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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

ESTUDO FARMACOGNOSTICO DE
Pithecoctenium echinatum (Jacq.) Baill

Autora: Rosana Casoti
Orientadora: Melania Palermo Manfron
Local e Data de Defesa: Santa Maria, 28 de Marco de 2012.

Pithecoctenium echinatum pertence a familia Bignoniaceae, conhecida popularmente
como pente-de-macaco e é utilizada na medicina popular para inflamagfes, reumatismo,
infeccbes cuténeas, dor de cabeca, depurativo do sangue e calmante. O objetivo deste trabalho
foi realizar a caracterizagdo morfo-anatdbmica do fruto de P. echinatum; determinar parametros
fisico-quimicos de qualidade da droga vegetal; isolar compostos quimicos do metabolismo
secundario, bem como investigar atividade antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatdria, além
de analisar parametros bioquimicos de toxicidade hepatica e renal no extrato bruto das sementes
de P. echinatum. Esta espécie possui ovario bicarpelar com presenca de tricomas, emergéncias
e cristais. Possui placentacdo parietal. O rudimento seminal é anatropo, unitegumentado e
tenuinucelado. O anel nectarifero possui complexos estomaticos e tricomas. O epicarpo é
cutinizado com presenca de lenticelas, emergéncias e complexos estomatiferos. O mesocarpo
externo possui células parenquimaticas, células pétreas, células esclerificadas e cristais. A
semente é alada e exotestal. O endotélio e o endosperma constituem o envoltério membranaceo
do embrido. O mesofilo cotiledonar possui compostos quimicos como alcaloides, 6leos fixos e
volateis, presenca escassa de amido e é constituido de paredes pécticas. Na caracterizagdo
fisico-quimica, por meio de testes farmacopeicos foi utilizado droga vegetal seca, constatando
que ndo houve variacdo significativa das amostras coletadas em locais diferentes. O extrato
hidroetandlico 70% (EB) das sementes de P. echinatum apresentou compostos do metabolismo
secundario como esterdides e/ou triterpenos, flavonoides, alcaloides, antraquinonas, taninos
catéquicos, oxidrila fendlica e heterosideos cardiotbnicos e 6leos volateis. Por doseamento
espectroscopico foram determinados polifendis, flavonoides e taninos no EB e fracBes. P.
echinatum apresentou potencial antioxidante (CEsqg 131,84 ug/ml) na fracéo acetato pelo método
do DPPH e atividade antimicrobiana a P. aeruginosa, P. zophii e C. albicans pelo método de
microdiluicdo em caldo (CIM). A partir do EB das sementes de P. echinatum foi realizado o
isolamento e a identificacdo de dois flavonoides diometina e hesperitina, agliconas flavona e
flavanona, respectivamente. Estes flavonoides foram isolados de P. echinatum pela primeira vez.
Os compostos foram determinados e analisados por CLAE/MS e RMN e seus espectros
comparados com a literatura. A atividade anti-inflamatoria do EB foi avaliada pelo método da
indugdo da inflamacdo por cilindros de algod&o, e realizadas dosagens séricas dos ratos
submetidos ao bioensaio, nos quais foram administrados a trés grupos de ratos, por via oral,
300mg/kg/dia do extrato bruto, 5mg/kg/dia de nimesulida e propilenoglicol 20% v/v, por 6 dias.
Os resultados obtidos mostraram que o extrato bruto de P. echinatum apresentou inibicdo da
com nimesulida de 21,4%, em relacdo ao grupo controle. Os parametros hematolégicos
mostraram que houve aumento no nimero de leucdcitos e diminuicdo no volume corpuscular
médio (VCM), enquanto que AST, ALT e creatinina ndo apresentaram diferenca significativa no
uso do extrato de P. echinatum, quando comparados com o grupo controle propilenoglicol.
Portanto, os pardmetros fisico-quimicos estabelecidos para P. echinatum possibilitam controle de
gualidade da droga dessa espécie, e esta, apresentou atividades antimicrobiana, antioxidante e
antiinflamatéria. Além disso, ndo foram observados sinais de hepatotocidade e nefrotoxicidade
nas condicdes experimentais testadas.

Palavras-chave: Pithecoctenium echinatum. Plantas medicinais. Andlises fisico-quimicas.
Morfo-anatomia. Atividade biolégica.
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Pithecoctenium echinatum belongs to the family Bignoniaceae, popularly known as comb monkey
used in folk medicine for inflammations, rheumatism, skin infections, headaches, cleanses the
blood and calming. The objective of this study was to characterize morphological and anatomical
fruit of P. echinatum; to determine the physico-chemical quality of the plant drug, isolating
chemical compounds of secondary metabolism, as well as to investigate antimicrobial, antioxidant
and anti-inflammatory, and analyzing biochemical parameters of liver and kidney toxicity in the
crude extract (CE) of seeds of P. echinatum. This species has bicarpelar ovary with the presence
of trichomes, crystals and emergencies. It has parietal placentation. The rudiment seminal
anatropous, unitegmic and tenuinucellate. The ring nectary has stomatal complexes and
trichomes. The epicarp has cutin with the presence of lenticels, estomatiferos and complex
emergencies. The outer mesocarp has parenchyma cells, stone cells, sclerified cells and crystals.
The endocarp is represented by a single cell layer is not sclerified. The seed is winged and
exotestal. The endothelium and the endosperm are the membranaceous embryo. The mesophyll
has chemical compounds such as alkaloids, fixed oils, volatile oils, scarce presence of starch and
consists of pectic walls. In physico-chemical characterization, using pharmacopoeia tests was
used dried vegetable drug, noting that no significant variation of the samples collected in different
locations. The hydroethanolic extract 70% seeds of P. echinatum presented secondary metabolic
compounds such as steroids and/or triterpenes, flavonoids, alkaloids, anthraquinones, tannins,
catechin, phenolic hydroxyl heterosides cardiotonic and volatile oils. Assay polyphenols,
flavonoids and tannins were determined by spectroscopic in the CE and fractions. P. echinatum
showed antioxidant potential (ICso 131.84 mg/ml) in acetate fraction by the DPPH method and
antimicrobial activity to P. aeruginosa, P. zophii and C. albicans by the microdilution method
(MIC). From the CE the seeds of P. echinatum we performed the isolation and identification of
hesperetin and diometin. These flavonoids were isolated from P. echinatum first. The compounds
were determined and analyzed by HPLC / MS and NMR and their spectra compared with the
literature. The anti-inflammatory activity of the CE was assayed by the induction of inflammation
for cotton rolls and serum taken from rats submitted to the bioassay, in which were administered
orally by 300mg/kg/day of CE for 6 consecutive days and compared to nimesulide (5mg/kg/day)
and negative control (propylene glycol 20% v/v). The results showed that the CE of P. echinatum
showed significant inhibition of inflammation of 24.7%, similar to the inhibition obtained by the
group of animals treated with nimesulide 21.4% compared to controls. The hematological
parameters showed an increase in the number of leukocytes and decreased of corpuscular
medium volume, while AST, ALT and creatinine showed no significant difference in the use of CE
compared with the control group propylene glycol. Therefore, the physico-chemical parameters
established for P. echinatum enable quality control of drugs of this kind, and this presented
antimicrobial, antioxidant and anti-inflammatory activities. Furthermore, no evidence of a
hepatotocidade and nephrotoxicity in the experimental conditions tested.

Keywords: Pithecoctenium echinatum. Medicinal plants. Physical and chemical analyzes.
Morpho-anatomy. Biological activity.
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APRESENTACAO

Esta dissertacdo apresenta os resultados sob forma de manuscritos a serem

publicados.

O item Discussdo apresenta interpretacdo e comentarios gerais dos
resultados obtidos nos trés manuscritos que compdem esse trabalho.

O item Conclusdes apresenta as conclusdes finais do trabalho, considerando

0S manuscritos.

Nas Referéncias menciona-se somente as citacdes que sdo apresentadas

nos itens Introducdo, Revisdo de |Literatura e Discussdo Geral.
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1. INTRODUCAO

Os recursos naturais, em especial as plantas tém sido um dos elos entre o
homem e a natureza desde os tempos primoérdios. A pesquisa nesta area tem
demonstrado que os homens pré-histéricos ja utilizavam estas plantas para
amenizar os sofrimentos de males fisicos que os acometiam (CASTRO; CHENALLE,
1995). No Brasil o uso de plantas medicinais esta relacionado a cultura popular,
oriundo dos europeus, negros e principalmente povos indigenas, praticado até os
dias atuais (MACEDO; FERREIRA, 2004).

Ha uma grande variedade de espécies de plantas existentes na flora mundial,
muitas com importantes propriedades terapéuticas. O Brasil € o pais com maior
diversidade genética vegetal do mundo, estimando a existéncia entre 350 a 550 mil
espécies vegetais, mas apenas 10% (cerca de 55 mil) das espécies existentes foram
catalogadas e menos de 1% (cerca de 4,4 mil) destas espécies vegetais estudadas
do ponto de vista quimico e farmacologico (GUERRA; NODARI, 2004).

Segundo OMS, de 252 farmacos essenciais para saude humana 11% sé&o
exclusivamente de origem vegetal e em relacdo ao mercado mundial de
medicamentos, aproximadamente 40% destes s&o oriundos direta ou indiretamente
de fontes naturais, sendo a maioria (75%) de origem vegetal (ZUANAZZI,
MAYORGA, 2010).

O reconhecimento internacional do fitoterapico e o fortalecimento do
desenvolvimento tecnoldgico séo fatores desencadeantes do aumento da utilizacao
destes medicamentos. Contudo, grande parte da comercializacdo de plantas
medicinais no Brasil advém de mercados, lojas de produtos naturais e feiras livres,
ndo possuindo certificagdo de qualidade. Consequentemente, a utilizacédo
equivocada e inadequada de plantas medicinais pode trazer uma série de danos a
satde humana (VEIGA-JUNIOR, 2005; SOUSA, 2007).

Os fitoterapicos sao medicamentos obtidos a partir de plantas medicinais, que
devem oferecer garantia de qualidade, efeitos terapéuticos comprovados,
composicao quimica padronizada e seguranca de uso para a populacao. A eficacia e
a seguranca devem ser validadas através de levantamentos etnofarmacologicos,
documentacbes técnico-cientificas em bibliografia e/ou estudos farmacologicos e

toxicolégicos pré-clinicos e clinicos. A qualidade deve ser alcangada mediante o
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controle das matérias-primas. O registro de fitoterapicos depende, obrigatoriamente,
de estudos morfolégicos, anatdmicos e citoquimicos da planta medicinal (ANVISA,
2000).

Desse modo, a realizacao de estudos histoquimicos contribui para localizacao
do composto produzido pela planta; identificacdo correta do vegetal e resolucao de
problemas taxondmicos e prospeccdo de compostos bioativos, otimizando
principalmente todo processo de extracdo (METCALFE, CHALK, 1950; ASCENCAO,
2004).

As plantas contém ampla variedade de metabdlitos secundérios, dentre eles,
alcaloides, terpenos e compostos fendlicos. Estas substancias recebem especial
atencdo, devido as funcbes bioldégicas como antioxidante, anti-inflamatoria,
antitumoral, antimicrobiana, dentre tantas outras acfes farmacolégicas. Existe a
necessidade de estudos cientificos que comprovem sua atividade para justificar as
varias aplicacfes terapéuticas dos vegetais (SILVA, 1978; PIETTA, 2000).

Existem varios modelos, tanto in vitro como in vivo, para avaliar a atividade
biologica de plantas medicinais como método do radical livre (DPPH) para avaliar o
potencial antioxidante; concentracdo inibitéria minima para avaliar atividade
antimicrobiana e modelo de inducédo do granuloma em ratos para determinar acéo
anti-inflamatéria crénica (HAMMER et al., 1999; CHOI et a.l, 2002; ADEBAYO et al.,
2003).

Neste contexto, este trabalho tem por objetivo, a caracterizacdo morfo-
anatémica do fruto de P. echinatum, visando descrever caracteristicas estruturais
Uteis para a melhor descricdo e identificacdo da espécie; determinar parametros
fisico-quimicos de qualidade da droga vegetal; isolar compostos quimicos do
metabolismo secundario, bem como investigar atividade antimicrobiana, antioxidante
e anti-inflamatéria, além de analisar parametros bioguimicos de toxicidade hepatica

e renal no extrato bruto das sementes de P. echinatum.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 PITHECOCTENIUM ECHINATUM (JACQ.) BAILL

P. echinatum pertence a familia Bignoniaceae que é composta de arvores,
arbustos e lianas com mais de 120 géneros e 800 espécies com ampla distribuicéo
nas regides tropicais de todo mundo, especialmente nos tropicos americanos. E a
mais importante de cipos florestais de regido subtropical, dividi-se em 8 tribos, dos
quais 3 ocorrem no Brasil: Tecomae, Bignoniae, Crescentieae, que sao facilmente
distinguidas pelo seu habito e pelas estruturas dos seus frutos (BRANDAO, 1979;
GENTRY, 1980; VON POSER et al., 2000). A tribo Bignonieae contém cerca de 400
espécies de liana, e é geralmente considerada a mais avangada (GENTRY, 1980).

Espécies de Bignoniaceae s&o utilizadas na horticultura, na medicina e
também como madeira e corante. Apresentam uma diversidade de classes de
constituintes quimicos entre o0s quais se incluem lignanas, flavonoides, acidos
cindmicos, acidos benzoicos, alcaloides, triterpenos e monoterpenos (principalmente
iridoides). As naftoquinonas sdo o0os mais frequentes, distinguindo-se um grupo
estrutural mais simples constituido por prenilnaftoquinonas, piranonaftoquinonas e
furanonaftoquinonas e um outro grupo, representado por estruturas mais complexas
(CHOUDHURY et al., 2011).

Nos ultimos anos, houve um grande aumento nas pesquisas realizadas com
espécies vegetais da familia Bignoniaceae, as quais tém sido estudadas sob o ponto
de vista farmacologico e toxicolégico. A Tabebuia avellanedae e Tabebuia
cassinoides sdo usadas como adjuvantes na terapia do cancer, devido ao lapachol
uma naftoquinona (RAO, KINGSTON, 1982; STEINERT et al., 1995). A atividade
antimicrobiana em Kigelia pinnata é devido a presenca de compostos iridoides
(AKUNYILI et al., 1991). A propriedade antiviral dos compostos verbascosideo e
isoverbascosideo obtidos de Markhamia lutea (KERNAN et al., 1998). De Tecoma
stans, a tecomina e tecostanina compostos com atividade antidiabética
(COSTANTINO et al., 2003). Arrabidae brachypoda com atividade antifungica, anti-
inflamatdria e antinociceptiva atribuida a presenca de compostos fendlicos
(ALCERITO et al., 2002).

Aproximadamente 360 espécies de Bignoniaceae, ocorrem na Ameérica

Central, Amaz6nia, Mata Atlantica e florestas secas e savanas da Argentina, Bolivia,
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Brasil e Paraguai (LOHMANN, 2006). No levantamento, realizado no estado do Rio
Grande do Sul, das espécies de trepadeiras ocorrentes em bordas de fragmentos de
floresta estacional foram registradas, no municipio de Santa Maria, cerca de sete
espécies da familia Bignoniaceae, como Adenocalymma marginatum DC.,
Arrabidaea selloi (Spreng.) Sandwith, Clytostoma callistegioides (Cham.) Bureau,
Cuspidaria pterocarpa DC., Macfadyena unguis-cati (L.) A.H. Gentry, Pyrostegia
venusta Miers e P. crucigerum (L.) A.H. Gentry (DURIGON et al, 2009).
Pithecoctenium crucigerum (L.) A.H. Gentry e Amphilophilum crucigerum (L.)
L. G. Lohmann s&o sinonimias atribuidas a Pithecoctenium echinatum (Jacg.) Baill, o
qual € chamado popularmente de pente-de-macaco, cip6-pente-de-macaco; escova-
de-macaco; cip6-cruzeiro. Pithecoctenium echinatum, nomenclatura referente aos
espinhos do fruto, origina-se do grego, pithex que significa macaco; ctenion, pente e
echinatus, espinhoso (SCHNEIDER; LONDERO, 1965; LOHMANN, 2006).

Figura 1 — Pithecoctenium echinatum (Jacq.) Baill
Fonte: Rosana Casoti, janeiro de 2012.
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P. echinatum é uma planta trepadeira lenhosa, que forma caules de 5 a 10 cm
de diametro. Suas folhas sé&o opostas, compostas, trifolioladas ou bifolioladas com o
foliolo central transformado em gavinha robusta trifida. Os foliolos sdo ovalados,
revestidos por tricomas ou glabecentes; a inflorescéncia € racemosa com cerca de
15 cm de comprimento, pubescente, com bracteas conspicuas, recurvadas; célice
denticulado; corola de cor branca ou branco-amarelada, densamente tomentosa e
pentdmera (CERVI et al, 1989). Os frutos em formato de cépsula sdo secos e
deiscentes, de cor castanha, achatado, espinhoso curto. As sementes séo aladas de
coloracdo branca-prateada (POOL, 2007).

E uma espécie heli6fita, comum em clareiras e bordas de floresta, formando
junto com outras lianas, redes de protecdo a comunidade florestal retendo umidade
e matéria organica em submatas semidevastadas, nos capoeirbes, capoeiras e,
sobretudo nas orlas das matas e das estradas. Floresce entre outubro e novembro
e seus frutos amadurecem entre marco e abril (SANDWITH; HUNT, 1974).

P. echinatum é utilizada popularmente nos tratamentos de inflamacdes, de
reumatismo, de infec¢des cutaneas, dor de cabeca, como depurativo do sangue e
calmante (FRANCO; FONTANA, 2005).

