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RESUMO
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MORFOANATOMIA, CONTROLE FiSICO-QUIMICO E ATIVIDADE
ANTI-INFLAMATORIA DE Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg.
(MYRTACEAE)

Autor: Alexandre Ribas
Orientadora: Melania Palermo Manfron
Local e Data de Defesa: Santa Maria, 23 de Dezembro de 2011

A implantagdo do controle de qualidade nas diferentes etapas de desenvolvimento e produgéo, desde a coleta até
o produto final ¢ de vital importancia para garantir a seguranca e a qualidade dos produtos vegetais consumidos.
A Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg. ¢ uma planta nativa no Brasil e popularmente utilizada como
digestiva, estabilizante da pressdo arterial, antitussigena e nos casos de bronquite, cistite e uretrite. No presente
trabalho foi realizada analise morfoanatomica, testes fisico-quimicos, atividade anti-inflamatéria e toxicidade
hepatica e renal de B. salicifolius. Para a avaliagdo da atividade anti-inflamatoria, foi utilizado o método de
indugdo de formagdo de tecido granulomatoso em ratos. Além disso, foram determinados os niveis séricos da
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e creatinina no sangue dos ratos provenientes
do teste do granuloma. As folhas desta planta possuem epiderme uni estratificada, sem tricomas e apresentam
inumeras células mucilaginosas e estdmatos do tipo anomocitico e anisocitico. O mesofilo ¢ heterogéneo,
simétrico, com parénquima palicadico e idioblastos cristaliniferos com drusas. Os feixes vasculares sdo do tipo
colateral e encontram-se protegidos por uma bainha vascular parenquimatica. Estas caracteristicas
morfoanatdmicas, quando analisadas em conjunto, contribuem no controle botanico de qualidade das folhas da
B. salicifolius como insumo farmacéutico. Foram estabelecidos parametros de controle de qualidade do extrato
das folhas de B. salicifolius através de testes farmacopéicos. Os resultados obtidos evidenciam a presenca de
compostos fenodlicos, terpenos e esteroides. Os valores de polifenois e flavonoides mostraram que 92,67% do
extrato bruto ¢ constituido de compostos fenodlicos e que destes, cerca de um ter¢o da amostra € constituida por
flavonoides. O maior teor de flavonoides foi apresentado na fragdo acetato (35,49%). O extrato bruto e todas as
fracdes apresentaram atividade antioxidante, sendo que as mais pronunciadas foram extrato bruto (91,34%) e
fracdes acetato (86,33%) na concentragdo de 100 pg/mL. O poder antioxidante pode ser explicado pela presenga
de substancias fenolicas, que sdo capazes de inibir os radicais livres. O grupo de animais tratados com
nimesulida apresentou uma inibigdo do processo inflamatorio de 21,4 + 6,5%, enquanto o grupo tratado com B.
salicifolius demostrou uma inibi¢do do processo inflamatoério de 24,7 + 4,6%, quando comparados ao controle
negativo propilenoglicol 20% (p <0,05). O extrato hidroetandlico da B. Salicifolius, administrado por via oral,

ndo apresentou toxicidade hepética e renal em ratos quando comparados ao controle negativo.

Palavras-chave: Blepharocalyx salicifolius; Myrtaceae;atividade anti-inflamatoria; controle botanico.
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The implantation of the quality control in the different stages of development and production, since the collection
until the end item is of vital importance to guarantee the security and the consumed vegetal product quality. The
Blepharocalyx salicifolius (Kunth). the Berg. it is a native plant in Brazil and popularly used as digestive,
stabilizer of the arterial pressure, antitussive and in the cases of bronchitis, cystitis and urethritis. In the present
work morphoanatomy analysis was carried through, tests chemical-physical, anti-inflammatory activity and
hepatic and renal toxicity of B. salicifolius. To evaluation of the anti-inflammatory activity, was used in the
method of induction of granulation tissue formation in rats. Moreover, had been determined the serum levels of
aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) and creatinina in the blood of the rats
proceeding from the test of granuloma. The leaves of this plant possess epidermis unistratified, without trichomes
and present numerous mucilage cells and stomata of the anomocytic and anisocitico type. The mesophyll is
heterogeneous, symmetrical, with palisade parenchyma and idioblasts with cristaliniferos druses. The vascular
bundles are of collateral type and are protected by a parenchymatous bundle sheath. These morphoanatomy
characteristics, when analyzed in set, they contribute in the botanical control of quality of leaves of the B.
salicifolius as pharmaceutical ingredient. Parameters were established quality control of the extract of leaves of
B.salicifolius through pharmacopoeias tests. The results obtained demonstrate the presence of phenolic, terpenes
and esteroides compounds. The values of polyphones and flavonoids had shown that 92.67% of the rude extract
are constituted of phenolic compounds and that of these, about one third of the sample are constituted by
flavonoides. The highest content of flavonoids was presented in the fraction acetate (35.49%). The crude extract
and all the fractions had presented antioxidant activity, being that sharpest they had been rude extract (91.34%)
and fractions acetate (86.33%) in the 100 concentration of pg/mL. The antioxidant power can be explained by the
phenolic substance presence that is capable to inhibit the free radicals. The group of animals treated with
nimesulide presented a inhibition of the inflammatory process of 21,4 + 6.5%, while the group treated with
B.salicifolius demonstrated a inhibition of the inflammatory process of 24,7 + 4.6%, when compared with the
negative control propilenoglicol 20% (p <0,05). The hydroethanolic extract of the B. Salicifolius, administered for

a saw verbal, it did not present hepatic and renal toxicity in rats when compared with the negative control.

Keywords: Blepharocalyx salicifolius; Myrtaceae; anti-inflammatory activity; botanical control.
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas medicinais para o tratamento, a cura e a prevencao de doengas
que acometem a espécie humana remete a antiguidade (CALIXTO, 2001). Ha milhares de
anos que a humanidade tem buscado nas plantas, a cura para as mais variadas doengas, e por
muito tempo, o unico arsenal terapéutico disponivel era de origem natural. A busca por alivio
e cura de doengas pela ingestdo de plantas e folhas talvez tenha sido uma das primeiras
formas de utilizacdo dos produtos naturais (VIEGAS-JUNIOR et al., 2006). No inicio da
década de 90, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estimava entre 65 e 80% da populacao
de nacdes em desenvolvimento dependiam exclusivamente de plantas medicinais para os
cuidados basicos de satde (AKERELE, 1993). Atualmente, mais de 13.000 espécies de
plantas sdo utilizadas como fonte de produtos naturais biologicamente ativos, muitas das
quais servem de modelo para a sintese de um grande numero de farmacos. O mercado
mundial de fitofarmacos e fitoterapicos movimenta na ordem de US$ 9 a 11 bilhdes/ano
(SIMOES et al., 2007).

O Brasil ¢ o pais com maior biodiversidade vegetal do mundo, possui mais de 55.000
espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 e 500.000 (DIAS, 1996). Baseada no
conhecimento popular, a etnofarmacologia visa comprovar cientificamente, através de estudos
quimicos e farmacoldgicos, os efeitos terapéuticos atribuidos as plantas utilizadas na medicina
tradicional (ELISABETSKY; SETZER, 1985). Estudos etnobotanicos e etnofarmacologicos
da flora brasileira na segunda metade do século passado concentraram-se em plantas das
regides centro e norte do pais, havendo poucos registros de plantas da regidao sul (MENTZ et
al., 1997).

Atualmente, grande parte da comercializagdo de plantas medicinais ¢ feita em
farmacias, lojas de produtos naturais e feiras livres. Em geral, estas preparacdes ndo possuem
certificagdo de qualidade e as vezes prometem beneficios seguros, por se tratarem de fontes
naturais. As supostas propriedades farmacologicas na maioria das vezes ndo possuem
validade cientifica, por ndo terem comprovagdo em testes pré-clinicos ou clinicos (VEIGA-
JUNIOR; PINTO, 2005).

No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sdo consumidas com pouca ou
nenhuma comprovag¢dao de suas propriedades farmacologicas, propagadas por usuarios ou
comerciantes. Muitas vezes essas plantas sdo, inclusive, empregadas para fins medicinais

diferentes daqueles utilizados pelos silvicolas (VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2005). A
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Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg, conhecida popularmente como murta, ¢ uma
planta utilizada na medicina tradicional no Rio Grande do Sul (RS) em casos de tosses,
bronquite, como digestivo, para regular a pressdo arterial, em cistite e uretrite (MENTZ,
1997).

Para avaliar os usos populares da B.salicifolius e colaborar no controle botanico de
qualidade de fitomedicamentos, este trabalho teve como objetivos, realizar a andlise morfo-
anatomica das folhas desta espécie, assim como avaliar o extrato da murta quanto a atividade

anti-inflamatdria e a toxicidade através de parametros bioquimicos, hepatico e renal.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Myrtaceae

A familia Myrtaceae estd inserida na ordem Myrtales, e compreende
aproximadamente a 5600 espécies distribuidas em 132 géneros (APG, 2003; SOUZA;
LORENZI, 2005; GOVAERTS et al., 2008), sendo a quarta maior familia no Brasil. E
monofilética, apresentando o maior nimero de espécies da ordem Myrtales (GIULIETTI et
al., 2005; JUDD et al., 2009). Ocorre em todas as regides tropicais e subtropicais do mundo,
possui como centros de dispersdo, as Américas e a Australia (SCHULTZ, 1985; BARROSO,
1991). O Sudoeste da Asia foi acrescentado mais recentemente, como um terceiro centro de
dispersdo para esta familia.

A familia ¢ dividida em duas subfamilias, de acordo principalmente com a morfologia
do fruto, a Leptospermoideae que apresenta frutos secos e folhas alternas ou opostas, com
centro de dispersdao a Oceania, ¢ a Myrtoideae com frutos carnosos e folhas sempre opostas,
distribuida principalmente na América do Sul (LEGRAND; KLEIN, 1978; BARROSO et al.,
1991; SOBRAL, 2003).

Myrtaceae constitui uma das familias de melhor representatividade no Brasil,
ocorrendo 23 géneros e 1000 espécies, frequentemente dominante em ambientes de Mata
Atlantica (LANDRUM; KAWASAKI, 1997).

As mirtaceas sdo plantas lenhosas e arbustivas, com folhas inteiras de disposi¢ao
alternada ou oposta e as vezes cruzada, sendo que uma caracteristica marcante ¢ a presenca de
estruturas secretoras, na epiderme foliar, de 6leos volateis que podem ser observadas a olho
nu, como pontuagdes pequenas e translucidas (METCALFE; CHALK, 1950; JOLY, 2002). E
ressaltada sua elevada riqueza especifica e importancia fitossociologica para as florestas do
sul e sudoeste do Brasil, principalmente, nos ambientes riparios (ROMAGNOLO; SOUZA,
2004). Espécies dos géneros Eugenia, Marlierea, Gomidesia € Myrcia sao muito comuns nas
florestas, Atlantica e de Restinga, os géneros Psidium ¢ Campomanesia sao importantes nas
areas abertas, especialmente nos cerrados (SOUZA; LORENZI, 2008). O género Melaleuca,
de origem australiana, reine as espécies denominadas mundialmente de fea tree, que

apresentam um alto poder germicida, e também sao utilizadas como repelentes de insetos.
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Espécies de Myrtaceae que possuem importancia economica sao cultivadas devido aos
frutos comestiveis, com finalidade ornamental, extragcdo de 6leos volateis, ou madeiras e pelas
suas propriedades medicinais. Dentre as espécies cultivadas pelos frutos podemos citar
Blepharocalyx salicifolius (murta), seus frutos sdo procurados por passaros dispersores de
sementes, Psidium guajava L. (goiabeira), Eugenia uniflora L. (pitangueira), Eugenia
bracteata Vell. (cerejeira), o Syzygium malaccense L. (jambo), Psidium cattleianum S.
(aragd), além da Plinia cauliflora L. (jaboticaba) e Cammpomanesia phaea (O. Berg)
Landrum (cambuci), também utilizadas na fabricacdo de licores. Espécies de Psidium sdo
utilizadas popularmente como anti-inflamatorias e analgésicas, como a Psidium acutangulum
DC (araga-pera), Psidium cattleyanum Sabine (araca-amarela), e no tratamento de disenterias
e micoses (Psidium guajava). O Syzygium cumini (L) Skeels (jamboldo) ¢ utilizado como
antidiabético. Na culinaria sdo utilizados como condimentos o Syzygium aromaticum L.
(cravo da India) e a Pimenta oficinalis Lindl. Destacam-se vérias espécies produtoras de
madeira como a murta e o eucalipto. Como espécies ornamentais, merecem destaque Myrtus
communis L., utilizadas na confec¢do de grinaldas e também algumas espécies de Melaleuca
L., que sdo utilizadas na arborizagdo urbana (MILES et al., 1990, 1991; BARROS et al.,
1991; LANDRUM; KAWASAKI, 1997; ALMEIDA, 1998; JUDD et al., 2002; VIEIRA et
al., 2004; SILVA et al., 2005). Através do metabolismo secundario, espécies desta familia
apresentam 6leos volateis do tipo mono e sesquiterpenos, proantocianinas, acido galico, acido
elagico, saponinas e raramente compostos cianogénicos, nas células dos tecidos
parenquimatosos sao encontrados cristais de oxalato de célcio, de forma solitaria ou

agrupados (CRONQUIST, 1981).

2.1.1 Blepharocalyx salicifolius (Kunth.) O. Berg

O género Blepharocalyx ¢ sul-americano com aproximadamente 30 espécies,
possuindo formas hibridas ou formas ecoldgicas (LEGRAND; KLEIN, 1978). Ja Denardi e
Marchiori (2005), seguem o pensamento taxondmico predominante na atualidade, que
reconhece apenas trés espécies para o género e na flora sul-brasileira, apenas a espécie B.
salicifolius a qual esta bem definida.

A B. salicifolius (Figura 1) ¢ uma planta nativa no Brasil (Goids, Minas Gerais ¢ Bahia

ao Rio Grande do Sul), Equador, Bolivia, Paraguai, Uruguai e Argentina. E considerada uma
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espécie secundaria tardia ou climax exigente de luz, perenifolia, higréfita, heliofita até
esciofita, desenvolvendo-se nos mais variados ambientes ou estdgios da vegetacdo, desde
campos abertos até sub-bosques desenvolvidos. E frequente nas matas ciliares ¢ nas submatas
dos pinhais situados em solos timidos (LORENZI, 2002; CARVALHO, 2006). E uma das
mirtdceas mais expressivas nas submatas dos pinhais, que se encontra em estagios mais
desenvolvidos, estando associada com espécies como Sloanea monosperma (sapopema),
Ocotea porosa (imbuia) e Ocotea pulchella (canela-lajeana). Ocorre naturalmente em
litossolos, em solos de aclive suave e de drenagem bastante lenta (LEGRAND; KLEIN, 1978,
CARVALHO, 2006).
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Figura 1 - Blepharocalyx salicifolius (Kunth.) O. Berg
Fonte: Alexandre Ribas, 2011.
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Esta planta ¢ conhecida no Brasil por murta, cambui e maria-preta entre outros, ¢ uma
arvore que pode medir de 4 a 40 m, o tronco geralmente reto pode chegar a 40 cm de didmetro
a altura do peito (DAP). A casca ¢ espessa, marrom-escura, marcada por fissuras
longitudinais, com espessura de até 20 mm. A copa ¢ globosa ou irregular, com ramificagado
cimosa e finos ramos pendentes (MARCHIORI; SOBRAL, 1997; LORENZI, 2002; SILVA-
JUNIOR, 2005; CARVALHO, 2006).

