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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi realizar isolamento de compostos e avaliagcéo
do potencial biolégico e farmacoldgico da espécie Buddleja stachyoides Cham. &
Schltdl. (Scrophulariaceae), conhecida popularmente como verbasco ou barbasco,
encontrada, principalmente, na regido sul do Brasil, é usada na medicina tradicional
como anti-hemorroidal, antitussigena, analgésica, sudorifera, emoliente e
antireumatica. Foram isolados compostos das fracdes hexanica das raizes e acetato
de etila das partes aéreas. O método analitico de quantificacdo do marcador
verbascosideo foi validado, utilizando-se o extrato bruto das partes aéreas. As
atividades larvicida sobre Aedes aegypti e alelopatica sobre a germinacdo e
crescimento de Lactuca sativa L. e Allium cepa L. foram avaliadas com extratos
brutos e fracdes das partes aéreas e raizes. O potencial antioxidante dos extratos
brutos foi avaliado através dos ensaios de captura dos anions superoxido e 6xido
nitrico. As atividades farmacoldgicas antinociceptiva, anti-inflamatoria,
gastroprotetora, motilidade gastrointestinal e a toxicidade subcrénica foram
avaliadas com o extrato bruto das partes aéreas em camundongos Swiss. O
composto isolado da fracdo hexanica das raizes foi identificado como &acido
triacontanoico e a mistura de isdbmeros isolada da fracdo acetato de etila das partes
aereas foi identificado como martinosideo (trans e cis). Os extratos brutos das partes
aéreas e raizes foram capazes de capturar o anion superoxido e mais eficazes na
inibicdo do radical 6xido nitrico do que o padrdo acido galico. Algumas fracdes e
extratos brutos apresentaram efeitos inibitérios e estimulantes na germinacédo e
crescimento de Lactuca sativa L. e Allium cepa L. e toxicidade sobre as larvas de
Aedes aegypti. O extrato bruto das partes aéreas, nas doses de 600 e 900 mg/kg,
apresentou efeito anti-inflamatério em 3 e 4 horas no teste de edema de pata
induzido por carragenina e diminuicdo da migracdo de leucdcitos na cavidade
peritonial no teste de peritonite induzida por carragenina. Nos testes
antinociceptivos, formalina e acido acético, o extrato bruto apresentou potencial
analgésico nas doses de 600 e 900 mg/kg e demonstrou significativo efeito protetor
sobre a Ulcera gastrica induzida por etanol acidificado. Ndo teve acdo sobre a
motilidade gastrointestinal. O extrato na dose de 900 mg/kg apresentou baixa
toxicidade no teste subcrbnico avaliado em camundongos fémeas. Estes efeitos
podem estar relacionados aos compostos fenilpropanoides, que possuem
propriedades antioxidantes e sdo capazes de inibir enzimas e mediadores
inflamatorios. Devido ao potencial farmacoldgico e antioxidante observado para a
espécie Buddleja stachyoides Cham. & Schitdl, torna-se interessante a realizacao de
testes para comprovar sua seguranca e eficacia, para futuro desenvolvimento de um
fitoterapico.

Palavras-chave: Aedes aegypti. Antioxidante. Anti-inflamatério. Antinociceptivo.
Gastroprotetor. Motilidade gastrointestinal.



ABSTRACT

The objective of this work was to isolate compounds and evaluate the
biological and pharmacological potential of Buddleja stachyoides Cham. & Schlitdl.
(Scrophulariaceae), popularly known as mullein or barbasco, found mainly in
southern Brazil, is used in traditional medicine as anti-hemorrhoidal, antitussive,
analgesic, sudorific, emollient and antirheumatic. Compounds of the hexane fractions
of the roots and ethyl acetate of the aerial parts were isolated. The analytical method
of quantification of the verbascoside marker was validated, using the crude extract of
the aerial parts. The larvicidal activities against Aedes aegypti and allelopathic on the
germination and growth of Lactuca sativa L. and Allium cepa L. were evaluated with
crude extracts and fractions of the aerial parts and roots. The antioxidant potential of
the crude extracts was evaluated through the superoxide anion and nitric oxide
capture assays. The antinociceptive, anti-inflammatory, gastroprotective,
gastrointestinal motile and subchronic toxicity activities were evaluated with the crude
extract of the aerial parts in Swiss mice. The compound isolated from the hexane
fraction of the roots was identified as triacontanoic acid and the mixture of isomers
isolated from the ethyl acetate fraction of the aerial parts was identified as
martynoside (trans and cis). The crude extracts of the aerial parts and roots were
able to capture the superoxide anion and more effective in inhibiting the nitric oxide
radical than the standard gallic acid. Some crude fractions and extracts had inhibitory
and stimulating effects on the germination and growth of Lactuca sativa L. and Allium
cepa L. and toxicity against Aedes aegypti larvae. The crude extract of the aerial
parts, at doses of 600 and 900 mg/kg, showed anti-inflammatory effect in 3 and 4
hours in the paw edema test induced by carrageenan and decreased leukocyte
migration in the peritoneal cavity in the induced peritonitis test by carrageenan. In the
antinociceptive, formalin and acetic acid tests, crude extract showed analgesic
potential at doses of 600 and 900 mg/kg and showed a significant protective effect on
gastric ulcers induced by acidified ethanol. It had no action on gastrointestinal
motility. The extract at the dose of 900 mg/kg showed low toxicity in the subchronic
test evaluated in female mice. These effects may be related to phenylpropanoid
compounds, which have antioxidant properties and are capable of inhibiting
inflammatory enzymes and mediators. Due to the pharmacological and antioxidant
potential observed for the species Buddleja stachyoides Cham. & Schltdl, it is
interesting to carry out tests to prove its safety and efficacy, for the future
development of a herbal medicine.

Key-words: Aedes aegypti. Antioxidant. Anti-inflammatory. Antinociceptive.
Gastroprotective. Gastrointestinal motility.
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- Intraperitonial
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- Subcutanea

- Via oral
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1 INTRODUCAO

O Brasil é responsavel pela gestdo do maior patrimodnio de biodiversidade do
mundo, com cerca de 46 mil espécies catalogadas e conta com ampla tradicdo do
uso das plantas medicinais, sendo transmitida através de geragfes. (FLORA DO
BRASIL, 2016). Apesar da riqueza da flora brasileira, nos dltimos vinte anos o
namero de pesquisas sobre plantas medicinais tem crescido apenas 8%
anualmente. (FONSECA, 2012).

No ano de 2006, foram criadas a Politica Nacional de Préticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Salde (SUS), aprovada pela
Portaria n® 971 do Ministério da Saude (MS) de 3 de maio, e a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), através do Decreto n°® 5.813, de 22 de
junho. (FIGUEREDO et al., 2014). Essas politicas tém o intuito de ampliar as op¢des
terapéuticas oferecidas aos usuarios do SUS e garantir o acesso as plantas
medicinais, fitoterapicos e outros servicos relacionados, tais como a homeopatia, a
medicina tradicional chinesa/acupuntura, o termalismo/crenoterapia e a medicina
antroposofica, com seguranca, eficacia e qualidade. (BALBINO, 2010).

As politicas instituidas séo importantes para possibilitar o acesso de toda
populacéo brasileira as praticas fitoterapicas e a padronizacdo da mesma. (OSHIRO
et al., 2016). Uma das diretrizes PNPMF é incentivar a formacao e a capacitacéo de
recursos humanos para o desenvolvimento de pesquisas, tecnologias e inovacédo em
plantas medicinais e fitoterapicos. (OLIVEIRA; ROPKE, 2016). Ainda assim, algumas
espécies vegetais ndo possuem estudos clinicos para comprovacdo da seguranca e
eficacia. (OSHIRO et al., 2016).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) gue regulamenta o
registro e venda dos medicamentos fitoterapicos no Brasil, tem sido cada vez mais
exigente com as industrias farmacéuticas. A obtencao de registro torna-se possivel a
partir da comprovacédo de seguranca e eficacia de fitoterapicos por meio de estudos
pré-clinicos e clinicos, por dados de literatura, por registro simplificado ou por
tradicionalidade. A resolucdo RDC n° 26, de 13 de maio de 2014, dividiu os
fitoterdpicos em duas classes: medicamento fitoterapico e produto tradicional
fitoterapico. Esta ultima classe de medicamentos foi criada pela ANVISA com o

intuito de deixar claro a populacéo se o produto utilizado passou por testes clinicos
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de seguranca e eficacia ou se foi aprovado por tempo de uso tradicional seguro e
efetivo. (BRASIL, 2014).

As legislacdes especificas para fitoterdpicos estdo constantemente sendo
atualizadas, justamente, com o intuito de padronizar os diversos produtos a base de
plantas disponiveis no mercado. A ANVISA elaborou um Guia de orientagdo para
registro e notificacdo de medicamentos fitoterapicos, a Instrucdo Normativa n° 4, de
18 de junho de 2014, a partir dos guias orientativos sobre fitoterapicos publicados
pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e pelos 6rgdos reguladores da Australia
(Therapheutic Goods Administration - TGA), do Canada (Heath Canada - HC) e da
Comunidade Europeia (European Medicines Agency - EMA). (BRASIL, 2014).

Os riscos de uso e toxicidade de medicamentos obtidos com plantas
parecem ser insignificantes, entretanto sdo preocupantes a saude publica. Portanto,
faz-se necessario o0 emprego correto das plantas com fins terapéuticos pela
populacdo em geral, o que requer estudos quimicos e/ou farmacolégicos,
oferecendo suporte para a sua utilizacdo segura. (BALBINO, 2010).

O género Buddleja ja foi amplamente estudado e possui algumas atividades
farmacologicas importantes. (MAHLKE, 2007). Porém, até o momento, a espécie
Buddleja stachyoides possui escassos estudos e compostos isolados. O
fenilpropanoide glicosilado verbascosideo [2 - (3,4-dihidroxifeniletil)-1-O-a-I-
ramnopiranosil-(1—3)-B-d-(4-O-cafeil)-glucopiranosideo] isolado por Oliveira (2012),
€ 0 composto majoritario da espécie e possui propriedades biolégicas incluindo
antioxidante, anti-inflamatoria, antinociceptiva, fotoprotetora e quelante, além de
inibir a enzima prolil oligopeptidase (POP) e interagir com membranas fosfolipidicas.
(GITZEL FILHO et al.,, 2012). Estudos anteriores com a espécie Buddleja
stachyoides (OLIVEIRA, 2012) demonstraram potencial antioxidante das fracdes
acetato de etila e hexanica das partes aéreas, quando avaliadas através dos
métodos formacdo do complexo fosfomolibdénio, reducdo do radical DPPH e teste
com espécies reativas do acido tiobarbitario. Os extratos e fracbes das partes
aéreas e raizes ndo apresentaram toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia
salina e nem atividade hemolitica significativa. Devido ao interesse
guimiotaxondmico da familia e aos resultados promissores, torna interessante a
realizacdo de isolamento de novas substancias e avaliacdo das atividades biolégicas

e, principalmente, farmacoldgicas.
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11 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Realizar o estudo fitoquimico, das atividades biologicas e farmacologicas
das partes aéreas da espécie vegetal Buddleja stachyoides Cham. & Schitdl.

(Scrophulariaceae).

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Isolar e identificar por RMN os compostos das fracOes das partes aéreas
e raizes de B. stachyoides.

b) Validar o método analitico para quantificagcdo do marcador verbascosideo
presente no extrato bruto das partes aéreas de B. stachyoides por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC ou CLAE).

c) Avaliar a atividade larvicida dos extratos brutos e fracbes das partes
aéreas e raizes de B. stachyoides sobre Aedes aegypti.

d) Avaliar o potencial alelopatico dos extratos brutos e fracdes das partes
aéreas e raizes de B. stachyoides sobre as sementes de alface (Lactuca
sativa L.) e cebola (Allium cepa L.).

e) Avaliar o potencial antioxidante dos extratos brutos das partes aéreas e
raizes de B. stachyoides em inibir os anions superoxido e 6xido nitrico.

f) Avaliar o potencial farmacoldgico do extrato bruto das partes aéreas de B.
stachyoides através dos testes: nocicep¢ado induzida por formalina e por
acido acético, edema de pata induzido por carragenina, peritonite induzida
por carragenina, avaliacdo do efeito sobre a atividade locomotora através do
teste de campo aberto, avaliacdo da atividade gastroprotetora e acdo sobre
a motilidade gastrointestinal em camundongos Swiss.

g) Avaliar a toxicidade subcrdénica do extrato bruto das partes aéreas de B.
stachyoides e analisar o0s parametros hematoldgicos, biogquimicos,
perda/ganho de peso, peso relativo dos 6rgaos vitais e histologia dos rins e

figado.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FAMILIA SCROPHULARIACEAE E GENERO Buddleja

A familia Scrophulariaceae possui uma distribuicdo cosmopolita, sendo
composta por cerca de 25 géneros e 1200 espécies. No Brasil, apenas quatro
géneros a representam, sendo trés deles encontrados nas regides nordeste e central
e um na regiao sul. (MAHLKE, 2007). O nome do género Buddleja foi dado em
homenagem ao boténico inglés Adam Buddle, sendo chamada normalmente de
Buddleia. E um género de distribuicdo pantropical, presente no sul da Asia, Africa e
América. (MAHLKE, 2007). Segundo Hougthon (1984), as espécies foram divididas
em dois grupos de acordo com os tipos florais que apresentam, sdo chamadas de

didicas as da América e as da Africa e Asia sdo chamadas de mondicas.

2.1.1 Constituicdo quimica das espécies do género Buddleja

As espécies de Buddleja apresentam substancias isoladas como flavonoides
(luteolina-7-O-glucosideo), iridoides (acumbina, p-metoxicinamoil, buddlejosida A2,
catalpol, metilcatalpol, vanililajugol, feruloilajugol, buddjelosida A;), feniletanoides,
fenilpropanoides (verbascosideo, isoverbascosideo, leucosceptosideo A e
martinosideo), sesquiterpenos (buddledinas A-E, dihidrobuddledina A, zerumbona,
buddledona A-B, cicloclorenona, hidroxicicloclorenona), diterpenos (buddlejona,
deoxibuddlejona, 11,14-dihidroxi-8,11,13-abietatrien-7-ona, maitenona, crocetina
monogentiobiose éster) triterpenos (saikosaponina A; 45-48: buddlejasaponina 1-4;
49: mimengosida A; 50: mimengosida B, mistura de a-amyrin e-amyrin ). (MAHLKE,
2007; HOUGHTON, 2003; VERTUANI et al., 2011; BACKHOUSE et al., 2008a).

O fenilpropanoide glicosideo verbascosideo [2 - (3,4 dihidroxifeniletil) - 1 - O
- a - | - ramnopiranosil - (1—-3) - B - d - (4-O-cafeil) -glucopiranosideo], também
conhecido como acteosideo, é o principal constituinte do extrato alcodlico bruto de
Buddleja brasiliensis Jacq. ex Spreng do Sul do Brasil e sua estrutura quimica esta
apresentada na FIGURA 1. (GITZEL FILHO et al., 2012; OLIVEIRA, 2012).
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FIGURA 1 — ESTRUTURA DO FENILPROPANOIDE VERBASCOSIDEO

OH

FONTE: OLIVEIRA (2012)

2.1.2 Atividades biolégicas e farmacoldgicas das espécies do género Buddleja

Os compostos presentes no género Buddleja como flavonoides,
triterpenoides e carotenoides apresentam atividade anti-inflamatéria, além da
atividade antioxidante. (HOUGHTON, 2005). Alguns dos compostos isolados tém
demonstrado efeito inibidor sobre a geracdo de eicosandides, atividades anti-
hepatotOxica, antifingica, antibacteriana e antiprotozoaria. (MAHLKE, 2007).

A partir da fracdo acetato de etila das flores de B. officinalis, foram isolados
0s compostos luteolina e verbascosideo que apresentaram uma potente atividade
antioxidante. (PIAO, 2003). Lee, Woo, e Kang (2005) também avaliaram o composto
verbascosideo isolado de B. officinalis que demonstrou uma inibicdo na atividade
enzimatica da enzima conversora da angiotensina, podendo ser benéfico em casos
de hipertensao arterial. Uma série de estudos in vitro indicam claramente que ele
tem atividade imunomoduladora, anti-viral e anti-metastase. O verbascosideo teve
efeio protetor contra toxicidade hepatica induzida por CCl,; em figado de
camundongo e diminuiu os niveis de nitrito gerado na decomposicao do éxido nitrico
(NO). Também foi relatado que este composto inibiu a formacdo de prostaglandina
E,, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e oxido nitrico, além de, suprimir a
atividade enzimética da cicloxigenase (COX-2). No estudo de Backhouse et al.

(2008a) os compostos luteolina e luteolina-7-O-glucosideo, isolados de B. globosa,
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suprimiram a éxido nitrico sintase induzivel (INOS) e COX-2, enzimas responsaveis
pela producdo de oxido nitrico e liberagdo de PGE,, respectivamente, apresentam
sua expressao aumentada em tumores de tecidos humanos. (HU; KITTS, 2004). A
luteolina demonstrou reducdo dos niveis de lipopolissacarideo (LPS) e suprimiu
completamente a formacdo de PGE;. (HARRIS et al.,, 2006). Luteolina-7-O-
glucosideo apresentou uma inibicio moderada na sintese de tromboxano e
leucotrieno, resultando em atividade ainti-inflamatoria, além de demonstrar atividade
antioxidante. (ODONTUYA et al., 2005).

O efeito analgésico de B. globosa foi avaliado por Backhouse et al. (2008a)
através do teste de contor¢cdo abdominal com injecao intraperitonial de acido acético.
Os animais foram tratados com os diferentes extratos (nas doses de 200, 100, 50 e
25 mg/kg), verbascosideo (0,05 mmol/kg) e Ibuprofeno (0,07 mmol/kg) e calculadas
as doses efetivas média, ou seja, que produziram 50% de antinocicepc¢ao (ED50)
para cada extrato e droga de referéncia. Os resultados obtidos foram: extrato
etanolico (efeito: 79,8 + 14%) e (ED50: 53,5 + 6,0 mg/kg); metandlico (efeito: 85,5 +
4,2%) e (ED50: n.d); Ibuprofeno (efeito: 50 + 4,1%) e (ED50: 14,4 + 4,3 mg/kg) e
verbascosideo (efeito: 67,6 £ 2,3%) e (ED50: n.d); luteolina-7-o-glicosideo (efeito:
27,0 £ 9.1%) e (ED50: n.d) e, demonstraram que o verbascosideo foi mais ativo que
o ibuprofenono e quase o dobro da luteolina no teste de contorcéo.

Backhouse et al. (2008b) também avaliou o extrato metandlico de B.
globosa, na dose de 600 mg/kg, que apresentou atividade anti-inflamatoria por via
oral (61,4%) e via topica (56,7%) e acdo analgésica por via oral (38,5%),
relacionando estes efeitos aos compostos isolados verbascosideo (1,8%) e luteina
7-o0-glicosideo (1,1%). A interacdo do verbascosideo com membranas fosfolipidicas
foi avaliada por Funes (2010), o qual observou significativa afinidade desta
substancia as membranas carregadas negativamente dos compostos de fosfatidil
glicerol (PG), promovendo a separacdo de fase dos dominios lipidicos em
membranas de fosfatidilcolina (PC), formando um complexo estavel com o lipidio
(fosfolipidio/verbascosideo). Apesar do seu carater hidrofilico, a por¢do cafeoil do
verbascosideo foi localizada profundamente no ndcleo hidrofébico da membrana de
PC. Também alterou o comportamento de ionizagdo do grupo fosfato PG e interagiu
com a superficie das vesiculas. A presenca do verbascosideo diminuiu o tamanho

da particula em vesiculas unilamelares de PG, através do aumento da area do grupo
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da cabeca do fosfolipidio. Foi proposta uma localizacdo do verbascosideo enchendo
a regido superior do PG nas bicamadas proximas a interface do fosfolipido/agua. Os
efeitos do verbascosideo sobre as propriedades fisicas das membranas podem
contribuir para explicar algumas das suas atividades biolégicas como antimicrobiana
e antioxidante. (FUNES, 2010).

O extrato metandlico de B. crispa mostrou significante atividade antioxidante
e inibitoria sobre a enzima 5-lipoxigenase. (AHMAD, 2008).

Vertuani et al. (2011) observou o efeito antioxidante, bastante significativo,
do verbascosideo utilizando varios métodos de determinacdo. Além disso, a
atividade anti-inflamatéria do verbascosideo foi confirmada por um ensaio in vitro
realizado em culturas de células primarias de queratinécitos humano, em que o
verbascosideo foi capaz de reduzir significativamente, em concentracéo-
dependente, a liberacdo de quimiocinas pro-inflamatérias. Este estudo também
demonstrou que ele promove a melhora e reparacdo de inflamacdes na pele, devido
a sua atividade sequestradora das espécies reativas do oxigénio (EROS),
antioxidante, quelante de ferro, e propriedade indutora da glutationa transferase
(GST). O estudo in vivo, conduzido em inflamacao da mucosa intestinal, demonstrou
gue o verbascosideo é capaz de inibir a ativacdo de proteinas pro-inflamatorias e,
consequentemente, a atividade enzimatica da matriz metaloproteinase, este ultimo
também envolvido nos fendbmenos de envelhecimento da pele. Os resultados deste
estudo sugeriram que o verbascosideo tem a funcdo de eliminar os radicais
intracelulares, reduzindo os sinais microscopicos e macroscopicos de colite em rato,
sendo sua administracdo benéfica no tratamento de doenca inflamatdria do intestino.
(VERTUANI et al., 2011).

O extrato bruto de B. brasiliensis Jacq. ex Spreng, fracbes e o composto
verbascosideo foram avaliados quanto a inibicdo das enzimas: acetilcolinesterase
(AChE), dipeptidil-peptidase 1V (DPP-1V) e prolil oligopeptidase (POP). O composto
mostrou uma inibicao significativa da POP de uma forma dose-dependente com um
valor de ICso de (1,3 + 0,2) uM, semelhante ao do controle positivo, baicalin, com
uma ICso de (1,2 = 3) uM. (GITZEL FILHO et al.,, 2012). A enzima prolil
oligopeptidase (POP) é uma protease que hidrolisa pequenos peptideos com prolina.
A utilizagao de inibidores da POP aumenta os efeitos neuroprotetores e propicia a

melhora cognitiva. (BORGES et al., 2010). Estes compostos sao importantes para o
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tratamento de condi¢Bes clinicas, tais como perturbacdes neuropsiquiatricas e
doencas neurodegenerativas. (GITZEL FILHO et al., 2012).

2.2 ESPECIE VEGETAL Buddleja stachyoides CHAM. & SCHLTDL.
2.2.1 Classificacédo taxonémica

A espécie vegetal Buddleja stachyoides CHAM. & SCHLTDL. pertence a
familia Scrophulariaceae conforme os sistemas de classificagdo taxondmica

descritos no QUADRO 1.

QUADRO 1 — CLASSIFICACAO TAXONOMICA DE Buddleja stachyoides CHAM. & SCHLTDL

FONTE CRONQUIST (1981) APG Il (2009)
Reino Plantae Plantae
Diviséo Magnoliophytae Magnoliophytae
Classe Magnoliopsida Magnoliopsida
Ordem Scrophulariales Lamiales
Familia Scrophulariaceae Scrophulariaceae
Género Buddleja Buddleja
Espécie Buddleja stachyoides Buddleja stachyoides

FONTE: LOHMUELLER (2012)

2.2.2 Sinbnimos e nomes populares

As sinonimias da espécie sdo Buddleja brasiliensis Jacg ex Spreng.
Buddleja australis Vell., Buddleja albotomentosa R. E. Fr., Buddleja otophylla Hassk.
(LORENZI, 2008). Popularmente € conhecida como barbasco ou verbasco em quase
todo o Brasil, tingui-da-praia no Ceara, cezarina em Minas Gerais, carro-santo em
Mato - Grosso, calcdo-de-velho e verbasco-do-brasil na Bahia, de acordo com
Ferreira (1988) e, ainda barbasco-do-brasil, barrasco, barasco, barbaco, calca-de-
velha, flor-de-verbasco, oassoma, vassoura, vassourinha, verbasci, verbasso,
segundo Lorenzi (2008).


http://www.gwannon.com/taxon/Magnoliopsida
http://www.gwannon.com/taxon/Magnoliopsida
http://www.gwannon.com/taxon/Scrophulariales
http://www.gwannon.com/taxon/Scrophulariales
http://www.gwannon.com/taxon/Buddleja
http://www.gwannon.com/taxon/Buddleja
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2.2.3 Distribuicdo geografica
A espécie Buddleja stachyoides concentra-se na Ameérica do Sul,
principalmente nos paises: Brasil, Argentina, Bolivia e Paraguai, conforme ilustrado

na FIGURA 2. (GWANNON, 2011).

FIGURA 2 — DISTRIBUIGAO GEOGRAFICA DA ESPECIE Buddleja stachyoides NO MUNDO

FONTE: GWANNON (2011)

Esta espécie tem origem nativa, ndo é endémica do Brasil, e tem como
dominios fitogeograficos: Cerrado, Floresta Atlantica, Pampa. No Brasil, sua
distribuicdo geografica contempla as regides Nordeste (Bahia, Alagoas), Centro-
Oeste (Distrito Federal), Sudeste (Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Rio de
Janeiro), Sul (Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul), conforme apresentado no
mapa de distribuicdo geografica visualizado na FIGURA 3. (SOUZA, 2010).

FIGURA 3 — DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DA ESPECIE Buddleja stachyoides NO BRASIL
i !
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FONTE: SOUZA (2010)
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2.2.4 Habitat

Cresce espontaneamente em pastagens e terrenos baldios, onde é
considerada planta daninha. (LORENZI, 2008). Segundo Ferreira (1988), a espécie
Buddleja stachyoides apresenta ocorréncia em campos sujos, matas ciliares,
cultivados, orlas de matas, beira de coOrregos, de estradas, de brejos, lugares
abertos, terrenos baldios, campo seco, pastos, restinga e lugares rochosos.

2.2.5 Uso Popular

As propriedades atribuidas para a espécie Buddleja stachyoides sao:
emoliente, anti-helmintica, sudorifera, anti-hemorroidal, antiartritica, expectorante,
calmante, béquica (acalma a tosse) e analgésica. Em animais € utilizada para lavar
os olhos e tratar pisaduras (feridas) de equinos. (MAHLKE, 2007; LORENZI, 2008).
A etnofarmacologia registra que o cha feito com as cascas é empregado para tratar
males dos pulmdes, enquanto que suas raizes sdo usadas contra envenenamento
por picadas de cobras. O decocto de pedacos da planta toda em um litro de agua é
usado em forma de banhos, indicado em casos de contusfes, machucaduras e
dores em geral. A infusdo desta planta na dose de 3 a 4 xicaras por dia é utilizada
contra afeccdes catarrais, gripe forte, bronquites e tosses. Esta planta € considerada
toxica para peixes, e talvez para o ser humano, caso seja usada excessivamente.
(LORENZI, 2008).

