxidantes que a vitamina C, vitamina E e [(-caroteno em uma mesma

concentragdo molar (Gao et al, 1999).

As saponinas, também presentes nas folhas da acgoita-cavalo, sédo glicosideos
de esterdides ou de terpenos policiclicos, e apresentam caracteristica lipofilica

(triterpenos ou esterdides) e hidrofilica (agtcares) (SIMOES et al, 2004).

As saponinas classificam-se de acordo com a estrutura molecular de sua
aglicona. As saponinas triterpénicas sdo formadas por cinco anéis de seis atomos de
carbono; ja as saponinas esteroidais possuem trés anéis de seis carbono e dois
anéis de cinco carbonos (SCHENKEL et al, 2002).

Dentre as propriedades farmacoldgicas das saponinas, podemos citar a
atividade antiinflamatdria, hemolitica, antimicrobiana, e antiviral. Muitas propriedades
sao facilmente detectadas e testadas, porém algumas atividades constatadas, nao
sdo empregadas na terapéutica devido aos efeitos toxicos das saponinas em
organismos vivos (SCHENKEL et al, 2002).
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As plantas ricas em taninos sdao empregadas na medicina tradicional, no
tratamento de diversas moléstias organicas como a diarréia, hipertensao arterial,
reumatismo, hemorragia, problemas estomacais e renais, e nos processos
inflamatodrios (SIMOES et al, 2004). Segundo De Mello e Santos (2004) esses

compostos podem apresentar atividade bactericida, fungicida, moluscida e antiviral.

As atividades farmacoldgicas dos taninos podem estar relacionadas a
habilidade destes compostos em complexar-se com proteinas, polissacarideos e
ions metalicos (Fe, Mn, Cu, Al, Ca) (DE MELLO e SANTOS, 2004). A complexacéo
com proteinas se da através de interacbes n&o-especificas como pontes de
hidrogénio e efeitos hidrofébicos, bem como através de ligacbes covalentes.
Portanto a capacidade de inibir microorganismos pode estar relacionada com a
inativacdo de adesinas, enzimas e proteinas transportadoras do envelope celular
(SIMOES et al, 2004). Os taninos podem ser téxicos para os fungos filamentosos,
leveduras e bactérias (SCALBERT, 1991).

Segundo Tanaka e colaboradores (2003, 2005) o estudo quimico da fragao
cloroférmica do extrato bruto metandlico das folhas resultou no isolamento do acido
3B-p-hidroxibenzoil torméntico (1), um novo triterpeno com esqueleto basico dos
ursenos, e de uma mistura cuja substancia maijoritaria foi o acido maslinico (2),
triterpeno derivado dos oleanos. Posteriormente foi isolado, da fracdo acetato de
etila do extrato bruto das folhas, a vitexina (3), uma flavona C-glicosilada; ja o
esterdide glicopiranosilsitosterol (4) foi isolado da fragao cloroférmica. O flavondide
epicatequina (5), um flavan-3-ol, foi isolado da fracdo acetato de etila do extrato

bruto metandlico das cascas do caule (Figura 6).
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Figura 6 - Constituintes Quimicos Extraidos das Folhas da Luehea divaricata Martius.
Fonte: Tanaka e colaboradores (2005)

2.4 Sinergismo e antagonismo de principios ativos

O fato de uma droga vegetal poder apresentar varios principios ativos com o
mesmo efeito pode possibilitar interagdes sinérgicas sendo superior em eficacia com

relacdo aos compostos isolados (WALRANT, 1990).

A alcachofra apresenta substancias que se mostram inativas quando

analisadas isoladamente, quando presentes em misturas aumentam sua atividade.
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Alguns extratos totais de plantas contém saponinas, polifendis e outros compostos
que podem influenciar decisivamente na absor¢cdo do principio ativo, propiciando
aumento de sua biodisponibilidade (BONATI, 1980).

Foi demonstrado com o Hypericum perforatum a superioridade do efeito
antidepressivo com fragdes totais em relacdo a compostos isolados, sendo o
sinergismo atribuido a substancias que aumentam a biodisponibilidade das
hipericinas (BUTTERWECK et al, 1997).

Muito interessante € a ocorréncia, na mesma planta, de substancias com
propriedades antagdnicas entre si e que, dificultam a interpretacédo dos resultados,
por mascararem os efeitos. Ag¢gdes histaminicas e anti-histaminicas foram
observadas no mesmo extrato aquoso das folhas de Ageratum conyzoides (SILVA et
al, 1990).

Variagdes qualitativas foram demonstradas em diferentes fracbes de Croton
zehntneri, enquanto um extrato apresentou atividade espasmogénica e contratil in
situ sobre duodeno de coelho e musculo retoabdominal de sapo, o hidrolato
propiciou efeito espasmolitico e inibidor das contragdes provocadas por acetilcolina;
por outro lado, o d6leo essencial mostrou-se diurético, exatamente o oposto dos
extratos hidroalcodlico, sugerindo que estas diferencas estariam relacionadas a

composi¢cado quimica de cada fragdo (FERNANDES et al, 1978).

A presenca de sodio, potassio, calcio e outros ions inorganicos num extrato
vegetal, de alguma forma, pode ser o fator responsavel por certas propriedades
farmacolégicas e que, portanto, ndo necessariamente estdo relacionadas aos
principios ativos de natureza orgéanica (SIXEL E PECINALLI, 2005).

Os efeitos cardiacos do extrato de folhas de Ruelia sanguinea, sao devidos a
presencga de potassio. O efeito hipoglicemiante de varias plantas antidiabéticas esta
relacionado com o cromo, ja que apresentam alto teor deste elemento em relacéo a
outros vegetais. Esta relacao € devido ao efeito hipoglicemiante da Atriplex halimus
persistente, apds sua queima, sugerindo principio ativo de natureza inorganica
encontrado nas cinzas (IVORRA et al., 1989).

O planejamento do estudo farmacoldgico com plantas tidas como medicinais
na forma de chas e extratos exige investigacées minuciosas em face de inumeros

fatores que comumente dificultam a comprovagédo em modelos experimentais, ja que
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sdo misturas complexas e indefinidas de principios ativos e outros secundarios que,
aléem de variarem constantemente sua composicdo, podem se potenciar ou
antagonizar mutuamente, bem como, com certa frequéncia, n&do produzem efeito
agudo, em face de periodos de laténcia que podem alcangar varias semanas
(CALIXTO, 2003).

2.5 Etnofarmacologia e atividades farmacolégicas

2.5.1 Etnofarmacologia

Conforme Elizabetsky (2006), o mal dos que estudam as supersticoes € nao
acreditarem nelas. A etnofarmacologia n&o trata de supersticdes e sim do
conhecimento popular relacionado a sistemas tradicionais de medicina. Para
apreciar o conhecimento popular € preciso admiti-lo como tal - um corpo de

conhecimento, um produto do intelecto humano.

Silveira e Silveira (2002) ao observar a cultura de dezesseis familias
indigenas Mbya-Guarani, da aldeia Jataity, no municipio de Viamao/RS, constataram
que estes mascavam folhas da Luehea divaricata Martius (acoita-cavalo) para
prevenir afecgdes bucais, pois na cultura desta aldeia a “palavra” € muito valorizada.
Segundo os autores, os indios Mbya-Guarani ndo apresentam problemas

periodontais.

O conhecimento popular sobre os usos medicinais da acgoita-cavalo sao
referidos por diversos autores. A raiz € considerada um depurativo e antiinflamatoério
(ALICE et al., 1995). As cascas sao muito usadas como antidiarréico, adstringente,
antipirético, antitumoral e antianémico (MAFFEI, 1969; CHIRIANI, 1982). As cascas,
folhas e flores sao usadas para cicatrizar feridas na pele, lavagem vaginal, diurético,
antiartritico, antileucorréico, como tonico, e em afecgcbes do aparelho respiratoério,
tais como laringite, bronquite e tosse (ROIG e MESA, 1945; REITZ, 1950; MAFFEI,
1969; TANAKA et al, 2003). As folhas sao citadas como fitoterapicos contra
disenteria, reumatismo, blenorragia, tumores e também sado referidos como
antiinflamatério, calmante e antiespasmoédico (FREIRE, 1933; GONZALES et al,
1937; MAFFEI, 1969; TOURSARKISSIAN, 1980; TANAKA et al, 2005).
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2.5.2 Atividades farmacoldgicas

Durante seéculos, preparagbes contendo extratos vegetais vém sendo
empregadas no tratamento de diversas enfermidades (SCHUBERT, 2003). Nas
ultimas décadas, o aprimoramento no isolamento, purificagao e elucidagao estrutural
de compostos, e a credibilidade na eficacia e seguranga clinica, favoreceram a

expansao mundial do mercado dos fitomedicamentos (CALIXTO, 2005).

A avaliagdo da atividade biolégica inclui a investigagdo da atividade
farmacoldgica e toxicoldgica de substancias isoladas, fragdes e extratos totais da
droga vegetal (ZANETTI, 2002). Segundo Sonaglio e colaboradores (1999) a
necessidade de constatar a atividade biologica de uma planta, e de seus produtos
derivados, € abordada considerando a necessidade de comprovagdao de uma
determinada atividade farmacolégica atribuida pela medicina popular, ou
estabelecendo estratégias para o desenvolvimento tecnoldgico, pois a validagdo do
processo tecnologico exige a conservagdo da composicdo quimica e da atividade

farmacolodgica a ser explorada.

Atualmente avanca o interesse da industria farmacéutica por espécies
vegetais que apresentem efeitos antimicrobianos, pois sdo inumeras as doencgas
causadas por bactérias e fungos, e é grande a resisténcia que esses adquirem
frente as varias drogas empregadas rotineiramente (CHAMBERS e SANDE, 1996;
TITRILLINI et al, 1996; AVANCINI et al, 2000; ZANETTI, 2002).

A Farmacopéia Brasileira (1988) indica o emprego de duas metodologias para
a determinagdo da atividade antimicrobiana, o método de difusdo em agar e o
turbidimétrico. Segundo Pregnolatto (1999) o método de difusdo em agar, usando
discos de papel ou cilindros como reservatorios, € utilizado desde a década de 40 e

atualmente € um dos mais utilizados para testar extratos de plantas.

Outros métodos sdo citados na literatura, como microdiluicdo em caldo e
bioautografia. Segundo Hamburguer e Cordell (1987), a bioautografia € amplamente

difundida na busca de novos compostos quimicos com atividade microbiana.

Apesar de haver diferentes métodos para avaliar a atividade antimicrobiana,

seus resultados ndo podem ser comparados, pois algumas metodologias favorecem
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a interacado droga-microorganismo, propiciando melhores resultados (KNOBLOCH et
al, 1986; AHMAD e BEG, 2001).

Estudos vém sendo realizados com o intuito de comprovar a acéao
antimicrobiana de plantas utilizadas na cultura popular. O extrato de plantas € uma
mistura de compostos bioativos que sinergicamente atuam na permeabilidade da
membrana e na atividade respiratéria celular microbiana, causando a morte
(bactericida) ou inibindo o crescimento microbiano (bacteriostatico) (SILVEIRA,
1997). Haicour (1974) demonstrou a atividade bacteriostatica do extrato aquoso de
Phyllanthus niruri, utilizando toda a planta (3 g / 100 ml) contra a Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis, tendo a estreptomicina como padrao.
Entretanto ao avaliar a atividade antibacteriana, verificou uma variagdo de atividade
para os extratos das diferentes partes da planta frente ao B. subtilis. Avancini e
colaboradores (2000) analisando o decocto da Baccharis trimera (carqueja),
verificaram a agao desse nas bactérias Gram-positivas. Nascimento e colaboradores
(2000) relataram a ag¢do antimicrobiana de extratos de plantas usadas na cultura
popular como o “alecrim” e a “erva-cidreira” frente a bactérias sensiveis e resistentes
a antibidticos sintéticos e constataram, que em alguns casos houve sinergismo entre
os antibidticos e os extratos usados, possibilitando que antibiéticos ineficazes

apresentassem agao sobre bactérias resistentes.

A etnofarmacologia também tem sido aplicada para o tratamento das
enfermidades animais, ndo somente no Brasil como em outros paises (LANS e
BROWN, 1998). Schmitt e colaboradores (2003), ao submeter o decocto das folhas
de Bryophillum pinnatum (folha-da-fortuna), frente as bactérias isoladas de caes com
lesbes de pele, observaram que os resultados obtidos sugeriam a existéncia de
substancias com atividade antimicrobiana, que atuavam seletivamente sobre
bactérias Gram-positivas causadoras de lesdes na pele, justificando assim a sua

popularidade na ethomedicina.

De Oliveira e colaboradores (2005) submeteram o extrato alcodlico obtido das
folhas de Syzigium cumini a avaliagédo do seu potencial antimicrobiano por difusdo
em agar, e observaram que o extrato bruto apresentou atividade contra
Staphylococcus aureus, Micocroccus luteus, Pseudomonas aeroginosa, Shigella
flexneri, Candida albicans e Candida krusei. Pela mesma metodologia, Flordo e

colaboradores (2005) demonstraram que 0s Oleos essenciais obtidos de quatro
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espécies de Baccharis apresentavam acao bactericida frente a cepas Gram-

positivas.

Andresek e colaboradores (2004) evidenciaram que os extratos mais polares
(50 % VIV MeOH em acetato de etila e 75 % V/V MeOH em agua) da casca do
carvalho (Quercus robur) foram bactericidas para Staphylococcus aureus, e 0s
extratos menos polares (75 % acetato de etila em hexano, 100 % acetato de etila,
5 % metanol em acetato de etila) apresentaram atividade antimicrobiana contra
bactérias Gram-negativas e fungos. Logo substancias ativas contra Gram-negativas
e fungos encontram-se em extratos lipofilicos e as ativas contra S. aureus estéo
presentes em extratos lipofébicos. De acordo com este estudo, desde que diferentes
extratos contenham compostos de diferentes polaridades, estes podem apresentar

uma tendéncia a atividade antimicrobiana similar.