O extrato bruto metandlico e a fracdo diclorometano (DCM) de caules de P.
echinatum apresentaram atividade antioxidante frente DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazila) e atividade anticolinesterasica pelo teste acetilcolinesterase por
bioautografia (MARTIN et al., 2007).

No estudo fitoquimico realizado com o extrato metandlico dos caules foram
isolados os glicosideos iridoides teviridosideo, ipolamiideo e estrictolosideo (VON
POSER et al., 2000). Martin e colaboradores (2007) isolaram 4 glicosideos iridoides:
teviridosideo, ciclopropanoil teviridosideo, hidroxibenzoil teviridosideo, vaniloil

teviridosideo (figura 2), os quais apresentaram potencial antioxidante frente DPPH.
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Figura 2 — Glicosideos iridoides dos caules de P. echinatum.
(1) terividosideo, (2) ciclopropanoil teviridosideo, (3) hidroxibenzoil teviridosideo, (4) vaniloil

teviridosideo, (5) estrictolosideo e (6) ipolamiideo.

Fonte: VON POSER et al. (2000); MARTIN et al. (2007)



20

2.2 PLANTAS MEDICINAIS COMO FONTE DE MEDICAMENTOS

A utilizacdo das plantas medicinais ocorre desde a pré-historia, onde homens
primitivos praticavam saude, alimentando-se de determinadas plantas pelo instinto
de sobrevivéncia. Com isso, foram observando determinados efeitos que
minimizavam suas enfermidades, acumulando assim, conhecimentos empiricos que
foram passados de geracédo para geracdo (BRANDAO, 2003).

Com o decorrer da evolugéo histoérica, teorias e analises de certas plantas
medicinais foram criadas com o objetivo de contribuir com a Ciéncia Médica
Moderna. Surge entdo a Fitoterapia, que se caracteriza pela pratica do uso de
plantas ou de suas partes com a finalidade de prevenir, aliviar ou curar um processo
patologico. Nessa transformacdo de uma planta em medicamento, prioriza-se a
preservacdo da integridade quimica e farmacologica do vegetal, para garantir a
constancia de sua acéo biologica e a seguranca de utilizacdo, além de valorizar o
seu potencial terapéutico, obtendo-se entdo, um fitoterapico (BRASIL, 2004; VEIGA
JUNIOR et al., 2005).

Segundo projecdes do Instituto Brasileiro de Plantas Medicinais (IBPM), o
mercado de medicamentos fitoterapicos movimenta anualmente cerca de 500
milhdes de dolares no Brasil e cerca de 43 bilhdes de dolares no mundo. Somente a
Alemanha é responsavel por 50% do mercado europeu e mais de 20% do mercado
mundial de fitoterdpicos, que representa mais de US$ 3 bilhdes. A taxa de
crescimento de fitoterapicos da Espanha € da ordem de 35%; na Alemanha, 15%; na
Italia, 11%:; e no Reino Unido, 10%. Ja na Africa, 80% da populacio depende do uso
destes medicamentos, 0s quais representam alternativa frente ao alto custo dos
farmacos sintéticos (TUROLA; NASCIMENTO, 2006; PINHEIRO, 2011).

A crescente busca por medicamentos a partir de plantas sem um rigor técnico
e cientifico permitiu que inimeros trabalhos com plantas medicinais estivessem
disponiveis na literatura sem a correta identificacdo taxondmica das espécies
utilizadas nas pesquisas. Para evitar esse problema, faz-se necessario uma
abordagem interdisciplinar, ganhando valor e importancia a execucao de pesquisas
com plantas medicinais, uma estratégia para a otimizagdo dos estudos (DI STASI,
1996).

O fato da mesma espécie botanica em diferentes regides, poder apresentar

diferencas significativas em sua composicao fisico-quimica, € de extrema
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importancia para o estudo fitoquimico e a padronizacdo de um fitoterapico levando
em conta este tipo de variacao, que vai desde a escolha do material até a etapa final
do registro e divulgacdo dos resultados (CECHINEL FILHO, YUNES, 1998;
GOTTLIEB, BORIN, 2000).

Padronizar um fitoterdpico € uma tarefa complexa devido a sua composi¢ao
heterogénea, que pode se apresentar na forma da planta inteira, partes de plantas
ou extratos obtidos (ANVISA, 2000). Por isso € de essencial importancia a
observacdo do material vegetal de partida para o controle (ROSA, 2006).

Para garantir a qualidade reprodutivel de um produto fitotergpico, faz-se
necessaria primeiramente autenticacdo da espécie, por meio da descricdo
macroscopica e microscopica; a determinacdo do grau de pureza, além de
verificacdo de grupos ou de constituintes quimicos, por meio de estudo fitoquimico,
que é determinante na autenticidade da espécie vegetal, uma vez que este estudo
identifica marcadores quimicos (WHO, 1998; VEIGA JUNIOR et al., 2005).

A possibilidade de isolar e identificar os principios ativos dos produtos
naturais usados na medicina popular sé foi possivel a partir do século XIX, com o
desenvolvimento das técnicas de isolamento de substancias puras a partir de
produtos naturais e também dos métodos de elucidacdo das estruturas quimicas.
Entretanto, somente apés a década de 1980, houve um aumento do interesse por
compostos de origem vegetal, devido ao desenvolvimento de novos métodos de
isolamento de substancias ativas, tornando possivel identificar substancias em
amostras complexas, como 0s extratos vegetais, a serem utilizadas como protétipos
para o desenvolvimento de novos farmacos (TUROLA; NASCIMENTO, 2006).

A busca por moléculas bioativas pode se basear na posicao filogenética da
planta, selecionando um grupo de plantas em funcdo da ocorréncia de um
determinado composto ou grupo de compostos caracteristicos de uma determinada
familia; ou ainda, por estudos farmacolégicos e toxicoldgicos, através de avaliacbes
bioguimicas, em animais e/ou 6rgaos isolados, fornecendo parametros importantes
na selecdo de plantas para obtencdo de biomoléculas ou de medicamentos
fitoterapicos (MATOS, 1997; FELTROW; AVILA, 2000).

Entre os produtos naturais de origem vegetal, existe uma diversidade
molecular de padrdes estruturais que sdo encontradas nas distintas classes de
metabolitos secundarios como alcaloides, terpenos, flavonoides, taninos, entre

outros, que representam uma fonte inesgotavel de modelos originais de arquitetura
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enantiopura. Devido essa grande variedade de moléculas, pesquisadores de varios
campos da ciéncia tém se interessado pelos metabdlitos vegetais, tendo em vista
uma fonte promissora de novas substancias potencialmente Uteis ao homem
(BARREIRO; FRAGA, 2001).

Um exemplo histérico da importadncia dos produtos naturais na génese de
farmacos foi a descoberta do acido acetilsalicilico (AAS) a partir da salicina que é um
glicosideo natural proveniente das cascas dos caules de Salix sp (salgueiro). O AAS
€ um farmaco centendrio empregado até hoje como protétipo de novos anti-
inflamatérios ndo esteroidais (AINEs), bem como no uso terapéutico como
analgésico e antiinflamatorio, atuando no controle da febre, na artrite reumatoide e
na inibicdo da agregacéao plaquetaria (BARREIRO; FRAGA, 2001; VIEGAS JUNIOR
et al., 2006).

Portanto, a utilizacdo das plantas, seja como fitoterapico ou como fonte de
substancias prototipos, evidencia a importancia da investigacao cientifica para o
desenvolvimento de um novo medicamento. Tais pesquisas deverdo ser
direcionadas a autenticidade botéanica e quimica da espécie vegetal e a valorizacao
da atividade farmacoldgica a ser explorada, garantindo conhecer os constituintes
guimicos de espécies vegetais, avaliar sua presenca, além de selecionar as
substancias de interesse bioldégico e direciona-las ao isolamento e elucidacéo
estrutural (CECHINEL FILHO; YUNES; 1998; SIMOES et al., 2004).
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2.3 METABOLITOS SECUNDARIOS

S0 compostos organicos que nao sdo considerados essenciais ao
metabolismo basal da célula vegetal, mas que estdo diretamente envolvidos nos
processos de defesa contra herbivoros e microorganismos, protecdo contra raios
ultravioleta, atracdo de polinizadores e dispersores de sementes, bem como sua
participacdo em alelopatias, que podem ser resultado da adaptacdo as condicdes
ambientais na sobrevivéncia e perpetuacao da espécie. Os metabdlitos secundarios
variam de acordo com grupo filogenético e algumas substancias sdo restritas a
determinada familia, género ou espécie, possibilitando o emprego como marcador
taxondmico (BENNET; WALLSGROVE, 1994; SANTOS, 2004).

As plantas contém uma ampla variedade de metabdlitos secundarios como,
por exemplo, alcaloides, terpenos e compostos fendlicos, que recebem especial
atencdo, devido as funcbes anti-inflamatéria, antioxidante, antitumoral,

antimicrobiana, dentre tantas outras atividades farmacoldgicas (PIETTA, 2000).

2.3.1 Flavonoides

Os flavonoides representam um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural. Essa classe de compostos é
amplamente distribuida no reino vegetal, sendo biossintetizados a partir da via dos
fenilpropandides (ZUANAZZI; MONTANHA, 2004).

Os flavonoides sdo encontrados em diversas formas estruturais, sendo
definidos quimicamente como substéncias compostas por um nucleo comum de
fenilcromanona com substituicAo em uma ou mais hidroxilas, incluindo derivados
ligados a acucares (BIRT et al., 2001). A maioria dos representantes desta classe
possui 15 atomos de carbono em seu ndcleo fundamental, constituido de duas
fenilas ligadas por uma cadeia de trés carbonos entre elas (figura 3). Estes podem
apresentar-se como um anel pirano, ocorrendo formacédo de flavonas, flavonais,
flavanonas, dentre outros compostos (AHERNE; O'BRIEN, 2002).

As flavanonas diferem quimicamente das flavonas por apresentar uma
ligacdo saturada entre carbonos dois e trés. Sdo encontradas em grandes

quantidades em frutas citricas, e possuem importancia por serem substitutos em
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potencial da sacarose, devido ao fato de dar origem as di-hidrochalconas,

compostos de sabor doce bem acentuado (SILVA, 2001).

Figura 3 — Nucleo fundamental dos flavonoides

Flavonoides podem ser protetores contra doencas causadas por
microorganismos em plantas, podem também reagir com enzimas, interferindo em
processos bioldgicos, possuindo dessa forma, atividades farmacolégicas em
potencial como antioxidante, anti-inflamatéria, antiviral, antifingica, antiangiogénico,
além de poderem influenciar nas células sinalizadoras e expressdo génica de
relevancia para o cancer e doencas do coracdo, entre outros (ZUANAZZI,
MONTANHA, 2004; LOPEZ-POSADAS et al., 2008).

A atividade antioxidante dos flavonoides é consequéncia de suas
propriedades oOxido-reducdo, as quais desempenham um importante papel na
absorcdo e neutralizacédo de radicais livies (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).
Dessa forma, demonstram grande eficiéncia no combate de varios tipos de
moléculas oxidantes que estdo envolvidos em danos no DNA e promocao de
tumores (MARCHAND, 2002). Como as células fagocitarias produzem radicais livres
como parte da defesa do corpo contra infeccdo, a ingestdo adequada de
antioxidantes € requerida para prevenir danos pelos oxidantes das proprias células
imunes (CAO, 2001).

Na atividade anti-inflamatéria, certos flavonoides podem bloquear os
processos biosintéticos dos eicosanoides, como por exemplo quercetina e apigenina
que possuem acao anti-inflamatéria por causar inibicdo de COX-2 e de 6xido nitrico
sintase, como também inibir processos mitogénicos, interacbes ceélula-célula,

incluindo possiveis efeitos na adesdo molecular, como por exemplo a quercetina e a
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luteolina, que podem reduzir a ativagdo do sistema complemento, diminuindo a
adesdo de células inflamatorias ao endotélio, resultando em uma reducdo da
resposta inflamatéria (FRIESENECKER et al., 1995; MUTOH et al., 2000; RASO et
al., 2001).

Pesquisas in vitro realizadas por Landolfi e colaboradores (1984) mostraram
que flavonoides como a miricetina e quercetina foram capazes de modificar o
metabolismo plaquetario do acido araquidénico, bloqueando tanto o mecanismo da
cicloxigenase como da lipoxigenase em concentragbes relativamente elevadas,
enquanto que em concentragdes mais baixas o0 mecanismo da lipoxigenase foi o
alvo principal da atividade inibitéria. No entanto, a inibicdo da cicloxigenase e
aumento de monofosfato adenosina (AMP) ciclico intracelular sdo os principais
mecanismos envolvidos no efeito antiagregante de flavonoides como flavonas,
apigenina, crisina e floretina.

Pelzer e colaboradores (1998) determinaram o efeito anti-inflamatério de 30
flavonoides das classes flavanonas, flavonas e flavonois, mostrando que as
flavanonas (eriodictiol e hesperitina); a flavona (7,4’-di-O-metilapigenina) e os
flavondis (quercetina, 3-O-metilquercetina e morina), inibiram significativamente o
edema provocado pela carragenina em pata de rato por via intraperitonial (ip).

A flavonona hesperidina, apresentou atividade anti-inflamatéria aguda pelo
método de edema de pata de rato e pleurisia induzida por carragenina na
concentracédo de 50 mg/kg, via subcutanea, obtendo como resultado 47% e 48% de
reducdo do edema e numero de leucécitos, respectivamente, além verificar que esse
flavonoide ndo causou danos a mucosa gastrica (EMIM et al, 1994). Hesperidina é
indicada no tratamento da insuficiéncia venosa cronica, vasculopatias, capilaropatias
e hiperpermeabilidade capilar. E encontrada em abundancia no mesocarpo (porgéo
branca) dos limdes e das laranjas verdes e parece ser mais ativa na presenca da
vitamina C. As doses usuais sdo de 20 a 200 mg/dia, por via oral (PRVADE
MECUM, 2012).

O estudo realizado por Villa e colaboradores (1992) avaliou o efeito da
diosmina e seu principal metabdlito, diosmetina sobre os danos da membrana
celular hepética de ratos frente a estolato de eritromicina (EE), ferr-butil-
hidroperdxido (TBHP) e atividade antioxidante. O dano hepético foi monitorado pelas
enzimas aspartato aminotransferase (AST) e fosfatase acida (FA) constatando que
apenas a diosmetina (50uM) protegeu contra lesdo hepatica frente a EE e que o
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conteddo total de AST e FA ndo foram afetados pelo tratamento prévio com
flavonoides nas concentracdes utilizadas. Quando as células foram tratadas com
TBHP, diosmetina protegeu significativamente as células hepaticas. A atividade
antioxidante da diosmetina foi consideravelmente maior do que a de diosmina. ApGs
40h de exposicdo aos flavonoides foi detectado na fracdo da membrana celular,
apenas a diosmina, sugerindo maior efeito protetor a diosmetina.

A bioatividade da diosmetina também tem sido relatada como agente
antimicrobiano, apresentando CIM de 25 upg/ml frente a bactéria B. subtilis e 50
pug/ml frente ao fungo Trichophyton rubru (MENG et al., 2000); como agente anti-
inflamatorio, inibindo COX-2 (LOPEZ-POSADAS et al.,, 2008); como composto
quimioprotetor, inibindo a enzima citocromo Psso (CIOLINO et al.,, 1998); como
agente anticancerigeno, exercendo efeitos citostaticos sobre progressdo e
proliferacdo do ciclo celular de células do cancer da mama (ANDROUTSOPOULOS
et al.,, 2009) e também como agente potencial para o tratamento de osteoporose,
aumentando a diferenciacéo de osteoblastos (HSU; KUO, 2008).

O medicamento com associagao de diosmina 450mg e hesperidina 50mg, via
oral, possui propriedades venotonica e vasculoprotetora na microcirculacéo,
normalizando a permeabilidade e reforgando a resisténcia capilar (RAMELET et al.,
2005, PRVADE MECUM, 2012). Este medicamento vem sendo comercializado ha

mais de dez anos, possuindo hoje varios produtos.



27

2.4 ATIVIDADE BIOLOGICA

Nos ultimos anos houve grande interesse em investigar os efeitos dos
antioxidantes no tratamento de algumas doencas, devido sua capacidade de inibir ou
reduzir lesdes celulares causadas pelos radicais livres, os quais podem ser

precursores de processos inflamatérios.

2.4.1 Atividade Antioxidante

A oxidacdo e producdo de radicais livres sdo uma parte integrante do
metabolismo normal de uma célula. Um desequilibrio entre espécies reativas de
oxigénio (EROs) e os mecanismos de defesa antioxidante (enzimatica e néo
enzimatica) de uma célula leva a producdo excessiva de metabdlitos do oxigénio,
criando uma condicdo frequentemente denominado estresse oxidativo, que resulta
na inducado de danos celulares (SKAPER, 1997).

A producdo de radicais livres (Figura 4) € controlada nos seres vivos por
diversos compostos antioxidantes, os quais podem ter origem enddgena (por ex.,
superéxido dismutase) ou serem provenientes da dieta alimentar e outras fontes
como tocoferdis (vitamina E), acido ascérbico (vitamina C), polifenois, selénio e
carotendides (SOUSA et al., 2007).

Os antioxidantes sdo capazes de estabilizar ou desativar os radicais livres
antes que os mesmos ataguem os alvos biolégicos nas células (ATOUI et al., 2005).
Os radicais livres também desempenham importante papel no sistema imunoldgico,
agindo como uma barreira de defesa do organismo frente a presenca de
microrganismos, poréem o efeito cumulativo desses radicais contribui para o
aparecimento de diversas doencas como cancer, envelhecimento, cardiopatias e
inflamacdes cronicas, entre outras (BABIOR, 2000).

