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RESUMO

Abundante em cajueiros das areas de savana do distrito de Alter do Chédo, Santarém, Par3,
Brasil, a espécie hemiparasita Psittacanthus plagiophyllus Eichl. (Loranthaceae), conhecida
como erva-de-passarinho, € utilizada popularmente para tratar gastrite e condicOes
inflamatorias diversas. Considerando a auséncia de estudos farmacoldgicos com essa espécie
na literatura e a importancia da pesquisa de drogas anti-inflamatorias de origem vegetal, o
objetivo do presente estudo foi padronizar o extrato obtido de folhas de P. plagiophyllus e
avaliar seu potencial anti-inflamatério em modelo animal e sua capacidade antioxidante in
vitro. O controle de qualidade e a padronizacdo do extrato e da droga vegetal de P.
plagiophyllus foram realizados de acordo com o preconizado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria, por meio da Farmacopeia Brasileira, 5% edi¢do. Para obtencdo e
padronizacdo do extrato de P. plagiophyllus, a droga vegetal foi submetida a testes piloto de
extracdo por diferentes proporcdes de etanol e dgua, seguidos do doseamento de fenois totais,
taninos e flavonoides, a fim de selecionar o liquido extrator mais adequado para a obtencdo de
um extrato rico em compostos bioativos. Apds a escolha da agua como liquido extrator e
producdo do extrato aquoso de P. plagiophyllus (EAPp) a uma temperatura de 70 °C, este foi
liofilizado e submetido a testes de caracterizagdo fisico-quimica preconizados pela ANVISA e
a determinacdo do perfil cromatografico por cromatografia em camada delgada, o qual
indicou a presenga de taninos hidrolisdveis e condensados, flavonoides e cumarinas. A
quantificacdo dos compostos fendlicos presentes no extrato evidenciou as concentracfes de
12,62+0,18% de fenois totais, 5,39+0,01% de taninos totais, 12,54+0,24% de taninos
hidrolisaveis, 8,37+0,32% de taninos condensados e 1,23+0,02% de flavonoides totais. Para a
avaliacdo da atividade anti-inflamatdria in vivo do EAPp, foi inicialmente empregado o
modelo do edema de pata induzido por carragenina e por dextrana em ratos. Nas doses de 500
e 1000 mg/Kg (v.0), 0 EAPp apresentou acdo antiedematogénica significativa (p<0,01) nos
dois modelos, 0 que sugere uma possivel acdo em eventos vasculares e celulares da resposta
inflamatoria e um efeito supressivo em relacdo a mediadores responsaveis pela formacéo do
edema, Visando avaliar o efeito do EAPp na exsudacdo e no recrutamento de leucocitos em
resposta a carragenina, foi utilizado o modelo da bolsa de ar subcutanea. Em todas as doses
testadas (250, 500 e 1000 mg/Kg (v.0), o EAPp inibiu significativamente (p<0,01) a migracédo
de leucdcitos totais e de neutrdfilos e reduziu a exsudagcdo na bolsa, de forma dose
dependente. Além disso, no ensaio de atividade antioxidante do EAPp in vitro, pelo método
de sequestro do radical livre DPPH, o extrato (75 pg/mL) foi capaz de reduzir em até
93,13+1,71% o radical testado, o que evidencia seu potencial antioxidante. As acdes
farmacologicas observadas podem estar relacionadas ao elevado teor de compostos fendlicos
presentes no EAPp. Esses resultados fornecem evidéncias cientificas para o uso popular de P.
plagiophyllus no tratamento de desordens inflamatorias.

Palavras-chave: Psittacanthus plagiophyllus; erva-de-passarinho; extrato padronizado;
controle de qualidade; atividade anti-inflamatoria.
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ABSTRACT

Abundant in cashew trees of savannah areas of Alter do Chéao disctrict, Santarém, Parg,
Brasil, the hemiparasitic species Psittacanthus plagiophyllus Eichl. (Loranthaceae), known as
erva-de-passarinho, is popularly used to treat gastritis and various inflammatory conditions.
Considering the absence of pharmacological studies with this species in the literature and the
importance of research into antiinflammatory drugs of plant origin, the aim of this study was
to standardize the extract obtained of P. plagiophyllus leaves and evaluate their
antiinflammatory potential in animal model and their in vitro antioxidant capacity. Quality
control and standardization of extract and plant drug of P. plagiophyllus were performed in
accordance with the criteria of the National Health Surveillance Agency (ANVISA), through
the Brazilian Pharmacopoeia 5th edition. To obtaining and standardization of P. plagiophyllus
extract, the plant drug was subjected to extraction pilots by different ratios of ethanol and
water, followed by determination of total phenols, tannins and flavonoids, in order to select
the extractor liquid most suitable to obtain an extract rich in bioactive compounds. After
choosing water as extractor liquid and production of aqueous extract of P. plagiophyllus
(EAPp) at a temperature of 70 °C, this was lyophilized and subjected to tests of
physicochemical characterization recommended by ANVISA and the determination of the
chromatographic profile for thin layer chromatography, which indicated the presence of
hydrolyzable and condensed tannins, flavonoids and coumarins. The quantification of the
phenolic compounds present in the extract showed concentrations of 12,62+0,18% of total
phenols, 5,39+0,01% of total tannins, 12,54+0,24% of hydrolysable tannins, 8,37+£0,32% of
condensed tannins and 1,23+0,02% of total flavonoids. To assess the in vivo antiinflammatory
activity of the EAPp, was first employed the model of carrageenan- and dextran-induced paw
edema in rats. At doses of 500 and 1000 mg/Kg (p.o), EAPp showed significant (p<0,01)
antiedematogenic action in both models, suggesting a possible action on vascular and cellular
events of inflammatory response and a suppressive effect on the mediators responsible for the
formation of edema. To evaluate the effect of the EAPp on exudation and leukocyte
recruitment in response to carrageenan, was used subcutaneous air pouch model. In all doses
tested (250, 500 and 1000 mg/kg, p.0), the EAPp inhibited significantly (p<0,01) the total
leukocytes and neutrophils migration and reduced exudation in the pouch, at a dose dependent
manner. Furthermore, in the in vitro antioxidant activity test by free radical DPPH
sequestration method, the EAPp (75 png/mL) was able to reduce up to 93,13+1,71% the tested
radical, which highlights its high antioxidant potential. The observed pharmacological actions
may be related to the high content of phenolic compounds in EAPp. These results provide
scientific evidence for the popular use of P. plagiophyllus in the treatment of inflammatory
disorders.

Keywords: Psittacanthus plagiophyllus; mistletoe; standardized extract; quality control;
antiinflammatory activity.



1 INTRODUCAO GERAL

A utilizacdo de plantas como recurso para a cura e a prevencdo de doengas € uma
pratica que acompanha a historia da humanidade. A partir de sua caracteriza¢do quimica, no
século 19, os compostos bioativos derivados de plantas tém alimentado continuamente o
desenvolvimento de novos medicamentos (FURST e ZUNDORF, 2014). O Brasil é um dos
paises mais biodiversos do mundo e, no que concerne a plantas medicinais, ja tem mais de
100 mil espécies catalogadas, o que representa um grande potencial para a descoberta de
moléculas com importancia farmacoldgica. Esta rica biodiversidade é acompanhada por uma
longa aceitacdo do uso de plantas medicinais e conhecimento tradicional associado. No
entanto, a maior parte destas plantas nunca teve sua acao terapéutica estudada cientificamente
(CARVALHO, 2011; CARVALHO et al., 2014).

Um dos grandes desafios da pesquisa com plantas medicinais é a dificuldade de
padronizacdo e controle de qualidade dos fitoterpicos. A padronizacdo é um processo
dindmico que requer a participacdo de varios ramos da ciéncia, incluindo a botanica, a
fisiologia vegetal, a farmacologia, a farmacognosia, a bioquimica, a toxicologia e a
biotecnologia. Além disso, todas as etapas de producdo da droga merecem atencdo especial,
para que estejam garantidas sua qualidade, seguranga e reprodutibilidade (CHAWLA et al.,
2013).

Dentre as espécies vegetais nativas do Brasil com potencial terapéutico ainda néo
estudado, encontra-se a Psittacanthus plagiophyllus Eichl. (erva-de-passarinho), que pertence
a familia botanica Loranthaceae. Esta erva-de-passarinho € utilizada popularmente na vila de
Alter do Chdo, Santarém, Para, Brasil, para combater desordens inflamatdrias em geral e
problemas estomacais, como gastrite e ulceras.

A partir das informacdes acerca do uso tradicional de P. plagiophyllus, foram
realizados pelo nosso grupo de pesquisa (Bioprospecgédo de Recursos Naturais da Amazonia -
BIRNA), alguns estudos fitoquimicos e farmacoldgicos preliminares com os extratos desta
espécie (dados ndo publicados), que evidenciaram, entre outros, o seu potencial anti-
inflamatorio em modelo animal.

Asssim, diante do elevado potencial anti-inflamatério apresentado previamente por P.
plagiophyllus e do seu uso popular, objetivou-se com este estudo padronizar o extrato obtido
das folhas desta espeécie, no intuito de assegurar a uniformidade de sua composi¢ao quimica e,
consequentemente, a constancia de sua acdo farmacoldgica, além de elucidar, a0 menos em

parte, 0s mecanismos envolvidos em sua agdo anti-inflamatoria.



1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 Plantas Medicinais

Planta medicinal é qualquer espécie vegetal utilizada com propoésitos terapéuticos
(BRASIL, 2014 a). O tratamento das enfermidades humanas a partir de plantas medicinais, ou
de seus derivados, é considerado uma das primeiras formas de cuidado a saude utilizadas pelo
homem e esta relacionado aos primordios da medicina. Ao longo dos séculos, os produtos de
origem vegetal constituiram as bases para o tratamento de diversas doencas, seja de forma
tradicional, baseado no conhecimento passado de geracdo a geracdo, ou pela utilizacdo de
espécies vegetais como fonte de moléculas ativas para o desenvolvimento de novos
medicamentos (KUNLE et al., 2012; CHAWLA et al., 2013).

N&o obstante a medicina moderna estar bem desenvolvida na maioria dos paises,
estima-se que cerca de 80% da populacdo mundial dependa da medicina tradicional na
atencdo priméaria a saude (KUNLE et al.,, 2012). A crescente expansdo na utilizacdo de
medicamentos de origem natural, em especial dos derivados de plantas, deve-se a uma série
de fatores, tais como o0s efeitos colaterais causados pelo uso de medicamentos de origem
sintética, a preferéncia por tratamentos “naturais”, as dificuldades de acesso aos
medicamentos de origem sintética, o dificil tratamento de certas doencas, além da crenca
popular de que os medicamentos de origem natural sdo inofensivos (PANDEY e TRIPATHI,
2014).

No estudo das plantas medicinais é fundamental o conhecimento e a distingdo dos
diversos termos relacionados, estabelecidos principalmente pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), e que muitas vezes sao utilizados equivocadamente, como 0s
conceitos de droga vegetal, matéria-prima vegetal, derivado vegetal e fitoterapico, dentre
outros.

De acordo com a RDC n° 26, de 13 de maio de 2014, da ANVISA, a droga vegetal
consiste na planta medicinal ou partes dela que contenham as substancias responsaveis pela
acdo terapéutica, apds os processos de coleta ou colheita, estabilizacdo (quando aplicavel) e
secagem. Ja o termo derivado vegetal, € utilizado para designar o produto proveniente da
extracdo da planta medicinal fresca ou da droga vegetal, que contenha as substancias
responsaveis pela agdo terapéutica. Pode ser obtido em diversas formas, sendo as principais

delas os extratos, os 6leos fixos, os 6leos volateis, as ceras e 0s exsudatos. A matéria-prima



vegetal, por sua vez, pode compreender tanto a planta medicinal fresca, como a droga ou o
derivado vegetal (BRASIL, 2014 a).

Dentre os derivados vegetais mais comuns, estdo os extratos vegetais, que consistem
em preparacdes obtidas a partir de material vegetal por meio de meétodos apropriados e
validados, como a percolacdo, a maceragdo e a decoccdo, utilizando como solventes alcool
etilico, &gua ou outros solventes adequados. Podem apresentar consisténcia fluida, sélida ou
intermediaria. Os extratos vegetais secos sdo aqueles obtidos por eliminacdo do solvente
utilizado na sua preparagdo (BRASIL, 2010) e sdo empregados como produtos finais e
intermediérios na obtencdo de diferentes formas farmacéuticas, por serem preparagdes em
geral duas a seis vezes mais potentes do que as drogas que o0s originaram. A grande vantagem
destes extratos € proporcionar a acao farmacoldgica da planta com pequenas quantidades e em
uma forma fisica estavel e conveniente (COSTA et al., 2009).

Outro conceito importante é o de fitoterapicos, que segundo a ANVISA, sdo qualquer
produto obtido de planta medicinal, utilizado com fins curativos ou paliativos, seja ele
manipulado, industrializado ou produzido de maneira caseira. E importante ressaltar que os
fitoterapicos s6 podem ser constituidos de insumos farmacéuticos ativos vegetais (IFAV), ou
seja, matérias-primas ativas vegetais, que podem ser tanto a droga vegetal como um derivado
vegetal (BRASIL, 2014 a, b).

1.1.2 Controle de qualidade em fitoterapicos

Os fitoterapicos, assim como qualquer outro tipo de medicamento, podem causar
danos a salide caso sejam utilizados de maneira indevida. E completamente equivocada,
portanto, a ideia de que “o que ¢ natural nao faz mal”. Qualquer medicamento, seja de origem
natural ou ndo, deve preencher requisitos basicos de qualidade que garantam a eficicia e a
seguranca de seu uso (KALYANKAR et al., 2014).

No Brasil, durante muito tempo, os fitoterapicos foram negligenciados, resultando em
produtos pouco confiaveis e sem atualizacdo técnica. Somente a partir da década de 90 do
século passado, comecou a haver maior rigor por parte dos 6rgdos oficiais em relagdo a
producdo de fitoterapicos, com normatizacdes exclusivas para este fim. Atualmente, pela
legislagdo brasileira, fitoterapico é considerado medicamento e, como tal, deve ser assegurada
a qualidade suficiente para que a eficécia e a seguranca de seu uso sejam fatores controlados e
constantes (BORELLA e CARVALHO, 2011; HENRIQUE et al., 2014).