2.2.6 Resultados prévios de Buddleja stachyoides

Oliveira (2012) avaliou a atividade antioxidante dos extratos e fracfes das
partes aéreas e raizes de B. stachyoides. Na atividade antioxidante por formacéo do
complexo fosfomolibdénio, pode-se concluir que a fracdo acetato de etila das partes
aéreas e a fracdo hexano das raizes apresentaram maior atividade antioxidante,
sendo cerca de 40% em relacdo a vitamina C, e em relacdo a rutina apresentaram
atividade muito superior cerca de 80%. No teste de reducao do radical DPPH [2,2-
difenil-1- picril-hidrazil], a fragcdo acetato de etila das partes aéreas apresentou

significativa atividade antioxidante, sendo estatisticamente igual ao padrao de rutina.
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Quanto a capacidade de inibicdo da peroxidacdo lipidica (teste com espécies
reativas do &cido tiobarbititico [TBARS]) as amostras do extrato alcoodlico bruto e
fracOes (acetato de etila e hexano) das partes aéreas de B. stachyoides foram
semelhantes ao padrdo BHT (Butilhidroxitolueno). O verbascosideo presente em
maior concentracdo na fracdo acetato de etila pode ser o principal responsavel pela
atividade antioxidante em potencial, ja na fracdo hexano essa atividade pode estar
relacionada a presenca de carotenoides.

A atividade antimicrobiana foi observada através do método de
microdiluicdo. A fracdo acetato de etila na concentracdo de 400 pug/mL das partes
aéreas inibiu em 24 horas o crescimento do microrganismo Staphylococcus aureus e
a fracdo remanescente na concentracdo de 400 pug/mL das partes aéreas inibiu o
crescimento do microrganismo Escherichia coli. (OLIVEIRA, 2012).

Os extratos brutos e fracbes nao apresentram toxicidade frente ao
microcrustaceo Artemia salina, pois todas as amostras apresentaram um valor de
CLso superior a 1000 pg/mL, evidenciando baixa toxicidade das amostras.

Na atividade hemolitica testada com suspenséo de sangue de carneiro 2%
e difusdo em agar pelo método antibiograma, as fracdes cloroférmio das partes
aéreas e hexanica das raizes apresentaram atividade hemolitica a partir das
concentragbes 0,05 mg/mL e 0,1 mg/mL, respectivamente. Essa atividade deve-se
provavelmente a presenca de saponinas descrita na literatura e evidenciada no
ensaio sistematico fitoquimico. (OLIVEIRA, 2012).

Algumas das atividades biol6gicas estudadas e o processo de extracao de
B. stachyoides foram patenteados no Instituto Nacional de Propriedade Industrial
(INPI), depdsito de patente n°® BR10 2012 030720-0 A2.

2.3 Aedes aegypti

A dengue é considerada uma das principais arboviroses do mundo. A
patologia caracteriza-se por febre aguda, com amplo espectro de manifestacées
clinicas, que podem ser graves e letais. Estima-se que 50 a 100 milhdes de
pessoas, sejam infectadas anualmente, o que reflete em um grave problema de
Saude Pdublica, em nivel mundial. (WAHID et al., 2000, WHO, 2012). A principal

7z

forma de transmissdo dos virus da dengue é através da picada da fémea do A.
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aegypti infectada. A transmissdo da dengue no Brasil vem ocorrendo de forma
continuada desde 1986, intercalando-se com a ocorréncia de epidemias,
normalmente associadas com a introducdo de novos sorotipos em areas
anteriormente indenes (&reas reconhecidamente sem transmissdo, mas com
condicdes ambientais favoraveis para a transmissdo) ou alteracdo do sorotipo
predominante. Em 2013, ocorreu o maior surto, com cerca de 2 milhGes de casos
notificados. Atualmente, estdo circulando no pais quatro sorotipos da doenca
(DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4). (BRASIL, 2016). Considerando a situagéo
epidémica da dengue no Brasil e as informacdes ja existentes sobre resisténcia dos
vetores a inseticidas, fica evidente a necessidade de se avancgar rapidamente na
implementacéo de medidas para retardar os processos de resisténcia. (SILVA et al.,
2015).

O laboratorio Sanofi-Aventis Farmacéutica Ltda, até o momento, é a uUnica
empresa no pais com registro de uma vacina contra a dengue, chamada
de Dengvaxia®. O tratamento com a vacina inclui trés doses, com seis meses de
intervalo entre elas e por enquanto, ndo é distribuida pelo Sistema Unico de Saude
(SUS), com excecéo do estado do Parana. (BRASIL, 2016).

A febre amarela (YFV), endémica nas regides tropicais da Africa e da
América do Sul, € causada por virus do género Flavivirus, pertencente a familia
Flaviviridae composta por 53 espécies e, transmitida por vetores (mosquitos).
(SIMMONDS et al., 2012). O virus possui um intervalo relativamente curto no
hospedeiro para produzir a infeccdo e € mantido na natureza por meio da
transmissao entre primatas (macacos) e mosquitos, principalmente dos géneros
Haemagogus e Aedes. Os seres humanos séo infectados esporadicamente quando
picados por mosquitos silvestres que anteriormente se alimentavam de um macaco
virémico (febre amarela silvestre), mas também podem servir de hospedeiro para a
transmissao inter-humana, principalmente por Aedes aegypti (febre amarela urbana).
(MONATH; VASCONCELOS, 2015). As primeiras manifestacdes da doenca séo
repentinas: febre alta, calafrios, cansaco, dor de cabeca, dor muscular, nauseas e
vomitos por cerca de trés dias. A forma mais grave da doenca € rara e costuma
aparecer apos um breve periodo de bem-estar (até dois dias), quando pode ocorrer

insuficiéncia hepética e renal, ictericia (olhos e pele amarelados), manifestacdes
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hemorragicas e cansaco intenso. A maioria dos infectados se recupera bem e
adquire imunizagao permanente contra a febre amarela. (FIOCRUZ, 2014).

O virus Zika (ZIKV), também pertence ao género Flavivirus, é transmitido por
mosquitos que estdo filogeneticamente relacionados aos outros flavivirus que
transmitem: a encefalite japonesa (JEV), Nilo Ocidental (WNV), virus da dengue
(DENV) e da febre amarela (YFV). No ciclo urbano, acredita-se que a transmissao
de ZIKV seja mediada predominantemente por dois mosquitos das espécies Aedes:
A. aegypti e A. albopictus. No inicio de 2015, a primeira transmissdo autéctone de
ZIKV foi detectada no nordeste do Brasil. (CAMPOS et al., 2015; ZAMMARCHI et al.,
2015; ZANLUCA et al., 2015). No final do mesmo ano, a atividade da ZIKV
expandiu-se para pelo menos 14 estados brasileiros de acordo com a Organizacgéo
Mundial de Saude (OMS), com estimativa de 440000 - 1300000 casos suspeitos. 0
numero de recém-nascidos com microcefalia aumentou nas areas afetadas pelo
ZIKV até setembro de 2015 e, mais de 4000 casos de microcefalia suspeita foram
relatados até fevereiro 2016, embora esses casos possam ter sido mal
diagnosticados em alguns casos ou superados. (SONG et al., 2017).

A febre de chikungunya € uma arbovirose causada pelo virus Chikungunya
(CHIKV), da familia Togaviridae e do género Alphavirus. A viremia persiste por até
dez dias ap0s o surgimento das manifestacdes clinicas. A transmissao ocorre pela
picada de fémeas dos mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus infectadas pelo
CHIKV. Casos de transmissao vertical podem ocorrer quase que, exclusivamente,
durante o periodo de intraparto em gestantes virémicas e, muitas vezes, provoca
infeccdo neonatal grave e pode, raramente, ocorrer transmissao por Vvia
transfusional. Os sinais e 0s sintomas sdo clinicamente parecidos com o0s da
dengue, porém o que a difere sado as fortes dores nas articulacées. (BRASIL, 2015).

O A. aegypti € considerado uma espécie cosmopolita, dada a sua ampla
dispersédo, sobretudo nas regides tropicais e subtropicais do globo. No Brasil, a alta
incidéncia desse transmissor deve-se ao acelerado e desordenado processo de
urbanizacdo, bem como as condicfes climaticas e sociais, que favorecem a sua
rapida proliferacdo. (SANTOS et al., 2015).

O controle desse vetor baseia-se, principalmente, no uso de inseticidas
sintéticos. Porém, o uso continuo e indiscriminado desses produtos, pode levar ao

desequilibrio ambiental e toxicidade em mamiferos. Além disso, acfes de vigilancia


http://bio.fiocruz.br/index.php/produtos/vacinas/virais/febre-amarela
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desenvolvidas no Brasil mostram um quadro bastante preocupante de resisténcia do
A. aegypti ao larvicida organofosforado Temephos®, que é o principal meio de
destruicao das larvas no Brasil. (GARCEZ et al., 2013).

Portanto, o uso de inseticidas para o controle das larvas de A. aegypti
representa uma possibilidade no combate a essas doencas. As plantas sdo fontes
importantes de substancias bioativas com estruturas quimicas diferentes e com
diversas atividades contra insetos. (GARCEZ et al., 2013). Por isso, diversos
estudos tém focado em inseticidas de origem botanica como método alternativo por
serem biodegradaveis e apresentarem maior seletividade quando comparados aos
sintéticos. (SILVA et al., 2015).

2.4 ALELOPATIA

A alelopatia é o efeito direto e/ou indireto de determinada planta sobre outras
ao seu redor, via producédo e liberacdo de substancias quimicas para o ambiente.
(SOUZA FILHO et al. 1997). Os compostos quimicos que possuem atividade
alelopatica sdo produzidos pelas plantas e sdo chamados de aleloquimicos,
substancias alelopaticas, fitotoxinas ou apenas produtos ou metabdlitos secundarios
e, estdo presentes nas folhas, flores, frutos, raizes, rizomas, caules e sementes.
(GATTI, 2004). De acordo com Harbone (1991; 1997) os metabdlitos secundarios
possuem funcdo defensiva, protegem a planta contra herbivoros, auxiliam no
crescimento da planta, atuam como atrativos para polinizadores, feromoénio e, além
disso, sao alelopaticos.

A alelopatia € um mecanismo importante que influencia na dinamica da
populacdo das plantas, sendo responsavel por alteracdes expressivas na densidade,
na diversidade e no desempenho das espécies, resultando em alteracbes na
sustentabilidade dos agrossistemas. (KHANH et al., 2005).

Os aleloguimicos, ao serem liberados no ambiente, podem causar diversos
efeitos diretos e indiretos sobre as plantas. Os efeitos indiretos causam alteracdes
nas propriedades e caracteristicas nutricionais do solo como também, nas
populag@es e/ ou atividades de microrganismos, nematoides e insetos. Ja os efeitos

diretos causam alteracbes no crescimento e metabolismo dos vegetais. (RIZVI et al.,
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1992), incluindo alteragées no funcionamento das membranas, na absorcédo de
nutrientes e nas relagdes hidricas. (RICE, 1984; RIZVI et al., 1992).

As fitotoxinas naturais constituem uma grande reserva de compostos com
alto potencial na agricultura, podendo utilizar sitios receptores ainda nao explorados
por herbicidas sintéticos, servindo, portanto, como modelo na producdo de novos
herbicidas. (MACIAS et al., 2000).

Além disso, a alelopatia possibilita ndo sé a selecéo de plantas que possam
exercer certo nivel de controle sobre outras espécies indesejaveis, mas também, o
estabelecimento de espécies que ndo sejam fortemente alelopéticas, porém que
componham plantacdes mais equilibradas, com reflexos favoraveis a produtividade e
longevidade das mesmas. (SOUZA FILHO et al. 1997).

Muitos estudos relatam que os efeitos dos compostos alelopaticos
relacionam-se aos processos fisiologicos da planta receptora e normalmente, agem
como inibidores da germinacéo e do crescimento. (RAWAT et al., 1998; VACCARINI
et al., 1999). Nota-se ainda, que a maior parte dos compostos organicos que sao
inibitérios em alguma concentracdo, tornam-se estimulantes em concentracdes
menores. (RICE, 1984).

Alelopatia torna-se uma opcao atraente e natural para diminuir a nitrificacéo
e melhorar a eficiéncia do uso de nitrogénio em sistemas agricolas. Ao incorporar o
residuo de varias culturas no solo os aleloquimicos liberados das raizes das plantas
podem ajudar a suprimir o processo de nitrificacdo, inibindo a atividade das enzimas
vitais, tais como amoénio monoxigenase e oxidoredutase hidroxilamina e o fendmeno
conhecido como inibicdo biolégica da nitrificacdo. (AMB et al., 2016; SUBBARAO et
al., 2006).

Compostos fendlicos e terpenoides podem desempenhar um papel
importante na inibicdo do processo de nitrificacdo. (WHITE, 1994). Os compostos
fendlicos, tais como &cidos cafeico e ferulico, miricetina, taninos e derivados de
taninos, inibem a oxidagdo de cation aménio (NH;") para nitrito (NO2) por
nitrossomonas. (RICE, 1984). Ja os terpenoides melhoraram a imobilizacdo de
amonio por organismos do solo, em vez da inibicdo do processo de nitrificacdo.
(AMB et al., 2016).

As espécies Lactuca sativa L. (alface) e Allium cepa L. (cebola) sao

amplamente citadas na literatura como organismos-teste em bioensaios vegetais,
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apresentando caracteristicas vantajosas como germinagdo rapida e uniforme,
crescimento linear em ampla faixa de variacdo de pH, baixa sensibilidade aos
potenciais osmoticos, facilidade de manuseio e acesso, zona meristematica radicular
com grande numero de células em divisdo, niumero e tamanho cromossémico que
facilitam andlises citogenéticas, além de alto grau de sensibilidade aos toxicantes.
(SANTOS, 2016).

Portanto, a identificacdo da atividade alelopatica em espécies de plantas,
cultivadas ou nativas, assume um importante papel ecoldgico, principalmente, em
relac@o ao seu potencial herbicida, a fim de controlar espécies de plantas daninhas,
como alternativa ao uso excessivo de agrotoxicos na agricultura, altamente

prejudiciais a saude humana.

2.5 PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamacgéo ocorre como resposta do tecido a uma injaria celular, causada
por um agente lesivo (fisico, bioldégico ou quimico). Uma complexa cascata de
eventos bioquimicos e celulares esta envolvida no processo inflamatorio, como por
exemplo, extravasamento de fluidos, ativacdo enzimatica, migracdo celular,
liberacdo de mediadores, sensibilizacéo e ativacdo de receptores, lise tecidual e de
reparo. (CARVALHO; LEMONICA, 1998). Tais eventos levam ao aparecimento dos
sinais: inchaco, vermelhidao, calor, dor e perda de funcéo. (WHITE, 1999).

A resposta inflamatoria € dividida, normalmente, em trés fases: a inflamacéao
aguda, a resposta imune e a inflamacéao crénica. (KATSUNG, 1998). A inflamacao
aguda esta relacionada a resposta inicial a lesdo tecidual, sendo mediada pela
liberacdo de autacdides e, geralmente, precede o desenvolvimento da resposta
imune. (WANMACHER; FERREIRA, 1995). Segundo Alle e Alle-Filho (1992), a
resposta imune ocorre quando as células imunologicamente competentes sao
ativadas, como uma forma de defesa contra organismos estranhos ou substancias
antigénicas, liberadas durante a resposta inflamatéria aguda ou crénica.

Como a resposta inflamatéria aguda protege o hospedeiro ao conter
organismos estranhos, grande parte dos farmacos podem causar sérios efeitos
colaterais indesejados, como a supressao imune. A inflamagdo descontrolada é

considerada fisiopatologica e estd associada a muitas doencas. A resposta
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inflamatoria, quando auto limitada, produz uma superfamilia de mediadores quimicos
gue estimulam a resolucdo da resposta. (SERHAN, 2017). Durante a fase de
resolucdo da inflamacdo séo biossintetizados mediadores lipidicos, tais como
resolvinas, protectinas, lipoxinas e maresinas que estimulam e aceleram a resolugéo
através de diferentes mecanismos no tecido lesionado, evitando assim a evolugéo
do processo inflamatério agudo para crénico. As lipoxinas (A4 e B4) sdo derivados
de acidos graxos enddgenos como, por exemplo, o &cido araquidbnico, e séo
responsaveis por inibir a infiltracdo de neutréfilos polimorfonucleares além de
estimular o recrutamento de macréfagos para o tecido lesado. (FREIRE; DYKE,
2013). Esses mediadores promovem a resolucdo da inflamacéo, depuracdo de
microrganismos, reducdo da dor e promocdo da regeneracdo tecidual através de
novos mecanismos. Portanto, € hora de desafiar as praticas atuais de tratamento,
usando inibidores, antagonistas e agonistas para testar a farmacologia de resolucéo.
(SERHAN, 2017).

A inflamacédo cronica surge a partir da desregulacdo dos mecanismos de
restauracdo dos tecidos e estimulos inflamatorios persistentes, tornando-se fatores
importantes na progressao de doencas crénicas de origem inflamatéria, como por
exemplo, artrite e aterosclerose. (SILVA, 2015). A dor crbnica, em algumas
situacles, pode estar associada a inflamacé&o crbénica na qual o tecido €é lesionado e
ocorre uma estimulacéo constante dos nociceptores. (DRAY, 1995).

Os macrofagos e os leucacitos polimorfonucleares recrutados pelos sitios
das células lesionadas possuem um papel importante no desenvolvimento do
processo inflamatério mediante a liberacdo de fatores soluveis de regulacéo, durante
a fase aguda, conhecidos como citocinas, destacando-se a liberacéo de interleucina-
1 (IL1-B), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). (AKIRA,
1990).

Katsung (1998) relata que a estimulacdo das membranas dos neutréfilos
produz radicais livres derivados do oxigénio. O anion superoxido é formado pela
reducdo do oxigénio molecular, podendo estimular a producdo de outras moléculas
reativas, como peroxido de hidrogénio e radicais hidroxilas. A interacdo destas
substancias com o &cido araquidénico resulta na formagdo de substancias

guimiotaticas, perpetuando, assim, o processo inflamatario.
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As espécies reativas de oxigénio (EROs) que incluem peroxido de
hidrogénio, superdxido e hidroxilas sdo produtos de reacBes celulares com
transferéncia de elétrons e sdo importantes na regulacdo do nimero de genes nas
atividades de transcrip¢do. Normalmente as EROs s&o reguladas pela atividade
antioxidante da superdxido dismutase e catalase. Durante uma isquemia, na qual
ocorre uma rapida vasoconstricdo em resposta a injaria tecidual, as concentracdes
de EROs diminuem a niveis fisiologicamente baixos e ocorre uma diminuicdo da
atividade antioxidante. Entdo a reperfuséo tecidual cria um estresse oxidativo no
qual espécies reativas de oxigénio e nitrogénio sdo produzidas em abundancia,
promovendo a inducdo de um grande numero de fatores transcricionais, como NF-
kB, dimero fos/jun e prolina ativadora 1 (AP-1), bem como perda dos estoques
energéticos celulares, rompimento de mitocondrias com liberacédo de enzimas liticas,
peroxidacéao, destruicdo de membranas e dano em DNA. (DRAY, 1995).

Estes fatores de transcricdo estimulam producdo de uma segunda onda de
produtos génicos que codificam enzimas com capacidade de eliminar radicais livres
(catalase), com atividade de reparo tecidual (colagenase, estromelisina), bem como
a producédo de citocinas, receptores de superficie celular, moléculas de adeséo,
fatores de crescimento e de outros mediadores inflamatorios. (DRAY, 1995).

Estes mediadores quimicos liberados por células n&o-neuronais, como
fibroblastos, mastocitos, neutrofilos e plaquetas, sdo capazes de alterar o
mecanismo de transducdo periférica do estimulo nociceptivo, causando uma
excitabilidade neuronal, e consequentemente, uma hiperalgesia. Isto ocorre através
da interacdo com canais ibnicos presentes nos terminais nociceptivos, ou por ligacéo
a receptores especificos, ativando cascatas de sinalizacao intracelular mediadas por
segundos mensageiros. (JULIUS; BASBAUM, 2001). Alguns exemplos de
receptores, presentes nas fibras sensoriais primarias, capazes de interagir com 0s
mediadores inflamatérios incluem receptores acoplados a proteina G (GPCRS),
canais iénicos de potencial transitorio (TRPs), canais ibnicos sensiveis a acido
(ASICs) e receptores de tirosina quinase (TrK). (BASBAUM et al., 2009).

A etapa inicial da cascata do acido araquidénico, da qual originam-se as
prostaglandinas, é catalisada por cicloxigenases e existem duas formas distintas
(COX-1 e COX-2). A COX-1 esta presente nas células em condicdes fisiologicas e

esta relacionada com fung@es fisiolégicas nos vasos sanguineos, estbmago e rins.
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A COX-2 € induzida por células expostas aos agentes pro-inflamatorios.
(CARVALHO; LEMONICA, 1998).

Os anti-inflamatérios néo-esteroides (AINES) sdo drogas que inibem as
enzimas COX-1 e COX-2. A administracdo oral destes anti-inflamatérios causa
lesdes ulcerativas na mucosa gastrica, devido a sua acao inibitoria sobre a COX-1, a
qual é responsavel pela producdo de prostaglandinas e estas possuem um papel
protetor da mucosa do estdmago. Ja seu efeito anti-inflamatorio esté relacionado a
inibicdo da COX-2 que esta envolvida nos processos inflamatérios e dor. (KIM et al.,
2004).

Diversas drogas tém sido desenvolvidas como inibidores da 5-lipoxigenase
(5-LO), resultando no bloqueio da formacéo dos leucotrienos ou como antagonistas
do receptor dos leucotrienos. As prostaglandinas e os leucotrienos quando liberados
exercem papel fundamental na génese dos sinais e sintomas do processo
inflamatorio. As prostaglandinas (PG) sédo produzidas em neurbnios e vasos do
sistema nervoso central (SNC) possuem fungdes centrais, incluindo o controle do
ciclo do sono e despertar, geracdo de febre e transmissdo de dor. As
prostaglandinas e citocinas (interleucina-6) estdo envolvidas na fisiopatologia de
algumas doencas degenerativas cerebrais, tais como, esclerose multipla e doenca
de Alzheimer. (FIEBICH et al., 1997; CARVALHO; LEMONICA, 1998).

Os leucotrienos (LTBs) e seus metabolitos sédo responsaveis por uma
variedade de efeitos, entre eles a contracdo da musculatura lisa, aumento da
permeabilidade vascular, atividade sobre linfocitos e hiperalgesia. (RANG et al.,
1994).

A bradicinina esta relacionada com a liberacédo de prostaglandinas, citocinas
(interleucina-18 e TNF-a) e radicais livres. As cininas também liberam histamina e
outros mediadores inflamatérios que induzem a dor pela estimulacdo direta dos
nociceptores sensibilizados pelas prostaglandinas e citocinas. A hiperalgesia
produzida pela bradicinina é mediada pelo TNF-a que estimula a liberacdo das
citocinas IL-1B e IL-8. Além disso, ativam fibras sensorias, liberando neuropeptideos
como a substancia P que causam sensibilizacdo do nociceptor e hiperalgesia.
(DRAY; PERKINS, 1993).

De acordo com Carvalho e Leménica (1998), existem diversos analgésicos e

anti-inflamatoérios disponiveis para uso clinico, porém a procura por drogas vegetais
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como recurso terapéutico vém aumentado cada vez mais. Isso se deve a
insatisfagéo com os resultados obtidos em tratamentos convencionais, aos efeitos
indesejaveis e prejuizos causados pelo uso abusivo e/ou incorreto dos
medicamentos sintéticos, muitas vezes a dificuldade de acesso a estes
medicamentos, a consciéncia ecoldgica crescente e a crenga popular de que os
produtos naturais sao inofensivos. (HEINZMANN e BARROS, 2007).

Portanto, torna-se interessante a busca por anti-inflamatorios e analgésicos
de origem vegetal e, de preferéncia que inibam simultaneamente a cicloxigenase e

lipoxigenase ou, que sejam mais seletivos para a COX-2.

2.6 NOCICEPCAO

A Associacdo Internacional para Estudo de Dor (IASP) define dor como
"uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada ao dano tecidual
real ou potencial". (MERSKEY; BOGDUK, 1994). Esta afirmacéo sugere que a dor é
uma experiéncia subjetiva, que ndo pode ser facilmente mensurada e requer
consciéncia, separando-a da dor proveniente da nocicep¢do. A nocicepcdo € um
processo neural que envolve a transducao e transmissédo de estimulos nocivos para
0 cérebro através da via da dor. A dor resultante € uma complexa interacdo entre
sistemas de sinalizacdo, modulacdo dos centros superiores e percepcao Unica de
cada individuo. Os nociceptores sdo receptores dos tecidos que sdo ativados
especificamente por estimulos dolorosos. Esta informagcdo nociva € transduzida
pelos receptores por sinal elétrico e transmitido a partir da periferia para o sistema
nervoso central ao longo dos axbnios. Ha dois tipos de nociceptores: a)
Mecanoreceptores de alto limiar (HTM), os quais respondem a estimulacéo
mecanica (corte, compressao, alongamento), aquecimento intenso da pele ou
exposicado a substancias quimicas nocivas; b) Nociceptores polimodais (PMN), os
guais respondem a uma variedade de mediadores prejudiciais aos tecidos: ions de
hidrogénio,  5-hidroxitriptamina  (5-HT), citocina, bradicinina, histamina,
prostaglandinas, leucotrienos. (STEEDS, 2013).

Os nociceptores estdo ligados as fibras finas mielinizadas (Ad) e néo
mielinizadas (C) que terminam no corno dorsal da coluna vertebral. A nocicepcao

pode ocorrer na auséncia de consciéncia de dor e dor pode ocorrer na auséncia de
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estimulos nocivos mensuraveis. A percepcdo da dor ocorre quando a estimulagéo
dos nociceptores é suficientemente intensa para ativar as fibras de Ad, resultando
em uma experiéncia subjetiva de dor aguda. A medida que a forca do estimulo
aumenta, as fibras C séo recrutadas e o individuo experimenta uma dor intensa e
ardente que continua apds término do estimulo. Estes tipos de experiéncias ocorrem
durante as duas fases da percepcédo da dor que ocorrem apds uma lesao aguda. A
primeira fase, que ndo é particularmente intensa, vem imediatamente apos o
estimulo doloroso e é conhecida como dor rapida. A segunda fase, conhecida como
dor lenta, € mais desagradéavel, e ocorre com maior atraso. (GARLAND, 2012).

Os mediadores inflamatérios banham o0s nociceptores, ativando-os e
sensibilizando-0s. As prostaglandinas e a bradicinina sensibilizam e ativam os
nociceptores por estimulos de baixa intensidade. Histamina e serotonina (5-HT)
causam dor quando aplicados diretamente as terminagdes nervosas. Os ions de
hidrogénio e 5-HT atuam diretamente sobre os canais iGnicos nas membranas
celulares, mas a maioria se liga a receptores de membrana e ativam segundos
mensageiros via proteina G. (STEEDS, 2013).

A acdo dessas moléculas sobre os nociceptores resulta na transmissao de
sinais aferentes para o corno dorsal da medula espinhal, iniciando a inflamacao
neurogénica. (LOESER; MELZACK, 1999). A inflamac&o neurogénica é o processo
pelo qual os nociceptores ativos liberam neurotransmissores como a substancia P
do terminal periférico para induzir vasodilatacdo, vazamento de proteinas e fluidos
no espaco extracelular proximo a extremidade terminal do nociceptor e estimulam
células imunes que contribuem para a sopa inflamatéria. Como resultado dessas
alteracdes neuroquimicas no ambiente local dos nociceptores, aumenta a ativacao
das fibras (Ad e C) e, ocorre a sensibilidade periférica. (BESSON, 1999).