As principais enzimas antioxidantes sao a superoxido-dismutase, a glutationa-
peroxidade (GSH), glutationa reduzida; (GSSG) glutationa oxidada e forma reduzida
de fosfato de dinucleotidio de adenina nicotiamida (NADPH) (figura 4). Um dos
radicais livres potencialmente lesivo é o O® que é convertido em superéxido (O.")
por enzimas oxidativas no reticulo endoplasmatico (RE), mitocondrias, membrama
plasmatica, peroxissomas. A lesdo celular pode ser causada também por radicais

livres dos lipidios por meio da peroxidagdo (ROBBINS et al., 2006).
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Como os antioxidantes sdo importantes na manutencéo da boa saude, h4 um
interesse crescente na investigacdo de atividade antioxidante de metabdlitos
secundarios de plantas medicinais para compostos com maior poténcia e toxicidade
inferior & sintéticos atualmente disponiveis (THABREW et al., 1998). As plantas
oferecem uma grande variedade de antioxidantes naturais, devido a diversidade
estrutural de seus metabdlitos. Muitas plantas medicinais ja foram reconhecidas
como fontes naturais de compostos antioxidantes, principalmente os compostos
fendlicos (WANGENSTEEN et al.,, 2004;. LANGLEY-EVANS, 2000; ARUOMA,
2003).

( Mxtocbﬂ(ln
f @‘ ————— Enzimas da cadeia respiratoria
|

P-450
oxidase 4 /f’, — - — Enzimas citosélicas
[| Ve b Peroxissoma |l
! — Oxidase
NADPH- )
oxidase \ O3
\ Fe®* Reacdo de Fe™*
.o Fenton
Superdxido-
OF = H.O. \\4/ B OH + OH" m— 1,0
dismutase -
/?GSH\
Glutationa- Glutationa-
Catalase peroxidase redutase
\ GSSG /
HLO H.0
/ 3 Y T
Doo® o 0 1
. o OO v Peroxidacao lipidica
Z‘ OO O ’ Lesdo protéica
Lesdo do DNA
/
[ J o O !
oLt
“Lesao Cclulav

Figura 4 — Formacédo de espécies reativas de oxigénio e mecanismos antioxidantes

nos sistemas biologicos.
Fonte: ROBBINS et al. (2006).



29

Os antioxidantes tocoferdis, ascorbato, carotendides e polifendis séo
compostos de baixo peso molecular capazes de sequestrar diretamente as espécies
reativas de oxigénio (EROs) (SIES; STAHL; SEVANIAN, 2005). As substancias
fendlicas, principalmente os flavonoides, sdo potentes antioxidantes in vitro
(GHISELLI et al., 2000) e, como protegem o0s constituintes lipidicos da oxidacéao,
julga-se que as mesmas tenham um papel importante na prevencdo de muitas
doencas cronico degenerativas (KULISIC et al., 2007; SEIFRIED et al., 2007) como
0 cancer, a AIDS, além de outras doencas diretamente associados ao processo de
envelhecimento, como cataratas, Sindrome de Alzheimer e outras que atingem o
sistema nervoso (BALDO et al., 2008).

A atividade antioxidante pode ser medida diretamente pela capacidade de
sequestrar radicais livres, ou indiretamente pelos efeitos do antioxidante no controle
da oxidacdo. Dentre os diferentes métodos utilizados para determinar o potencial
antioxidante in vitro temos o método do DPPH (CHOI et al., 2002).

2.4.2 Atividade anti-inflamatéria

2.4.2.1 Inflamacéao

A inflamag&o é uma resposta a estimulos quimicos, fisicos ou biolégicos e
tem por funcdo erradicar os agentes microbianos ou irritantes e potencializar o
reparo tecidual (BAUTISTA, 2003). Quando ocorre a lesédo tecidual causada por
bactéria, trauma, substancias quimicas, calor ou qualquer outro fendmeno,
substancias séo liberadas pelo tecido lesado, como por exemplo, proteinas do
plasma, neutréfilos, eosindfilos, linfocitos, basofilos, plaquetas, mastdcitos,
fibroblastos, linfocitos, proteinas fibrosas estruturais, glicoproteinas de adeséo e
proteoglicanos (GUYTON, HALL, 1997; KUMAR et al., 2008).

Celsius enunciou quatro sinais cardeais que sao observados
macroscopicamente na inflamacéo aguda: o rubor, o tumor, o calor e a dor, seguido
de um quinto fator, que corresponde a perda da funcéo (CHEVILLE, 1994).

Ha quatro critérios importantes para a classificagdo das inflamacdes que sao
evolucdo clinica, causa, patogenia e morfologia. Segundo o tempo de evolucéao,

verificado em clinica, as inflamacgdes dividem-se em superaguda, aguda, subaguda e



30

cronica. A inflamagao pode ser designada como alterativa, exsudativa, proliferativa e
reparativa, de acordo com a classificagcdo morfolégica, que € muito util ao clinico,
permitindo compreender 0s sinais e sintomas e a evolucdo das doencas
inflamatorias (FARIA, 2003).

A inflamagéo superaguda é uma evolugcdo muito rapida e geralmente mortal,
usando as vezes o termo fulminante, como por exemplo, hepatite fulminante,
infeccdo fulminante (FARIA, 2003).

A inflamacdo aguda tem inicio rapido, como sinais cardeais evidentes,
duracdo curta (um a dois dias) e carater exsudativo. E caracterizada por febre,
producdo de diversos hormdnios, leucocitose e producdo de proteinas de fase
aguda pelo figado. A resposta a reacao local se inicia quando o dano tecidual e
endotelial desencadeia vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular
resultando na exsudacdo de fluido e proteinas plasmaticas (edema) e na migracdo
de leucadcitos, predominantemente de neutréfilos (FLOWER, PERRETTI, 2005).

A inflamacéo subaguda possui sinais inflamatérios menos intensos e tempo
de durag&o mais prolongado, cerca de 2 a 3 semanas, caracterizada por hiperemia e
edema leve, poucos neutrdéfilos, eosindfilos, linfocitos e plasmdécitos; e a proliferacao
de fibroblastos e de vasos sanguineos (FARIA, 2003).

A inflamacéo cronica € caracterizada por sinais inflamatorios discretos e longa
duracdo, podendo persistir durante meses e até anos. Esta inflamacédo é chamada
de inespecifica e de carater essencialmente proliferativo. Estad associada com a
presenca e ativacdo de linfécitos e macrofagos, proliferacdo de vasos sanguineos,
necrose tissular e estimulo a proliferacdo de fibroblastos que culmina na fibrose
tecidual. Os macréfagos ndo sdo numerosos nesta fase, a ndo ser em casos de
inflamac@es granulomatosas ou especificas (GRUNDY, 2003; KUMAR et al., 2008).

Os mediadores quimicos inflamatérios mais estudados sdo os eicosanoides,
que sao liberados, por meio de fracbes de fosfolipideos denominados acidos
araquidénicos, através da acdo da fosfolipase A2, quando uma injaria qualquer
danifica a membrana das diferentes células do organismo (TASAKA, 2002).

O acido araquidénico, quando liberado, ndo tem acgéo inflamatéria, mas os
produtos de sua degradacédo, formados através da agcdo das enzimas lipoxigenase e
cicloxigenases (COX), s&do mediadores quimicos fundamentais para o
desenvolvimento do processo inflamatorio (figura 5). As lipoxigenases dao origem

aos leucotrienos; durante esse processo, as diferentes vias enzimaticas podem
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gerar radicais livres (BOOTHE, 1989). As cicloxigenases s&o enzimas que
convertem o acido araquidénico em prostaglandinas e tromboxanos, substancias as
quais, sdo conhecidas globalmente como eicosanoides. Estes sdo agentes
participantes dos diversos graus dos mecanismos da inflamagé&o, da dor e da febre
(GUYTON, HALL, 1997; OLIVERA, 2004).

Ha dois tipos de enzimas cicloxigenase, a COX-1 e COX-2. A COX-1 é uma
enzima constitucional expressa em muitos tecidos (vasos sanguineos, plaquetas,
estdbmago, intestino e rins) estando envolvida na sinalizagdo de uma célula para
outra, por associacdo a producdo de prostaglandinas, o que resulta em diversos
efeitos fisiologicos como protecdo gastrica, agregacdo plaquetaria, homeostase

vascular e manutencgédo do fluxo sanguineo renal (RANG et al., 1997).

Fosfolipideos
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“Prostaglandina “Prostaglandina
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(COX-1 constitutiva) (COX-2 indutiva)

Figura 5 — Sintese de prostaglandinas e leucotrienos
Fonte: HILARIO et al. (2006).

Em contraste, a COX-2 esta presente nos locais de inflamacédo, induzida
assim por células inflamatérias quando elas sédo ativadas, e é considerada como
sendo a enzima que produz os mediadores da inflamacdo da classe dos

prostanoides denominada de enzima indutiva. Ela é expressa primariamente por
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células envolvidas no processo inflamatério, como macréfagos, mondcitos.
Entretanto, sabe-se que ela também é encontrada em outros tecidos e 6rgaos como
rins, cérebro, ovario, Utero, cartilagem, ossos e endotélio vascular. A COX-2 é
induzida pelas citocinas (IL-1, IL-2 e fator de necrose tumoral [TNF]) e outros
mediadores nos sitios de inflamacdo como fatores de crescimento e endotoxinas
(BRUNE et al., 2004).

2.4.2.2 Inflamacéo granulomatosa

E uma inflamac&o cronica, chamada também de inflamacédo especifica, que
pode ser causada por agentes vivos (bacilos e fungos) ou por agentes inertes
(corpos estranhos). O granuloma de corpo estranho pode ser enddégeno como pelos,
0sso, cartilagens, dentre outros ou exdgeno, como medicamentos de solucbes
oleosas, fios de sutura ndo-absorviveis em algodao, corpos estranhos penetrados
em ferimentos de pele, como grdos de areia e espinhos, entre outros (O’BRIEN,
1985).

Macroscopicamente, a area atingida mostra-se hiperemiada e tumefeita,
fazendo suspeitar da existéncia de infeccdo ou recidiva cancerosa.
Microscopicamente, o granuloma é constituido de aglomerados de células
epitelidides, células gigantes, linfécitos e plasmacitos. Quando a inflamacédo é
causada por corpos estranhos, células gigantes multinucleadas (originadas da fuséo
de macréfagos e células epiteliais) desenvolvem forma e tamanho irregulares para
se adaptarem ao corpo a ser fagocitado (FARIA, 2003).

O granuloma é formado por numerosos macrofagos que se agrupam em torno
do corpo estranho, possuindo tamanho variado, desde microscépico até cerca de
2mm de diametro ou mais (figura 6). O granuloma pode sofrer necrose ou evoluir
para a cura. Na evolucdo para a cura, forma-se fibrose a partir da periferia do
granuloma, sendo convertido em noédulo fibridtico através dos macrofagos que
secretam substancias produzindo fribronectina, interleucina 1 (IL-1) e linfécitos que
secretam linfocinas (WILLIAMS; WILLIANS, 1983).
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Figura 6 — Granuloma. (A) Aparéncia geral do granuloma subcutaneo, (B) Fotomicrografia de
linfonodo granulomatoso subcuténeo.
Fonte: ADDO et al. (2007)

Dentre os métodos de avaliacdo da atividade anti-inflamatdria cronica, pode-
se citar o modelo de inflamacéo crénica por formacdo de granuloma induzido por
cilindros de algoddo, no qual um grupo de animais € submetido a droga teste,
administrada por via oral ou subcutanea. Para avaliar a inibicdo da inflamacéo,
calcula-se a diferenca dos pesos dos granulomas do grupo de animais controle
positivo (medicamento anti-inflamatorio) e do grupo controle negativo tratados

apenas com o veiculo (GERMANO et al., 1993).

2.4.2.3 Drogas anti-inflamatérias ndo-esteroidais (AINES)

Sd0 medicamentos para tratamentos sintomaticos inespecificos, nao
interferindo na histéria natural das doencas inflamatérias e frequentemente
prescritos para queixas musculoesqueléticas “reumaticas” e dores menores. Seu uso
€ muito difundido em todo o mundo e continua a crescer. Em 2000, sua
comercializacdo alcancava cifras de cinco bilhdes de dolares, com 100 bilhdes de
prescri¢cdes anuais nos Estados Unidos, sendo que 70% dos usuarios faziam uso de
AINES pelo menos uma vez na semana para reduzir inflamacdo e dor (SIMON,
1995; DUBOIS et al., 2004).

Os AINES possuem um grupo variado de agentes e classes quimicas que tém
em comum a capacidade de controlar a inflamacédo, analgesia e hipertermia. Em
geral, todos esses efeitos estéo relacionados com a acao primaria dos farmacos, ou

seja, inibicdo da cicloxigenase araquiddnica e, portanto, inibicdo da producédo de
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prostaglandinas mediante a inativagdo de enzimas cicloxigenases constitutiva (COX-
1) e induzivel (COX-2) e tromboxanos (RANG et al., 1997).

Os AINEs séo classificados como seletivos e ndo seletivos da COX-2. A
inibicdo de COX-1 por AINEs convencionais (n&o seletivos) acarreta alguns dos
efeitos adversos (gastropatia e nefropatia), efeitos comuns encontrados em AAS e
diclofenacos. Os inibidores seletivos da COX-2 como meloxicam, celecoxibe,
rofecoxibe, dentre outros, potencialmente representariam vantagens em relacdo aos
AINEs nao-seletivos, pois permaneceriam a eficacia anti-inflamatéria, sem o
(ROBERTS, MORROW, 2003).

A semelhanca de outros AINEs, a nimesulida possui também acdo analgésica
e antipirética. O nimesulida inibe seletivamente a enzima COX-2, reduzindo a
sintese de prostaglandinas relacionadas a inflamacdo e inibe a agregacao
plagquetaria. A estrutura quimica do nimesulida indica um mecanismo do tipo
"scavenger"”, através do qual o farmaco neutraliza a formacdo de radicais livres de
oxigénio produzidos ao nivel da cascata do acido araquidénico e liberados em
grande quantidade na origem do processo inflamatério por diversos tipos de células
(granulécitos, neutrdfilos, macrofagos), sem influenciar a quimiotaxia e a fagocitose.

Os AINEs estdo entre as drogas mais comuns associadas com inducdo de
lesbes hepéticas, com uma incidéncia estimada entre 3 a 23 por 100 000 doentes
ano. O diclofenaco e a nimesulida apresentam fator de risco consistentemente
identificados, quando associados a outras drogas hepatotoxicas (RAINSFORD,
1998; AITHAL, DAY, 2007).

Nimesulida, comumente utilizado em processos inflamatérios agudos e/ou
cronicos, tem sido bem tolerada pelos pacientes adultos, idosos e pediatricos em
estudos clinicos e estudos de farmacovigilancia. Este medicamento ndo possui
efeitos colaterais graves de danos no estdmago ou rins, sendo considerada a droga
mais segura dos AINEs classicos em humanos. Os efeitos adversos como
gastrointestinais, dermatologicos, hepaticos, neurolégicos e renais sdo observados
guando associados a outros AINEs (DAVIS, BROGDEN, 1994; TRAVESSA et al.,
2004).

A maioria dos estudos com nimesulida foram de curto prazo, até 4 semanas,
0S quais mostraram que o nimesulida é eficaz na reducdo da dor associada a

osteoartrite, ao cancer, a tromboflebite, a cirurgia oral, a dismenorreia em adultos, a
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cirurgia geral em adultos e criancas, a febre, a inflamagbes acompanhadas de
infeccbes do trato respiratério, a doencas otorrinolaringologicas e lesédo traumatica
em adultos e criancas (VANE, 1995; WHO, 2002).

2.4.2.4 Drogas vegetais com acédo anti-inflamatéria

Plantas medicinais sdo amplamente utilizadas popularmente para o
tratamento de diferentes condi¢cdes inflamatorias. Varios profissionais da saude
também tém utilizado drogas vegetais por apresentarem propriedades quimicas que
ajudam no tratamento de doencas, principalmente inflamacfes cutaneas (MARTINS
et al., 2000).

Relatos cientificos sugerem que os maiores responsaveis pela acdo anti-
inflamatdria, de plantas, séo os flavonoides. Estudos utilizando diferentes modelos
animais em diferentes vias de administracdo, mostram que o tratamento
farmacolégico com certos flavonoides podem afetar, pelo menos em parte, algumas
respostas inflamatérias em situagBes clinicas. Geralmente esta acdo se da pela
inibicdo enzimética dos eicosanoides, gerando efeito sobre as moléculas pro-
inflamatorias como a fosfolipase A2, cicloxigenases e lipoxigenases, reduzindo
assim, as concentracoes de prostaglandinas e leucotrienos (KIM et al, 2004,
FALCAO et al, 2005).

A atividade anti-inflamatéria aguda avaliada pelo modelo inflamatério de
edema de pata de rato induzido por carragenina e atividade anti-inflamatéria cronica
por formacdo de granuloma induzido por cilindros de algodao tratada com extratos
de plantas medicinais tem mostrado resultados expressivos (tabela 1).

Extrato metandlico do caule de Ventilago harmandiana Pierre (Rhamnaceae)
avaliado para efeito anti-inflamatério agudo pelo modelo de edema de pata de rato
induzido por carragenina apresentou inibicdo significativa, quando comparado com a
droga padrao aspirina. No modelo de inflamacéo crénica por formacao de granuloma
induzido por cilindros de algodao, a droga vegetal apresentou fraca inibicdo, quando
comparada com prednisolona (PANTHONG et al, 2004).