Para Kalyankar et al., (2014), a analise da qualidade de drogas de origem vegetal deve

basear-se em trés principios: identidade - a certeza de tratar-se de determinada espécie;



conteudo - a quantidade de principios ativos presentes dentro do limite definido; e pureza - a
condigdo de ser livre de contaminantes ou adulterantes. As metodologias empregadas nos
procedimentos de controle de qualidade devem estar presentes em farmacopeias reconhecidas
ou ser validados.

O controle de qualidade de um fitoterdpico inicia-se com a identificacdo botanica
correta da planta medicinal utilizada, perpassando pelas condigfes adequadas de cultivo,
coleta/colheita e secagem, até a obtencdo do derivado vegetal. As variacOes climaticas, as
caracteristicas do solo, a época de coleta ou colheita, a temperatura e 0 método de secagem, as
condicBes de armazenamento, 0 método e os solventes empregados na extracdo sdo alguns
dos principais fatores que influenciam na qualidade final da droga vegetal e de seus derivados
(GARG et al., 2012; KUNLE et al., 2012; CHAWLA et al., 2013; MARTINS et al., 2014).

Além disso, muitos problemas que ndo se aplicam aos medicamentos de origem
sintética podem influenciar a qualidade dos medicamentos a base de plantas, o que torna mais
dificil o controle de qualidade das drogas e derivados vegetais. Ndo bastasse a grande
variabilidade natural apresentada pelas plantas em decorréncia de interacBes ambientais, a
fonte e a qualidade da matéria prima muitas vezes sdo inconsistentes, 0s principios ativos sao
desconhecidos, além do que os fitoterapicos geralmente consistem em combinacGes
complexas de vérios constituintes (BELE e KHALE, 2011; CHAWLA et al., 2013;
KALYANKAR et al., 2014).

A qualidade da matéria-prima ndo garante a eficacia, a seguranca e a qualidade final
do produto, mas é fator determinante da mesma. O atendimento as exigéncias de qualidade
para a matéria-prima, atrelado ao controle do processo de producédo do fitoterapico, assegura,
em grande parte, a qualidade do produto final. No que concerne a drogas vegetais, 0s
principais procedimentos de controle de qualidade recomendados pela ANVISA sdo a
determinacdo da umidade, do indice de intumescéncia, de cinzas, do teor de matéria estranha
e da granulometria. Em relacdo ao controle de qualidade dos derivados vegetais, a ANVISA,
da mesma forma, exige a realizacdo de uma série de ensaios de caracterizacao fisico-quimica.
Os principais testes preconizados sdo a analise do pH, da densidade relativa, do residuo seco e
da viscosidade (BRASIL, 2014 b).

Outros procedimentos de controle de qualidade s&o as analises qualitativas e
quantitativas de marcadores quimicos, impurezas, falsificagbes e contaminantes
microbioldgicos, obedecendo aos parametros de qualidade para fins farmacéuticos
estabelecidos nas Farmacopeias, Codigos Oficiais e/ou publicacGes cientificas (MICHELIN et
al., 2010; PATRA et al., 2010; GARG et al., 2012; CHAWLA et al., 2013).



Atualmente, a regra tem sido a utilizacdo de extratos padronizados, 0s quais consistem
em extratos de alta qualidade que contém niveis relativamente constantes de compostos
especificados e que séo sujeitos a um controle de qualidade bastante rigoroso em todas as
fases de producédo, desde o cultivo até a obtencdo do produto final. Assim, a padronizacao de
um extrato compreende ndo somente o ajuste e a quantificacdo do teor de um ou mais de seus
constituintes quimicos, mas também a confirmacdo da identificacdo boténica, a observancia
das boas praticas de cultivo, fabricacdo e a realizacdo dos ensaios de caracterizacdo fisico-
quimica preconizados pelas farmacopeias reconhecidas (KUNLE et al., 2012).

De acordo com Kunle et al., (2012), a padronizacdo de um extrato pode ocorrer de
duas formas. Um dos métodos consiste em concentrar um constituinte ou um grupo de
constituintes conhecido como responsavel pela atividade farmacoldgica da planta, que muitas
vezes é mais eficaz do que a planta inteira. A outra forma de padronizacdo é baseada na
presenca de certo percentual de compostos marcadores que ndo sdo indicadores da atividade
terapéutica do fitoterapico.

A vantagem da padronizacdo é conferir ao fitoterapico qualidade, eficacia e
confiabilidade, a partir da uniformidade e da maior estabilidade dos seus principios ativos,
além de possibilitar um melhor rendimento do processo extrativo. Porém, ndo se trata de um
procedimento simples, visto que uma série de fatores bidticos e abioticos interferem nos
teores dos compostos bioativos e, consequentemente, na qualidade e estabilidade do produto
final (GARG et al., 2012).

No Brasil hd uma série de fitoterapicos comercializados que compreendem extratos
padronizados, tais como os extratos de Passiflora incarnata L. e de Calendula officinalis L.,
padronizados em flavonoides totais (BORELLA e CARVALHO, 2011; ZILIOTTO et al.,
2012), o de Maytenus ilicifolia (Schrad.) Planch., padronizado em taninos (SILVA et al.,
2012), os extratos de Mikania glomerata Sprengel e Mikania laevigata Sch. Bip. ex Baker,
padronizados em cumarina (ALVARENGA et al., 2009) e o extrato de Ginkgo biloba L.,
padronizado em ginkgoflavonoides e terpenoides (MOSCHEN et al., 2013).

Com isso, fica evidente a importancia da producdo de extratos vegetais padronizados
para a pesquisa farmacoldgica e fitoquimica de plantas medicinais. Dentre as inuUmeras
familias botanicas com grande potencial terapéutico, muito pouco estudada no que concerne
ao controle de qualidade, encontra-se Loranthaceae Juss., frequentemente citada em
levantamentos etnomedicinais no mundo inteiro, na qual se inclui a espécie foco deste
trabalho (PATEL e PANDA, 2014).



1.1.3 Familia Loranthaceae e género Psittacanthus

A espécie Psittacanthus plagiophyllus Eichl., estudada neste trabalho, pertence a
familia monofilética Loranthaceae, a qual compreende plantas hemiparasitas aéreas de ervas e
arbustos. O termo “hemiparasita” designa plantas que absorvem &gua e sais minerais
diretamente do caule ou ramos de seus hospedeiros, mas sdo capazes de realizar fotossintese,
metabolizando as substdncias orgénicas necessarias para 0 seu desenvolvimento,
diferentemente das plantas denominadas ‘“holoparasitas”, as quais ndo realizam fotossintese,
retirando da planta hospedeira todos os nutrientes que necessitam (NICKRENT et al., 2010;
ARRUDA et al., 2012).

As plantas da familia Loranthaceae, e de outras da ordem Santalales, sdo em geral
conhecidas no Brasil como ervas-de-passarinho, por serem dispersas principalmente por
passaros, que se alimentam de seus frutos e regurgitam ou defecam as suas sementes sobre a
planta hospedeira. Ao cairem sobre os galhos de uma planta, as sementes das ervas-de-
passarinho fixam-se devido a presenca de uma substancia denominada viscina, e quando o
embrido germina, emite uma radicula que se transforma em haustério, o qual penetra na casca
do hospedeiro, alcancando o xilema para retirar a seiva bruta (VIDAL-RUSSELL e
NICKRENT, 2008).

A despeito de as hemiparasitas em geral retirarem apenas dgua e sais minerais de seu
hospedeiro, sua presenca pode causar danos a reproducdo das plantas. Elas podem prejudicar
a quantidade e a qualidade dos frutos produzidos e ocasionar diminui¢do no crescimento,
podendo levar a morte do vegetal hospedeiro. Entretanto, sdo importantes elementos de
comunidades vegetais, pois atuam como recurso-chave para polinizadores, consumidores
secundarios e dispersores de sementes (ARRUDA et al., 2012; WATSON e HERRING,
2012).

Ademais, muitas espécies pertencentes a familia Loranthaceae sdo detentoras de
propriedades terapéuticas. Elas apresentam amplo uso popular no mundo inteiro (ALONSO-
CASTRO et al., 2011; FREIRE et al., 2011; SCARPA e MONTANI, 2011; WONG e
KADIR, 2011; PATIL et al., 2011; NUMAN, 2012; ADESINA et al., 2013; ATEWOLARA-
ODULE e AIYELAAGBE, 2013; PATEL e PANDA, 2014) e prospeccdes fitoquimicas com
seus extratos ja revelaram a presenca de muitos metabdlitos com importancia farmacolégica,
como flavonoides, taninos (WALY et al., 2012), terpenoides (LEITAO et al., 2013),
antraquinonas e alcaloides (OGBOLE et al., 2013).

Ensaios farmacoldgicos ja comprovaram em espécies dessa familia uma gama de
atividades, como antimicrobiana (ATEWOLARA-ODULE e AIYELAAGBE, 2013;



PUNEETHA et al., 2014), antidiabética (TARFA et al., 2012), anti-hipertensiva
(OUEDRAOGO et al., 2011), antitumoral (ALONSO-CASTRO et al., 2011; NUMAN,
2012), antioxidante, neuroprotetora (WONG e KADIR, 2011; WONG et al., 2012), anti-
inflamatdria (PATIL et al., 2011), analgésica (MOTHANA et al., 2013) e gastroprotetora
(FREIRE et al., 2011).

Dentre as Loranthaceae ocorrentes no Brasil, o género Psittacanthus Mart. é o
segundo mais representativo, com 42 espécies distribuidas nos mais variados dominios
fitogeogréaficos brasileiros (ARRUDA et al., 2012), e também apresenta espécies promissoras
para a farmacologia. Em diversos levantamentos etnoboténicos realizados, espécies
pertencentes ao género Psittacanthus sédo citadas como detentoras de propriedades medicinais,
algumas ja comprovadas cientificamente e relacionadas a presenca de importantes classes de
principios ativos em seus extratos. Ndo obstante Psittacanthus apresentar grande potencial
terapéutico, estudos farmacoldgicos com este género sdo escassos. A maior parte dos
trabalhos existentes concentra-se na erva-de-passarinho Psittacanthus calyculatus (DC.) G.
Don, muito utilizada na medicina tradicional mexicana.

Psittacanthus calyculatus é utilizada popularmente sobretudo para o tratamento de
hipertensdo, cicatrizacdo de feridas, como agente purgante e como hipoglicemiante. J& foram
comprovados cientificamente em estudos pré-clinicos in vivo e in vitro, seus efeitos
hipoglicemiante (AVILA-ACEVEDO et al., 2012), vasodilatador (IBARRA-ALVARADO et
al., 2010) e citotdxico/antitumoral (ALONSO-CASTRO et al., 2011), dentre outros.

Outras hemiparasitas pertencentes ao género Psittacanthus também tém sido alvo de
estudos farmacologicos preliminares. Os extratos aquoso e hidroalcolico de Psittacanthus
acinarius (Mart.) Mart. mostraram significativo potencial antioxidante e antidiabético
(RODRIGUEZ et al., 2008). As fraces butandlica e aquosa obtidas a partir do extrato
etanolico das folhas da espécie Psittacanthus cucullaris (Lam.) Blume também exibiram alto
poder antioxidante (MARIN-CANCHALA et al. 2013). Ja os extratos aquosos, obtidos por
infusdo e por decoccdo, e a tintura de Psittacanthus cuneifolius (Ruiz e Pav.) apresentaram
atividade antibacteriana comparavel a de farmacos comerciais (SOBERON et al., 2006).

No entanto, ha varias espécies de ervas-de-passarinho do género Psittacanthus citadas
em estudos etnomedicinais que ainda ndo foram alvo de pesquisas farmacologicas.
Psittacanthus americanus (L.) Mart., por exemplo, é conhecida na medicina tradicional maia
para o tratamento de sintomas de cancer, como abcessos (CAMAL-FUENTES et al., 2011).
Ja Psittacanthus cordatus (Hoffmanns. ex Schult. f.) Blume. é bastante indicada na Argentina
para o tratamento de hipertensdo e fraturas (SCARPA e MONTANI, 2011).



Como contribuicdo aos estudos fitoquimicos e farmacoldgicos com as ervas-de-
passarinho do género Psittacanthus, neste trabalho a espécie estudada foi a Psittacanthus
plagiophyllus Eichl., a qual ainda ndo dispde de estudos na literatura que evidenciem
experimentalmente as suas acOes terapéuticas, apesar de ter seu uso indicado na medicina

popular de Santarém, Para, Brasil.

1.1.4 Psittacanthus plagiophyllus Eichler (Loranthaceae)

Psittacanthus plagiophyllus (Figura 1) é nativa do Brasil, apesar de ndo ser endémica,
e ocorre nas regibes Norte (Roraima, Amapa, Par4, Amazonas e Rond6nia) e Nordeste
(Piaui), nos dominios fitogeogréaficos da Amazonia e do Cerrado (CAIRES e DETTKE,
2010). A sequir, a classificacdo da espécie segundo APG IIl (2009) e NICKRENT et al.,
(2010):

Angiospermas

Clado das Eudicotileddneas
Ordem: Santalales

Familia: Loranthaceae Juss.
Tribo: Psittacantheae Horan.
Subtribo: Psittacanthinae Engl.
Género: Psittacanthus Mart.
Espécie: P. plagiophyllus Eichl.

Nas areas de savana localizadas no distrito de Alter do Ch&o, Santarém, Par4, Brasil, 0
unico hospedeiro de P. plagiophyllus é o cajueiro Anacardium occidentale. A distribuicdo
desta erva-de-passarinho nos cajueiros segue um padréo agregado, onde poucos hospedeiros
apresentam muitas hemiparasitas, enquanto a maioria das arvores possui pouca ou nenhuma
infeccdo (FADINI et al., 2009; FADINI, 2011).