A B. salicifolius ¢ uma planta ornamental indicada para a arborizagdo de espacos
publicos, floresce no final da primavera ao inicio do verdo e frutifica de margco a maio. A
madeira ¢ empregada em obras internas de construcgdo civil, e para lenha (REITZ, KLEIN;
REIS, 1988; MARCHIORI; SOBRAL, 1997; LORENZI, 2002; SILVA-JUNIOR, 2005;
CARVALHO, 2006; MARQUES, 2007).

Parametros morfo-anatomicos de um determinado oOrgao vegetal de importancia
medicinal, como as folhas podem ser utilizados como um recurso no controle botanico de
qualidade dos mesmos como insumos farmacéuticos. Este fato permite a autenticidade do
material vegetal, possibilitando a diferenciagdo inclusive entre espécies botanicamente muito
proximas. A identificagdo botanica das espécies de mirtdceas apresenta uma dificuldade
intrinseca, que se deve a grande semelhanga morfologica entre as mesmas (SCHULTZ, 1985;
DI STASI, 1996; SOUZA; LORENZI, 2005).

A murta ¢ utilizada tradicionalmente como digestiva, estabilizante da pressdo arterial,
como expectorante, nos casos de tosses e bronquite € em casos de cistite e uretrite
(GALVANI; BARRENECHE, 1994; MENTZ, 1997). Em estudos fitoquimicos com extratos
das folhas da B. salicifolius, foram detectados alguns constituintes: 6leo volatil, flavonoides,
triterpenos e taninos. O o6leo volatil apresentou um rendimento de 0,17 %, constituido
basicamente por 1,8-cineol (25,2%), B-cariofileno (22,9 %) e linalol (20,4 %), com atividade
antibacteriana para bactérias Gram-positivas e para bactérias Gram-negativas (MATTOS,
1983; LAZZARI & HECKLER, 1996 LIMBERGER, 2001). Foi observada atividade
citotoxica para a murta, frente a linhagem SF-268 de células cancerigenas do sistema nervoso
(CALDERON et al., 2006). Siqueira et al. (2011) isolaram e testaram cinco compostos contra
agentes patogénicos da leishmaniose, paracoccidioidomicose e, adicionalmente, contra linhas

de células humanas de cancer.
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2.2 Controle de qualidade

O Brasil apresenta uma das maiores biodiversidades do planeta, sendo que pelo menos
a metade das espécies vegetais pode apresentar alguma propriedade terapéutica util a
populagdo. As dificuldades no uso de plantas medicinais iniciam-se na identificacdo da
espécie vegetal, o que exige frequentemente, a atuagdo de um especialista. O cultivo, a coleta
e os métodos de secagem das plantas dificilmente sdo padronizados. A comercializagdo de
espécies medicinais ¢ realizada por farmécias homeopdticas, de manipulacdo e lojas de
produtos naturais adquiridas de distribuidores, “mateiros” ou “raizeiros”, que de forma livre,
muitas vezes promovem trocas ou substituicdes. Grande parte das drogas vegetais brasileiras
utilizadas na fitoterapia, nao tém descrigdes morfo-anatdmicas, o que torna a diagnose uma
tarefa complexa. (MARTINS et al., 1994; VIEIRA, et al., 2000; DE LA CRUZ, 2008). Os
processos de adulteragdo e falsificacdo de drogas vegetais sdo procedimentos comuns
daqueles que buscam lucro excessivo contribuindo para a ma qualidade dos fitoterapicos e
prejuizos para a saude publica (OLIVEIRA et al., 1996.)

O consumo de drogas vegetais ¢ um problema de Saude Publica, quando do acesso a
produtos sem condi¢des adequadas, pois o potencial de contaminacdo microbiana dos
produtos fitoterapicos produzidos ¢ enorme. Hé4 necessidade de controle de qualidade, sejam
nas industrias, farmacias ou empresas distribuidoras, para garantir a eficacia e seguranga
desses produtos (BUGNO, 2005; GIL, 2007). As etapas do processo de qualidade vao desde a
coleta até a analise do produto final, com ensaios de qualidades de matérias-primas vegetais, a
analise organoléptica, a autenticidade por meio da identificacdo botanica, reacdes quimicas de
caracterizacdo, a presenca de elementos estranhos a droga, determinacao do teor de cinzas e
teor de umidade (SIMOES et al., 2007). Um dos problemas relacionados & contaminacdo dos
produtos refere-se as condi¢des inadequadas de armazenamento durante a comercializagdo,
expondo o material vegetal a poeira, calor, umidade, insetos, roedores e microrganismos
(AMARAL, et al. 2001).

A qualidade das matérias-primas vegetais nao garante, por si, a eficacia, a seguranca e
a qualidade do produto final. A eficicia ¢ dada pela comprovacdo, através de ensaios
farmacoldgicos pré-clinicos e clinicos, dos efeitos bioldgicos preconizados para esses recursos
terapéuticos. A seguranga ¢ determinada pelos ensaios que comprovam a auséncia de efeitos
toxicos, bem como pela inexisténcia de contaminantes nocivos a satde, como por exemplo,

metais pesados, agrotoéxicos, microrganismos e seus produtos metabodlicos, produtos de
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degradagdo, entre outros (FARIAS, 2007).

A humanidade na sua busca desenfreada por substancias que curem, aliviem,
embelezem e sirvam como novo nicho comercial retoma em larga escala, o consumo de
plantas medicinais. Apesar das conquistas realizadas pela farmacologia moderna, com o
desenvolvimento de farmacos que aliviam os males causados por doencgas que ha séculos
afligem a raga humana, como a hanseniase, sifilis, tuberculose e o cancer, assim como para as
endemias do mundo moderno, como as cardiopatias, a depressdo ¢ a AIDS, a maioria das
pessoas nao tem acesso aos medicamentos. Segundo a Organizagdo Mundial de Saude
(OMS), apesar dos avancos alcangados nos ultimos trinta anos, relacionados as politicas
publicas, grande parte da populacdo mundial ndo tem acesso regular a servigos convencionais
de assisténcia e a medicamentos essenciais (OMS, 2008). Os povos mais pobres utilizam as
drogas vegetais como medicamento, por tradi¢do e na auséncia de alternativas econdmicas
viaveis, enquanto que nos paises mais desenvolvidos observa-se um maior uso de
fitomedicamentos influenciado pelos modismos de consumo de produtos naturais (VEIGA-
JUNIOR, 2008).

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. As observacdes populares sobre o uso e
a eficacia de plantas medicinais de todo mundo, mantém a pratica do consumo de
fitoterapicos, tornando validas as informagdes terapéuticas que foram sendo acumuladas
durante séculos (MACIEL et al., 2002).

Na Alemanha, pais que consome metade dos extratos vegetais comercializados em
toda a Europa, a automedicagdo com plantas ¢ a terapia alternativa mais comum da
populacado, apesar de 70% dos médicos em clinica geral prescreverem as centenas de ervas
registradas e uma parte significante destas ser paga pelo seguro de saude (BLUMENTAHL,
1998).

Virias plantas medicinais que sdo utilizadas em rituais religiosos possuem estudos
cientificos que comprovam suas propriedades farmacoldgicas e ddo sentido as utilizagdes
ritualisticas. A arruda (Ruta graveolens) ¢ empregada em banhos rituais de “protecdo em
casos de amor”. Estudos recentes mostraram que um de seus constituintes, a metilnonilcetona,
excita a motilidade uterina, apresentando atividade abortiva. A Melissa officinalis (erva-
cidreira), utilizada em banhos de descarrego e alivio, devido aos efeitos analgésicos,
tranquilizantes, diminui¢do da insdnia e da ansiedade. A Erythrina verna (mulungu), utilizado
em rituais funebres, apresenta efeitos sedativos, podendo causar entorpecimento e bradicardia

(CAMARGO, 1998; CORREA et al., 1998; FARELLI, 2000,VEIGA-JUNIOR, 2008).
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2.3 Compostos fendlicos como antioxidantes

Os compostos fenodlicos de plantas t€ém sido estudados nos tltimos anos, sobretudo por
inibirem a peroxidagdo lipidica e a lipo-oxigenase in vitro. Enquadram-se em diversas
categorias, como fenois simples, acidos fenolicos (derivados de acidos benzdico e cindmico),
cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas.

A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as suas
propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um papel
importante na neutralizagcdo ou sequestro de radicais livres e quelagdao de metais de transigao,
agindo tanto na etapa de iniciacdo como na propagacao do processo oxidativo. Os
intermediarios formados pela acdo de antioxidantes fenolicos sdo relativamente estaveis,
devido a ressonancia do anel aromdtico presente na estrutura destas substancias (HASLAM,

1996; SOARES, 2002; NACZK; SHAHIDI 2004; CHUN et al., 2005).

2.3.1 Avaliagdo in vitro de atividade antioxidante

Varios métodos sdo utilizados para determinar a atividade antioxidante em extratos e
substancias isoladas; um dos mais usados consiste em avaliar a atividade sequestradora do
radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), de coloragdo purpura que absorve a 515
nm. Por acdo de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R), o DPPH ¢ reduzido
formando difenil-picril-hidrazina, de coloragdo amarela, com consequente desaparecimento
da absor¢ao, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo da absorbancia. A partir dos
resultados obtidos determina-se a porcentagem de atividade antioxidante ou sequestradora de
radicais livres e/ou a porcentagem de DPPH remanescente no meio reacional.

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde a quantidade de DDPH
consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante necessdria para
decrescer a concentragdo inicial de DPPH em 50% ¢ denominada concentracdo eficiente
(CE50), também chamada de concentragdo inibitéria (CI50). Quanto maior o consumo de

DPPH por uma amostra, menor sera a sua CE50 e mais eficaz ¢ a sua atividade antioxidante.
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2.4 Interagdes entre plantas medicinais e medicamentos alopaticos

O consumo indiscriminado de plantas medicinais deve-se ao seu facil acesso, a
crenga de que drogas vegetais sdo mais seguras € menos onerosas que farmacos sintéticos. A
falta de conhecimento prévio da real atividade terapéutica destas plantas e das possiveis
interagdes com farmacos pode, muitas vezes, interferir no tratamento com medicamentos
tradicionais. A forma de utilizacao de drogas vegetais ¢ importante para garantir a presenca
do principio ativo e a ndo toxicidade (ELDIN; DUNFORD, 2001; ABEBE, 2002;
BHATTARAM, 2002; IOANNIDES, 2002).

Drogas vegetais, ndo devem ser utilizadas por gestantes, lactantes e criangas menores
de trés anos de idade, quando ndo existem estudos que mostrem a seguranga de uso nessas
situagdes, bem como medicamentos fitoterapicos que ndo t€ém estudos para estes pacientes.
Para a espécie Zingiber officinalis (gengibre) ha evidéncias clinicas que confirmam seu uso
na gravidez em casos de cinetose sem dano a saude (ALI et al., 2007; HICKOK et al., 2007,
ALI et al. 2008; ABASCAL et al., 2009). O uso de medicamentos e plantas pode causar
alteragdes farmacologicas e/ou toxicoldgicas, podendo levar a ampliagdo ou reducdo do
efeito esperado do fAirmaco devido ao sinergismo/antagonismo, ou alteragdes nos processos
de absor¢do e disposi¢do do farmaco no organismo, gerando perfis de concentragdo
plasmaticos alterados (FUGH-BERMAN, 2000). Estudos vém sendo realizados analisando a
potencializagdo dos efeitos de drogas vegetais. O efeito diurético do Taraxacum officinale
(dente-de-ledo), a atividade antidepressiva do Hypericum perforatum (erva-de-Sao-Jodo), os
efeitos hipnoticos e ansioliticos da Passiflora incarnata (maracujd) (NEWALL et al., 1996;
PISCITELLI, 2002; CORDEIRO et al., 2005). Através de estudos pré-clinicos e clinicos, foi
constatado que produtos que contém Valeriana officinalis e Allium sativum L., interagem
com benzodiazepinicos e relaxantes musculares, hipoglicemiantes, anticoagulantes orais e
principalmente, antirretrovirais inibidores de protease, como os medicamentos que compdem
o coquetel anti-HIV, como o saquinavir e o indinavir (ALEXANDRE et al., 2008).

Como varias outras drogas vegetais podem interferir com a acdo terapéutica de
diversos medicamentos sintéticos, o paciente deve ser orientado. Temos alguns exemplos de
drogas vegetais que ndo devem ser associadas com medicamentos ou outras drogas vegetais
como Aesculus hippocastanum (castanha da india) e a Curcuma longa (circuma), ndo devem
ser utilizadas por pacientes que utilizam anticoagulantes (TIFFANY et al., 2002; PATEL et
al., 2008); Anacardium occidentale (cajueiro) pode apresentar interagdes com anti-

inflamatorios anticoagulantes, e corticosteroides (OLAJIDE et al., 2004); Baccharis trimera
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(carqueja), deve ser evitada com medicamentos para hipertensdo e diabetes (OLIVEIRA et
al.; 2005; ABAD et al., 2007;); Paullinia cupana (guarand), ndo deve ser associado a outras
drogas vegetais com bases xanticas e com anti-hipertensivos (SCOTT et al., 2002); P. alata,
P. edulis e P. incarnata (maracuja) apresenta interacdes com medicamentos sedativos e
depressores do sistema nervoso central (TRES, 2006; VARGAS et al., 2007); Uncaria
tomentosa (unha de gato), deve ser evitada com imunossupressores (NOWACK, 2008);
Plectranthus barbatus (boldo), ndo pode ser associado a metronidazol ou dissulfiram
(LEHAR et al., 2009). Achillea millefolium (mil-folhas) e Curcuma longa devem ser evitadas
por pessoas com ulcera gastrica ou duodenal ou com oclusdo das vias biliares (BAGGIO et
al., 2002; CHATTOPADHYAY et al., 2004); Citrus aurantium (laranja amarga), ¢
contraindicada para pessoas com distirbios cardiacos (PENZAK, 2001); Ageratum
conyzoides (mentrasto) nao deve ser usado por enfermos com problemas hepaticos (MOURA
et al., 2005); Cynara scolymus (alcachofra), que ndo deve ser usada por individuos com
doencgas da vesicula biliar e cujo uso deve ser monitorado em casos de hepatite grave,
faléncia hepatica e cancer hepatico (ESPINOSA, 2003). Senna alexandrina (sene) causa
diminui¢do do tempo do transito intestinal e podera reduzir a absorcdo de farmacos
administrados por via oral; aumento da perda de potéssio e podera potencializar os efeitos de

glicosideos cardiotonicos (digitalis e estrofanto) (OMS, 2002; BRASIL, 2008).

2.5 O processo inflamatério

O processo inflamatorio ¢ uma resposta do organismo frente a um processo
infeccioso, a um antigeno ou a uma lesdo celular ou tecidual, de carater benéfico, com o
proposito de erradicar o agente agressor e promover a reparagao tecidual (SHERWOOD;
TOLIVER-KINSKY, 2004).

O processo inflamatdrio esta envolvido em diversas patologias, tais como contusdes,
tendinites, infec¢des respiratdrias, asma, cancer, aterosclerose, artrite reumatoide, e doengas
autoimunes (diabetes mellitus tipo I, doenga de Chron, psoriase), obesidade e doencas
neurodegenerativas como doenca de Alzheimer e esclerose multipla entre outras. E um
mecanismo de defesa do organismo, cujo objetivo ¢ a eliminagdo da causa inicial da lesdo
celular, provocada por patogenos ou por agdo de agentes fisicos (COTRAN et al., 2000).

A fase aguda do processo inflamatorio se caracteriza por febre, dor e edema, e na

fase cronica, ocorre a proliferacdo celular (SULEYMAN et al., 2004).
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Os sinais cardinais sdo sinais clinicos caracteristicos do processo inflamatorio, foi
Cornelius Celsius, a mais de 2.000 anos atrds, quem inicialmente os descreveu
discriminando calor, rubor, edema e dor; o quinto sinal, a perda da fungdo, foi descrito
posteriormente, os quais refletem as mudangas vasculares e celulares que ocorrem durante a
inflamac¢ao (TROWBRIDGE; EMLING, 1997; ROCK; KONO, 2008).