2.7 OXIDO NITRICO

O 6xido nitrico (NO) resulta da oxidacdo de um dos dois nitrogénios
guanidino da L-arginina, que é convertida em L-citrulina. (MONCADA, 1991). Esta
reacdo € catalisada pela enzima Oxido nitrico sintase (NOS) que possui duas
isoformas: a NOS constitutiva (cNOS), dependente de ions calcio (Ca™) e de

calmodulina, que esta envolvida na sinalizagdo celular; e a isoforma Il ou Oxido



34

nitrico sintase induzida (iNOS) que € induzida por citocinas e lipopolissacarideos, no
endotélio e musculatura lisa vascular, e ndo é regulada por célcio. (FORSTERMANN
et al., 1994). Existem dois tipos de isoforma constitutiva: a NOS neuronal (nNOS,
tipo 1), presente normalmente nos neurdnios, , e a NOS endotelial (eNOS, tipo 1lI),
presente normalmente nas células endoteliais vasculares e nas plaquetas. (TRACEY
et al., 1993; MONCADA, 1991; RADOMSKI et al., 1990).

O Oxido nitrico sintetizado pela eNOS é importante no processo de
relaxamento do vaso sangiineo. Em condicdes fisiolégicas, o relaxamento vascular
ocorre quando receptores da membrana das células endoteliais sdo ativados por
estimulos sollveis (acetilcolina, bradicinina, adenosina difosfato, substancia P,
serotonina e outros) ou quando ha um aumento do atrito exercido pelas células
circulantes sobre a camada endotelial, levando a ativacédo da eNOS presente nestas
células e, consequentemente, a producédo de NO. (BUSCONI; MICHEL, 1993).

Um mecanismo provavel de regulacédo da producédo de NO in situ e da sua
atividade biolégica é a acdo do agonista bradicinina que faz com que ocorra a
fosforilacdo da eNOS, levando a sua translocacédo para o citosol. (MICHEL et al.,
1993).

O oxido nitrico produzido pela ativacdo da iINOS possui acdo citotoxica e
citostatica, promovendo a destruicdo de microrganismos, parasitas e células
tumorais. A citotoxidade do NO é resultado de sua acéo direta, quando 0 mesmo
reage com metais, principalmente o ferro, presentes nas enzimas alvo. (JAMES,
1995; MONCADA, 1991), ocorrendo inativacdo de enzimas cruciais do ciclo de
Krebs, da cadeia de transporte de elétrons, da sintese de DNA e do mecanismo de
proliferacdo celular. A acao citotoxica indireta do NO consiste, principalmente, na
sua reacdo com o0s intermediarios do oxigénio, secretados em processos
inflamatorios por macréfagos, neutrofilos e células endoteliais. Essa acdo téxica
entre 0 NO e anion superoxido (O) resulta na formacéo de peroxinitrito (ONOO),
um poderoso oxidante de proteinas. O ONOQO™ pode, posteriormente, protonar-se na
presenca de fon hidrogénio (H"), originando o radical hidroxila (HO) altamente
reativo e téxico. (BECKMAN; KOPPENOL, 1996). A célula produtora de NO e as
células ao redor também séo afetadas pela toxicidade dessa molécula, podendo ser

destruidas. Portanto, o NO contribui para algumas condi¢des patolégicas, tais como:


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0306452216304651#b0405
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0306452216304651#b0405

35

asma, artrite reumatoide, lesbes ateroscleroticas, esclerose mdltipla, Alzheimer e
gastrite induzida por Helicobacter pylori. (HAMID et al., 1993; DUSSE et al., 2003).

A enzima superoxido dismutase (SOD) é induzida pelo NO produzido pela
isoforma eNOS, na camada muscular do vaso e extracelular, diminuindo o Oy
disponivel e, consequientemente, a producdo de ONOO". A sintese de ferritina
também é induzida pelo NO, que se liga a ions ferro livres e previne a geracao de
O,". Porém, na presenca da placa aterosclerética, os macréfagos ativados produzem
02, expressam INOS e produzem NO. Portanto, sdo produzidos ONOO e OH,
comprometendo, ainda mais, a integridade tissular, levando a ativacdo da
coagulacao e contribuindo para a obstrucdo da luz vascular. (WOLIN, 2000).

O o6xido nitrico esta relacionado com diversas fungdes, como por exemplo,
no cérebro participa do aprendizado e da memoria; no trato gastrointestinal medeia o
relaxamento ndo adrenérgico e nao colinérgico da musculatura longitudinal e circular
do esfincter esofagiano, estdbmago, duodeno, intestino delgado e esfincter anal
interno; no sistema respiratério, é liberado pelos nervos da musculatura lisa
bronquiolar para mediar o controle neurogénico da broncodilatacdo; no sistema
circulatorio, especificamente na coagulacdo sanglinea, possui propriedades
antitrombdticas resultantes em parte da inibicdo da adesao e agregacao plaquetaria;
nos vasos sanguineos, exerce funcdo na modulacdo do diametro e resisténcia
vascular pela sua habilidade em relaxar o muasculo liso vascular. (CERQUEIRA et al.,
2002).

2.8 PROTECAO GASTRICA E MOTILIDADE GASTROINTESTINAL

Nas ultimas décadas, distlrbios gastrointestinais tais como Ulceras pépticas,
refluxo gastroesofagico, gastrite, doencas inflamatorias intestinais (doenca de Crohn
e colite ulcerativa) e constipacdo intestinal tém assumido altas propor¢cées na
populacéo, tornando-se importantes focos de investigacdo experimental e clinica na
procura por novos tratamentos. (POTRICH et al., 2014). A Ulcera gastrointestinal
uma doenca bastante comum e, se ndo tratada pode levar ao cancer. Uma
variedade de fatores enddégenos e exdgenos podem ser causadores da Ulcera
gastrica, que incluem condi¢cdes de acido, pepsina e estresse e, agentes nocivos,

tais como, anti-inflamatérios ndo-esteroides (AINES), bactéria Helicobacter pylori, o



36

tabagismo e o consumo de alcool. (SYAM et al., 2009). Esses fatores podem
promover a geracdo de radicais livres que estdo relacionados a inUmeras doencas,
citadas anteriormente. Estudos cientificos tém demonstrado que muitas plantas
medicinais com propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, ndo s6 possuem
efeito gastroprotetor como também aceleram a cicatrizacdo de Ulceras gastricas.

O processo de peroxidacdo lipidica € mediado por interacdo de radicais
hidroxila com as membranas celulares, consequentemente, sdo produzidos radicais
livres derivados de lipideos, tais como: dienos conjugados e hidroperdxidos lipidicos.
Estes radicais sao produtos extremamente reativos que causam o dano oxidativo. O
etanol aumenta a producdo do anion superoxido, radical hidroxila e peroxidacdo
lipidica na mucosa gastrica. (BAGCHI et al., 1998).

A exposicdo ao etanol parece induzir o estresse oxidativo, explicando a
diminuic&do da liberagéo de 6xido nitrico, pois 0 mesmo pode estar sendo desviado
para a eliminagdo de radicais livres. O aumento da expressédo da proteina oxido
nitrico sintase endotelial pode ser uma resposta ao aumento da demanda de 6xido
nitrico. (KAY et al., 2000). O oxido nitrico (NO) € um mediador fundamental ao
mecanismo de defesa gastrico. (VIANA et al., 2013). Varios estudos tém
demonstrado que a lesbes induzidas por agentes quimicos sdo diminuidas pela
administracdo ou aumentada pela supresséo da via NO. (LOPEZ-BELMONTE et al.,
1993). O NO produzido através da eNOS parece ser um dos principais fatores
envolvidos na secrecao alcalina, secre¢cdo de muco, regulacdo do fluxo sanguineo
gastrico e microcirculacdo gastrica. (CHANDRANATH et al., 2002; WALLACE,
2006). Do mesmo modo, foi relatado que a eNOS tem participacdo no efeito
gastroprotetor induzido por varios derivados de plantas. (FERREIRA et al., 2008;
GOMES et al., 2009).

Antioxidantes intracelulares tais como glutationa e a-tocoferol possuem uma
acao protetora das células da mucosa gastrica contra o dano causado pelo etanol,
assim como, a superoxido dismutase (SOD), alopurinol (ALP; inibidor da xantina
oxidase) e dimetil sulfoxido (DMSO). Sugerindo que radicais livres derivados do
oxigénio, superoxido e hidroxila, podem estar envolvidos nesta patogénense.
(HIROKAWA et al., 1998; TERANO et al., 1989).

As prostaglandinas sdo mediadores produzidos por COX-1 e COX-2 e os

farmacos classicos usados no tratamento de Ulcera péptica aumentam a producéo
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de prostaglandinas gastrocitoprotetoras. (WALLACE, 2008; BOTTING, 2006).
Acredita-se que as prostaglandinas desempenham um papel central no processo de
cicatrizacdo de ulcera, por estarem envolvidas na melhoria da sintese da mucina
gastrica, desencadeando a proliferacdo das células da mucosa, promovendo a
angiogénese e induzindo vérias outras funcbes que modulam e regulam a
integridade da mucosa gastrica e a secrecao de acido gastrico. (BRZOZOWSKI et
al., 2005).

Os farmacos que impedem a progressdo da Uulcera, agindo como
antioxidantes, aumentam a sintese e a secre¢cdo do muco gastrico e promovem a
sintese de prostaglandinas, acelerando, desta forma, a cicatrizacdo das Ulceras.
(ADHIKARY et al., 2011).

Varios estudos in vitro demonstraram que os flavonoides eliminam radicais
hidroxila e peroxila, afetando vérias etapas da cascata araquiddnica via COX-2 ou 5-
lipoxigenase. Em adicdo a estes efeitos, possuem propriedades de estabilizar
membranas, afetam alguns processos do metabolismo e inibem a peroxidacao
lipidica em diferentes sistemas. Além disso, alguns aumentam a concentracao de
prostaglandinas e muco na mucosa gastrica, demonstrando efeito citoprotetor.
(ALANKO et. al; 1999).

Outra hipotese que explica o dano oxidativo na mucosa gastrica induzido
pelo etanol € o efeito constritor em veias e artérias da mucosa gastrica, produzindo
congestao, inflamacao e leséo tecidual. Essas les6es dependem da dose de etanol e
podem ser prevenidas por prostaglandinas (PGl,), que inibem a motilidade gastrica e
aumentam a secrecdo de muco, protegendo o estbmago das espécies reativas de
oxigénio. (ARAKI et al., 2000; REPETTO; LLESUY, 2002).

O estudo de Diaz-Rivas et al. (2015) avaliou o efeito gastroprotetor dos
extratos de B. scordioides Kunth, induzindo a ulcera gastrica com dose Unica de
indometacina (30 mg/kg, v.0.), no qual os resultados apresentaram inibicdo de COX-
2, IL-8 e TNFa, estimulacdo de COX-1 e moderada inibicdo de NFkB.

De acordo com o estudo de Repetto and Llesuy (2002), o efeito
gastroprotetor do extrato de Artemisia douglasiana e seu isolado dehidroleucodina
(DhL) sobre o dano na mucosa gastrica pode ser mediado por liberacdo local de
neuropeptideos, oxido nitrico e prostaglandinas. Portanto, a inibicdo da peroxidacéo

lipidica e da COX-2 é um alvo importante na prevencao de Ulcera géstrica.
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No modelo de motilidade gastrointestinal, o esvaziamento géastrico depende
essencialmente do nervo vago, que controla as contracdes tbnicas, o relaxamento
do fundo do estdbmago e a amplitude das contragcdes antrais geradas pelo
marcapasso gastrico. (JABRI et al., 2017). Os neurotransmissores sao 0s principais
moduladores que controlam a motilidade gastrointestinal, tais como taquiquininas
(substancia P, neuroquinina A), acetilcolina, serotonina (5-HT) e peptideo liberador
de gastrina (GRP) / bombesina. Estes tém efeitos excitatérios sobre a motilidade
gastrointestinal, enquanto que os membros do polipeptideo vasoativo intestinal
(VIP), oOxido nitrico, GABA e ATP, atuam como neurotransmissores inibitérios.
(SHUTTLEWORTH; KEEF, 1995; KUNZE; FURNESS, 1999).

O estudo de Jabri et al. (2017) sugere que o extrato aquoso de Malva
sylvestris atua sobre a motilidade gastrointestinal estimulando sua funcéao contratil.
Esse efeito estimulador pode ser atribuido aos compostos fendlicos, como o acido
fertlico que estimulou a producdo de prostaglandinas e aumentou a motilidade

gastrointestinal.
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3 MATERIAL E METODOS

A coleta do material vegetal (item 3.1), extracdo dos extratos alcodlicos
brutos (item 3.2.1), obtencao das fragbes (item 3.2.2) e rendimentos dos extratos e
fracOes (item 3.2.3) das partes aéreas e raizes de B. stachyoides foram obtidos no
mestrado de Oliveira (2012) e estdo descritos, resumidamente, neste trabalho. Os
ensaios apresentados no fluxograma (FIGURA 4) foram realizados com estas

amostras.

FIGURA 4 — FLUXOGRAMA DAS METODOLOGIAS REALIZADAS COM B. stachyoides
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FONTE: O autor (2017)
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A espécie B. stachyoides possui autorizacdo do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) para sua avaliagdo sob o
aspecto morfoanatébmico, quimico e biolégico constante no ANEXO |, realizada de
acordo com a resolucao do Conselho de Gestédo do Patrimdnio Genético (CGEN) n°
35, de 27 de abril de 2011.

3.1 MATERIAL VEGETAL

O material vegetal (partes aéreas e raizes) foi coletado no Capédo do
Cifloma, da Universidade Federal do Parana, campus Jardim Botanico (25°26'53.7"S
49°14'15.8"W) nos meses de maio e junho de 2011, quando a pesquisa foi iniciada.

A identificacdo botanica da espécie foi realizada no Herbario do Museu
Botanico Municipal da cidade de Curitiba, Estado do Parana, comparada com a
exsicata apresentada na FIGURA 5 e registrada sob o nimero 339899 Buddleja
stachyoides CHAM. & SCHLTDL pelo curador Osmar do Santos Ribas. As partes

aéreas e raizes coletadas podem ser visualizadas na FIGURA 6.

FIGURA 5 - FOTOGRAFIA DA EXSICATA DE Buddleja stachyoides ACERVO N° 339899

FONTE: OLIVEIRA (2011)
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FIGURA 6 — FOTOGRAFIA DE EXEMPLOS DA ESPECIE VEGETAL Buddleja stachyoides

FONTE: OLIVEIRA (2012)
LEGENDA: A: raizes; B: partes aéreas

3.2 EXTRATOS E FRACOES

3.2.1 Obtencéo dos extratos alcodlicos brutos

Da planta seca, estabilizada e triturada, foram pesados 5,97 e 2,39 kg das
partes aéreas e raizes, respectivamente. Posteriormente foram extraidos,
separadamente, em aparelho de Soxhlet de acordo com Carvalho (2001), patente
(P10601703-7A).

Foi pesado e introduzido cerca de 2 kg do material vegetal seco no suporte
de vidro do aparelho de Soxhlet (contendo uma placa porosa e uma camada de
algodao). Sobre este sistema adicionou-se cerca de 8000 mL de etanol 96 °GL para
extracdo. Ao aparelho de Soxhlet modificado (com torneira) foi conectado um
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condensador de bolas e um baldo de fundo redondo, contendo pérolas de vidro.
Este sistema foi levado ao aquecimento em manta aquecedora. Apés inicio do
aquecimento, o liquido extrator contido no baldo evaporava e condensava a 60°C no
condensador de bolas, percorrendo novamente o material vegetal. Quando o
menisco do extrato no canal lateral do Soxhlet atingia o ponto de refluxo, o extrato
era descarregado no baldo por sifonamento e o0 processo era repetido
aproximadamente 10 vezes até o clareamento do liquido contido no canal lateral do
Soxhlet. Este procedimento evita a degradacao térmica das substancias contidas no
baldo, pois a quantidade de liquido extrator é constante no sistema, sendo capaz de
solvatar os compostos. (CARVALHO, 2001). Devido a grande quantidade das
partes aéreas, o procedimento de extracdo foi realizado 3 vezes e em seguida foram
misturados.

ApoOs o término da extracdo, foram obtidos os extratos alcoodlicos brutos
(partes aéreas e raizes), utilizados, posteriormente, para obtencdo das fracdes e
realizacao dos testes. (OLIVEIRA, 2012).

3.2.2 Obtencéao das fracbes

As fracdes foram obtidas através do método de particdo liquido-liquido com
solventes (P.A.) de diferentes polaridades: n-hexano, cloroformio, acetato de etila,
utilizando-se aparelho soxhlet conectado ao condensador de bolas e a um baldo de
fundo chato com pérolas de vidro. O sistema foi levado ao aquecimento em manta
aquecedora e deixado sob refluxo por cerca de 12 horas. Durante a particdo foi
acrescentado ao extrato alcoodlico bruto uma quantidade de agua destilada para
facilitar a separacdo dos solventes, obtendo-se no final uma fracdo remanescente.
(OLIVEIRA, 2012).

3.2.3 Rendimento dos extratos e fracdes
Apés extracdo e particdo liquido-liquido, os extratos e fracBes foram

concentrados em rotaevaporador e posteriormente, evaporados até a secura em

banho-maria a 60°C. Os rendimentos dos extratos brutos e fragfes foram calculados
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em porcentagem, em relacdo a quantidade de material vegetal seco de partida

utilizado na extracdo e o peso das amostras ap0s a secura. (OLIVEIRA, 2012).

3.3 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS

3.3.1 Purificagcéo das fracbes

A purificagéo das fragdes foi realizada por cromatografia em coluna com fase
estacionaria silica gel 60 Merck® (0,063 - 0,200 mm). Cerca de 10 g de cada fragéo
(hexanica, acetato de etila) foi incorporada a silica gel para a formacdo da pastilha.
Esta pastilha foi submetida a cromatografia em coluna, onde foi feita a eluicdo da
amostra através do sistema de passagem de solventes com gradientes de
polaridades crescentes, iniciando-se com 100% de n-hexano P.A., depois uma
mistura de hexano e acetato de etila P.A. na proporcao 70:30, utilizando acetato de
etila como gradiente de polaridade e aumentando o intervalo de 5 em 5% até 100%
do mesmo. Em seguida, utilizou-se a mistura acetato de etila e metanol P.A. na
proporcao 90:10, utilizando metanol como gradiente de polaridade e aumentando o

intervalo de 5 em 5% até 100% do mesmo.

3.3.2 Purificacdo dos isolados

Durante a purificacdo da fragcdo hexanica das raizes foram coletados 144
aliquotas. Os frascos que apresentaram inicio de precipitacdo foram lavados com
éter de petroleo, deixados em geladeira por 5 minutos e em seguida, foram
centrifugados para separacao do precipitado. Dos frascos 49 a 59, obteve-se 8,5 mg
de precipitado que foi denominado FHR1.

Na purificacdo da fracdo acetato de etila das partes aéreas de B.
stachyoides foram coletadas 107 aliquotas e durante o processo de secagem, 3
frascos apresentaram sinais de cristalizacdo, que foram centrifugados e reunidos,
obtendo-se um precipitado. Este precipitado foi ressuspendido em metanol e
cromatografado em cromatoplaca de silica, utilizando como fase mdvel acetato de
etila, acido féormico e agua (90:0,5:0,5) e como revelador acido difenilbérico 2-

aminoetilester em etanol. As bandas separadas foram raspadas e colocadas em
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frascos, dissolvidas em metanol e centrifugadas para retirada da silica. A amostra foi
dissolvida em metanol, concentrada e pesada, obtendo-se 4,3 mg do composto
denominado FAEPA2.

Uma segunda purificacdo do composto FAEPA2 foi realizada em HPLC
(marca Waters® PDA 996, ELSD 2420; coluna analitica Luna® C18 5 um 4,6 x 250
mm), sendo 4 mg dissolvidos em 300 puL de metanol e realizadas 4 injecoes de 80
uL, com coleta manual do pico, ndo foi possivel pesar a quantidade obtida. Os
solventes utilizados no método foram fase A (agua destilada + 0,1% &cido férmico) e
fase B (acetonitrila + 0,1% &cido férmico), de acordo com o gradiente descrito na
TABELA 1.

TABELA 1 — GRADIENTE DE ELUICAO DO METODO DA SEGUNDA PURIFICAGAO DO
COMPOSTO FAEPA2

TEMPO (min) FASE A (%) FASE B (%) FLUXO (mL/min)
0,0 75 25 1,0
20 75 25 1,0
21 0 100 1,0
26 0 100 1,0
27 75 25 1,0

FONTE: O autor (2017)

3.3.3 lIdentificacdo dos compostos

Os experimentos de Ressonancia magnética nuclear (RMN) foram
realizados em um espectrobmetro AVANCE Il HD 600, operando a 14.1 T,
observando os nucleos de *H e *3C a 600,13 e 150,90 MHz respectivamente,
equipado com uma sonda inversa quadrinuclear de 5 mm com gradiente z. Todos os
deslocamentos quimicos foram observados em relacdo ao sinal do TMS, em 0,00
ppm, como referéncia interna ou em relacdo ao sinal do solvente. Os espectros de
'H e 3C {*H} foram adquiridos com uma janela espectral de ~11 ppm e ~240 ppm,
respectivamente.Os espectros de RMN de correlacdo *H-'*C a uma ligacdo (HSQC)
e a longa distancia (HMBC) foram otimizados para uma média de constantes de

acoplamento 'Jyic)e Iy de 140 e 8 Hz, respectivamente.
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3.4 VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA QUANTIFICACAO DO
MARCADOR VERBASCOSIDEO

O método analitico para quantificacdo do marcador verbascosideo presente
no extrato bruto das partes aéreas de B. stachyoides foi desenvolvido e validado,
utilizando-se o equipamento de HPLC (Merck-Hitashi composto de bomba L7100,
degaseificador de solventes L7812, injetor automatico L-7200, detector DAD L7455,
interface L7000 conectada ao sistema operacional Windows Professional; coluna
Phenomenex Gemini-NX 5u C-18 110 A, tamanho 250 x 4,6 mm); fase movel:
bomba A - solugdo aquosa constituida de H,SO, (0,01 M), H3PO, (0,4%) e
(C2Hs)2NH (0,4%); bomba B - metanol: solu¢cdo aquosa constituida de H,SO,4 (0,05
M), H3PO4 (2%) e (C.Hs):NH (0,2%); na proporcao de 90:10, respectivamente;
bomba C - acetonitrila: solucdo aquosa constituida de H,SO4 (0,05 M) e H3PO4 (2%),
na proporcao de 90:10, respectivamente; diluicdo das amostras: metanol e fase
diluente (H,O + 2% de H3PO,). Nas seguintes condi¢des de analise: comprimento de
onda 325 nm; temperatura do forno de 35 °C; volume de injecao de 40 uL; gradiente

de fase movel conforme TABELA 2.

TABELA 2 — GRADIENTE DE ELUICAO DO METODO ANALITICO DESENVOLVIDO EM HPLC
PARA ANALISE DO EXTRATO BRUTO DAS PARTES AEREAS DE Buddleja
stachyoides

TEMPO (min) FASE A (%) FASE B (%) FASE C (%) FLUXO (mL/min)
0,0 100 0 0 11
3,0 100 0 0 1,2
5,0 90 7 3 1,2
15,0 81 16 3 1,2
28,0 70 21 9 1,2
36,0 70 21 9 1,2
40,0 59 26 15 1,2
45,0 59 26 15 1,2
47,0 20 65 15 1,2
53,0 20 65 15 1,2
54,0 100 0 0 11
60,0 100 0 0 11

FONTE: O autor (2013)

A concentracdo de verbascosideo nas amostras foi calculada através do

sistema interface L7000 conectado ao Windows Professional (equipamento Merck-
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Hitashi), considerando a area do pico encontrada, a equacgéo da reta e fatores reais
de diluicdo [Concentracdo (mg/g) = Area x Fator de diluicdo x Equacdo da reta
(escalar)].

Os parametros avaliados na validacdo analitica do método para doseamento
de verbascosideo foram: especificidade, linearidade, precisdo por repetibilidade,
precisdo intermediaria, exatiddo e robustez, de acordo com a Resolu¢do (RE) n°
899, de 29 de maio de 2003, elaborada pela ANVISA.

A curva analitica foi preparada com a solucdo padrdo de trabalho
verbascosideo, isolado da fracdo acetato de etila das folhas de Duranta vestita
Cham. (Verbenaceae), na concentracdo de 0,30 mg/mL em metanol. A partir desta
solugdo foram preparadas cinco concentragdbes dissolvidas em fase diluente (0,08
mg/mL; 0,09 mg/ml; 0,20 mg/mL; 0,11 mg/mL; 0,12 mg/mL) e injetadas em triplicata.

A precisao por repetibilidade foi realizada com 6 determinagdes a 100% da
concentragdo do teste para verificar a concordancia entre os resultados dentro de
um curto periodo de tempo com o mesmo analista e mesma instrumentacdo. A
precisdo intermediaria foi também realizada com 6 determinacbes a 100% da
concentracao do teste e serviu para verificar a concordancia entre os resultados dos
dois analistas, no mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes. Neste ensaio
as amostras sofreram uma diluicdo de 1:250 para permanecerem dentro da curva
analitica.

No parametro exatidao foi utilizado o método de adicdo de padrdo, no qual
adicionou-se quantidades conhecidas do padrdo de trabalho (verbascosideo) ao
extrato alcodlico bruto. O estudo foi realizado em 3 concentracdes, baixa, média e
alta no intervalo da curva analitica, em triplicata, perfazendo um total de 9 ensaios.
Para obter a concentracéo baixa proxima a tedrica (0,083 mg/mL) foram adicionados
125 pL da amostra extrato alcodlico bruto 1:50, 100 yL do padréo 0,30 mg/mL de
verbascosideo e 775 uL de fase diluente. Para obter a concentracdo média proxima
a tedrica (0,107 mg/mL) foram adicionados 125 uL da amostra extrato alcodlico bruto
1:50, 180 pyL do padréo 0,30 mg/mL de verbascosideo e 695 pL de fase diluente.
Para obter a concentracdo alta proxima a teérica (0,119 mg/mL) foram adicionados
125 yL da amostra extrato alcodlico bruto 1:50, 220 yL do padréo 0,30 mg/mL de

verbascosideo e 655 puL de fase diluente. A exatiddo foi calculada como
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porcentagem de recuperacdo da quantidade conhecida do analito adicionada a
amostra e o critério de aceitacédo é de 95 a 105%. (BRASIL, 2003).

No parametro robustez realizou-se a analise de estabilidade da solugédo, a
mesma amostra utilizada no parametro de precisao por repetibilidade foi injetada
apos 24 h do seu preparo. Outras formas de avaliar a robustez do método foi diluir a
fase movel A (1:2), com consequente alteracdo do pH de 2,0 para 3,0 e também a
modificacao da temperatura do forno para 40°C.

3.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE LARVICIDA DOS EXTRATOS E FRACOES DAS
PARTES AEREAS E RAIZES DE Buddleja stachyoides SOBRE Aedes aegypti

A atividade larvicida sobre Aedes aegypti dos extratos e fracdes obtidos das
partes aéreas e raizes de Buddleja stachyoides foi realizada segundo metodologia
do WHO (1981) com algumas modificacoes.