Na Nigéria, o extrato aquoso (200 mg/ml) da raiz de Greura mollis (Tiliaceae)
frente a Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, apresentou um fraco halo de inibicdo (<15 mm) pelo método de

difusdo em agar, quando comparado com o padréao (ADAMU et al, 2005).

Garcia (2000) ao testar as partes aéreas de Phyllanthus niruri € Phyllanthus
tenellus (Euphorbiaceae), constatou que a fragdo butandlica apresentou maior
atividade contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus
subtilis, Micrococcus luteus, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli quando
comparada com as demais fracdes. O autor infere que a presenca de substancias
mais polares das espécies esta relacionada a atividade antimicrobiana e essas,

provavelmente, possam ser extraidas na forma de infuso.

Manfron (1997) estudando a agao antimicrobiana de Xanthium cavanillesii
comprovou, por difusdo em agar, a agao do extrato metandlico de raizes, caules,
folhas e frutos frente a Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Saccharomyces cerevisiae,
quando comparados com padrdes antimicrobianos recomendados pelo Food and
Drug Administration (FDA). Pelo mesmo método, Chattopadhyay e colaboradores
(2002) demonstraram a atividade do extrato metandlico, aquoso e fragcbes de
Mallotus peltatus, contra S. aureus, S. saprophyticus, S. faecalis, B. subtilis, E. coli e

P. mirabilis, relatando maior atividade na fragao butandlica em relagcdo a aquosa,
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para os microorganismos testados.

Dezoito espécies medicinais do Rio Grande do Sul, foram selecionadas por
Souza e colaboradores (2004) para um screening antimicrobiano. As espécies
Cordia monosperma, Echinodorus grandiflorus, Ocotea odorefera, Pluchea sagittalis,
Psidium cattleyanum, Senna neglecta e Parapiptadenia rigida nao possuiam nenhum
relato na literatura de propriedade antimicrobiana; mas apresentaram atividade
contra pelo menos um (1) microorganismo testado. Nenhum dos extratos inativou a
Escherichia coli e Candida albicans, entretanto Bacillus subtilis foi o0 microorganismo
mais facilmente inibido (50 % dos extratos testados foram ativos) seguido de
Micrococcus luteus (39 %), Sacharomyces cerevisiae (17 %), Staphylococcus aureus

e Staphylococcus epidermidis (11 %).

Em llex paraguariensis, Montanha (1990) demonstrou experimentalmente,
pelo médoto de difusdo em agar, com cilindros em placa, que a fragao purificada de
saponinas obtida das folhas, bem como o seu hidrolizado alcalino de saponinas e o
extrato hidroetandlico ndo foram ativos contra Candica albicans. Entretanto a
literatura relata que varios fungos sédo susceptiveis a agdo de saponinas, como por
exemplo, Candida albicans (MARGINEAU et al, 1976; KITAGAWA et al, 1989;
SHIMOYAMADA et al, 1990).

Quando avaliados pelo método de difusdo em agar, os microorganismos
Sthaphylococcus aureus, Sthaphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae demonstraram-se resistentes

ao extrato metandlico (50 mg/ml) da Luehea divaricata Martius (SOUZA et al, 2004).

Apesar da técnica de difusdo em agar ser empregada rotineiramente, outras
metodologias estdo ganhando espaco na busca de novos farmacos. Um ensaio
simples para a deteccao direta de compostos quimicos de atividade antimicrobiana é
a bioautografia. Neste ensaio um cromatograma, em camada delgada (CCD), com
os extratos a serem avaliados é colocado em meio nutritivo, com o respectivo
inéculo. As zonas de inibicdo de crescimento dos microorganismos correspondem
aos halos de inibicdo no cromatograma, que sao visualizados por um reagente
detector, como trifenil 2, 3, 5 tetrazolio. A bactéria metabolicamente ativa converte o
reagente, por reagdo enzimatica, em um complexo colorido denominado formazam,
corando-se intensamente de vermelho e os compostos com atividade bioldgica

apresentam zonas limpas, em contraste com o segundo plano colorido do ensaio
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bioautografico (HAMBURGUER e CORDELL, 1987).

Segundo Rahalison (1991), havendo atividade antimicrobiana, substancias
isoladas ou fatores de retencéo (Rfs) especificos de substancias que compdem as
complexas fracdes e/ou extratos das mais variadas plantas, sdo facilmente
constatadas pela bioautografia. Essa proporciona a identificagdo das substancias
responsaveis pela agcao antimicrobiana, por esse motivo tem sido amplamente
difundida.

Hoelzel (2001) considera a bioautografia um ensaio eficiente na determinagao
da atividade antimicrobiana, a qual ressalta a alta sensibilidade da técnica, pois

salienta que menos de 2,5 1 g de substancia antimicrobiana forma halo de inibigéo

visivel. Para Waltheria douradinha, verificou consideravel diferenga entre a técnica
de difusdo em agar e bioautografia, pois as fracbes hexanica e etérea apresentaram
resultados positivos, para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, somente por
bioautografia, levando a autora a concluir que um dos motivos da n&o detecgéo da
atividade por difusdo em agar, estava na baixa concentragédo da substancia ativa nos

extratos.

Extratos polares e apolares de Chaptalia nutans foram ativos contra
Micrococcus luteus, Escherichia coli e Bacillus subtilis, e inativa contra Cladosporium
cucumerinum, quando avaliados por bioautografia (HEINRICH et al, 1992). Souza e
colaboradores (2004) ao avaliar tal atividade, por difusdo em agar, constataram que
esta espécie sO era ativa contra Bacillus subtilis, levando-os a concluir que os
diferentes resultados podem ser atribuidos a diferenca de metodologia ou dos

extratos.

Zanetti (2002) observou que as fragbes do extrato etandlico 70 % e o dleo
volatil da Tropaeolum majus frente a bactérias Gram-positiva e Gram-negativas
apresentaram agao antimicrobiana, por bioautografia, sugerindo que entre os
compostos ativos pode-se citar o isotiocianato de benzila, composto antimicrobiano
presente nessa espécie. Ja Gonzaga e colaboradores (2001), pela mesma
metodologia, identificaram atividade antimicrobiana para alcaloides

dihidrobenzofenantridinicos isolados de Zanthoxylum rhoifolium.

A cepa Staphylococcus aureus Pl 57, pertencente ao clone epidémico

brasileiro (CEB) é resistente a muitos antibiéticos utilizados na pratica médica, com
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excegdao da vancomicina. Ao realizar a bioautografia com 100 g do extrato

hexénico de Mikania glomerata, frente a essa Gram-positiva, Do Amaral e
colaboradores (2001) constataram, que a espécie apresentava melhor agéo

antimicrobiana do que a vancomicina.

Magalhaes e colaboradores (1998) também utilizaram testes de bioautografia
com extratos de flavondides isolados das raizes de Lonchocarpus montanus,
comprovando a eficiéncia do ensaio. Através da mesma metodologia, ficou
comprovada a atividade dos extratos hexanico e etandlico de folhas e caules de
Piper cernuum frente a bactérias e fungos (FERNANDES et al, 2002 apud SILVA,
2003)

A microdiluicdo em caldo também €& um método bastante utilizado para testar
suscetibilidade microbiana, e atualmente € o método de escolha na determinagao da
concentracao inibitéria minima (CIM) e na concentragao bactericida minima (CBM)

dos compostos bioativos testados frente aos microorganismos (NCCLS, 1997).

Yu e colaboradores (2004) determinaram pelo método de microdiluicdo em
caldo a concentragao inibitéria minima (CIM) e a concentragao bactericida minima
(CBM) do ¢6leo essencial de Scutellaria barbata. Os resultados do CIM indicaram a
inibicdo de todos os microorganismos testados, exceto a Salmonella paratyphi-A. As
bactérias Gram-positivas demonstraram maior sensibilidade do que as Gram-
negativas e fungos testados, sendo a S. epidermidis a de menor CIM (0,77 mg/ml) e
menor CBM (0,77 mg/ml). Ja as partes aéreas de Rubus rosaefolius Smith
demonstraram possuir agado bactericida contra S. aureus (CBM 12,5 mg/ml), P.
aeruginosa (CBM 25 mg/ml) e E. coli (CBM 12,5 mg/ml) (GUEDES et al., 2005).

O extrato bruto e fracdes obtidas das folhas de Zollernia ilicifolia inibiram o
crescimento microbiano em concentragdes que variam de 1,56 a 6,25 mg/ml para P.
aeroginosa; 0,78 a 12,5 mg/ml para S. aureus, e 1,56 a 25 mg/ml para E. coli, sendo
mais ativa as fragdes diclorometano e acetato de etila. Os resultados apresentados
mostram bastante relevancia, uma vez que os microorganismos testados estao
relacionados a infeccdo hospitalar e apresentam problemas de resisténcia aos

agentes antimicrobianos utilizados na terapéutica atual (MAGINA et al, 2005).

Os estudos realizados por Duarte e colaboradores (2005) demonstraram, que

de uma maneira geral, as lignanas isoladas do extrato hexanico das folhas de
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Phyllanthus amarus apresentam atividade contra os microorganismos na faixa de
concentracao avaliada, exceto para P. aeroginosa. Os mais sensiveis, inibidos por
todas as lignanas testadas foram Candida albicans e Rhodococcus equi, para 0s
quais foi determinado a CIM entre 100 e 400 mg/ml.

O extrato bruto metandlico das cascas do caule da Luehea divaricata e as
suas fracbes aquosa e acetato de etila foram moderadamente ativos contra

Sthapylococcus aureus (CIM 250 ug/ml), enquanto a fracdo butandlica inibiu
discretamente o crescimento de S. aureus (CIM 500 ug/ml) e a fragdo hexéanica
apresentou atividade fraca contra a mesma bactéria (CIM 1000 .z g/ml). As demais

fracbes e o extrato bruto das folhas foram inativos frente a Bacillus subtilis e
Escherichia coli, quando testadas por microdiluicdo em caldo (TANAKA et al, 2005).
A atividade fungicida dos extratos brutos das folhas e das cascas do caule, também
foi testada, pelo mesmo método, por Tanaka e colaboradores (2005). Os autores
observaram que Candida albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis e Candida

tropicalis sao resistentes aos extratos da L. divaricata.

A Genética Toxicologica tem por objetivo detectar e entender a acéo de
determinadas substéncias denominadas genotoxinas sobre o organismo, com
especificidade para acidos nucléicos, especialmente DNA. O termo genotdxico se
refere as alteragdes letais e/ou hereditarias que sao transmitidas tanto pelas células
somaticas, como pelas germinativas (VOGEL, 1989). A avaliacdo da atividade
mutagénica das amostras frente ao Teste de Ames, permite detectar compostos que
causam deslocamento no quadro de leitura, bem como substituicdo de pares de
bases (DA SILVA, 1998). O extrato aquoso das folhas da Luehea divaricata
apresentou atividade genotoxica frente ao Teste de Ames (Salmonella / microssoma)
com ativacdo microssomal (ALICE et al, 1991). Outras espécies da etnomedicina
também possuem essa atividade comprovada, como Bauhinia forficata (pata-de-
vaca) e Smilax campestris (japecanga), o que requer maiores cuidados quanto ao
uso indiscriminado de plantas na cultura popular (BRESOLIN E VARGAS, 1993;
FERREIRA E VARGAS, 1999).

Moraes e colaboradores (2005) avaliaram a atividade antibacteriana e
mutagénica de extratos vegetais obtidos da Alchornea glandulosa e Alchornea

triplinervia. A atividade antibacteriana foi avaliada pela técnica de microdiluicdo em
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caldo, com determinacao da concentracéao inibitéria minima, frente a Staphylococcus
aureus e Escherichia coli. O extrato cloroférmico de A. glandulosa apresentou
atividade antibacteriana com CIM de 150 mg/ml para S. aureus e de 125 mg/ml para
E. coli, ja o extrato metandlico a CIM foi de 75 mg/ml para S. aureus e de 250 mg/ml
para E. coli. Para a avaliacdo da mutagenicidade dos extratos vegetais foi
empregado o Teste de Ames, que avalia a indugdo de mutagdes génicas por
compostos quimicos; em diferentes linhagens de Salmonella typhimurium (TA98,
TAIOO, T A97a e TA102), com e sem ativacdo metabolica. O extrato metandlico de A.
glandulosa e A. triplinervia apresentou atividade mutagénica na linhagem TA98,
entretanto o extrato cloroférmico das duas espécies nao apresentou nenhum
potencial genotoxico. Logo o extrato metandlico de A. glandulosa apresentou a
melhor atividade antibacteriana, porém, também demonstrou atividade mutagénica,

0 que requer maiores cuidados quanto ao uso indiscriminado dessa planta.

A utilizacdo de bioensaios para o monitoramento da atividade de extratos,
fragdbes e compostos isolados de plantas tém sido frequentemente incorporada a
pesquisa fitoquimica. Dentre esses encontra-se o ensaio de citotoxicidade frente a
Artemia Salina (BST - Brine Shrimp Test) que é utilizado para avaliar a atividade
antitumoral de extratos de plantas (SILVA, 2003), e como um indicador de toxicidade
para atividade inseticida (SIQUEIRA et al, 1998).