Psittacanthus plagiophyllus produz frutos a partir de meados de junho até o inicio de
outubro. Os frutos maduros possuem um visco pegajoso aderido a semente e sdo localmente
consumidos e dispersos principalmente por um pequeno passaro da familia Tyrannidae, a
guaracava-de-topete-uniforme (Elaenia cristata), que regurgita as sementes intactas, as quais,
caso sejam depositadas no cajueiro, germinam entre 1 e 3 meses apos a dispersdo (FADINI et
al., 2009; FADINI, 2011).

Ndo h& na literatura estudos farmacoldgicos, toxicoldgicos ou fitoquimicos
envolvendo P. plagiophyllus. Porém, esta erva-de-passarinho € utilizada popularmente na vila

de Alter do Chdo, Santarém, Para, Brasil, para combater inflamag0es em geral e problemas



estomacais, como gastrite e Ulceras. A populacdo normalmente faz uso do decocto ou do
infuso preparados a partir de suas folhas (Comunicacao Pessoal)®.

Figura 1 - Psittacanthus plagiophyllus Eichl. na savana de Alter do Chéo, Santarém, Pard, Brasil. a) planta
jovem; b) P. plagiophyllus florida; c) inflorescéncia; d) infrutescéncia. Fotos: Adrielle Bezerra. a - ¢: maio de
2014; d: setembro de 2014. Em todas as imagens a escala indicada corresponde a 5 cm.

Com base nos estudos de Efuntoye et al., (2010) e de Hu et al., (2011), que
evidenciaram a influéncia do hospedeiro nas propriedades farmacoldgicas de algumas ervas-
de-passarinho, faz-se mister mencionar que o cajueiro A. occidentale, hospedeiro local de P.
plagiophyllus, possui, entre outras, atividades anti-inflamatdria e gastroprotetora comprovadas
em ensaios pré-clinicos (MORALIS, 2010; SANTOS, 2011). Trata-se de mais um caso em que
a utilizacdo medicinal de uma erva-de-passarinho pela populacdo é semelhante & de seu
hospedeiro.

A utilizacdo popular de P. plagiophyllus como recurso terapéutico, aliada ao grande
potencial farmacoldgico apresentado pelas ervas-de-passarinho do género Psittacanthus e de

! Comunicagao pessoal de Sr* Luzia Silva, moradora de Alter do Ch&o, em 10 de setembro de 2011.
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outros géneros da familia Loranthaceae, motivou a realiza¢do de alguns estudos preliminares
(dados n&o publicados) por nosso grupo de pesquisa (BIRNA), com extratos obtidos das
folhas desta especie. Os resultados revelaram potencial gastroprotetor e antiedematogénico
dos extratos, alem da auséncia de toxicidade aguda em ratos. Adicionalmente, estudos
fitoquimicos qualitativos indicaram em P. plagiophyllus a presenca de importantes classes de
compostos fendlicos nos extratos, como flavonoides, taninos e cumarinas, os quais tém sido
associados ao efeito anti-inflamatorio apresentado por muitas plantas.

O notavel potencial anti-inflamatério apresentado por P. plagiophyllus motivou o
prosseguimento dos estudos com esta espécie, principalmente no intuito de compreender

melhor a acdo dos seus extratos na supressdo da resposta inflamatoria.

1.1.5 O processo inflamatério

Diversos componentes da resposta inflamatéria sdo compartilhados por todos os
vertebrados, e algumas formas de resposta adaptativa a condi¢des adversas, como infeccdo e
lesdo, estdo presentes em todos os animais e plantas. No entanto, a complexidade dos
vertebrados e, particularmente, dos mamiferos, exigiu o desenvolvimento de uma capacidade
de adaptacdo e de protecdo especializada. Para combater a diversidade de agressdes, como
infeccbes bacterianas, virais, parasitarias e lesdes teciduais, sofridas ao longo de toda a sua
vida, os mamiferos desenvolveram um sistema imune com complexos mecanismos de defesa
(MEDZHITOV, 2008; MANSELL e JENKINS, 2013).

A arma priméaria deste arsenal, que permite responder rapidamente a eventos
microbianos e ndo microbianos e restaurar a homeostase tecidual, é a inflamacdo. Porém, a
despeito deste papel crucial na fisiologia dos mamiferos, a resposta inflamatoria possui um
potencial patoldgico inédito para um processo fisiolégico. Embora a capacidade destrutiva da
inflamacdo induzida por infeccBes seja compreensivelmente inevitavel, a capacidade
patogénica de outros tipos de inflamacdo € muito pouco compreendida (MEDZHITOV,
2008).

O processo inflamatério € extremamente complexo. Consiste em um evento
intrinsecamente benéfico, desencadeado, em geral, por estimulos nocivos, tais como infec¢do
e lesdo tecidual, que ocorre de maneira rigorosamente controlada. E importante destacar que
muito do que se sabe sobre o processo inflamatorio tem como base 0s mecanismos da
inflamacdo induzida por infecgGes, principalmente bacterianas, que sd& mais bem

compreendidos do que aqueles de outros processos inflamatorios. Nao estd bem esclarecido
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ainda, até que ponto o conhecimento sobre a inflamacéo induzida por infeccdo é aplicavel a
outros tipos de inflamagéo (ASHLEY et al., 2012; MANSELL e JENKINS, 2013).

Em linhas gerais, a resposta inflamatoria é desencadeada por receptores do sistema
imune inato, tais como os receptores do tipo TOLL (TLRs) e os receptores do tipo NOD
(NLRs), que fazem o reconhecimento inicial da infecgdo, mediado por macrofagos residentes
e mastdcitos. Isto leva a producdo de uma variedade de mediadores inflamatdrios, incluindo
qguimiocinas, citocinas, aminas vasoativas, eicosanoides e produtos de cascatas proteoliticas,
cujo principal e mais imediato efeito é a formacdo de um exsudato inflamatorio local. Este é
composto por proteinas plasmaticas e leucacitos, sobretudo neutréfilos, que deixam os vasos
sanguineos através das vénulas pos-capilares, as quais, ao passo que permitem o0
extravasamento seletivo dos neutrofilos, impedem a saida de eritrécitos (RICCIOTTI e
FITZGERALD, 2011; ASHLEY et al., 2012).

Quando os neutrofilos chegam ao local da infec¢do ou lesdo, sdo ativados pelo contato
direto com os patdgenos ou pela acdo de citocinas secretadas por células residentes, e liberam
0 contetido téxico de seus granulos, incluindo espécies reativas de oxigénio, espécies reativas
de nitrogénio, proteinase 3, catepsina G e elastase, na tentativa de matar os agentes invasores.
Porém, esses efetores altamente potentes ndo sdo capazes de diferenciar os alvos microbianos
e as células do hospedeiro, ocasionando, inevitavelmente, danos ao tecido. Todo este processo
é responsavel pelos classicos sinais cardinais da inflamacéo aguda: rubor (vermelhid&o), calor
(aumento da temperatura), tumor (edema) e dor (MEDZHITOV, 2008; RICCIOTTI e
FITZGERALD, 2011).

Tao relevante quanto o inicio do processo inflamatério é o seu término, pois é crucial
que a reacdo inflamatéria ndo seja maximizada e que outros danos tissulares ndo sejam
desencadeados. Uma resposta inflamatdria aguda bem sucedida resulta na eliminacdo dos
agentes infecciosos, seguida por uma fase de resolucdo e de reparacdo, a qual é mediada
principalmente por macrofagos residentes e recrutados. Assim, a resolucdo da inflamacéo
consiste em um processo enddgeno ativo, que protege o0 hospedeiro de uma resposta
inflamatdria exacerbada (BARBALHO et al., 2011; SORDI et al., 2012; MOHAMMED et
al., 2014).

Para que esta transicdo da inflamagdo para a reparacdo aconteca, é primordial que
ocorra uma mudanca nos mediadores lipidicos de prostaglandinas para lipoxinas, compostos
anti-inflamatorios que atuam ativamente na resolucdo da inflamacdo, por inibirem o
recrutamento de neutrofilos, a0 mesmo tempo em que promovem a migracdo de mondcitos

para o local lesado, os quais agem removendo células mortas e iniciando o processo de
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reestruturagdo tecidual. As lipoxinas ainda ativam a fagocitose de microorganismos e de
celulas apoptéticas por macrdfagos. Também desempenham um papel fundamental na
resolucdo da inflamacéo e na iniciacdo do reparo tecidual, as resolvinas e as protectinas, que
constituem outra classe de mediadores lipidicos, bem como o fator de crescimento
transformante-p ¢ os fatores de crescimento produzidos por macr6fagos (BARBALHO et al.,
2011; SORDIl et al., 2012; LEVY e SERHAN, 2014).

Caso a resposta inflamatoria aguda falhe em eliminar o agente patogénico, o processo
inflamatdrio ira persistir, adquirindo caracteristicas novas, como a substituicdo dos neutréfilos
por macrofagos e, no caso de infeccdo, também por células T. Porém, se os efeitos
combinados destas células ndo forem suficientes, um estado inflamatdrio cronico seré
instalado, o que envolve a formacdo de granulomas e de tecidos linfoides terciarios. Os
granulomas podem ser formados por camadas de macrofagos “emparedando” o agente
invasor, como uma Ultima tentativa de proteger o hospedeiro, caso a tentativa de destruicdo
dos patogenos ou corpos estranhos fracasse. Além da persisténcia dos patdgenos, a
inflamacdo crénica pode ainda resultar de outras causas de dano tecidual, como a resposta
autoimune (devido a persisténcia de auto-antigenos) ou corpos estranhos ndo-degradaveis
(MEDZHITOV, 2008; MOHAMMED et al., 2014).

Os eventos que conduzem a inflamacédo crénica localizada sdo em parte esclarecidos,
especialmente no que tange as doencas autoimunes e as infec¢fes cronicas. Os mecanismos e
as causas de estados inflamatorios crénicos sistémicos, no entanto, ainda sdo mal
compreendidos, mas estd claro que eles ndo parecem se encaixar no padrdo classico de
transicdo da inflamacdo aguda para a inflamagdo cronica. Esses estados inflamatdrios
cronicos sistémicos, que ocorrem nas doencas cardiovasculares e no diabetes tipo 2, entre
outras, ndo parecem ser causados pelos indutores classicos da inflamacgéo (infecgédo e lesdo),
mas sim pelo funcionamento inadequado do tecido, ou seja, pelo desequilibrio homeostatico
de um dos muitos sistemas fisioldgicos, ndo relacionados funcionalmente, de forma direta,
com a defesa do hospedeiro ou a com reparacdo tecidual (MEDZHITOV, 2008; RICCIOTTI e
FITZGERALD, 2011; SORDI et al., 2012; LEVY e SERHAN, 2014).

1.1.6 Mediadores inflamatorios

Conforme j& mencionado, os indutores da inflamacéo levam a producéo e liberacéo de
uma série de mediadores inflamatdrios, que por sua vez sdo responsaveis por alteracdes na
funcionalidade de muitos tecidos e érgdos. Tais mediadores sdo derivados de proteinas do

plasma ou secretados por celulas e podem agir tanto nas alteragcdes vasculares quanto no
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recrutamento de leucécitos. Com base em suas propriedades bioquimicas, € possivel
classificd-los em sete grupos: aminas vasoativas, peptideos vasoativos, fragmentos de
componentes do complemento, mediadores lipidicos, citocinas, quimiocinas e enzimas
proteoliticas (MEDZHITOV, 2008; CRUVINEL et al., 2010).

As aminas vasoativas (histamina e serotonina), liberadas principalmente por
mastdcitos e plaquetas, sdo responsaveis pelo aumento imediato da permeabilidade vascular e
pela vasodilatacdo durante a resposta inflamatdria (CRIADO et al., 2010; QIN et al., 2013).
De forma similar agem os peptideos vasoativos, como a bradicinina, que medeia 0 aumento
do fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular, a broncoconstricdo e a estimulacdo de
receptores algésicos, e 0s neuropeptidios, tais como a substdncia P e as neurocininas
(CRUVINEL et al., 2010). Ja os fragmentos de componentes do complemento, C3a, C4a e
Cbha, também denominados anafilatoxinas, agem no processo inflamatorio ao promoverem o
recrutamento de mondcitos e de granuldcitos e induzirem a degranulacdo de mastdcitos,
também afetando a vasculatura (RICKLIN e LAMBRIS, 2013). As enzimas proteoliticas,
incluindo a elastina, as catepsinas e as metaloproteases de matriz, por sua vez, também
possuem diversos papeis na inflamacao, atuando na defesa do hospedeiro, na reestruturacéo
tecidual e na migragdo de leucécitos (MEDZHITOV, 2008).

Faz-se mister mencionar também, outro potente vasodilatador, o 6xido nitrico, uma
molécula sinalizadora soltvel que desempenha um papel chave na patogénese da inflamacéo,
atuando como agente pré-inflamatorio, quando em niveis aumentados, em determinadas
desordens inflamatdrias pulmonares, intestinais e das articulacbes. Praticamente todas as
células humanas tém a capacidade de produzir 6xido nitrico a partir do aminoacido L-
arginina, uma reacdo mediada pela enzima dxido nitrico sintetase (NOS). Esta enzima existe
em 3 isoformas, sendo duas constitutivas e uma cuja sintese € induzida por estimulos
inflamatdrios, denominada iINOS. Os inibidores do 6xido nitrico representam um avango
terapéutico importante no tratamento das doencas inflamatérias (HANDA et al., 2011;
SAMPAIO et al., 2013; CANEBA et al., 2014).

Os mediadores lipidicos, como as prostaglandinas, os leucotrienos e o fator de
ativacdo plaquetaria, sdo derivados do acido araquiddnico a partir da acdo de fosfolipases. A
sintese das prostaglandinas é significativamente aumentada no tecido inflamado, pois elas
desempenham fungbes-chave na geracdo da resposta inflamatoria, como a inducdo da
vasodilatacéo, da hiperalgesia e da febre (RICCIOTTI e FITZGERALD, 2011).