Os ovos de Aedes aegypti da linhagem Rockfeller® foram fornecidos pela
Fundacédo Osvaldo Cruz - RJ. Para a eclosao dos ovos, os mesmos foram colocados
em bandeja de plastico e adicionou-se 500 mL de agua sem cloro, e em seguida
levou-se para estufa BOD (marca Novatecnica modelo NT 704) com temperatura a
(27 £ 2)°C e umidade relativa de (80 + 5)%. (HARTBERG; CRAIG, 1970).

A dieta das larvas consistiu de racdo de peixe (aldon basic, MEP 200
complex) do periodo de ecloséo até o 3° estadio larval.

As amostras testes foram preparadas solubilizando-as com 0,5% de
dimetilsulféxido (DMSO) e diluidas com &gua sem cloro, para obter as
concentragfes de 250, 500, 1000 pg/mL.

Foram colocadas 15 larvas do 3° estadio em copo de plastico contendo as
amostras (1 mL) e o volume foi completado para 5 mL. Para cada concentracdo
foram usadas 45 larvas (15 larvas em triplicata). Solu¢do aquosa de DMSO 0,5% foi
utilizada em triplicata como controle negativo.

A atividade larvicida foi avaliada apds 24 horas por meio da contagem do
namero de larvas mortas em cada amostra. Larvas moribundas, incapazes de atingir
a superficie da agua quando tocadas, foram consideradas como mortas. (WHO,
1981). Os valores da concentragdo letal (CLsp) em pg/mL foram determinados
utilizando o método de andlise Probit. (FINNEY, 1974).
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3.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ALELOPATICA

3.6.1 Preparo do teste

As placas de Petri (9,0 cm de diametro) contendo papel filtro Whatman n°.
6,0, previamente autoclavadas a 120°C por 20 minutos, receberam 5,0 mL da
solugdo das amostras (extratos e fragdes), preparadas nas concentragdes de 250,
500 e 1000 pg/mL. Pesou-se 50 mg das amostras, adicionou-se 200 uL de DMSO e
500 yL de agua e foram sonicadas. Em seguida, foi adicionado 1 mL de MES (acido
2-morfolinoetanosulfénico) e qg.s.p. para 50 mL de agua em baldo volumétrico (1000
Mg/mL). A partir dessa solugéo preparou-se as demais concentragbes (250 e 500
pg/mL). (MACIAS et al., 2000). Foram semeadas, aleatoriamente, sobre cada disco
de papel filtro, 30 diasporos das espécies alvo Lactuca sativa L. (alface,
eudicotiledbnea) e Allium cepa L. (monocotiledonea cebola), distribuidos
aleatoriamente, com quatro repeticdbes para cada concentracdo, conforme Brasil
(2009). Como controle, procedimento similar foi utilizado, porém com auséncia dos
extratos e fracdes.

As placas de Petri contendo os diasporos foram levadas a uma camara de
germinacao (BOD), umidade relativa (+ 80%) e temperatura constante, adequadas a
cada espécie alvo, conforme Brasil (2009), alface, (20 + 2)°C no escuro; e cebola (15

1 2)°C, com foto periodo de 12h.

3.6.2 Teste de Germinacao

Para os bioensaios de germinacéo, foi aplicada a metodologia de Macias et
al., (2000). A contagem para avaliagdo da germinacgao foi realizada diariamente, por
7 dias, tendo como critério a protrusdo radicular com no minimo 2,0 mm de
comprimento. O experimento foi considerado concluido quando a germinagao foi
nula por trés dias consecutivos.

O indice de velocidade de germinacéao (IVG) foi calculado segundo Maguire

(1962) para cada amostra, utilizando-se a seguinte férmula:

IVG = X1/a + X2/b + X3/c +....
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Onde:
IVG = indice de Velocidade de Germinagao
X1, X2, X3, ... = Corresponde ao numero de sementes germinadas

a, b, c,.. = Corresponde ao dia em que ocorreu a germinagao

3.6.3 Teste de Crescimento

Para os bioensaios de crescimento utilizou-se a metodologia descrita por
Barnes et al., (1987) e Macias et al., (2000). Apos sete dias da protrusao radicular,
mediu-se o0 alongamento da radicula e do hipocétilo/coleéptilo (dez plantulas por

placa) utilizando papel milimetrado.

3.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

3.7.1 Ensaio de captura do anion superéxido (O2")

O radical anion superéxido (O,") em meio aquoso, sofre dismutacao,
produzindo peroxido de hidrogénio e oxigénio, reacdo catalisada pela superoxido
dismutase (SOD), in vivo. (BARREIROS et al., 2006). Essa espécie reativa do
oxigénio (ERO) também pode ser gerada, in vitro, pela reacdo ndo enzimatica entre
nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH) e metassulfato de fenazina
(PMS), sendo sua formacao quantificada por espectrofotometria, com a reducéo de
azul de nitrotetrazoélio (NBT), que adquire coloracao purpura. (HAZRA et al., 2008).

O ensaio foi realizado em tampéo pirofosfato de sdédio (pH 8,3 — 25 mM),
contendo PMS (372 uM), NBT (600 uM), NADH (1560 uM). Foram testadas varias
concentragcbes das amostras e padrées, sendo selecionadas aquelas que
apresentaram porcentagem de inibicdo: extrato bruto das partes aéreas de B.
stachyoides (100; 200; 300; 400 e 500 pg/mL), extrato bruto das raizes de B.
stachyoides (50; 200; 300 e 400 pg/mL), padrdo de acido galico (1,70; 8,50; 17,0;
25,5 e 34,0 pg/mL) e padrdao de quercetina (6,045; 12,09; 18,135; 24,180 e 30,225
pHg/mL), com volume final da reagdo de 300 L. Apos incubagdo de 7 minutos a
temperatura ambiente, a absorbancia foi monitorada a 560 nm, para determinacao

da quantidade de formazana gerada. A partir das concentragdes selecionadas foram
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calculados os logaritimos para construgcdo da reta e célculo da concentracédo
inibitéria média (ICso) de 3 determinacgdes. Os resultados foram comparados com 0s
padrbes de quercetina e acido géalico. (HAZRA et al., 2008).

3.7.2 Ensaio de captura do radical 6xido nitrico (NO")

Este ensaio avalia a capacidade dos compostos antioxidantes em capturar o
radical 6xido nitrico (NO"), gerado a partir da dissolucdo de nitroprussiato de sédio,
em solucdo aquosa com pH 7,4. O 6xido nitrico reage com o oxigénio do meio
formando nitrato (NO3) e nitrito (NOy). O nitrito formado é determinado,
espectrofotometricamente, pela adicdo do reagente de Griess, produzindo um
composto colorido, monitorado a 540 nm. (YEN et al., 2001).

Foram testadas diferentes concentracbes das amostras e padrdes, sendo
selecionadas aquelas que apresentaram porcentagem de inibicdo: extrato bruto das
partes aéreas de B. stachyoides (70, 130, 190, 250 e 310 pg/mL) extrato bruto das
raizes de B. stachyoides (130, 190, 250, 310 e 370 pg/mL), padréo de acido galico
(400, 1000, 1300, 1600 e 2200 pg/mL) e padrao de quercetina (10, 30, 50, 70, 90,
110 e 130 pg/mL). As amostras foram incubadas com nitroprussiato de sédio (4 mM)
em tampao fosfato de sédio (20 mM, pH 7,4), por 150 minutos, a temperatura
ambiente. E apos o tempo de reacao, foi adicionado o reagente de Griess (acido
sulfanilico 1,0 % - p/v; o N-(1-naftalenodiamina) 0,1% - p/v e acido fosférico 2,5% -
vIv), e a leitura de absorbancia realizada a 540 nm. (YEN et al., 2001). A partir das
concentracfes selecionadas foram calculados os logaritimos para construcdo da
reta e calculo da concentracdo inibitéria média (ICsy) de 3 determinacdes. Os

resultados foram comparados com os padrdes de quercetina e acido galico.
3.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA
3.8.1 Animais
As abordagens farmacoldgicas foram realizadas em modelos animais,

utilizando camundongos Swiss, machos ou fémeas dependendo do teste, mantidos

em temperatura controlada de (22 + 2)°C, em ciclo de 12h claro e 12h escuro e com



51

adgua e racdo a vontade. Os animais foram distribuidos homogeneamente entre os
grupos experimentais (n=6 ou n=7), mantidos no laboratorio para aclimatagdo por
pelo menos 1 hora antes da realizacdo dos experimentos e foram tratados com
extrato bruto das partes aéreas por via oral (v.0.). Os procedimentos experimentais
foram realizados de acordo com as normas éticas para o estudo de dor com animais
de laboratério. (ZIMMERMANN, 1983). Os protocolos foram aprovados pelo Comité
de Etica para uso de animais (CEUA) da Universidade Federal do Parana em
22/05/2014, certificado numero 794 (ANEXO II).

Os modelos experimentais utilizados visam a identificacdo de potencial
atividade antinociceptiva, anti-inflamatoéria, gastroprotetora, efeito sobre a motilidade
gastrointestinal e possivel toxicidade do extrato alcoodlico bruto das partes aéreas de
da B. stachyoides.

3.8.2 Nocicepcéo induzida por formalina

O teste de nocicepcdo induzida por formalina foi executado conforme
metodologia descrita por Hunskaar et al. (1985), a qual consiste na injecao de 20 L
de uma solucédo de formalina a 2,5% (0,92% de formaldeido) na superficie ventral da
pata posterior direita. O indicativo de nocicepcao é o tempo que o0 animal permanece
lambendo ou mordendo a pata injetada, durante os primeiros cinco minutos apos a
injecdo (primeira fase ou fase neurogénica), e durante o intervalo de 15 a 30 minutos
apos a injecao (segunda fase ou fase inflamatdria). Os animais foram pré-tratados
com salina (10 mL/kg, v.0.) ou extrato bruto de B. stachyoides nas doses de 10, 30,
100, 300, 600 e 900 mg/kg, por via oral, 60 minutos antes da injecao intraplantar de
formalina, e observados com relacdo ao tempo de resposta nociceptiva durante as

duas fases do modelo.

3.8.3 Nocicepcéo induzida por acido acético

O teste de nocicepcao induzida por acido acético foi executado conforme
metodologia adaptada de Koster et al. (1959), a qual consiste na injecao
intraperitoneal de 450 puL de uma solucdo de &cido acético a 0,6%. O indicativo de

nocicepcdo € o numero de contorgbes da musculatura abdominal, associadas ao
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alongamento dos membros posteriores, durante o periodo de 20 minutos. Os
animais foram pré-tratados com salina (10 mL/kg, v.0.) ou extrato bruto de B.
stachyoides nas doses de 300, 600 e 900 mg/kg, por via oral, 60 minutos antes da
injecdo intraperitoneal de acido acético, e observados com relagdo ao numero de
contor¢ces abdominais durante o periodo de avaliacao.

3.8.4 Avaliagéo da atividade locomotora

Para avaliar se o extrato testado pode interferir na atividade locomotora, os
animais foram submetidos ao teste de campo aberto. (RODRIGUES et al., 2002). Os
animais foram pré-tratados com salina (10 mL/kg, v.0.) ou com o extrato bruto de B.
stachyoides (900 mg/kg, v.0.), e apds 60 minutos foram colocados no interior de uma
caixa de madeira (51x50x50 cm) com o assoalho dividido em 16 quadrados de
tamanhos iguais. Imediatamente apds a colocacdo do animal na caixa, foi
contabilizado o nimero de quadrados cruzados com as quatro patas, durante o

periodo de seis minutos.

3.8.5 Edema de pata induzido por carragenina

Para avaliacdo da atividade anti-inflamatoria, foi utilizado o teste edema de
pata induzido por carragenina, metodologia descrita por Di Rosa e Willoughby
(1971), com modificacdes. Inicialmente foram realizadas medi¢cGes basais das patas
direita e esquerda dos camundongos, em seguida, os animais foram pré-tratados
com salina (10 mL/kg, v.0.) ou extrato bruto das partes aéreas de B. stachyoides
(900 mg/kg, v.0.). Apés 1 h do tratamento os animais receberam injecao intraplantar
de 20 pL de carragenina (solucdo de 1%) na pata direita e 20 pL de salina na pata
esquerda, sendo avaliados nos tempos de 0,5; 1; 2; 3; 4 e 24 horas apds a injecao
intraplantar de carragenina. Foi utilizado um paquimetro digital para medir a altura e
espessura (largura) imediatamente proximal aos dedos do animal e o célculo da
area do edema de pata foi expresso pela formula: [(area pata direita - area da pata
esquerda)/ area da pata esquerda], sendo que a area de cada pata foi calculada por:

(altura x largura).
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3.8.6 Peritonite induzida por carragenina

A carragenina foi utilizada como estimulo para produzir uma resposta
inflamatdria aguda na cavidade peritoneal em camundongos, aumentando o numero
de leucdcitos no exsudato. Os animais foram pré-tratados com dexametasona (anti-
inflamatorio esteroidal, glicocorticoide, 0,5 mg/kg, i.p.) ou extrato bruto das partes
aéreas de B. stachyoides (600 e 900 mg/kg, v. 0.) 30 e 60 minutos, respectivamente
antes da injecdo de carragenina (750 pg/sitio, i.p.) na cavidade peritoneal. O grupo
salina recebeu somente uma injecéo de salina (750 pg/sitio, i.p.) no periténio. Quatro
horas ap0s a inducédo da peritonite, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e a cavidade peritoneal foi lavada com 1,5 mL de solucdo salina
heparinizada (10 Ul/mL). Em seguida, o liquido peritoneal foi coletado e processado
para contagem total e diferencial de leucdcitos. (PAGANO et al., 2002).

3.8.6.1 Contagem dos leucdcitos peritoneais

A contagem de leucdcitos totais foi realizada utilizando-se uma camara de
Neubauer apés a diluicdo do fluido peritoneal com liquido de Turk (1:20). Uma
aliquota do exsudato foi citocentrifugado utilizando uma citocentrifuga e corado com
May-Grinwald-Giemsa para a contagem diferencial dos leucocitos. (MONTANHER
et al., 2007).

3.8.7 Avaliacdo da atividade gastroprotetora

A avaliacdo do efeito do extrato alcodlico bruto das partes aéreas de B.
stachyoides sobre Ulcera géstrica induzida por HCI/ etanol foi realizado de acordo
com o método descrito por Andreo et al. (2006). Os camundongos Swiss fémeas
foram divididos em 5 grupos e pré-tratados por via oral, com salina (10 mL/kg, grupo
controle negativo), omeprazol (20 mg/kg, grupo controle positivo) ou extrato alcodlico
bruto das partes aereas de B. stachyoides (300, 600 e 900 mg/kg) uma vez ao dia,
durante 7 dias consecutivos. No 7° dia todos os grupos foram deixados em jejum,
com agua a vontade por 24 horas. No 8°dia, apdés 1h de tratamento com salina,

omeprazol ou extrato, os animais receberam oralmente 0,2 mL de uma solucao de
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0,3 M de HCI/ etanol 60% (50:50). O grupo naive nao recebeu nada para
comparacao do estdbmago normal com o estdbmago dos animais tratados. Os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical apdés 1 h da indugcdo da Ulcera. Os
estdbmagos foram removidos e abertos ao longo da maior curvatura e estendidos
para a analise das lesbes gastricas. A avaliacdo dessas lesdes foi realizada através
do programa Image Tool® Versdo 3.0 e os resultados foram expressos em mm? de

area lesionada para cada estdmago.
3.8.8 Avaliagédo da motilidade gastrointestinal

No modelo de motilidade gastrointestinal foi avaliado o efeito do extrato bruto
das partes aéreas de B. stachyoides sobre o esvaziamento gastrico dos animais,
utilizando-se o meétodo descrito por Potrich et al. (2014). Os camundongos fémeas,
deixados em jejum por 24 horas e com livre acesso de agua, foram divididos em oito
grupos e tratados com salina (10 mL/kg, v.0.), atropina (3 mg/Kg, s.c.),
metoclopramida (30 mg/Kg, v.0.), neostigmina (20 mg/Kg, s.c.) ou extrato bruto (300,
600 e 900 mg/Kg, v.0.). ApoOs 1 h, foi administrada por via oral, uma solucdo semi-
sélida de vermelho de fenol 0,05% em carboximetilcelulose 1,5% (volume de acordo
com o peso de cada animal) e depois de 15 min foram sacrificados por
deslocamento cervical para a retirada do estdbmago e intestino delgado. As
determinacdes foram baseadas no modelo de Suchitra et al. (2003), com algumas
modificacdes. Na avaliacdo do esvaziamento gastrico, o estdbmago foi triturado com
7 mL de agua destilada e o homogenato foi centrifugado a 1500 rpm por 15 min.
Apoés a centrifugacéo, 600 pL do sobrenadante foi misturado com 600 puL de NaOH
0,025 N e a leitura foi realizada em espectrofotdbmetro a 560 nm. O esvaziamento
gastrico foi calculado de acordo com a férmula EG% = 100 - [(Absorbéancia x 100)/
Absorbancia Ty], onde o T, representa a absorbancia do vermelho de fenol
recuperado de estbmagos de animais eutanasiados 0 minutos apds a administracéo
do marcador.

Para a avaliacdo do transito intestinal foi utilizado o método descrito por
Suchitra et al., 2003. O intestino delgado foi esticado e determinado o comprimento

total do intestino e a distancia percorrida pelo marcador (a ultima por¢do com no
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minimo 1 cm). O trénsito intestinal foi calculado de acordo com a férmula [TI% =

distancia percorrida pelo marcador x 100/ comprimento total do intestino].

3.8.9 Avaliagéo da toxicidade subcronica

Para avaliar um possivel efeito toxico do extrato bruto das partes aéreas de
B. stachyoides foi realizado o teste de toxicidade subcrénica (curto periodo). Os
animais fémeas (n=7) foram tratados com salina (10 mL/kg, v.0.) ou extrato (dose
900 mg/kg; v.0.) uma vez ao dia, durante 21 dias e pesados no 1°, 7°, 14° e 21° dia
para avaliacdo de perda ou ganho de peso. Apés a Ultima administracdo os animais
foram deixados em jejum, com agua a vontade, durante 12 horas, em seguida foram
anestesiados com ketamina (50 mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/kg, i.p.) para a coleta
de 1 mL de sangue e sacrificados para retirada dos oOrgaos vitais — coracao,
pulmdes, figado, cérebro, estdmago, baco e rins — os quais foram pesados e
avaliados em relacdo ao peso corporal do animal. (MONTRUCCHIO, 2012). O
sangue coletado foi dividido em aliquotas, um pequeno volume foi transferido para
um tubo com EDTA para as andlises hematoldgicas e o restante da amostra foi
transferido para um tubo sem anticoagulante e centrifugado a 3.500 rpm por 10
minutos a 4°C para separacdo do soro, o qual foi utilizado para a dosagem de
enzimas hepaticas: aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase
(ALT); uréia; creatinina K e &cido Grico com kits bioquimicos (Labtest®) e
equipamento Labtest® (Laboratério escola da Universidade Federal do Parand), de

acordo com as instrucdes do fabricante.

3.8.9.1 Analise histologica dos rins e figado

O l6bulo direito do figado e rins foram cortados transversalmente e fixados
no liqguido metacan, composto por 60 mL de metanol, 30 mL de cloroférmio e 10 mL
de acido acético glacial por trés horas. Em seguida, o material foi submetido a
banhos consecutivos de etanol absoluto por trés vezes durante 30 minutos e
deixados em repouso por 16 horas, em temperatura ambiente, no etanol absoluto
contendo xilol na mesma proporcdo. Apds este periodo, o material foi diafanizado

com xilol por trés vezes consecutivas durante 30 minutos cada. Posteriormente, foi
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impregnado em parafina liquida por duas horas em estufa, sob temperatura de 58
°C. Os blocos histolégicos foram submetidos a microtomia, obtendo-se cortes com
trés micrometros de espessura. As laminas contendo os cortes histologicos foram
desparafinizadas, hidratadas e coradas com hematoxilina de Harris (Merck®), por 60
segundos. Em seguida, foram lavadas em agua corrente e agua destilada para
posterior coloracdo com eosina (Merck® durante 1 minuto, segundo Beautler et al.
(1995) e Culling et al. (1985). ApGs a coloragéo, as laminas foram lavadas com agua
destilada, desidratadas em solucdo crescente de etanol (70 a 100%, durante cinco
minutos em cada etapa), diafanizadas primeiramente em alcool e xilol (etapa Unica
de cinco minutos) e depois somente em xilol (duas etapas a 100%, durante cinco
minutos cada). Ao final da preparacéo, as laminas foram avaliadas em microscopia

optica.
3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram avaliados estatisticamente por modelo estatistico
apropriado para cada tipo de ensaio, utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Prism Software, San Diego, CA, USA), e valores de p menores que 0,05
foram considerados significativos.

Na avaliagdo da atividade alelopatica, os indices de velocidade de
germinacgao e os resultados das leituras de crescimento foram submetidos a analise
estatistica, realizando-se a comparacédo das médias + desvio padrao (quadruplicata)
com o controle agua destilada, através da analise de variancia (ANOVA) de 1 via,
seguida do teste Tukey.

Na avaliacdo da atividade antioxidante a comparacdo das médias + desvio
padréo (triplicata) da concentracao inibitéria média (ICsp) entre as amostras e 0s
padrdes foi realizada por andlise de variancia (ANOVA) de uma via seguida do teste
de Tukey.

Nos ensaios farmacolégicos os resulados das médias + desvio padrao (n=6)
foram avaliados por: analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida do teste de
Tukey para nocicepcdo induzida por formalina, nocicep¢do induzida por &cido
acético, avaliacdo da atividade gastroprotetora, avaliacio da motilidade

gastrointestinal; teste t de Student para edema de pata induzido por carragenina e
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avaliagdo da atividade locomotora; andlise de variancia (ANOVA) de uma via
seguido de comparacdo multipla de Newman-Keuls para peritonite induzida por
carragenina.

No ensaio de toxicidade subcrdnica, os resultados das meédias + desvio
padrdo (n=7) dos parametros hematoldgicos, bioquimicos, ganho/perda de peso,
peso relativo dos 6rgdos, avaliacdo da atividade locomotora foram avaliados por
teste t de Student.
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4 RESULTADOS
4.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS E FRACOES

O peso do material vegetal seco de partida das partes aéreas foi de 5970 g,
apos extracdo e concentracdo (em rotaevaporador e banho-maria a 60°C, até a
secura) obteve-se 797,64 g de extrato alcodlico bruto, com rendimento de (13,36 +
2,34)% em relacdo ao material seco de partida. Para obtencéo do extrato bruto das
raizes, foram pesados 2385 g do material vegetal de partida seco, apGs extracéo e
concentracdo (em rotaevaporador e banho-maria a 60°C, até a secura) obteve-se
62,48 g de extrato alcoolico bruto, com rendimento de (2,62 + 0,056)% em relacéo
ao material seco de partida. Destes extratos, foram retirados 40,57g do extrato
alcodlico bruto das partes aéreas e 3,68 g do extrato alcodlico bruto das raizes para
realizacdo das atividades biologicas, o restante foi utilizado no fracionamento. A
TABELA 3 demonstra o rendimento das fracées em relacdo a quantidade de extrato

alcodlico bruto utilizado.

TABELA 3 — RENDIMENTO DAS FRAGOES E EXTRATOS ALCOOLICOS BRUTO

PARTES AEREAS RAIZES
AMOSTRA
MASSA (g) RENDIMENTO (%) MASSA (g) RENDIMENTO (%)

Extrato Alcodlico Bruto 757,07 — 58,80 —

Fracdo Hexano 102,20 13,50 10,52 17,89
Fracéo Cloroférmio 54,77 7,23 11,97 20,36
Fragao Acetato de 82,05 10.84 2,05 3,49
Fracéo Hidroalcodlica 518.05 68,43 34.26 58,26
Remanescente

FONTE: OLIVEIRA (2012)

4.2 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS

O composto FHR1 isolado da fracdo hexanica das raizes de B. stachyoides
apresentou-se como cristais amorfos brancos soluveis em cloroférmio. Apos analise
por RMN de 'H e ®°C, foi identificado como um &cido graxo de cadeia longa,
apresentando uma estrutura semelhante a substancia &cido triacontandico

(C30He002, FIGURA 7), também conhecido como acido melissico.
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FIGURA 7 — ESTRUTURA QUIMICA DO COMPOSTO FHR1 IDENTIFICADO COMO ACIDO
TRIACONTANOICO
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FONTE: O autor (2017)

O espectro de RMN de 'H, visualizado na FIGURA 8, apresenta um tripleto
na regiao de 0,88 ppm, com constante de acoplamento de J = 6,9 Hz, indicando a
presenca de uma cadeia de carbonos longa com um CHj; terminal. Além disso,
observa-se a presenca de um multipleto em 1,26 ppm. Considerando que o sinal em
0,88 ppm equivale a trés hidrogénios, os sinais foram integrados e o sinal em 1,26
ppm resultou em 42 hidrogénios, ou seja, 21 CH; que se encontram em ambiente
guimico semelhante. Observa-se, ainda, a presenca de mais dois multipletos, em
1,62, 2,03 ppm e um tripleto em 2,34 ppm (J = 7,4 Hz), que representam mais trés
CH,, informacédo esta que confere com as integrais e com a regido do espectro em
gue os sinais aparecem. O sinal em 5,35 ppm indica a presenca de OH do acido

carboxilico.

FIGURA 8 — ESPECTRO DE RMN DE *H DO COMPOSTO FHR1 (600 MHZ, CDCls, 20° C)
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FONTE: O autor (2017)



60

No espectro de RMN de '3C, apresentado na FIGURA 9, observa-se a
presenca de seis sinais. O primeiro, em 14,1 ppm, corresponde ao carbono do CHs
terminal. Os sinais entre 22,7 e 34,1 ppm correspondem aos carbonos dos CH2 da
cadeia longa. O sinal em 179,7 ppm indica a presenga de uma carbonila acida, o
que sugere que em uma das extremidades da cadeia carbbnica ha a fungdo de

acido carboxilico.