Os trabalhos de citotoxicidade com espécies vegetais tentam correlacionar
essa atividade com agdes antifungica, antiviral, antimicrobiana, parasiticida e
antitumoral (COWAN, 1999). Silva (2003) ao avaliar os 6leos de Xanthium
cavanillesii (raizes, caule, folhas e frutos), nas concentragdes de 1000, 100 e

10 wxg/ml, observou um alto indice de citotoxicidade (CLsp < 10 wxg/ml) frente a
Artemia salina, pois apresentaram uma CLso de 1,19 xg/ml. Conforme Ortega e

colaboradores (2000) e Silva (2003), os resultados obtidos pelo bioensaio da
Artemia salina, com Xanthium cavanillesii sdo promissores e este estudo pode ter
sequéncia com diferentes linhagens celulares de cultivo proveniente de canceres
humanos, como KB (Células de carcinoma nasofaringeo humano), UISO - SQC - 1
(Células escamosas de carcinoma de cérvix) e 4CT - 15 (Células de carcinoma
aderente de colon). Pelo mesmo método e concentragcbes, Walker e colaboradores
(2002) testaram o extrato metandlico das folhas da L. divaricata, e concluiram que

quanto a citoxicidade a espécie é citotdxica, pois sua CLs, foi de 1,7 x g/ml.
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Ao avaliar a atividade antiproliferativa do extrato bruto das folhas da L.
divaricata frente a linhagens de células tumorais humanas, Tanaka e colaboradores
(2005) observaram o efeito citostatico sem seletividade, do extrato bruto das folhas,

na concentragao de 250 x g/ml, inibindo em aproximadamente 85 % o crescimento

celular das linhagens UACC.62, MCF.7 e C786.0, e efeito citocida com seletividade
nesta mesma concentragéo para as linhagens OVCAR.3 (~ 20 % de morte), K.562 (~
30 % de morte) e NCL.ADR (~ 50 % de morte). O extrato bruto de cascas dos caules

apresentou efeito citostatico na concentracdo de 25 pg/ml, com pequena

seletividade entre as linhagens C786.0 (~60 % de inibicdo), NCI.460 (~75 % de
inibicdo), K.562 (~ 80 % de inibicdo), NCL.ADR (~ 80 % de inibicdo) e na
concentragdo de 250 uxg/ml também com pequena seletividade para as linhagens
HT.29 (~ 98 % de inibi¢cdo), MCF.7 (~ 90 % de inibigao), PC.03 (~95 % de inibi¢édo),
NCI.460 (~ 100 % de inibigao) e C786.0 (~ 90 % de inibigdo), e efeito citocida na

concentragédo de 250 x g/ml, com pequena seletividade para as linhagens NCI.LADR

(~ 10 % de morte), K.562 (~ 40 % de morte) e UACC.62 (~50 % de morte).

Toda substancia quimica, dependendo da concentracdo e via de
administrada, pode ser toxica. O estudo da toxicidade aguda e cronica de produtos
fitoterapicos esta normatizado pela Secretaria de Vigilancia Sanitaria, com testes
toxicolégicos em etapas anteriores ao desenvolvimento tecnoldgico do produto final,
onde é destacada, num primeiro momento, a toxicidade aguda. Os testes sdo os
mesmos recomendados para os produtos farmacéuticos de origem sintética e semi-
sintética e contribuem de forma relevante para esclarecer os riscos eminentes que
uma planta pode causar (DI STASI et al, 1996; LARINI, 1997).

Segundo Brito (1994), a partir dos ensaios toxicoldgicos pode-se precisar o
indice de letalidade, as alteragbes de comportamento, os érgéos atingidos, entre
outras questdes como alteragcdes hematologicas. Os experimentos evidenciam o
risco de intoxicagdo aguda pela droga e a forma de prevenir, além fornecer suporte

na determinacdo de doses para os demais testes.

O método preferencial, para avaliar toxicidade aguda, utiliza roedores. Estes
animais sdo submetidos ao produto em teste, e sdo mantidos por 7 a 14 dias, o que
permite o estudo de efeitos tardios, bem como a ocorréncia de recuperacéo da agao

toxica nos animais. Ao final do ensaio avalia-se o observado e calcula-se a DLsg
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(HEUVEL, 1990).

Bianchi e colaboradores (1996), ao verificar a toxicidade aguda do extrato
etanolico das folhas da Luehea divaricata, observaram que a dose de 500 mg/kg,
quando administrado por via oral, causava morte de 25 % dos camundongos. Ja
Walker e colaboradores (2002) constataram, pela mesma via de administragédo, que
as dose 625, 1250, 2500 mg/kg do extrato metandlico e das fracbes hexanica,
cloroférmica, acetato de etila e n-butandlica ndo apresentavam efeitos toxicos em

camundongos albinos adultos.

Atualmente, as substancias com potencial antioxidante tém sido requeridas
pelas industrias de alimentos, cosméticos e medicamentos, estimulando, assim, a

investigacdo da atividade antioxidante de compostos organicos.

Segundo Anderson e Phillips (1999), para que os organismos produzam
energia, eles necessitam utilizar o poder oxidativo do oxigénio (O2), nesse processo
ha necessidade de formagdo de dois elétrons desemparelhados. Algumas
biomoléculas, no entanto, por n&o terem elétrons desemparelhados, ndo reagem
com o oxigénio. Os radicais livres sdo moléculas ou atomos com um elétron ndo
compartilhado. O elétron desemparelhado altera a reatividade quimica, tornando o
radical mais reativo que o atomo ou molécula correspondente, demonstrando haver
alteracdo. Os antioxidantes sdo doadores de um atomo de hidrogénio ou um életron
e sao requeridos para extinguir radicais livres, responsaveis por causar danos
severos as membranas, proteinas e DNA. A propriedade antioxidante pode ser
caracterizada como a doacgao de um elétron, alquilagcdo de metais de transicdo com

fung&o catalitica ou inibicdo de elementos oxidativos (HALLIWELL, 1999).

A atividade antioxidante pode ser avaliada por metodologias in vitro e in vivo.

Os meétodos fotocolorimétricos do DPPH (2,2 difenil, 1-picrilhidrazila) e do g-

caroteno-linolenato sdo os mais utilizados para mensurar a atividade de misturas ou
de compostos isolados in vitro (ANDERSON E PHILLIPS, 1999).

O método do DPPH baseia-se na reducido desse radical na presenca de
antioxidantes doadores de hidrogénio, em solugao alcodlica. O radical ao capturar os
hidrogénios, passa para sua forma estavel DPPH-H, mudando a coloragdo do meio
reacional de violeta para amarelo. O DPPH é um radical estavel e mostra forte
banda de absor¢do em 517 nm (POHLIT et al, 2004).
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Segundo Jayaprakasha e colaboradores (2001), o pg-caroteno é um
composto antioxidante de cor alaranjada. O f-caroteno-linolenato € um sistema

modelo, que resiste a rapida descoloragao na auséncia de antioxidante, no entanto,

o0 método baseia-se no mecanismo de diminuicdo da cor do f-caroteno, que é

resultado do fendmeno mediado pelos hidroxiperoxidos formados da oxidacdo do
acido linoléico. Em emulsado, o radical livre acido linoléico é formado a partir da
abstracdo de um (1) atomo de hidrogénio, quando esse é atacado fortemente por

moléculas insaturadas de g -caroteno. O composto perde seu croméforo e a sua

caracteristica alaranjada, o qual pode ser monitorado espectrofotometricamente. A

presenga dos extratos pode impedir o branqueamento do S -caroteno por neutralizar

o radical livre e outros radicais formados no sistema. Os compostos precisam

prevenir a peroxidacado do acido linoléico, para serem considerados antioxidantes.

Existe um numero consideravel de evidéncias epidemiologicas que mostram a
associacdo entre dietas ricas em frutas e a diminuicdo dos indices de doencas
cardiovasculares, neurodegenerativas e o cancer. Este efeito protetor tem sido
atribuido, principalmente, a presenca de compostos naturais, como polifendis,
carotendides e vitamina C, os quais apresentam reconhecida atividade antioxidante.
Oliboni e colaboradores (2005), afirmam que a capacidade antioxidante dos vinhos
ja esteja bem estabelecida, porém dados acerca do suco de uva sao poucos e
contraditérios. Em vista disso, submeteram amostras de suco de uva tinto e branco
ao radical DPPH e evidenciaram que ambos possuem importante atividade
antioxidante, apesar dos tintos apresentarem maior concentracdo de polifendis
totais. Ja Varela e colaboradores (2005) testaram vinhos espumantes produzidos na
regidao nordeste do Estado do Rio Grande do Sul. Os resultados mostraram que,

tanto brut como demi-sec, apresentaram importante capacidade antioxidante.

Algumas variaveis influenciam nos resultados dos ensaios da atividade
antioxidante. Rodrigues e colaboradores (2006) estudaram a atividade antioxidante
de solugdes hidroetandlicas de folhas de Arctostaphylos uva-ursi pelo método
fotocolorimétrico do DPPH. Ao variar os parametros proporgéo droga:solvente (1:20
e 1:10; pl/v), teor alcodlico (70 % e 90 %) e tempo de maceragédo (4 a 8 dias),
observaram que os melhores resultados s&o obtidos quando a concentracéo da

droga aumenta, enquanto o teor alcodlico e o tempo de maceragdo diminuem.
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Tseng e colaboradores (1997) avaliaram a atividade antioxidante dos extratos
de flores de Hibiscus sabdariffa, frente ao radical livre DPPH, e constataram que a
fracdo acetato de etila apresentava maior percentagem no indice de inibigdo que as
demais fracdes. Pelo mesmo método a fracdo acetato de etila das folhas de llex
paraguarienses, demonstrou potencial antioxidante superior em relagcéo a fragao n-
butandlica; segundo Schubert (2003), o potencial antioxidante da fragdo acetato de
etila esta relacionado a presenca de compostos fendlicos antioxidantes como

quercetina, rutina e derivados do acido clorogénico.

Os extratos alcodlicos das folhas e galhos da Eugenia brasiliensis e Eugenia
braurepaireana foram submetidos ao DPPH. Os extratos dos galhos de ambas
espécies apresentaram maior capacidade antioxidante em relacdo aos das folhas,
devido ao alto teor de compostos fendlicos. Porém, Dias e colaboradores (2005)
afirmam que as folhas dessa espécie apresentam uma concentragao trés vezes

maior de flavondides em relacédo aos galhos.

Por esta metodologia fotocolorimétrica pode-se mensurar e comparar a
atividade antioxidante de compostos isolados de produtos naturais. Castro e
Gamboa (2004) ao testar os irudoides isolados das partes aéreas de Verbena
littoralis, observaram que estes apresentavam moderado potencial antioxidante. Da
mesma forma Pohlit e colaboradores (2004), ao comparar a atividade antioxidante
de diacetil catecol e 4-nerolidilcatecol, verificaram potencial agao redutora do nucleo
catecol em relacdo ao composto com cadeia lateral. Essa diferenga esta relacionada
ao maior efeito estérico esperado pela aproximacgao do catecol ao DPPH comparado
a aproximagao do composto com cadeia lateral ao radical, durante a etapa de

reducéo.

A Crateagus aronia € uma das espécies utilizadas no tratamento de
enfermidades cardiovasculares, na medicina popular de lIsrael. As folhas dessa
espécie apresentam flavondides, proantocianidinas, triterpenos, esterdides e acidos
organicos. Ljubuncic e colaboradores (2005) avaliaram a atividade antioxidante de
diferentes concentracbes do extrato aquoso das folhas dessa espécie. A

concentragdo de 100 x g/ml foi a que apresentou maior percentual de redugédo da
oxidagdo quando comparado ao controle positivo, sugerindo que a relagéo
concentracdo de extrato e efeito esta envolvida na habilidade de inibir o processo

oxidativo pelo método do g -caroteno-linolenato.
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Alguns autores afirmam que substancias com poder redutor podem ser bons
antioxidantes. Segundo Jayaprakasha e colaboradores (2001), o extrato da semente
de Vitis vinifera, obtido pela mistura acetato de etila e agua, apresenta catequinas,
procianidinas, epicatequinas e flavondides em geral. Ao testar a concentragdo de
100 ppm de diferentes extratos, obtidos de diferentes propor¢cdes da mistura acetato
de etila e agua, pelo método de peroxidacédo in vitro, observaram que o poder

redutor variava de 65 a 90%.

As especiarias culinarias sao, principalmente, utilizadas para dar cor, odor e
sabor aos alimentos. Os povos do Oriente Médio, anos a.C., ja utilizavam os
temperos como conservantes, provavelmente por serem bons antioxidantes. Kulisic

e colaboradores (2004) compararam, pelo método S -caroteno-linolenato, o potencial

antioxidante do 6leo essencial do orégano com antioxidantes naturais e sintéticos
como BHT, acido ascérbico e « -tocoferol. A ordem decrescente do potencial
antioxidante, BHT > « -tocoferol > 6leo essencial > acido ascorbico, confirma que o

orégano possui potencial redutor, sendo util na conservagao dos alimentos.

Segundo Tepe e colaboradores (2005), a atividade antioxidante de extratos
de plantas nido deve ser avaliada por um Unico método. A combinagdao de métodos
in vivo e in vitro é fundamental para julgar o potencial redutor de mistura de
compostos ou de compostos isolados; entretanto Kulisic e colaboradores (2004)
afirmam que os resultados obtidos por diferentes métodos podem nao refletir o
verdadeiro potencial redutor das substancias testadas, pois os resultados estao
intimamente relacionados com a escolha do método, a forma de extracdo e

concentragdo do extrato, e até mesmo com a natureza dos compostos.