Por sua vez, as citocinas sdo pequenas proteinas moduladoras produzidas por diversos

tipos celulares, principalmente por leucécitos, que regulam uma grande variedade de funcGes
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fisiologicas e patologicas, como a imunidade inata e adaptativa e as respostas inflamatorias. A
rede de citocinas é um sistema altamente regulado, que pode suscitar respostas pro- e anti-
inflamatdrias, dependendo dos niveis de producdo, da fonte celular, etc. Essas proteinas,
quando liberadas, interagem com receptores celulares transmembrana e produzem o seu efeito
biologico, que pode ocorrer de maneira autdcrina, paracrina ou enddcrina. Cada uma delas
possui multiplas acBes (efeito pleiotrdpico), podendo agir em sinergismo ou antagonismo.
Dentre as principais citocinas pré-inflamatorias estdo incluidos o Fator de Necrose Tumoral-a.
(TNF-a), a Interleucina-1p e a Interleucina-6 (OLIVEIRA et al., 2011; ASHLEY et al., 2012;
VAZQUEZ-LOMBARDI et al., 2013; AVAU et al., 2014; NEURATH, 2014).

Outra grande familia de citocinas é a das quimiocinas, pequenos polipeptideos
guimiotaxicos, que agem como mensageiros intercelulares e sdo produzidos por varios tipos
de células, constitutivamente ou em resposta a estimulos inflamatorios. Os receptores de
quimiocinas sdo expressos em leucdcitos, células dendriticas e células de Langerhans, e
quando ativados, ddo inicio a uma complexa cascata de sinalizagcdo, que gera respostas
quimiotaxicas, degranulacdo, liberacdo de espécies reativas de oxigénio e alteracdo na
afinidade das integrinas presentes na superficie. A interleucina-8 (IL-8), por exemplo, € uma
quimiocina presente em niveis elevados no tecido e no liquido sinovial de pacientes com
artrite reumatoide e também em varias condic6es inflamatorias sistémicas (CRUVINEL et al.,
2010; GUERREIRO et al., 2011).

Portanto, com esta revisdo ficou bem demonstrado que apesar de 0 processo
inflamatdrio ser crucial para manutencdo da homeostase corporal, em determinadas situacdes
estd associado a importantes condicGes patoldgicas cronicas, dentre as quais merecem
destaque as doencas autoimunes, o diabetes tipo 2, algumas doencas neurodegenerativas e
cardiovasculares e o cancer. A terapia com as drogas anti-inflamatorias atualmente
disponiveis, que consistem principalmente em anti-inflamatorios ndo-estereoidais,
glicocorticoides e drogas imunossupressoras, nem sempre é bem sucedida ou resulta em
efeitos secundarios intoleraveis. Por isso, ainda é constante a busca por novas substancias com
propriedades anti-inflamatdrias e, neste contexto, as plantas medicinais representam uma
fonte interessante para o desenvolvimento de drogas mais toleraveis e eficazes para o

tratamento de doencas associadas a processos inflamatérios (FURST e ZUNDORF, 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Obter um extrato padronizado a partir de folhas de Psittacanthus plagiophyllus Eichl.

e avaliar seu potencial anti-inflamatorio.

2.2 Especificos

Caracterizar a droga vegetal obtida de P. plagiophyllus;

Obter e padronizar um extrato a partir da droga vegetal de P. plagiophyllus;

Avaliar a atividade antiedematogénica in vivo do extrato padronizado de folhas de P.
plagiophyllus frente a inflamagao aguda induzida por carragenina e por dextrana;
Investigar o efeito do extrato padronizado de P. plagiophyllus sobre a exsudacédo e a
migracdo de leucdcitos in vivo em modelo de inflamacdo aguda induzida por
carragenina;

Avaliar a capacidade antioxidante in vitro do extrato padronizado de P. plagiophyllus.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e identificacio botanica

A coleta dos espécimes de P. plagiophyllus foi realizada no més de outubro de 2014,
periodo seco da regido, entre 08:00h e 09:00h, em uma area de savana localizada na vila de
Alter do Chdo (2°31° S, 59°00° W), Santarém, Pard, Brasil, onde ocorrem parasitando
cajueiros (Anacardium occidentale). A confirmacdo da espécie foi feita pelo Dr. Claudenir
Simdes Caires, da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB) e as exsicatas estdo
depositadas no Herbario HSTM, do Laboratério de Boténica da Universidade Federal do
Oeste do Para (UFOPA), com o numero de registro HSTM 000074 (Anexo I), sob
responsabilidade da curadora Prof? Dr2 Thais Elias Almeida.

3.2 Obtencao e caracterizacdo da droga vegetal

As folhas de P. plagiophyllus foram separadas, lavadas com &gua corrente, pesadas em
balangca comercial (Balmak® - MP-5), armazenadas em sacos de papel e desidratadas em
estufa com circulacdo forcada de ar a 40 °C (LICit® - LC-E80) até peso constante (aprox. 4
dias). Apo6s secagem do material vegetal, o mesmo foi pulverizado em liquidificador
industrial (Tron®) e o p6 obtido foi acondicionado & temperatura ambiente, ao abrigo de luz e
umidade. A caracterizacdo da droga vegetal (pd) foi realizada de acordo com o preconizado
pela Farmacopeia Brasileira, 5 edicdo (BRASIL, 2010).

3.2.1 Anadlise sensorial e organoléptica
A droga vegetal de P. plagiophyllus foi caracterizada quanto a cor, ao odor e ao sabor,

conforme estabelecido pela Farmacopeia Brasileira, 52 edi¢do (BRASIL, 2010).

3.2.2 Determinacdo de matéria estranha

Para determinacdo do percentual de matéria estranha, 250 g das folhas inteiras e 25 g
da droga pulverizada foram espalhados sobre uma superficie plana e a presenca de material
estranho foi averiguada inicialmente a olho nu e, em seguida, com o auxilio de lentes de

aumento (cinco e dez vezes), em triplicata (BRASIL, 2010).

3.2.3 Determinacéo do teor de umidade
Para determinacdo do teor de umidade da droga vegetal de P. plagiophyllus, foi

empregado o método gravimeétrico, ou da perda por dessecagdo. Exatamente 5 g da droga
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vegetal pulverizada foram transferidos para uma placa de Petri previamente tarada e
dessecada nas mesmas condic¢des a serem adotadas para a amostra, durante 30 minutos. Apos,
a droga vegetal foi dessecada em estufa a 105 °C durante 5 horas, resfriada em dessecador sob
silica e pesada em balanca analitica (Shimadzu® - AY220). Foram realizadas pesagens
adicionais em intervalos de 1 hora para garantir pelo menos trés pesos constantes e a
porcentagem de &gua presente foi calculada a partir da média de trés determinacgdes
individuais (BRASIL, 2010).

3.2.4 Anélise granulométrica

A determinacéo do grau de diviséo ou granulometria da droga vegetal pulverizada em
estudo foi feita com o auxilio de tamises de aco inoxidavel (Bertel®), operados por um
agitador eletromagnético para peneiras (Bertel®), dispositivo que reproduz os movimentos
horizontais e verticais da operacdo manual, por meio de agdo mecénica uniforme (BRASIL,
2010).

Foi montado um conjunto com 6 tamises com aberturas de malha descritas na 52
edicdo da Farmacopeia Brasileira (600, 425, 250, 180, 125 e 75 um), os de maior abertura
colocados sobre os de abertura menor, e armados sobre o receptor de tamises. Exatamente 25
g da amostra foram distribuidos uniformemente sobre o tamis superior e o conjunto foi
tampado. O tamisador foi acionado por 15 minutos, utilizando o reostato n® 7 - amplitude das
vibragbes de 1,4 mm. Ao fim da tamisacdo, com o auxilio de um pincel adequado, toda a
amostra retida na superficie superior de cada malha foi cuidadosamente removida para um
recipiente limpo e pesada, assim como o po retido no coletor. Para calcular o percentual retido

em cada tamis, foi utilizada a seguinte formula:

P
% retida pelo tamis= P—l x 100
2

Onde:

P1 = Peso da amostra retida em cada tamis (Q).

P, = Soma dos pesos retidos nos tamises e no coletor (g).

100 = Fator de converséo para porcentagem.

O percentual retido em cada tamis foi utilizado para o célculo do percentual de pé que
passou por cada tamis, para classificacdo do po obtido das folhas secas de P. plagiophyllus
como poé grosso, moderadamente grosso, semifino, fino ou finissimo, de acordo com a

Farmacopeia Brasileira, 5% edi¢do. A determinacao granulometrica foi realizada em triplicata.
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3.2.5 Determinagéo do indice de intumescéncia

Para avaliacdo do indice de intumescéncia, foi utilizada uma proveta de 25 mL, com
tampa, com comprimento da parte graduada de 125 mm e didmetro interno de 16 mm,
subdividido em 0,1 mL e marcado de 0 a 25 mL, de forma ascendente. Exatamente 1 g da
droga vegetal pulverizada foi pesado e transferido para a proveta, adicionando, em seguida,
25 mL 4gua destilada e agitando a cada 10 minutos, durante 1 hora, de forma padronizada.
Apds repouso da mistura por 3 horas, a temperatura ambiente, foi medido o volume, em mL,
ocupado pela droga vegetal, subtraido do volume inicial da droga. Foi calculado o valor
médio obtido a partir de trés determinagdes individuais e relacionado a 1 g de material vegetal
(BRASIL, 2010).

3.2.6 Determinacao de cinzas totais

Na mensuracdo das cinzas totais (fisiolégicas e ndo fisioldgicas), 3 g da droga
pulverizada foram pesados e transferidos para um cadinho de alumina limpo, previamente
dessecado em estufa a 105 °C por 1 hora e tarado. A amostra vegetal, distribuida
uniformemente no recipiente, foi calcinada em mufla (Jung® - 0612) até que todo o carvao
fosse eliminado. O equipamento foi programado para atingir 600£25 °C, com rampa de 100
°C por minuto. Decorridas 3 horas (contadas ap6s o forno atingir a temperatura de 200 °C), a
amostra foi retirada da mufla, resfriada em dessecador com silica e a sua massa obtida em
balanca analitica. A porcentagem de cinzas foi entdo calculada em relacdo a massa inicial da
droga, em triplicata (BRASIL, 2010).

3.3 Obtencéo e padronizacéo do derivado vegetal
3.3.1 Testes piloto para escolha do liquido extrator
Foram realizados testes piloto com a droga vegetal (100 mg/mL) diluida em agua
destilada e misturas de etanol 95% e agua em diferentes proporc¢des (30:70; 40:60; 50:50;
60:40; 70:30 e 80:20 (v/v)). Ap6s homogeneizacdo, cada solucdo foi submetida a banho
ultrassom (Branson® — 3510) por 30 minutos, seguida de filtragdo em filtro de papel
quantitativo (porosidade 90 mm e gramatura 80). As extra¢des hidroalcodlicas foram
realizadas a uma temperatura de 25 °C e as extracdes aquosas foram feitas a 25 °C e a 70 °C.
Para escolha do liquido extrator que proporcionasse maiores concentracdes de
compostos bioativos, os extratos obtidos foram submetidos ao doseamento de fenois totais,
taninos totais e flavonoides totais, conforme metodologias descritas mais adiante nos itens
3.3.3.2, 3.3.3.3 € 3.3.3.6, respectivamente.
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3.3.2 Obtencéo do extrato aquoso de P. plagiophyllus

Apos escolha da agua como liquido extrator (conforme resultados mostrados adiante),
0 extrato para utilizacdo nos testes foi preparado a partir da dilui¢do de 100 g da droga vegetal
em 500 mL de agua destilada, mantidos em uma placa aquecedora a 705 °C por 30 minutos,
sob agitacdo constante. Em seguida, a mistura foi filtrada e, para obtengéo do extrato seco, as
moléculas de agua foram removidas por sublimacdo, utilizando um liofilizador
(LIOTOP® - L101).

A partir do extrato aquoso liofilizado das folhas de P. plagiophyllus (EAPp), a
densidade aparente e o residuo seco foram determinados, conforme preconizado pela
Farmacopeia Brasileira, 52 edicdo (BRASIL, 2010). Foi obtido ainda o perfil cromatogréafico
deste extrato por cromatografia em camada delgada (CCD) e realizado o doseamento de
fenois totais, taninos totais, taninos hidrolisaveis, taninos condensados e flavonoides totais,
além da avaliacéo da atividade anti-inflamatéria in vivo e da capacidade antioxidante in vitro.

Parte do extrato liofilizado foi ressuspendida em agua mili-Q a uma concentracao de
25 mg/mL para determinacdo da densidade relativa, da densidade de massa, da viscosidade e

do pH, de acordo com a Farmacopeia Brasileira, 52 edicdo (BRASIL, 2010).

3.3.3 Caracterizacao fisico-quimica do extrato aquoso de P. plagiophyllus
3.3.3.1 Determinacédo do perfil cromatografico por CCD

A obtencdo do perfil cromatografico do EAPp foi realizada por Cromatografia em
Camada Delgada, que consiste na separacdo dos componentes de uma mistura por meio da
migracdo diferencial sobre uma camada delgada de adsorvente retido sobre uma superficie
plana. O processo de separacdo esta fundamentado principalmente no fenémeno da adsor¢éo
(COLLINS, 2010; BRAZ et al., 2012).

A fase estacionaria utilizada foi a silica gel G60 Fjs4 (adsorvente), depositada em
placas cromatograficas pré-fabricadas de aluminio (Macherey-Nagel®). Como fase movel,
foram utilizados diferentes sistemas de eluicdo, adequados a cada grupo de metabolitos
secundarios pesquisados (Quadro 1). Aliquotas do EAPp diluido em metanol 80% m/v (10
mg/mL), foram aplicadas nas cromatoplacas para a investigacdo qualitativa da presenca de
flavonoides, taninos, cumarinas e terpenos. Para cada sistema de eluicdo, foram utilizados
reveladores especificos e padrfes (amostras de referéncia) para a identificacdo dos

metabolitos, sob luz ultravioleta (A= 365 nm) e no visivel (A= 400-700 nm), conforme
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elencado no quadro 1. Todos os reagentes utilizados nos sistemas de elui¢éo, assim como o0s

reveladores e os padrdes, foram obtidos da Sigma-Aldrich®.