Boominathan e colaboradores (2004) demonstraram que o extrato metandlico
de Lonidium suffruticosam (Violaceae) apresentou pouca atividade na fase aguda,

pelo modelo de edema de pata de rato induzido por carragenina. Entretanto, na fase
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cronica o extrato mostrou uma inibicdo significativa, comparado com o controle
positivo, fenilbutasona.

Myracrodruon urundeuva (Anacardiaceae), conhecida popularmente como
aroeira-do-sertdo é utilizada em tratamentos de varias afecc¢des, principalmente
ginecologicas e ferimentos cutdneos por efeitos anti-inflamatério, cicatrizante,
antiulcerogénico, anti-histaminico, antibradicinina e analgésico (GOES et al., 2005).
Nos testes realizados por Viana e colaboradores (2003), o extrato de acetato de etila
do caule de M. urundeuva apresentou inibicéo significativa, comparado com a droga
padréo indometacina. Esse efeito foi atribuido & presenca de chalconas no extrato.

Laggera alata (Compositae) € uma espécie vegetal empregada na medicina
tradicional para o tratamento de doencas inflamatérias. A esta espécie foi dada
grande atencdo pela populacdo nas ultimas décadas devido ao seu efeito curativo
notavel, especialmente para a artrite reumatica, bronquite, amigdalite e nefrite. Wu e
colaboradores (2006) relataram estudos fitoquimicos e de atividade anti-inflamatoria
aguda e cronica na fracdo n-butanol das partes aéreas de L. alata mostrando a
inibicdo da inflamag&o, quando comparada com o controle positivo dexametasona.
Estes concluiram que o mecanismo de agdo anti-inflamatério esta associado a
inibicdo da formacdo de prostaglandinas, a influéncia sobre os sistemas
antioxidantes e a supressao da liberacao lisoenzimas pelos compostos fendlicos, os
quais foram determinados por HPLC.

Desde a antiguidade, cascas dos caules e folhas de Mallotus peltatus (Geist)
Muell. Arg. var acuminatus (Euphorbiaceae) sdo utilizadas popularmente para curar
dor de estbmago, doencas intestinais relacionadas com inflamacéo e infeccbes da
pele. O estudo realizado por Chattopadhyay e colaboradores (2002) revelou a
presenca de flavonoides, taninos, saponinas, terpendides, esterdides e significativa
atividade anti-inflamatéria, para o extrato metanolico das folhas, tanto no modelo de
inflamacé&o aguda como no crénico, comparaveis a droga padrao indometacina.

Olajide e colaboradores (1999) realizaram um estudo de atividade anti-
inflamatoria para avaliar os efeitos do extrato aquoso da casca do caule de Bridelia
ferruginea (Phyllanthaceae), o qual inibiu o edema de pata (58%) e a formacé&o do
tecido granulomatoso a um grau similar (43%), apresentando eficicia tanto na fase
aguda como cronica do processo inflamatério. Fundamentando o uso desta planta

em casos de artrite, contusdes, furinculos, luxacdes e queimaduras.
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A fracdo diclorometano (DCM) extraida das folhas de Trifolium pratense
apresentou atividade anti-inflamatéria aguda in vitro, pelo método cadmara de
Boyden, onde inibiu a migracdo de leucécitos em todas concentracdes testadas de
5 a 100 pg/mL; e in vivo, pelo método de edema de pata de rato induzido pela
carragenina nas concentracdes 50 e 100mg/kg de extrato de trevo-vermelho, por via
oral, resultando em inibicdo de edema de pata igual a 63,37%. Esta atividade foi
atribuida as isoflavonas agliconas, como formononetina, biochanina e seus
metabdlitos ou sinergismo destes compostos ou com outro composto presente em
menor concentracdo. O mecanismo de acdo sugerido a esta amostra foi a inibicao
da COX ou da enzima 5-lipoxigenase, comuns entre os flavonoides (SELLOUM et
al., 2003; RAMOS et al., 2012)



Granuloma

o Conc. Via Edemade pataderato Conc. induzido por o
Espécies Drogas ] ) ) Referéncias
(mg/kg) Adm. induzida por carragenina (mg/kg) pellets de
algodéo
Ventilago Extrato metanolico (caules) 300 i.p 59,0 150 29,0 Panthong et al, 2004
harmandiana Aspirina 150 i.p 74,0
Prednisonlona i.p 2,5 46,0
lonidium Extrato metandlico Boominathan et al,
. L V.0 26,3 400 42,8
suffruticosam (planta inteira) 400 2004.
Fenilbutazona 100 V.0 32,5 100 53,2
Myracrodruon extrato de acetato de etila Viana et al, 2003
40 V.0 59,3
urundeuva (caules)
Indometacina 10 V.0 29,6
Laggera alata fracdo n-butanol 100 Wu et al, 2006
) V.0 54,4 200 54,8
(partes aéreas)
Dexametasona 2,5 V.0 75,2 25 69,6
Mallotus peltatus Extrato metandlico (folhas) 400 V.0 64,6 400 51,5 Chattopadhyay et al,
Indometacina 10 V.0 67,5 10 54,1 2002
Bridelia Extrato aquoso (casca do caule) 80 V.0 58,0 80 43,0 Olajide et al, 1999
ferruginea Indometacina 5 V.0 72,0 15 43,0

Tabela 1 — Espécies vegetais com atividade anti-inflamatéria aguda e cronica.
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2.5 PARAMETROS BIOQUIMICOS HEPATICO E RENAL

O diagnéstico de varias enfermidades € auxiliado com variaveis bioquimicas
como enzimas, proteinas, horménios e minerais. As enzimas hepaticas aspartato
aminotransferase  (AST), alanina-aminotransferase  (ALT), entre outras,
costumeiramente estéo incluidas no perfil de triagem bioquimica sérica como indice
sensivel, porém ndo especifico, da lesdo aguda dos hepatdcitos,
independentemente de sua etiologia (GAW et al., 2001; BORSA et al., 2006)

As transaminases sdo enzimas que estdo amplamente distribuidas nos
tecidos, predominando AST, no figado, coracdo, musculo cardiaco, musculo
estriado, rim e pancreas, e ALT no figado, rim e coracdo. A AST esta presente no
citosol e na mitocondria dos hepatdécitos (MILLER; GONCALVES, 1999).

O aumento da atividade de AST e ALT no soro é geralmente considerado
como um sensivel indicador de dano hepatico, que pode ser decorrente da ruptura
dos hepatdcitos, resultantes de lesdes estruturais associadas a necrose; de inducao
de enzimas; das alteracdes na permeabilidade da membrana celular ou isquemia
hepatocelular (FERREIRA NETO et al.,1978; DUNCAN; PRASSE, 1982; MEYER et
al., 1995)

O doseamento de creatinina sérica é considerado rotina para maioria dos
protocolos experimentais de toxicidade, devido ser um excelente avaliador da funcao
renal. A creatinina é o produto final da degradacdo da creatina (fosfocreatina), ou
seja, ela é sintetizada pelo figado e rins e armazenada nos musculos, onde pode se
manter na forma livre em 40% ou fosforilada em 60%. A fosfocreatina é catabolizada
nos musculos e por rea¢do nao-enzimatica irreversivel é transformada em creatinina
logo apGs exercicios fisicos musculares. Uma vez produzida, a creatinina entra na
circulacao por meio de difusdo simples e é filtrada pelos glomérulos num processo
independente de energia, sendo excretada na urina (WILLIAMS et al.,, 2000;
DORETTO et al., 2007).

Mensurag@es in vivo no masculo esquelético de ratos indicam que as células
perdem diariamente em média de 1,7 a 2,5% do total de creatina. A similaridade
para taxa de perda de creatina da célula como creatinina levou a proposta de que o
efluxo de creatina da célula ocorre quase exclusivamente como creatinina. Em
humanos saudaveis, aproximadamente 1,6% do pool diario de creatina € degradado

em creatinina, sendo a quantidade de creatinina excretada diariamente proporcional
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a massa muscular. A excrecdo de creatinina pode aumentar 10x mais em certas
condicdes patoldgicas, como a doenca renal (WILLIAMS et al., 2000).

Os efeitos toxicos de substancias podem atingir todos os sistemas e 6rgaos,
porém o figado e o rim sdo os mais lesados. O figado € atingindo facilmente
provavelmente devido a dois fatores importantes como a sua posicdo anatdmica,
gue o torna mais vulneravel; e o seu préprio determinismo funcional, que condiciona
maior concentracdo celular, ndo apenas dos compostos a serem transformados,
como também dos metabdlitos resultantes (MENDES, 1988). E o rim se deve pelo
fato de estar rotineiramente exposto a altas concentracdes de medicamentos ou de
seus metabdlitos a fim de metabolizar, concentrar e excretar compostos

(MODARENSI, 2011).
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3. MANUSCRITOS

3.1 MANUSCRITO 1

“‘Morfo-anatomia do fruto de Pithecoctenium echinatum (Jacq.) Baill

(Bignoniaceae)”
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3.1 MANUSCRITO 1

Morfo-anatomia do fruto de Pithecoctenium echinatum (Jacq.) Baill

(Bignoniaceae)

Rosana Casoti', Jodo Marcelo Santos de Oliveira?, Melania P. Manfron*

! Programa de Pé6s-Graduacédo Ciéncias Farmacéuticas. Laboratério de Farmacognosia. LABINFITO
2 Programa de Pé6s-Graduagédo Agrobiologia. Laboratério de Botanica Estrutural. LABOTE

Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), caixa postal 5091, CEP 97105-900, Santa Maria, Rio
Grande do Sul, Brasil. e-mail: rocasoti@hotmail.com

RESUMO

Pithecoctenium echinatum (Jacq.) Baill conhecida popularmente como pente-
de-macaco, pertence a familia Bignoniaceae. As flores possuem corola branco-
amareladas, ovario supero e bicarpelar, cuja placentacéo € parietal; os ovulos sdo
anatropos, unitegumentado e tenuinucelado. O carpelo € densamente piloso, cujos
tricomas sdo multicelulares, tanto tectores quanto secretores, sendo comum,
também, a ocorréncia de emergéncias, ambos na epiderme externa. Um anel
nectarifero com presenca de complexos estomaticos e tricomas tectores, é
observado. Os frutos desta espécie sao siliquas, cujas valvas, quase planas
possuem projecBes epicarpicas equinadas. Internamente o pericarpo possui
epicarpo, parede periclinal externa espessa e cutinizada; lenticelas; e presenca de
estbmatos e emergéncias. As células pétreas juntamente com esclereides séo
encontrados no mesocarpo. As sementes de P. echinatum séo castanho-douradas
com alas translicidas, organizadas justapostas e sobrepostas no espaco locular. As
sementes sdo constituidas por uma testa, endotélio, endosperma remanescente com
uma Unica camada celular. O embrido é reto, continuo, transverso-oblongo, cujos
cotilédones sao foliaceos e bilobados. As reservas da semente estdo representadas
por lipideos, polissacarideos e uma escassa quantidade de amido. Metabdlitos

secundarios estao presentes como os alcaloides e compostos fendlicos.

Palavras-chave: Pithecoctenium echinatum, Bignoniaceae, histoquimica, morfo-

anatomia, fruto.
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1. INTRODUCAO

A familia Bignoniaceae € composta de oito tribos, 104 géneros e cerca de 800
espécies, predominantemente, neotropicais (FISCHER et al., 2004). Segundo Gentry
(1980), o Brasil € o maior centro de diversidade dessa familia com 316 espécies
agrupadas em 55 géneros, correspondendo a aproximadamente 37% do total. No
Rio Grande do Sul foram catalogadas 23 espécies da familia, dentre elas,
Pithecoctenium echinatum (Jacg.) Baill (SCHNEIDER; LONDERO, 1965).

A importancia econémica desta familia estd associada tanto na atividade
moveleira como também a fonte de pesquisa farmacolégica, como por exemplo,
atividade antidiabética por Tecoma stans (COSTANTINO et al., 2003); como
adjuvante na terapia do cancer pela Tabebuia avellanedae (STEINERT et al., 1995);
com propriedades anti-infecciosas do Jacaranda decurrens Cham (OLIVEIRA et al.,
2003; MINGARRO et al, 2003), dentre tantas outras espécies com potente atividade
bioldgica.

P. echinatum, conhecida popularmente como pente-de-macaco no estado do
Rio Grande do Sul, possui sinonimia Amphylophylum crucigerum e Pithecoctenium
crucigerum (LOHMANN, 2010). Floresce de outubro a dezembro e seus frutos séo
utilizados na medicina popular no tratamento de inflamacées, reumatismo, infeccdes
cutaneas, dor de cabeca, como depurativo do sangue e calmante (FRANCO;
FONTANA, 2005). Para possibilitar o uso desta espécie como medicinal séo
necessarios varios testes de controle de qualidade, dentre eles o controle botanico,
nos quais parametros morfo-anatémicos auxiliardo na autenticidade da droga e seus
adulterantes, permitindo a diferenciacdo inclusive, entre espécies botanicamente
proximas (DI STASI, 1996).

Dentre os ensaios anatbmicos destacam-se os referentes a histoquimica, pois
auxiliam na caracterizacdo de drogas e no monitoramento de analises fitoquimicas,
bem como no aproveitamento racional da droga (ZANETTI et al., 2004).

Este trabalho tem como objetivo realizar a caracterizagdo morfo-anatdmica da
regido ovariana, pericarpo e semente de P. echinatum, visando descrever
caracteristicas estruturais Uteis para a melhor descricdo da espécie e identificagdo
da mesma, imprescindiveis no controle de qualidade da droga vegetal e analise

farmacognaostica.
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2. MATERIAL E METODOS

Pithecoctenium echinatum foi coletada no municipio de Santa Maria no
Estado do Rio Grande do Sul a 29°41'02”S e 53°48°25” W. Flores e frutos maduros
foram coletados nos meses de novembro 2010 e marco de 2011, respectivamente.
Material botanico testemunho foi depositado no Herbario do Departamento de
Biologia da UFSM, com registro 12872 SMDB.

O material foi dessecado sob microscépio estereoscépio Olympus SZH10 e
Leica EZ4 através do qual foi feito registro fotomicrografico. O material dessecado foi
seccionado transversal e longitudinalmente e fixado em glutaraldeido 3%
(MCDOWELL; TRUMP, 1976). ApOs a fixacdo as amostras, ainda imersas no
fixador, foram submetidas ao vacuo por 6 horas. Posteriormente, o material foi
lavado em tampéo fosfato de sédio 0,1M pH 7,2 (GABRIEL, 1982), seguido de
lavagem em agua destilada. Foi utilizado Tween 20 por 24h para extracdo de lipidios
epicuticulares, sendo, a seguir, 0 material submetido a desidratacdo em série etilica.

Posteriormente, seguiu-se a desidratacdo em solucdes de cloroférmio e
etanol absoluto (1:3, 1:1, 3:1, 1:1, 1:3), finalizando a desidratacdo com uma etapa de
etanol absoluto. O material foi pré-infiltrado em solucéo hidroxietilmetacrilato e etanol
absoluto (1:1) durante o periodo de 12h, seguido de infiltracdo em
hidroxietilmetacrilato e emblocamento, com esta resina, em suporte de Teflon até
sua polimerizacdo (GERRITS; SMID, 1983).

Seccdes de 5um de espessura foram feitas em micrétomo rotativo Leica
RM2245. O corante padrédo utilizado foi Azul de Toluidina 0,05% pH 4,4 (FEDER,
O’BRIEN, 1958). As laminas permanentes foram depositadas no laminario do
Laboratorio de Botanica Estrutural do Departamento de Biologia, UFSM.

As observacdes e fotomicrografias foram realizadas em microscopio Leica®
DM 2000 com sistema de captura de imagem DFC 295. A terminologia utilizada para
descricdo do embri&do maduro foi baseada em Barroso e colaboradores (1999).

Para analise histoquimica das sementes, foram feitas laminas
semipermanentes com secc¢des transversais a mao livre, das amostras dos
exemplares mantidos a fresco, tratando tais sec¢cfes com reagentes indicativos de
compostos especificos como Sudan Ill para 6leos volateis e fixos; Dragendorff para
alcaloides; reagente de Schiff e acido periddico (PAS) para polissacarideos e Azul
de toluidina para lignina, pectinas e compostos fendlicos, conforme COSTA (1982).
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3. RESULTADOS

3.1 MORFOLOGIA FLORAL

A flor de P. echinatum possui céalice tomentoso; corola campanulada e
branco-amarelada, densamente tomentosa de 4 a 6 cm de comprimento; as anteras
sao glabras, ditecas e divaricadas; o estigma € bilobado; ovario é supero cilindrico,
em secao transversal e densamente piloso, de cor amarelada, ocorrendo ainda um
nectario anelar, relativamente desenvolvido, na base do ovério (fig. 1 e 2), com
ocorréncia de células similares a tricomas tectores (fig. 2B). Parte das caracteristicas

descritas acima confirmam o descrito por Sandwith; Hunt (1974).

LIl
e Nectano

Figura 1 — Flor de Pithecoctenium echinatum.
A — vista geral, B — flor com ovario, C - gineceu

Figura 2 — Fotos do ovério.
A — vista geral (25x), B — corte transversal (35x).
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3.2 ANATOMIA DO OVARIO

O ovério é bicarpelar (fig. 3A). A epiderme dorsal ou externa é unisseriada
com presengca de grande quantidade de tricomas tectotes multicelulares e
emergéncias, além de um numero relativamente menor de tricomas glandulares (fig.
3A, C e D, 4A, e B). Os tricomas glandulares sdo observados em diferentes estagios
de desenvolvimento.

A placentacdo do rudimento seminal € parietal com presenca de tecido
parenquimatico, ligando as regifes placentares e se estruturando a semelhanca de
um septo que acaba dividindo o ovario em dois l6culos simétricos (fig. 3A e B). O
mesofilo carpelar € parenquimatico com células isodiamétricas. A epiderme ventral
ou interna é glabra, uniestratificada e ndo estomatifera (fig. 3B e E).