FIGURA 9 — ESPECTRO DE RMN DE *C DO COMPOSTO FHR1 (150,90 MHZ, CDCls, 20° C)
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FONTE: O autor (2017)

Os sinais dos deslocamentos quimicos e as constantes de acoplamento (J)
obtidos dos espectros RMN de 'H e RMN de '“C do composto FHR1 foram
confrontados com a literatura descrita na TABELA 4, mesmo sendo solventes
diferentes os sinais sdo muito semelhantes, indicando que trata-se do mesmo

composto.
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TABELA 4 — COMPARACAO DOS SINAIS DE RMN-'H E RMN-"*C DO COMPOSTO FHR1 COM A

LITERATURA
COMPOSTO FHR1 (MACEDO, 2011)
1 RMN-"C 1 13
) TIPO RMN-'H (600 (150.90 MHZ RMN-'H (300 MHz, | RMN-"C (75
POSIGAO | e & MHZ, CDCl5) cpcl) CsDsN) MHz, CsDsN)
5 TIPO, J
’ 5 (ppm 5 (ppm J (Hz TIPO, J (Hz
(bpm) (H2) (ppm) (ppm) (Hz) (Hz)
1 CHs 0,88 | t,J=6,9 14,1 0,89 t, J=6,0 14,2
2 CH, 1,62 m 22,7 1,41 m 22,9
3 CH, 1,26 m 24,7 1,29 m 25,6
4-27 CH, 1,26 m 29,7 1,29 m 29,6
28 CH, 2,03 m 32,0 1,82 m 29,8
29 CH, 2,34 | tJ=7.4 341 2,54 t, J=7,4 34,9
30 COOH - - 179,7 - - 175,9

FONTE: O autor (2017)

O isolado éacido triacontanoico ja foi isolado de outras plantas como, por
exemplo, Hibiscus tiliaceus L., Eucalyptus globulus, Senna cearensis e Senna
martiana. (MELECCHI, 2005; FREIRE, 2005; FERREIRA et al., 2009; MACEDO,
2011). Ferreira et al. (2009) isolou e identificou um grande teor de acido
triacontandico do extrato hexanico do caule de Senna cearensis que apresenta,
além de outras propriedades, atividade antitrombdtica e antiplaquetaria. De acordo
com o estudo de Pan et al. (2012) Vitis thunbergii demonstrou varios efeitos
cardioprotetores que podem ser modulados através dos seus compostos
identificados, tais como: B-sitosterol, B-sitosterol-3-O-B-D-glucésido, ampelopsina C ,
acido betulinico, botulina, acido cafeico, friedelina, heyneanol A, 1-dotriacontanol,
lupeol, luteolina-7-O-glucésido, miyabenol A, narcissina, oligostilbenos, piceatanol,
guercetina-3-O-galactésido, quercitrina, rutina, estigmasterol, acido triacontandico,
acido vanilico, viniferina, viniferal, vitisina A, vitisina C e vitisindis AD. Portanto, o
acido triacontandico pode ser importante no tratamento e prevencao de doencas
cardiovasculares, particularmente aterosclerose, devido a sua atividade
antiplaquetaria.

O composto FAEPA2, isolado da fracdo acetato de etila das partes aéreas
de B. stachyoides, apresentou-se como cristais amorfos de coloracdo branca e
solubilidade em metanol. Apés anélise por RMN de *H e *°C, foi identificado como
sendo uma mistura dos isémeros trans-martinosideo e cis-martinosideo (Czi1H4001s,

FIGURA 10), na proporcao de 2:1, respectivamente. A proporc¢édo foi calculada por
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meio da comparagao entre os valores das integrais entre um sinal de cada uma das

duas moléculas.

FIGURA 10 — ESTRUTURA QUIMICA DO COMPOSTO FAEPA2 IDENTIFICADO COMO TRANS-
MARTINOSIDEO E CIS-MARTINOSIDEO
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FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: A: trans-martinosideo; B: cis-martinosideo
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O trans-martinosideo, composto em maior quantidade na amostra,
caracteriza-se pelos conjuntos de sinais descritos a seguir. Observa-se no espectro
RMN de 'H, visualizado na FIGURA 11, a presenca de um conjunto de sinais em
7,20 ppm (1H, d, J = 1,8 Hz, H-2"), 6,81 ppm (1H, d, J = 8,2 Hz, H-5"") e 7,08 ppm
(1H, dd, J = 8,2 Hz, J = 1,8 Hz, H-6""), e outro conjunto em 6,74 ppm (1H,d, J=1,9
Hz, H-2), 6,83 ppm (1H, d, J = 8,2 Hz, H-5) e 6,69 ppm (1H, dd, J =8,2 Hz, J=1,9
Hz, H-6). Estas ressonéancias sdo caracteristicas da presenca de dois sistemas
aromaticos 1,3,4-trissubstituidos. Um destes sistemas aromaticos € parte do acido
ferdlico (porcéo acida), cujos dois protons olefinicos encontram-se em 7,66 ppm (1H,
d, J = 15,9 Hz, H-7") e 6,37 ppm (1H, d, J = 15,9 Hz, H-8"), e a geometria trans &
indicada pelos valores da constante de acoplamento entre estes dois atomos. Sinais
de protons em 2,83 ppm (2H, m, H-7), 3,75 ppm (1H, m, H-8a) e & 4,06 (1H, m, H-
8b), completam o segundo sistema aromatico, o qual caracteriza a classe dos
feniletanoides (porcdo aglicona). Além disso, duas metoxilas estdo ligadas a esses
sistemas aromaticos, uma em 3,82 ppm (3H, s,H3CO-4) e outra em 3,89 ppm (3H, s,
H3CO-3""). Na regido dos acucares entre 3,00 e 5,2 ppm, observam-se sinais de dois
acucares, o primeiro, que conecta os dois sistemas aromaticos, € uma glicose (B-
hexopiranose). Essa conexao se da através do carbono anomérico da glicose com o
oxigénio da porcao feniletanoide, enquanto que a conexdo com a porcao do acido
ferulico se da por meio do oxigénio acido com o carbono 4’ da glicose. O segundo
acucar é uma a-L-ramnose, cujo carbono anomérico, por meio de uma ligacdo O-
glicosidica liga-se ao carbono 3’ da glicose.

O espectro RMN de *H, demonstrado na FIGURA 12, indica a presenca do
isdbmero cis-martinosideo, composto em menor quantidade na amostra, observa-se
um conjunto de sinais em 7,87 ppm (1H, d, J = 1,7 Hz, H-2""), 6,77 ppm (1H, d, J =
8,1 Hz, H-5") e 7,16 ppm (1H, dd, J = 8,1 Hz, J = 1,7 Hz, H-6""). O outro conjunto,
referente a porcédo feniletandide da molécula, possui os deslocamentos quimicos e
constantes de acoplamento similares aos do seu isébmero, e 0s sinais estédo
sobrepostos. Os valores das integrais destes sinais comprovam a sobreposicdo. A
porcdo do acido ferdlico, possui sinais de dois prétons olefinicos em 6,94 ppm (1H,
d, J = 13,0 Hz, H-7") e 5,80 ppm (1H, d, J = 13,0 Hz, H-8"), e, neste caso a
constante de acoplamento indica geometria cis. Do mesmo modo, as duas metoxilas

estdo ligadas a esses sistemas aromaticos, uma em 3,89 ppm (3H, s, H3CO-4) e
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3,82 ppm (3H, s, H3CO-3""). A regido dos agucares € composta por formagao similar
a do isébmero, entretanto pode-se observar ligeiras diferengcas nos deslocamentos
quimicos dos dois carbonos anomeéricos, bem como dos carbonos 6 e 6”. Os
deslocamentos quimicos obtidos da amostra, referentes aos dois isbmeros acima
descritos, bem como os dados encontrados na literatura, estdo dispostos nas
TABELAS 5 e 6.

FIGURA 11 — ESPECTRO DE RMN DE 'H DO COMPOSTO FAEPA2 IDENTIFICADO COMO
ISOMEROS TRANS-MARTINOSIDEO E C/S-MARTINOSIDEO (600 MHZ, CDsOD, 20°
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TABELA 5 - COMPARAGAO DOS DADOS DE RMN DO COMPOSTO FAEPA2 COM DADOS DA
LITERATURA PARA O ISOMEROTRANS-MARTINOSIDEO

TRANS-MARTINOSIDEO

COMPOSTO FAEPA2 (YALGIN, et
(FROELICH et al., 2008) al., 2003)
POSICAO | TIPO B HSQC E (400 MHz, CD50D) (75,5 MHz,
OE @ (600 MHZ, CD30D, 20°C) | "\ Cb,0D)
RMN-'H RMN-C RMN-'H RMN--C
5 (ppm) | J (Hz) 5 (ppm) 5(ppm) | J(Hz) 5 (ppm)
Porcéo
acida
1" C 127,7 127,6
o CH 7,20 1H, d (1,8) 111,7 7,19 1H, d (1,8) 111,7
3" C 149,3 149,4
4™ C 150,9 150,8
5" CH 6,81 1H, d (8,2) 116,2 6,82 1H, d (8,1) 116,5
1H, dd (1,8; 1H, dd (1,8;
6 CH 7,08 8.2) 124,1 7,08 8.1) 124.4
7™ CH 7,66 1H, d (15,9) 147,8 7,66 1H, d (15,9) 147,9
8" CH 6,37 1H, d (15,9) 115,0 6,36 1H, d (15,9) 115,1
g™ Cc=0 168,3 168,3
OCH3z-3" CH, 3,89 3H, s 56,3 3,89 3H, s 56,4
Aglicona
1 C 132,8 132,9
2 CH 6,74 1H, d (1,9) 112,5 6,73 1H, d (1,9) 112,8
3 C 147,9 147,9
4 C 1475 147,6
5 CH 6,83 1H, d (8,2) 117,0 6,80 1H, d (8,2) 117,1
1H, dd (1,9; 1H, dd (2,0;
6 CH 6,69 8.2) 121,2 6,68 8.1) 121,2
7B CH, 2,83 2H, t (7,5) 36,5 2,82 2H, t (7,5) 36,6
8-a/8-ba | CH, i’é%/ 1H. m/ 1H, m 72.1 3751407 | Tq/ 1H, 72.4
OCH3-4 CH, 3,82 3H, s 56,5 3,81 3H, s 56,5
Glucose
1 CH 4,38 1H, d (7,9) 104,2 4,37 1H, d (8,0) 104,2
2" CH 3,40 1H, m 75,9 3,37 - 4,03 7H, m 76,2
3 CH 3,82 1H, m 81,5 3,37 - 4,03 7H, m 81,5
4 CH 402 | g%)(g"“ 70,5 4,92 1H, t (9,4) 70,6
5 CH 3,50 1H, m 76,1 3,37 - 4,03 7H, m 76,1
6-a/6-b | CH, ?é’%‘g 1H. m/ 1H, m 624 | 337-403| 7H m 62.4
Ramnose
1" CH 5,20 1H, d (1,6) 102,9 5,19 1H, d (1,7) 103,0
2" CH 3,92 1H, m 72,3 3,37 - 4,03 7H, m 72,1
3" CH 3,58 1H, m 71,9 72,0
4" CH 3,30 1H, m 73,8 73,8
5" CH 3,60 1H, m 70,2 3,37 - 4,03 7H, m 70,4
6" CH, 1,10 3H, d (6,2) 18,1 1,1 3H,d (6,2) 18,4

FONTE: O autor (2017)



66

TABELA 6 — COMPARAGAO DOS DADOS DE RMN DO COMPOSTO FAEPA2 COM DADOS DA
LITERATURA PARA O ISOMERO CIS-MARTINOSIDEO

CIS-MARTINOSIDEO

ONO et al.,
COMPOSTO FAEPAZ (SKRZYPEK et al., 1999) [ 2008) (125
Posicéo TIPO HSQC E (500 MHz, CD;0D) MHz,
DE ¢ | (600 MHz, CD;OD, 20°C) | *\\~ore CD;0D)
RMN-"H RMN-"C RMN-"H RMN-"C
5(ppm) [  J(Hz) 5(ppm) | &(ppm) | J(Hz) 3 (ppm)
Porcéo
acida
1" C 128,0 128,0
2" CH 7,87 1H, d (1,7) 115,3 7,87 1H, d (2,0) 115,6
3" C 149,3 149,9
4" C 149,9 147.6
5" CH 6,77 1H, d (8,1) 115,5 6,77 1H, d (8,4) 115,8
6" 1H, dd 1H, dd
CH 7,16 (8.1:1.7) 127,3 7,16 (8.5:2.0) 127,4
7m 1H, d (13,0) 1H,d
CH 6,94 148,0 6,94 (13.0) 147.6
8" 1H, d (13,0) 1H, d
CH 5,80 115,8 5,79 (13.0) 115,4
g™ C=0 168,3 167,0
OCH5-3" CHs 3,89 3H, s 56,3 3,81 3H, s 56,5
Aglicona
1 C 132,8 133,0
2 CH 6,74 1H, d (1,9) 112,5 6,73 1H, d (3,0) 113,0
3 C 147,6 147,6
4 C 147,5 147,4
5 CH 6,83 1H, d (8,2) 117,0 6,82 1H, d (8,2) 117,1
6 1H, dd 1H, dd
CH 6,69 (8.21.9) 121,2 6,68 (8.2:3.0) 121,2
78 CH, 2,83 2H, t (7,5) 36,5 2,86-2,80 2H, m 36,6
8-a/ 8-b a 3,75/ 1H, m/ 1H, m 40,3-4,09/ 2H, m
CH, 406 721 3.75-3,70 721
OCHjs-4 CHs 3,82 3H, s 56,5 3,82 3H, s 56,6
Glucose
1 CH 4,36 1H, d (7,9) 104,1 4,36 1H, d (7,9) 104,3
o 1H, m 1H, dd
CH 3,40 75,9 3,40 (9.1'8,0) 76,1
3 CH 3,82 1H, m 81,7 82,0
4 1H, dd (9,4; 1H, t (9,6)/
CH 4,89 9.3) 70,4 4,89/3,76 1H. £ (9.1) 70,5
5 CH 3,54 1H, m 76,1 76,1
6'-a/ 6'-b CH, 3,54/3,63 | 1H, m/ 1H, m 62.4 62.5
Ramnose
1" CH 5,16 1H, d (1,7) 103,0 5,16 1H, d (1,8) 103,2
2 CH 302 1H, m 721 3.02 1H‘id8§3'4; 72.2
3" CH 3,58 1H, m 71,9 3,71-3,52 2H, m 72,4
4" CH 3,30 1H, m 73,8 3,31-3,28 1H, m 73,8
5" CH 3,60 1H, m 70,6 3,71-3,52 2H, m 70,5
6" CH, 1,16 3H, d (6,2) 18,1 1,16 3H, d (6,2) 18,2

FONTE: O autor (2017)
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Os valores referentes aos deslocamentos quimicos do **C foram extraidos
dos mapas de correlacdo HSQC, apresentado na FIGURA 12, que detecta
correlacBes entre *H e *C a uma ligacdo e HMBC, apresentado na FIGURA 13, que
é utilizado para detectar correlacdes entre *H e **C a trés ligacdes, ou seja, a longa
distancia.

FIGURA 12 — MAPA DE CORRELACAO HSQC DOS ISOMEROS TRANS-MARTINOSIDEO E CIS-
MARTINOSIDEO (600 MHZ, CD;0D, 20° C)
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FONTE: O autor (2017)

FIGURA 13 — MAPA DE QORRELAQAO HMBC DOS ISOMEROS TRANS-MARTINOSIDEO E CIS
MARTINOSIDEO (600 MHZ, CD3;0OD, 20° C)

Y 1.JMM. A L

F1 [epml

100

150

200

g 6 4 2 F2 [ppm]

FONTE: O autor (2017)
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O isolado martinosideo (trans e cis) € um fenilpropanoide glicosidico e
possui atividade antioxidante. (WANG et al., 1996). Esse composto, assim como 0
verbascosideo (verbascosideo), também isolado da espécie B. stachyoides, é
amplamente distribuido no reino vegetal e € componente da fragéo fendlica de varios
extratos vegetais. (OWEN et al., 2003). Os resultados do estudo de Papoutsi et al.
(2006) indicaram que os fenilpropanoides glicosidicos, verbascosideo e
martinosideo, podem atuar como antagonistas do estrogénio, em baixas
concentragdes (107-107° M) principalmente na via ERa. Além disso, sugerem que
estes dois compostos, podem ser efetivos na prevencdo do cancer de mama, com
atividade antiestrogénica, similar ao antiestrogénio puro IClI 182780. Nos
osteoblastos, o martinosideo induziu a mineralizacdo e formagdo de nodulos,
enquanto o verbascosideo inibiu a formac¢do de nodulos, assim como 1CI182780. As
diferentes acdes do verbascosideo e martinosideo no processo de mineralizacéo
podem ser atribuidas as diferencas em suas estruturas, resultando em diferentes
afinidades com os subtipos de receptores estrogénicos, induzindo conformacdes
diferentes nos receptores e consequentemente, variagcbes nas atividades agonista/

antagonistas.

4.3 VALIDACAO DE METODO ANALITICO PARA QUANTIFICACAO DO
MARCADOR VERBASCOSIDEO

A curva analitica do padrdo de verbascosideo apresentou-se linear na faixa
de trabalho pretendida com um coeficiente de determinacdo (r’) de 0,9869, sendo
maior que a especificacdo para fitoterapicos que € de 0,98, como demonstra a
FIGURA 14.

Apés obtencdo da curva analitica foi possivel calcular a concentracdo de
verbascosideo presente na amostra de extrato alcodlico bruto das partes aéreas.
Foram pesados 134 mg da amostra extrato alcodlico bruto (equivalente a 1 g de
droga vegetal seca, pois de 5970 g do material vegetal seco de partida, obteve-se
797,64 g de extrato alcodlico bruto seco) e diluidos para baldo volumétrico de 50 mL
com metanol, depois essa solugéo foi diluida 1:5 em fase diluente obtendo-se uma
diluicdo final de 1:250. A concentragcdo encontrada foi de 21,47 mg/g de

verbascosideo em relacdo a droga vegetal seca, como mostra a FIGURA 15. A
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amostra foi diluida para ficar dentro da curva analitica conforme o calculo: 21,47 mg/

250 mL = 0,085 mg/mL de concentragéo final de verbascosideo.

FIGURA 14 — CURVA DE LINEARIDADE COM O PADRAO VERBASCOSIDEO
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FIGURA 15 - CONCENTRAGCAO DE VERBASCOSIDEO PRESENTE NO EXTRATO ALCOOLICO

FONTE: O autor (2013)
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O verbascosideo quantificado no extrato alcodlico bruto das partes aéreas
foi escolhido como marcador devido ao teor elevado. Portanto, foi realizada a
validagdo analitica do método que poderd ser utilizado para a padronizagdo no
controle de qualidade de um possivel medicamento fitoterdpico desenvolvido com as
partes aéreas de Buddleja stachyoides.

A influéncia do solvente alcool etilico hidratado de cereais 96 °GL foi
avaliada através do ensaio de especificidade, o qual nao apresentou nenhum pico
com o mesmo tempo de retencdo que o verbascosideo ou alguma semelhanca
espectral com o padrdo. Dessa forma, comprovou-se que o solvente utilizado na
extragdo ndo possui nenhum componente que possa promover interferéncia na
deteccéo de verbascosideo.

A FIGURA 16 apresenta o espectro de UV com absorcdo em 329,1 nm,
podendo ser visualizada a pureza do pico do verbascosideo (99,88%), presente no
extrato alcodlico bruto das partes aéreas, sendo maior que a especificacdo de 99%.
A comparacao espectral entre o pico do verbascosideo da amostra e o padrao de
verbascosideo demonstrou uma correlacdo espectral de 99,96%, indicando a
existéncia de similaridade entre os espectros de UV e mesmo perfil cromatogréfico,
conforme FIGURA 17.

FIGURA 16 — ESPECTRO DE UV, PUREZA E CORRELACAO ESPECTRAL DO PICO DO
VERBASCOSIDEO PRESENTE NO EXTRATO ALCOOLICO BRUTO DAS PARTES
AEREAS DE B. stachyoides
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FONTE: O autor (2013)
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FIGURA 17 — PERFIL CROMATOGRAFICO (FINGERPRINT) DO EXTRATO ALCOOLICO BRUTO
DAS PARTES AEREAS DE B. stachyoides E PADRAO DE TRABALHO
VERBASCOSIDEO
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FONTE: O autor (2013)
LEGENDA: a: Padrao de referéncia verbascosideo; b: extrato alcodlico bruto

A precisdo por repetibilidade para o analista 1 apresentou desvio padrao
relativo (DPR%) entre as 6 injecOes de 0,87% e concentracdo média de 21,44 mg/g.
O analista 2 apresentou concentracdo média de 20,57 mg/g e desvio padrao relativo
de 0,41%, estes resultados estdo dentro dos limites especificados (DPR < 5%). Na
precisdo intermediaria a concentracdo média entre os dois analistas foi de 21,01
mg/g com desvio padrao relativo de 2,26%, valor dentro dos limites de especificacao
(DPR = 5%). Através destes resultados pode-se confirmar que o método proposto é
reprodutivel.

No ensaio de exatiddo foram encontradas concentracfes praticas de 0,083,
0,105 e 0,116 mg/mL,e comparando-se com as concentracdes tedricas obteve-se
indices de recuperacdo de 100,72%, 98,32% e 97,81% para as concentracdes
baixa, média e alta, respectivamente. Portanto, o método proposto apresentou
exatiddo, pois os indices de recuperacdo do padrdo adicionado permaneceram
dentro da faixa de 95% a 105%. (BRASIL, 2003).

No ensaio de robustez, o parametro estabilidade da solucdo apresentou teor
de verbascosideo de 20,92 mg/g com desvio padréao relativo de 0,28%, comparando-
se com média da precisdo intermediaria, indicando que a amostra permanece

estavel, alterando pouco o teor ap6s 24 horas do seu preparo. No parametro pH e
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composicdo da fase moével, ao diluir a fase movel A 1:2, além da alteracdo da
composicao da fase movel, houve também modificacdo do pH (que possuia um valor
aproximado de 2,0 e nesta andlise ficou em torno de 3,0). Obteve-se uma
concentracdo de verbascosideo de 20,45 mg/g e desvio padréo relativo de 1,81%.
No parametro temperatura do forno, a concentracdo encontrada foi de 20,59 mg/g
com desvio padrao relativo de 1,41%. Os trés parametros apresentaram-se robustos
para o método proposto, pois todos os desvios padréo relativo foram inferiores ao
limite especificado (DPR < 5%). A TABELA 7 apresenta os resultados obtidos na
validacédo analitica do método de quantificacdo de verbascosideo.

Validagcdo € um processo dinamico e constante que deve ser iniciado com o
planejamento da estratégia analitica e continuado ao longo de todo o seu
desenvolvimento e transferéncia. (BARROS, 2002). O método analitico deve ser
revalidado sempre que ocorrerem modificagbes no processo, equipamento,
padronizacdo da amostra, procedimento ou quando o mesmo for usado novamente
apos certo periodo de tempo. As normas internacionais, nacionais e sistemas da
gualidade destacam a importancia da validacdo de métodos analiticos e a
documentacédo do trabalho de validacdo para a obtencao de resultados confiaveis e
adequados ao uso pretendido. (RIBANI et al., 2004).

O método analitico desenvolvido para determinacdo do marcador
verbascosideo, composto majoritario, presente no extrato bruto das partes aéreas de
B. stachyoides, demonstrou ser confiavel e adequado, pois atendeu todos os
parametros requeridos pela Resolucdo - RE n° 899, de 29 de maio de 2003. Este
método pode auxilar na padronizacdo do marcador no controle de qualidade, se
futuramente, for desenvolvido um medicamento a partir das partes aéreas de B.
stachyoides.

A partir da quantificacdo do teor de verbascosideo presente no extrato bruto
das partes aéreas de B. stachyoides (21,47 mg/g), foi possivel determinar a
guantidade do marcador nas doses de 300, 600 e 900 mg/kg utilizadas nos testes
farmacologicos, (6,44; 12,88 e 19,32 mg/kg) ou (0,01, 0,02 e 0,03 mmol/kg) de

verbascosideo, respectivamente.
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TABELA 7 — RESULTADOS DA VALIDAGAO DE METODO ANALITICO PARA QUANTIFICAGAO DE
VERBASCOSIDEO DO EXTRATO BRUTO DAS PARTES AEREAS DE Buddleja

stachyoides
PARAMETRO ANALISADO ESPECIFICACAO RESULTADO
- . . N&o houve
A - N&o podem interferir no . A .
Influéncia do excipiente . interferéncia do alcool
doseamento do analito etilico
i 1 0, 0,
Especificidade . Pulrezii do plco_ Min.99% 99,88%
orrelacao com pico Min.95% 99,96%
padrdo
. . Amaostras com mesmo Amostras com
Fingerprint erfil cromatogréafico mesmo peril
P 9 cromatografico
Linearidade Curva analitica r’ 20,98 r* = 0,9869
Analista 1: DPR < 5% 0,87%
Repetibilidade '
Precisdo P Analista 2: DPR < 5% 0,41%
Intermediéria DPR £ 5% 2,26%
100,72%
Exatidao Adicdo de Padréo Recuperacao 95 a 105% 98,32%
97,80%
Estabilidade da solucdo 0,28%
Robustez pH e composicdo FM DPR = 5% 1,81%
Temperatura do forno 1,41%

FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: DPR: Desvio Padrdo Relativo; r* = coeficiente de determinacédo; FM: fase moével

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE LARVICIDA DOS EXTRATOS E FRACOES DAS
PARTES AEREAS E RAIZES DE Buddleja stachyoides SOBRE Aedes aegypti

Os extratos brutos e fracbes de B. stachyoides foram avaliados quanto a
possivel toxicidade sobre as larvas de Aedes aegypti e os resultados obtidos estdo
demonstrados na TABELA 8. As amostras que apresentaram atividade larvicida
foram a fracdo hexanica das partes aéreas (CLso: 379,58 pg/mL), o extrato bruto das
raizes (CLso: 547,01 pg/mL) e a fracdo hexanica das raizes (CLso: 584,51 pg/mL).

O uso de inseticidas no controle de vetores desempenha um papel
importante na prevencdo da transmissdo de doencas, principalmente aquelas
transmitidas por Aedes aegypti, tais como: dengue, febre amarela, Zika e
Chikungunya. No entanto, o controle quimico muitas vezes resulta em resisténcia
dos insetos aos inseticidas sintéticos. (HEMINGWAY; RANSON, 2000). Por isso,
diversos estudos tém focado em inseticidas ou larvicidas de origem natural como

método alternativo, por serem biodegradaveis, apresentarem baixa toxicidade em
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humanos e maior seletividade quando comparados aos  sintéticos.
(GOVINDARAJAN et al., 2013; SILVA et al., 2015).

A revisdo de Garcez (2013) constatou que os metabdlitos secundarios,
obtidos de vérias espécies de plantas com atividades larvicidas frente a larvas de A.
aegypti, sdo compostos oriundos, predominantemente, da investigacdo de extratos
de raizes. As amidas que tém parte da molécula originada diretamente de &cidos
graxos apresentam boa atividade larvicida, isto pode explicar o motivo das fracdes
hexanicas (partes aéreas e raizes) e o extrato bruto das raizes terem sido mais
ativas.

Outras classes de compostos também apresentaram atividade larvicida, tais
como, cumarinas, saponinas, sesquitepenos, fenilpropanoides, terpenoides entre
outros. (GARCEZ, 2013). Foram encontrados na literatura relatos de compostos
bioativos pertencentes as classes dos mono-, sesqui-, di-, tri- e tetranortritepenos,
como por exemplo o hinokitiol que € um monoterpeno, tipo tropolona, com
propriedades antimicrobiana e fitoalexinica (composto que repele; toxico para
plantas e animais), que foi caracterizada como o constituinte larvicida de
Chamaecyparis obtusa. (JANG et al., 2005). Os fenilpropanoides sdo compostos tipo
C6-C3 (relacionados biossinteticamente com a fenilalanina e a tirosina), originados
nas etapas iniciais da via do acido chiquimico, a maioria das substancias desta
classe com propriedade larvicida sdo comumente encontrados em 0Oleos essenciais.
Dentre eles, a elemicina € considerada um inseticida natural que, além de sua
atividade larvicida contra A. aegypti, possui atividade anti-feedant (inibe o
comportamento alimentar normal) contra os coledpteros Tribolium confusum,
Sitophilus granarius e Trogoderma granarium. (IOSET et al., 2001; POPLAWSKI et
al., 2000; GARCEZ, 2013). Apesar de ter sido identificado na espécie apenas
compostos representantes das classes de acidos graxos e fenilpropanoides, no
ensaio fitoquimico realizado por Oliveira (2012) foi observado que estdo presentes
0s compostos iridoides, triterpenos, saponinas, flavonoides, cumarinas e fenois,
mencionados por Mahlke (2007) para as diversas espécies do género Buddleja.