Quadro 1 - Protocolo para analise fitoquimica qualitativa do extrato aquoso liofilizado de folhas de
Psittacanthus plagiophyllus por Cromatografia em Camada Delgada (MARINI-BETTOLO et al., 1981).

. ~ PADRAO
ELUENTE (fase movel) REVELACAO UTILIZADO RESULTADOS ESPERADOS
Apolar
hexano:acetato de etila:acido VAS 1% Ti Terpenoides (rosa intenso)
P At imol A
férmico Visivel Acidos graxos (azul)
(85:10:5)
Acidos graxos (azul)
0 . .
VAS 1% Rutina hidratada Te_rpeno!des_(rosa intenso)
Visivel Cumarinas glicosiladas (azul, verde)
Polar acido Flavonoides (amarelo)
acetato de etila:acido formico: : : :
L " AICl; L Flavonoides totais (laranja)
acido acético:H,0 Rutina hidratada . R
(67.5:7,5:7,5:17.5) UV 365 nm Cumarinas glicosiladas (azul, verde)
KOH 5% . . L
UV 365 nm Esculina Cumarinas glicosiladas (azul, verde)
Média .p,olarlq:;}de KOH 5% 1,2- _ _
tolueno:éter etilico . Cumarinas simples (verde-amarelo)
. UV 365 nm benzopirona
(50:50)
FeCl; 1% Acido adlico Taninos hidrolisaveis (azul)
_Polar Visivel g Taninos condensados (verde)
butanol: acido acético:H,0
(40:10:50) VAS 1% (+)-catequina Taninos condensados (vermelho)
Visivel hidratada Flavonoides (amarelo claro)

VAS= Vanilina sulfirica; AICI;= Cloreto de aluminio; KOH= Hidréxido de potassio; FeCls= Cloreto férrico;

UV= Ultravioleta.

3.3.3.2 Doseamento de fenois totais

O doseamento dos fenois totais presentes no extrato aquoso liofilizado de folhas de P.
plagiophyllus (e na droga vegetal) foi realizado por meio do método de Hagerman e Butler
(MOLE e WATERMAN, 1987 a, b), que se baseia na reacdo de complexacdo dos compostos
fenolicos presentes na amostra com uma solucgéo de cloreto férrico, que por ser cromogénica,
pode ser medida em espectrofotdmetro em um comprimento de onda de 510 nm.

Para a andlise de fenois totais, 0,5 mL do EAPp diluido em agua mili-Q (3 mg/mL)
foram adicionados a tubos de ensaio contendo 1 mL de solugdo de LSS/trietanolamina (lauril
sulfato de sodio 1% (m/v), trietanolamina 5% (v/v) e isopropanol 20% (v/v) e 0,5 mL de

solucdo de cloreto férrico diluido em HCI 0,01 M.
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A concentracdo de fenois totais presentes no EAPp foi quantificada por meio de uma
curva de calibragdo de &cido tanico, preparada a partir das concentragdes: 0,1 - 0,2-0,3-0,4 -
0,5 - 0,6 e 0,8 mg/mL. O mesmo procedimento realizado com o EAPp foi feito para as
solucgdes padrdes de calibracdo de acido tanico nas concentracdes de 0,1 a 0,8 mg/mL.

O branco da curva padrdo, utilizado para eliminar interferéncias colorimetricas das
amostras, foi preparado em tubo de ensaio contendo 1 mL de solucdo de LSS/trietanolamina,
0,5 mL de solucdo de cloreto ferrico e 0,5 mL de agua mili-Q. O branco da amostra foi
preparado com 1,5 mL de LSS/trietanolamina e 0,5 mL do EAPp.

Todas as solucGes foram agitadas manualmente e mantidas em repouso por 15 minutos
antes da medicgdo da absorbancia em espectrofotometro (Quimis®) em comprimento de onda
de 510 nm. No inicio das leituras, a absorbancia do aparelho foi zerada com agua mili-Q. Os
resultados foram expressos em gramas de equivalentes de &cido tanico por 100 gramas de
extrato (g EAT/100 g). As anélises foram realizadas em triplicata e os reagentes utilizados
foram obtidos da Sigma-Aldrich®.

3.3.3.3 Doseamento de taninos totais

O método de Hagerman e Butler (MOLE e WATERMAN, 1987 a, b) foi adotado para
0 doseamento de taninos totais presentes no EAPp e na droga vegetal. Tal metodologia
baseia-se na propriedade dos taninos de precipitar em solugdo aquosa na presenga de
proteinas. Os taninos complexam-se com a proteina e sdo separados dos outros fenois por
centrifugacdo. A adicdo de cloreto férrico ao precipitado produz coloracdo roxa, que pode ser
medida a 510 nm.

Em tubo de ensaio foram adicionados 0,5 mL do EAPp diluido em agua mili-Q (3
mg/mL) e 1 mL de uma solugdo de albumina sérica bovina diluida em acetato de sodio (1
mg/mL, pH 4.9), que foram agitados manualmente e, apds repouso de 15 minutos, foram
centrifugados a 3.000 rpm por 15 minutos em centrifuga de tubos (Centribio® - 80-2B HT).
Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi cuidadosamente desprezado e o precipitado foi
ressuspendido em 2 mL de LSS/trietanolamina. A solucédo foi agitada e uma aliquota de 0,5
mL de solucéo de cloreto férrico foi adicionada aos tubos.

A concentracdo de taninos totais do EAPp foi quantificada por meio de uma curva
padréo de &cido tanico, nas seguintes concentragdes: 0,3 - 0,4 - 0,5 - 0,6 e 0,8 mg/mL. Todas
as etapas seguidas para o EAPp foram realizadas com as solugdes padrdo de calibracdo nas

concentragdes de 0,3 a 0,8 mg/mL.
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O branco da curva padréo foi preparado com 2 mL de LSS/trietanolamina e 0,5 mL de
cloreto férrico. Nao foi necesséario preparar branco para o EAPp.

As solugdes foram agitadas, mantidas em repouso por 15 minutos e absorbancia foi
medida a 510 nm no espectrofotdmetro, cuja absorbancia foi zerada com agua mili-Q no
inicio das leituras. Os resultados foram expressos em gramas de equivalentes de acido tanico
por 100 gramas de extrato seco (g EAT/100 g). As anélises foram realizadas em triplicata e os

reagentes utilizados foram obtidos da Sigma-Aldrich®.

3.3.3.4 Doseamento de taninos hidrolisaveis

Para o0 doseamento dos taninos hidrolisaveis presentes no extrato aquoso liofilizado de
folhas de Psittacanthus plagiophyllus, foi empregado o método do iodato de potassio
(WILLIS e ALEN, 1998), o qual baseia-se no fato de os taninos hidrolisaveis (galotaninos e
elagitaninos) formarem um complexo colorido vermelho-castanho em meio aquoso com
K103 que pode ser medido em um comprimento de onda de 550 nm.

Nesta analise, o &cido tanico também foi utilizado para preparo da curva padrdo de
calibracéo por absorbancia, nas seguintes concentracdes: 0,05-0,1-0,2-0,3-0,4-0,5-0,6
e 0,8 mg/mL.

Inicialmente, 2,5 mL de uma solucdo de KlO3; 2,5% (m/v) diluido em agua foram
adicionados a tubos de ensaio e mantidos em banho de &gua a 25 °C, por 10 minutos. Em
seguida, em intervalos de 1 minuto, 0,5 mL do EAPp diluido em agua mili-Q (3 mg/mL)
foram adicionados aos tubos e mantidos no banho de dgua por mais 5 minutos. O mesmo
processo foi seguido para as solucbes padréo de calibragdo nas concentragdes de 0,05 a 0,8
mg/mL e a absorbancia foi entdo medida em espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de
550 nm.

Para preparar o branco da curva padrdo, foram adicionados em tubo de ensaio 2,5 mL
da solucéo de K103 2,5% e 0,5 mL de agua mili-Q. J& o branco da amostra, foi preparado com
2,5 mL de 4gua mili-Q e 0,5 mL do EAPp.

A absorbancia do espectrofotémetro foi zerada no inicio das medi¢cdes com agua mili-
Q e os resultados foram expressos em gramas de equivalentes de acido tanico por 100 gramas
de extrato (g EAT/100 g). As anélises foram realizadas em triplicata e os reagentes utilizados
foram obtidos da Sigma-Aldrich®.
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3.3.3.5 Doseamento de taninos condensados

Para o doseamento de taninos condensados ou proantocianidinas (polimeros de flavan-
3-ol) presentes no EAPp foi utilizado o método da vanilina em meio acido, de Mole e
Waterman (1987 a, b), com modificaces.

A (+)-catequina hidratada foi a substancia utilizada no preparo da curva padrdo por
absorbéancia, nas concentragdes 0,1 -0,2-0,3-0,4-0,5-0,6 € 0,8 mg/mL.

Apos a adicao de 2,5 mL de uma solucdo recém-preparada de vanilina a 1% m/v
(diluida em &cido sulfdrico) em tubos de ensaio, estes foram pré-aquecidos em banho-maria
(Branson® — 3510) a 30 °C por 30 minutos. Em seguida, 0,5 mL do EAPp diluido em metanol
80% v/v (3 mg/mL) foram adicionados em cada tubo, agitados em vortex por 30 segundos e
depois mantidos em banho-maria a 30 °C por mais 15 minutos. Por fim, foi realizada a leitura
da absorbéancia em espectrofotdbmetro em um comprimento de onda de 500 nm, dentro de no
maximo 10 minutos. O mesmo procedimento foi realizado com as solucBGes padrdo de
calibracéo nas concentragdes de 0,1 a 0,8 mg/mL.

O branco da curva padréo foi preparado adicionando-se 2,5 mL de vanilina a 0,5 mL
de metanol. Para o preparo do branco da amostra, 0,5 mL do EAPp foram adicionados a 2,5
mL de HCI 4% v/v (diluido em metanol). A absorbéancia do espectrofotdmetro foi zerada com
metanol.

Visando manter a estabilidade das reac6es, os tubos de ensaio foram protegidos da luz
e os experimentos foram realizados sob luz difusa. A concentracdo de taninos condensados no
EAPp foi expressa em gramas de equivalentes de catequina por 100 g de extrato (g EC/ 100
g). As analises foram realizadas em triplicata e os reagentes utilizados foram obtidos da
Sigma-Aldrich®.

3.3.3.6 Doseamento de flavonoides totais

Para o doseamento dos flavonoides totais presentes no extrato aquoso obtido de folhas
de P. plagiophyllus foi utilizado o método espectrofotométrico baseado na complexacdo
destes compostos com aluminio (l11), conforme descrito por Chabariberi et al., (2009), com
modificacbes. A mesma metodologia foi empregada para andlise de concentragdo de
flavonoides totais na droga vegetal.

Em tubos de ensaio foram adicionados 0,5 mL do EAPp (diluido em metanol 80%
(v/v)), 0,5 mL de uma solucéo de AICI3 2% (v/v) (diluido em metanol) e 4 mL de metanol.

A quantificagdo dos flavonoides totais presentes no EAPp foi mensurada a partir de

uma curva padrdo por absorbancia de rutina hidratada, nas concentrac¢des: 0,03 - 0,04 - 0,05 -
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0,06 - 0,07 - 0,08 e 0,1 mg/mL, as quais passaram pelo mesmo procedimento realizado com o
EAPp.

Ap0s agitacdo manual das solugdes e repouso de 30 minutos, foi efetuada a leitura da
absorbancia em espectrofotdmetro em um comprimento de onda de 425 nm. No inicio das
leituras a absorbancia do espectrofotdmetro foi zerada com metanol.

Para leitura do branco da curva padréo, 0,5 mL de AICl; 2% foram adicionados a 4,5
mL de metanol. J& o branco da amostra foi preparado com 0,5 mL do EAPp e 4,5 mL de
metanol. Os resultados foram expressos em gramas de equivalentes de rutina por 100 gramas
de extrato seco (g ER/100 g). As analises foram realizadas em triplicata e os reagentes
utilizados foram obtidos da Sigma-Aldrich®.

3.3.3.7 Determinacéo da densidade aparente

A densidade aparente ou massa especifica aparente é a massa média de um sélido por
volume. A densidade aparente do EAPp foi mensurada a partir do preenchimento de um tubo
Eppendorf de 2 mL (previamente pesado), com o extrato, com relativa acomodacdo por
vibracdo, sem compactar forcadamente. Em seguida, o tubo de Eppendorf foi pesado
novamente em balanca analitica para obtencdo da massa ocupante daquele volume. A
densidade aparente foi entdo calculada dividindo-se a massa do extrato pelo volume ocupado
por ele. Foi utilizada a média de trés determinagdes e o resultado foi expresso em g/cm®
(BRASIL, 2010).

3.3.3.8 Determinacdo do residuo seco

Para determinacdo do residuo seco do extrato aquoso liofilizado de folhas de P.
plagiophyllus, 0,5 g do extrato foram pesados em placa de Petri medindo aproximadamente 5
cm de diametro e 1 cm de altura. O extrato foi entdo dessecado em estufa a 105 °C por 3
horas, resfriado em dessecador sob silica e pesado em balanca analitica. Apés a obtencédo de 3
pesos constantes, com intervalos de 1 hora em estufa, o residuo seco foi calculado em
porcentagem sobre a massa inicial do extrato. A determinagdo do residuo seco foi realizada
em triplicata (BRASIL, 2010).

3.3.3.9 Determinacéo da densidade relativa e da densidade de massa
A densidade relativa do EAPp ressuspendido em &gua mili-Q (25 mg/mL) foi
determinada utilizando um picndmetro limpo e seco, com capacidade para 25 mL,

previamente calibrado. Para calibracdo, foi determinada a massa do picnémetro vazio e a
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massa de seu conteudo com &gua, recentemente destilada e fervida, com a temperatura
ajustada para 20 °C.

Ap0s a transferéncia do EAPp liquido para o picndmetro, este foi pesado e a massa do
extrato foi obtida por meio da diferenca de massa do picnémetro cheio e vazio. A densidade
relativa foi calculada pela razdo entre a massa da amostra liquida e a massa da 4gua, ambas a
20 °C, utilizando a média de trés determina¢des (BRASIL, 2010).