O rudimento seminal € anatropo, unitegumentado e tenuinucelado (fig. 3E).
Circundando a base do ovario ocorre um anel nectarifero secretor bem desenvolvido
com presenca de células do tipo guarda de complexos estomaticos e coberto por
tricomas (fig. 3C, 4A, 4C).

Ha presenca de estrutura amareladas composta por feixes de cristais em
forma de agulha dispostos de maneira concéntrica em todo mesofilo carpelar
(fig. 3B, D).
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Figura 3 — Corte transversal do ovario de Pithecoctenium echinatum.

A — vista geral, B — mesofilo, C — epiderme externa, D — tricoma, E — évulo. Legenda: (cr) cristais, (ed)
epiderme interna, (em) emergéncia, (ep) epiderme externa, (fvl) feixe vascular lateral, (fvv) feixe
vascular ventral, (mf) mesofilo, (ne) nectario, (nu) nucelo, (se) septo, (te) tegumento, (tr) tricoma.
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Figura 4 - Corte longitudinal de P. echinatum.

A — vista geral, B — epiderme externa e C — nectéario. Legenda: (em) emergéncia (ep) epiderme, (et)
estdmato, (fv) feixe vascular, (mf) mesofilo, (ne) nectéario, (ov) évulo, (tr) tricoma, (tg) tricoma
glandular.
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3.3 MORFOLOGIA DO PERICARPO

Os frutos medem cerca de 12 cm de comprimento, 6 cm de largura e 2 cm de
espessura em sua regido mediana, sendo comprimidos lateralmente, resultando em
valvas quase planas ou convexas. Uma coluna seminifera plana fica livre entre as
valvas e presa apenas pela base. Os frutos possuem projecfes equinadas, com

coloracdo esverdeada a marrom-ferruginosa quando seco (fig 5).

Figura 5 — Vista geral do fruto de P. echinatum.
A — parte externa, B — coluna seminifera e C — parte interna com sementes

3.4 HISTOLOGIA DO PERICARPO

O pericarpo é dividido em epicarpo, mesocarpo e endocarpo (fig. 6A).

O epicarpo é composto por tecido parenquimatico com variacdo no nimero de
camadas celulares, podendo ocorrer de uma a trés células (fig. 6F, G). A parede
periclinal externa das células mais externas é espessa e lignificada. Lenticelas e
emergéncias também sdo observadas. Ocorre presenca de complexos estomatiferos
com as células-guarda levemente acima do nivel do epicarpo (fig. 6B, F, G)

O mesocarpo divide-se em trés camadas distintas. O mesocarpo externo €
formado por células parenquimaticas isodiamétricas e células pétreas em grupos
(fig. 6 B). O maior acumulo de células parenquimaticas é observado nas projecdes
espinescentes (fig. 6A). As células pétreas se agrupam em uma camada abaixo do
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epicarpo, porém ndo formam um estrato continuo, embora o relativo grande nimero
de células auxilie na estruturacdo das projecdes espinescentes. Ha presenca de
estrutura amareladas compostas por feixes de cristais em forma de agulha dispostos
de maneira concéntrica em todo mesocarpo externo (fig. 6 D).

No limite desta porcdo do mesocarpo sdo observadas células pétreas
isoladas ou em grupamentos de poucas células (fig. 6C). No limite entre o
mesocarpo externo e medio é observado sistema vascular representado por feixes
vasculares colaterais e parénquima com células volumosas e paredes delgadas e
lignificadas. Mais internamente, se observa uma regiao representativa do pericarpo
composto por parénquima cujas células sdo volumosas e suas paredes sao
lignificadas, sendo tipica a ocorréncia de espacos intercelulares pequenos (fig. 6A,
C). O mesocarpo interno possui uma ou duas camadas de células esclerificadas,
relativamente pequenas, que formam um estrato continuo (fig. 6A, E).

O endocarpo é representado por uma uUnica camada celular, cujas células
possuem paredes delgadas e ndo séo esclerificadas. No pericarpo maduro € comum
o rompimento do endocarpo, aparentemente em funcdo de sua estrutura

relativamente menos rigida e resistente (fig. 6A, 6E).
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Figura 6 — Corte transversal do pericarpo de P. echinatum.

A — vista geral, B — emergéncia, C — mesocarpo, D — cristais, E — endocarpo, F — epicarpo,G —
lenticela. Legenda: (cp) células pétreas, (cr) cristais, (cu) cutina, (ec) epicarpo, (ed) epiderme interna,
(em) emergéncia, (en) endocarpo, (ep) epiderme, (es) esclerénquima, (et) estdbmato, (fv) feixes
vasculares, (le) lenticela, (mc) mesocarpo, (me) mesocarpo externo, (mi) mesocarpo interno,(po)
pontoacdes
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3.5 MORFOLOGIA DA SEMENTE

Pithecoctenium echinatum apresenta sementes aladas, organizadas no
espaco locular de forma justaposta e sobreposta ao longo do comprimento do fruto,
ocupando todo loculo delimitado pelo septo desenvolvido (fig. 5C). Possuem
coloracdo castanho-dourada, de superficie brilhante, com ndcleo seminal evidente
(fig. 7). As sementes apresentam alas translucidas, de consisténcia membranacea,
alongadas lateralmente, com comprimento médio de 5 cm de largura e 2,5 cm de
altura (fig. 7). As sementes sdo exalbuminadas com dois cotilédones folidceos,
bilobados, justapostos, de coloracdo branca, com comprimento médio de 0,8 cm de

largura, 0,6 cm de altura (fig. 8) e 0,1 cm de espessura (fig. 9E).

1cm

Figura 7 — Vista geral da semente de P. echinatum. Face dorsal.

Figura 8 — Aspecto geral do embrido.
Observacgéo a estrutura lobada dos cotilédones. A — rafe, B —anti-rafe.
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3.6 ANATOMIA DA SEMENTE

A semente é exotestal. As células da exotesta apresentam-se espessadas e
lignificadas. O espessamento parietal € particular na regido do nucleo seminal, pois
€ predominante apenas nas paredes radiais e, no conjunto do tecido, se organiza a
semelhanca de estrias de Caspary (fig. 9A, 9C, 10A, 10B). Nessa regiao também, as
células se projetam acima da superficie semelhanca de papilas, dando a superficie
seminal contorno irregular quando analisado em secéo (fig. 9A, 9C).

O tecido mesotestal é composto por parénquima esclerenquimatoso, onde as
células na maturidade acabam sendo comprimidas pela expansao do embrido (fig.
9A, C, D). A endotesta é destruida durante o desenvolvimento, ndo sendo
organizada como um tecido na maturidade, onde apenas restos celulares podem ser
observados (fig.9E).

O endotélio contendo substancias fendlicas e as células do endosperma
constituem o envoltério membranaceo do embrido. O endosperma remanescente é
formado de uma camada delgada de células parenquimaticas e ndo apresentam
nenhum tipo de reserva. Entretanto, a camada de endosperma proxima a rafe
apenas apresenta trés a quatro camadas celulares, as quais diminuem
gradativamente até apresentar uma Unica camada de células (fig. 9D, E, 10D).

A andlise da estrutura embrionaria mostra que o eixo hipocotilo-radicula e
cotilédones podem ser distinguidos. O eixo hipocotilo-radicula é relativamente curto
e reto. Os cotilédones apresentam, em seus apices uma constricado profunda que
qguase atinge o no cotiledonar (figs. 8A,B, 10A), gerando um aspecto bilobado aos
mesmos, embora 0 meristema apical seja mantido coberto. A base dos cotilédones
se desenvolve mais que o eixo hipocoétilo-radicula, a semelhanca de auriculas. Tais
caracteristicas morfolégicas, associadas a ligacdo dos cotilédones ao eixo
embrionario conferem, quando em vista através do plano antero-posterior, aspecto
reniforme aos lobos de cada um dos cotilédones (fig. 8). Em secédo pode ser mais
bem observados que os cotiléedones sdo paralelos entre si, crassos e plano-
convexos (fig. 9E), além de possuir uma superficie lisa. Porém, cabe salientar que a
face da anti-rafe possui uma convexidade mais acentuada (figs. 8A, B).

Em seccéo longitudinal, sdo observadas células da epiderme do cotilédone,
as quais sao levemente alongadas tangencialmente tanto na regido ventral quanto

na dorsal (fig. 9B). O mesofilo cotiledonar € parenquimatico, onde em suas células
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se observa acumulo de alcaloides (fig. 11A), 6leos fixos e volateis (fig. 11C) e
presenca escassa de amido (fig. 11B, D). O tecido cotiledonar apresenta espacos
intercelulares que sdo mais desenvolvidos no terco proximal. A aplicacdo da reacao
do &cido periddico e reagente de Schiff (PAS) mostrou que as paredes das células
embrionérias sdo predominantemente pécticas (fig. 11B). Abaixo do né cotiledonar

as células epidérmicas se apresentam isodiamétricas (fig. 10C, 10D).
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Figura 9 — Corte longitudinal da semente de P. echinatum.

A — regido distal (ala), B — cotilédone, C — testa, D — detalhe da regido da anti-rafe (testa), E — vista
geral. Legenda: (co) cotilédone, (eb) embrido, (Ed) endosperma, (epd) epiderme coticoledonar dorsal,
(epv) epiderme coticoledonar ventrall, (Et) endotélio, (Ex) exotesta, (Me) mesotesta, (nc) noé
cotiledonar, (t) testa.
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Figura 10 — Corte longitudinal da semente de P. echinatum. Observagio paradérmica

A — vista geral; B — testa; C — n0 cotiledonar, D — coifa. Legenda: (co) cotilédone, (eb) embrido,
(Ed) endosperma, (epd) epiderme coticoledonar dorsal, (Et) endotélio, (Ex) exotesta, (Me) mesotesta,
(nc) né cotiledonar, (t) testa
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Figura 11 — Histoquimica da semente de P. echinatum.
A — Dragendorff (alcaloides), B — PAS (polissacarideos), C — Sudan Il (6leos fixos e volaleis), D —
Lugol (amido)

4. DISCUSSAO

O rudimento seminal (6vulo) é anatropo, unitegumentado e tenuinucelado de
acordo com o0 que € previsto para Bignoniaceae (CORNER, 1976). O anel
nectarifero com presenca de tricomas é uma das caracteristicas que diferencia esta
espécie das demais do género Pithecoctenium (RIVERA, 2000).

Entre as principais caracteristicas do fruto de P. echinatum estdo projecdes
equinadas, que possivelmente sdo adaptacbes adquiridas para desencorajar a
predacdo de frutos jovens por macacos (GENTRY, 1975). Esta espécie possui
deiscéncia loculicida, o que também pode ser observado em Tecoma stans (RENO
et al., 2007), ou seja, o tecido de absciséo esté localizado dorsiventralmente desde a
base até o apice do pericarpo. A deiscéncia se da pela queda das valvas e o
deslocamento do réplum (BARROSO et al., 1999). A presenca de células pétreas no

mesocarpo externo, esclerificacdo do parénquima do mesocarpo, associado a
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desidratacdo do pericarpo, sdo responsaveis pelo enrijecimento do pericarpo, tendo
como consequéncia a deiscéncia do pericarpo maduro.

Na linha de deiscéncia, o tecido de abscisdo do pericarpo € constituido por
células parenquiméticas que atravessam o pericarpo interrompendo a camada de
esclerénquima, onde se da principalmente pela ruptura neste tecido, devido as
células serem fracamente agrupadas por causa da alteracdo na tensdo ocorrida
durante a desidratacdo (EAMES; MACDANIELS, 1947).

As sementes de P. echinatum s&o exalbuminosas, corroborando o descrito
por Esau (1985), o qual refere-se as sementes sem endosperma ou com apenas
uma pequena quantidade. Caracteristicas semelhantes foram encontradas em
Tabebuia ochracea sendo tal caracteristica tipica para Bignoniaceae (SAMPAIO et
al., 2007).

A formac@o de uma estrutura membranacea que envolve os embrides é
comum dentre as espécies de Bignoniaceae (COSTA, 1995). Em P. echinatum, o
envoltério membranaceo esta localizado entre 0 embrido e a testa da semente, que
também é verificado estrutura semelhante em Tabebuia chrysotricha e T. ochraceae,
Pyrostegia venusta, T. stans, espécies das quais pertencem a mesma familia
(GABRIELLI, CASTRO, 1995; COSTA, 2003; SOUZA et al., 2005; RENO et al.,
2007). Essa estrutura, provavelmente tem funcdes como impedir o deslocamento de
nutrientes; criar um espaco de ar que auxilie na flutuabilidade da semente através do
rompimento com a mesotesta; controlar o desenvolvimento dos embrides; e ter
alguma utilidade durante a germinacdo das sementes (SOUZA et al., 2005;
SAMPAIO et al., 2007).

O endotélio, cujas células contém compostos fendlicos, parece estar
relacionado a protecdo contra predadores e microrganismos, ao aumento de dureza
do tegumento e a atribuicdo de cor a semente (BELTRATI; PAOLI, 2006). A
presenca de endotélio € principalmente registrada em familias que mostram 6vulos
unitegumentados e tenuinucelados, desenvolvidos tardiamente ab initio no
endosperma celular (KAPIL; TIWARI, 1978 apud SOUZA et al., 2005). Ha presenca
de endosperma remanescente com tecido relativamente escasso, entretanto, P.
venusta, que pertence a mesma tribo (Bignonieae), possui endosperma bem
evidente (GABRIELLI; CASTRO, 1995).
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O embrido de P. echinatum possui caracteristicas, descritas por Barroso e
colaboradores (1999), semelhantes para Tabebuia caraiba e T. stans. No entanto, T.
caraiba possui embrido axial e endosperma ausente (FERREIRA; CUNHA, 2000).

A presenca de estruturas de coloragdo amarelada, compostas por feixes de
cristais em forma de agulha dispostos de maneira concéntrica, ocorrem na regiao
ovariana e pericarpo de P. echinatum. Estruturas semelhantes foram encontradas
em Anthurium gracile e Anthurium minarum, inferindo-as como cristais de natureza
flavonoidica, diosmina (MANTOVANI et al., 2010). Oliveira-Pires e colaboradores
(2003) e Mantovani e colaboradores (2010), em seus estudos apresentaram
diosmina como potencial taxondmico por ndo ser caracteristica comum entre as

espécies estudadas.
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RESUMO

Pithecoctenium echinatum €é uma espécie pertencente a Bignoniaceae,
conhecida popularmente como pente-de-macaco € utilizada na medicina popular para
inflamacdes, reumatismo, infeccdes cutaneas, dor de cabeca, depurativo do sangue e
calmante. O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizacdo fisico-quimica e
investigar as atividades antioxidante e antimicrobiana nas sementes desta espécie.
Na caracterizacao fisico-quimica, por meio de testes farmacopeicos foi utilizado droga
vegetal seca, constatando que ndo houve variagéo significativa das amostras coletadas
em locais diferentes. Na extracdo hidroetandlica 70%, o rendimento do extrato bruto
(EB) foi de 22,94%, sendo que na particdo do EB, o maior rendimento foi a fracdo
butandlica (16,55%). O EB das sementes de P. echinatum apresentou compostos do
metabolismo secundario como esterdides e/ou triterpenos, flavonoides, alcaloides,
antraguinonas, taninos catéquicos, oxidrila fenolica e heterosideos cardioténicos e 6leos
volateis. Por doseamento espectroscopico foram determinados polifendis, flavonoides e
taninos no EB e fragBes. P. echinatum apresentou potencial antioxidante (CEso 131,84
ug/ml) na fracdo acetato pelo método do DPPH e atividade antimicrobiana a P.
aeruginosa, P. zophii e C. albicans pelo método de microdiluicdo em caldo (MIC).
Portanto, os parametros fisico-quimicos estabelecidos para P. echinatum possibilitam
controle de qualidade da droga dessa espécie, e esta, apresentou atividades

antimicrobiana e antioxidante.

Palavras-chave: Pithecoctenium echinatum. Bignoniaceae. Controle fisico-quimico.
DPPH. CIM.
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1. INTRODUCAO

Ha uma grande variedade de espécies de plantas existentes na flora
mundial, muitas com importantes propriedades terapéuticas. O Brasil detém a maior
biodiversidade do mundo, mas 10% das espécies existentes foram catalogadas e
menos de 1% destas espécies vegetais estudadas do ponto de vista quimico e
farmacoldgico. A busca de desenvolvimento de novos farmacos, producdo semi-
sintética de compostos e subsidio para o controle de qualidade de fitoterapicos séo
essenciais (GUERRA; NODARI, 2001).

O reconhecimento internacional do fitoterapico e o fortalecimento do
desenvolvimento tecnoldgico séo fatores desencadeantes no aumento da utilizacéo
destes medicamentos. Contudo, grande parte da comercializagdo de plantas
medicinais no Brasil advém de mercados, lojas de produtos naturais e feiras livres,
nao possuindo certificagdo de qualidade. Consequentemente, a utilizacédo
inadequada dos fitoterapicos, decorrentes principalmente da automedica¢édo, pode
trazer uma série de danos a satde humana (VEIGA-JUNIOR et al., 2005; SOUSA et
al., 2007).

A utilizacdo de plantas medicinais com identificacdo equivocada, devido a
mesma espécie botanica apresentar diferencas significativas na sua composicao
fisico-quimica, quando oriundos muitas vezes de diferentes regides, torna a
pesquisa farmacogndstica de extrema importancia (GOTTLIEB, BORIN, 1997).