Os resultados promissores indicam a possibilidade de se obter um larvicida
proveniente da espécie B. stachyoides. Porém, seria interessante realizar testes mais
especificos para avaliar quais compostos e mecanismos de ac¢ao estdo relacionados

aos efeitos toxicos.
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TABELA 8 — RESULTADOS OBTIDOS DOS EXTRATOS E FRAGOES NA AVALIAGAO DA
ATIVIDADE LARVICIDA SOBRE Aedes aegypti ATRAVES DA CONCENTRAGCAO
LETAL (CLso)

- -
AMOSTRAS DE h;4DHEOII?A,\ARS;\;'?:S(5RIA((Z)IERI;Ir¢I§A%Z%S Clso INTERVALO DE
B. stachyoides 250 500 1000 pg/mL CONFIANGA DE 95%
pg/mL pg/mL pg/mL (hg/mL)
EB-PA 1 1 3 >1000 -
FH-PA 5 37 40 379,58 337,58 - 426,81
FC-PA 2 2 13 >1000 -
FAE-PA 1 4 4 >1000 -
FRE-PA 1 1 12 >1000 -
EB-R 12 17 44 547,01 445,16 - 672,16
FH-R 11 15 42 584,51 483,41 - 706,77
FC-R 5 6 1 >1000 -
FAE-R 1 9 16 >1000 -
FRE-R 1 5 18 >1000 -
C 0 1 0 >1000 -

FONTE: O autor (2017)

LEGENDA: EB-PA: extrato bruto das partes aéreas; FH-PA: fracdo hexano das partes aéreas; FC-PA:
fracdo cloroférmio das partes aéreas; FAE-PA: fracdo acetato de etila das partes aéreas; FRE-PA:
fracdo remanescente das partes aéreas; EB-R: extrato bruto das raizes; FH-R: fracdo hexano das
raizes; FC-R: fracdo cloroférmio das raizes; FAE-R: fracdo acetato de etila das raizes; FRE-R: fracdo
remanescente das raizes; C: Controle agua destilada

4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ALELOPATICA

4.5.1 Teste de Germinacéo

No teste de germinacdo para Lactuca sativa L. foi determinado o indice de
velocidade de germinacdo (IVG) e os resultados obtidos para as amostras das
partes aéreas e raizes de B. stachyoides podem ser visualizados nos GRAFICOS 1
e 2.
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GRAFICO 1 - INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINAGAO (IVG) DE Lactuca sativa L. TRATADAS
COM AMOSTRAS DAS PARTES AEREAS DE B. stachyoides

30+

IVG Lactuca sativa L.

C 250500 1000 250 5001000 250 5001000 250 5001000 250 5001000
EB (pg/mL) FH (pg/mL) FC (ug/mL)  FAE (ug/mL)  FRE (ug/mL)

FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: EB: extrato bruto; FH: fracdo hexano; FC: frac&o cloroférmio; FAE: fracdo acetato de etila;
FRE: fragcdo remanescente; C: controle dgua destilada. Cada coluna representa a média + desvio
padrdo de 4 placas. Os niveis de significancia séo indicados por *p < 0,05 e ***p < 0,001 quando
comparados com o controle (ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey).

GRAFICO 2 - INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINACAO (IVG) DE Lactuca sativa L. NAS
AMOSTRAS DAS RAIZES DE B. stachyoides
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IVG Lactuca sativa L.

C 2505001000 250 5001000 250 5001000 250 5001000 250 5001000

EB (ug/mL)  FH (ug/mL) FC (ug/mL)  FAE (ug/mL) FRE (ug/mL)

FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: EB: extrato bruto; FH: fragdo hexano; FC: fracéo clorofdrmio; FAE: fracdo acetato de etila;
FRE: fracdo remanescente; C: controle 4gua destilada. Cada coluna representa a média + desvio
padréo de 4 placas. Os niveis de significancia sdo indicados por *p < 0,05 quando comparados com 0
controle (ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey)
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Analisando-se os valores de IVG obtidos para as sementes de Lactuca
sativa L. tratadas com as amostras das partes aéreas de B. stachyoides, verificou-se
gue as concentragcbes 250 e 500 pg/mL do extrato bruto apresentaram diferenca
significativa (p < 0,001) em relacdo ao controle, as concentracdes de 500 ug/mL da
fracdo hexanica, 250 pg/mL da fracbes acetato de etila e 250 pug/mL da fragéo
remanescente apresentaram diferenca significativa (p < 0,05), quando comparadas
ao controle agua destilada, indicando que essas concentracbes aumentaram a
velocidade de germinagdo das sementes, conforme GRAFICO 1. A concentracéo de
1000 pg/mL da fragdo hexéanica das raizes de B. stachyoides, foi a Unica amostra
gue apresentou diferenca significativa (p < 0,05) quando comparada ao controle,
indicando uma reducédo na velocidade de germinacdo das sementes de Lactuca
sativa L., conforme GRAFICO 2.

No teste de germinacao para Allium cepa L. foi determinado o indice de
velocidade de germinacéo (IVG) e os resultados obtidos para as amostras das
partes aéreas e raizes de B. stachyoides podem ser visualizadas nos GRAFICOS 3
e4.

GRAFICO 3 - INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINACAO (IVG) DE Allium cepa L. NAS
AMOSTRAS DAS PARTES AEREAS DE B. stachyoides
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IVG Allium cepa L.

C 2505001000 250 5001000 250 5001000 2505001000 250 5001000
EB (ug/mL) FH (ug/mL) FC (ug/mL)  FAE (ug/mL)  FRE (pg/mL)

FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: EB: extrato bruto; FH: fragdo hexano; FC: fracéo clorofdrmio; FAE: fracdo acetato de etila;
FRE: fracdo remanescente; C: controle 4gua destilada. Cada coluna representa a média + desvio
padréo de 4 placas. Os niveis de significAncia séo indicados por *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001
guando comparados com o controle (ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey)
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GRAFICO 4 - INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINAGAO (IVG) DE Allium cepa L. NAS
AMOSTRAS DAS RAIZES DE B. stachyoides
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FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: EB: extrato bruto; FH: fracdo hexano; FC: frac&o cloroférmio; FAE: fracdo acetato de etila;
FRE: fracdo remanescente; C: controle dgua destilada. Cada coluna representa a média + desvio
padrdo de 4 placas. Os niveis de significancia sédo indicados por *p < 0,05, **p < 0,01 e **p < 0,001
guando comparados com o controle (ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey)

Analisando-se os valores de IVG obtidos para as sementes de Allium cepa L.
tratadas com as amostras das partes aéreas, verificou-se que as concentracdes de
250 pg/mL da fracdo hexanica, 250 e 500 pg/mL da fracdo remanescente
apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) quando comparadas ao controle agua
destilada, indicando que houve aumento da velocidade de geminacdo das sementes,
ja as concentracdes de 250, 500 e 1000 pg/mL da fracdo acetato de etila,
diminuiram a velocidade de germinacao das sementes, com diferenca significativa (p
< 0,01 e p < 0,001), conforme GRAFICO 3. Para as amostras das raizes de B.
stachyoides, verificou-se que as concentracfes de 500 pg/mL das fracBes hexanica
e remanescente, aumentaram a velocidade de germinacdo das sementes, com
diferenca significativa (p < 0,01 e p < 0,05), respecitvamente, e a concentracao de
1000 pg/mL da fracdo acetato de etila diminuiu a velocidade de germinacdo das
sementes de Allium cepa L., com diferenca significativa (p < 0,001) em relacdo ao

controle, demonstrado no GRAFICO 4.
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45.2 Teste de Crescimento

No teste de crescimento de Lactuca sativa L. tratada com as amostras das
partes aéreas e raizes de B. stachyoides, foram realizadas medi¢des das radiculas e
hipocotilos e os valores em milimetros estdo plotados nos GRAFICOS 5 e 6.

GRAFICO 5 — CRESCIMENTO DAS RADTCULA§ E HIPOCOTILOS DE Lactuca sativa L. TRATADA
COM EXTRATO BRUTO E FRAGOES DAS PARTES AEREAS DE B. stachyoides
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FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: EB: extrato bruto; FH: fragdo hexano; FC: frac@o cloroformio; FAE: fracdo acetato de etila;
FRE: fragcdo remanescente; C: controle 4gua destilada; A: Crescimento das radiculas de Lactuca
sativa L.; B: Crescimento dos hipocotilos de Lactuca sativa L..Cada coluna representa a média +
desvio padrao de 10 radiculas ou hipocdtilos, sendo que a coluna C representa os valores do controle
agua destilada. Os niveis de significAncia séo indicados por *p < 0,05 e **p < 0,01 quando
comparados com o controle (ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey)
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GRAFICO 6 — CRESCIMENTO DAS RADiCULA§ E HIPOCOTILOS DE Lactuca sativa L. TRATADA
COM EXTRATO BRUTO E FRAGCOES DAS RAIZES DE B. stachyoides
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FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: EB: extrato bruto; FH: fragdo hexano; FC: fracéo cloroformio; FAE: fracdo acetato de etila;
FRE: fracdo remanescente; C: controle 4gua destilada; A: Crescimento das radiculas de Lactuca
sativa L.; B: Crescimento dos hipocotilos de Lactuca sativa L.. Cada coluna representa a média +
desvio padrao de 10 radiculas ou hipocdtilos, sendo que a coluna C representa os valores do controle
agua destilada. Os niveis de significAncia séo indicados por *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001
guando comparados com o controle (ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey)

Os resultados demonstraram inibicdo do crescimento das radiculas de
Lactuca sativa L. na concentracdo de 1000 pg/mL da fracdo hexéanica (p < 0,01) e

um estimulo nas concentracdes de 250 e 1000 pg/mL da fragdo acetato de etila das
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partes aéreas de B. stachyoides, com diferenca significativa (p < 0,01) quando
comparadas ao controle agua destilada, conforme GRAFICO 5A. Quanto ao
crescimento dos hipocdétilos, estes foram estimulados nas concentracbes de 1000
Hg/mL do extrato bruto, 250, 500 e 1000 pug/mL da fracdo acetato de etila e 1000
pHg/mL da fracdo remanescente, apresentando diferenca significativa (p < 0,05 e p <
0,01), conforme GRAFICO 5B.

Observando-se os resultados do crescimento das radiculas de Lactuca
sativa L., tratadas com as raizes de B. stachyoides, as concentra¢fes de 250 pg/mL
das fracbes hexanica e cloroférmica e 500 pg/mL da fracdo acetato de etila
inibiraram o crescimento, todas com diferenca significativa (p < 0,05), em relagéo ao
controle, conforme GRAFICO 6A. Nos resultados do crescimento dos hipocotilos,
verificou-se que as concentracdes de 250 e 1000 pg/mL do extrato bruto, 250 e 500
pHg/mL da fragcdo hexanica, 500 pg/mL das fracdes cloroférmio, acetato de etila e
remanescente inibiram o crescimento, com diferencga significativa (p < 0,05, p < 0,01
e p < 0,001) quando comparadas com o controle agua destilada, conforme
GRAFICO 6B.

No teste de crescimento de Allium cepa L. tratada com as amostras das
partes aéreas e raizes de B. stachyoides, foram realizadas medicfes das radiculas e
coledptilos e os valores em milimetros estdo plotados nos GRAFICOS 7 e 8.

Os resultados do crescimento das radiculas de Allium cepa L., tratadas com
as partes aéreas de B. stachyoides, nas concentracées 250, 500, 1000 pg/mL do
extrato bruto e das fracdes cloroformica, acetato de etila e remanescente, inibiram o
crescimento, com diferenca significativa (p < 0,001) quando comparadas com o
controle 4gua destilada, conforme GRAFICO 7A. Nos resultados do crescimento
dos coleoptilos, observou-se que as concentracdes de 250 e 1000 pug/mL do extrato
bruto, 250 e 500 pug/mL da fracdo cloroférmica e 250, 500 e 1000 pg/mL da fracéo
remanescente estimularam o crescimento, com diferenca significativa (p < 0,05, p <
0,01 e p <0,001), conforme GRAFICO 7B.

O crescimento das radiculas de Allium cepa L. tratadas com as raizes de B.
stachyoides, apresentou inibicdo nas concentracdes de 1000 ug/mL das fracdes
acetato de etila e remanescente, com diferenca significativa (p < 0,05 e p<0,01),

respectivamente, conforme GRAFICO 8A. Quanto ao crescimento dos coledptilos,
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nenhuma amostra demonstrou interferéncia, pois ndo houve diferenca significativa

em relacdo ao controle, conforme GRAFICO 8B.

GRAFICO 7 — CRESCIMENTO DAS RADiCULA§ E COLEOPTILOS DE Allium cepa L. TRATADA
COM EXTRATO BRUTO E FRAGOES DAS PARTES AEREAS DE B. stachyoides
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FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: EB: extrato bruto; FH: fragdo hexano; FC: frac&@o cloroformio; FAE: fracdo acetato de etila;
FRE: fracdo remanescente; C: controle 4gua destilada; A: Crescimento das radiculas de Allium cepa
L.; B: Crescimento dos coledptilos de Allium cepa L. Cada coluna representa a média + desvio padrao
de 10 radiculas ou coleoptilos, sendo que a coluna C representa os valores do controle 4gua
destilada. Os niveis de significaAncia séo indicados por * p < 0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 quando
comparados com o controle (ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey)
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GRAFICO 8 — CRESCIMENTO DAS RADiCULA§ E COLEOPTILOS DE Allium cepa L.TRATADA
COM EXTRATO BRUTO E FRAGCOES DAS RAIZES DE B. stachyoides
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FRE: fracdo remanescente; C: controle 4gua destilada; A: Crescimento das radiculas de Allium cepa;
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destilada. Os niveis de significancia séo indicados por *p < 0,05 e **p<0,01 quando comparados com
o controle (ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey)

Os aleloquimicos possuem atividade similar aos herbicidas sintéticos
podendo inibir a germinacdo e o crescimento de plantas, sendo que em alguns
casos a dose utilizada € mais baixa que para os herbicidas sintéticos. (MACIAS et

al., 1999). Portanto, herbicidas naturais podem apresentar vantagens, como novos
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mecanismos de acédo, alta biodegradabilidade e baixo impacto sobre ambiente.
(MACIAS et al., 2006b).

Segundo Rizvi et al. (1992) &cidos fendlicos, cumarinas, polifenois e
flavonoides sdo os principais aleloquimicos responsaveis pela inibicdo da
fotossintese, por alterarem o transporte de elétrons e a fosforilacdo nos
fotossistemas. A interacdo entre plantas € um sistema muito complexo e estudos
indicam que ha uma correlacao entre a inducéo de EROs e a atividade alelopatica e,
0s compostos fendlicos parecem desempenhar um papel nesta atividade.

No solo, os compostos fenodlicos e terpenoides estdo envolvidos com a
inibicdo do processo de nitrificacdo. (WHITE, 1994). Os compostos fendlicos, tais
como acidos cafeico e ferulico, miricetina, taninos e derivados de taninos, inibem a
oxidacdo de NH,4" para NO por nitrossomonas. (RICE, 1984, GATTI et al., 2004). Ja
os terpenoides melhoraram a imobilizacdo de amdénio por organismos do solo, em
vez da inibicdo do processo de nitrificacdo. (AMB et al., 2016).

O IVG é usado para avaliar o vigor das sementes, se este reduzir havera
uma perda progressiva na capacidade produtiva da semente e na uniformidade da
germinacao. (MAGUIRE, 1962).

As amostras das partes aéreas de B. stachyoides, de modo geral,
demonstraram um efeito estimulador sobre a germinacdo das sementes e no
crescimento das radiculas e hipocaétilos de Lactuca sativa L., € possivel observar nos
GRAFICOS 1 e 5 que o extrato bruto, fracbes hexano, acetato de etila e
remanescente apresentaram valores de IVG altos e consequentemente, maior
estimulo no crescimento das radiculas e hipocaétilos. Apenas a concentracdo de
1000 pug/mL da fracdo hexano apresentou inibicdo no crescimento das radiculas,
mas também seu IVG foi menor comparado as outras amostras. Esse efeito deve-se
a sensibilidade do sistema radicular das plantas a acdo dos aleloquimicos, de
acordo com Hoffmann et al. (2007) o alongamento depende de divisGes celulares e
guando inibido seu desenvolvimento € comprometido. Assim, quanto menor o IVG,
maior a dificuldade da planta se alongar. (OLIVEIRA et al., 2013).

No teste de germinacdo das sementes de Allium cepa L., as amostras das
partes aéreas de B. stachyoides, tiveram um comportamento diferente,
apresentando um estimulo na germinacdo das sementes tratadas com a fragédo

hexano e fragdo remanescente, enquanto que a fragdo acetato de etila reduziu a
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germinacdo. No teste de crescimento quase todas as amostras, exceto a fragédo
hexanica, inibiram as radiculas e estimularam os coledptilos, podendo ser
visualizados nos GRAFICOS 3 e 7. Presupbe-se que as estruturas das radiculas
foram afetadas por fitoconstituintes presentes no extrato bruto e fragdes. Esse efeito
fitotoxico (inibicdo) sobre as radiculas de Allium cepa L. pode ter ocorrido devido a
absorcdo de compostos fendlicos, presentes nas amostras, nos tecidos radiculares,
favorecida pelo contato fisico da radicula com o papel filtro, o qual continha os
extratos e fragdes. O efeito estimulador causado nos coleéptilos de Allium cepa L.
indica que nem todas as substancias liberadas pelas plantas s&o inibidoras,
podendo, ao contrario, ser estimulantes como exemplo os nutrientes minerais,
aminoacidos e acidos organicos, carboidratos e reguladores de crescimento.
(TUKEY JUNIOR, 1969). Portanto, os aglicares presentes nas amostras de partes
aéreas de B. stachyoides, podem ter apresentado este efeito estimulante.

De modo geral, os extratos e fracOes das partes aéreas de B. stachyoides
estimularam o crescimento radicular das sementes de eudicotiledoneas (alface),
indicando que pode possuir aleloquimicos que ajudam a proporcionar o crescimento
de outras plantas. Entretanto, esses mesmos extratos promoveram um efeito inibidor
sobre as sementes de monocotiledoneas (cebola). Marian et al. (2011) que
constataram que as sementes de monocotileddneas sdo menos sensiveis aos
efeitos dos aleloquimicos do que as sementes de eudicotileddneas.

As amostras das raizes de B. stachyoides demonstraram que possuem
compostos aleloquimicos que estdo envolvidos na inibicdo e na modificacdo dos
padrdes de crescimento ou desenvolvimento, podendo ser observado nos
GRAFICOS 2 e 6, nos quais a germinacéo das sementes de Lactuca sativa L. foram
reduzidas pela fracdo hexanica e, o extrato bruto e fracbes apresentaram efeito
fitotoxico sobre o crescimento das radiculas e hipocétilos de Lactuca sativa L. A
germinacao das sementes de Allium cepa L. e o crescimento das radiculas também
sofreram inibicdo pelas fracdes acetato de etila e remanescente, enquanto que nao
houve interferéncia sobre o crescimento dos coledptilos, conforme GRAFICOS 4 e 8.
Como as acles destes aleloquimicos sobre as plantas sdo bastante seletivas em
suas respostas, torna-se dificil sintetizar o mecanismo de acdo destes compostos.
(SEIGLER, 1996).



86

Esta avaliacdo alelopatica das partes aéreas e raizes de B. stachyoides
colaboram com as pesquisas sobre plantas medicinais com potencial alelopético, a
fim de, abrir possibilidades de producéo de hebicidas naturais.

4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.6.1 Ensaio de captura do anion superéxido (O;")

No ensaio de captura do anion superéxido (O,"), os extratos brutos de B.
stachyoides apresentaram valores de ICso de (335,7 + 15,1 pg/mL) para as partes
aéreas e (565,1 + 46,6 pg/mL) para as raizes, ambas com diferenca estatistica
(p<0,001) em relacdo aos padrdes. Estas concentracbes foram maiores que as
obtidas para os padrbes de acido galico (18,8 + 0,8 ug/mL) e quercetina (13,5 + 0,4
ug/mL), conforme GRAFICO 9. Esta discrepancia entre os valores de inibicdo deve-
se aos padrdes serem substancias puras e as amostras representarem extratos
brutos complexos. Porém, mesmo em concentracfes altas as amostras de B.
stachyoides foram capazes de deter O,”, e 0 extrato bruto das partes aéreas

apresentou maior capacidade de inibicdo do que o extrato bruto das raizes.

GRAFICO 9 - COMPARAGAO DOS VALORES DE IC5, DAS AMOSTRAS DE B. stachyoides COM
0S PADROES NO ENSAIO DE INIBIGAO DO ANION SUPEROXIDO
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FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: EB-PA: extrato bruto das partes aéreas de B. stachyoides; EB-R: extrato bruto das raizes
de B. stachyoides. Cada coluna representa a média + desvio padréo dos valores de ICso. O nivel de
significancia € indicado por *** p<0,001 quando comparado aos padrdes quercetina e acido galico
(ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey)
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4.6.2 Ensaio de captura do radical 6xido nitrico (NO")

No ensaio de inibicdo (captura) do radical 6xido nitrico (NO°), os extratos
brutos de B. stachyoides apresentaram valores de I1Cso de (272,7 + 23,8) pg/mL para
as partes aéreas e (273,1 + 41,3) ug/mL para as raizes, ambas com diferenca
estatistica (p<0,001) em relacdo aos padrdes. Estas concentracdes foram maiores
do que a obtida para a quercetina (4,4 + 41,3) ug/mL) e menores do que a
concentracdo de &cido galico (604,5 + 90,9 pg/mL), conforme GRAFICO 10.
Portanto, as amostras de B. stachyoides apresentaram capacidade de inibicdo do

radical 6xido nitrico superior ao padrao de &cido galico e inferior a quercetina.

GRAFICO 10 — COMPARACAO DOS VALORES DE ICs, DAS AMOSTRAS DE B. stachyoides COM
0S PADROES NO ENSAIO DE CAPTURA DO RADICAL OXIDO NITRICO
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FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: EB- PA: extrato bruto das partes aéreas de B. stachyoides; EB-R: extrato bruto das raizes
de B. stachyoides. Cada coluna representa a média + desvio padrdo dos valores de ICs, (ug/mL). O
nivel de significancia é indicado por *** p<0,001 quando comparado aos padrdes quercetina e acido
galico (ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey)

O anion superéxido € a primeira espécie reativa do oxigénio (ERO) formada
in vivo, sendo o primeiro intermediario da reducdo univalente do oxigénio, dando
origem a todas as outras espécies reativas. (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).
Sendo gerado fisiologicamente nas mitocdndrias, microssomas e peroxomas,
apresenta meia vida longa, podendo reagir com outras moléculas por maior tempo.
(ANDRADE JR et al., 2005). Um aumento na concentracdo intracelular de ions
célcio, num processo de estresse oxidativo, pode induzir uma conversao irreversivel
de xantina desidrogenase para xantina oxidase, levando a geracdo de O;".
(MUTHUSWAMY et al, 2006). Os efeitos deletérios desta espécie reativa estéo
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envolvidos com a habilidade de gerar radicais secundarios como H»0O,, por
dismutagdo espontanea e 'OH, radical bastante téxico, através da redugdo de
quelatos de Fe (Ill) formando Fe?*. O radical O, também tem a capacidade de
liberar Fe** das proteinas de armazenamento e de ferro-sulfoproteinas, e ainda,
pode reagir com 6xido nitrico para formar peroxinitrito (ONOQO) e com o radical ‘OH
para produzir 'O,. (ANDRADE JR et al., 2005; BARREIROS et al., 2006).

O nitrogénio também é capaz de gerar radicais livres, principalmente o 6xido
nitrico, cujo precursor € a L-arginina. (LEITE; SARNI, 2003). O radical 6xido nitrico
(NO’) representa a classe de espécies reativas do nitrogénio (ERN) e, mesmo nao
sendo suficientemente reativo para atacar DNA diretamente, ele pode reagir com o
radical O," e gerar peroxinitritos, podendo sofrer reagGes secundarias e formando
agentes capazes de nitrar aminoacidos aromaticos e as bases de DNA, como por
exemplo, a guanina. (BARREIROS, 2006).

Os radicais livres, como espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, estédo
relacionadas a algumas doencas, tais como cancer, doenca de Alzheimer, diabetes,
artrite, hepatite, aterosclerose, acidente vascular cerebral, catarata, autoimunidade,
e até mesmo processos de envelhecimento. O radical hidroxila € a substancia,
atualmente conhecida, com estrutura mais simples e mais forte agente cancerigeno,
podendo atacar as bases do DNA, a porcdo de acucar de nucleotideos, acidos
graxos e outros alvos biolégicos. Portanto, os sequestradores de radicais livres e
antioxidantes tornam-se importantes no possivel tratamento ou prevencdo de
doencas induzidas por eles. Os fenilpropanoides, pertencentes a uma classe de
polifendis naturais, tém sido amplamente estudados devido suas atividades
antioxidante e sequestradora de radicais livres. (PAN et al., 2003).

O potencial antioxidante da espécie B. stachyoides ja havia sido avaliado,
anteriormente, através dos testes de formacdo do complexo fosfomolibdénico,
reducdo do radical DPPH e espécies reativas do acido tiobarbitutico. As amostras
apresentaram um significativo potencial antioxidante quando comparadas aos
padrdes rutina e BHT, sendo essa atividade atribuida aos fenilpropanoides, como o
verbascosideo isolado da fracdo acetato de etila das partes aéreas, que possuem
habilidade em capturar espécies reativas e aos carotenoides e triterpenoides,

presentes na fragdo hexanica. (OLIVEIRA, 2012). Como complemento a avaliagdo
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antioxidante da espécie em estudo, foram realizados os ensaios de captura dos
anions superoxido e oxido nitrico.

O estudo realizado por Backhouse et al. (2008), com extrato metandlico (600
mg/kg) de Buddlja globosa, também apresentou uma importante inibicdo da
peroxidacdo lipidica (60%), assim como atividade sequestradora do anion
superoxido (51%) e reducdo do radical DPPH (ICso: 8,4 pg/mL). Este extrato
complexo possui compostos como triterpenoides, esterdis, feniletanoides e
flavonoides. (BACKHOUSE et al., 2008). Na espécie B. stachyoides também estéo
presentes os compostos fenilpropanoides, verbascosideo e martinosideo (isolados
da fracdo acetato de etila das partes aéreas) e, acidos graxos, como o acido
triancotanoico (isolado da fracdo hexanica das raizes), esteroides, triterpenoides e
carotenoides. (OLIVEIRA, 2012).

A capacidade antioxidante dos extratos e fracdes de B. stachyoides pode
estar relacionada principalmente aos fenilpropanoides, baseado em estudos sobre a
estrutura-atividade destes compostos que demonstram que o efeito esta relacionado
com o namero de grupos metoxi aromatico e hidroxila e, a estrutura da porgéo acila
(C6-C1 ou C6-C3). (HEILMANN et al., 2000).