O valor da densidade relativa do EAPp (d3d) foi utilizado para o célculo da sua
densidade de massa (p), expressa em g/cm?, por meio da férmula:

p=dsgua X d; 10,0012

Onde:

d= densidade

t= temperatura (neste caso, 20 °C)

0,0012 = densidade do ar na pressao atmosférica (g/cm?®)

3.3.3.10 Determinacéo do pH

O pH do extrato aquoso obtido de folhas de P. plagiophyllus ressuspendido em agua
mili-Q (25 mg/mL) foi determinado utilizando um medidor de pH (Tecnopon® - MPA 210),
previamente calibrado com solucdes tampéo de pH 7,0 e pH 4,0 e o resultado foi expresso
pela média de trés determinagdes (BRASIL, 2010).

3.3.3.11 Determinacédo da viscosidade

A viscosidade do extrato aquoso liofilizado de P. plagiophyllus, previamente
ressuspendido em agua mili-Q (25 mg/mL), foi determinada por meio de um viscosimetro
Brookfield (Brookfield® - LVDV-E), que mede a viscosidade pela forca necessaria para girar
um eixo metalico no liquido testado.

Primeiramente, o extrato liquido em temperatura ambiente foi adicionado a um
Erlenmeyer com capacidade para 250 mL e o sensor de cisalhamento (spindle) do
viscosimetro foi imergido na amostra. O equipamento entdo foi programado com um ndmero
de spindle e uma velocidade de rotacdo e acionado, aguardando-se cerca de 3 minutos até a
estabilizacdo dos valores no display do viscosimetro. Foram testados 5 sensores de
cisalhamento diferentes (61, 62, 63, 64 e 65), nas seguintes velocidades: 6, 10, 12, 20, 30, 50,
60 e 100 rpm. A anélise foi realizada em triplicata e os resultados foram expressos em
centipoise (cP) (BRASIL, 2010).
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3.4 Avaliacdo da atividade anti-inflamatdria in vivo
3.4.1 Animais

Para a realizacdo dos experimentos in vivo foram utilizados camundongos (Mus
musculus) da variedade Swis e ratos (Rattus norvegicus) da variedade Wistar, machos, com
aproximadamente 2 meses de idade. Os animais foram provenientes da Unidade de
Experimentacdo Animal do Laboratorio de Bioprospeccdo e Biologia Experimental
(LabBBEX) da UFOPA, na qual foram mantidos em estantes ventiladas Insight®, providas de
dutos para a retirada de odores e sistemas independentes de insuflamento e exaustdo de ar,
proporcionando baixo indice de infec¢des, eliminacdo de odores provenientes das excrecdes e
baixo volume de ruidos que pudessem estressar 0s animais. A temperatura foi controlada (22
+ 1 °C), e o ciclo claro/escuro regulado para 12/12 horas. Os animais receberam agua e racéo
a vontade.

O projeto foi avaliado e aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da UFOPA e protocolado sob o nimero 03005/2015 (Anexo I1). O trabalho foi desenvolvido
de acordo com os principios éticos recomendados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA) e seguindo as diretrizes da Lei Federal n® 11.794/2008
(BRASIL, 2008), a qual estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais.

3.4.2 Edema de pata induzido por carragenina

O experimento de edema de pata induzido por carragenina foi realizado conforme
metodologia de Winter et al., (1962), com algumas modificacdes.

Antes dos experimentos, os animais foram mantidos em jejum de sélidos por um
periodo de 12 horas e divididos em grupos (n=6), que receberam por via oral:

Grupo Controle Negativo: Veiculo (NaCl 0,9% - 1 mL/Kg)

Grupo Controle Positivo: Droga Padrao (Indometacina - 10 mg/Kg)

Grupo Teste 1: EAPp 250 mg/Kg

Grupo Teste 2: EAPp 500 mg/Kg

Grupo Teste 3: EAPp 1000 mg/Kg

Ap0s 1 hora da administracdo dos tratamentos, foi induzido o edema de pata por 0,1
mL de carragenina (Sigma® - Tipo I/ grau comercial) a 1% (m/v) diluida em NaCl 0,9%
(m/v), injetada na regido sub-plantar da pata posterior direita de todos os animais. O volume
da pata de cada rato foi tomado imediatamente apds a administracdo do agente flogistico

(tempo zero), e com intervalos de 1, 2, 3 e 4 horas ap0s a injecdo da carragenina, por meio do
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deslocamento de agua registrado em pletismémetro de pata digital (Insight® - EFF 304). A
acao supressiva (antiedematogénica) do extrato de P. plagiophyllus e da droga padréo foi
expressa usando como unidade de medida a quantidade em mL de dgua deslocada pelo edema
no pletismdmetro. O volume do edema equivale a diferenca entre o volume da pata em cada

medicao e o volume tomado imediatamente ap0ds a injecdo do agente flogistico.

3.4.3 Edema de pata induzido por dextrana

Foi utilizada a metodologia proposta por Nishida et al., (1978), com as modificacdes
descritas por Sousa et al., (2005). Apds jejum de sélidos por 12 horas, os animais, divididos
em 5 grupos (n=6), receberam por via oral os seguintes tratamentos:

Grupo Controle Negativo: Veiculo (NaCl 0,9% - 1 mL/Kg)

Grupo Controle Positivo: Droga Padrdo (Dexametasona - 1 mg/Kg)

Grupo Teste 1: EAPp 250 mg/Kg

Grupo Teste 2: EAPp 500 mg/Kg

Grupo Teste 3: EAPp 1000 mg/Kg

Passados 60 minutos da administracao dos tratamentos, 0,1 mL de dextrana (Sigma® -
150.000 Da) a 1% (m/v) diluida em NaCl 0,9% (m/v) foram injetados na regido sub-plantar da
pata posterior direita de cada animal, para inducdo do edema. O volume da pata foi tomado
imediatamente ap6s a administracdo do agente flogistico (tempo zero), e com intervalos de
30, 60, 90 e 120 minutos apos a injecdo da dextrana, por meio do deslocamento de agua
registrado em pletismdmetro de pata digital (Insight® - EFF 304). A acdo antiedematogénica

do EAPp e da indometacina foi calculada conforme descrito no item 3.4.2.

3.4.4 Inflamacédo na bolsa de ar subcutanea

A inflamacdo na bolsa de ar subcutanea, modelo proposto por Edwards et al., (1981),
foi realizada conforme as modificagOes descritas por Benincé et al., (2007).

Neste teste, primeiramente os camundongos receberam injecdo subcutanea de 2 mL de
ar estéril no dorso durante trés dias alternados para formacdo de uma bolsa de ar subcutanea.
No sexto dia, os animais foram divididos em 6 grupos (n=6), que, apds jejum de sélidos por
12 horas, receberam por via oral 0s seguintes tratamentos:

Grupo Controle Negativo: Veiculo (H,0 - 5 mL/KQ)

Grupo Controle Positivo: Droga Padrdo (Dexametasona - 1 mg/Kg)

Grupo Teste 1: EAPp 250 mg/Kg

Grupo Teste 2: EAPp 500 mg/Kg
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Grupo Teste 3: EAPp 1000 mg/Kg

Grupo Naive: Veiculo (H2O - 5 mL/Kg) - sem estimulo inflamatério.

Uma hora apds receberem os tratamentos, 0,25 mL de uma solucéo de carragenina a
1% (m/v) diluida em tampéo fosfato salina (PBS - pH 7.4) estéril foi injetada no interior da
cavidade, exceto no grupo Naive, o qual recebeu apenas uma injecdo de 0,25 mL de PBS.
Quatro horas apds o estimulo inflamatorio, os animais foram sacrificados por superdosagem
de anestésico (40 mg/Kg de xilazina e 300 mg/Kg de quetamina, i.p) e a bolsa lavada com 2
mL de PBS estéril contendo EDTA a 0,1% (m/v). Em seguida, com o auxilio de uma pipeta
Pasteur descartavel, o lavado foi coletado por meio de uma pequena incisdo na bolsa, para
avaliacdo da exsudacdo e da migragdo de leucdcitos.

3.4.4.1 Avaliacdo da Exsudacéo

O exsudato foi centrifugado a 2.000 rpm, por 10 minutos, em centrifuga de tubos
(Centribio® - 82-B HT) e o sobrenadante foi coletado e armazenado a 4 °C para posterior
determinacéo indireta da exsudacdo, por meio da concentracdo de proteinas totais, utilizando
0 método de Bradford (1976), que baseia-se na interacdo entre o corante Coomassie brilliant
blue (BG-250) e macromoléculas de proteinas que contém aminoacidos de cadeias laterais
basicas ou aromaéticas. Tal interacdo desloca o equilibrio do corante para a forma aniénica,
que absorve em 595 nm.

Em tubos de ensaio foram adicionados 1.250 pL do reagente de Bradford, 250 uL de
agua mili-Q e 1.000 pL do sobrenadante coletado de cada animal. Em seguida, as misturas
foram homogeneizadas e, apds incubacdo a temperatura ambiente por 5 minutos, a
absorbancia de cada solucdo foi medida em espectrofotometro (Quimis® - UV-VIS) a 595
nm. O branco das amostras foi preparado com 1.250 L do sobrenadante e 1.250 pL de adgua
mili-Q.

A quantificacdo das proteinas totais presentes nas bolsas foi realizada a partir de uma
curva padrdo de albumina sérica bovina (Sigma®), preparada a partir das seguintes
concentragdes: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50 pg/mL. Em tubos de ensaio contendo
1.250 pL de reagente de Bradford, foram adicionados 1.250 pL das solugdes de albumina
sérica bovina nas concentracdes de 5 a 50 pg/mL e, apdés homogeneizacdo e incubacéo por 5
minutos, a absorbancia foi medida a 595 nm. A curva padrdo de albumina foi plotada e a
equacdo da reta obtida foi utilizada para quantificacdo da concentragdo de proteinas totais
presentes nas amostras estudadas, expressa em pg/mL. O branco da curva padrdo foi

preparado com 1.250 uL de reagente de Bradford e 1.250 pL de agua mili-Q.
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A reducdo significativa da concentracdo de proteinas totais nos animais tratados com o
EAPp foi considerada como indicativo de atividade anti-inflamatoria do extrato.

3.4.4.2 Contagem do namero total de leucocitos na bolsa de ar

Apos centrifugacdo (descrita acima), os pellets foram ressuspendidos em 1 mL de uma
solucdo de albumina sérica bovina a 3% (m/v), diluida em PBS, para contagem do ndmero
total de leucdcitos na bolsa de ar. A contagem foi realizada sob microscopia dptica, utilizando
uma camara de Neubauer, previamente montada com uma laminula colocada sobre a area
demarcada na cadmara de contagem. Uma aliquota de 10 pL do lavado foi diluida em 200 pL
de liquido de Turk (Fator de diluicdo = 20) e ap6s homogeneizacdo, um dos lados da cdmara
foi cuidadosamente preenchido com a solucdo, com o auxilio de uma pipeta.

Foram contados os quatro quadrantes laterais maiores da camara de contagem, que
juntos, com a laminula colocada, correspondem a um volume de 0,1 mm®. O nmero de

leucdcitos por mL foi entéo obtido a partir da férmula:

] N° total de leucocitos
N° de leucocitos/mL = 7 x 20 x 10.000

Onde:

4 = n° de quadrantes contados

20 = fator de diluicéo

10.000 = corre¢&o para mL (pois 0,1 mm?® x 10.000 = 1000 m* = 1 mL).

A reducdo significativa do namero total leucdécitos foi considerada como indicativo de

atividade anti-inflamatéria do EAPp.

3.4.4.3 Contagem diferencial de leucécitos

Uma aliquota de 50 puL de cada amostra - ap0s ressuspencdo dos pellets em 1 mL
solucdo de albumina a 3% (m/v) - foram fixados em laminas e corados com panético rapido.
Foram contadas cem células por lamina e os neutrofilos, eosinodfilos, basofilos, mondcitos e
linfocitos foram diferenciados de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas, sob
microscopia oOptica, em objetiva de imersdo. A leitura das laminas foi realizada em linhas
gregas, ao longo dos bordos do esfregaco e a reducdo significativa do namero de neutrofilos

foi considerada como indicativo de atividade anti-inflamatéria do EAPp.
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3.5 Avaliagdo da capacidade antioxidante in vitro

A atividade antioxidante do extrato aquoso padronizado de P. plagiophyllus foi
avaliada pelo método do sequestro do radical livie DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil),
conforme metodologia descrita por Miliauskas et al., (2004), com modificagdes. O método
baseia-se na capacidade do DPPH de reagir com doadores de hidrogénio, sendo reduzido e
passando da coloracdo purpura para a amarela, que pode ser medida em espectrofotémetro a
um comprimento de onda de 517 nm.

Aliquotas de 50 uL do EAPp solubilizado em etanol 80% (v/v) foram adicionadas a
1.950 pL de uma solugao etandlica de DPPH (60 uM), com absorbancia inicial entre 0,6 ¢ 0,7,
a temperatura ambiente. O EAPp foi testado nas concentrac@es finais de 10, 25, 50, 75 e 100
pg/mL. O mesmo procedimento foi realizado para o controle (etanol) e para o trolox
(Sigma®), utilizado como padrdo antioxidante para comparacdo dos resultados, nas
concentragdes finais de 1, 2, 3, 4 e 5 ug/mL. As misturas reacionais foram agitadas,
protegidas da luz e do oxigénio e a absorbancia foi lida a 517 nm em espectrofotdometro
(Quimis® - UV-VIS). Com o objetivo de definir o tempo necessario para a estabilizacdo da
reacdo do EAPp com o DPPH, a absorbancia foi lida aos 5, 15, 30, 45 e aos 60 minutos de
reacao.

A atividade de sequestro do radical DPPH foi expressa por meio do percentual de
inibicdo (%), onde A é a absorbéancia do controle e A, a absorbancia da amostra, segundo a
equacao:

%I: (Ac - Aam)/ Ac x 100

Utilizando os valores de concentracdo da amostra versus o percentual de inibicdo, foi

determinada a I1Csp, concentracdo minima do EAPp capaz de reduzir 50% do radical DPPH,

obtida por regressdo linear. O ensaio foi realizado em triplicata.