A resposta inflamatoria inicial € inespecifica, independente do tipo da agressao e uma
resposta imune especifica. As rea¢des inatas no interior dos tecidos se dividem em eventos
vasculares e em eventos celulares. Os fenomenos vasculares caracterizam-se por alteragdes
no calibre vascular, que provocam um aumento no fluxo sanguineo e por alteragdes na
permeabilidade vascular, conduzindo ao extravasamento de exsudato para o intersticio, com
consequente formacao de edema. A vasodilatacdo e o aumento da permeabilidade vascular
com exsudacdo sdao provocados por mediadores da inflamagdo como a histamina,
metabolitos do acido araquidonico, (prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos), fator de
ativacdo plaquetdria, bradicinina, 6xido nitrico, neuropeptideos e citocinas, produzidos a
partir do plasma e das células (COTRAN et al., 2000; RANG et al., 2007).

Nos eventos celulares, as células envolvidas sdo as endoteliais e macrofagos,
presentes nos tecidos, ou t€m acesso ao local a partir da circulacdo (ABBAS et al., 2008). Os
leucdcitos circulantes aderem-se ao endotélio vascular e transmigram para o tecido
intersticial em direcdo ao local da lesdo, sob sinalizacdo de agentes quimiotaticos (citocinas
e leucotrienos). Em seguida, os leucocitos fagocitam o agente agressor e degradam o tecido
necrético (COTRAN et al., 2000; ABBAS et al., 2008).

O processo inflamatorio se caracteriza por vasodilatacdo, aumento da permeabilidade
vascular e migragdo celular regulado pela acdo de varios mediadores liberados durante uma
lesdao tecidual. Esses mediadores que comandam o processo inflamatério sdo derivados de
proteinas presentes no plasma ou produzidos e liberados por células endoteliais, leucocitos

infiltrados no sitio inflamatoério ou por células residentes (MEDZHITOV, 2008).
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2.5.1 Metabolitos do acido araquiddnico (AA)

O 4acido araquidonico (AA) ¢ um acido graxo poli-insaturado com 20 carbonos
presente, normalmente, esterificado nos fosfolipidios que compde a membrana celular. Os
metabolitos do AA também sdo chamados de mediadores lipidicos, conhecidos
genericamente como eicosanoides, compreendendo os prostanoides, leucotrienos (LTs) e
lipoxinas. Devido a estimulos mecanicos, fisicos, quimicos, ou através de outros
mediadores, ocorre a ativacdo da enzima fosfolipase A, (PLA2), que libera o AA dos
fosfolipidios, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e o fosfatidilinositol, das membranas
celulares (COTRAN et al.,, 2000). O AA livre ¢ metabolizado pelas enzimas ciclo-
oxigenase 1 (COX-1) e ciclo-oxigenase 2 (COX-2), iniciando a biossintese de
prostaglandinas e tromboxanos e pelas lipo-oxigenases, originando a biossintese de
leucotrienos e lipoxinas (COTRAN et al., 2000; BOTTING, 2006; RANG et al., 2007).

Os prostanoides mais importantes na inflamagdo sdo: PGE,, PGD,, PGF2a, PGl e
TXA,. A prostaciclina possui acdo vasodilatadora, potencializa os efeitos quimiotaticos e
aumenta a permeabilidade de outros mediadores. As prostaglandinas PGE,, PGD, e PGF2aq,
sdo vasodilatadoras, aumentam o edema. As prostaglandinas também estdo envolvidas na
patogenia da dor e da febre durante a inflamacdo6 (COTRAN et al., 2000; SAUTEBIN,
2000).

A COX-1 ¢ expressa em varios tecidos produzindo PGs em baixos niveis, contribuindo
para a manutencdo das fungdes fisioldgicas. A COX-2 ¢ conhecida como induzivel, sua
expressdo altamente induzida em resposta a estimulos pro-inflamatorios, citocinas, e
mitogenos (GERRITSEN, 1996; RAJAKARIAR et al., 2006; HARIZI et al., 2008).

O LTB4¢ o principal leucotrieno envolvido no processo inflamatério, exercendo
potente atividade quimiotatica para leucdcitos, eosindfilos e mondcitos, promovendo a
migracdo destes tipos celulares para o local afetado. Uma vez no sitio, os leucotrienos
ativam as células da série branca, promovendo a degranulagdo e a producdo de superoxidos,
que contribuem para os danos teciduais caracteristicos da inflamacao. Os leucotrienos Cy,

D4 e E4 (LC4, LDy € LE4) aumentam a permeabilidade vascular (COTRAN et al., 2000).



28

2.5.2 Oxido nitrico (NO)

O oxido nitrico (NO) ¢ produzido principalmente pelas células endoteliais do tecido
lesionado, possui potente acdo vasodilatadora, o que leva a um aumento da permeabilidade
vascular. Atua também como regulador do recrutamento de leucdcitos e exerce agdo
citotoxica contra microrganismos. E sintetizado pela NO sintase (NOS), enzima presente em
trés isoformas, sendo a forma indutivel (iNOS) a envolvida nas reagdes inflamatérias. Esta ¢
induzida em macrofagos e em outras células durante o processo (COTRAN et al., 2000;

SAUTEBIN, 2000).

2.5.3 Citocinas

As citocinas sdo polipeptideos produzidos por varios tipos celulares, principalmente
por macrofagos e linfocitos ativados, liberados durante as reagdes imunes e inflamatorias, de
forma a regular a acdo das células destes sistemas. Destacam-se as citocinas pro-
inflamatérias TNF-a (Fator de Necrose Tumoral o) e IL-1 (Interleucina-1), liberadas por
macrofagos ativados e varios outros tipos celulares. Estas citocinas favorecem a aderéncia
leucocitaria ao endotélio, aumentam a sintese de prostaciclina e desencadeiam uma cascata
de citocinas secundarias, dentre outras agdes. As citocinas secundarias, como as
quimiocinas, atraem e ativam as cé€lulas inflamatorias méveis (COTRAN et al., 2000;

LOPEZ-POSADAS et al., 2008).

2.5.4 Aminas vasoativas

As aminas vasoativas (histamina e serotonina) sdo aminas com acdo sobre a
vasculatura, e se encontram armazenadas em granulos citoplasmaticos. A histamina ¢ uma
amina vasoativa presente principalmente nos mastdcitos, enquanto que a serotonina esta
presente principalmente nas plaquetas e nas células enterocromafins. Varios fatores induzem
a liberacao desses mediadores de suas fontes, incluindo trauma, frio, reagdes imunes,
anafilatoxinas, substancia P, citocinas (promovem liberacdo de histamina) e agregacao
plaquetéria ap6s contato com coldgeno, trombina, adenosina difosfato, complexos imunes,
PAF (promovem liberagao de serotonina das plaquetas). A liberacao localizada de histamina
e sua acdo principalmente nos receptores H; na microcirculagdo promove vasodilatacao das

arteriolas e aumento da permeabilidade vascular, promove também a sintese de prostaciclina
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e induz a liberagdo de 6xido nitrico pelo endotélio. O aumento da permeabilidade vascular
ocorre por meio da contragdo das células endoteliais e subsequente formagao de abertura das
juncdes celulares endoteliais, resultando no extravasamento plasmatico. A serotonina ou 5-
hidroxitriptamina promove vasodilatacio dependente de Oxido nitrico e aumento da

permeabilidade vascular (KUMAR et al., 2005; JUTEL et al., 2009).

2.5.5 Farmacos anti-inflamatorios

Os farmacos anti-inflamatérios sdo capazes de interferir no processo reacional de
defesa do organismo, minimizando os danos e proporcionando maior conforto ao paciente.
Atualmente, os principais agentes anti-inflamatorios sdo representados pelos
glicocorticoides e pelos anti-inflamatorios nao esteroidais (AINEs).

A acdo anti-inflamatéria dos glicocorticoides ¢ devida principalmente, a inibi¢do da
transcricdo do gene da enzima ciclo-oxigenase-2 e a indug¢do da proteina lipocortina,
inibidora da enzima fosfolipase A;. Também reduzem a produg¢do de citocinas pro-
inflamatorias, tais como TNF-a e IL-1 (KIM et al., 2004; RANG et al., 2007). Sao muito
utilizados na terapia das doencas auto-imunes e na prevencao e/ou tratamento da rejei¢ao de
transplantes.

Os glicocorticoides sdo amplamente utilizados no tratamento de disturbios
inflamatoérios, alérgicos, hematologicos, na terapia das doencas auto-imunes € na prevengao
e/ou tratamento da rejeicdo de transplantes, sdo substdncias imunossupressoras € anti-
inflamatorias potentes, eficazes e amplamente utilizadas em processos inflamatérios agudos
e cronicos (PERRETTI; AHLUWALIA, 2000).

Os anti-inflamatorios nao esteroidais (AINEs), constituem o principal grupo de
farmacos utilizados no tratamento da inflama¢ao devido aos secus efeitos anti-inflamatorio,
antipirético e analgésico atribuidos a inibi¢cdo das enzimas COX-1 e COX-2 e, inibi¢do da
sintese dos prostanoides. Sdo medicamentos utilizados para tratar processos inflamatorios
como osteoartrite, artrite reumatoide, espondiloartropatias soronegativas (artrite psoriatica),
sindromes musculoesqueléticas, entorses, distensoes, dor lombar e gota (MARNETT, 2009).

O AINE mais antigo ¢ a Aspirina®, acido acetilsalicilico (AAS), obtida originalmente
das cascas do tronco do Salix alba, (salgueiro). O AAS ¢ indicado, em baixas doses, na
terapia antitrombotica por inibir de forma irreversivel pelas plaquetas a sintese de TXA4
(VIEGAS et al., 2006).

Porém, os AINEs ndo seletivos podem apresentar diversos efeitos colaterais, dentre
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0s quais 0 mais importante ¢ a tendéncia a produzir ulceracdo gastrica e duodenal. Este
efeito colateral pode ser explicado pela inibicdo da COX-1 no estomago resultando no
bloqueio da biossintese de importantes prostaglandinas (PGE; e PGI,), que exercem uma
funcdo protetora sobre a mucosa gastrica. Pode ocorrer alteragao na fun¢do renal quando
usados por muito tempo em pessoas com predisposi¢ao, além de outros efeitos colaterais
como asma induzida por AINEs, alteracdo no tempo de coagulacdo, hipersensibilidade
(BOTTING, 2006; VIEGAS et al., 2006; RANG et al., 2007).

A descoberta de outra isoforma da COX (a COX-2) altamente expressa em locais
inflamatorios e a no¢do de que os eicosanodides produzidos durante o processo inflamatorio
resultavam da expressdo aumentada da COX-2, juntamente com a necessidade de se
desenvolver medicamentos anti-inflamatérios com menos efeitos adversos gastrointestinais,
foram introduzidos no mercado os inibidores seletivos para COX-2. Os inibidores seletivos de
COX-2 também denominados coxibes foram desenvolvidos na tentativa de inibir a sintese de
PG pela enzima COX-2 em locais de inflamagdo sem, contudo, afetar a acdo da isoenzima
COX-1 constitutivamente ativa, encontrada no trato gastrointestinal, nos rins e plaquetas.
Atualmente sabe-se que a COX-2 também ¢ expressa constitutivamente e exerce papeis
fisiologicos através da sintese de PGI2. Embora os fdrmacos que inibem seletivamente a
COX-2, demonstrem uma melhor seguranga gastrintestinal, alguns membros dessa classe
foram retirados do mercado devido a um risco aumentado de eventos cardiovasculares. Assim
como os AINEs tradicionais, os coxibes também exercem efeitos toxicos renais € ndao sao
recomendados para pacientes com insuficiéncia renal grave. Além disso, em doses altas
também sdo capazes de causar dano gastrointestinal (BRICKS & SILVA, 2005). Alguns
medicamentos representantes dessa classe sdo Celecoxibe, Parecoxibe, Rofecoxibe,
Etoricoxibe e Lumiracoxibe (KATZUNG, 2004; GOODMAN et al., 2006; RAINSFORD,
2007).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria aumentou o controle sobre a venda dos
AINEs seletivos para COX-2, estando estes na lista de substancias sob controle especial (Lista
C1 da Portaria 344/98) - Resolugdo RDC n°. 79, de 04 de novembro de 2008. Os quais soO
podem ser vendidos com a reten¢ao da receita médica pelo estabelecimento farmacéutico
(BRASIL, 2008).

Outros farmacos também mostram ser mais seletivos para COX-2 do que para COX-1,
como por exemplo, nimesulida e etodolaco.

A nimesulida é um AINE da classe das sulfonanilidas, considerado um farmaco

inibidor mais seletivo para COX-2 do que para COX-1. E utilizada em inflamacdes do trato
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respiratdrio, da cavidade oral, em tendinite, sinovite e artrite reumatoide € como um inibidor
seletivo de COX, pode causar distirbios gastrointestinais, intoxica¢do hepatica e renal

(TRAVERSA et al., 2003; WHITTLE, 2003).

2.6 Metabolitos secundarios e atividades farmacologicas

A diversidade quimica das plantas faz com que sejam fonte de escolha para o
isolamento de metabolitos farmacologicamente relevantes e que sirvam como protdtipos para
a sintese de novos farmacos (BASSO et al., 2005).

Newman e Cragg (2007) revisaram drogas aprovadas para o tratamento de inimeras
condigdes patolodgicas desde janeiro de 1981 até junho de 2006. Estes constataram que do
total de 1.184 drogas, 30% sdo de origem totalmente sintética, 23% de compostos derivados
de produtos naturais, 5% sdo compostos de ocorréncia natural, 14% sdo oriundas de fontes
bioldgicas, 4% vacinas, 4% sdo drogas sintetizadas a partir de compostos naturais € 20% sao
moléculas que mimetizam a estrutura quimica de compostos de ocorréncia natural ou
modeladas com base em inibidores naturais do alvo de interesse.

O fitoterapico Acheflan” é um medicamento indicado no tratamento local de processos
inflamatorios. E encontrado nas formas farmacéuticas aerosol e creme, contendo 5,0 mg do
6leo essencial de Cordia verbendcea (erva baleeira), padronizado em 2,3-2,9% do
terpeno alfa-humuleno. O Daflon® ¢ um medicamento composto por diosmina e hesperidina
que apresenta a¢ao venotonica e vasoprotetora.

Varias substancias de origem vegetal, pertencentes as mais diversas classes quimicas,
possuem atividade anti-inflamatéria comprovada cientificamente. Destacam-se os alcaloides,
cumarinas, flavonoides, lignanas, taninos e terpenos de raizes, talos, flores e em seus produtos
de preparagdo, tais como os chds e vinhos (NIJVELDT et al., 2001; BASSO et al. 2005;
VIEGAS et al., 2006).

Os taninos sao polifenois, de acordo com as suas estruturas sao classificados em
hidrolisaveis e condensados. Os taninos hidrolisaveis dividem-se em galhotaninos e
elagitaninos. Plantas ricas em taninos sdo empregadas na medicina tradicional no tratamento
de diversas moléstias organicas como na diarreia, hemorragias, hipertensdo arterial,
problemas estomacais e renais, e em processos inflamatorios (SIMOES et al., 2007). Os

elagitaninos e proantocianidinas encontrados nas cascas de Anacardium occidentale, atuam
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como anti-inflamatorios, bloqueando a hialuronidase ativada e/ou a degranulacdo de
mastdcitos em ratos (SCHOLZ, 1994).

As saponinas apresentam atividade anti-inflamatéria, hemolitica, antimicrobiana e
antiviral. Plantas que contém saponinas como Aesculum hippocastanum L. (castanheira da
india) e Glycyrrhiza glabra L. (alcaguz) possuem atividade anti-inflamatoria, que sao
conhecidas a bastante tempo (SCHENKEL et al., 2007).