Os resultados obtidos a partir dos métodos in vitro, DPPH e f-caroteno-

linolenato (BCB), ndo sdo comparaveis e sim se complementam, pois cada método
possui a sua especificidade e a sua sensibilidade. O método BCB pode ajudar
especialmente na investigagdo de antioxidantes lipofilicos, logo esta metodologia € a
mais apropriada para os 6leos essenciais. Ja o método DPPH pode ser util para se
obter informacgdes preliminares de compostos com habilidade na captura de radicais
livres. Esse método requer amostras pequenas, e € sensivel para substancias
hidrofilicas. Substancias polares, como acido ascorbico apresentam forte atividade
por esse método (KULISIC et al., 2004; TEPE et al., 2005).
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Tepe e colaboradores (2005) estudaram a atividade antioxidante do o6leo
essencial e das fragcbes de Cyclotrichium origanifolium por DPPH e BCB. Ao
submeterem as amostras a esses dois sistemas testes complementares, observaram
que a oxidacao foi efetivamente inibida por fragcdes polares no teste de DPPH, as
fracdbes menos polares apresentaram maior potencial redutor pelo teste do BCB.
Confirmando, assim, o uso desses dois testes para se determinar o potencial

antioxidante da espécie estudada.

A maior parte das doencgas do corpo causa dor. Além disso, a capacidade de
diagnosticar diferentes doengas depende, em grande extensdo, do conhecimento
sobre as diferentes qualidades de dor. A dor é sobretudo um mecanismo de
protecdo do corpo; ocorre sempre que qualquer tecido estiver sendo lesado, e faz
com que o individuo reaja para remover o estimulo doloroso (GUYTON e HALL,
1997).

A humanidade sempre conviveu com a dor. O preceito de toda a medicina
antiga era Diminum est opus sedare dolorem, “a cura da dor € uma obra divina”.
Foram encontrados, em escavagdes do antigo Egito, papiros que contam que a
egipcia Polidona, esposa de Taon, ensinava a bela Helena a arte de misturar as
ervas que apagam toda a lembranga da dor. A luta do homem contra a dor e todas
as suas mazelas continua até o dia de hoje (MILLER, 1951). A unica diferenga € que

usamos outros métodos para o seu controle.

Dor, segundo a International Association for The Study of Pain (IASP), € uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a lesao residual real ou
potencial (TJOLSEN e HOLE, 1997; DOUGLAS, 1999). Sendo assim, podemos dizer
que a dor € uma resposta que alerta os individuos para a ocorréncia de alteracdes
na integridade e na funcionalidade do organismo, permitindo que mecanismos de
defesa ou de fuga sejam adotados (MILLAN, 1986; TRAUB, 1997).

Existem varias formas de classificar a dor, sendo a sua duragdo ao longo do
tempo um dos critérios mais adotados. A dor pode ser classificada como aguda ou
cronica. A dor aguda tem funcéo de alerta, caracteriza-se por ser de curta duragéo
(alguns segundos até poucas horas), desaparecendo com a resolugdo do processo
que a originou. Como exemplo, podemos citar o contato com uma chapa quente ou
a dor pos-operatoéria, que cessam assim que a lesdo € curada. A etiologia da dor

aguda é geralmente evidente e seu diagndstico é faciimente definido. Além disso, é
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controlada com eficiéncia usando-se as drogas existentes no mercado (BERNARD
et al, 1996; LOESER e MELZACK, 1999; PORTENOY e LESAGE, 1999).

A dor crbnica, por sua vez, € aquela que persiste além do tempo necessario
para a cura da lesdo, estendendo-se por meses ou anos. Esse tipo de dor é
consequéncia de processos patoldgicos, que agridem as estruturas somaticas ou
viscerais, e de disfungdes do sistema nervoso central (SNC) ou do sistema nervoso
periférico (SNP). Muitas vezes a etiologia da dor cronica € multifatorial, o que torna
seu diagnéstico e tratamento mais complexo, envolvendo multiplas abordagens e
nem sempre alcangando pleno éxito na sua erradicacdo. Como exemplo de dor
crbnica podemos citar aquela causada por tumores metastaticos ou aquela
associada a processos inflamatorios crénicos, como a artrite reumatéide (ASHBURN
e STAATS, 1999).

A percepcao de estimulos nocivos, denominada por Sherrington (1906) de
nocicepgao nao significa o mesmo que a sensagao de dor. A dor representa uma
experiéncia complexa e, muitas vezes, subjetiva, incluindo componentes afetivos,
culturais e psicologicos, enquanto a nocicepgao € a sensagao determinada pela
estimulacgao das fibras aferentes primarias, que transmitem o impulso nociceptivo até
a medula dorsal (DUBNER e BENNET, 1983; MEYER et al., 1994).

Segundo Jones (1992) os animais ndo sido capazes de verbalizar os
componentes subjetivos da dor, neles ndo se avalia dor, mas nocicepgao. Logo, os
termos dor e analgesia sao mais apropriados para o ser humano, enquanto

nocicepgao e antinocicep¢ao sao mais adequados aos animais.

A nocicepcédo desencadeia no animal comportamentos tipicos, como lamber
ou morder a area lesada, vocalizagao, ou reflexo de retirar a parte do corpo agredida
do contato com o estimulo nocivo. As drogas que suprimem os comportamentos
nociceptivos sdo denominadas antinociceptivas, e aquelas que o induzem s&ao

chamadas de pro-nociceptivas ou alogénicas (DOUGLAS, 1999).

As drogas antinociceptivas ndo séo, obrigatoriamente, analgésicas, visto que
a supressdao do comportamento nociceptivo pode ser desencadeada por outros
fatores, como prejuizo motor e sedacado, que diferem de analgesia (DOUGLAS,
1999).
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O termo nociceptor € uma abreviatura de “nocirreceptor” e denota um receptor
para o estimulo nociceptivo (RANG e DALE, 1991). Esse termo foi introduzido por
Sherrington (1906) que definiu nociceptores como terminagdes livres de neurdnios
aferentes primarios, que podem ser despolarizados por estimulos mecanicos,
térmicos ou quimicos (KRESS e ZEILHOFER, 1999).

A percepcgao da dor se inicia na periferia pela estimulagdo dos nociceptores,
cujos corpos celulares encontram-se nos ganglios das raizes dorsais e projetam
seus axoOnios até o corno dorsal da medula (Figura 7). Os nociceptores inervados
pelas fibras Ad, que sao fibras mielinizadas, de conducao rapida e pelas fibras C,
gue nao sao mielinizadas e transmitem o estimulo de forma mais lenta (GUYTON e
HALL, 1997). O estimulo deve exceder o limiar para que seja interpretado pelo
sistema sensorial (BJORKMAN,1995).

s SN0 Fib da d
. Nervo espinhal - FOLAS s car
e 5 >— rapida e

aguda

Fibras da dor
- lenta e
cronica

Lamina
marginal

Substancia
gelatinosa

antero-lateral

Figura 7 - Aferéncias medulares dos nociceptores: corte transversal da medula espinhal, mostrando
as sinapses das fibras C e Ad nas laminas I, I, lll e V.
Fonte: Reproduzido de Guyton e Hall, 1997.

Os mecanismos pelos quais os estimulos térmicos, quimicos € mecanicos
desencadeiam o aparecimento do potencial de acdo na fibra aferente primaria
(primeiro passo na percepgdo da sensagado nociceptiva) ainda ndo estdo
completamente elucidados. Existem evidéncias de que estimulos algogénicos
induzem correntes de cations através de estruturas protéicas especializadas,
culminando na despolarizagdo do aferente primario e na liberagdo de
neurotransmissores no corno dorsal da medula (BONICA, 1990). Substancias

endbégenas, como o acido araquiddnico, neuropeptideos, cininas, aminoacidos
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excitatorios, entre outros, sao produzidas e/ou liberadas pelo tecido lesionado e
estimulam receptores presentes na membrana destes neurbnios. Além disso, os
mediadores inflamatérios liberados facilitam a neurotransmiss&o e sensibilizam o
nociceptor (BJORKMAN, 1995).

A ativacdo dos nociceptores periféricos provoca, além da sensagao
nociceptiva, uma resposta de defesa chamada reflexo de retirada. Esse reflexo tem
0 objetivo de preservar a area atingida evitando um dano tecidual maior. Quando o
impulso chega ao corno dorsal, pequenos neurénios comunicam-se com O Corno
motor anterior. Essa comunicagao permite que reflexos musculares sejam acionados
de forma a remover a parte do corpo agredida do contato com o agente agressor
(MILLAN, 1999).

A estimulacéo da fibra aferente primaria, além de desencadear o reflexo de
retirada e a conducdo do estimulo nociceptivo para os centros superiores, também
provoca a liberacdo de neuropeptideos e outras substancias algogénicas, pelos
terminais axonais colaterais da propria fibra aferente primaria, conferindo-lhe um
papel eferente na transmisséo do estimulo nociceptivo. Na verdade, tais substancias
estimulam fibras aferentes vizinhas, ativam células do sistema imunoldgico e
aumentam a permeabilidade vascular, desencadeando uma resposta inflamatodria,
que por ser secundaria a ativacdo do aferente primario € denominada inflamagao
neurogénica (MILLAN, 1999).

A informacgao nociceptiva chega ao corno dorsal da medula espinhal através
de fibras aferentes primarias. A partir deste local, a informacédo é transmitida via
fibras ascendentes aos centros supra-espinhais, onde ocorre a interpretacao e
localizagdo da dor. Entretanto, a avaliagdo dos primeiros neurologistas, que
consideravam a medula como simples sistema de transmissdao da informagao
nociceptiva, esta longe de ser verdade. Hoje se sabe que sistemas integrados estéao
presentes na medula espinhal, envolvendo a percep¢cdo e modulacdo dos estimulos
nocivos e nao nocivos (GUYTON e HALL, 1997; SMITH, 1984).

Os neurbnios aferentes primarios fazem sinapse com neurbnios secundarios
na medula espinhal, mais especificamente nas laminas | a V do corno dorsal. A
liberacdo dos neurotransmissores nociceptivos das fibras aferentes primarias
provoca ativacdo dos neurdbnios secundarios no corno dorsal da medula. Esses

neurdnios secundarios, por sua vez, fazem parte das vias que transmitem o estimulo
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doloroso da medula para o encéfalo. A via mais importante de transmissdo do
estimulo nociceptivo na medula espinhal é o trato espinotalamico ascendente (Figura
8), localizado na substancia branca ventral contralateral ao local da estimulacéo.
Como o préprio nome sugere, as fibras espinotalédmicas projetam-se para o talamo,
onde se da a percepgao de que existe uma sensagao nociceptiva (GUYTON e HALL,
1997; BEAR et al., 2002).

Céortex
somatossensorial

o Téalamo

Bulbo

Axodnios

da raiz dorsal A Trato espinotalamico

Medula espinhal

Figura 8 - A via espinotaldmica — principal via pela qual a informacgéo da dor
€ transmitida ao talamo e ao coértex.
Fonte: Adaptado de BEAR et al., 2002.

O tratamento da dor é composto, basicamente, por dois grandes grupos de
drogas analgésicas: os opioides, que sdo drogas derivadas do oOpio e incluem a
morfina, a codeina e uma ampla variedade de congéneres semi-sintéticos derivados
deles, e as drogas antiinflamatérias ndo — esteroidais (DAINES). Embora os opidides
sejam muito efetivos, principalmente no tratamento da dor aguda, sua utilizagao é
limitada, pelo fato desses apresentarem muitos efeitos colaterais, como a

constipagdo, nauseas, vOmitos, broncoconstricdo, hipotensdo, bradicardia e
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depressao respiratéria. Além disso, a tolerancia aos opiodides instala-se rapidamente
e a dependéncia fisica é visivel apds poucos dias de tratamento (MARTIN e SLOAN,
1977; RAINSFORD e VELO, 1992; REISINE e PASTERNACK, 1996).

As DAINES tém vantagem sobre os analgésicos opidides por ndo provocarem
tolerancia e dependéncia com o uso crénico. No entanto, também pode produzir
efeitos indesejaveis como hemorragias, ulcera gastrica, faléncia renal e hepatica,
reagdes cuténeas, agranulocitose e crises asmaticas (NUKI, 1983; LARREGINA et
al, 1994; BORNE, 1995). Estédo entre as drogas mais largamente utilizadas de todos
os agentes terapéuticos, e incluem uma grande variedade de drogas, de diferentes
classes quimicas (acidos salicilicos, como o acido acetil salicilico (AAS); acidos
propridbnicos, como o naproxeno € o ibuprofeno; acidos acéticos, como a
indometacina; fenomatos, como o acido mefenamico; oxicans, como 0 piroxican;
pirazolonas, como a dipirona e a fenilbutazona; entre outros). A maioria das DAINES

possui atividade antiinflamatdria, analgésica e antipirética (RANG et al., 1995).

Varios modelos experimentais avaliam a nocicepgdo quimica em animais. O
teste das contor¢gdes abdominais induzidas pelo acido acético e o teste de formalina

sdo os mais utilizados em camundongos (SANTOS et al, 1998).

O teste das contor¢gdes abdominais € um modelo de dor inflamatdria visceral
(dor ténica), e é usado como ferramenta na investigacdo de novos agentes
antiinflamatorios e/ou analgésicos. A presenga do acido na cavidade peritoneal
estimula diretamente as fibras de conducéo lenta (fibra C) produzindo uma dor lenta
e sustentada, assim como uma reacdo inflamatéria local, que contribui para a
atividade nociceptiva. Apesar da inducdo da contorcdo no abdbmen por acido
acético ser um modelo nociceptivo periférico, este nado é especifico, pois varios
compostos tais como antidepressivos tetraciclicos e anti-histaminicos inibem a
indugao por acido acético (MIRANDA et al, 2001).

O teste da formalina é um dos modelos de nocicepcdo induzida
quimicamente. Este ensaio é um dos mais utilizados para evidenciar mecanismos de
analgesia e dor, com melhores resultados dos que usam estimulos mecanicos e
térmicos. A injecao intraplantar de formalina na pata de ratos e/ou camundongos
representa, nos primeiros cinco minutos apos sua administragao (fase neurogénica),
o efeito irritante da formalina nas fibras-C sensoriais e apds quinze minutos da

administragcdo a resposta inflamatéria da dor (fase inflamatdria). Analgésicos com
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acgao central, como morfina, inibem ambas as fases. Ja as drogas de agao periférica,
tais como antiinflamatérios nao esterdides e corticoides, inibem apenas a fase
inflamatoria (SHIBATA et al, 1989).