P. echinatum é uma espécie pertencente a familia Bignoniaceae, conhecida
como pente-de-macaco, utilizada popularmente nas inflamacdes, reumatismo,
infeccbes cutaneas, dor de cabeca, depurativo do sangue e calmante. O objetivo
deste trabalho € realizar a caracterizacédo fisico-quimica e investigar as atividades

antioxidante e antimicrobiana nas sementes desta espécie.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

As sementes de P. echinatum foram coletadas em marco de 2010 nas
cidades de Santa Maria (amostra 1), Santana do Livramento (amostra 2) e Séao
Martinho da Serra (amostra 3), Rio Grande do Sul, Brasil. Uma amostra do material
vegetal foi identificada pelo bidlogo Gilberto Dolejal Zanetti, e depositada no
Herbério do Departamento de Biologia da UFSM, conforme exsicata SMDB 12872.
As sementes coletadas foram submetidas a secagem em estufa com ar circulante, a

temperatura de 40°C e logo apds, moidas e armazenadas em local seco e fresco.

2.2 Andlises fisico-quimicas

A determinagcdo de &gua, teor de cinzas totais, cinzas insollveis em &cido
cloridrico, cinzas sulfatadas, indice de amargor, indice de intumescéncia foram
realizadas com cerca de 200g do material vegetal seco (droga) de acordo com 0s

métodos preconizados pela Farmacopeia Brasileira 42 edi¢édo (1988) e WHO (1998)

2.3 Preparo do extrato bruto (EB)

Parte do material vegetal da amostra 1 (404g) foi macerado em solugao
hidroetandlica a 70%. O extrato obtido (EB) foi liofilizado e calculado o rendimento.

2.4 Particdo do extrato bruto

O extrato bruto (209) foi diluido em 100 mL de &gua, particionado por meio de
funil de separacao em fracbes de polaridades crescentes com 0s solventes hexano,
diclorometano (DCM), acetato de etila e n-butanol. A particdo com cada solvente foi
monitorada por CCD até o esgotamento. As fracbes obtidas foram concentradas em

evaporador rotativo, secos em estufa a 35°C e calculados seus rendimentos.

2.5 Andlise fitoquimica

A avaliacdo fitoquimica preliminar foi realizada conforme a metodologia
proposta por Moreira (1979) e Costa (1982), com modificacdes. Além de reacdes de
caracterizacdo de metabdlitos secundarios, por meio de reagentes especificos, as

amostras foram cromatografadas em silica gel GF254 e eluidas em diferentes
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eluentes, de acordo com as substancias a serem identificadas (WAGNER; BLADT,
1984).

2.6 Doseamento de metabdlitos secundarios

2.6.1 Determinacao do rendimento de 0Oleos volateis

O teor de 6leos volateis foi realizado a partir de 25g da droga seca e moida
(amostra 1) por hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger de acordo com Akisue
(1986) modificado. A purificacdo foi realizada com éter etilico e sulfato de sédio
anidro. O rendimento do 6leo volatil foi calculado em relacdo ao peso inicial da

droga.

2.6.2 Determinacgdo da concentracdo de polifenois

Os polifendis foram determinados pelo método de Folin-Ciocalteau, utilizando
como padréo acido galico conforme Chandra e Meija (2004) modificado. As leituras
das amostras foram feitas em espectrofotdmetro Schimadzu UV1021, a 730 nm e
em triplicata. A concentracdo de polifendis foi determinada por interpolacdo da
absorvancia das amostras com a curva de calibragdo obtida com o padréo e
expressos em miligramas de equivalentes de acido galico por grama de extrato

vegetal.

2.6.3 Determinacao da concentragéo de flavonoides

Os flavonoides foram determinados de acordo com Rio (1996) modificado,
utilizando como padrédo rutina. As leituras das amostras foram realizadas em
espectrofotometro Schimadzu UV102, a 425 nm e em triplicata. A concentragcéo de
flavonoides foi determinada por interpolacdo da absorvancia das amostras com a
curva de calibracdo obtida com o padrdo e expressos em miligramas de

equivalentes de rutina por grama de extrato vegetal.

2.6.4 Determinacao da concentracao de taninos condensados

Os taninos condensados ou catéquicos foram determinados pelo método da
vanilina 4% em solucdo metandlica de acido cloridrico, utilizando como padréo
catequina conforme Agostini-Costa e colaboradores (1999). As leituras das

amostras, em triplicatas, foram realizadas em espectrofotdometro Schimadzu
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UV1021, a 490 nm. A concentracéo de taninos foi determinada por interpolacao da
absorvancia das amostras com a curva de calibragdo obtida com o padréo e
expressos em miligramas de equivalentes de catequina por grama de extrato

vegetal.

2.7 Determinacéao do potencial antioxidante pelo método DPPH

A avaliacdo da capacidade antioxidante foi determinada pelo método
fotocolorimétrico do DPPH (1,1-difenil 2-picrilhidrazila), de acordo com Choi e
colaboradores (2002). Preparou-se solu¢fes do extrato, do DPPH e do padrdo acido
ascorbico em etanol. As leituras das solucbes foram feitas em triplicata em
espectrofotometro Schimadzu UV1021 (518nm). A porcentagem de inibicdo do
radical DPPH pelas amostras foi calculada de acordo com a formula:
% inibicdo = 100 — [(Abs. Amostra - Abs. Branco) X 100/Abs. Controle negativo]

2.8 Avaliacédo da atividade antimicrobiana

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato hidroetandlico e
fracOes, utilizou-se o método de microdiluicdo em caldo de acordo com o Clinical
and Laboratory Standards CLSI M27 A3 (2008) para leveduras, CLSI M7A6 (2003)
para bactérias e CLSI M38A (2002) para fungos filamentosos.

Os in6culos em solucado salina 0,85% foram preparados pelo método
espectofotométrico, resultando em suspensdo 1,5 x 10° UFC/m| para leveduras e
5 x 10° UFC/ml para bactérias. Foram realizadas diluicdes seriadas de 1.000 ug/ml
até 2 ug/ml em dimetilsulféxido do EB e fracdes.

Os testes foram realizados em microplacas estéreis de poliestireno em meio
ao caldo Muller-Hinton para bactérias, RPMI 1640 para fungos e alga. As cavidades
das placas de microdiluicdo contendo 100 pL das amostras vegetais foram
inoculadas com 100l de suspenséo de fungos e 10 uL de suspensédo bacteriana. A
cavidade do controle positivo continha 0,1ml do in6culo e 0,1ml do meio, sem extrato
e fragdes. Os ensaios foram realizados em duplicata.

As placas foram incubadas por um periodo de 24 horas a 35-37 °C para
bactérias e, por 48 horas a 25-27 °C para fungos. Ap6s o periodo de incubacéo,
observou-se o crescimento microbiano indicado pelo aparecimento de turvagao.

Através deste método, determinou-se a menor concentracdo da amostra

vegetal capaz de inibir o crescimento microbiano, chamada de Concentragéo
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Inibitéria Minima (CIM).

2.8.1 Microrganismos

Na determinagdo da atividade antimicrobiana foram utilizadas cepas de
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans ATCC 44373, Aspergillus fumigatus
isolado clinico e Prototheca zopfii isolado clinico, disponiveis no Laboratério de

Pesquisas Micologicas da UFSM.

2.9 Analise estatistica
Os resultados dos experimentos foram analisados em software GraphPrism

5.0 com significancia (p < 0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato bruto das sementes de P. echinatum apresentou compostos do
metabolismos secundario como esterdides e/ou triterpenos, flavonoides, alcaloides,
antraquinonas, taninos catéquicos, oxidrila fendlica e heterosideos cardioténicos.
Através da mesma metodologia, Sandabe e colaboradores (2006), no extrato
aguoso do caule de Ficus sycomorus, constataram a presenca de alcaloides,
flavonoides, saponinas e taninos galicos. Ja para a raiz de Urera baccifera foram
observados heterosideos flavonoidicos, heterosideos saponinicos, taninos e purinas
mostrando que estes metabdlitos podem ser caracterizados em diferentes espécies
e servem para distingui-los com marcadores quimicos (GINDRI et al, 2010)

Pela andlise fisico-quimica das sementes de P. echinatum n&o houve
variacdo significativa dos parametros de qualidade analisados com as amostras
(tabela 1).
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Tabela 1 - Andlises fisico-quimicas das sementes de P. echinatum

Parametros de qualidade Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Média das
X+ DP X+ DP X+ DP amostras
Teor de agua (%) 5,38+0,06" 4,98+0,09° 5,56+0,57° 5,31+0,24
Cinzas totais (%) 10,41+0,832 10,85+0,782 11,52+0,76% 10,92+0,79
Cinzas insol. HCI (%) 0,65+0,07° 0,89+0,042 0,79+0,05%° 0,77+0,05
Cinzas sulfatadas (%) 7,15+0,172 7,10+0,222 7,57+0,272 7,27%0,22
indice de intumescéncia 39,04+1,342 41,79+1,752 39,58+1,908 40,13+1,66
indice de amargor (u/g) 220,00+0,50* 218,00+0,28° 220,00+0,35* 219,33+0,37

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Média e desvio padrédo (X DP)

A média de cinzas totais determinada nas sementes de pente-de-macaco foi
de 10,92%. para Caesalpinia férrea a qual apresentou 5,31% de cinzas foi atribuido
aos sais inorganicos presentes no material vegetal (FRASSON et al.,, 2003;
Farmacopeia Brasileira, 1996).

As cinzas insolives em HCI de P. echinatum (0,78%) esta dentro dos teores
aceitos pela Farmacopeia Brasileira, aceito até 1%. As cinzas insollveis podem
indicar contaminacdo ambiental ou presenca de substancias silicosas da propria
espécie. O teor de cinzas insoluveis em HCI entre a amostra 1 e 2 sdo diferentes,
mas estatisticamente iguais a amostra 3. Essa variacdo pode ser decorrente da
diversidade climatica e geogréfica, como temperatura, pluviosidade, tipo de solo,
pois as mesmas foram coletadas em diferentes locais. Estabelecer teores de cinzas
€ um importante parametro para o controle de qualidade de farmacégeno.

E preconizado pela Farmacopeia Brasileira (1988) que se estabeleca agua
residual as drogas vegetais, o que permite manter a qualidade nas condi¢cbes de
armazenamento. Para P. echinatum foi de 5,31%.

O indice de intumescéncia fornece os teores de mucilagem de P. echinatum
que foi de 40%. A mucilagem € constituida de pectina, monossacarideos como
glicose, além de compostos fendlicos como flavonoides e taninos (GRAZIOSI;
RATHINAVELU, 2005).

Segundo Obradovic e colaboradores (2005), os taninos com menos de quatro

mondmeros sdo predominantemente amargos e contribuem, portanto para o
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amargor de algumas plantas, principalmente os taninos gélicos, o qual ndo foi
caracterizado em P. echinatum, a que se atribui o baixo indice de amargor (219 u/g).

Aos 6leos volateis sdo atribuidos, entre outras atividades, acéo sobre sistema
nervoso central, anti-inflamatéria e antioxidante. Pente-de-macaco € utilizado
popularmente no controle de infecgbes cutaneas, reumatismo e dores de cabeca, e
esta, apresentou Oleos volateis (1,9%), os quais podem ser responsaveis por

algumas das propriedades atribuidas a essa planta (tabela 2).

Tabela 2 — Rendimento dos metabdlitos secundarios de P. echinatum

Peso Peso Rendimento

Amostras L. .
Inicial (g) obtido (g) (%)

Oleos essenciais 25*% 0,474 1,90
Extrato bruto 404* 92,800 22,94
Fracdo hexanica 0,521 2,61
Fracdo DCM 0,926 4,63

20**
Fracéo acetato 0,338 1,69
Frac&o butanolica 3,310 16,55

*droga seca ** extrato bruto

A partir do rendimento do EB (22,94%) para P. echinatum obteve-se, por
particdo com solventes de polaridade crescente, um maior rendimento na fracao
butandlica (16,55%) e através dos doseamentos pode ser verificado que a maior

parte dos polifendis e flavonoides se concentrou na fracéo acetato de etila (tabela 3).
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Tabela 3 — Doseamentos de metabdlitos secundarios das sementes de P. echinatum.

Amostras Polifenodis Flavonoides Taninos
(0,004%) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
Extrato bruto 196,00 11,00 37,70
Fracao hexanica * * *
Fragdo DCM 68,00 0,82 50,00
Fracdo acetato de etila 674,00 9,13 49,92
Fracao butandlica 222,00 0,53 21,49

* Nao detectado.

P. echinatum apresentou na fracdo acetato de etila 674,00 mg/g de polifendis.
Estas substancias sdo conhecidas por apresentarem beneficios, devido ao seu
poder antioxidante (anti-cancerigeno, anti-inflamatério, anti-aterogénico, anti-
trombdtico, antimicrobiano, vasodilatador e analgésica) (WOLLGAST; ANKLAN,
2000).

O potencial antioxidante de P. echinatum (tabela 4) no EB foi de 18,11%, que
gquando comparada com Arctium lappa foi menos eficiente, a qual apresentou
90,79% (LIMA et al., 2006a).

Tabela 4 — Potencial antioxidante do EB e frac6es das sementes P. echinatum

Amostras % inibic&o CEso (Mg/ml)
Acido ascorbico 96,87 12,12
Extrato bruto 18,11 545,93
Fracdo hexanica 1,28 13775,77
Fracdo DCM 4,38 2723,26
Fracdo acetato de etila 90,57 131,84
Fracdo butandlica 30,43 381,12

Na concentragdo de 200 pg/ml a fracdo acetato de etila de P. echinatum
apresentou atividade antioxidante semelhante ao &acido ascérbico, possivelmente

devido a presenca de polifendis e flavonoides como foram observados na tabela 3.
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Fazendo correlacdo estatistica com os dados de teor de polifendis e a
concentracéo eficiente (CEsp) obtidos com o extrato e fragbes de P. echinatum é
possivel inferir uma correlacdo positiva (figura 1). Esta correlacdo foi observada
também para os extratos de Terminalia brasiliensis, Cenostigma macrophyllum e
Copernicia prunifera. Ja os extratos das folhas de Terminalia fagifolia e Qualea

grandifolha ndo foi observado correlagéo (SOUSA et al., 2007).

700 +

y=72x+235
600 r= 0,994
500 /

400 /
300 - /

200 - /
100 -
L

0 10 20 30 40 5 6 70 8 90

Polifendis (mg/g de EB)

Atividade antioxidante, CE5, (pg/ml)

Figura 1 — Correlacao entre polifendis e atividade antioxidante.
Foi aplicado Correlacdo de Pearson com 95%de confianca.

P. aeruginosa apresentou sensibilidade ao EB e fragdes com excegdo da
fracdo butandlica (tabela 5). Embora essa sensibilidade tenha sido baixa para EB e
fracdo DCM, para as fracdes hexanica e acetato foi moderada. As demais bactérias
nao apresentam sensibilidade a P. echinatum.

P. aeruginosa, gram negativa, esta presente em infec¢des do trato urinario,
cujo sistema pode ser protegido por substdncias como flavonoides e
proantocianidinas (VIEIRA et al., 2005; FIGUEIREDO et al., 2007).
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Tabela 5 — CIM expressos em pg/ml nos extratos das sementes de P. echinatum

Microorganismos EB FH FD FA FB
Escherichia coli * * * * *
Proteus mirabilis * * * * *
Staphylococcus aureus * * * * *
Pseudomonas aeruginosa 512 256 512 256 *
Aspergillus fumigatus * * * * *
Prothoteca zophii 512 512 512 256 512
Candida albicans 256 256 128 * 512

Segundo a classificacdo de Holetz e colaboradores (2002), bom < 100 pg/ml, moderada 100-500
pg/ml, fraca 500-1000 pg/ml e concentracdo acima de 1000 pg/ml considerada inativa(*).
(EB) extrato bruto, (FH) fragdo hexanica, (FD) fra¢édo diclorometano, (FA) fracdo acetato e (FB) fracao
butandlica.

Djipa e colaboradores (2000), sugerem que a atividade antimicrobiana de
Syzygium jambus esteja relacionada com a alta quantidade de taninos, pois com a
eliminacdo destes, esta propriedade foi suprimida. Quanto a atividade antifungica,
observamos que A. fumigatus néo foi sensivel e C. albicans foi a que apresentou
uma melhor sensibilidade, sendo mais sensivel (128 ug/ml) na fracdo DCM. Ja a
alga P. zopfii responséavel por afec¢cdes em animais e no homem (BEXIGA et al.,
2003) apresentou baixa sensibilidade com excecdo para fracdo acetato que foi
moderada (256 ug/ml).

A atividade antimicrobiana observada pode ser atribuida também aos 6leos
volateis presentes em P. echinatum, uma vez que esta substancia, segundo Lima e
colaboradores (2006b), estdo relacionadas a diversas funcBes necessérias a
sobrevivéncia vegetal, exercendo papel fundamental na defesa contra
microrganismos. Cientificamente é atribuido a cerca de 60% dos 6leos essenciais a
propriedades antifingicas e 35% exibem propriedades antibacterianas
(BHAVANANI; BALLOW, 1992).
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4. CONCLUSAO

Os parametros fisico-quimicos estabelecidos para P. echinatum possibilitam
controle de qualidade da droga dessa espécie.
P. echinatum apresenta atividade antioxidante na fracdo acetato e atividade

antimicrobiana a P. aeruginosa, P. zophii e C. albicans.
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3.3 MANUSCRITO 3

Avaliacado da atividade anti-inflamatoria e isolamento de diosmetina
e hesperitina de Pithecoctenium echinatum (Jacq.) Baill

(Bignoniaceae)

Rosana Casoti', Mario Ferreira?, Rafael Noal Moresco®, Sergio Luiz Dalmora®', Roberto
G.S. Berlinck®, Melania Palermo Manfron*

! Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) — PPGCF. Santa Maria. Rio Grande do Sul.
2 Universidade de S&o Paulo (USP) — Instituto de Quimica de Séo Carlos. Sao Paulo.