A diversidade estrutural dos flavonoides pode ser atribuida ao nivel de oxidacao e as
variagdes no esqueleto carbonico basico, promovidas por reagdes de alquilacdo, glicosilagao
ou oligomerizacao (TAHARA, 2007).

Os flavonoides s3o polifenois que possuem atividade antitumoral, antioxidante,
antiviral e anti-inflamatdria. A a¢do anti-inflamatodria destes, se da através da modulagao das
células envolvidas com a inflamagdo (inibindo a proliferacdo de linfocitos T), inibindo a
produgdo de citocinas pro-inflamatdrias (TNF-a e IL-1), modulando a atividade das enzimas
da via do 4cido araquidonico, tais como fosfolipase A,, ciclo-oxigenase e lipo-oxigenase, € a
enzima formadora de 6xido nitrico, a 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) (HAVSTEEN,
2002; MIDDLETON et al., 2002; KIM et al., 2004; CAZAROLLI et al., 2008; LOPEZ-
POSADAS et al., 2008).

Dentre os 40 farmacos anti-inflamatdrios aprovados entre 1983 e 1994, 12 sdo
derivados ou baseados em polifenois de origem natural (YOON E BAEK, 2005).

Aos flavonoides apigenina, luteolina, miricetina e genisteina ¢ atribuida a capacidade
de diminuir a produgao de NO e a expressao da enzima iNOS. A morina e a miricetina inibem
a enzima lipo-oxigenase e outros como crisina, apigenina, luteolina, morina, rutina e
galangina inibem ciclo-oxigenase (SANTANGELO et al., 2007; CAZAROLLI et al., 2008).
Os flavonois quercetina e kaempferol, que sdo encontrados em praticamente todo reino
vegetal, apresentam significativa a¢do anti-inflamatoria, que pode ser atribuida a inibi¢ao das
enzimas fosfolipase A, (PLA;) lipo-oxigenase, ciclo-oxigenase e inibi¢do da producdo de
oxido nitrico, através da modulacao da enzima iNOS (KIM et al., 2004; O’LEARY et al.,
2004; YOON E BAEK, 2005; SANTANGELO et al., 2007).

Os flavonoides genisteina, quercetina, luteolina, apigenina e rutina sdo capazes de
inibir a secrecdo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a e IL-1). A miricetina e as flavanonas
hesperetina e naringenina inibem a enzima fosfolipase A, (KIM et al., 2004; LOPEZ-
POSADAS et al., 2008; CAZAROLLI et al., 2008).

Nepetina e jaceosidina, flavonas de Eupatorium arnottianum Griseb. (Asteraceae),

apresentaram atividade de reducdo de edema induzido por 12-O-tetradecanoilforbol-13-
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acetato (TPA). A nepetina reduziu em 46,9% a e jaceosidina em 23,2% na dose usada. Estes
flavonoides inibiram em 91 e 77% respectivamente, a inducdo de fator de transcri¢ao nuclear
kappa B (NF-kB), fator de transcricdio que regula a resposta imune frente a
um processo inflamatério (CLAVIN et al., 2007).

Os flavonoides isoquercitrina e quercetina apresentaram atividade anti-inflamatdria
em modelo de asma induzida em camundongos, reduzindo o recrutamento de eosinéfilos e a
formacao de leucotrienos indutores de broncoconstricado (CAZAROLLI et al., 2008).

Novos estudos relacionando a estrutura-atividade de flavonoides na busca de novos
medicamentos anti-inflamatdérios e que sirvam para identificar os grupos funcionais
responsaveis pela acdo farmacoldgica, possibilitam a compreencao da interagao do flavonoide
com o receptor, permitindo o aperfeigoamento da molécula original para uma melhor

atividade (THEOHARIDES et al., 2001; LATTIG et al., 2007).

2.7 Inducgao in vivo da formacao de tecido granulomatoso

A inflamagdo granulomatosa ¢ um tipo de reacdo inflamatoria cronica que se
caracteriza pelo acimulo de células epitelioides e macréfagos ativados. Os granulomas podem
ser de dois tipos: imunes e de corpo estranho. Macroscopicamente o granuloma assemelha-se
a graos (nddulos palidos), e microscopicamente sdo colecdes organizadas de macrdofagos
ativados, com transformagao em células epitelioides, e circundados por colar de linfécitos, ou
ocasionalmente plasmocitos. As células epitelioides podem coalescer, dando origem a células
gigantes multinucleadas (ROBBINS et al., 2001).

A formacdo do granuloma experimentalmente desenvolvido, através do implante
subcutaneo de pellets de algodao em ratos ¢ um método utilizado para avaliar a atividade de
agentes anti-inflamatérios, o qual possui uma reprodutibilidade confidvel devido a capacidade
de interferéncia do cilindro implantado com os componentes proliferativos do processo
inflamatério (BAILEY et al., 1982). O granuloma formado no local do implante do pellet de
algoddo se caracteriza pela formagdao de uma céapsula fibrosa, vascularizada contendo
fibroblastos e com infiltragdo de células polimorfonucleares. Quanto menor for a cépsula

fibrosa, maior sera a atividade anti-inflamatoria da substancia testada (LE BARS et al.,2001).
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2.8 Parametros bioquimicos para avaliacio hepatica

Sao necessarios estudos bioldgicos para avaliar a toxicidade das plantas medicinais
para permitir que sejam utilizadas de forma segura. As transaminases, aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) s3o enzimas que catalisam a
interconversdo de aminodcidos e alfa-ceto-acidos por transferéncia do grupo amino. Estdo
amplamente distribuidas nos tecidos, predominando a AST no figado, coragdo, musculo
cardiaco, musculo estriado, rim e pancreas, ¢ a ALT no figado, rim e coracdao. A ALT esta
presente no citosol € a AST na mitocondria dos hepatdcitos (MILLER; GONCALVES, 1999).
As lesdes ou destruigdo das células hepaticas liberam essas enzimas para a circulacdo. No
dano celular leve, a forma predominante no soro ¢ citoplasmatica, em lesdes graves, ha
liberacdao da enzima mitocondrial, elevando a relagdo AST/ALT, diferenca essa que auxilia no

diagnostico e prognostico de doengas hepaticas (MOTTA, 2003).

2.9 Parametros bioquimicos para avalia¢do renal

Um dos efeitos da insuficiéncia renal ¢ a alta concentracdo de nitrogénio ndo proteico
no sangue, como a ureia e a creatinina, devido a incapacidade do organismo de excretar os
produtos metabolicos finais das proteinas. A concentracdo desses nitrogénios nao proteicos,
em particular a ureia, pode aumentar até 10 vezes o valor normal durante a 1* a 2* semanas de
insuficiéncia renal. Porém, a ureia ndo ¢ tdo especifica como a creatinina, e isoladamente, nao
¢ determinante para a avaliacao da funcdo renal (GUYTON; HALL, 2002).

A creatinina ¢ sintetizada no figado, rim e pancreas e transportada para as células
musculares, onde ¢ fosforilada a creatina-fosfato, que atua como reservatério de energia. A
creatina-fosfato e a creatina, em condi¢des fisioldgicas, perdem o acido fosférico ou agua,
para formar seu anidrido, a creatinina. A creatinina difunde do musculo para o plasma de onde
¢ removida quase inteiramente e em velocidade constante por filtragdo glomerular. A
quantidade excretada diariamente € proporcional a massa muscular e nao ¢ afetada pela dieta,
idade, sexo ou exercicio. A sua produ¢do ndo ¢ influenciada pelo metabolismo proteico ou
outros fatores externos. A concentra¢do de creatinina sérica ¢ uma excelente medida para
avaliar a funcdo renal. Os teores de creatinina sé€rica sao mais sensiveis e especificos do que a
medida de concentragcdo plasmatica da ureia, no estudo da velocidade de filtragdo glomerular

reduzida (RAVEL, 1997; MOTTA, 2003).
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A depuracdo da creatinina tem uma vantagem sobre a da ureia, em virtude da taxa de
produgdo de creatinina ser mais constante do que a ureia. Como o valor sérico faz parte da
féormula de depuragdo, a ocorréncia de menor flutuagdo no nivel sérico permite colheitas de
urina a intervalos maiores, também fornecendo resultados mais reproduziveis. Verificando-se

uma menor alteracdo da excre¢do de creatinina do que de ureia (RAVEL, 1997).
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3 PUBLICACOES CIENTIFICAS

3.1 Manuscrito 1

“Morpho-anatomy of leaves of Blepharocalyx salicifolius (Kunth.)

O. Berg. (Myrtaceae)”. Submetido a Revista Brasileira de Farmacognosia.

3.2 Manuscrito 2

“Caracterizacio fisico-quimica e atividade antioxidante das folhas

de Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg. (Myrtaceae)”. A ser submetido.

3.3 Manuscrito 3

“Avaliacdo da atividade anti-inflamatéria e parimetros bioquimicos de

Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg. (Myrtaceae)”. A ser submetido.



37

3.1 Manuscrito 1

Morpho-anatomy of leaves of Blepharocalyx salicifolius

(Kunth.) O. Berg. (Myrtaceae).

Alexandre RIBAS!, Gilberto D. ZANETTI2 Melania P. MANFRON'

IPrograma de Pos-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Santa Maria, Prédio 26,
Santa Maria, RS, CEP: 97105-900, Brasil.
2Progmma de Pos-Graduagao em Ciéncias Ambientais e conservacgdo, Universidade Federal do Rio de Janeiro

Campus Macaé, Av. Aluizio da Silva Gomes, 50, Granja dos Cavaleiros, Macaé, RJ, CEP: 27930-560, Brasil.

RESUMO: Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg. ¢ uma planta nativa no Brasil,
Equador, Bolivia, Paraguai, Uruguai e Argentina. Esta planta ¢ popularmente utilizada como
digestivo, estabilizante da pressdo arterial, antitussigena e nos casos de bronquite, cistite e
uretrite. Neste trabalho foram determinados parametros morfo-anatomicos das folhas, por
analise macro e microscopicas, com o objetivo de auxiliar a autenticidade das mesmas como
insumo farmacéutico. As folhas desta planta exibem filotaxia oposta cruzada, sdo simples,
inteiras, aromaticas e apresentam consisténcia cartdcea com venagdo peninérvia,
caracterizando o tipo broquidédromo. A epiderme ¢ uniestratificada e apresenta inimeras
c¢lulas mucilaginosas e estdmatos do tipo anomocitico e anisocitico. Nas duas faces da
epiderme foliar ndo foram observados tricomas. O mesofilo ¢ heterogéneo e simétrico, com
parénquima palicadico disposto subjacente as duas faces epidérmicas e idioblastos
cristaliniferos com drusas. Os feixes vasculares sdao do tipo colateral e encontram-se
protegidos por uma bainha vascular parenquimatica. Estas caracteristicas morfoanatomicas,
quando analisadas em conjunto, contribuem no controle botanico de qualidade das folhas de

B. salicifolius como insumo farmacéutico.

Palavras-chave: Blepharocalyx salicifolius, farmacobotanica, morfoanatomia, Myrtaceae,

murta.
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ABSTRACT: The Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg. is a plant native from Brazil,
Equator, Bolivia, Paraguay, Uruguay e Argentina. This plant is commonly used as a digestive,
blood pressure stabilizer, antitussive and for cases of bronchitis, cystitis and urethritis. In this
work, the leaves morpho-anatomical parameters were determinate by macro and microscopic
analysis, aiming to help in their authenticity as pharmaceutical material. The plant leaves have
opposite cross phyllotaxy, they are simple, entire, aromatic and present chartaceous
consistence with pinnate venation, thus charactering the brochidodromous type. The
epidermis is uniseriate and shows many mucilage cells and, anomocytic and anisocytic type
stomata. It was no observed trichomes in any of the epidermis sides. The mesophyll is
heterogeneous and symmetric, with palisade parenchyma disposed subjacent to the two
epidermic sides and, crystalliferous ideoblasts with druses. The vascular bundles are of
collateral type and are protected by a parenchymatous vascular sheath. These morpho-
anatomical characteristics when analyzed together contribute in the quality botanical control

of B. salicifolius leaves as pharmaceutical material.

Keywords: Blepharocalyx salicifolius, pharmacobotany, morphoanatomy, Myrtaceae, murta.
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INTRODUCTION

The Myrtaceae family comprises about 4000 species divided in 130 genres (Souza and
Lorenzi, 2005; APG, 2003). This family, although occurring in all tropical and subtropical
regions, has two dispersion centers, one in the Americas and the other in Australia (Barroso,
1991; Schultz, 1985). The mirtaceas are woody and shrub plants with whole leaves in
alternate, opposite and sometimes cross disposition, one of its striking features is the presence
of volatile oil secretory structures that may be observed with naked eye as small and
translucent points in the leaf epidermis (Joly, 2002; Barroso et al., 1984; Metcalfe & Chalk,
1950).

Blepharocalyx salicifoliufs (Kunth.) O. Berg. is a native plant from Brazil (from the
State of Goids, Minas Gerais and Bahia to Rio Grande do Sul), Ecuador, Bolivia, Paraguay,
Uruguay and Argentina (Lorenzi, 2002). This plant is a tree that can reach 40 m high,
selective, hygrophilous and heliophilous and even shade tolerant. It occurs in mountain
regions with moist and compacted soil, being at some locations the predominant species in
forest formation (Lorenzi, 2002; Reitz, Klein and Reis, 1988). The B. salicifolius blooms in
late spring to early summer and fruits from March to May (Marques, 2007; Reitz, Klein and
Reis, 1988). It is an ornamental plant indicated to forest public spaces (Marchiori & Sobral,
1997), and its fruits are well accepted by birds. In the traditional medicine is used as digestive
and as a blood pressure stabilizer (Mentz, 1997; Galvani & Barreneche, 1994). It is also
indicated as pectoral (in cases of coughs and bronchitis) and, in cases of cystitis and urethritis.

In the B. salicifolius leaves it was detected the presence of volatile oil, flavonoids
triterpenes and tannins (Lazzari & Heckler, 1996). The volatile oil showed an efficiency of
0,17 % and, it was basically constituted by 1,8-cineol (25,2%), B-caryophyllene (22,9 %) and
linalool (20,4 %), (Mattos,1983). This volatile oil demonstrated an antibacterial activity for
both Gram-positive and Gram-negative bacteria (Limberger, 2001) and, a cytotoxic activity
against the SF-268 line of cancer cells of the nervous system (Calderon et al., 2006).

Morpho-anatomical parameters of a given plant organ with medicinal importance like
the B. salicifolius leaves, may be used as a resource in its botanical control of quality as
pharmaceutical raw material. This allows the authenticity of the plant material, making it
possible to differ it even between species that are close botanically (Souza, 2005; Di Stasi,
1996). We have to highlight that the botanical identification of Myrtaceae species has an
intrinsic difficulty due to the great morphological similarity between them (Schultz, 1985).
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This work presents subsidies for the authenticity of B. salicifolius leaves, contributing
in the formation of morpho-anatomical standards that may be used by the pharmaceutical

industry.

MATERIAL AND METHODS

Obtaining plant material

Blepharocalyx salicifolius (Kunth.) O. Berg. leaves were collected in the city of Santa
Maria, Rio Grande do Sul, Brazil. A sample of the vegetal material was identified and stored
at the Department of Biology Herbarium according to voucher specimen (exsiccate SMDB 11

822).

Morpho-anatomical analysis

The morphological analysis was performed using a binocular stereomicroscope and,
taking Lorenzi (2007), Gattuso & Gatuso (1999) and Oliveira & Akisue (1989) as a basis for
the description.