3.6 Andlise estatistica

Neste trabalho, nos testes de atividade anti-inflamatoria in vivo, a variavel
independente consistiu na administracdo oral do EAPp aos animais experimentais, nos niveis
(doses): 250, 500 e 1000 mg/Kg. J& as variaveis resposta ou dependentes obtidas foram: o
volume do edema da pata inflamada de ratos; a concentracdo de proteinas totais; o n° de
leucocitos totais e 0 n° de neutrofilos no exsudato inflamatorio formado na bolsa de ar em
camundongos. No teste de atividade antioxidante in vitro, a variavel independente consistiu
nas concentragbes do EAPp (10 a 100 pg/mL) e a varidvel resposta foi a capacidade de
reducdo do radical DPPH.
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Os resultados quantitativos foram expressos como meédias + erro padrdo das médias.
As anélises estatisticas foram realizadas por meio de analise de variancia, seguida do teste de
Dunnett, para comparagdo entre 0s grupos-teste e os controles, ou do teste de Tukey, para
comparacdo multipla de médias, ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o software
ASSISTAT® 7.7. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagdo da droga vegetal
4.1.1 Anadlise sensorial e organoléptica
O pulverizado obtido das folhas da erva-de-passarinho Psittacanthus plagiophyllus

apresentou cor verde musgo, cheiro levemente apimentado, fraco e sabor amargo.

4.1.2 Matéria estranha

N&o foram detectados, a olho nu e com lentes de aumento de 5 e de 10 vezes,
materiais estranhos a droga, o que indica que o processo de coleta e obtencdo da droga vegetal
de P. plagiophyllus seguiu rigorosamente as boas praticas preconizadas pela ANVISA, que
determina o percentual maximo de 2% (m/m) de matéria estranha a droga (BRASIL, 2010).

A matéria estranha a droga vegetal pode ser classificada em trés tipos, de acordo com
a 5% edicdo da Farmacopeia Brasileira: partes da planta da qual a droga deriva, com excecao
daquelas incluidas na definicdo e descricdo da droga; organismos, por¢des ou produtos de
organismos além daqueles especificados na defini¢do e descricdo da droga; e impurezas de
natureza mineral ou organica, ndo inerentes a droga vegetal (BRASIL, 2010). A presenca
desses materiais estranhos é relativamente frequente nos fitoterapicos comercializados, e se
deve a falta de cuidados na coleta, ao tratamento inadequado do material coletado e até
mesmo a adulterag¢bes intencionais, com a finalidade de aumentar o rendimento do produto a
ser vendido (KUNLE et al., 2012; KALYANKAR et al., 2014).

No processo de obtencdo de drogas a base de plantas deve ser garantida, portanto, a
auséncia de outras partes da mesma planta ou de outra planta, além de fungos, insetos, areia,
pedras e outros contaminantes que sejam prejudiciais ao usuario (KALYANKAR et al.,
2014).

4.1.3 Teor de umidade

A média (n= 3) do teor de umidade da droga vegetal obtida de P. plagiophyllus foi de
6,551£0,2% (m/m), valor este que esta dentro dos limites estabelecidos pela Farmacopeia
Brasileira, 5% edi¢do, a qual determina que o teor maximo de agua aceitavel para drogas
vegetais varia de 6 a 15% (BRASIL, 2010).

O teor de umidade em drogas vegetais deve ser muito bem controlado, pois, acima dos
niveis aceitaveis para drogas vegetais, a dgua acelera a atividade enzimatica, ocasionando a

degradacdo de constituintes quimicos, e favorece o desenvolvimento de bactérias e fungos
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(GARG et al., 2012; BRASIL, 2014 b). Além disso, a determinacdo do teor de umidade €
importante para reduzir erros na estimativa do peso real da droga vegetal (KUNLE et al.,
2012; CHAWLA et al., 2013).

4.1.4 Distribuicdo granulométrica

A partir da anélise granulométrica da droga vegetal de P. plagiophyllus (Tabela 1),
verificou-se que a maior parte (51,04%, m/m) do pé ficou retida no tamis com abertura
nominal de malha de 600 um e menos de 40% (m/m) do pé passou pelo tamis com abertura
nominal de malha de 250 um, o permite classificd-lo como moderadamente grosso, com base
na classificacdo granulométrica sugerida pela Farmacopeia Brasileira, 5% edicdo (BRASIL,
2010).

O tamanho das particulas da droga vegetal determina a superficie de contato
disponivel para a interagdo com o solvente utilizado no processo de obtengdo do derivado
vegetal (SILVA et al., 2013; SALEH et al.,, 2015). Assim, a analise da distribuicdo
granulométrica da droga permite que se faca uma relacdo com a eficiéncia extrativa, ja que
particulas demasiadamente finas podem impedir a absorcdo do liquido extrator, enquanto que
particulas com granulometria alta podem ndo ser adequadas por ndo apresentarem grande
superficie de contato, da mesma forma, reduzindo a eficiéncia de extragdo (BORHAN et al.,
2013).

Tabela 1 - Distribuicdo granulométrica da droga vegetal de Psittacanthus plagiophyllus.

Numero do tamis Orificio do tamis P6 retido no tamis P6 que passou pelo
(ABNT) (nm) (%) m/m tamis (%) m/m
30 600 51,04 48,96
40 425 10,72 38,24
60 250 8,19 30,05
80 180 6,21 23,84
120 125 9,24 14,60
200 75 14,07 0,53

ABNT = Associacdo Brasileira de Normas Técnicas.
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4.1.5 Indice de intumescéncia

A média (n=3) do indice de intumescéncia das folhas secas pulverizadas de P.
plagiophyllus foi de 4,02+0,02 mL/g. O volume ocupado pelo p6 aumentou 1,79 vezes apos 0
intumescimento por agua, 0 que indica a presenca de substancias capazes de aumentar seu
volume em presenca de agua, tais como gomas, mucilagens, pectina e hemicelulose (OMS,
2011; PEREIRA et al., 2011).

Apesar de a droga vegetal de P. plagiophyllus apresentar um indice de intumescimento
consideravel, tal valor € considerado baixo quando comparado ao de espécies conhecidamente
ricas em mucilagens nas folhas, como a Cecropia glaziovii Snethl., que apresenta indice de
intumescéncia de 11,4+0,4 mL/g (LUENGAS-CAICEDO, 2005).

Muitos materiais obtidos de plantas sdo de utilidade farmacéutica ou terapéutica
especifica devido as suas propriedades de intumescimento (GARG et al., 2012). Além disso,
na padronizacdo de um processo industrial, especialmente quando a agua é empregada como
solvente, o indice de intumescéncia indica o tamanho dos lotes ou a capacidade requerida para
0S equipamentos a serem empregados durante o processo, especialmente nas etapas de
extracdo (LUENGAS-CAICEDO, 2005).

4.1.6 Cinzas totais

As folhas secas pulverizadas de P. plagiophyllus apresentaram percentual médio (n=3)
de cinzas totais de 8,30+0,11% (m/m), de acordo com o permitido pela Farmacopeia
Brasileira 5% edicdo, a qual preconiza que as cinzas totais devem compreender de 2 a 20% das
drogas vegetais (BRASIL, 2010).

A determinacdo do residuo pela incineracdo ou cinzas € um teste de realizagdo
obrigatdria, sempre presente nas monografias de plantas, que contribui de maneira eficaz para
a certificacdo da pureza da droga vegetal, pois identifica a presenca de impurezas inorganicas
ndo volateis que possam contamina-la (PEREIRA et al., 2011). Isto é possivel porque a
calcinagdo droga vegetal a 600 °C transforma toda a matéria orgénica em CO,, restando
apenas 0s compostos minerais em forma de cinzas. Deste modo é possivel quantificar o
conteddo inorganico na droga, seja ele de origem fisioldgica, derivado do préprio tecido
vegetal (carbonatos, fosfatos, cloretos, 6xidos) ou ndo fisiologica, proveniente de impurezas
aderidas a superficie da planta (areia, pedra, gesso, terra) (BRASIL, 2010; KUNLE et al.,
2012; BRASIL, 2014 b; KALYANKAR et al., 2014).
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4.1.7 Selecdo do liquido extrator

Conforme pode ser analisado nas figuras 2, 3 e 4, respectivamente, a concentracdo de
fenois totais, de taninos totais e de flavonoides totais na droga vegetal de P. plagiophyllus foi
significativamente maior com a extracdo feita por 4gua a uma temperatura de 70 °C, quando
comparada as demais extracdes realizadas, pelo teste de Tukey (p<0,01). Além disso, mesmo
entre as solucBes hidroalcoodlicas estudadas, houve diferencas significativas no teor dos
grupos de metabdlitos estudados, ja que a diferenca na polaridade do solvente interfere
diretamente na interacdo deste com os compostos presentes no material vegetal.

Tais resultados evidenciam a importancia do estudo prévio das melhores condi¢des de
extracdo para a qualidade do derivado vegetal obtido. Dentre os diversos fatores que podem
influenciar a concentra¢do dos constituintes quimicos de um derivado vegetal, o liquido

extrator € um dos mais relevantes (SANTOS et al., 2014).
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Figura 2 - Concentracdo de fenois totais nas folhas secas pulverizadas (droga vegetal) de Psittacanthus
plagiophyllus submetidas a extragdo por diferentes solventes - dgua e solugOes hidroalcodlicas em diferentes
concentracdes. Os resultados foram calculados a partir de uma curva padréo de 4cido tanico (R%= 0,9984) e est&o
expressos em gramas de equivalentes de &cido tanico (EAT) por 100 gramas de droga vegetal. As médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,01).

E importante observar que a extragdo com agua submetida & temperatura de 70 °C foi
mais eficiente na obtencdo de fenois totais do que a extracdo com agua a 25 °C, que, por sua

vez, possibilitou concentracdo de fenois significativamente inferior & obtida com etanol a
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40%, a mais eficiente dentre as solucdes hidroalcodlicas estudadas. Isto demonstra que o
aumento da temperatura foi fator determinante para a maior solubilidade dos compostos
fenolicos na agua, maximizando sua extracdo. Ja a extracdo realizada com etanol a 80%
propiciou uma concentracdo de fenois totais significativamente menor do que todos os demais
liquidos extratores utilizados (p<0,01), mostrando-se a menos adequada para extracdo destes
compostos (Figura 2).

Resultado semelhante foi obtido por Soberdn et al., (2007), que indicou um percentual
de 8,8% de fenois totais (expressos em equivalentes de cumarina) na droga vegetal da erva-
de-passarinho Psittacanthus cuneifolius submetida a decoc¢do, contra apenas 2,4% na
extracdo com etanol. O estudo de Acosta (2013), também demonstrou maior teor de fenois
totais (expressos em equivalentes de acido galico) e de flavonoides totais (expressos em
equivalentes de catequina) em Psittacanthus calyculatus utilizando apenas agua como liquido

extrator, em comparacdo a extracdo feita com etanol.
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Figura 3 - Concentracdo de taninos totais nas folhas secas pulverizadas (droga vegetal) de Psittacanthus
plagiophyllus submetidas a extragdo por diferentes solventes - dgua e solugBes hidroalcodlicas em diferentes
concentracdes. Os resultados foram calculados a partir de uma curva padréo de 4cido tanico (R”= 0,9925) e estdo
expressos em gramas de equivalentes de &cido tanico (EAT) por 100 gramas de droga vegetal. As médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,01).

Em relacdo a concentragdo de taninos totais (Figura 3), a diferenca entre a 4gua a 70
°C e todos os demais liquidos extratores estudados foi ainda mais evidente. A solubilidade de

uma substdncia organica estd diretamente relacionada com sua a estrutura molecular,
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especialmente com a polaridade das ligagdes e da espécie quimica como um todo, mas é
também muito dependente da temperatura (MARTINS et al., 2013), que no caso da extracdo
de taninos totais de P. plagiophyllus foi um fator determinante. Em fun¢do da economia e da
alta eficiéncia da extracdo, a utilizacdo da agua em temperaturas elevadas (70 a 105 °C) é o
processo mais utilizado para a obtengédo de taninos de drogas vegetais (PAES et al., 2013;
POYER et al., 2015).
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Figura 4 - Concentracdo de flavonoides totais nas folhas secas pulverizadas (droga vegetal) de Psittacanthus
plagiophyllus submetidas a extragdo por diferentes solventes - dgua e solugGes hidroalcodlicas em diferentes
concentracdes. Os resultados foram calculados a partir de uma curva padréo de rutina (R*> = 0,9942) e estdo
expressos em gramas de equivalentes de rutina (ER) por 100 gramas de droga vegetal. As médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,01).

Da mesma forma, a extracdo aquosa a temperatura de 70 °C proporcionou maior
concentragdo de flavonoides totais na droga vegetal de P. plagiophyllus (Figura 4). Em geral,
compostos de alta polaridade sdo soliveis em solventes também polares, enquanto que
compostos apolares ou fracamente polares sdo sollveis em solventes apolares ou de baixa
polaridade (MARTINS et al., 2013). A polaridade dos flavonoides pode variar muito de
acordo com a subclasse da qual fazem parte, porém, em geral sdo extraidos de forma
satisfatoria com liquidos extratores de natureza menos polar (FLORINDO et al., 2013), o que
ocorreu quando a droga vegetal em estudo foi submetida & extracdo com a solucéo
hidroalcodlica a 80%. Todavia, mais uma vez a elevacdo da temperatura da dgua foi um fator

determinante, visto que na temperatura de 25 °C, tal solvente mostrou-se significativamente
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menos eficiente na extracdo de flavonoides totais do que as solucdes hidroalcodlicas contendo
70 e 80% de alcool.

Além de proporcionar maiores teores das classes de metabolitos aqui pesquisadas, a
extracdo com agua a temperaturas elevadas é a mais comumente utilizada pela populacéo, que
prepara decoccOes ou infusdes a partir das folhas de P. plagiophyllus. Outras vantagens da
extragcdo aquosa sdo 0 baixo custo e a seguranc¢a da utilizacdo do solvente, que ndo gera
residuos toxicos e riscos ao consumidor.