Wang et al. (1996) e Shi et al.(1999) avaliaram a reacdo entre o radical
hidroxila e sete fenilpropanoides: equinacosideo, verbascosideo, leucosceptosideo
A, martinosideo, e pedicularosideo A, M e N, através de uma técnica de radiolise
pulsada. Todos reagiram com o radical hidroxila com elevada constante de
velocidade na faixa de 0.97-1.91 x 10 M*.s™, sugerindo que s&o sequestradores de
radicais hidroxila eficazes.

Verbascosideo e cistanosideo F (um né&o fenilpropanoide) foram avaliados
guanto a inibicdo da peroxidacéo lipidica em figado de rato e simultaneamente foram
determinados: consumo de oxigénio, formacdo de &cido tiobarbitarico (TBARS) e
atividade sequestradora do radical DPPH. Os resultados mostraram que: o
verbascosideo e cistanosideo F tiveram uma inibicdo muito semelhante na
peroxidacédo lipidica, dependente da concentracdo, e foram mais eficazes do que
TX-1847 (um andlogo sintético do verbascosideo); a eficacia na inibicdo da
formacdo de TBARS durante a peroxidacao lipidica em mitocéndrias isoladas foi:
verbascosideo = cistanosideo F > TX-1847; quanto a habilidade em sequestrar

radicais livres os compostos foram: TX-1847 > verbascosideo > cistanoside F. O
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grupo catecol, as por¢cdes de agucares e a estrutura conformacional dos compostos
parecem contribuir para os seus efeitos inibitérios sobre a peroxidacao lipidica,
enquanto que a atividade de eliminagdo de radicais livres depende do nimero de
grupos fendlicos contidos nos fenilpropanoides (uma excecao é cistanosideo F, que
possui apenas um grupo catecol, mas foi tdo eficaz quanto o verbascosideo que
possui dois grupos catecois). (PAN; HORI, 1996).

De acordo com o estudo de Liu et al. (2003) o verbascosideo possui efeito
protetor contra o aumento dos niveis de radicais livres durante a peroxidacéo lipidica
no plasma, e sua administracdo reduz os danos nas membranas dos eritrocitos,
reduzindo o nivel de estresse oxidativo. O alto potencial redox como doador de
elétrons do verbascosideo, protege as ceélulas contra citotoxidade e apoptose
mediada pela glicose oxidase, este potencial preventivo pode ser atribuido ao
tratamento de doencas mediadas por estresse oxidativo. (CHIOU et al., 2004; KIM et
al., 2005).

Quanbo et al. (1996) avaliou nove compostos fenilpropanoides, entre eles
verbascosideo e isoverbascosideo, extraidos dos caules de Cistanche desertic que
apresentaram atividade sequestradora de radicais livres mais potente que a-
tocoferol nos testes com radical DPPH e xantina/xantina oxidase, geradora do
radical anion superoxido. (PAN et al., 2003).

Diante destes estudos, pode-se atribuir a capacidade antioxidante,
principalmente, aos compostos verbascosideo e martinosideo isolados da espécie B.
stachyoides. Porém, como trata-se de um fitocomplexo, outros compostos também
estdo relacionados a este efeito, mas ainda precisam ser elucidados para melhor

compreensao das suas estruturas-atividades.
4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA
4.7.1 Nocicepcao induzida por formalina
O teste de nocicepcao induzida por formalina para o extrato bruto das partes
aéreas foi realizado inicialmente com doses de 10, 30 e 100 mg/kg, porém nenhuma

das trés concentracdes apresentou efeito, ndo sendo estatisticamente significativas

guando comparadas com grupo controle. Decidiu-se aumentar as concentragdes do
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extrato bruto para 300, 600 e 900 mg/kg e o teste foi repetido para verificar se o
efeito era dependente de dose. Os resultados demonstraram que nao houve efeito
antinociceptivo durante a fase neurogénica, porém na fase inflamatéria as doses de
600 e 900 mg/kg, indicaram um possivel efeito, apresentando indice de inibicdo de
(44 £ 15% e (55 + 19)%, respectivamente, porém ndo foram diferentes
estatisticamente quando comparadas com 0 grupo controle salina, conforme
demonstrado no GRAFICO 11.

GRAFICO 11 - EFEITO DO EXTRATO BRUTO DAS PARTES AEREAS DE B. stachyoides NA
NOCICEPCAO INDUZIDA POR FORMALINA
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FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: A: Fase neurogénica (10 - 100 mg/kg, v.0.); B: fase inflamatoria (10 - 100 mg/kg, v.0.); C:
fase neurogénica (300 - 900 mg/kg, v.0.); D: fase inflamatéria (300 - 900 mg/kg, v.0.). Cada coluna
representa a média + desvio padrao de 6 animais, sendo que a coluna C representa os valores do
grupo controle. Os resultados foram avaliados pelo método estatistico ANOVA de uma via seguida do
teste de Tukey e os valores acima das colunas indicam a porcentagem de inibicdo verfificada
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4.7.2 Nocicepcéo induzida por acido acético

O teste de nocicep¢do induzida por acido acético foi realizado com a
finalidade de confirmar o possivel efeito antinociceptivo das doses 300, 600 e 900
mg/kg, conforme visualizado no GRAFICO 12. As doses de 600 e 900 mg/kg
apresentaram diferenca estatistica (p<0,05) quando comparadas com 0 grupo
controle salina, e apresentaram indice de inibicdo de (42 + 10)% e (44 + 12)%,

respectivamente.

GRAFICO 12 - EFEITO DO EXTRATO BRUTO DAS PARTES AEREAS DE B. stachyoides NA
NOCICEPGCAO INDUZIDA POR ACIDO ACETICO
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FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: Cada coluna representa a média + desvio padréo de 6 animais, sendo que a coluna C
representa os valores do grupo controle. Os niveis de significAncia sdo indicados por * p < 0,05
guando comparados com o grupo controle (ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey) e os
valores acima das colunas indicam a porcentagem de inibigcéo verificada

O teste de nocicepc¢ao induzida por formalina demonstrou uma inibicdo na
fase inflamatdria do extrato bruto nas doses de 600 e 900 mg/kg v.o. O efeito
analgésico foi confirmado para as mesmas doses do extrato no teste de nocicepc¢ao
induzida por acido acético. O efeito analgésico de outra espécie do género Buddleja,
B. globosa, foi avaliado por Backhouse et al. (2008a) através do teste de constricdo

abdominal com injeg&o intraperitonial de &cido acético. Os animais foram tratados
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com os diferentes extratos (nas doses de 200, 100, 50 e 25 mg/kg), verbascosideo
(0,05 mmol/kg) e Ibuprofeno (0,07 mmol/kg) e os resultados demonstraram que 0sS
extratos etandlicos (79,8 £+ 14%) e metandlicos (85,5 + 4,2%) e o verbascosideo
(67,6 = 2,3%) foram mais ativo que o ibuprofeno (50 + 4,1%). No teste de formalina
com aplicagdo intra-dérmica na cauda dos camundongos, Backhouse et al. (2008a)
observou que os extratos de metanol e etanol mostraram maior atividade analgésica
(90,8% e 85,7%, respectivamente) que o ibuprofeno (76,5%). No teste de movimento
subito de cauda, os extratos e o ibuprofeno foram administrados por via oral e topica
e 0 verbascosideo apresentou efeitos semelhantes ao ibuprofeno (t6pico e oral)
cerca de 25%, e a luteolina-7-O-glicosideo foi ligeiramente mais ativa.

No estudo de Tomonori et al. (1997) o verbascosideo, isolado de Cedron
(Lippia triphylla), apresentou analgesia dose-dependente no teste de contorgéo
induzida por acido acético em ratos (nas doses de 100, 300 e 500 mg/kg, v.0.) € no
teste de dor com pressdo da cauda (nas doses de 100 e 300 mg/kg, v.0.). A
investigacdo do efeito analgésico dos compostos relacionados com o verbascosideo
demonstrou que alteragbes na estrutura da molécula diminuem a poténcia
analgésica como: se alguns grupos hidroxila forem metilados, ndo ocorre reducao
significativa da poténcia (ex: leucosceptosideo A, Jionosideo D e martinosideo). Se
a ramnose for subtituida por glicose a atividade é mantida (ex: plantamajosideo). Se
houver migracdo ou delecdo da ramnose diminiu a poténcia (ex: forsitiasideo e
desramnosil verbascosideo). Quando o composto tem um substituinte adicional de
uma glicose ou galactose a potencia é notavelmente reduzida (ex: echinacosideo).
Compostos com falta de grupos hidroxilas na parte aglicona perdem a atividade e a
falta da porcdo cafeoil e feniletil diminuem muito a atividade (ex: cistanosideo F).
Sendo, portanto o verbascosideo a estrutura mais potente, e essa dependéncia
estrutural também foi observada na administracdo oral: a migracdo da porcao cafeoil
do isoverbascosideo e salidrosideo que perdeu a porcdo cafeoil, ramnose e um
grupo hidroxila aromatico ndo apresentam atividade. (TOMONORI et al., 1997).

A atividade anti-hiperalgésica do verbascosideo foi avaliada por Isacchi et al.
(2011) através do teste de pressdo da pata em dois modelos animais de dor
neuropatica: mononeuropatia periférica produzida por lesdo, a partir da constricdo
cronica do nervo cidtico e a outra através de uma injeccdo intra-articular de

monoiodoacetato de sédio. O verbascosideo na dose de 100 mg/kg i.p. reverteu a
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hiperalgesia mecéanica nos ratos tratados em ambos os casos e, também foi eficaz
contra a hiperalgesia mecéanica, ap6s administracdo oral nas doses de 300 e 600
mg/kg.

Esses estudos corroboram com o efeito analgésico significativo observado
para o extrato bruto de B. stachyoides nas doses de 600 e 900 mg/kg, que
apresentam quantidades de 0,02 mmol/kg e 0,03 mmol/kg de verbascosideo,
respectivamente, sendo inferiores a concentracdo efetiva de verbascosideo (0,05
mmol/kg) no estudo de Backhouse et al. (2008a).

4.7.3 Avaliacao da atividade locomotora

O teste de campo aberto realizado com camundongos Swiss machos
demonstrou que ndo houve diferenca estatistica entre o numero de cruzamentos
médio do grupo controle (184,4 + 19,6) e do grupo tratado (173,4 + 7,5), conforme
GRAFICO 13. Portanto, o extrato bruto das partes aéreas de B. stachyoides (dose
900 mg/kg) ndo causou alteracGes na atividade locomotora dos animais. Isso indica
gue os resultados observados nos testes de formalina e acido acético ndo sao

efeitos inespecificos por diminuicdo da capacidade motora.

GRAFICO 13 - EFEITO DO EXTRATO BRUTO DE Buddleja stachyoides NO TESTE DE CAMPO
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FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: Cada coluna representa a média + desvio padrdo de 6 animais, sendo que a coluna C
representa os valores do grupo controle. Os resultados foram avaliados estatisticamente pelo teste t
de Student
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4.7.4 Edema da pata induzido por carragenina

Os resultados da avaliacdo da atividade anti-inflamatoria do extrato bruto de
B. stachyoides, através do teste edema de pata induzido por carragenina,
demonstraram que nao houve diferenca significativa em nenhum tempo quando as
areas foram comparadas com o grupo controle, porém os tempos de 3 e 4 horas
apresentaram uma diminuicdo do edema com indices de inibicdo de (39 = 14)% e
(25 + 13)%, respectivamente, podendo ser visualizados no GRAFICO 14.

GRAFICO 14 — EFEITO DO EXTRATO BRUTO DAS PARTES AEREAS DE B. stachyoides NA
AVALIACAO DO EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA
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FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: Cada coluna representa a média da area do edema da pata + desvio padréao de 6
animais, sendo que a coluna C representa os valores do grupo controle.Os resultados foram
avaliados estatisticamente pelo teste t de Student em cada tempo

O modelo experimental edema de pata induzido por carragenina, é
amplamente utilizado para rastrear a maior parte dos agentes anti-inflamatoérios no
estudo da inflamacdo aguda. O desenvolvimento do edema da pata apresenta uma
resposta bifasica, em que a fase inicial € dependente da liberacdo de mediadores
como a histamina, bradicinina e cinina, e a ultima fase é atribuida a sintese de
prostaglandinas. (VINEGAR et al., 1969; DI ROSA et al., 1971; SANTANU SAHA,

2013). Os anti-inflamatérios sdo normalmente mais eficazes na fase final da
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inflamag&o, como no caso da indometacina que demonstrou em um estudo a
inibicdo do edema de pata apos 3 ou 4 horas. Tal como indometacina, o extrato
etandlico de Holarrhena pubescens na dosagem de 400 mg/kg v.o. demonstrou
inibicdo dose-dependente significativa (p <0,01) no teste de edema de pata de rato
durante a terceira e quarta hora, sendo mais potente em 4 h (74,07%) que as doses
de 100 e 200 mg/kg. O mesmo comportamento foi observado para o extrato bruto de
B. stachyoides no teste edema de pata induzido por carragenina com inibicdo da
inflamacéo apos 3 e 4 h do tratamento com a dose de 900 mg/kg v.o. Esta resposta
anti-inflamatéria pode estar relacionada a inibicio da biossintese de
prostaglandinas, via COX-2. (MAHENDRAN; NARMATHA, 2013).

O oxido nitrico endodgeno também esta envolvido neste tipo de inflamacéo
aguda desde a formacdo do edema, quando NO € aumentado por L-arginina e
diminuido pela INOS. (IALENTI et al., 1992). O NO possui um papel relevante na
modulacao da geracdo de prostaglandinas no local da inflamac¢do. (MUTEBLN et al.,
1995).

Extratos produzidos com éter de petrdleo, cloroférmio e metanol das partes
aéreas de Verbena officinalis Linn. (Verbenaceae) foram avaliados quanto sua
atividade anti-inflamatéria, utilizando-se modelo de edema de pata com carragenina.
Todos os trés extratos apresentaram atividade anti-inflamatoria, sendo o extrato de
cloroformio mais ativo. O composto verbascosideo foi identificado como um
constituinte do extrato de metanol. (DEEPAK; HANDA, 2000).

4.7.5 Peritonite induzida por carragenina

O teste de peritonite induzida por carragenina foi realizado com a finalidade
de complementar a investigacdo do possivel efeito anti-inflamatério do extrato bruto
das partes aéreas de B. stachyoides. A injecdo de carragenina (750 pg/sitio, i.p)
aumentou significativamente o namero total de leucdcitos na cavidade peritonial no
grupo controle, quando comparado com o0 grupo controle negativo salina. Os animais
tratados com o extrato bruto antes da inducdo da peritonite, diminuiram a migracao
de leucdcitos para a cavidade peritonial em 23% e 38% nas doses de 600 e 900
mg/kg, respectivamente, mas apenas a dose de 900 mg/kg apresentou diferenca

estatistica quando comparada ao grupo controle. Essa redugcdo na migragcdo de
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leucdcitos para o peritdnio foi menos significativa do que nos animais tratados com
dexametasona (60%), como demonstra 0 GRAFICO 15. Analisando-se o perfil
celular por contagem diferencial de leucdcitos, o extrato bruto (nas doses de 600 e
900 mg/kg) ndo apresentou diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle,
indicando que ndo houve diminuicdo significativa no numero de leucdcitos
polimorfonucleares, diferentemente do grupo dexametasona que apresentou
diferenca significativa (p < 0,01) em relagdo ao controle, conforme apresentado no
GRAFICO 16.

GRAFICO 15 — CONTAGEM DE LEUCOCITOS TOTAIS NO LiQUIDO PERITONIAL DO TESTE DE
PERITONITE INDUZIDA POR CARRAGENINA
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FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: Os animais receberam salina (S = salina 750 ug/sitio, i.p), controle (C = salina 10 mL/kg,
v.0. + carragenina 750 pg/sitio, i.p.), dexametasona (D = 0,5 mg/kg, i.p. + carragenina 750 pg/sitio,
i.p.), extrato bruto de B. stachyoides (600 e 900 mg/kg, v.o. + carragenina 750 pg/sitio, i.p.). Os
resultados de leucdcitos totais foram expressos como média * desvio padrdo de 6 animais. Os niveis
de significncia s&o indicados por *p< 0,05 e **p<0,01 em relacdo ao grupo controle (C). ANOVA de
uma via seguida do teste de comparacao multipla de Newman-Keuls
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GRAFICO 16 — CONTAGEM DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS NO LIQUIDO PERITONIAL DO
TESTE DE PERITONITE INDUZIDA POR CARRAGENINA
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FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: Os animais receberam salina (S = salina 750 ug/sitio, i.p), controle (C = salina 10 mL/kg,
v.0. + carragenina 750 pg/sitio, i.p.), dexametasona (D = 0,5 mg/kg, i.p. + carragenina 750 pg/sitio,
i.p.), extrato bruto de B. stachyoides (600 e 900 mg/kg, v.o. + carragenina 750 ug/sitio, i.p.). As
porcentagens de leucécitos polimorfonucleares foram expressas como média + desvio padrédo de 6
animais. O nivel de significancia é indicado por **p<0,01 em relacéo ao grupo controle (C). ANOVA
de uma via seguida do teste de comparacao multipla de Newman-Keuls

A carragenina tem a habilidade de aumentar a permeabilidade vascular,
promovendo a migracdo de neutrdfilos para o local de injecdo. (RAUF et al., 2014).
Estas células, na tentativa de restringir o agente agressor, produzem mediadores
pro-inflamatérios tais como citocinas, espécies reativas de oxigénio, 0xido nitrico,
entre outros. (LI et al., 2015). O 6xido nitrico exerce multiplos efeitos moduladores
na inflamacdo e papel importante em varias condi¢cdes inflamatorias, quando
produzido pela forma indutivel de Oxido nitrico sintase (iNOS). (NATHAN, 1992).
Quando o NO esta disponivel em grandes quantidades (quando sintetizado por
INOS), pode ser téxico e proé-inflamatorio. (GUZIK et al.,, 2003). O estudo de
Medeiros et al. (2007) demonstrou uma relacdo entre a inducdo da iINOS e sua
dependéncia das citocinas pro-inflamatorias, como a sinalizacdo do TNF-a. A
citocina pro-inflamatéria  TNF-a, possui um papel chave em varios disturbios
relacionados a inflamacéo, pois tem a funcao de ativar células T e macrofagos, além

de, estimular outras citocinas inflamatérias. (MEDEIROS et al., 2007). Isto sugere
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um possivel mecanismo de acdo do extrato bruto de B. stachyoides, em que a
diminuicdo dos leucécitos no local da inflamacdo pode estar relacionada aos
compostos fenilpropanoides, presentes na espécie, que tém capacidade de alterar a
atividade de algumas enzimas e o nivel de algumas citocinas. (PAN et al., 2003).

Em adicdo, outro possivel mecanismo de a¢do pode estar envolvido com o
influxo de leucdcitos polimorfonucleares através do endotélio, em que essas células
se ligam aos receptores endoteliais tais como L-selectina, P-selectina e E-selectina,
ocorrendo a diapedese por ativagdo da molécula de adesdo das células endoteliais
plaquetarias 1 (PECAM-1). (KUTLAR; EMBURY, 2014; BISWAS et al., 2005).
Hebeda et al. (2011) demonstrou que o &cido clorogénico tem a capacidade de
reduzir a migracdo de leucdcitos, modulando a translocacdo de selectina do
ambiente intracelular para extracelular e inibindo a expressdo de PECAM-1. Apesar
do extrato bruto de B. stachyoides ndo possuir, aparentemente, o acido clorogénico
em sua composicao, possui compostos fendlicos que podem ter acdes semelhantes.

Diversas drogas tém sido desenvolvidas como inibidores da 5-lipoxigenase,
resultando no bloqueio da formacdo dos leucotrienos ou como antagonistas do
receptor dos leucotrienos. Os leucotrienos estdo envolvidos na imunorregulacdo e
em uma variedade de doencas. Na presenca de 5-lipoxigenase, o acido
araquidonico livre € sempre metabolizado, assim, os inibidores de 5-lipoxigenase
especificos devem ser Uteis ndo sO na terapia da asma alérgica e doencas de
origem inflamatoria, mas também em estudos sobre a biossintese de leucotrienos e
suas funcdes. (PAN et al., 2003).

Quatro glicosideos cafeoil: forsitiasideo, suspensasideo, B-
hidroxiverbascosideo e verbascosideo isolados dos frutos de F. suspensa e F.
viridisscima, apresentaram efeito inibidor sobre a 5-lipoxigenase. (YOSHIYUKI et al.,
1987; PAN et al., 2003). Eles inibiram seletivamente a formacédo de 5-HETE (acido
5-hidroxieicosatetranoico) e LTB em leucdcitos polimorfonucleares periféricos de
humanos e, a formacdo de 5-HETE em células peritoneais de rato. A andlise de
estrutura-atividade demonstrou que os grupos hidroxilas fendlicos adjacentes
apresentaram relacdo com essas inibicoes.

O acesso aos medicamentos ainda € muito limitado em varias regides de
diferentes paises e, portanto muitas pessoas recorrem ao uso de plantas, buscando

o alivio da dor causada por doencas, ou até mesmo a cura. A inflamacdo é um
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evento comum ocorrendo em varios processos patoldgicos e a pesquisa de extratos
de plantas com potencial anti-inflamatério é considerada uma abordagem
promissora neste campo. (CALIXTO, 2005; BELLIK et al., 2013). A espécie B.
stachyoides apresentou um potencial antioxidante significativo, segundo Lorenzi
(2008) é utilizado na medicina popular como analgésico e possui COmo composto
majoritario o verbascosideo, ao qual sdo atribuidas atividades importantes como
anti-inflamatorio, anti-hiperalgésico, antioxidante e efeitos anticancer. (FUNES et al.,
2009 ; SPERANZA et al., 2010).

Por esse motivo, foram realizados esses testes farmacologicos e os efeitos
antinociceptivo e anti-inflamatério do extrato bruto das partes aéreas de B.
stachyoides observados, podem ser explicados pelas propriedades farmacoldgicas
descritas na literatura para o composto verbascosideo, que apresentou capacidade
de inibicdo da atividade enzimatica da cicloxigenase (COX-2), consequentemente,
inibicdo da formacdo de prostaglandinas (PGEy); inibicdo do fator de necrose
tumoral (TNF-a); inibicao da liberagao de 6xido nitrico (NO), efeito relacionado com a
expressao da oxido nitrico sintase induzivel (iNOS); acdo protetora endotelial contra
radicais livres do oxigénio que induzem dano peroxidativo nas biomembranas;
inibicdo da histamina e da bradicinina; e inibicdo da enzima 5-lipoxigenase. (KUPELI
et al., 2007; LEE et al., 2005; SCHAPOVAL et al., 1998; YOSHIYUKI et al., 1987,
PAN et al., 2003).

4.7.6 Avaliacao da atividade gastroprotetora

No teste de protecdo gastrica foram obtidas imagens dos estémagos dos
camundongos Swiss fémeas, demonstradas na FIGURA 18, para compara¢ao entre
0S grupos controle negativo, controle omeprazol, controle Ulcera e tratados com o
extrato bruto das partes aéreas de B. stachyoides nas doses de 300, 600 e 900
mg/kg. As lesBes gastricas induzidas por HCI/ etanol foram mensuradas e os
resultados demonstraram uma prevencao na formag¢do da Ulcera, estatisticamente
significativa (p < 0,05), para as doses de 600 e 900 mg/kg com porcentagem de
protecédo de (70 £ 16)% e (75 = 13)%, respectivamente, sendo mais efetivas que o
omeprazol (58 + 12)%, conforme GRAFICO 17.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814616317733#b0035
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814616317733#b0035
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814616317733#b0145
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FIGURA 18 — EFEITO DO EXTRATO BRUTO DE B. stachyoides SOBRE LESAO GASTRICA
INDUZIDA POR HCL/ ETANOL EM ESTOMAGO DE CAMUNDONGO

FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: (a) estbmago normal animal tratado apenas com veiculo (10 mL/kg, v.0.); (b) omeprazol
(20 mg/kg, v.0.) + HCI/EtOH; (c) controle Ulcera pré-tratado com veiculo (10 mL/kg, v.0.) + HCI/EtOH;
(d) extrato bruto B. stachyoides (300 mg/kg, v. 0.) + HCI/EtOH; (e) extrato bruto de B. stachyoides
(600 mg/kg, v.0.) + HCI/EtOH; (f) extrato bruto B. stachyoides (900 mg/kg, v.0.) + HCI/EtOH

GRAFICO 17 - EFEITO DO EXTRATO BRUTO DE B. stachyoides SOBRE AS LESOES
GASTRICAS INDUZIDAS POR HCL/ETANOL
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FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: O: omeprazol (20 mg/kg, v.0.); C: controle Ulcera (veiculo 10 mL/kg, v.0.); extrato bruto de
B. stachyoides (300, 600 and 900 mg/kg, v.0.). antes da administra¢do oral de 0,2 mL de HCI (0,3 M)/
etanol (60%). Cada coluna representa a média + desvio padrdo (n=6) da area ulcerada (mm?. Os
niveis de significancia séo indicados por *p < 0,05 e **p<0,01, quando comparado com o grupo
controle (C) (ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey)
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A Ulcera gastrointestinal € uma doenga bastante comum e se ndo tratada
pode levar ao cancer. Uma variedade de fatores enddgenos e exdégenos podem ser
causadores da Ulcera gastrica, que incluem condi¢Bes de acido, pepsina e estresse
e, agentes nocivos, tais como, anti-inflamatoérios nédo-esteroides (AINES), bactéria
Helicobacter pylori, o tabagismo e o consumo de alcool. (SYAM et al., 2009). Esses
fatores podem promover a geragcdo de radicais livres que estdo relacionados a
inimeras doencas, citadas anteriormente.

Segundo Arrieta-Baez et al. (2012), diversas plantas sao utilizadas no
tratamento de doencas gastrointestinais como Buddleja scordioides Kunth,
Byrsonima crossifolia, Geranium seemann, Larrea tridentata, Psidium guajava.
Varios compostos foram isolados da espécie B. scordioides Kunth,
Scrophulariaceae, como o verbascosideo com atividade antibacteriana, saponinas
triterpenoides e outros glicosideos, além de alguns flavonoides como rutina,
guercetina e quercitrina também foram identificados. (HOUGHTON et al., 2005;
AVILA-ACEVEDO et al., 2005; CORTES et al., 2006).

Ulcera gastrica induzida por HCl/etanol é um modelo classico amplamente
utilizado para avaliar a atividade gastroprotetora dos farmacos e testar os agentes
gue possuem atividades citoprotetoras e/ou antioxidante. (ADINORTEY et al., 2013).
Neste ensaio 0s animais pré-tratados com o extrato bruto de B. stachyoides, nas
doses de 600 e 900 mg/Kg apresentaram uma prevencao significativa na formacao
da Ulcera, sendo mais efetivas que o omeprazol. Também foi observado durante a
lavagem dos estdmagos a presenca de muco, porém, para a confirmacdo de que
houve aumento da producdo de muco proveniente da administracdo do extrato
bruto, seria interessante realizar um teste de quantificacéo.