Segundo Elizabetsky e Castilhos (1990), nas ultimas décadas, tém se
concentrado esforgos a procura de novas drogas analgésicas. Estima-se que os
analgésicos sejam a maior categoria terapéutica, entretanto busca-se compostos
com maior acdo e menor efeito colateral. Os produtos naturais sao importantes

fontes de novas substancias quimicas analgésicas.

Muitas espécies de plantas sao utilizadas como analgésicos, principalmente
em dores cronicas como artrite reumatdide (MILLS e BONE, 2000). Miranda e
colaboradores (2001) testaram o extrato aquoso da parte interna da casca de
Tabebuia avellanedae, conhecida como pau d arco, é utilizada no nordeste
brasileiro como analgésico, antiinflamatoério e antineoplasico. Administragdes, por via
oral (v.0.), de concentracbes de 100, 200 e 400 mg/kg inibiram a nocicepgao
induzida por acido acético. Ja 200 e 400 mg/kg reduziram os efeito da formalina

(1 %) apenas na fase inflamatoria.

Segundo Santos e colaboradores (1998), o extrato hidroalcodlico (EH) de
Phyllanthus fraternus (7,4 mg/kg), Phyllantuhs amarus (0,3 mg/kg), Phyllanthus
orbiculatus (1,8 mg/kg) e Phyllanthus stipulatus (26,5 mg/kg), administrado pela via
intraperitoneal (i.p.), inibe as contor¢des abdominais e o efeito da formalina, em
ambas as fases. Entretanto, as concentragdes de 50 - 400 mg/kg administradas por
v.0., demonstraram ser menos potentes e eficazes do que as administradas pela via
i.p., comprovando que para essas espécies a via intraperitonial € mais satisfatoria

que a via oral.

O decocto da casca da Curatella americana (cajueiro-bravo) é utilizado, no
Brasil, no tratamento da ulcera gastrica. Moreira e colaboradores (1999) afirmam que
o extrato hidroalcodlico (EHA) da casca dessa espécie apresenta atividade
analgésica periférica e antiinflamatéria. Adzu e colaboradores (2003) testaram a
poténcia nociceptiva do extrato aquoso (EA) da Sphaerantus senegalensis, utilizada
na Nigéria para aliviar dores reumaticas, e observaram que os efeitos foram

significativos (p < 0,05) quando comparados com o grupo controle.
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Monsef e colaboradores (2004) avaliaram o EHA de sementes secas de
Peganum harmala, rico em alcaléides. A dose administrada (30 mg/kg) induziu a
reducido da resposta a dor em 100%, nas duas fases do teste da formalina,
sugerindo que alcaléides podem ser bons agentes antinociceptivos. Ja Heidari e
colaboradores (2005) afirmam que 100 mg/kg do extrato metandlico das pétalas de
Echium amoenum induzem significativamente a reducdo da resposta a dor na
segunda fase da formalina, quando comparado com o controle. Esse extrato
apresenta antocianidinas, flavondides e tragos de alcalbéides. Segundo Mills e Bone
(2000), a presenca de flavondides em extratos de plantas tém demonstrado

atividade analgésica in vivo.

Segundo Lipp (1989) e Elizabetsky (2003) o planejamento de um modelo
experimental para comprovar uma propriedade terapéutica, das plantas utilizadas na
medicina tradicional, deve considerar o contexto, ja que os proprios conceitos de
saude e doenca variam em cada cultura, portanto € fundamental conhecer suas

formas especificas de cultivo, coleta, preparo e administracao.

A inobservancia de um efeito farmacoldégico em modelos experimentais, pode
levar o pesquisador a duvidar das informacdes populares e rotular a espécie como
placebo. Portanto, se, de um lado a pesquisa confirma o uso popular da planta, e
contribui com subsidios de carater cientifico, naquele sentido, a obtengdo de alguns
resultados negativos preliminares ndo assegura de modo absoluto sua ineficacia
(ELIZABETSKY, 2003).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

O material vegetal constitui-se de folhas integras e frescas da Luehea
divaricata Martius, coletadas no municipio de Santa Maria/RS, no periodo de

floragdo, que ocorre em dezembro devido as necessidades de luz do vegetal.

A identificacao foi realizada no Departamento de Farmacia Industrial (DFI) da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), pelo bidlogo Msc. Gilberto Dolejal
Zanetti; e um exemplar encontra-se registrado no Herbario do Departamento de
Farmacia Industrial (HDFI) pela exsicata HDFI 225.

3.2 Equipamentos e acessorios

- Autoclave

- Alca de Cromo-Niquel

- Banho ultrassoénico

- Capela de fluxo laminar horizontal

- Evaporador rotatério acoplado a banho d’agua
- Estufa de secagem e esterilizagao

- Espectrofotdmetro ultravioleta / visivel

- Moinho de facas

- Seringa descartavel

- Estufa bacteriologica

- Vidraria de laboratoério



- Balanga analitica e semi-analitica

- Placas de microdilui¢ao

- Cromatofolhas de silica gel G60 Fs4
- Pinca de metal

- Cilindros de inox

- Cubetas

- Frascos de Roux

- Pipetas automaticas

- Ponteiras

3.3 Solventes e reagentes

- Cloreto 2, 3, 5 trifenil tetrazodlio
- Hexano PA

- Cloroférmio PA

- Acido Acético Glacial PA

- TWEEN 80

- Dimetilsuféxido (DMSO)

- Alcool metilico PA

- Acetato de etila PA

- Butanol PA

- Dimetilformamida

50
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3.4 Substancias de referéncia

- Amoxicilina — poténcia 978,09 ug/mg
- Nistatina — poténcia 2.464,38 Ul/mg
- Sulfato de Morfina

- DPPH (2,2-difenil; 1-picrilhidrazila)

- B-caroteno

- Acido linoléico

- Benzilpenicilina Potassica

- Sulfato de Gentamicina

- Cloranfenicol

- Nistatina

- Sulfato de Estreptomicina

3.5 Microorganismos

Para a determinagao da atividade antimicrobiana, foram utilizadas cepas de
microorganismos originarios da American Type Culture Collection (ATCC)

disponiveis no Departamento de Farmacia Industrial, CCS — UFSM (Tabela 1).

Tabela 1 — Microorganismos utilizados na determinagao da Atividade Antimicrobiana

da Luehea divaricata Martius.

Microorganismos

Staphylococcus aureus ATCC 6538p
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
Eschericchia coli ATCC 11103
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031
Candida albicans ATCC 44373
Saccharomyces cerevisiae ATCC 2606
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3.6 Animais

Foram utilizados camundongos albinos machos adultos (25 — 35 gQ),
fornecidos pelo Biotério Central da UFSM, mantidos em ciclo claro-escuro natural,

em temperatura de 22 + 1°C, com alimento e agua ad libitum.

3.7 Meios de cultura

Os meios de cultura empregados para determinar atividade antimicrobiana
frente aos extratos vegetais e padrbes seguiram as recomendacgdes do FDA (1996)

modificado.

3.7.1 Difusdo em agar

Meio para o antibiético n°® 01

Peptona .......ccooovvviiiiiiii 6,09
Caseina de digesto pancreatico.. 40¢g
Extrato de levedura .................... 3,09
Extratode camne ...........ccoeeueean. 1,59
Dextrose .....ccoovveeiiiiiiiieei, 1,09
Agar ..o 15,0 g
Agua destilada q. . P. c.ooeoveeeeiieien 1000,0 ml

pH de 6,5 a 6,6, apds a esterilizagao.

Meio para o antibiético n® 2
Peptona ........ccoovvvieiiiiiiieees 6,09

Extrato de levedura ..................... 3,09



pH de 6,5 a 6,6, apds a esterilizagao.

Meio para antibidtico n® 5
Peptona.......cccoooviviiiiiii

Extrato de levedura......................

Agar destilada q. 5. p. .cooovevevnnn.

pH de 7,8 a 8,0 apos a esterilizacio.

Meio para antibiético n® 11

Caseina de digesto pancreatico...

Extrato de levedura..........c............

pH de 7,8 a 8,0 apds a esterilizagao.

Meio para antibiético n°® 19
Peptona .......ccooeiiiiiiiie

Extrato de levedura .....................

53
1,59
15,0 ¢

1000,0 ml

6,09
3,09
1,59
15,0 g

1000,0 ml

1,09
15,09

1000,0 ml

9,449

4,7 g



Extrato de carne

Cloreto de sddio

pH de 6,0 a 6,2, apds a esterilizagao.

3.7.2 Bioautografia

Agar simples

Calcio nutriente

Agar — agar

Agua destilada q. S. Pocvoveeveieeieeennn

Agar Mueller — Hinton
Infuso de carne
Caseina hidrolisada
Amido

Agar — agar

Agua destilada q. 8. p. coovoveevveiieeenn

Caldo triptona — soja

Caseina tratada por suco pancreatico

Farinha de soja por digestao papainica

Dextrose
Fosfato de potassio dibasico

Cloreto de sddio

54
2449

10,0 g

23,59

1000,0 ml

8,09
15,09

1000,0 ml

300,0 g
17,59
1,59

17,0 g

.......... 1000,0 ml
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Agua destilada q. S. Pueeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 1000,0 ml

3.7.3 Microdiluicdo em Caldo

Agar BHI

Infusdo de coragao-cérebro ..................... 17,59
Digesto pancreatico de gelatina .............. 16,0 g
DeXIroSe ...oovvvveiiiiieiie e 20g
Cloreto de sOdiO ........vvveiiieiiiieeiiieeeeeeeeee, 50¢g
Fosfato dissOdiCo .......c.ovvevviieiiiiiiiieeeenn. 25¢g
AQAr ..., 15,0 g
Agua destilada q. S. P. .oceovevieveeeeieen 1000,0 ml

Os componentes foram misturados e fervidos para efetuar a solucéao,

seguindo-se esterilizagao por autoclavagao a 120°C por 15 minutos.

Agar Sabouraud

Peptona ........ovveiiiiiiiii 10,0 g
DEeXIrOSEe ..o 20,0¢
AQar ..., 15,0 g
Agar destilada q. 5. p. wooveeeveeeeieeeeeen, 1000,0 ml

Os componentes foram misturados e fervidos para efetuar a solucéao,

seguindo-se a esterilizagao por autoclavacado a 120°C por 15 minutos.

Caldo Mueller-Hinton

Infusdo desidratada de carne ................... 17,59
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Agua destilada q. . p. covcoveveeeeeeen 1000,0 ml

Os componentes sélidos foram solubilizados em agua, fundidos e
esterilizados em autoclave a 120°C por 15 minutos.

Caldo Yeast Nitrogen Base (YNB) Tamponado

YNB e 6,749
L-asparaging ..o 1,59
DEXIIOSE ...eeeeieeeee e 10,0 g
Tampao de fosfato (pH 7,0) . s. p. ......... 100,0 ml

3.8 Preparo do material vegetal, extratos e fracionamento

O material coletado foi desidratado em estufa (= 25°C) e triturado a grosso

modo. Apos pulverizado em moinho de facas, a droga foi armazenada em frasco
ambar para posterior obtengao dos extratos.

A droga em po6 foi macerada a frio por 14 dias, em metanol. Apds foi retirado o
solvente em evaporador rotatorio a vacuo obtendo-se um residuo seco. O residuo foi
retomado em agua e submetido a fracionamento por extragdo sequencial com
solventes de polaridade crescente, obtendo-se as fracbes hexanica, cloroférmica,

acetato de etila e butandlica (Figura 9).
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Droga pulverizada de folhas de L. divaricata

|

Extrato a frio em metanol

l

Extrato bruto metandlico concentrado

l

n-hexano + agua (9:1)

|
| ,

Fase aquosa 1 Fase n-hexano
Cloroférmio Extrato hexanico

|
. 1

Fase cloroférmica Fase aquosa 2

l .

Extrato cloroférmico| | Acetato de etila

A v

Fase aquosa 3| | Fase acetato de etila

v b 4

n-butanol Extrato acetato de etila

=. l

Fase n-butanol Fase aquosa 4

l ,

Extrato butandlico Massa residual

Figura 9 — Protocolo Experimental de Partigéo Liquido-Liquido e Obtengéo das
Fragdes Organicas da Luehea divaricata Martius (agoita-cavalo).
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3.9 Atividade antimicrobiana

3.9.1 Difusdo em agar

3.9.1.1 Preparacao das suspensdes

3.9.1.1.1 Suspenséio bacteriana

Os microorganismos utilizados foram mantidos em tubo de ensaio contendo
10 ml de meio para antibiético n°® 1. Para o desenvolvimento dos ensaios foram
efetuadas novas culturas, em tubos com o mesmo meio, durante 24 horas, a
temperatura de 32 - 35°C. As culturas crescidas sob os meios inclinados foram
submetidas a lavagem com 0,6 ml de solugao fisiolégica estéril. Os lavados foram
transferidos para superficie de frasco de Roux contendo 50 ml de meio para
antibidtico n° 01, que foi incubado a temperatura de 32 - 35°C durante 24 horas. A
superficie do agar foi lavada com cerca de 6 ml de solugéo fisiologica estéril. Para a
padronizagao do indculo, dilui-se a suspensdo de germes com solugao fisioldgica
estéril até a obtencdo de transmitancia de 25%, em espectrofotdmetro, no
comprimento de onda de 580 nm, utilizando-se tubos de leitura com 13 mm de
didmetro. As suspensdes foram estocadas sob refrigeracdo, durante uma semana. A
quantidade de microorganismo padronizado, inoculado em meio, utilizado como
camada semeada, foi a sugerida pelo Code of Federal Regulation (1996),

modificado.