In the anatomical analysis we used paradermal and transverse sections of leaves from
the fourth stem node. The paradermal sections were made with fresh material and in freehand
in semi-permanent slide, using glycerol as the inclusion mean and methylene blue at 0,05% as
the dye (Gattuso & Gatuso, 1999). For the transverse section analysis, the medium-apical part
of the leaves was sectioned (2 x 2mm), fixed directly in glutaraldehyde at 2% in phosphate
buffered saline 0,013M, pH 7,2, and stored at 4°C for 48 h. The material was dehydrated in
ascending ethylic series from 30 to 96° GL, for lh in each alcohol and, included in
hydroxyethyl methacrylate blocks (Ruetze, 1986; Gerrits & Smid 1983). Sections of 4 um
were made using a rotating microtome and, which were brought to histological bath, taken to
the slide and stained with toluidine blue at 0,05 % (Ruetze, 1986).

The presence of mucilage was detected using china ink at 0,25% and methylene blue
at 0,15% (Costa, 1982). The chemical composition of the crystals was observed using acetic
acid at 6% or hydrochloric acid at 7 % (Costa, 1982).

All sections were analyses based on Appezzato-da-Gloria & Carmello-Guerreiro

(2003), Dickison (2000), Fahn (1990) and Cutter (1987).
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The material was registered in microphotographs using a microscope with digital
camera and, the slides were stored in the slides heap of the Industrial Pharmacy Department

from the Federal University of Santa Maria.

RESULTS

Determining the macroscopic characteristics

The B. salicifolius (Fig. 1) leaves show cross opposite phyllotaxy. These leaves are
simple, entire, aromatic and, reach the average of 1,5 to 7 cm length and are 0,4 to 2 cm wide.
The leaf blade is elliptical, discolor, adaxially shiny and displays translucent spots. These
leaves show a chartaceous consistence and have pinnate venation characterizing the
brochidodromous type with the last marginal incomplete and, the midrib grooved in the
adaxial side. The leaf blade base is cuneate, the apex is acuminate and mucronate and the
margin is entire. These leaves are short-petiolate, the petiole is flattened and measures from

0,3 to 0,6 cm in length and 0,5 mm in thickness. In transverse section the petiole is biconvex.

FIGURE 1

Determining the microscopic characteristics

In front view, the adaxial side of the leaf epidermis of the B. salicifolius (Fig.2A)
shows epidermal cells with sinuous cell wall but, we did not observe any stomata. In the
abaxial side, the epidermis shows cells with straight cell wall and many stomata of the
anomocytic and anisocytic types (Fig.2B). In both sides of the leaf epidermis of this plant, it
was not observed any glandular or tector trichomes.

In the transverse section, the middle portion of the leaf blade is flat in the adaxial side
and slightly convex in the abaxial side (Fig.3). The epidermis is uniseriate and presents a
thick and fissured cuticle, with a greater accumulation of material in the central region of the
periclinal walls of the epidermal cells. In the adaxial side of the epithelial cells, both in the
central and lateral regions, they generally present the periclinal wall larger than the anticlinal
wall (75 to 175 m wide x 75 to 100 um height). In the abaxial side, the epidermal cells show
characteristics of shape and size in diameter. The stomata are of the mesocytic type (Fig.4 and

5). In both epidermal sides we can find a great amount of mucilage cells, in-between the
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epidermal cells. In the distal region, the epidermal cells assume a round shape with 75 to 125
um in diameter (Fig.5).

The mesophyll is heterogeneous and symmetric with palisade parenchyma disposed
along both epidermal sides (Fig.4). The upper palisade comprises greater cells size than the
lower palisade, 25 to 50 um wide x 275 to 525 pum height and 25 to 50 um wide x 125 to 300
um height, respectively (Fig.7). On the other hand, the lower palisade has intercellular spaces
of greater size. The spongy parenchyma is constituted by 7 to 10 cell layers that show shapes
from ovoid to circular and also, square to rectangular (Fig. 3,4 and 7). Some cells located near
to the upper palisade are collectors (Fig. 4 and 8). The cells located at the central region of
this parenchyma are greater than the ones near to the palisade parenchyma 75 to 400 pm wide
x 100 to 225 um height and 175 um wide x 150 um height, respectively. The intercellular
spaces are of chamber type but, invariably, many cells in this parenchyma are juxtaposed,
forming small cell groups. In the upper palisade parenchyma and in the two bottom layers of
the spongy parenchyma, there is the occurrence of sparse idioblasts with 175 pm in diameter
and, each crystal idioblast bears only one crystal of calcium oxalate in druse form (Fig.8).
Either in the lateral region or in the distal region of the transverse section of the mesophyll,
there is the presence of round shape glandular structures that reach 500 to 1000 pum in
diameter and, have a practically homogeneous and in light-green color internal content (Fig.6
e7).

The vascular bundles are of collateral type and are protected by a parenchymatous
bundle sheath. There is the occurrence of many sclerenchyma cells along the vascular bundle,
marking the presence of pericycle in the vascular bundle of greater size (Fig.3,4,7 and 8),

Both xylem and phloem have the occurrence of vascular parenchyma.

FIGURE 2 to 8
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DISCUSSION

The results obtained from the macroscopic analysis of the B. salicifolius leaves
demonstrated that they follow the patterns of the morphological characters described for the
Myrtaceae family, highlighting the pinnate venation and the presence of small translucent
spots throughout the leaf blade (Gongalves & Lorenzi, 2007; Joly, 2002; Barroso,1991;
Schultz, 1985;). For the considered species, according to Kawasaki (2000) and Landrum
(1986), the leaves size and shape are very variable in relation to the geographical distribution
of the specimens. However, among the B. salicifolius morphological characteristics, the same
authors say that they have simple leaves with entire margin and gleaming surface. Cronquist
(1981) mentions that the Myrtaceae leaves present continuous intra-marginal vein what was
confirmed for the considered species. In this work, it was found that the leaves are smooth,
hairless and gleaming. A remarkable characteristic in the quality control of B. salicifolius
leaves, besides the fact that they not show hairiness, the leaf blade is discolor and the venation
is brochidodromous what make it different from other medicinal species like Psidium guajava
(Myrtaceae). Other Myrtaceae species like Psidium australe and Campomanesia pubescens
have an acrodromous-brochidodromous venation what differentiates it from the
brochidodromous type of the B. salicifolius (Cardoso & Sajo, 2004). On the other hand, the
same author emphasizes that, although the marginal ultimate venation, which is incomplete in
the B. salicifolius, make striking differences even between very close species such as the
Psidium australe, Campomanesia guazumifolia and Campomanesia pubescens that present
the marginal ultimate venation in form of arcs, while the Psidium firmum, Calycolpus
legrandii and Acca sellowiana have fimbrial marginal ultimate venation.

The B. salicifolius have a flattened petiole and, in transverse section, it is biconvex
differing from the one in Eugenia uniflora that is concave-convex (Farmacopéia Brasileira
[Brazilian Pharmacopoeia] V ed., 2010).

As in the morphological analysis, the anatomic analysis of the B. salicifolius leaves
demonstrated the presence of Myrtaceae general characteristics as well as some very unique
characteristics that are important to guide the authentication of the considered species. Among
the anatomic characteristics, according to Metcalfe & Chalk (1950) and Solereder (1908), it is
noteworthy the presence of secretory cavities, the remarkable abundance of calcium oxalate in
the form of crystals and the anomocytic stomata. All these characteristics were found in the

botanic material analyzed.
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The epidermis provides anatomic markers that are useful in the authenticity of plant
based drugs. In front view, the adaxial side of the leaf epidermis of the B. salicifolius shows
epidermal cells with sinuous cell wall while in the abaxial side, the epidermis shows cells
with straight cell wall, a characteristic that makes it possible to differentiate it from species
like Eugenia uniflora and Eucaliptus globulus, that have epidermal cells of polygonal type in
both epidermal sides (Farmacopéia Brasileira IV ed., 1996; Farmacopéia Brasileira V ed.,
2010). The B. salicifolius epidermis is uniseriate; a characteristic similar to the Eugenia
uniflora, however, this characteristic may be used as differential to other Myrtaceae species
like Psidium guajava which have a pluriseriate epidermis.

In relation to the presence of mucilage cells in the both epidermal sides of the B.
salicifolius we have to highlight that it is a characteristic that differentiates it from species like
Eucaliptus globulus, Psidium guajava, Eugenia uniflora and Syzygium cumini (Farmacopéia
Brasileira IV ed., 1996, 2002; Farmacopéia Brasileira V ed., 2010).

The stomata in B.salicifolius are anomocytic and anisocytic, which are characteristic
types of Myrtaceae (Metcalf & Chalk,1950), though they differ from those in species like
Psidium guajava, Eugenia uniflora and Syzygium cumini that present anomocytic stomata
(Farmacopéia Brasileira IV ed.,2002; Farmacopéia Brasileira V ed., 2010). Together with the
stomata types observed in paradermal section, the prominence of the stomata in relation to the
epidermal cells may help in the authenticity of vegetal species. In this way, the stomata in
medicinal species like in P. guajava are in its majority projected in relation to the epidermal
cells, what is different from the B.salicifolius where they are disposed at the same layer of the
epidermal cells (Farmacopéia Brasileira IV ed., 2002).

In both sides of the B. salicifolius leaf epidermis, it was not observed the presence of
any type of trichome what will differ it from several Myrtaceae species like Psidium guajava,
which has simple tector trichomes disposed mostly in the abaxial side (Farmacopéia Brasileira
IV ed., 2002). The presence or absence of trichomes may be useful in the quality control of
plant based drugs because even when the drug is in powder form, this anatomic characteristic
is important because, in general the trichomes remain intact even in powdered drugs. On the
other side, the presence or absence of trichomes in plant based drugs analysis is a microscopic
characteristic that stands out in relation to others.

The mesophyll in B. salicifolius is heterogeneous and symmetric, a characteristic that
differentiates it from other Myrtaceae medicinal species like Eugenia uniflora. The palisade
parenchyma in the B. salicifolius is isofacial (have the same type of surface on both sides),

with bigger cells in the palisade subjacent to the adaxial epidermal side, differently from
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Psidium guajava, Eugenia uniflora, Syzygium cumini that have bifacial mesophyll. In the
spongy parenchyma, the inter-cell spaces in B. salicifolius are characteristically from the
chamber type while in other Myrtaceae species like Psidium guajava these spaces are of
meatus type but, however, in the Eugenia uniflora, the spaces are conspicuous and, in
Syzygium cumini, they are abundant (Farmacopéia Brasileira IV ed. 2002; Farmacopéia
Brasileira V ed. 2010). The collecting cells are striking structures in the spongy mesophyll of
B. salicifolius. These structures are not emphasized in the Myrtaceae literature.

One striking characteristic in the Myrtaceae mesophyll is the occurrence of sub-
epidermal secretory cavities, a real striking characteristic for the considered species. These
secretory structures in Myrtaceae, according to authors like Barroso et al., 1984; Cronquist,
1981 and Metcalfe & Chalk, 1950, have their content formed by volatile oils that are specific
for each species. Fahn (1979) says that the secretory cavities can secrete only terpenes or
terpenes with carbohydrates and other substances. Siani et al. (1997) analyzed the volatile oil
from 12 different Myrtaceae species and revealed the striking presence of terpenoids.

Many functions are assigned to justify the presence of calcium oxalate crystals in
vegetal, the most common are the plant defense against herbivorous, calcium metabolic
regulation and the detoxification of oxalic acid or heavy metals (Nakata, 2002). A taxonomic
value is assigned to the presence of crystals in vegetal organs and, its shape, chemical
constitution and location are relevant in the taxonomy and authenticity of plant based drugs
(Walker et al., 2008). Thus, the presence of druse in the leaf blade of Syzygium cumini is a
relevant characteristic in the authenticity of this plant leaves as pharmaceutical material
(Alberton et al., 2001).

The vascular bundles in B. salicifolius, are of collateral type what make it possible to
differentiate them from, for example, P. guajava, that have vascular bundles type bi-collateral
in open arc and, from other Myrtaceae species like E. globulus and E. uniflora that have the
vascular system type bi-collateral closed (Farmacopéia Brasileira V ed., 2010). In the B.
salicifolius, the vascular bundles are surrounded by a sheath of parenchymatous cells while in

the P. guajava this rarely occurs.

CONCLUSIONS
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The morpho-anatomical characteristics of B. salicifolius are compatible with the ones
described for Myrtaceae and for the considered species. Among the macroscopic
characteristics we highlight the hairless discolor leaf blade, with chartaceous consistence and
pinnate venation of brochidodromous type. Microscopically we highlight the uniseriate
epidermis with several mucilage cells, anomocytic and anisocytic stomata as well as the
absence of trichomes. The mesophyll is heterogeneous and symmetric, the vascular bundles
are collateral closed and surrounded by a parenchymatous sheath. There is the presence of
calcium oxalate crystals in form of druse and rounded secretory structures. All those
characteristics are consistent morpho-anatomical markers that when analyzed together,

contribute in the botanic control of the leaves quality for use in the pharmaceutical industry.
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N

1C

FIGURE 1 (A-C). Blepharocalyx salicifolius (Kunth.) O. Berg. leaf 1A. Adaxial side general aspect; 1B.
abaxial side general aspect; 1C. Detail of the leaf blade highlighting the spots referring to the secretory
structures. Bar: 1 cm.
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. leaf 2A. Epidermal
section of the adaxial side; 2B. Epidermal section of the abaxial side. Abbreviations: ce: epidermal cells; st:

stomata. Bar:100 um.

FIGURE 3. Transverse section of the middle part of a Blepharocalyx salicifolius (Kunth.) O. Berg. leaf

Abbreviations: ce: epidermal cell; cu: cuticle; cm: mucilage cell; st: stomata; Ic: Idioblast with calcium oxalate

crystal in the form of druse; pp: palisade parenchyma; pe: spongy parenchyma; co: collenchyma; bv: vascular

sheath; ec: sclerenchyma; xi: xylem; fl: phloem. Bar: 100 um.
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ce Cm PP st Hg:a
FIGURE 4. Transverse section of the lateral part of a Blepharocalyx salicifolius (Kunth.) O. Berg. leaf

Abbreviations: ce: epidermal cells; cm: mucilage cell; st: stomata; pp: palisade parenchyma; pe: spongy
parenchyma; bv: vascular sheath; fv: vascular bundle; cc: collecting cells. Bar: 100 um.

FIGURE 5 Transverse section of the middle part of a Blepharocalyx salicifolius (Kunth.) O. Berg. leaf
Abbreviations: ce: epidermal cell from the abaxial side; cm: mucilage cell; st: stomata. Bar: 100 um.

FIGURE 6. Transverse section of the distal part of a Blepharocalyx salicifolius (Kunth.) O. Berg. leaf
Abbreviations: ce: epidermal cell from the adaxial side; pe: spongy parenchyma; es: secretory structurer; fv:
vascular bundle. Bar: 100 pm.
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Fig. 7

FIGURE 7. Transverse section of the lateral part of a Blepharocalyx salicifolius (Kunth.) O. Berg. leaf
Abbreviations: ce: epidermal cell; cm: mucilage cell; st: stomata; pp: palisade parenchyma; pe: spongy

parenchyma; cc: collecting cell; es: secretory structure; fv: vascular bundle protected by a vascular sheath. Bar:
100 pm.
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FIGURE 8. Transverse section of the lateral part of a Blepharocalyx salicifolius (Kunth.) O. Berg. leaf
Abbreviations: ce: epidermal cell with thick cuticle; Ic: idioblast with calcium oxalate crystal in the form of

druse; pp: Palisade parenchyma; pe: spongy parenchyma; bv: vascular sheath;

phloem. Bar: 100 pm.

ec: sclerenchyma; xi: xylem; fl:
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3.2 Manuscrito 2

Caracterizacio fisico-quimica e atividade antioxidante das folhas de

Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg. (Myrtaceae)

Alexandre Ribasl, Rosana CasotiI, Carla Speroni Ceronl, Tiago MakiI, Aline MarinI, Daiana Flores Dala
Lanal, Melania P. Manfronl

"Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéutica. Universidade Federal de Santa Maria, Prédio 26,
Santa Maria, RS, CEP: 97105-900, Brasil.