Estudos demonstraram que as espécies reativas de oxigénio (ERO) estéo
relacionadas a lesdo da mucosa gastrica induzida pelo etanol. (GOMES et al., 2009).
Pois, o etanol é conhecido como agente necrotizante que destréi os fatores
protetores da mucosa, diminuindo o muco gastrico, os niveis de glutationa e a-
tocoferol. (WALLACE; MA, 2001). A destruicdo desses fatores promove hemorragia,
resultando em lesédo por dano oxidativo nas células epiteliais gastricas. (REPETTO;
LLESUY, 2002). O etanol aumenta a producdo de radicais livres e a peroxidacao
lipidica na mucosa gastrica, mas esse dano pode ser prevenido pela administragéo
de prostaglandinas. (BAGCHI et al., 1998).
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A capacidade dos compostos fendlicos em eliminar os radicais superoxido,
hidroxila e peroxila, que afetam varias etapas da cascata do acido araquiddnico
através da COX-2 ou da 5-lipoxigenase, também possuem propriedades
estabilizadoras da membrana e afetam alguns processos do metabolismo
intermediario e inibem a peroxidagéo lipidica em diferentes sistemas. Alguns deles
tém efeitos citoprotetores, devido ao aumento do conteddo de prostaglandinas
(PGI,) e muco na mucosa gastrica. (ALANKO et al., 1999). De acordo com o estudo
de Repetto e Llesuy (2002), o efeito gastroprotetor dos extratos de A. douglasiana e
seu composto ativo dehidroleucodina (DhL) na lesdo da mucosa gastrica pode ser
mediado pela liberacdo local de neuropeptideos sensoriais, Oxido nitrico e
prostaglandinas (PGl,). Assim, a inibicdo da peroxidacéo lipidica e da COX-2 € um
alvo importante na prevencéao de uUlceras gastrointestinais.

O efeito gastroprotetor do extrato bruto de B. stachyoides pode ser
decorrente da presenca dos fenilpropanoides, principalmente o verbascosideo, que
apresenta um teor elevado nas doses testadas (600 e 900 mg/kg), devido a sua
capacidade de inibir radicais livres como superoxido e o6xido nitrico, observados nos
ensaios antioxidantes. Além disso, o extrato bruto de B. stachyoides inibiu a
peroxidacdo lipidica, no teste de TBARS, em (52,53 = 0.64)%, sendo igual
estatisticamente ao padrdo BHT com (51,67 + 2.60)% de inibicdo. (OLIVEIRA, 2012).
O estudo de Liu et al. (2003) demonstrou que o verbascosideo possui um efeito
protetor contra o0 aumento dos niveis de radicais livres durante a peroxidacéao lipidica
plasmatica, sendo que sua administracdo protege as membranas do dano,
reduzindo o nivel do estresse oxidativo. O potencial redox do verbascosideo, como
doador de elétrons, protege as células contra a citotoxidade e apoptose e € mediada
pela glicose oxidase. (CHIOU et al., 2004). Esse potencial preventivo pode ser
importante no tratamento de doencas causadas por estresse oxidativo, como por
exemplo, na Ulcera gastrica induzida por etanol acidificado. (KIM et al., 2005).

Diaz-Rivas et al. (2015) avaliou o efeito gastroprotetor dos extratos de B.
scordioides Kunth, induzindo a ulcera gastrica com dose Unica de indometacina (30
mg/kg, v.0.). Os resultados apresentaram inibicdo de COX-2, IL-8 e TNFa,
estimulacdo de COX-1 e moderada inibicdo de NFkB. A forma constitutiva (COX-1) é
conhecida por ser responsavel em manter a protecéo trato gastrointestinal, enquanto

qgue a forma indutivel (COX-2) esté relacionada ao processo de inflamacdo. Neste
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caso, a potencial atividade anti-inflamatoria pode estar associada a presenca de
polifendis. Apesar do extrato bruto de B. stachyoides néo ter sido avaliado no teste
de Ulcera géstrica induzida por indometacina, provavelmente possuem compostos
fendlicos semelhantes responsaveis pelo efeito gastroprotetor. Estudos futuros com
0 extrato bruto de B. stachyoides pelo método de inducdo de Ulcera por
indometacina devem ser realizados, para avaliar se também age estimulando a
COX-1 e, consequentemente, aumentando a producéo de prostaglandina (PGl5).
Portanto, o efeito gastroprotetor do extrato bruto de B. stachyoides pode
estar relacionado ao aumento de muco na mucosa gastrica, além de sua atividade

antioxidante que protege a mucosa dos danos induzidos por HCI/ etanol.

4.7.7 Avaliagdo da motilidade gastrointestinal

No modelo de motilidade gastrointestinal, os animais pré-tratados com o
extrato bruto das partes aéreas de B. stachyoides, nas doses de 300, 600 e 900
mg/Kg, ndo apresentaram efeito no esvaziamento gastrico, pois ndo houve diferenca
estatistica quando comparados com o grupo controle (38,6 + 4,5)%. Quanto aos
controles, a atropina (3 mg/kg, s.c.) reduziu o esvaziamento gastrico em 45% e a
metoclopramida (30 mg/kg, v.0.) aumentou em 42%, conforme GRAFICO 18a. No
teste do transito intestinal, o extrato bruto também n&o apresentou resultados
significativos quando comparados com o grupo controle (C: 60,9 %= 1,2%),
apresentando leve diminuicdo no transito intestinal de 21, 12 e 12% nas doses de
300, 600 e 900 mg/kg, respectivamente. A atropina (3 mg/Kg, s.c.) reduziu o transito
intestinal em 38%, enquanto a neostigmina (20 ug/kg, s.c.) aumentou apenas em
19%, conforme GRAFICO 18b.

No modelo de motilidade gastrointestinal, a regulacdo nervosa do
esvaziamento gastrico depende essencialmente do nervo vago, que controla as
contracdes tbnicas, o relaxamento do fundo e a amplitude das contracdes antrais
geradas pelo marcapasso gastrico. (JABRI et al., 2017). Os neurotransmissores sao
0s principais moduladores que controlam a motilidade do transito intestinal, tais
como taquiquininas (por exemplo, substancia P, neuroquinina A), acetilcolina,
serotonina (5-HT) e peptideo liberador de gastrina (GRP) / bombesina. Estes tém

efeitos excitatorios sobre a motilidade gastrointestinal, enquanto que os membros do
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polipéptido intestinal Vasoactivo (VIP), oxido nitrico, GABA e ATP, atuam como
neurotransmissores inibitérios. (SHUTTLEWORTH; KEEF, 1995; KUNZE;
FURNESS, 1999).

O extrato bruto administrado por via oral (doses de 300, 600 e 900 mg/Kg), 1
hora antes do marcador, ndo apresentou efeito significativo sobre o esvaziamento e
nem no transito intestinal, porém apresentou uma tendéncia em diminuir a motilidade
intestinal. No entanto, é necessério realizar testes especificos para verificar se o
extrato bruto possui efeito sobre neurotransmissores moduladores sobre a
motilidade do transito intestinal ou mesmo sobre a liberacdo de 6xido nitrico que
medeia o relaxamento ndo adrenérgico e ndo colinérgico da musculatura longitudinal
e circular do esfincter esofagiano, estbmago, duodeno, intestino delgado e esfincter
anal interno. (CERQUEIRA et al., 2002)

Diante dos resultados farmacologicos promissores, observados para o extrato
bruto das partes aéreas de b. stachyoides, futuramente, pode ser utilizado na
producdo de medicamentos anti-inflamatorios naturais mais seletivos. Pois, de
acordo com a literatura cientifica, seus efeitos podem estar relacionados com a
inibicdo da cicloxigenase-2 e 5-lipoxigenase, podendo ser administrado por via oral,
sem causar danos a mucosa do estdémago, devido ao efeito gastroprotetor. esse
efeito pode ser atribuido a sua capacidade em eliminar radicais livres, que estao
aumentados no estresse oxidativo causado pela administracdo de etanol acidificado.
além disso, o possivel efeito inibidor sobre o fator de necrose tumoral (TNF-q),
descrito na literatura para o verbascosideo, pode ser importante no controle de
doencas imunolégicas inflamatorias, pois medicamentos com essa acao tém sido um
dos maiores avancos da medicina. (MOLLER; VILLIGER, 2006).
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GRAFICO 18 — EFEITO DO EXTRATO BRUTO DE B. stachyoides SOBRE A MOTILIDADE
GASTROINTESTINAL
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FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: (a) Esvaziamento gastrico; (b) Transito intestinal. Os animais receberam veiculo (C = 10
mL/kg, v.0), atropina (A = 3 mg/kg, s.c.), neostigmina (N = 20 mg/kg, s.c.), metoclopramida (M = 30
mg/kg, v.0.) e extrato bruto de B. stachyoides (300, 600 and 900 mg/kg, v.0.). Os resultados foram
expressos como méida + desvio padréo de 6 animais. Os niveis de significancia sdo indicados por
*p< 0,05 e **p<0,01 quando comparado com o grupo controle (C) (ANOVA de uma via seguida do
teste de Tukey)

4.7.8 Avaliacao da toxicidade subcronica

O extrato bruto das partes aéreas de B. stachyoides apresentou resultados
biol6gicos promissores, portanto, € necessaria a avaliagdo de um possivel efeito
toxico proveniente do uso oral da espécie. No ensaio de toxicidade subcrdnica foi
realizado o tratamento diario dos animais por 21 dias, com o extrato bruto na dose
de 900 mg/kg, considerada a dose mais efeitva nos testes avaliados neste trabalho.

Durante o periodo de tratamento com o extrato bruto de B. stachyoides, os
animais foram pesados em dias especificos (1, 7, 14 e 21 dias) para avaliacdo de

possivel perda de peso decorrente do tratamento. Os resultados demonstraram que
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houve perda de peso nos dias 1, 14 e 21 nos animais tratados com o extrato bruto
guando comparado aos controles, apresentando diferenga significativa, conforme
demonstrado no GRAFICO 19.

A perda de peso dos animais pode estar associada ao estresse que eles
passaram durante o periodo do teste ou também pode ter ocorrido uma sensacéo de
saciedade, principalmente se houve aumento da producdo de muco, ao receber o

extrato bruto numa concentragéo alta, neste caso 900 mg/kg v.o.

GRAFICO 19 — GANHO/PERDA DE PESO DOS ANIMAIS DURANTE O ENSAIO DE TOXICIDADE
SUBCRONICA
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FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: Cada coluna representa a média do peso + desvio padréo de 7 animais, sendo que a
coluna C representa os valores do grupo controle.Os niveis de significancia séo indicados por *
p<0,05 e ** p<0,01 quando comparados com o controle (Teste t de Student)

O teste de campo aberto, realizado no 1° e 21° dia com os camundongos
fémeas, apresentou menor niamero de cruzamentos para o grupo tratado quando

comparado ao grupo controle, com diferenca estatistica de p<0,05 e p< 0,01,
conforme GRAFICO 20.
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GRAFICO 20 - EFEITO DO EXTRATO BRUTO DAS PARTES AEREAS DE Buddleja stachyoides NO
TESTE DE CAMPO ABERTO EM CAMUNDONGOS FEMEAS
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FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: Cada coluna representa a média + desvio padrdo de 7 animais, sendo que a coluna C
representa os valores do grupo controle.Os niveis de significAncia sdo indicados por * p < 0,05, **
p<0,01 e quando comparados com o controle (Teste t de Student)

Portanto, o extrato bruto de B. stachyoides pode possuir uma acao sobre a
atividade locomotora dos animais do sexo feminino, sendo mais significativa no 21°
dia, indicando que pode ocorrer um comprometimento motor no uso prolongado.
Porém, quando esse ensaio foi realizado com os machos ndo houve nenhuma
alteracao locomotora, possivelmente as fémeas podem ser mais suscetiveis devido
aos hormobnios, pois 0s compostos verbascosideo e martinosideo, presentes no
extrato bruto, apresentaram atividades agonistas/antangonistas sobre os receptores
estrogénicos no estudo de Papoutsi et al. (2006).

Tomonori et al. (1997) isolou o verbascosideo de Cedron (Lippia triphylla) e
avaliou seu efeito sedativo sobre a anestesia induzida por pentobarbital e a inibicédo
da atividade locomotora aumentada pela metanfetamina. O composto apresentou
prolongamento da sedacdo nas doses de 100, 300 e 500 mg/kg e a inibicdo da
atividade locomotora aumentada pela metanfetamina nas doses de 300 e 500
mg/kg. Como o efeito observado por Tomonori et al. (1997) foi realizado com o
isolado verbascosideo, e no teste de campo aberto os animais foram tratados com
extrato bruto, o efeito sedativo pode estar diminuido devido ao extrato bruto ser um

fitocomplexo. Estes dados demonstram a importancia em realizar testes de sedagéo
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em machos e fémeas tratados com o extrato bruto de B. stachyoides para avaliar se
hé& efeito diferente entre os sexos.

Apos o periodo de tratamento, os animais foram sacrificados e os 0rgédos
vitais foram retirados e pesados, para avaliacdo de possivel alteracdo. Observou-se
gue o baco apresentou uma diminuicdo do peso, enquanto o estbmago teve um
aumento, os demais 6rgaos ndo apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao

grupo controle, conforme visualizado no GRAFICO 21.

GRAFICO 21 - EFEITO DA ADMINISTRAGAO DO EXTRATO BRUTO DAS PARTES AEREAS DE B.
stachyoides NO PESO RELATIVO DOS ORGAOS VITAIS
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FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: Cada coluna representa a média + desvio padréo de 7 animais, sendo que a coluna C
representa os valores do grupo controle.Os niveis de significaAncia sdo indicados por * p<0,05 quando
comparados com o controle (Teste t de Student)

Durante a pesagem dos 6rgéaos, verificou-se que alguns estbmagos estavam
escuros, e quando foram abertos percebeu-se a presenca de alimentos nao
digeridos. Isto pode explicar o aumento do peso deste 6rgdo, portanto, ndo €&
possivel afirmar que esteja relacionado a alguma alteracdo. Além disso, foi
observado durante a lavagem dos estdmagos a presenca aumentada de muco, que
talvez esteja relacionada com o efeito gastroprotetor, e que pode ter colaborado para
0 aumento do peso dos estbmagos.

O sangue dos animais, coletado ap6s o 21° dia de tratamento com o extrato
bruto de B. stachyoides, foi utilizado para andlise dos parametros hematolégicos:

hemoglobina, hematdcrito, eritrécitos, leucécitos totais, plaquetas, hemoglobina
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globular (MCH) e concentracdo de hemoglobina globular (MCHC), os quais
apresentaram poucas alteragdes nos animais tratados quando comparados com o
grupo controle, conforme demonstrado no GRAFICO 22. Verificou-se apenas um
aumento no numero de plaquetas, com nivel de significAncia de p<0,05 quando
comparado ao grupo controle.

As plaquetas séo células produzidas na medula 6ssea e responsaveis pelo
processo de coagulacdo do sangue, apresentando capacidade de criar coagulos
sanguineos e impedindo a saida de sangue em vasos lesionados. O tempo médio
de vida das plaquetas é de 3 a 5 dias e 0 baco € o responsavel pela sua captacdo e
destruicdo. Portanto, se o bagco nao estiver retirando eficazmente as plaquetas,
havera um aumento do numero de plaquetas em circulacéo, o que leva, em alguns
casos, a necessidade de uma esplenectomia, ou seja, retirada do bago. (OLIVEIRA,
2011). Nos animais tratados houve uma diminuicdo do peso do baco, o que pode ter
influenciado no aumento do nimero de plaquetas observado. Segundo Petroianu
(2001) o baco tem papel imunitario, de filtracdo e hematopoiético, e embora
apresente fungcbes importantes ndo € um 6rgéao vital, sendo possivel a sobrevivéncia
sem o0 mesmo. Varias doencas causam aumento do baco, denominado
esplenomegalia, interrompendo, assim, suas fungdes. (VENTURA, 2016). Porém, o
gue houve foi diminuicdo do baco, aparentemente, ndo causada por doencas. Outra
hipétese € um eventual efeito antiplaquetario do extrato bruto, devido a possivel
presenca do acido triacontanoico nas partes aéreas e ndo apenas nas raizes, o qual
possui atividade antiplaguetaria. (PAN et al., 2012). Durante o tratamento
subcroénico, a medula em resposta a este efeito comeca a produzir maior quantidade
de plaquetas e o0 baco pode ficar sobrecarregado e, consequentemente, apresentar
alteracao do peso.

Com o0 soro sanguineo dos animais foram avaliados parametros
bioquimicos, tais como, dosagem de enzimas hepaticas ALT e AST, uréia, creatinina
K e &cido urico. Os resultados indicaram que ndo houve alteracfes significativas,
exceto na dosagem de &cido Urico, em que o grupo tratado apresentou diminui¢ao

significativa (p<0,05) quando comparado ao grupo controle, conforme GRAFICO 23.
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GRAFICO 22 - PARAMETROS HEMATOLOGICOS OBTIDOS APOS ADMINISTRACAO DIARIA (21

DIAS) DO EXTRATO BRUTO DE B. stachyoides
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FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: MCH: hemoglobina globular; MCHC: concentragédo de hemoglobina globular. Cada coluna
representa a média + desvio padrao de 7 animais, sendo que a coluna C representa os valores do



GRAFICO 23 - PARAMETROS BIOQUIMICOS AVALIADOS COM O SORO DOS ANIMAIS
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FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: Cada coluna representa a média + desvio padrdo de 7 animais, sendo que a coluna C

representa os valores do grupo controle.Os niveis de significAncia s&o indicados por * p<0,05 quando

comparados com o controle (Teste t de Student)

A alteracdo nos niveis de acido Urico pode estar relacionada com a

estrutura-atividade dos fenilpropanoides. O composto isoverbascosideo foi o

primeiro fenilpropanoide que diminuiu substancialmente a formacéo de acido Urico
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pela inibicdo competitiva da xantina oxidase, sugerindo que a porcao cafeoil do
grupo 6'-hidroxila & essencial na agdo inibidora da enzima. (KONG et al., 1999).

4.7.8.1 Analise histolégica dos rins e figado

ApOs a pesagem dos orgaos, foram confeccionadas laminas com o figado e
os rins dos animais controle e tratados para avaliagdo histolégica. Os resultados,
apresentados nas TABELAS 9 e 10, demonstraram que nao houve alteragdes no
figado ou rins dos animais apos o teste de toxicidade subcrdnica, corroborando com
0s parametros bioquimicos que nao apresentaram alteragbes nas dosagens das
enzimas hepaticas e renais. No controle 4, foi encontrado no figado um unifoco de
linfocitos, porém isso € comum aparecer em animais de biotério, pois provavelmente
0 animal ja encontrava-se com alguma infecgdo, n&o sendo portanto, proveniente do
experimento, principalmente por se tratar de um fato isolado.

Os resultados obtidos no ensaio de toxicidade subcrdnica indicaram que o
extrato bruto das partes aéreas possui baixa toxicidade, porém sdo testes
preliminares e necessitam ser aprofundados para comprovagado da seguranga da
sua administracdo, principalmete se houver interesse no desenvolvimento de um

medicamento fitoterapico com as partes aéreas de B. stachyoides.

TABELA 9 — RESULTADOS DAS AA\LTERACOI’ES HISTOLOGICAS DO FJGADO EM
CAMUNDONGOS FEMEAS APOS TOXICIDADE SUBCRONICA

Alteracdes HISTOLOGIA DOS ANIMAIS APOS TOXICIDADE SUBCRONICA

do figado c1t|c2|(c3|ca|c5|C6|T1 |T2|T3 | T4 |T5|7T6 | T7
Necrose N N N N N N N N N N N N N
Esteatose N N N N N N N N N N N N N
Apoptose N N N N N N N N N N N N N
Tumefagao N N N N N N N N N N N N N
Colestase N N N N N N N N N N N N N
rocos de N[{N|N|{S|N|N|N|[N|N|N|[N]|]N]|N

FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: T: Animais tratados com 900 mg/kg do extrato bruto das partes aéreas de B. stachyoides;
C: animais controle; N: Normal, ndo houve alteragdo no 6rgao; S: houve alteragdo no 6rgao
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CAMUNDONGOS FEMEAS APOS TOXICIDADE SUBCRONICA
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Alteracoes
dos rins

HISTOLOGIA DOS ANIMAIS APOS TOXICIDADE SUBCRONICA

C1

C2

C3

C4

C5

C6

T

T2

T3

T4

T5

T6

T7

Hianizagcao
glomerular
Glomerulite

Necrose
tubular
Tubulo
estratificado
inflamatorio
Intersticio
virtual
Focos de
linfécitos
Papila renal
Calice
Infiltrado
mononuclear

Pielite

Z Z2 Z Z Z Z

2 Z2 Z2Z2 Z Z

Z2 Z2 Z2Z2 Z Z

2 Z2 Z2Z2 Z Z

Z2 Z2 Z2Z2 Z Z

Z2 Z2 Z2Z2 Z Z

Z2 Z2 Z2Z2 Z Z

2 Z2 Z2Z2 Z Z

Z2 Z2 Z2Z2 Z Z

Z2 Z2 Z2Z2 Z Z

2 Z2 Z2Z2 Z Z

N

Z Z2 Z Z Z Z

Z Z2 Z Z Z Z

FONTE: O autor (2017)

LEGENDA: T: Animais tratados com 900 mg/kg do extrato bruto das partes aéreas de B. stachyoides;

C: animais controle; N: Normal, ndo houve alteragdo no érgao
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5 CONCLUSAO

v' Foi isolado da fracdo hexéanica das raizes o composto FHR1, um &cido graxo
de cadeia longa, identificado como a possivel estrutura do acido triacontanoico. Da
fracdo acetato de etila das partes aéreas foi isolado o composto FAEPA2, um
fenilpropapoide, identificado como martinosideo (trans e cis), com propriedades
muito semelhantes ao composto verbascosideo, isolado da espécie B. stachyoides.
v" O método analitico desenvolvido para determinacdo do marcador
verbascosideo, composto majoritario, presente no extrato bruto das partes aéreas de
B. stachyoides, demonstrou ser confiavel e adequado, pois atendeu todos os
parametros de validacéo requeridos pela RE n° 899, de 29 de maio de 2003.

v No teste de avaliacdo da toxicidade sobre as larvas no 3° estadio de Aedes
aegypti, as amostras que apresentaram mortalidade foram a fracdo hexanica das
partes aéreas, 0 extrato bruto e a fracdo hexanica da raiz, indicando a possibilidade
de se obter um larvicida proveniente da espécie B. stachyoides.

v A avaliacdo da atividade alelopatica demonstou que a maioria das amostras
das partes aéreas de B. stachyoides possuem compostos aleloquimicos capazes de
estimular a germinacao e crescimento das radiculas e hipocétilos de Lactuca sativa
L., com excecdo da fracdo hexanica que apresentou inibicdo no crescimento das
radiculas. No teste de germinacédo das sementes de Allium cepa L., as amostras das
partes aéreas estimularam a germinacdo das sementes tratadas com a fracao
hexanica e fracdo remanescente, enquanto que a fracdo acetato de etila inibiu a
germinacdo. No teste de crescimento quase todas as amostras, exceto a fracao
hexanica, inibiram as radiculas e estimularam os coledptilos. As amostras das raizes
de B. stachyoides possuem compostos aleloquimicos que estdo envolvidos na
inibicAo da germinacdo das sementes de Lactuca sativa L. A germinacdo das
sementes de Allium cepa L. e o crescimento das radiculas também sofreram inibicao
pelas fracbes acetato de etila e remanescente, enquanto que nao houve
interferéncia sobre o crescimento dos coledptilos.

v No ensaio de captura do anion superéxido observou-se que as concentracées
de inibicdo das amostras das partes aéreas e raizes de B. stachyoides foram
maiores que as concentragcdes de inibicdo dos padrdes de &cido galico e quercetina,
sendo que o extrato bruto das partes aéreas apresentou maior atividade antioxidante

do que as raizes. Essa diferengca ocorre devido aos padrfes serem substancias



116

isoladas e os extratos brutos fitocomplexos. No ensaio de captura do anion 6xido
nitrico, as amostras apresentaram capacidade de inibicdo do radical 6xido nitrico
superior ao 4cido galico e inferior a quercetina.

v No teste de nocicepcao induzida por formalina para o extrato bruto das partes
aéreas, ndo houve efeito antinociceptivo durante a fase neurogénica, porém na fase
inflamatéria as doses de 600 e 900 mg/kg v. 0., indicaram um possivel efeito
analgésico, apresentando indice de inibicdo de (44 + 15)% e (55 = 19)%,
respectivamente, quando comparadas ao controle.

v No teste de nocicepcao induzida por acido acético para o extrato bruto das
partes aéreas, as doses de 600 e 900 mg/kg v.o. apresentaram significante efeito
antinociceptivo quando comparadas com o grupo controle, com indice de inibicdo de
(42 £ 10)% e (44 + 12)%, respectivamente.

v O edema de pata induzido por carragenina indicou uma atividade anti-
inflamatoria nos tempos de 3 e 4 horas, apresentando uma diminuicdo do edema
com indices de inibicdo de (39 + 14)% e (25 £ 13)%, respectivamente.

v' O efeito anti-inflamatério do extrato bruto de B. stachyoides avaliado no modelo
de peritonite induzida por carragenina demonstrou diminuicdo significativa na
migracao de leucocitos para a cavidade peritonial na dose de 900 mg/kg.

v' O teste de campo aberto realizado com a dose de 900 mg/kg em camundongos
machos, néo indicou alteracdo na atividade locomotora dos animais. Porém, quando
realizado com fémeas durante o ensaio de toxicidade, sugeriu um efeito sedativo do
extrato bruto.

v O extrato bruto de B. stachyoides nas doses (600 e 900 mg/kg) sugeriu uma
atividade protetora sobre as lesfes gastricas induzidas por HCI/ etanol, sendo mais
efetivo que o omeprazol. A atividade gastroprotetora pode estar relacionada com o0s
fenilpropanoides, principalmente o verbascosideo.

v" No modelo de motilidade gastrointestinal, o extrato bruto administrado por via
oral ndo apresentou efeito significativo sobre o esvaziamento e nem no transito
intestinal quando comparados ao grupo controle, porém apresentou uma tendéncia
em diminuir a motilidade gastrointestinal.

v As atividades anti-inflamat6ria e analgésica observadas para o extrato bruto
das partes aéreas de B. stachyoides podem estar relacionadas aos efeitos inibitorios

sobre enzimas e mediadores inflamatérios envolvidos no processo de inflamagéo e
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dor, tais como COX-2, 5-lipoxigenase, histamina, bradicinina e 6xido nitrico sintase
induzivel (iNOS), descritos na literatura para os fenilpropanoides, sendo o
verbascoideo o composto mais ativo.

v Os resultados obtidos no ensaio de toxicidade subcrdnica indicaram que o

extrato bruto das partes aéreas na dose de 900 mg/kg possui baixa toxicidade.

5.1 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados biolégicos bastante promissores, torna-se interessante
a pesquisa de outras atividades farmacologicas relacionadas aos compostos
isolados e descritos na literatura para a espécie vegetal B. stachyoides. Estudos de
toxicidade mais completos também sdo importantes para avaliar a seguranca e
eficacia desta espécie, principalmente, se futuramente, houver interesse em torna-lo
um medicamento fitoterapico. Pois, atualmente, existem poucos estudos
relacionados a sua toxicidade. Além disso, a continuidade da elucidacéo estrutural
de outros compostos presentes na planta € importante para o conhecimento dos

mecanismos de a¢ao envolvidos nas atividades terapéuticas.
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