3.9.1.1.2 Suspensao de fungos

Os microorganismos utilizados foram mantidos em tubo de ensaio inclinado
contendo 10 ml de meio para antibiético n® 19. As culturas crescidas sobre os meios
inclinados foram submetidas a lavagem com 0,6 ml de solugéo fisiologica estéril. Os

lavados foram transferidos para superficie de frasco de Roux contendo 50 ml de
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meio para antibidtico n® 19, estéril, que foi incubado a temperatura de 25 - 30°C,
durante 48 horas. A superficie do agar foi lavada com 6 ml de solugao fisiolégica
estéril até a obtencdo de transmitancia de 25% em espectrofotdbmetro no
comprimento de onda de 580 nm, utilizando-se tubos de leitura com 13 mm de
didmetro. As suspensdes foram estocadas, sob refrigeracdo, durante quatro
semanas. A quantidade de microorganismo padronizado, inoculado em meio,
utiizado como camada semeada, foi sugerida pelo Code of Federal Regulation
(1996).

3.9.1.2 Preparacgao das placas para o ensaio

3.9.1.2.1 Camada basica

Para a realizagao dos ensaios individuais, transferiu-se 21 ml do meio apés
sua esterilizagdo, para cada placa de Petri, disposta em superficie rigorosamente
plana, com tampa levemente entreaberta, para evitar a condensacdo de agua

evaporada e permitir a solidificagcdo do meio.

3.9.1.2.2 Camada semeada

Para a realizacdo dos ensaios individuais, o meio indicado para a camada
semeada foi colocado em banho-maria (48 - 50°C), imediatamente apds sua
autoclavacado. Na temperatura indicada, adicionou-se a suspensdo padronizada do
microorganismo, apos homogeneizacéo foram transferidos 4 ml do meio inoculado

para cada placa de Petri contendo a camada base.
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3.9.1.3 Preparacao das amostras

3.9.1.3.1 Extrato metandlico e fragdes

No baldo volumétrico de 10,0 ml foi diluida a amostra (800 mg) em 4,0 ml de
dimetilformamida, e completou-se o volume com agua destilada estéril. A partir
dessa, obteve-se as concentragdes de 20,0 mg/ml, 40,0 mg/ml e 80,0 mg/ml, quando
a razao entre as doses era 2 (gentamicina e estreptomicina); 24,2 mg/ml, 44,0 mg/mi
e 80,0 mg/ml quando a razao entre as doses era 1,82 (nistatina); 32,77 mg/ml, 51,2
mg/ml e 80,0 mg/ml quando a razdo entre as doses era 1,56 (penicilina e

cloranfenicol).

3.9.1.4 Preparacgao das solucdes padrdes

As solugdes padrdes foram preparadas de acordo com a F. Bras. IV (1988) e
FDA (1996), com modifica¢des.

3.9.1.4.1 Solucao padrao de benzilpenicilina potassica

No baldo volumétrico de 50 ml foram colocados 31 mg de benzilpenicilina
potassica e completou-se o volume com solugcdo tampao fosfato de potassio a pH
6,0, de modo a obter a concentragdo de 1000 Ul/ml. Através de diluicbes com o
mesmo diluente, prepararam-se as concentragcdes de 0,64 Ul/ml, 1,0 Ul/ml e 1,56
Ul/ml.

3.9.1.4.2 Solucgao padrao de sulfato de gentamicina

O Sulfato de gentamicina (32,78 mgq), previamente dissecado, foi transferido

para o baldo volumétrico de 20 ml e completou-se com solucdo tampao fosfato de



61

potassio pH 8,0, de modo a obter a concentragdao de 1 mg/ml. Através de diluicbes
com o mesmo diluente, prepararam-se as concentragbes de 1ug/ml, 2 ug/ml, 4

ug/mil.

3.9.1.4.3 Solucgao padrao de cloranfenicol

Em baldo volumétrico de 50 ml foram colocados 25,10 mg de cloranfenicol e
adicionou-se o alcool etilico 95 % a concentragdo de 10.000 ug/ml e completou-se o
volume com agua destilada, de modo a obter a concentragao de 1 mg/ml. Através de
diluicdes com o mesmo diluente, prepararam-se as concentragdes de 0,64 ug/mi, 1,0

ug/ml e 1,56 ug/mil.

3.9.1.4.4 Solucao padrao de sulfato de estreptomicina

No baldo volumétrico de 50 ml foram colocados 36,65 mg de sulfato de
estreptomicina previamente dessecados e completou-se o volume com agua
destilada, de modo a obter a concentracao de 1,0 mg/ml. Através de diluigdes com o
mesmo diluente, prepararam-se as concentragdes de 3,2 pug/ml, 6,4 ug/ml e 12,8

ug/mil.

3.9.1.4.5 Solugao padrao de nistatina

No baldo volumétrico de 100 ml foram colocados 18,57 mg de nistatina,
previamente dessecados, e completou-se o volume com dimetilformamida até
concentracdo de 1000 Ul/ml. Através de diluigdes com o tampao fosfato pH 6,0,
preparou-se as concentrag¢des de 30,0 Ul/ml, 54,6 Ul/ml e 99,4 Ul/ml.
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3.9.1.5 Esquema dos ensaios

Tabela 2 — Protocolo do Ensaio Microbiolégico por Difusdo em Agar

Microorganismo Padréo Meio Meio Volume Temperatura

Referéncia Camada Camada Inoculo em  de In%ubagao
(°C)
Base Semeada mi/100 mi
meio

S. aureus Benzilpenicilina 1 1 1,0 32-35
potassicca

S. epidermidis Sulfato de 11 11 0,03 36 -37,5
gentamicina

E. coli Cloranfenicol 1 1 0,7 36-37,5

K. pneumoniae Sulfato de 5 5 0,1 36-37,5

estreptomicina
C. albicans Nistatina 19 19 1,0 29 - 31
S. cerevisiae Nistatina 19 19 1,0 29 - 31

3.9.1.6 Execucéo do ensaio

Para cada amostra foram feitas seis repeticdes, com cada microorganismo.
No meio adicionado as placas foram efetuados seis orificios com 9 mm de didmetro,
dispostos aproximadamente a intervalos de 60° e com raio de 2,8 cm. Foram
adicionados 100 ul de cada uma das diluigbes do padrdo (antimicrobiano),
preparadas conforme o item 3.8.25 em {trés concentracbes diferentes e
denominadas P , P2, P3; j& as amostras obtidas a partir do Extrato Bruto (EB) e
fragcdes em trés concentragdes diferentes foram denominadas A; , Az, As. As placas
permaneceram 10 minutos em temperatura ambiente antes da incubagao, para a
difusdo dos padrées e amostras no meio de cultura. Estas foram incubadas durante
16-18 horas a temperatura indicada na Tabela 2. Apds a incubacéao, efetuou-se a
medida dos didmetros das zonas de inibicdo em mm, com auxilio de um paquimetro
digital. Foram determinadas as médias das zonas de inibicdo do padrdo e da
amostra para cada ensaio. Os ensaios foram realizados conforme a metodologia
descrita na F. Bras. IV (1988) e no Code of Federal Regulations (1996) com

modificacdes.
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3.9.2 Bioautografia

3.9.2.1 Suspensdes microbianas

Para a obtencédo dos indculos, as culturas de microorganismos indicadoras
foram transferidas, com o auxilio de uma al¢a de cromo-niquel, para tubos de ensaio
contendo 5,0 ml de caldo triptona-soja, padronizado pela escala de MacFarland.
Assim, obteve-se um indculo contendo aproximadamente 10° UFC/ml, equivalente a
metade da escala 1 de MacFarland, utilizada na proporgéao de 0,5% ao meio de agar

Mueller-Hinton.

3.9.2.2 Determinagao da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana das fragbes foi determinada pelo método de
bioautografia conforme Hamburger e Cordell (1987) e Rahalison e colaboradores
(1991). Utilizou-se bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos, e como
padrdo a amoxicilina (978,09 pg/ml) e nistatina (2464, 38 Ul/mg), preparados
conforme FDA (1996).

As cepas dos microorganismos foram repicadas de 15 em 15 dias em tubos
de ensaio com agar simples, inclinados e incubados a 37°C por 24 horas, e mantidos

em temperatura ambiente.

O ensaio de bioautografia foi realizado em placas de Petri (10 x 100 mm de
didmetro). Em cada placa de Petri, depositou-se uma cromatoplaca de silica gel G60
F2s54 de 50 x 60 mm com cromatogramas desenvolvidos com o sistema de solventes

cloroférmio: metanol (80:20).

Adicionou-se 10 ml do meio de cultura inoculado com o microorganismo
indicador, e liquefeito, sobre o cromatograma. Apos solidificagdo do meio, as placas
de Petri foram incubadas a 35°C, por 24 horas, para bactérias e a 25°C, por 48
horas, para fungos. Decorrido o periodo de incubagédo, os cromatogramas foram

revelados com uma solu¢ao aquosa de cloreto de 2, 3, 5 trifenil tetrazdlio (20 mg/ml)
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e incubadas a 35°C por 2 - 4 horas. ApoOs este periodo os halos de inibicao foram

visualizados, e registrado fotograficamente.

3.9.3 Microdiluicdo em caldo

3.9.3.1 Técnica M-27A do NCCLS (1997) de microdiluicdo em caldo para avaliagao

da concentracgéo inibitéria minima (CIM) frente a fungos leveduriformes

A técnica M-27A ¢ utilizada na determinacao da suscetibilidade de leveduras
a agentes antifungicos. O ensaio foi realizado em duplicata, e utilizado como padrao
um controle de crescimento positivo. O teste foi adaptado para bactérias, alterando-

se apenas 0 meio de cultura, o tempo e a temperatura de incubacéo da placa.

3.9.3.2 Preparacgao das placas de microdiluicdo para os testes

Para a execugcao dos testes foram utilizadas placas de microdiluicdo com
cavidades cuja capacidade é de até 500 pl, dispostas em 8 linhas e 12 colunas, num
total de 96 cavidades. As placas e suas tampas foram primeiramente lavadas numa
solugao de hipoclorito a 10% através de movimentos repetidos, mergulhando-se e
retirando-se da solucdo alternadamente, por 10 vezes. A seguir, placas e tampas
foram secas a 32°C. Apds a secagem, foram colocados em capela de fluxo laminar
sob luz ultravioleta — C por um periodo minimo de 1 hora, para esterilizagado. Depois
de esterilizadas, as placas foram enroladas em papel e armazenadas até o momento

de serem utilizadas.
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3.9.3.3 Preparacao da amostra para a avaliagdo da atividade antimicrobiana

Uma aliquota do extrato metandlico e das fragcbes foi dissolvida em uma
mistura de DMSO: TWEEN 80 a 0,5% (1:4) de maneira a se obter uma solugao

estoque a 25 mg/ml.

A solucdo estoque foi diluida no meio de cultura, para se obter as
concentragdes intermediarias de 10.000, 5.000, 2.000, 1.000, 500, 100 e 50 pg/ml,
de maneira que as concentragdes finais testados foram 5.000, 2.500, 1.000, 500,
250, 50 e 25 pg/ml.

3.9.3.4 Preparacao do indculo

As leveduras foram inoculadas em tubos com agar Sabouraud e incubadas a
30°C durante 24 horas. A seguir, foi preparada uma suspensao de microorganismos
em salina 0,85% estéril, ajustando-se a turvagéo de acordo com a escala (0,5) de
MacFarland. A suspensao de levedura foi diluida no caldo YNB diluido a 1:50 e

novamente a 1: 20.

A preparagao do inéculo das espécies bacterianas foi realizada da mesma
forma, substituindo-se apenas os meios agar Sabourand e YNB por agar BHI e caldo

Mueller-Hinton, respectivamente.

3.9.3.5 Inoculacédo no meio de cultura

Cada cavidade da placa de microdilui¢ao ja contendo 0,1 ml da concentragao
da droga teste, foi inoculada com 0,1 ml de suspensdo de microorganismos. A
cavidade do controle positivo continha 0,1 ml do in6culo e 0,1 ml do meio, sem a
droga teste. Apos inoculacgédo, a placa foi fechada, identificada e inoculada conforme
periodo de tempo preconizado pela metodologia para cada microorganismo. O teste

foi realizado em duplicata.
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3.9.3.6 Incubagao

As microplacas inoculadas com bactérias foram incubadas a 35°C por 24
horas; ja as inoculadas com fungos leveduriformes foram incubados a 30°C por 48

horas, ou até que o movimento do controle positivo pudesse ser evidenciado.

3.9.3.7 Leitura do teste

A leitura foi realizada apds o periodo de incubacido, mediante composi¢ao
visual com o controle de crescimento positivo, determinando-se como CIM a menor
concentragdo da substancia testada onde nao foi visualizado crescimento do

microorganismo.

3.10 Atividade antioxidante

3.10.1 Determinacao da atividade antioxidadante pelo método do DPPH

A avaliacao da atividade antioxidante pelo método fotocolorimétrico do DPPH
(2,2—difenil; 1—picrilhidrazila), seguiu a metodologia de Kulisic e colaboradores
(2004) modificada.

No ensaio foram preparadas solugdes de 200; 100; 50; 25; 125; 6,25; 3,125;
1,5625 pg/ml do extrato metandlico e das fragcdes, em metanol. A 2,5 ml das
amostras, adicionou-se 1 ml da solugao de DPPH em metanol. Apds 1 hora foram
feitas as leituras das absorbancias a 517 nm, cujo radical apresenta 0 maximo de

absorcéao.