Universidade Federal de Santa Maria, Laboratério de Farmacognosia (LABINFITO), caixa postal 5091,
CEP 97105-900, Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil e-mail: rocasoti@hotmail.com

RESUMO

A partir do extrato hidroetanolico 70% (EB) das sementes de P. echinatum foi
realizado o isolamento e a identificacdo de dois flavonoides diometina e hesperitina,
agliconas flavona e flavanona, respectivamente. Estes flavonoides foram isolados de P.
echinatum pela primeira vez. Os compostos foram determinados e analisados por
CLAE/MS e RMN e seus espectros comparados com a literatura. A atividade anti-
inflamatoria do (EB) foi avaliada pelo método da inducdo da inflamacéo por cilindros de
algodao, e realizadas dosagens séricas dos ratos submetidos ao bioensaio, nos quais
foram administrados, por via oral, 300mg/kg/dia do extrato bruto por 6 dias consecutivos
e em comparacao com nimesulida (5mg/kg/dia) e controle negativo (propilenoglicol 20%
v/v). Os resultados obtidos mostraram que o extrato bruto de P. echinatum apresentou
inibicdo da inflamagé&o significativa de 24,7 + 3,5%, semelhante a inibicdo obtida pelo
grupo de animais tratados com nimesulida de 21,4 + 6,5%, em relacdo ao grupo
controle. Os parametros hematolégicos mostraram que houve aumento no nimero de
leucocitos e diminuicdo no volume corpuscular médio (VCM), enquanto que AST, ALT e
creatinina ndo apresentaram diferencga significativa no uso do extrato de P. echinatum,
guando comparados com 0 grupo controle propilenoglicol. Portanto, os resultados
demonstraram que Pithecoctenium echinatum possui atividade anti-inflamatoria,
possivelmente devido a presenca de hesperitina e diometina. Além disso, ndo foram
observados sinais de hepatotocidade e nefrotoxicidade nas condi¢coes experimentais
testadas.
Palavras-chave: P. echinatum. Bignoniaceae. Granuloma. AST. ALT. Creatinina.

Hesperitina. Diosmetina.
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1. INTRODUCAO

P. echinatum pertence a familia Bignoniaceae, espécie nativa do Brasil,
largamente dispersa na América tropical, desde o México até Argentina
(SANDWITH; HUNT, 1974). Possui sinonimia Pithecoctenium crucigerum (L.) A.H.
Gentry e Amphilophilum crucigerum (L.) L. G. Lohmann (LOHMANN, 2006). E uma
trepadeira lenhosa, com frutos secos deiscentes, de cor castanha, possuindo
sementes aladas de coloragcédo branca-prateada (SANDWITH; HUNT, 1974; POOL,
2007). E denominada popularmente de pente-de-macaco e utilizada nos tratamentos
de inflamacdes, reumatismo, infec¢des cutaneas, dor de cabeca, como depurativo
do sangue e calmante (FRANCO; FONTANA, 2005).

No estudo quimico realizado com o extrato metandlico dos caules P.
echinatum, foram isolados os glicosideos iridoides teviridosideo, ipolamiideo e
estrictolosideo (VON POSER et al.,, 2000). JA Martin e colaboradores (2007)
isolaram quatro glicosideos iridoides: teviridosideo, ciclopropanoil teviridosideo,
hidroxibenzoil teviridosideo e vaniloil teviridosideo, os quais apresentaram potencial
antioxidante frente a DPPH por bioautografia.

Desta forma, considerando que a P. echinatum apresenta atividades
biolégicas in vitro, como antioxidante, e por ser utilizada popularmente para o
tratamento de diferentes doencas, faz-se necessario o desenvolvimento de estudos
adicionais relacionados a investigacdo de outras atividades biolégicas bem como
analises complementares. Neste contexto, este estudo teve por objetivo realizar o
isolamento de compostos quimicos oriundos do extrato bruto das sementes de P.
echinatum, bem como verificar, no extrato bruto, a atividade anti-inflamatoria e

efeitos toxicoldgicos através de parametros farmacolégicos e bioquimicos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Equipamentos

Cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) e Cromatografia em coluna

(CC)

As analises foram feitas em placas de silica gel 60 com indicador de

fluorescéncia UV254 da Fluka. As revelacdes foram efetuadas com irradiagbes UV
de 254nm e 360nm, e exposicdo ao reagente fofosmolibdico. A cromatografia em

coluna foi feita usando 10g de silica C13, modo reverso.

Cromatografia liguida de alta eficiéncia acoplada com PDA-MS

As andlises das fracbes obtidas ap6s o fracionamento em CC foram
analisadas por cromatografia liquida acoplada a detectores de arranjos de diodos e
espectrometro de massas (LC — PDA — MS). O sistema € composto por um
cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (Separation module - Waters® 2695),
acoplados aos detectores Photodiode Array Detector (Waters® 2996), Micromass

ZQ (Waters®).

Cromatografia liguida de alta eficiéncia (CLAE)

As separadas preparativas foram feitas em cromatografia de alta eficiéncia
acoplada a um detector de ultravioleta, composto por uma bomba gradiente
quaternario (Pump controller, Waters® 600) e um detector UV (Dual A Absorbance
Detector, Waters® 2487).

Coluna e método utilizados na Cromatografia liquida de alta eficiéncia

No LC — PDA — MS, foi utilizada coluna de fase reversa ODS-SP 5 um,
4,6x250 mm (Science INC), utilizando um gradiente de H,O/MeOH/MeCN/CH3;OOH-
90/5/5/0,1 a H,O/MeOH/MeCN/CH3;00H-0/50/50/0,1 em 40 minutos. Nas
separacbes preparativas foi utilizada coluna de fase reversa ODS-SP 5 um,
Utiizando um  gradiente de H,O/MeOH/MeCN/CH3;O0H-44/28/28/0,1 a
H,O/MeOH/MeCN/CH30O0H-20/40/40/0,1 em 15 minutos.
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Concentracdo das amostras (fracdes)

Foram feitas sob pressdo reduzida, usando evaporadores Yamato BM42 e

sistema de centrifuga a vacuo ThermoSavant, SpeedVac®Plus SC210A.

Ressonancia Magnética Nuclear de 1H e 13C (RMN de 1H e 13C)
Os espectros de RMN foram obtidos em equipamento Bruker DRX (9,4 T),

operado a 400,35MHz na frequéncia do hidrogénio e a 100,10 MHz na frequéncia do

carbono.

2.2 Animais

Ratos machos Wistar pesando entre 170-200g foram mantidos em
temperatura (23 + 2 °C) e umidade (55 + 10 %) no Biotério do Departamento de
Farmacia Industrial da UFSM, onde receberam alimento e agua ad libitum, com ciclo
de claro e escuro de 12 horas. Todos os procedimentos foram realizados de acordo
com recomendacfes do Comité Internacional de cuidados dos animais e de acordo

com os regulamentos nacionais para a experimentacgdo animal.

2.3 Material vegetal

Pithecoctenium echinatum foi coletada no municipio de Santa Maria no
Estado do Rio Grande do Sul a 29°41°02”S e 53°48°25” W. O material foi identificado
pelo bidlogo Gilberto Dolejal Zanetti, e uma exsicata esta depositada sob registro
12872 SMDB, no herbéario no Departamento de Biologia da UFSM

2.4 Extracéo e isolamento

As sementes de P. echinatum foram colhidas, no més de marco de 2010 e
submetidas a secagem em estufa com ar circulante, a temperatura de 40°C e apos,
moidas em moinho de facas, maceradas em solucédo hidroetandlica 70%. O extrato
bruto foi liofilizado e 20g deste extrato foi diluido em 100 mL de &gua, particionado
por meio de funil de separacdo em fracées de duas polaridades crescentes com 0s

solventes hexano e diclorometano (DCM) como mostra a figura 1 a seguir.
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Pithecoctenium echinatum
50g

1) Extragdo com EtOH 70%
2) Extracdo com hexano
3) Extrato DCM

Extrato hexanico Extrato diclorometano
1,39 29

Rendimento: 34,0 % 1) Fracionameto em 10g de C4g
2) H,O/MeCN- 100 mL
3)9/1, 8/2, 7/3, 1/1, 100%

FrDCM-1 FrDCM-2 FrDCM-3 FrDCM-4 FrDCM-5 FrDCM-6 FrDCM-7
126,0 mg 10,8 mg 38,0 mg 69,7 mg 152mg 26,0 mg 400 mg

FrDCM-3-5
148,4 mg

1) CLAE- UV
2) H,0/ MeOH/ MeCN CH;COOH

Rendimento: 14,0 % ‘ ‘

SfrbCM-1 SfrDCM-1  SfrDCM-1  SfrDCM-1
4,8 mg 6,3 mg 7,6 mg 2,0 mg

1 2

Figura 1 - Fracionamento do extrato diclorometano.

2.5 Teste de inducédo de tecido granulomatoso

A avaliacao da atividade anti-inflamatéria do extrato P. echinatum foi realizado
pelo método da inducdo da inflamacdo por cilindros de algoddo, proposto por
Germano e colaboradores (1993). Trés grupos de 6 animais foram distribuidos
aleatoriamente e colocados em gaiolas individuais: grupo referéncia (nimesulida -
5mg/kg/dia), controle negativo ( propilenoglicol 20% - v/v) e grupo teste (extrato de

P. echinatum - 300mg/kg/dia em propilenoglicol 20%). O tratamento foi realizado por
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via oral, por gavagem, durante seis dias, com administragéo de 1,5 ml dividido em 3
doses diarias de 0,5 ml em intervalos de 4 horas.

Para implantacdo dos cilindros de algoddo em condi¢cdes assépticas, 0s
animais foram anestesiados e por incisédo longitudinal dorsal foi implantado, por via
subcutanea, um cilindro de algod&o branco estéril (40 mg) na regido central dorsal
de cada animal. Os cilindros de algodao foram previamente cortados, envoltos em
aluminio e esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos. Imediatamente antes
da implantacao, foram imersos em ampicilina 30%.

No sétimo dia, os animais foram sacrificados e 0os granulomas removidos por
disseccédo e secos em estufa a 60°C por 24 horas, determinando seus pesos brutos
por meio de uma balanca analitica. O peso do granuloma foi calculado pela

diferenca entre os pesos inicial e final e expresso em gramas.

2.6 Parametros bioquimicos de toxicidade

No 7° dia do teste do granuloma, foram coletados 3 mL de sangue através de
puncao cardiaca dos animais dos grupos teste, controle positivo e controle negativo,
para avaliagdo de parametros bioquimicos.

Foram realizados estudos de série vermelha (eritrograma) e contagem de
plaguetas e leucdcitos. Estas determinacdes foram realizadas no analisador celular
COBAS ARGOS 50® - ROCHE. Os esfregacos sanguineos foram analisados em
microscépio Olympus.

Uma parte do sangue foi centrifugada a 2800 rpm por 15 minutos para a
obtencdo do soro, o qual foi utilizado para a andlise bioguimica de aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e creatinina. Essas
dosagens foram realizadas através dos métodos comercialmente disponiveis no

sistema automatizado Cobas MIRA® (Roche Diagnostics, Basel, Suica).

2.7 Analise estatistica

Os resultados dos experimentos bioldégicos foram analisados por meio
software GraphPrism5.0 utilizando anélise de variancia ANOVA, comparando as
meédias pelo teste t Student (p < 0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Identificacdo das substancias isoladas a partir da fracdo DCM
O extrato diclorometano foi fracionado de acordo com o fluxograma da figura
1 resultando no isolamento dos composto 1 e 2, com rendimento a partir da

obtencéo fracdo DCM de 0,32% e 0,38%, respectivamente.

3.2.1 ldentificacéo da substancia 1 (diosmetina)

O composto 1 (figura 2) foi isolado como s6lido amorfo e o espectro de RMN
de 'H (tabela 1) registrou sinais de dois anéis aromaticos, um trisubstituido
apresentando sinais em oy 7,55 (dd; 1H; 8,6 e 2,2 Hz), 64 7,43 (d; 1H; 2,2 Hz) e 0y
7,09 (d; 1H; 8,6 Hz), e outro tetrasubstituido apresentando sinais em &y 6,47 (d;
1H; 2,0 Hz) e &4 6,20 (d; 1H; 2,0 Hz). Foi possivel observar também a presenca
de um hidrogénio ligado a carbono sp® em &y 6,76 (s) , de uma metoxila em &y
3,80 (s; 3H) e de hidrogénios de hidroxila em &y 12,94 e 9,50 (s).

Figura 2 - Estrutura da diosmetina.

O espectro de RMN de 3C (Tabela 1) confirmou a presenca do anel
aromatico tetrasubstituido &¢ (164,6; 161,9; 157,7; 104,0; 99,3, 94,3) e do anel
aromatico trisubstituido &¢ (151,6; 147,2; 123,4; 119,1; 113,4; 112,6). Foi verificado
também a presenca de dois carbonos sp® em d¢ (164,0; 3¢ 104,0), da metoxila em
0c 56,2 e uma carbonila de cetona em d¢ 182,1.

O padrdo de substituicdo para os anéis aromaticos e o hidrogénio ligado ao
carbono sp? em 3y 6,76 (s) observados no espectro de RMN de *H, juntos com os
sinais dos carbonos sp? 3¢ (164,0; 104,0) e da carbonila ¢ 182,1 observados no
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espectro de RMN de *°C, sugerem um anel de pirona condensado com o anel
aromatico tetrasubstituido com o anel aromatico trisubstituido ligado ao anel da
pirona na posicdo 2, indicando que a molécula seja uma flavona. Os hidrogénios
foram correlacionados aos seus atomos de carbono via gHSQC (*Jcn) (Tabela 1).
Com o espectro de massas obtido pelo LC-MS no modo positivo foi possivel
observar a presenca do ion em m/z 301 ([M+H]), sendo possivel determinar a
férmula molecular como Ci6H12,05 Andlises desses dados e comparacdes com 0s
da literatura (PINSON et al., 2011) permitiram a identificacdo do composto 1 como

sendo a diosmetina.
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Tabela 1 - Dados de RMN (3) *H (400MHz) e *3C (100 MHz ) correlacionados via
gHSQC (YJcn) do composto 1 em DMSO-dg e do isolado na literatura em DMSO-dg

No Oc del Oc del Oy de 1 oy 1
(Isolado) (Literatura) (Isolado) (Literatura)
1 - - - -
2 164,6 164,3 - -
3 104,0 103,5 6,76 s 6,76 s
4 182,1 181,7 - -
5 161,9 161,5 - -
6 99,3 98,9 6,47 d (2,0 Hz) 6,49 s
7 164,6 163,6 - -
94,3 94,0 6,20 d (2,0 Hz) 6,22s
157,7 157,4 - -
10 104,1 103,8 - -
1 123,4 123,0 - -
2 113,4 112,9 7,42 d (2,2 Hz) 744 br s
3 147,2 146,8 - -
q 151,6 151,2 - -
4’a 56,2 55,8 3,80s 3,88s
5 112,6 112,2 7,09d (8,6 Hz) 7,11d (8,5 Hz)
6’ 119,1 118,8 7,55 dd 7,56 d
(8,6 € 2,2 Hz) (8,5 Hz)
OH - 1294 s 12,94 s
OH - 9,50 s 9,56 s
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3.2.2 ldentificacdo da substancia 2 (hesperitina)

O composto 2 (Figura 3) apresentou espectros de RMN de 'H e *C (Tabela
2) com o mesmo perfil do composto 1, sendo que a principal diferenca observada foi
a auséncia do sinal de hidrogénio em &y 6,20 (s) e de dois carbono sp? d¢ (164,0;
104,0), referentes a dupla ligagédo e a presencga de trés sinais de hidrogénios em &y
5,43 (dd; 1H; 3,0 e 12,4 Hz), o4 3,21 (dd; 1H; 12,4 e 17,7 Hz), &y 2,70 (dd; 1H;
3,0 e 7,7 Hz) e de dois carbonos em &c¢ (46,0; 78,0), 0 que sugere ndo haver uma

dupla ligacéo nos carbonos 2 e 3.

OH O

Figura 3 - Estrutura da hesperitina

Com o espectro de massas obtido pelo LC-MS no modo positivo foi possivel
observar a presenca do ion em m/z 303 ([M+H]), sendo possivel determinar a
férmula molecular como C;6H1405. Comparacao (SHEN et al., 1993; WAWER et al.,
2001) com dados da literatura confirmou a estrutura do composto 2 como sendo a

flavanona hesperitina.
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Tabela 2 - Dados de RMN (5) *H (400MHz) e **C (126 MHz ) correlacionados via
gHSQC (Ycn) do composto 2 em DMSO-dg e do isolado na literatura em DMSO-d6

No Oc de 2 Oc de 2 Oy de 2 Oy 2
(Isolado) (Literatura) (Isolado) (Literatura)
2 78,6 78,6 5,43 dd 5,41dd
(3,0 e 12,4Hz) (3,0 e 12,5Hz2)
3 42,5 42,8 3,21 dd 3,16 dd
(12,4 e 17,7Hz) (12,2 e 17,1Hz)
3 42,5 42,8 2,70 dd 2,72 dd
(3,0 e 17,7Hz) (3,0e 17,1 Hz)
4 196,6 195,5 - -
163,9 164,0 - -
6 96,2 96,4 5,87 d (2,0 Hz) 5,89d (2,1Hz)
7 167,1 166,9 - -
95,4 95,4 5,88 d (2,0 Hz) 5,90d (2,1Hz)
163,2 162,9 - -
10 102,2 102,2 - -
1 131,6 131,3 - -
2 114,5 113,6 6,93 d (8,3 Hz) 6,93 d (8,5 Hz)
3 146,9 146,6 - -
148,3 147,9 - -
4’a 56,1 54,0 3,77 s 3,77s
112,1 1115 6,91d (2,1 Hz) 6,92 d (1,9 Hz)
118,1 117,7 6,87 dd 6,86 dd
(8,3e2,1Hz) (8,3e 1,9 Hz)
OH - - 12,94 s 12,10s
OH - - 9,50s -
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3.2 Atividade anti-inflamatdria e parametros bioquimicos de toxicidade

O modelo de granuloma em ratos tem sido usado para avaliar a atividade anti-
inflamatoria na reacéo inflamatéria crénica (SPECTOR, 1969). Este modelo avalia a
fase transudativa e proliferativa da inflamac&do crbnica. Substancias anti-
inflamatorias, tais como AINEs interferem no processo de formacgédo de granuloma,
suprimindo a infiltracdo inicial de neutrofilos no granuloma (BAILEY, 1982).