RESUMO: E imprescindivel o controle da qualidade da matéria-prima vegetal para obtengao
de um fitoterapico de qualidade. Blepharocalyx salicifolius (Kunth.) O. Berg. popularmente
conhecida como murta, ¢ utilizada na medicina tradicional como digestivo, expectorante e
também para casos de cistite e uretrite. Este estudo tem como objetivo, estabelecer parametros
de controle de qualidade do extrato das folhas de B. salicifolius (Kunth) O. Berg. (Myrtaceae)
através de testes farmacopeicos e determina¢do da capacidade antioxidante frente a 2,2-
difenil-1-picrilhidrazila (DPPH). Os resultados obtidos evidenciam a presenca de compostos
fendlicos, terpenos e esterdides. Os valores determinados de polifenois e flavonoides
mostraram que 92,67% do extrato bruto € constituido por compostos fendlicos e que destes,
cerca de um ter¢o da amostra ¢ constituida por flavonoides. O maior teor de flavonoides foi
apresentado na fracdo acetato (35,49%). O extrato bruto na concentragdo de 100 pg/mL e
todas as fracdes apresentaram atividade antioxidante, sendo que as mais pronunciadas foram o
extrato bruto (91,34%), fracdes acetato (86,33%) e hexanica (78,62%). O poder antioxidante
pode ser explicado pela presenga de substancias fendlicas, que sdo capazes de inibir os
radicais livres. Os parametros fisico-quimicos estabelecidos sdo uteis no controle de qualidade
de B. salicifolius. Ha variagdo dos constituintes fisico-quimicos, a qual pode ser atribuida a
coleta em regides diferentes. O teor de polifendis juntamente com os flavonoides pode
justificar o potencial antioxidante do extrato bruto e suas fragdes justificando o uso das folhas

de B. salicifolius na medicina tradicional.

Palavras-chave: Blepharocalyx salicifolius, controle de qualidade, atividade antioxidante,

plantas medicinais.



56

SUMMARY: The quality control is essencial to quality of vegetable raw material to obtain a
phytotherapic quality. Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg. popularly know as murta,
is used in traditional medicine as a digestive, expectorant and also for cases of cystitis and
urethritis. This study aims to establish quality control parameters of leaves from B. salicifolius
by pharmacopoeial testing and determination of antioxidant capacity against DPPH in crude
extract and fractions. The results show the presence of phenolic compounds, terpenes and
steroids. The determined values of polyphenols and flavonoids showed that 92.67% of the
crude extracts is composed of phenolic compounds and these, about on third of the sample
consists of flavonoids. The higher content of flavonoids was presented at acetate fraction
(35.49%). The crude extract at a concentration of 100g/ml and all fractions showed
antioxidant activity and the crude extract were more pronounced (91.34%), acetate fraction
(86.33%) and hexane (78.62%). The antioxidant power can be explained by the presence of
phenolic substances, which are capable of inhibiting free radicals.The physico-chemical
parameters established are useful in quality control of B.salicifolius. Occurs variation in
the physical-chemical constituents, which can be attributed to thesamples in different
regions. The polyphenol content along with the flavonoids may account for the antioxidant
potential of crude extract and its fractions, justifying the use of the leaves of B. salicifolius in

traditional medicine.

Keywords: Blepharocalyx salicifolius, quality control, antioxidant activity, medicinal plants.
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INTRODUCAO

O aumento no uso de fitoterapicos pela populacdo mundial tem se traduzido em
preocupacao com a qualidade de tais produtos, devido aos problemas comumente encontrados
referentes a autenticidade, pureza e composicao quimica das matérias-primas vegetais que
contribuem para um fitoterdpico de ma qualidade (CARVALHO et. al., 2008; SILVEIRA et.
al.; 2008).

Os consumidores utilizam os fitoterapicos como uma alternativa terapéutica eficaz e
com a mesma qualidade dos medicamentos sintéticos, tornando-se imprescindivel o controle
da matéria-prima vegetal para a obtencdo destes medicamentos (VILEGAS; CARDOSO,
2007; SIMOES et. al., 2007).

A Blepharocalyx salicifolius (Kunth.) O. Berg. conhecida como murta ¢ uma planta
nativa no Brasil, Equador, Bolivia, Paraguai, Uruguai e Argentina (LORENZI, 2002). Esta
espécie floresce no final da primavera ao inicio do verdo e frutifica de mar¢o a maio,
atingindo até 40 m de altura e chega a ser espécie predominante nas formagdes florestais em
algumas regioes (REITZ, KLEIN; REIS, 1988).

Esta planta ¢ tradicionalmente utilizada como digestivo, expectorante, e também para
casos de cistite e uretrite. Os Oleos volateis extraidos desta espécie apresentam atividade
antibacteriana para bactérias gram-positivas, bactérias gram-negativas e atividade citotoxica
frente a linha SF-268 de células cancerigenas do sistema nervoso (LIMBERGER, 2001;
CALDERON et. al., 2006).

Chalconas, quercetrina e guaijaverina isolados das folhas de B. salicifolius
apresentaram atividade leishmanicida, antitumoral e antimicrobiana (SIQUEIRA et. al. 2011).
Neste trabalho foram determinados parametros fisico-quimicos para o controle de qualidade e
determinagdo da capacidade antioxidante no extrato bruto das folhas de Blepharocalyx

salicifolius (Kunth.) O. Berg.
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MATERIAL E METODOS

As folhas de Blepharocalyx salicifolius (Kunth.) O. Berg. foram coletadas em
setembro de 2009, nas cidades de Dilermando de Aguiar (amostra 1), Sdo Pedro do Sul
(amostra 2) e Santa Maria (amostra 3), Rio Grande do Sul, Brasil. Estas foram identificadas
pelo bidlogo Gilberto Dolejal Zanetti, e depositada conforme exsicata SMDB 11822 no
Herbario do Departamento de Biologia, CCNE, UFSM.

As andlises fisico-quimicas realizadas na droga, tais como, determinacdo do pH;
matéria estranha; caracteristicas organolépticas; teor de 4gua, cinzas totais, cinzas insoluveis
em acido cloridrico, cinzas sulfatadas, indice de espuma, indice de amargor, indice de
intumescéncia seguiram a Farmacopéia Brasileira 4* edigao (1996) ¢ WHO (1998). Estas
analises foram realizadas com as trés (3) coletas.

Com o extrato das folhas de murta, amostra 3, preparado por maceragdo a frio em
solugdo hidroalcodlica 70 %, concentrado em evaporador rotatdrio e liofilizado, sendo apos,
ressuspenso em agua e fracionado em funil de separagao segundo FALKENBERG et al.
(2007), através da particao por solventes organicos de polaridade crescente, iniciando com
hexano, passando por diclorometano, cloroférmio, acetato de etila e n-butanol, obtendo-se
respectivamente as fragdes hexanica (FH), diclorometano (FD), cloroféormica (FC), acetato de
etila (FA) e n-butandlica (FB). Foi realizada a avaliagdo fitoquimica preliminar conforme a
metodologia proposta por Moreira (1979) e Costa (1982), e as determinagdes de polifenois,

flavonoides e atividade antioxidante.

Determinacao do teor de dleos volateis

A determinacdo do teor de oleos volateis foi realizada com 25 g de material fresco por
hidrodestilagdo, em aparelho de Clevenger modificado (WASICKY; AKISUE, 1969). O dleo

volatil extraido foi pesado para determinagdo do rendimento.

Determinacao do teor de polifenois

O doseamento de polifenois foi realizado através do método de Folin-Ciocalteau
modificado conforme Chandra e Meija (2004). Na solu¢ao de 0,5 mg/mL do extrato de B.
salicifolius, foi adicionado 1 mL do reagente Folin-Ciocaltteau, apos 5 min., foi acrescentado

2 mL de carbonato de sédio a 20%. A absor¢do da amostra foi medida em 730 nm em



59

espectrofotometro Schimadzu UV 1021. As andlises foram realizadas em triplicata. A curva
padrdo do acido galico foi realizada nas concentragdes de 3, 6, 10, 20, 30, 40 ¢ 50 pg/ml. O
teor de fenois foi determinado por interpolacdo da absorvancia das amostras com a curva de
calibracao do padrao e expressos como gramas de equivalente de acido galico por 100 gramas

de amostra analisada.

Determinacao do teor de flavonoides

A dosagem de flavonoides foi feita de acordo com Rio (1996) modificado, onde a
concentragdo da amostra analisada foi de 400 pg /mL solubilizada em MeOH 70% e
acrescidas de cloreto de aluminio (AICl3) a 5%. A curva padrdo da rutina foi obtida nas
concentragdes de 10, 20, 50, 100, 150, 200, 300, 400 e 800ug/ml. As analises foram
realizadas em triplicata e a leitura foi realizada em espectrofotometro UV/visivel (425 nm). O
teor de flavonoides foi determinado por interpolacdo da absorvancia da amostra com a curva
de calibrag¢dao do padrao e expressos como gramas de equivalente de rutina por 100 gramas de

amostra analisada.

Determinagao do potencial antioxidante por DPPH

A determinagdo do potencial antioxidante foi realizada pelo método radical livre
estavel DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) conforme Choi et al. (2002). Como controle
positivo, foi utilizado o 4cido ascérbico. A solugdo estoque foi preparada na concentragdo de
Img/mL e a partir desta, dilui¢cdes seriadas foram realizadas nas concentragcdes de 200; 100;
50; 25; 12,5; 6,25; 3,13 e 1,56 ng/mL. Fez-se a leitura das absorvancias em espectrofotometro
a 518 nm. O ensaio foi realizado em triplicata. A porcentagem de inibi¢ao do radical livre
DPPH foi determinada com a férmula: % inibicdo = [100 - (Absorvancia da amostra —

Absorvancia do Branco)/Absorvancia do controle] x 100.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras das folhas frescas de Blepharocalyx salicifolius apresentaram um forte
odor aromatico caracteristico, com coloragdo verde escuro e sabor adstringente. O pH foi
caracterizado por pH acido em solugdo hidroalcoolica 70%. A presenca de mucilagens e
saponinas foram determinadas pelo indice de intumescéncia e de espuma, respectivamente
(tabela 1).

Os padrdes de pureza da B. salicifolius encontrados apresentaram cinzas totais (7,01-
9,61%), cinzas insoluveis em acido cloridrico (0,21-0,35%), cinzas sulfatadas (5,90-6,43%) ¢
teor de dgua (6,26-6,70%). Esses resultados estdo em conformidade com a Farmacopéia
Brasileira 4* (2003), que descreve que o teor de umidade tem que ser no maximo de 14%,

cinzas insoluveis em HCI no maximo de 2% e cinzas totais no maximo de 12%.

TABELA 1 - Anilises fisico-quimicas das folhas de B. salicifolius

Parametros de qualidade Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
X+ DP X+ DP X+ DP
Matéria estranha (%) 0,14+0,02 0,08+0,01 0,15+0,01
Teor de 4dgua (%) 6,26+0,21 6,70£0,58 6,30+0,36
Cinzas totais (%) 7,01+0,82 9,61+1,15 7,72+0,79
Cinzas insol. HCI (%) 0,30+0,04 0,21+0,01 0,35+0,01
Cinzas sulfatadas (%) 6,01+0,06 6,43£0,08  5,90+0,51
indice de amargor (u/g) 301,67£1,80  240,00+1,40  298,35+1,30
Indice de intumescéncia 3,0+0,2 4,2+0,4 3,5+0,5
pH 4,8+0,2 5,0£0,3 4,5+0,2
Teor de 6leos volateis (%) 0,16+0,02 0,18+0,1 0,15+0,09

A determinacado do teor de cinzas totais ¢ importante uma vez que indica a presenga de
impurezas inorganicas nao-volateis que podem estar contaminando a droga vegetal (FARM.
BRAS., 2000). As cinzas totais incluem cinzas fisiologicas e de materiais estranhos, cinzas
ndo-fisiologicas, especialmente areia e terra aderente a superficie da droga (FARM. BRAS.
1988).

A agua residual encontrada na droga sugere, quando excede o limite preconizado, em
perda do material vegetal por contaminagdo microbiana ou degradagdo dos seus constituintes

quimicos. O indice de amargor de cada amostra de 240,0; 295,35 e 306,7 us/g permite
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concluir, que a planta apresenta substidncias amargas. Plantas medicinais com forte sabor
amargo sao empregadas principalmente como digestivas, pois estimulam a producdo de suco
gastrico (MORS et. al., 2000).

As folhas de B. salicifolius apresentaram rendimento de 6leo volatil de 0,15-0,18 %
(tabela 1), que vem a corroborar com o estudo realizado por Mattos (1983), o qual encontrou
o teor de 0,17%, e identificou os constituintes do 6leo volatil de B. salicifolius como 1,8-
cineol (25,2%), beta-cariofileno (22,9 %) e linalol (20,4 %).

ApoOs analises estatisticas (p<0,01) com o software Assistat, foi possivel afirmar que, a
amostra 2 (Sao Pedro do Sul) ¢ significativamente diferente das amostras 1 (Dilermando) e
amostra 3 (Santa Maria).

A triagem fitoquimica (tabela 2) do p6 das folhas de B. salicifolius evidenciou a
presenca de esteroides, triterpenos € compostos fenolicos principalmente flavonoides,
saponinas e taninos. O que estd de acordo com o uso tradicional, pois plantas ricas em taninos
sdo usadas no tratamento de diarréia, reumatismo, feridas, problemas estomacais, renais e

processos inflamatorios em geral (SIMOES et al., 2007).

TABELA 2 - Analise fitoquimica.

Metabélitos secundarios Amostral. Amostra2. Amostra 3.
Cumarinas - - -
Saponinas + + +
Antraquinonas - - -
Compostos fenolicos + + +
Alcaloides - - -
Heterosideos cardiotonicos - - -
Flavonoides + + +
Taninos + + +
Esteroides/terpenos + + +

(-) auséncia de reacdo; (+) presenga de reacao.

Os teores de polifenois e flavonoides (tabela 3) demonstram que o maior teor de
flavonoides foi apresentado na fracdo acetato (35,49%). Compostos flavonoidicos
representam um dos grupos fendlicos mais importantes e diversificados entre os produtos de
origem natural; classe de compostos amplamente distribuida no reino vegetal (HARBONE;
WILLIAMS, 2000). Estas substancias atuam na inibicdo da enzima lipoxigenase, que
converte o acido araquidonico em leucotrienos, mediadores de asma, alergias e inflamagao

(ISHIKAWA et al., 2006).
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TABELA 3- Determinagio do teor de polifenois e flavonoides nas folhas de B. salicifolius

Polifendis (g)/100gamostra Flavonoides (g)/100g amostra
X +PD X +PD
EB 0,04% 92,67+1,37 24,94+0,51
FAc 0,04% 82,82+ 4,86 35,49+0,74
FBut 0,04% 70,84+10,38 10,42+0,12

A atividade antioxidante pode ser explicada pela presenca de substancias fendlicas,
que sdo capazes de inibir os radicais livres (RUBERTO et al., 2007). O extrato de B.
salicifolius e as fragdes acetato e butandlica na concentragdo de 100 pg/mL estdo de acordo
com esta afirmagdo, pois 0s mesmos na determinagdo do potencial antioxidante apresentaram

valores de (91,34%); (86,33%) e (78,62%) respectivamente (figura 1).