Uma solugdo de DPPH (1 ml, 6x10° M) em 2,5 ml de metanol foi usada como
controle negativo; e como branco foi utilizada uma solu¢do do extrato metandlico e
das fragdes (2,5 ml, 200 pg/ml) em 1 ml de metanol. Uma preparacéo de quercetina

em metanol foi utilizada, como padrdo nas mesmas concentragdes das amostras. O
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ensaio foi realizado em triplicata e a média das absorbéancias, de cada amostra, foi

calculada.

A percentagem de inibicao do radical DPPH, pelas amostras, foi calculada de

acordo com a férmula:

% Inibigéo = ((AC (0) - AA(T)) / AC(O)) x 100

Onde:
- Ac(0) € a absorbancia do controle negativo no t = 0 min;

- Aa(m) € a absorbancia da amostra no t = 60 min.

3.10.2 Determinagdo da atividade antioxidante pelo método do p-Caroteno-

Linolenato

A atividade antioxidante do extrato bruto e das fragbes também foi avaliada
pelo método do B-caroteno-linolenato utilizando-se espectrofotometria UV/Visivel,

conforme Mokbel e Hashinaga (2006).

Uma emulsdo foi preparada com 3,34 mg de B-caroteno, 40 mg de acido
linoleico, 400 mg de TWEEN 40 e 1 ml de cloroformio. Apds evaporagcdo do

cloroférmio, adicionou-se 100 ml de H20O2 0,01 M, sob agitagdo vigorosa.

Em tubos de ensaio, colocou-se 2 ml da emulsao e 100 pl do extrato bruto e
das fragdes a 50; 25; 12,5 ug/ml, em metanol. Foi feito um controle com 2 ml da

emulséo e 100 ul de metanol, e um branco a partir de uma emulsdo sem B-caroteno.

Durante o ensaio, os tubos foram mantidos em banho-maria a 50°C. As
leituras de cada amostra foram realizadas de quinze em quinze minutos, durante
cento e vinte minutos, a 470 nm. O ensaio foi realizado em triplicata e as médias das
absorbancias foram calculadas. A percentagem de inibigdo foi calculada a partir da

formula:
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Ayin) — A4
%lnibigéo{ A2 C“”’} x 100

c() AC(lzo)

Onde:

Ac(0) = absorbéncia do controle no t = 0 min;

Aa(120) = absorbéancia da amostra no t = 120 min;

Ac(120)= absorbéancia do controle no t = 120 min.

3.11 Atividade antinociceptiva

3.11.1 Preparagao dos reagentes

Todas as drogas foram preparadas no mesmo dia da realizagcdo do
experimento. O volume administrado, para cada camundongo, obedeceu a relagéo
de 10 ml/kg.

3.11.1.1 Solugéo de acido acético 0,8 %

O acido acético 0,8 % foi preparado em agua destilada, a partir de uma

solugdo de acido acético glacial P.A.

3.11.1.2 Solugéo de indometacina

Foi preparada uma solugdo aquosa de bicarbonato a 5 %, na qual a

indometacina foi dissolvida numa concentragao de 7 mM.
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3.11.1.3 Solugao de morfina

Foi preparada uma solugao, na concentragdo de 650 uM (usada no Teste da
Formalina), em TWEEN 80 5 %, em salina.

3.11.1.4 Solugao de formalina 1,5 %

A solugado de formalina 1,5 % foi preparada a partir de uma solugdo de
formaldeido a 37 % P.A., utilizando-se &gua ultrapurificada como veiculo. O
formaldeido 37 % foi previamente filtrado em papel filtro analitico e a solugéo de

formalina 1,5 % foi preparada a partir desse filtrado.

3.11.2 Testes comportamentais

3.11.2.1 Teste das contor¢gdes abdominais

Uma hora apds a administracdo de 250; 500 e 1000 mg/kg, denominadas
respectivamente T4 T, T3 do extrato bruto ou veiculo (agua), por via oral (10 ml/kg),
os camundongos foram submetidos ao teste das contor¢bes abdominais, realizado
conforme Hayashi e Takemori (1971). Os animais receberam injecao intraperitonial
(i.p.) de acido acético a 0,8 %, e 5 minutos apds foram transferidos para um campo
aberto (arena retangular medindo 28 x 18 x12 cm, dividida em 15 quadrados de igual
tamanho). Durante dez minutos, observou-se o numero de contor¢gdes abdominais. A
contorcdo era considerada quando havia contracdo dos musculos abdominais,
seguida de alongamento do corpo e estiramento das patas traseiras. O ensaio foi
feito em triplicata, com um n = 8 para cada amostra, e a média do numero de

contorcgdes foi calculada.
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3.11.2.2 Teste da formalina

O experimento foi conduzido de acordo com Hunskaar e Hole (1987). Os
camundongos receberam 250; 500; 1000 mg/kg denominadas respectivamente Tj,
T,, T3 do extrato bruto ou veiculo (agua), por via oral (10 ml/kg). Uma hora apds,
injetou-se subcutaneamente 20 pul de formalina 1,5 % na pata traseira direita dos
animais. Imediatamente apds a injecdao de formalina, os animais foram transferidos
para um campo aberto e foi observada a duracdo do comportamento de lamber a
pata injetada durante 30 minutos. O intervalo de 0 - 5 minutos foi considerado como
fase neurogénica, e o intervalo de 5-30 minutos foi adotado como fase inflamatéria.
Nesse experimento, a morfina (6,5 pmol/kg, i.p.) foi utilizada como controle positivo
(SHIBATA et al., 1989). O ensaio foi feito em triplicata, com um n = 8 para cada

amostra, e a média dos tempos da fase neurogénica e inflamatéria foi calculada.

3.12 Analise estatistica

Os resultados obtidos pelo método difusdo em agar e contor¢gdes abdominais
induzidas por acido acético foram analisados por analise de varidncia (ANOVA), e as
diferengas minimas significativas pelo teste de Tukey. O nivel de significancia foi de
5 %.



4 RESULTADOS

4.1 Extragao e fracionamento

O extrato metandlico obtido de folhas (2700 g) secas e moidas teve um
rendimento de 303 g. As fragbes hexanica, cloroformica, acetato de etila e butandlica
obtidas por extracdo sequencial renderam respectivamente 11,32; 2,34; 4,05;
17,82 %.

4.2 Atividade antimicrobiana

O extrato bruto e as fragdes hexanica, cloroférmica, acetato de etila e
butandlica apresentaram atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em agar

(Figura 10), bioautografia e microdiluicdo em caldo.

4.2.1 Difusdo em agar

As amostras empregadas para avaliar a atividade antimicrobiana induziram a
formagédo de halos de inibicdo determinando a sensibilidade dos microorganismos
testados (Tabelas 3 - 6). O extrato bruto e as fracbes da Luehea divaricata Martius
foram testadas frente a Candida albicans ATCC 44373 e Saccharomyces cerevisiae

ATCC 2606 mas nao apresentaram halo de inibigao.



Figura 10 — Fotografia do ensaio microbiolégico por Difusdo em Agar.
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Tabela 3 — Perfil de suscetibilidade de S. aureus ATCC 6538p ao extrato bruto (EB),

as fracdes da L. divaricata Martius e a benzilpenicilina potassica.

Tratamento EB Fr. Hex Fr. CH,CI, Fr. AcOEt Fr. ButOH
P1 19,17 19,30 19,54 30,62 30,62
A1 14,22 12,73 12,62 15,76 15,22
P2 20,75 21,30 20,02 31,82 32,08
A2 15,96 14,37 13,98 16,63 16,51
P3 23,16 22,26 20,90 32,70 33,94
A3 17,16 15,27 15,01 17,92 17,65
(03 17,81% 22,50% 20,87% 34,00% 32,18%

Obs.: As médias foram comparadas pela ANOVA e as diferengas minimas significativas pelo teste de

Tukey. O nivel de significancia foi de 5 % (p<0.0001).
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Tabela 4 - Perfil de suscetibilidade de S.epidermidis ATCC 12228 ao extrato bruto

(EB), as fracbes da L. divaricata Martius e ao sulfato de gentamicina.

Tratamento EB Fr. Hex Fr. CH,CI, Fr. AcOEt Fr. ButOH
P1 8,80 9,60 17,98 15,33 14,85
A1 11,55 9,72 19,38 14,55 14,55
P2 10,22 10,53 20,82 17,21 16,20
A2 14,49 12,02 22,30 16,98 16,22
P3 11,76 11,49 24,53 20,09 18,98
A3 17,34 14,19 24,46 18,88 17,98
Ccv 24,96% 15,32% 12,42% 12,14% 10,53%

Obs.: As médias foram comparadas pela ANOVA e as diferengas minimas significativas pelo teste de
Tukey. O nivel de significancia foi de 5 % (p<0.0001).

Tabela 5 - Perfil de suscetibilidade de E. coli ATCC 11103 ao extrato bruto (EB), as

fracdes da L. divaricata Martius e ao cloranfenicol.

Tratamento EB Fr. Hex Fr. CH,CI, Fr. AcOEt Fr. ButOH
P1 19,67 21,86 19,25 21,21 19,46
A1 17,36 18,16 18,90 21,01 21,47
P2 21,02 23,49 20,97 21,96 21,1
A2 20,28 18,53 17,83 20,20 24,56
P3 22,46 22,46 18,90 22,81 21,78
A3 19,82 20,43 19,72 22,53 24,03
Ccv 8,39% 10,38% 5,42% 4,59% 9,35%

Obs.: As médias foram comparadas pela ANOVA e as diferengas minimas significativas pelo teste de
Tukey. O nivel de significancia foi de 5% (p<0.0001).
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Tabela 6 - Perfil de suscetibilidade de K. pneumoniae ATCC 10031 ao extrato bruto

(EB), as fragbes da L. divaricata Martius e ao sulfato de estreptomicina.

Tratamento EB Fr. Hex Fr. CH,CI, Fr. AcOEt Fr. ButOH
P1 11,18 12,37 11,45 17,20 14,41
A1 17,89 12,18 11,88 15,44 16,51
P2 16,35 16,56 16,19 19,80 19,12
A2 16,48 14,92 15,70 18,16 18,73
P3 20,13 20,61 19,89 23,07 22,60
A3 19,38 16,97 16,68 22,02 21,43
CcVv 18,85% 20,37% 20,76% 15,11% 16,13%

Obs.: As médias foram comparadas pela ANOVA e as diferengas minimas significativas pelo teste de

Tukey. O nivel de significancia foi de 5% (p<0.0001).

4.2.2 Bioautografia

Os microorganismos S. aureus, S. epidermidis, E. coli e K. pneumoniae
apresentaram sensibilidade as fracbes hexanica, cloroférmica, acetato de etila e
butandlica pelo método de bioautografia (Figura 11 A — B). As amostras testadas

nao foram ativas frente a Candida albicans ATCC 44373 e Saccharomyces

cerevisiae ATCC 2606.
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Figura 11 — Bioautografia das frages do extrato bruto das folhas da Luehea divaricata Martius. 11A —
E. coli; 11B — S. aureus. Legenda: A — fragao hexanica; B — fragéo cloroférmica; C — fragéo acetato de
etila; D — fragao butandlica.

4.2.3 Microdiluicdo em caldo

Os valores da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) do extrato bruto e das
fragdes frente aos microorganismos testados foram determinados por microdiluigdo
em caldo (Tabela 7). Ja para as fragbes hexanica e cloroférmica nao foi possivel

observar atividade antimicrobiana frente as cepas testadas, por esse método.
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Tabela 7 — Perfil de suscetibilidade de S. aureus, E. coli, K.pneumoniae, C. albicans,

S. cerevisiae ao extrato bruto e as fragdes acetato de etila e butandlica da L.

divaricata Martius.

CIM (pg/ml)
Microorganismos
EB Fr. AcOEt Fr. ButOH
S. aureus 375 500 500
E. coli 1500 500 500
K. pneumoniae 750 250 250
C. albicans 750 1000 1000
S. cerevisiae 1500 2000 2000

4.3 Atividade antioxidante

O extrato bruto e as fragdes hexanica, cloroférmica, acetato de etila e
butanodlica apresentaram atividade antioxidante pelo método DPPH (Figura 12) e (-

caroteno-linolenato (BCB) (Figura 13).

4.3.1 Método DPPH

As absorbancias da substéncia controle (quercetina), do extrato bruto e
das fragdes hexanica, cloroféormica, acetato de etila e butandlica, depois de 30
minutos em contato com a solugdo de DPPH em metanol, foram obtidas por
espectrofotometro UV-Visivel. A partir dessas foi obtido o percentual de inibicdo, que

corresponde a atividade antioxidante das amostras testadas (Tabela 8).
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Tabela 8 — Atividade Antioxidante pelo método DPPH expresso em percentagem de

inibicdo do extrato bruto e das fragcdes da L. divaricata Martius.

Concentragao
da amostra Quercetina EB Fr. Hex Fr. CH.CI, Fr. AcOEt Fr.ButOH
(ng/mil)
25,00 93,54 91,06 90,33 26,20 89,64 91,14
12,50 78,14 73,36 88,76 17,86 90,93 91,64
6,25 41,48 36,90 51,01 12,98 65,00 86,72
3,125 22,68 14,78 25,74 7,98 34,00 51,17

Obs.: Valores em percentagem de inibigao do oxidante.

100 -

80 -
60 -
40 1
20 - /_/‘
0

% inibigao

3,125 6,25 12,5 25

Concentragéao (ug/ml)

—a— Quercetina —=—EB —=— Hex —=—CH2CI2 —=— AcOEt —=— ButOH

Figura 12 — Percentual da atividade antioxidante da substancia controle, do extrato bruto e das
fracdes da Luehea diaricata Martius frente ao oxidante DPPH.