ApoGs seis dias consecutivos de administracdo oral de P. echinatum, os
resultados obtidos, a partir dos célculos do peso do granuloma seco, mostraram uma
inibicao significativa de (24,7 £ 3,5)%, que é similar estatisticamente com a inibi¢cao
obtida pelo grupo de animais tratados com nimesulida de (21,4 £+ 6,5)% (referéncia),
guando comparados ao grupo tratados com propilenoglicol 20% (controle negativo),

como mostrado na Figura 4.

30% a =]
25%
20%
15%

10%

% Inibigdo

5%

0%

Nimesulida P. echinatum

Figura 4 — Atividade anti-inflamatéria do extrato bruto de P. echinatum

Efeitos da administracéo oral de P. echinatum 300 mg/kg em ratos (n=6) comparados com nimesulida
5mg/kg durante 6 dias, na formacdo do tecido granulomatoso em relacdo ao grupo controle. Os
valores foram submetidos a andlise estatistica teste t Student (p<0,05).

A atividade anti-inflamatdria observada pode estar associada as substancias
isoladas diosmetina e hesperitina.

Lopez-Posadas e colaboradores (2008) realizaram estudo (in vitro) do efeito
da diosmetina e hesperitina (50 uM) sobre a inibicdo de citocinas (TNF-a e IL-2) e a
expressdo COX-2 induzida pela citocina concanavalina A (50ug/ml) por meio de
cultura de esplenadcitos. Os resultados mostraram que diosmetina inibiu totalmente a

COX-2 e as citocinas, mas hesperitina inibiu apenas as citocinas em torno de 50%.
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J4& em estudos de modelo inflamatério de pata de rato induzido por
carragenina, a hesperitina mostrou significativa inibicdo da inflamacéo, quando
administrada por via intraperitonial, mas mostrou-se inativa ou pouco eficiente
guando administrada por via oral (RIBEIRO et al, 2008). O que corrobora o estudo
realizado por Freedman e Merrit (1963), no qual foi utilizando 45 mg/kg/dia
hesperitina em ratos para modelo de graduloma, mostrando-se ativa contra resposta
inflamatoria, quando administrada intraperitonealmente, mas inativa por via oral.

Labrid (1994) constatou que a associacdo de 90% diosmina mais 10%
hesperidina possuia acdo anti-inflamatoria por inibir a formagdo de edema
perivascular em ratos. Como a acao anti-inflamatéria da diosmina é associada ao
seu metabdlito diosmetina (VILLA et al, 1992), podemos inferir que 0 mesmo ocorre
com hesperidina e hesperitina.

Os estudos de série vermelha (eritrograma), contagem de plaquetas e

leucdcitos, além de dosagens bioquimicas foram indicadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Parametros hematoldgicos e bioquimicos obtidos do soro de ratos Wistar,
tratados com 300mg/kg/dia, via oral, apos 6 dias.

Grupos tratados (n=6)

Parametros Propilenoglicol Nimesulida P. echinatum
X +DP X +DP X +DP
Eritrécitos (10°/uL) 6,73 £ 0,57° 7,02 £0,21° 7,14 £ 0,57°
Hemoglobina (g/dL) 12,33+ 0,48% 12,78 + 0,29% 12,48 + 0,84%
Hematocrito (%) 38,50 + 3,13% 40,45 +1,19% 39,63 + 3,58%
H.C.M (pg) 18,45 + 1,69% 18,23 + 0,50% 17,70 + 0,64%
C.H.C.M (%) 32,20 £ 2,73° 31,62 +0,41° 31,68 + 0,96"
V.C.M (fl) 57,14 + 0,29° 57,68 + 1,28° 55,60 + 1,93"
R.D.W (%) 13,37 +1,28% 13,97 + 0,67° 12,33+ 0,86"
Leucécitos (10°/uL) 12,77 +1,62° 15,15 + 2,70° 18,72 + 1,34°
Plaquetas (10°/pL) 1,21 +0,13° 1,38 + 0,14° 1,09 + 0,06"

AST (U/L) 149,33 + 49,38 130,17 + 14,26° 160,80 + 37,80°%
ALT (UL) 53,00 + 14,59° 55,50 + 8,76 57,60 + 13,79°
Creatinina (mg/dL) 0,22 + 0,06* 0,19 + 0,09% 0,19 + 0,04%

Letras comparam as médias entre os grupos em cada variavel (na horizontal)
Médias seguidas de letra minuscula diferente diferem significativamente (p<0,05) pelo Teste t Student

Média e desvio padrdo ( X * DP)
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Os parametros hematolégicos, dos ratos submetidos ao ensaio de inducéo do
granuloma, mostraram que o extrato aquoso de P. echinatum interfere tanto na série
vermelha quanto na branca, quando comparado com o controle (propilenoglicol).

Os efeitos observados da droga sobre diferentes elementos do sangue
sugerem uma influéncia no sistema hematopoiético, haja vista que houve
leucocitose e reducdo do VCM. O estudo imunomodulador realizado por Raphael e
Kuttan (2003) em compostos triterpendides, mostrou que esse metabodlito pode
influenciar no aumento da celularidade da medula 6ssea e contagem total de
leucécitos, sugerindo efeito sobre o sistema hematopoiético como imunomodulador.

J4 na andlise dos parametros de funcdo hepética e renal, AST/ALT e
creatinina, ndo foi detectada alteracédo significativa, quando comparado ao controle
(propilenoglicol), o que permite afirmar que o uso do extrato bruto das sementes de
P. echinatum n&o causa danos hepéaticos ou lesdo tecidual, nem comprometimento
da funcdo renal nos animais, na dose testada durante 6 dias.

As transaminases sdo enzimas que estdo amplamente distribuidas nos
tecidos, predominando AST, no figado, coragdo, muasculo cardiaco, musculo
estriado, rim e pancreas, e ALT no figado, rim e coracdo. A AST esta presente no
citosol e na mitocéndria dos hepatécitos (MILLER; GONCALVES, 1999). O aumento
da atividade de AST e ALT no soro é geralmente considerado como um sensivel
indicador de dano hepatico, que podem ser decorrentes da ruptura dos hepatécitos,
resultantes de lesbes estruturais associadas a necrose; de inducdo de enzimas; das
alteracdes na permeabilidade da membrana celular ou isquemia hepatocelular
(FERREIRA NETO et al.,1978; DUNCAN;PRASSE, 1982; MEYER et al., 1995).

A creatinina é utilizada especialmente como um indicador de fungéo renal. O
aumento das concentracbes plasmaticas de creatinina fornece evidéncia de
sobrecarga renal, insuficiéncia renal aguda ou catabolismo protéico aumentado
(ADEBAYO et al., 2003).

4. CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que Pithecoctenium echinatum possui atividade
anti-inflamatoria, possivelmente devido a presenca de hesperitina e diometina, 0s
quais foram isolados a partir do extrato bruto, o que vem corroborar sua utilizacao
etnomedicinal. Além disso, ndo foram observados sinais de hepatotocidade e

nefrotoxicidade nas condi¢cdes experimentais testadas.
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4. DISCUSSAO GERAL

A placentacdo parietal apresentada em Pithecoctenium echinatum é uma
caracteristica anatbémica relevante da espécie, uma vez que na familia Bignoniaceae
algumas espécies possuem placentacédo intermediaria entre axial e parietal, como
por exemplo, Tecoma stans e Tabebuia ochraceae (BITTENCOURT JR., 1995;
COSTA, 2003; RENO et al., 2007).

O rudimento seminal (6vulo) anatropo, unitegumentado e tenuinucelado
observado nesta espécie foi 0o mesmo previsto por Corner (1976) para Bignoniaceae.
O anel nectarifero com presenca de tricomas é uma das caracteristicas que
diferencia esta espécie das demais do género Pithecoctenium (RIVERA, 2000).

A presenca de células pétreas no mesocarpo externo, esclerificacdo do
parénquima mesocarpico, associado a desidratacdo do pericarpo, Sao responsaveis
pelo seu enrijecimento, tendo como consequéncia a deiscéncia do pericarpo
maduro.

A deiscéncia loculicida de P. echinatum também pode ser observada em
Tecoma stans (RENO et al., 2007), ou seja, o tecido de abscisdo esta localizado
dorsiventralmente desde a base até o apice do pericarpo (BARROSO et al., 1999).

Segundo Barroso e colaboradores (1999), para classificar um taxon como
Bignoniaceae e tribo Bignonieae, o fruto deve apresentar caracteristicas como
pericarpo mais longo que largo e com réplum, sementes com ala contornando o
nacleo seminifero, bilobadas no &pice e com eixo hipocétilo-radicula curto,
caracteristicas estas observadas em P. echinatum, como também a importante
presenca do endosperma remanescente, sobre o qual ha uma discussdo na
literatura de estar ou ndo presente em Bignoniaceae (CRONQUIST, 1981,
SAMPAIO et al., 2007).

As células contendo compostos fendélicos do endotélio, juntamente com as
células sem reserva nutritiva do endosperma remanescente constituiem o envoltorio
membranaceo do embrido de P. echinatum. De acordo com Costa (1995) a
presenca dessa estrutura membranacea nas sementes € comum entre as espécies
desta familia, cuja funcédo sugerida é impedimento do deslocamento de nutrientes;
criagdo de espaco de ar, auxilio a flutuabilidade; controle do desenvolvimento dos
embrides e germinacdo de sementes (SOUZA et al., 2005; SAMPAIO et al., 2007). A



93

presenca de compostos fendlicos no endotélio parece estar relacionada a protecéo
contra predadores e microorganismos, aumento de dureza do tegumento e
atribuicdo de cor a semente (BELTRATI; PAOLI, 2006).

O embrido de P. echinatum € reto, continuo, transverso-oblongo,
caracteristicas as quais sdo descritas para Bignoniaceae (BARROSO et al, 1999).

A presenca de estruturas de coloracdo amarelada, compostas por feixes de
cristais em forma de agulha dispostos de maneira concéntrica, ocorrem na regiao
ovariana e pericarpo de P. echinatum. Estruturas semelhantes foram encontradas
em Anthurium gracile e Anthurium minarum, inferindo-as como cristais de natureza
flavonoidica, diosmina (MANTOVANI et al, 2010).

O potencial antioxidante do extrato bruto foi de 18,11%, mostrando-se menos
eficiente quando comparada com Arctium lappa, 90,79% (LIMA et al., 2006). A
fracdo acetato apresenta atividade antioxidante semelhante ao &cido ascérbico na
concentracdo de 200 ug/ml. Esta maior atividade possivelmente é devido aos
polifendis e flavonoides.

P. aeruginosa apresentou sensibilidade ao EB e fracdes com excecao da
fracdo butandlica. Embora essa sensibilidade tenha sido baixa para EB e fracdo
DCM, para as fracdes hexanica e acetato foi moderada. As demais bactérias néo
apresentam sensibilidade a P. echinatum.

Djipa e colaboradores (2000), sugerem que a atividade antimicrobiana de
Syzygium jambus esteja relacionada com a alta quantidade de taninos, pois com a
eliminacdo destes, esta propriedade foi suprimida. Quanto a atividade antifungica,
observamos que A. fumigatus nao foi sensivel e C. albicans foi a que apresentou
uma melhor sensibilidade, sendo mais sensivel (128 ug/ml) na fragdo DCM. Ja a
alga P. zopfii responsavel por afec¢coes em animais e no homem (BEXIGA et al.,
2003) apresentou baixa sensibilidade com excecdo para fracdo acetato que foi
moderada (256 ug/ml).

A atividade antimicrobiana observada pode ser atribuida também aos Oleos
volateis presentes em P. echinatum, uma vez que esta substancia, segundo Lima e
colaboradores (2006b), estdo relacionadas a diversas fungBes necessérias a
sobrevivéncia vegetal, exercendo papel fundamental na defesa contra
microrganismos. Cientificamente é atribuido a cerca de 60% dos 6leos essenciais a
propriedades antifungicas e 35% exibem propriedades antibacterianas
(BHAVANANI; BALLOW, 1992).
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P. echinatum inibuiu o processo inflamatério (24,7%), sendo similar a
nimesulida (21,4%). Substancias anti-inflamatorias, tais como AINEs interferem no
processo de formacdo de granuloma, suprimindo a inflitracéo inicial de neutrofilos
(BAILEY, 1982). Esta atividade pode estar associada as substancias isoladas
diosmetina e hesperitina, pois Lopez-Posadas e colaboradores (2008) avaliando o
efeito das mesmas sobre inibicdo de citocinas (TNF-a e IL-2) e a expressdo COX-2,
observaram que diosmetina inibiu totalmente a COX-2 e as citocinas, enquanto que
hesperitina inibiu citocinas em torno de 50%.

Em modelo inflamatério de pata de rato induzido por carragenina, a
hesperitina mostrou significativa inibicdo da inflamacéo, via intraperitonial e inativa
por via oral (RIBEIRO et al., 2008), corroborando Freedman e Merrit (1963), que
utilizou 45 mg/kg/dia hesperitina em modelo de graduloma, obtendo o mesmo
resultado.

A associacdo de diosmina (90%) e hesperidina (10%) inibe a formacéo de
edema perivascular em ratos (LABRID, 1994). Como a acdo anti-inflamatéria da
diosmina € associada ao seu metabdlito diosmetina (VILLA et al., 1992), inferimos
gue o mesmo ocorre com hesperidina e hesperitina. Diosmetina por ndo ser uma
substancia difundida na natureza, comercialmente disponivel e apresentar além de
atividade anti-inflamatoria, atividade antioxidante e anticancerigenas (LABRID, 1994;
PINZON et al., 2011), torna P. echinatum uma planta muito valiosa como medicinal.

Outra importéncia da presenca de diosmetina e hesperitina nas sementes
desta espécie € pelo fato de ja haver uma associacdo medicamentosa de diosmina
450mg e hesperidina 50mg com nome comercial de Diosmin® e Daflon® utilizados
para microcirculacdo devido suas propriedades venotonica e vasculoprotetora
(RAMELET et al., 2005; PRMECUM, 2012). Desta forma, pente-de-macaco vem a
ser uma fonte medicamentosa alternativa.

Os parametros hematol6gicos mostram que o EB de P. echinatum interfere
tanto na série vermelha quanto na branca, porque houve leucocitose e reducéo do
VCM. Estes efeitos sobre diferentes elementos do sangue sugerem uma influéncia
dos metabdlitos secundarios no sistema hematopoiético, que segundo Raphael e
Kuttan (2003) podem ter acdo imunomoduladora por influenciar no aumento da
celularidade da medula 6ssea e na contagem total de leucdcitos.

J4 na andlise dos parametros de funcdo hepatica e renal, AST/ALT e
creatinina, ndo foi detectada alteracdo significativa sugerindo que o uso do extrato
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bruto das sementes de P. echinatum ndo causa danos hepaticos ou leséo tecidual,
nem comprometimento da funcao renal.

As transaminases sdo enzimas que estdo amplamente distribuidas nos
tecidos, predominando AST, no figado, coracdo, musculo cardiaco, musculo
estriado, rim e pancreas, e ALT no figado, rim e coracdo. A AST esta presente no
citosol e na mitocéndria dos hepatécitos (MILLER; GONCALVES, 1999). O aumento
da atividade de AST e ALT no soro é geralmente considerado como um sensivel
indicador de dano hepatico, que podem ser decorrentes da ruptura dos hepatécitos,
resultantes de lesBGes estruturais associadas a necrose; de inducdo de enzimas; das
alteracdes na permeabilidade da membrana celular ou isquemia hepatocelular
(FERREIRA NETO et al.,1978; DUNCAN; PRASSE, 1982; MEYER et al., 1995).

A creatinina é utilizada especialmente como um indicador de fungéo renal. O
aumento das concentracfes plasméticas de creatinina fornece evidéncia de
sobrecarga renal, insuficiéncia renal aguda ou catabolismo protéico aumentado
(ADEBAYO et al., 2003).
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5. CONCLUSOES

A presenca de tricomas no anel nectarifero diferencia P. echinatum das
demais espécies do género.

A placentacdo parietal de P. echinatum é uma caracteristica relevante, pois
em Bignoniaceae ha presenca de placentacdo intermediaria entre axial e
parietal.

As sementes de P. echinatum s&o exalbuminosas com presenca de
endosperma remanescente.

Os parametros fisico-quimicos estabelecidos para P. echinatum possibilita
controle de qualidade da droga dessa espécie.

P. echinatum possui atividade antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatoria.
Os flavonoides hesperitina e diosmetina foram isolados da semente de P.
echinatum.

P. echinatum é promissora como fitoterapico sendo necessario o
desenvolvimento de mais pesquisas, uma vez que na credibilidade popular

estas sementes tem valor medicinal.
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