120,00 Ac. ascirbico
= Extrato bruto
100,00 - Frag3o diclorometano
80,00 | X Frag:?o acetato'
e Fragdo butandlica
fgn 60,00 - + Oleos essenciais
£ A Fragdo hexanica
X 40,00 ~ Log. (Ac. ascorbico)
2o’m i —— Log. (Extrato bruto)
—— Log. (Fraggo butandlica)
0,00 ‘ Log. (Frago diclorometano)
20,00 0 50 100 150 200 250 —— Log. (Olecs essenciais)
’ —— Log. (Fragao acetato)
Concentragso (pg/mL) — Log. (FragBo hexanica)

FIGURA 1 — Potencial antioxidante de B. salicifolius por DPPH

A porcentagem de atividade antioxidante corresponde a quantidade de DDPH
consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante necessaria para
decrescer a concentra¢do inicial de DPPH em 50% ¢ denominada concentragdo eficiente
(CEsp), também chamada de concentracdo inibitoria (CI50). Quanto maior o consumo de

DPPH por uma amostra, menor sera a sua CEs( e maior a sua atividade antioxidante.
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TABELA 4 - Determinag@o da concentracao eficiente (CEsp) por DPPH nas folhas
de B. salicifolius

Amostras CE 5% (ng/mL)
Ac.ascorbico 3,525
Extrato bruto 7,15
Fragao acetato 14,91
Fracao butandlica 49,95
Fragao diclorometano 99,38
Fragao hexanica 14,22
Oleos essenciais > 1000

O valor CEsp = 7,15 pg/mL do extrato bruto demonstrou que os constituintes quimicos
em sinergismo possuem maior atividade antioxidante do que as suas fra¢des, ndo deixando de
enfatizar que a fragdo acetato (CEsyo = 14,91 pg/mL) também apresentou expressivo potencial
antioxidante (tabela 4), quando comparado com o padrdo acido ascorbico. Em um estudo com
a espécie Terminalia brasiliensis Camb. (fracdo hexanica) apresentou CEsy (44,53 e 27,59
pg/mL) nas suas folhas e cascas, respectivamente (SOUSA, 2007). Ja o acido gélico e a rutina
apresentaram uma CEsg (24,27 e 27,80 pg/mL), mostrando menor potencial antioxidante que

B.salicifolius.

CONCLUSAO

Os parametros fisico-quimicos estabelecidos sdo tteis no controle de qualidade de B.
salicifolius. Ha variacdo dos constituintes fisico-quimicos, a qual pode ser atribuida a coleta
em regides diferentes. O teor de polifenois juntamente com os flavonoides pode justificar o
potencial antioxidante do extrato bruto e suas fracdes justificando o uso das folhas de B.

salicifolius na medicina tradicional.
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3.3 Manuscrito 3

Avaliacio da atividade anti-inflamatéria e parametros bioquimicos de

Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg. (Myrtaceae)

Alexandre Ribasl, Rosana Casotil, Rafael Noal Morescol, Sergio Dalmoral, Meldania Palermo Manfronl.

IPrograma de Pos-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Santa Maria, Prédio 26,

Santa Maria, RS, CEP: 97105-900, Brasil.

RESUMO: Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg. (Myrtaceae) conhecida popularmente
como murta, ¢ utilizada na medicina tradicional como digestivo, estabilizante da pressao
arterial e nos casos de cistite e uretrites. O objetivo deste estudo foi a determinacdo da
atividade anti-inflamatéria e toxicidade hepdtica e renal a partir do extrato bruto
hidroalcodlico a 70% das folhas de B.salicifolius. As anélises hepatotdxicas e nefrotoxicas
foram realizadas através das medidas dos niveis séricos da aspartato aminotransferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT ) e creatinina respectivamente. Para a avaliacdo do efeito anti-
inflamatorio utilizou-se o método da inducdo de formagdo do tecido granulomatoso pela
implantacao de pellets de algodao. O tratamento foi realizado por 6 dias consecutivos, por via
oral, onde foram administrados 1,5 mL do extrato bruto hidroalcodlico das folhas de B.
salicifolius, por gavagem, fracionado em 3 admnistracdes didrias. O controle positivo
utilizado foi nimesulida (5mg/kg/dia) e como controle negativo foi administrado
propilenoglicol 20% (v/v). Apds o periodo de tratamento, o grupo de animais controle
tratados com nimesulida apresentou uma inibi¢ao do processo inflamatorio de 21,42 + 6,52%,
enquanto o grupo tratado com B. salicifolius mostrou uma inibicdo do processo inflamatorio
de 24,7 + 4,6%, quando comparados ao controle negativo de propilenoglicol 20% (p < 0,05).
Os niveis séricos de AST, ALT e creatinina em todos os grupos de animais, ndo mostraram
elevacao significativa quando comparados ao controle negativo. A Atividade anti-inflamatoria
exibida pela B. salicifolius poderia ser associada a sua composi¢do que contém polifendis em

abundancia.

PALAVRAS-CHAVE: Blepharocalyx salicifolius, granuloma, AST, ALT, creatinina.
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SUMMARY: Blepharocalyx salicifolius (Kunth). the Berg. (Myrtaceae) known popularly as
murta, it is used in the traditional medicine as digestive, stabilizing of the arterial pressure and
in the cases of cystitis and urethritis. The objective of this study was the determination of the
anti-inflammatory activity and hepatic and renal toxicity from the hidroalcodlico rude extract
70% of leves of B.salicifolius. Hepatotoxic and nephrotoxic analyzes were performed by
measuring the serum aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) and
creatinina respectively. For the evaluation of the anti-inflammatory effect was used the
method of the induction of formation of granulomatous for the implantation of cotton pellets.
The treatment was carried for 6 days consecutive, by way oral, where they were administered
1,5’ mLof crude extract from the leaves of B. salicifolius, by
gavage, in three fractionated admnistragdes daily. The used positive control was nimesulida
(5mg/kg/dia) and as negative control was managed propilenoglicol 20% (v/v). After the
period of treatment, the group of animal has controlled treat with nimesulida presented a
inhibition of the inflammatory process of 21,42 + 6.52%, while the group dealt with B.
salicifolius showed a inhibition of the inflammatory process of 24,7 + 4.6%, when compared
with the negative control of propilenoglicol 20% (p < 0,05). The séricos levels of AST, ALT
and creatinina in all the groups of animals, had not shown significant rise when comparative
to the negative control. The anti-inflammatory Activity shown by the B. salicifolius could be

associated with its composition that contains polifenois in abundance.

KEYWORDS: Blepharocalyx salicifolius, granuloma, AST, ALT, creatinine.
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INTRODUCAO

A busca pela cura de doengas através da ingestdao de ervas e folhas medicinais, foi uma
das primeiras formas de utilizagdo dos produtos naturais (VIEGAS-JUNIOR et al., 2006). O
conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico recurso terapéutico de
muitas comunidades e grupos étnicos. As observagdes populares sobre o uso e a eficcia de
plantas medicinais de todo mundo, mantém em voga a pratica do consumo de fitoterapicos,
tornando validas as informagdes terapéuticas que foram sendo acumuladas durante séculos.

Atualmente, mais de 13.000 espécies de plantas sdo utilizadas como fonte de produtos
naturais biologicamente ativos, muitas das quais servem de modelo para a sintese de um
grande numero de farmacos. Dentre varios medicamentos obtidos de plantas medicinais estd o
Acheflan®, medicamento fitoterapico indicado no tratamento local de processos
inflamatorios, constituido de 6leos essenciais de Cordia verbenacea (erva-baleira) pertencente
a familia Borraginaceae.

O processo inflamatorio ¢ uma resposta do organismo frente a um processo infeccioso,
a um antigeno ou lesdo celular ou tecidual, de carater benéfico, com o propdsito de erradicar o
agente agressor e promover a reparagdo tecidual. Os farmacos anti-inflamatorios sdo capazes
de interferir no processo reacional de defesa do organismo, minimizando os danos e
proporcionando maior conforto ao paciente (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).

Os anti-inflamatorios nao esteroidais (AINEs) sdo os agentes mais utilizados na
terapéutica. Constituem o principal grupo de farmacos utilizados mundialmente no tratamento
da inflamagao, devido aos seus efeitos anti-inflamatorio, antipirético e analgésico atribuidos a
inibi¢do da enzima ciclo-oxigenase (COX) e conseguinte, inibi¢ao da sintese dos prostandides
(MARNETT, 2009). O AINE mais antigo ¢ a Aspirina® (acido acetilsalicilico), um derivado
do acido salicilico. Este, por sua vez, ¢ um derivado da salicina, obtida originalmente das
cascas do tronco de Salix alba (salgueiro) Salicaceae (VIEGAS et al., 20006).

A formagdo do granuloma experimentalmente desenvolvido foi através do implante
subcutaneo de pellets de algodao em ratos, que ¢ um método utilizado para avaliar a atividade
de agentes anti-inflamatorios, o qual possui uma reprodutibilidade confidvel devido a
capacidade de interferéncia do cilindro implantado com os componentes proliferativos do
processo inflamatorio (BAILEY et al., 1982). O granuloma formado no local do implante dos
pellets de algodao se caracteriza pela formacdo de uma céapsula fibrosa, vascularizada

contendo fibroblastos e com infiltragdo de células polimorfonucleares. Quanto menor for a
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capsula fibrosa, maior sera a atividade anti-inflamatoria da substincia testada (LE BARS et
al., 2001). A indugdo tecido granulomatoso ¢ um método amplamente utilizado para a
avaliacdo de substancias anti-inflamatoérias (SWINGLE; SHIDEMAN, 1972).

A concentragdo sérica de enzimas especificas permite a avaliagdo da toxicidade
hepatica e renal. As aminotransferases sdo indicadores confidveis de alteragdo funcional ou
estrutural das células do figado e aspartato aminotransferase/alanina aminotransferase (AST
/ALT) sao tuteis no diagnostico de doencas do figado (BITTENCOURT; SILVA, 1985;
ANDRIOLO; BORGES, 1989). A determinagao da creatinina sérica € um teste utilizado para
avaliar a fun¢do renal (GUYTON; HALL, 2002).

A Blepharocalyx salicifolius ¢ uma espécie pertencente a familia Myrtaceae ocorrendo
no Brasil (Goids, Minas Gerais e da Bahia ao Rio Grande do Sul), Equador, Bolivia, Paraguai,
Uruguai e Argentina (LORENZI, 2002). E conhecida popularmente como murta sendo
utilizada na medicina tradicional como digestivo, estabilizante da pressdo arterial e nos casos
de cistite e uretrites (GALVANI; BARRENECHE, 1994; MENTZ, 1997). Nas folhas de B.
salicifolius foi detectado a presenca de flavonoides, triterpenos e taninos e 6leos essenciais, no
qual foram isolados e identificados seus constituintes quimicos como o 1,8-cineol (25,2%), B-
cariofileno (22,9 %) e linalol (20,4 %) (MATTOS, 1983; LAZZARI; HECKLER, 1996).

O o¢leo essencial de B. salicifolius apresentou atividade antibacteriana tanto para
bactérias Gram-positivas como para Gram-negativas (LIMBERGER, 2001). Também foi
observada atividade citotoxica frente a linhagem SF-268 de células cancerigenas do sistema
nervoso (CALDERON et al., 2006). Cinco compostos foram isolados e ensaiados, mostrando
atividade  contra  células tumorais, Leishmania amazonensis € Paracoccidioides
brasiliensis (SIQUEIRA et al. 2011).

Este estudo teve como objetivo determinar a atividade anti-inflamatoria do extrato
bruto (EB) hidroalcodlico a 70% das folhas de B. salicifolius, testando o modelo de inducao
in vivo da formacgao de tecido granulomatoso, e avaliar a toxicidade hepatica e renal através

de soro de aspartato aminotransfersae (AST), alanina aminotransferase (ALT) e creatinina.
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MATERIAL E METODOS

Obtenciao do material vegetal

A Blepharocalyx salicifolius (Kunth.) O. Berg foi coletada em setembro de 2009, no
municipio de Santa Maria no Estado do Rio Grande do Sul. A exsicata deste material foi
identificada pelo bidlogo Gilberto Dolejal Zanetti, e depositada no Herbario do Departamento
de Biologia, conforme exsicata SMDB 11822. As folhas frescas foram colhidas e submetidas
a secagem em estufa com ar circulante, a temperatura de 40°C e logo depois, moidas em
moinho de facas e maceradas em solugdo de etanol 70%. O extrato foi concentrado em

evaporador rotativo e posteriormente liofilizado.

Animais

Para o ensaio, foram empregados ratos machos Wistar, pesando entre 180-200g foram
selecionados e distribuidos aleatoriamente em trés grupos com lote de 6 animais em cada
gaiola, mantidos em temperatura (23 + 2 °C) e umidade (55 + 10 %) mantidos no Biotério do
DFI/CCS/UFSM, onde receberam 4gua e alimento ad [libitum, com fotoperiodo de 24
horas/luz.

Grupol: controle positivo-nimesulida, Nisulid® (5mg/Kg/dia);
Grupo 2: Tratamento-EB B.salicifolius (300 mg/kg/dia);

Grupo 3: controle negativo- Propilenoglicol/agua (20%).

Modelo in vivo de inducio da formaciao de tecido granulomatoso

Para a avaliagdo do efeito anti-inflamatério do extrato bruto (EB) hidroalcodlico das
folhas de B.salicifolius, utilizou-se o método da inducdo de formacdo do tecido
granulomatoso pela implantacao de pellets de algodao, descrito por Meier (1950), modificado
por Niemegeers (1975) e adaptado por Germano (1993).

Em condicdes assépticas e sob anestesia, foi efetuada uma incisdo longitudinal dorsal
em cada animal e implantado um pellets de algodao hidrofilo branco de 40 mg previamente
esterilizado e imerso em solug@o de ampicilina a 30%. Duas horas apos o implante dos pellets

de algoddo e durante sete dias consecutivos, os animais receberam 1,5 mL do extrato bruto
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por gavagem, fracionado em trés administragdes didrias. No sétimo dia, os animais foram
sacrificados, os granulomas removidos e submetidos a secagem em estufa a 60°C, por 24
horas.

O peso do granuloma foi considerado ap6s dessecagao pela diferenga entre os pesos
final e inicial. O percentual de Inibi¢do (1%) do processo inflamatdrio foi obtido através da
formula:

% = 100 — (B x 100/A), onde (A) ¢ o peso médio do granuloma do veiculo
(propilenoglicol 20%); (B) ¢ o peso médio do granuloma do tratamento com EB de B.
salicifolius. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com recomendagdes do
Comité Internacional de cuidados no uso de animais e de acordo com os regulamentos

nacionais para a experimentacao animal.

Testes bioquimicos

As dosagens bioquimicas foram realizadas em todos os ratos do teste de granuloma.
No final do tratamento, 3 mL de sangue foram coletadas através de pungdo cardiaca dos
grupos de teste, controle positivo e controle negativo. Estas amostras foram centrifugadas a
2800 rpm por 15 minutos para separar o soro. Os niveis séricos de aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT) e creatinina foram mensurados no sistema

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

Polifenois totais

O doseamento de polifenois foi realizado através do método de Folin-Ciocalteau
modificado (CHANDRA; MEIJA, 2004). Para o ensaio foi preparado uma solugao de 0,5
mg/mL do extrato bruto de B. salicifolius, no qual foi adicionado 1 mL do reagente Folin-
Ciocaltteau, ap6s 5 min., foi acrescentado 2 mL de carbonato de s6dio a 20% . Mediu-se a
absor¢ao da amostra a 730 nm em espectrofotometro Schimadzu UV 1021. As analises foram
realizadas em triplicata. A curva padrao do acido gélico foi realizada nas concentragdes de 3,
6, 10, 20, 30, 40 ¢ 50 pg/mL. O teor de polifenois foi determinado por interpolacdo da
absorvancia das amostras com a curva de calibragdo do padrio e expressos em g de

equivalente de acido galico por 100 gramas de EB.
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Flavonoides totais

A dosagem de flavonoides foi feita de acordo com Rio (1996) modificado, onde a
concentracdo da amostra analisada foi de 400 pg /mL solubilizada em metanol (MeOH) 70%
e acrescidas de cloreto de aluminio (AlCls) a 5%. Foi utlizada rutina como padrdo, no qual a
curva do padrao foi obtida nas concentragdes de 10, 20, 50, 100, 150, 200, 300, 400 ¢ 800
png/ml. A leitura foi realizada em espectrofotometro UV/visivel (425 nm). O teor de
flavonoides foi determinado por interpolagdo da absorvancia da amostra com a curva de
calibragdo do padrdo e expressos em g de equivalente de rutina por 100 gramas de EB. A

andlise foi realizada em triplicata.