4.3.2 Método B-caroteno-linolenato

As absorbéancias da substancia controle (quercetina), do extrato bruto e
das fragcdes hexanica, cloroférmica, acetato de etila e butandlica, foram obtidas de
15 em 15 minutos durante 2 horas por espectrofotdmetro UV-Visivel. A partir dessas
foi calculado o percentual de inibicdo, que corresponde a atividade antioxidante das
amostras testadas (Tabela 9).
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Tabela 9 - Atividade Antioxidante pelo método B-caroteno-linolenato expresso em

percentagem de inibicdo do extrato bruto e das fragées (25 ug/ml) da L. divaricata

Martius.
% Inibicao
Tempo Quercetina EB Fr. Hex Fr. CH,CI, Fr. AcOEt Fr. ButOH
00’ 100 100 85 81 100 100
15’ 81 100 55 44 100 100
30’ 77 90 46 27 90 64
45’ 62 42 40 20 38 29
60’ 51 25 29 1 20 11
75 48 16 24 _ 7 1
90’ 38 9 18 _ 1 _
105’ 25 1 16 _ _ _
120 18 _ 9 _ _ _
120
100
o 80
u
o
2 60
£
2

40

20

00 15

30' 45’ 60’ 75'

Tempo (horas)

90’

—=— Quercetina —=—EB
—a— CH2CI2 —a— AcOEt

—8— Hex

—a— ButOH

120’

Figura 13 — Percentual da atividade antioxidante da substéncia controle, do extrato bruto e das
fracdes das folhas da agoita-cavalo avaliados pelo método B — caroteno — linolenato.
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4.3.3 Atividade antinociceptiva

O extrato bruto (1000 mg/kg) das folhas da Luehea divaricata Martius
apresentou atividade antinociceptiva pelo teste das contor¢ées abdominais induzidas
pelo acido acético 0,8 %. Pelo teste da formalina apresentou atividade negativa na

Fase Neurogénica e positiva na Fase Inflamatéria.

4.3.3.1 Teste das contor¢des abdominais

O ensaio foi feito em triplicata, com um n = 8 para cada amostra, e a média do

numero de contor¢des foi calculada e comparado pela ANOVA (Tabela 10).

Tabela 10 — Efeitos da administragcdo do extrato metandlico da Luehea divaricata
Martius sobre o numero de contorgbes abdominais induzidas por acido acético 0,8%,

em camundongos.

Tratamento (p.o.) Numero de Contorgoes
Veiculo 32,66
T4 31,08
Tz 27,25
Ts 15,95
Indometacina (100mg/kg) 12,70
Ccv 33,55%

Obs.: As médias foram comparadas pela ANOVA e as diferengas minimas significativas pelo teste de
Tukey. O nivel de significancia foi de 5 % (p<0.0001). n = 08.



4.3.3.2 Teste da formalina
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O ensaio foi realizado em triplicata, com um n = 8 para cada amostra, e a

média dos tempos da fase neurogénica e inflamatéria foi calculada (Figura 14 A e B).

80 O Veiculo
C rt ¢ 60 B EB 250mg/kg
omportamento
de lamber (s) 40 OEB 500mg/kg
20 OEB 1000mg/kg
B Morfina
0
80 :
OVeiculo
c rt ¢ 60 B EB 250mg/kg
omportamento
de lamber (s) 40 OEB 500mg/kg
20 OEB 1000mg/kg
B Morfina

0

Figura 14 — Efeito da administragdo do extrato metandlico da Luehea divaricata Martius sobre o
comportamento de lamber a pata (em segundos), no teste da formalina.

(A) Fase Neurogénica e (B) Fase Inflamatéria.
Dados expressos pela média aritmética. n = 08.



5 DISCUSSAO

A metodologia utilizada para avaliar a atividade antimicrobiana de plantas é
um fator importante (NCCLS, 1997). De acordo com a Farmacopéia Brasileira 1V
(1988) o método, o indculo, meio de crescimento, tempo de leitura do teste e os
microorganismos sao fatores que devem ser levados em consideragao para haver

reprodutibilidade dos resultados.

As concentragdes, testadas por difusdo em agar, das amostras do extrato
metandlico e das fracbes da L. divaricata Martius foram ativas frente a
Staphylococcus aureus (ATCC 6538p), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228),
Escherichia coli (ATCC 11103), Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031). Souza e
colaboradores (2004) testaram pelo mesmo método, o extrato metandlico (50 mg/ml)
das folhas dessa espécie e constataram a resisténcia dos microorganismos Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli,
Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae ao extrato metandlico, provavelmente
tais resultados negativos estejam relacionados a concentracdo testada pelos

autores.

As fragdes acetato de etila e butandlica demonstraram maior atividade frente
as bactérias em relacdo as fragcdbes menos polares provavelmente por terem maior
concentracdo de compostos com potencial antimicrobiano do que as demais fragdes.
Segundo Tanaka e colaboradores (2005) as fragées polares do extrato bruto das
folhas da L. divaricata apresentam flavonodides, triterpenos e taninos e, conforme

Simdes e colaboradores (2004), esses compostos possuem agao antimicrobiana.

Entretanto Andresek e colaboradores (2004) afirmam que diferentes extratos
com compostos de diferentes polaridades frequentemente apresentam uma
tendéncia similar da atividade antimicrobiana, ja que a droga vegetal pode conter
varios principios ativos com o mesmo efeito possibilitando interacbes sinérgicas e

superior eficacia em relagdo aos compostos isolados (WALRANT, 1990).
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Na avaliacdo da atividade antimicrobiana por bioautografia observamos que
todas as fracbes apresentaram atividade frente a E. coli (Gram-negativa) que vem
contrapor aos resultados de Souza e colaboradores (2004). A fragdo acetato de etila
ndo apresentou atividade frente a K. pneumoniae (Gram-negativa). As fracdes mais
polares foram ativas contra as bactérias Gram-positivas. A Candida albicans e
Saccharomyces cerevisiae apresentaram resisténcia as concentragcées das amostras
testadas por difusdo em agar e bioautografia, o que ndo se comprova por
microdiluicdo em caldo, provavelmente por termos avaliado concentragbes maiores

da amostra.

Ao avaliarmos o extrato bruto das folhas da L. divaricata Martius, por
microdiluicdo em caldo frente a Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae,
constatamos que a CIM estava entre 750 ug/ml e 1.500 ug/ml; segundo Tanaka e
colaboradores (2005), esses valores refletem a inibicdo discreta do crescimento
fungico. Ja para S. aureus foi moderadamente ativo (CIM 375 ug/ml) e frente as
Gram-negativas apresentou uma fraca atividade (CIM 750 a 1.500 ug/ml). As fragdes
acetato de etila e butanolica foram moderadamente ativas contra E. coli, K.
pneumoniae e S. aureus (CIM 250 a 500 pg/ml) e fracamente ativas contra os
fungos (CIM 1.000 a 2.000 pg/ml). Pelo mesmo método, Tanaka e colaboradores
(2005) afirmam que o extrato bruto e as fragcbes aquosa e acetato de etila das
cascas do caule dessa espécie foram moderadamente ativos contra S. aureus (CIM
250 pg/ml), ja a fragdo butandlica inibiu discretamente o crescimento de S. aureus
(CIM 500 w/ml) e a fragdo hexanica apresentou atividade fraca contra a mesma
bactéria (CIM 1.000 ug/ml).

Nas fracbes hexanica e cloroférmica ndo foi possivel detectar atividade
antimicrobiana nas concentragdes testadas (500 — 3000 pg/ml), o que n&o se
confirma por outros métodos. Conforme Simdes e colaboradores (2004) essas
fracbes sdo ricas em lipidios, ceras e pigmentos dificultando, dessa forma, a

visualizagéo da atividade antimicrobiana por microdiluigdo em caldo.

Pelo mesmo método Magina e colaboradores (2005) testaram o extrato bruto
e fragbes obtidas das folhas de Zollernia ilicifolia e observaram que as amostras
inibiram o crescimento microbiano em concentragdes de 780 a 2.500 ug/ml para

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Duarte e colaboradores (2005)
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demonstraram a atividade antifungica das lignanas isolados da fragdo hexanica das
folnas de Phyllanthus amarus cuja CIM variou de 10.000 a 40.000 ug/ml. Tanto
Magina e colaboradores (2005) quanto Duarte e colaboradores (2005) consideram

seus resultados relevantes.

A atividade antioxidante de metabdlitos secundarios tem sido bastante
investigada. Os agentes oxidantes, produzidos por reagdes quimicas em noOSso
organismo, sao uma possivel causa das doengas crbénico-degenerativas e do
envelhecimento precoce. Com isso a atividade antioxidante de metabdlitos
secundarios tem merecido atengcao de pesquisadores com crescente investimento da

indUstria farmacéutica e de cosmeéticos.

O extrato bruto e as fragdes acetato de etila e butandlica apresentaram um
percentual de inibigdo do DPPH de 91,06, 90,93 e 91,64 % respectivamente, ja a
quercetina inibiu o radical livre em 93,54 % na concentracédo de 25 pug/ml. As fragdes
hexanica e cloroférmica foram menos eficazes, provavelmente pela menor
concentragdo de compostos fendlicos. O extrato bruto e as fragdes a 25 ng/ml foram
testados pelo método BCB; observamos uma atividade antioxidante de 100 % do
extrato bruto e das fragbes mais polares, e de 85 % para a fragcdo hexanica,
entretanto essa mantem a atividade por mais tempo que as demais fragdes.
Ljubuncic e colaboradores (2005) avaliaram a atividade antioxidante por BCB de
diferentes concentragdes do extrato aquoso das folhas de Crateagus aronia, e

observaram que 100 ug/ml € a concentragdo de maior percentual redutor.

O fato da atividade antioxidante de substancias soluveis em solventes mais
polares ja era esperado, pois estes garantem a presenga de compostos fendlicos na
amostra como os flavondides e saponinas, os quais segundo Simdes e
colaboradores (2004), apresentam atividade antioxidante. A quercetina é conhecida
por ser um potente antioxidante e esta atividade é favorecida pela presenca de
grupos hidroxilas nas posi¢gdes 5, 7, 3°, 4°, que sado fundamentais para esta
atividade. Alteragdes, em um destes grupos, por glicosilagao provoca decréscimo da

atividade antioxidante, como no caso da rutina (Simdes et al, 2004).

Tseng e colaboradores (1997), fazendo uso do método DPPH testaram as
fragcdes e o extrato bruto das flores de Hibiscus sabdariffa e evidenciaram um maior

percentual de inibicdo da fragcdo acetato de etila, assim como Schubert (2003) ao
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estudar as folhas de llex paraguariensis (erva-mate). Ambos afirmam que o potencial
antioxidante da fracao acetato de etila esta relacionado a presenca de compostos

fendlicos antioxidantes como quercetina, rutina e derivados do acido clorogénico.

De acordo com Kulisic e colaboradores (2004) e Tepe e colaboradores
(2005), compostos lipofilicos, como os presentes nos 6leos essenciais, apresentam
atividade antioxidante e esta deve ser investigada pelo método B-caroteno-linolenato
(BCB), pois € mais sensivel para essas substancias do que o DPPH. Tepe e
colaboradores (2005) confirmaram ao estudar as fragdes de Cyclotrichium
origanofolium, a complementariedade desses dois sistemas testes, ao observar que
as fracdes polares inibiam a oxidacao do radical DPPH e as fragdes menos polares

apresentavam maior potencial redutor pelo teste do BCB.

O extrato bruto (1000 mg/kg) apresentou significativa atividade analgésica
pelo teste das contorgdes abdominais quando comparado com o grupo controle. Ja
pelo teste da formalina observamos a atividade da amostra apenas na fase
inflamatdria, provavelmente porque os compostos analgésicos da L. divaricata
Martius ndo possuem agao central assim como os antiinflamatérios n&o-esteroidais e
corticoides. Heidari e colaboradores (2005) afirmam que o EB (100 mg/kg) das
pétalas de Echium amoenum, ricas em flavonodides, induz a reducdo da resposta a
dor na segunda fase da formalina que é a Fase Inflamatdria, 0 que vem ao encontro

dos resultados obtidos para a L. divaricata que também possui flavondides.

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que os compostos das
folhnas da L. divaricata Martius podem ser promissores como novas drogas com
potencial antimicrobiano, antioxidante e analgésico, porém mais estudos sao
necessarios para esclarecer o mecanismo de acdo dessas substancias. E
importante, também, avaliar os possiveis efeitos toxicos desses compostos a curto e
a longo prazo, ja que existe grande interesse dos pesquisadores em descobrir

drogas que aliem bom efeito terapéutico e baixa ocorréncia de efeitos colaterais.



6 CONCLUSAO

e O extrato metandlico da Luehea divaricata Martius e suas fragcbes
apresentaram atividade antimicrobiana frente a S. aureus, S. epidermidis, K.

pneumoniae, E. coli, pelos diferentes métodos analisados.

e As fragbes acetato de etila e butandlica demonstraram maior atividade

antimicrobiana frente as bactérias Gram-positivas.

e Pela difusdo em agar e bioautografia as concentragbes das amostras
estudadas ndo demonstraram atividade antifungica frente a Candida albicans e

Saccharomyces cerevisiae.

¢ Pelo método DPPH o extrato bruto, a fracido acetato de etila e butandlica

apresentaram atividade antioxidante similar a quercetina.

e As diferentes amostras testadas apresentaram atividade antioxidante. A
fracdo hexanica demonstrou melhor atividade antioxidante pelo método BCB do que

as demais fragoes.

e O extrato bruto das folhas da espécie estudada apresentou atividade

analgésica periférica pelo Teste das Contor¢des Abdominais e da Formalina.

e O extrato bruto da Luehea divaricata Martius demonstrou atividade

antiinflamatdria na segunda fase do Teste da Formalina.
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