Analise estatistica

Os dados obtidos foram expressos como média e desvio padrio (DP), e as
comparagdes entre os grupos foram realizadas pelo teste t de Student, considerado-se niveis

de significancia P <0,05.

RESULTADOS E DISCUSSOES

O modelo de granuloma em ratos tem sido usado para avaliar a reagcdo inflamatoria
cronica. Este modelo avalia a fase transudativa, exsudativa e proliferativa da inflamagao
cronica. Substancias anti-inflamatorias, tais como AINEs (nimesulida) interferem no processo
de formagdo do granuloma, suprimindo a infiltracdo inicial de neutrofilos no granuloma

(BAILEY, 1982).

Apds a administragdo por via oral (gavagem) de B. salicifolius, nimesulida e
propilenoglicol 20%, os pellets de algoddo foram retirados, secos e pesados. O resultado
mostrou uma significativa inibicdo do processo inflamatorio nos animais do grupo tratado
com extrato da B. salicifolius. Os animais do grupo controle tratado com nimesulida tiveram
um processo de inibicdo da inflamacdo 21,4 + 6,5%, enquanto o grupo tratado com B.
salicifolius mostrou uma inibicdo de 24,7 + 4,6%, quando comparado ao grupo controle
negativo propilenoglicol 20% (p <0,05). Os resultados obtidos do extrato da B. salicifolius e

nimesulida sdo similares, demonstrando que a atividade anti-iflamatdria do extrato vegetal ¢
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significativa o que vem a justificar seu uso popular.
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FIGURA 1 — Atividade anti-inflamatoéria do extrato bruto da B. Salicifolius (300 mg/kg/dia) ¢ da nimesulida
(5mg/Kg/dia), na inibi¢do da formagdo do tecido granulomatoso em ratos Wistar .

Os resultados da atividade anti-inflamatoria apresentada pelo extrato hidroalcodlico de
B. salicifolius, pode estar associada a sua composigdo, que contém substancias fenolicas como
majoritarias. As quantidades de polifenois totais e flavonoides foram determinadas pelo
método espectroscopico para o extrato bruto da B. salicifolius, onde foram obtidas 92,67g e
24,94¢g de equivalente de acido galico e rutina por 100 g de extrato bruto, respectivamente. A
acao anti-inflamatoria dos flavonoides se da através da modulagdo das células envolvidas com
a inflamacao (inibindo a proliferacdo de linfocitos T), inibindo a produgdo de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-ae IL-1), modulando a atividade das enzimas da via do 4cido
araquidonico, tais como fosfolipase A,, ciclo-oxigenase e lipo-oxigenase, além de modularem
a enzima formadora de 6xido nitrico, a 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) (KIM et al.,
2004; CAZAROLLI et al., 2008; LOPEZ-POSADAS et al., 2008).

O extrato obtido por maceracao das flores de Arnica montana 1%, administrados por
via oral, mostraram reducdo do processo inflamatério muito proximo do ocorrido com a
betametasona pelo método de edema de pata de rato. 4. montana contem constituintes ativos
como isoquercetina, quercetina e outros flavonoides.

O extrato de Conocliniopsis prasiifolia mostrou atividade anti-inflamatoria in vitro
significativa em concentracdes de 25 e 50 pg/mL pelo metodo de inibicdo de degranulagdo de
neutrofilos em ratos, onde se atribuiu a atividade a presenca de flavonoides (MACEDO,
2004). Além da comprovacao das atividades farmacologicas ¢ essencial o estudo bioldgico de
avaliagdo toxicologica. A avaliagdo de ensaios de toxicidade renal e hepatica sao

fundamentais para assegurar o uso farmacologico seguro de um fitoterapico.
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O tratamento realizado com extrato hidroetanodlico da B. salicifolius ndo induziu a
modificac¢des no perfil bioquimico de AST e ALT (tabela 1), sugerindo que nao houve danos
no figado ou lesdo tecidual nos animais testados com as respectivas doses de B. salicifolius.
Além disso, os resultados mostraram que nao houve comprometimento da fungao renal nas

doses testadas, porque nenhum aumento significativo dos niveis de creatinina foi observado.

TABELA 1 — Valores das dosagens bioquimicas realizadas apds o término do ensaio do granuloma em ratos
Wistar.

B. salicifolius Nimesulida Propileneglicol 20%
X «PD X <PD X <PD
AST (U/L) 134,00+16,55 130,17+14,26 149,33+49,38
ALT (U/L) 60,00+14,18 55,50+8,76 53.00+14,59
Creatinina (mg/dL) 0,17+0,04 0,194+0,09 0,22+0,06

Estas enzimas estdo amplamente distribuidas nas células, especialmente no figado e no
miocardio, além de estar presente nos rins € musculo esquelético, em baixa taxa sanguinea em
humanos. Esta taxa se eleva consideravelmente em caso de lesdes celulares. O aumento do
teor de AST pode indicar infarto do miocardio e o de ALT, lesdao hepatica. A AST e ALT sao
liberadas no sangue em grandes quantidades quando hd dano a membrana do hepatocito,
resultando em aumento da permeabilidade. A necrose em si ndo ¢ necessaria, ¢ hd baixa
correlagdo entre o grau de lesdo hepatocelular e o nivel das aminotransferases. Por isso, a
elevacao absoluta das aminotransferases tem grande significado diagnostico e nao progndstico

nas hepatopatias agudas (MOTTA, 2003).
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CONCLUSAO

Os resultados apresentados pelo extrato hidroalcodlico das folhas da Blepharocalyx
salicifolius mostraram que o extrato foi capaz de inibir significativamente a formacao de
tecido granulomatoso no modelo in vivo sem causar danos ao figado ou aos rins, nas doses
testadas. Esta atividade anti-inflamatoria pode ser atribuida a presenca de compostos
fendlicos, principalmente os flavonoides nas suas folhas, as quais sdo substancias com

propriedades anti-inflamatorias.
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4 DISCUSSAO GERAL

A analise macroscopica das folhas de B.salicifolius revelou que a mesma segue o
padrdo dos caracteres morfoldgicos descritos para a familia Myrtaceae, destacando-se a
venacao do tipo peninérvia e a presenca de pequenas pontuacdes translucidas por toda a
lamina foliar (SCHULTZ, 1985; BARROSO, 1991; JOLY, 2002; GONCALVES; LORENZI,
2007). A nervura intramarginal continua, descrita para as folhas de Myrtaceae foi confirmado
para as folhas de Murta (CRONQUIST, 1981).

Caracteristicas marcantes no controle de qualidade das folhas de B. salicifolius ¢ a
lamina foliar discolor, ndo apresentar pilosidade, e a venacdo ser broquidodroma,
predominante em Mirtaceas, o que a diferencia de Psidium guajava, Psidium australe e
Campomanesia pubescens as quais apresentam vena¢ao do tipo acrédromo-broquidédromo.
Estas apresentam a nervacdo ultima marginal em arcos, enquanto que Psidium firmum,
Calycolpus legrandii e Acca sellowiana a nervagado ultima marginal ¢ fimbrial, o que em B.
salicifolius ¢ incompleta, que diferenciam espécies muito proéximas (CARDOSO; SAJO,
2004).

O peciolo em B.salicifolius ¢ achatado e, em sec¢ao transversal, ¢ biconvexo diferindo
de Eugenia uniflora que é concavo-convexo (FARM. BRAS. 5" ed., 2010).

A ocorréncia de cavidades secretoras, a abundancia de oxalato de calcio na forma de
cristais e estomatos anomociticos, conforme Metcalfe e Chalk (1950) e Solereder (1908), sdo
caracteristicas comuns para a familia.

As folhas de B. salicifolius na face adaxial apresentam células epidérmicas de parede
celular sinuosa, e na face abaxial as células sdo de parede reta, o que permite diferencia-la de
espécies como Eugenia uniflora e Eucaliptus globulus, que possuem células epidérmicas do
tipo poligonal nas duas faces epidérmicas (FARM. BRAS. 5° ed., 2010). A epiderme de B.
salicifolius uniestratificada, ¢ semelhante a de FEugenia uniflora, contudo, serve como
diferencial para outras espécies de Myrtaceae em que a epiderme ¢ pluriestratificada. A
cuticula espessa e plicada, com um maior acimulo de material na regido central das paredes
periclinais das células epidérmicas, que a diferencia de Eugenia uniflora, que possui cuticula
fina. Células mucilaginosas nas duas faces epidérmicas de B. salicifolius a diferencia de
espécies como Eucaliptus globulus, Psidium guajava, Eugenia uniflora e Syzygium cumini

(FARM. BRAS. 5% ed., 2010). Os estdbmatos do tipo anomociticos e anisociticos,
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caracteristicos em Myrtaceae (Metcalfe e Chalk, 1950), diferem de Psidium guajava, Eugenia
uniflora e Syzygium cumini que apresentam apenas estOmatos anomociticos. Estomatos
projetados em relagdo as células epidérmicas (P. guajava), Farm. Bras. 5* ed., (2010), em
B.salicifolius estao dispostos no mesmo nivel das c€lulas epidérmicas.

Auséncia de tricomas diferencia a murta de inimeras espécies como Psidium guajava
que possui tricomas tectores simples dispostos em maior quantidade na face abaxial (FARM.
BRAS. 5% ed., 2010). Caracteristica anatdmica importante, pois os tricomas geralmente
permanecem integros mesmo em drogas pulverizadas.

O mesofilo em B.salicifolius ¢ heterogéneo e simétrico, o parénquima palicadico ¢é
isofacial, com células de maior tamanho na paligada subjacente a epiderme da face adaxial,
diferente de Psidium guajava, Eugenia uniflora, Syzygium cumini, que apresentam mesofilo
bifacial. No parénquima esponjoso, os espagos intercelulares em B. salicifolius sao do tipo
camara, enquanto que em Psidium guajava séo do tipo meato (FARM. BRAS. 5 ed. 2010).

Os feixes vasculares de B.salicifolius, sdo do tipo colateral, envolvidos por uma
bainha de células parenquimadticas, o que a diferencia de P. guajava, que possui feixes
vasculares do tipo bicolateral em arco aberto, outras espécies de Myrtaceae como E.globulus e
E.uniflora o sistema vascular ¢ do tipo bicolateral fechado (FARM. BRAS. 5% ed., 2010).

O cultivo, o clima, o solo, a area geografica, a irrigacdo, os procedimentos para a
coleta, a época do ano, o periodo do dia, e o 6rgdo vegetal, sdo fatores que asseguram a
qualidade de drogas vegetais como também o monitoramento da presenca de contaminantes
(OMS, 2003).

A caracterizagdo fitoquimica das folhas da B.salicifolius evidenciou a presenga de
esteroides, triterpenos e compostos fenolicos principalmente flavonoides, saponinas e taninos.
O oleo volatil teve um rendimento de 0,15-0,18 %, o que ¢ corroborado por Mattos (1983), o
qual encontrou o teor de 0,17%, e identificou os constituintes do 6leo volatil de B. salicifolius
como 1,8-cineol (25,2%), beta-cariofileno (22,9 %) ¢ linalol (20,4 %).

As determinagdes de cinzas totais (7,01-9,72)%, cinzas insoluveis em acido cloridrico
(0,21-0,35)%, cinzas sulfatadas (5,90-6,43)% e teor de umidade (6,26-6,70)% estao de acordo
com a Farmacopéia Brasileira 4 ed. (2003), que discrimina no maximo, para cinzas totais de

12%, cinzas insoluveis em HCI de 2% e teor de umidade de 14%.

As cinzas totais sao derivadas de tecido vegetal, de materiais estranhos, especialmente
areia e terra aderente a superficie da droga, portanto importante para o controle de qualidade,

pois a presenca de impurezas inorganicas nao volateis indica contaminantes da droga vegetal,
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(FARM. BRAS. 4° ed., 1988, 2000). O teor de agua indica as condi¢des de armazenamento,
que excedendo o limite preconizado pode indicar contamina¢do microbiana ou degradacao
dos seus constituintes quimicos.

O extrato bruto da B.salicifolius, quando administrado por via oral, produziu uma
significativa inibi¢cdo do processo inflamatério no modelo de granuloma em ratos, em 24,7 +
4,6%, quando comparado ao controle negativo (propilenoglicol), demonstrando significativa
atividade anti-inflamatoria.

Os resultados da atividade anti-inflamatdria da B.salicifolius podem estar associados as
substancias fenodlicas devido ao teor de polifenois, em torno de 90% e o de flavonoides de
24%. Conocliniopsis prasiifolia também apresentou atividade anti-inflamatéria significativa
pelo método de inibicao de degranulagdo de neutréfilos em ratos, a qual foi atribuida aos
flavonoides presentes nessa espécie (MACEDO, 2004).

O extrato bruto e todas as fragdes apresentaram atividade antioxidante na concentragao
de 100 pg/mL, sendo que no extrato bruto (91,34%) e nas fracdes acetato (86,33%) e
hexanica (78,62%) esta atividade foi maior. Esta atividade antioxidante pode ser explicada
pela presenca de substancias fenoélicas, as quais sdo capazes de inibir os radicais livres.

O extrato da B.salicifolius ndo alterou os niveis séricos de AST e ALT, sugerindo que
ndo houve danos ao figado. Também ndo houve comprometimento da funcao renal nas doses
testadas, ja que os niveis de creatinina ndo foram alterados significativamente.

Os resultados obtidos corroboram com a necessidade de estudos mais aprofundados
quanto a toxicidade, ao mecanismo de agdo, isolamento de substancias responsaveis pelas

atividades biologicas da B.salicifolius, visando uma aplicagdo farmacéutica.



82

5 CONCLUSOES

v' As caracteristicas morfo-anatébmicas da B.salicifolius sdo compativeis com as
descritas para Myrtaceae.

v" A lamina foliar é discolor, com consisténcia cartacea e venagdo peninériva do tipo
broquidédromo.

v A epiderme ¢é uniestratificada com inimeras células mucilagenosas, estomatos do tipo
anomociticos e anisociticos, com auséncia de tricomas.

v" O mesofilo é heterogéneo e simétrico, o feixe vascular é colateral fechado e rodeado
por uma bainha parenquimatica.

v' Ha a presenca de cristais de oxalato de célcio na forma de drusa e estruturas
secretoras arredondadas, caracteristicas consistentes que em conjunto, contribuem no
controle botanico das folhas.

v" Os teores de polifenois e flavonoides no extrato bruto hidroalcodlico da B. salicifolius
podem justificar o seu uso como anti-inflamatério.

v" O poder antioxidante da B.salicifolius pode estar relacionado a presen¢a de substancias
polifenolicas, que combatem os radicais livres.

v O extrato da B.salicifolius inibiu significativamente a formagdo de tecido
granulomatoso em ratos.

v O extrato da B.salicifolius ndo apresentou alteragdo nas dosagens séricas da AST e
ALT e creatinina.

v" O extrato da B.salicifolius ndo apresentou toxicidade hepatica e renal em ratos nas

doses testadas.
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