Por todas estas razdes, a extracdo com agua a 70 °C foi o método selecionado para a
producdo do extrato aquoso das folhas de P. plagiophyllus, o qual foi utilizado nos ensaios de
caracterizagdo fisico-quimica, atividade anti-inflamatdria in vivo e atividade antioxidante in

vitro.

4.2 Caracterizacdo fisico-quimica do derivado vegetal (extrato aquoso)
4.2.1 Perfil cromatografico por cromatografia em camada delgada

A Cromatografia em Camada Delgada, um dos mais antigos e simples métodos
cromatograficos, é ainda comumente utilizada para a analise de fitoterapicos em diversas
farmacopeias, incluindo a brasileira, pois possibilita o eficiente rastreamento inicial dos seus
constituintes e contribui para o controle de qualidade, ja que permite a identificacdo de
possiveis adulteracdes na matéria-prima e no derivado vegetal (HENRIQUE et al., 2014;
KALYANKAR et al., 2014). A tabela 2 apresenta o perfil cromatografico do extrato aquoso
de P. plagiophyllus por CCD.

Tabela 2 - Perfil cromatografico do extrato aquoso liofilizado das folhas de P. plagiophyllus (EAPp) por
Cromatografia em Camada Delgada.

Classe de metabolitos investigada Resultado

Terpenoides -
Flavonoides +
Cumarinas glicosideas +
Cumarinas agliconas -
Taninos hidrolisaveis +

Taninos condensados +

+ indica a presenca e - indica a auséncia das classes de metabdlitos secundarios nos extratos.
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Os extratos de algumas outras espécies de ervas-de-passarinho pertencentes ao género
botanico Psittacanthus ja foram submetidos a prospeccdes fitoquimicas. Marin-Canchala et
al., (2013), por exemplo, estudaram o perfil fitoquimico do extrato etandlico obtido das folhas
de Psittacanthus cucullaris e também detectaram a presenca de flavonoides, cumarinas e
taninos no extrato. Diferentemente de P. plagiophyllus, no entanto, os resultados foram
positivos para terpenos. Além destes, foram detectados no extrato de P. cucullaris alcaloides,
saponinas, antraquinonas e antocianinas.

O perfil cromatografico por CCD do extrato metandlico de P. calyculatus, estudado
por Avila-Acevedo et al., (2012), demonstrou a presenca de flavonoides, taninos e
fenilpropanoides e a auséncia de antraguinonas, esteroides e alcaloides no extrato. O seu
fracionamento permitiu o isolamento de taninos condensados, do &cido galico e da (+)-
catequina. No extrato aquoso dessa mesma espécie, quatro principais flavonoides tem sido
identificados: (+)-catequina, hesperitina, rutina e quercetina (IBARRA-ALVARADO, 2010;
BAH et al., 2011). Também foi revelada a presenca de acido galico livre no extrato aquoso de
P. calyculatus e, a partir de sua fracdo solivel em metanol, foi identificado um glicosideo da
isoramnetina e um glicosideo da quercetina (BAH et al., 2011)

Ja no estudo de Rodriguez et al., (2008) foi evidenciada a presenca de alcaloides,
secoiridoides e de saponinas no extrato aquoso da espécie Psittacanthus acinarius. No extrato
etanolico da mesma planta, foram detectados, além dos alcaloides e secoiridoides,
triterpenoides e flavonoides.

Esses estudos com outras espécies do género Psittacanthus evidenciam a presenca de
varios compostos nao pesquisados em P. plagiophyllus neste trabalho, como os alcaloides, as
antraquinonas e as saponinas, e demonstram a necessidade de uma prospecc¢do fitoquimica
mais completa para caracterizacdo do EAPp. No entanto, as classes de compostos fendlicos
detectadas em P plagiophyllus nesta analise qualitativa preliminar sdo suficientes para instigar
0 interesse por suas propriedades farmacoldgicas, visto que diversos flavonoides, taninos e
cumarinas estdo diretamente associados as propriedades terapéuticas de muitas plantas,
inclusive no tratamento de desordens inflamatorias (FUNAKOSHI-TAGO et al., 2015; JIA-
BAO et al., 2015; YANG et al., 2015).

Os flavonoides compreendem aproximadamente metade das estruturas fenolicas
existentes. Quimicamente, caracterizam-se pela presenca de um nucleo comum de
fenilcromanona (C6-C3-C6), que consiste de trés anéis fenolicos com substituicdo em uma ou

mais hidroxilas, incluindo derivados ligados a agucares. Dependendo de sua estrutura
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quimica, os flavonoides enquadram-se em diferentes subclasses: flavonois, flavonas,
flavanonas, catequinas, antocianinas, isoflavonas, diidroflavonois e chalconas (KUMAR e
PANDEY, 2013; YANAGIHARA et al., 2014). O interesse farmacoldgico nestes compostos
é significativo principalmente devido as suas propriedades em combater radicais livres,
associados a doencas cronico-degenerativas (CORCORAN et al., 2012). Muitos flavonoides
apresentam acdo preventiva e no tratamento de doencas cardiovasculares, acao
hepatoprotetora, antidiabética, gastroprotetora, anticancerigena, antimicrobiana, antiviral,
neuroprotetora, antioxidante e anti-inflamatéria (TANWAR e MODGIL, 2012; ROMANO et
al., 2013; CHEN et al., 2014; DINIZ et al., 2015; FUNAKOSHI-TAGO et al., 2015; XIE et
al., 2015).

Outro relevante grupo de compostos fendlicos detectado no EAPp é o dos taninos, 0s
quais podem ser classificados em hidrolisdveis ou condensados e apresentam importancia
tanto farmacol6gica quanto nutricional. Taninos condensados ou proantocianidinas s&o
polimeros de flavonoides unidos por ligagdes carbono-carbono. J& os taninos hidrolisaveis sao
constituidos por diversas moléculas de &cidos fendlicos unidas a um residuo de glicose
central. Sdo chamados hidrolisaveis porque suas ligacdes ésteres sdo passiveis de sofrer
hidrélise por acidos ou enzimas, produzindo éacido galico (galotaninos) ou &cido eldagico
(elagitaninos) (OKUDA e ITO, 2011; POYER et al., 2015). J& foram descritos para 0s
taninos, dentre outros, efeitos antibacteriano (RODRIGUES et al., 2014), antifungico (LUIZ
et al., 2015), cicatrizante (LEAL et al.,, 2015), antiviral (THEISEN et al.,, 2014),
gastroprotetor (PRADO et al., 2014), antioxidante e anti-inflamatério (PARK et al., 2014;
JIA-BAO et al., 2015). Trés propriedades comuns aos taninos hidrolisaveis e condensados sdo
responsaveis pela maior parte de suas atividades bioldgicas: complexagdo com ions metalicos,
atividade sequestradora de radicais livres e habilidade de complexacdo com proteinas e
polissacarideos (SANTOS e MELLO, 2007).

Por sua vez, as cumarinas consistem estruturalmente em lactonas do &cido o-hidrdxi-
cindmico e ocorrem nas plantas como agliconas ou na forma glicosilada, tal como foram
detectadas no EAPp. A pesquisa de medicamentos de origem vegetal tem conduzido a um
renomado interesse por esses compostos, para 0s quais muitas atividades farmacoldgicas ja
foram descritas, tais como antiviral, antitumoral, antibacteriana, antifungica, anticoagulante,
anti-hipertensiva, anti-hiperglicémica, neuroprotetora, antioxidante e anti-inflamatoria (JAIN
e JOSHI, 2012; VENUGOPALA et al., 2013; ASIF, 2015).
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4.2.2 Conteudo de fenois totais, taninos e flavonoides

A tabela 3 mostra a concentracdo dos compostos fenolicos totais, dos flavonoides
totais e dos taninos hidrolisaveis e condensados do extrato aquoso liofilizado de P.
plagiophyllus.

Apesar de o teor de compostos fenolicos totais presentes no EAPp ter sido alto
(Tabela 3), concentracdes maiores tém sido encontradas em extratos de outras espécies de
ervas-de-passarinho do género Psittacanthus, produzidos por metodologias diferentes. Marin-
Canchala et al., (2013) encontraram 23,5% de fenois totais (expressos em equivalentes de
acido galico) na fracdo aquosa obtida do extrato etandlico de folhas de Psittacanthus
cucullaris. Ja no extrato aquoso liofilizado de P. calyculatus, Ibarra-Alvarado et al., (2010)

encontraram 25,31% de fenois totais (expressos em equivalentes de acido galico).

Tabela 3 - Conteudo de fenois totais, de flavonoides totais e de taninos totais, hidrolisiveis e condensados no
extrato aquoso liofilizado de P. plagiophyllus (EAPp). Os resultados estdo expressos como médiatdesvio padrao
(n=3).

. . Concentragéo
Classe de metabdlitos pesquisada
(9/100 g do EAPp)

Fenois totais (expressos em EAT) 12,62+0,18
Taninos totais (expressos em EAT) 5,39+0,01
Taninos hidrolisaveis (expressos em EAT) 12,54+0,24
Taninos condensados (expressos em EC) 8,37+0,32
Flavonoides totais (expressos em ER) 1,23+0,02

EAT = Equivalentes de Acido Tanico; EC = Equivalentes de Catequina; ER = Equivalentes de Rutina.

O extrato aquoso de P. plagiophyllus apresentou altos teores de taninos,
principalmente hidrolisiveis (Tabela 3), mas ndo foram encontrados na literatura estudos de
doseamento de taninos em outras espécies do género Psittacanthus e da familia Loranthaceae,
0 que impossibilita uma analise comparativa. Bah et al., (2011), entretanto, descobriu que a
maior parte do acido géalico identificado no extrato aquoso de Psittacanthus calyculatus esta
na sua forma livre e representa em média 2,66% do extrato.

Flavonoides foram encontrados em maiores concentracdes na erva-de-passarinho
Psittacanthus calyculatus, em comparacdo aos resultados exibidos neste trabalho para P.
plagiophyllus (Tabela 3). Ibarra-Alvarado et al., (2010), por exemplo, estimaram a presenga
de flavonoides totais a uma concentragcdo de 3,34% no extrato aquoso liofilizado de P.
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calyculatus, expressos em equivalentes de (+)-catequina. Bah et al., (2011), por sua vez,
quantificaram em 5,93%, o teor de (+)-catequina presente no extrato aquoso de P.

calyculatus.

4.2.3 Rendimento, residuo seco, densidade, pH e viscosidade

A tabela 4 exibe alguns parédmetros fisico-quimicos do extrato aquoso de P.
plagiophyllus liofilizado e ressuspendido em agua mili-Q (25 mg/mL), determinados de
acordo com o preconizado pela Farmacopeia Brasileira, 52 edicdo (BRASIL, 2010).

N&o ha na Farmacopeia Brasileira, ou em outro compéndio oficial, limites de valores
de residuo seco, densidade, pH e viscosidade adequados para extratos vegetais. No entanto, a
determinacdo de tais parametros é fundamental no processo de padronizacdo dos derivados
vegetais, pois contribui para a sua caracterizacdo e, consequentemente, para o controle da
qualidade e da estabilidade dos mesmos (BORELLA e CARVALHO, 2011).

Tabela 4 - Pardmetros fisico-quimicos do extrato aquoso seco e ressuspendido das folhas de Psittacanthus
plagiophyllus (EAPp). Os resultados estdo expressos como médiatdesvio padrdo de trés determinacoes.

PARAMETRO AVALIADO RESULTADO
Rendimento (%) 28,5%

EAPp ) s

Densidade aparente (g/cm?) 0,71+0,01
seco

Residuo seco (% - m/m) 91,17+0,16
Densidade relativa (d23) ( g/cm?) 1,01+0,06

EAPp _ ,
] Densidade de massa (g/cm?) 1,11+0,07

ressuspendido

(25 mg/mL) Viscosidade (cP) 2,50+0,08
pH 4,80+0,05

O alto percentual de residuo seco do EAPp liofilizado (Tabela 4) deve-se ao fato de
tratar-se de um extrato cujo solvente utilizado para a extracdo ja havia sido eliminado. A
determinacéo do residuo seco em extratos secos é importante por indicar a quantidade de agua
e volateis ainda presentes no derivado, neste caso, 8,83+0,16%. Isto indica a quantidade real
de substancias extraidas e também demonstra a adequacdo das condi¢Ges de armazenamento
do mesmo, o que é fundamental para a sua estabilidade.

A viscosidade é outro parametro fisico importante para caraterizacdo de um extrato

liquido e é variavel de acordo com a temperatura e com o liquido extrator empregado na
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preparacdo. A viscosidade do EAPp foi baixa (Tabela 4), em fungdo de o extrato ter sido
ressuspendido em agua e a uma concentragdo relativamente baixa. Os valores de viscosidade
estabilizaram no display do viscosimetro quando foi utilizado o sensor de cisalhamento de n°
61, a 50 rpm, com um torque médio de 2,10+£0,08%. Como a temperatura é um fator que
influencia diretamente na viscosidade, é importante mencionar que a temperatura do EAPp no
momento da analise era de 22,5 °C.

O pH acido do extrato aquoso liquido de P. plagiophyllus (Tabela 4) indica a presenca
de substancias acidas no extrato, uma vez que o valor de pH da agua mili-Q utilizada na
ressuspencdo foi menos &cido (5,99) e ndo justifica a sua acidez, a qual se deve as altas
concentracfes de compostos fendlicos presentes. A temperatura da amostra no momento da
medicdo do pH era de 22,7 °C.

4.3 Atividade anti-inflamatoria in vivo do extrato padronizado de folhas de
Psittacanthus plagiophyllus
4.3.1 Edema de pata induzido por carragenina e por dextrana

A figura 5 mostra a evolucdo do volume do edema da pata de ratos da 12 até a 42 hora
ap6s a injecdo do agente flogistico carragenina. O extrato aquoso de folhas de P.
plagiophyllus reduziu a formagdo do edema de pata induzido por carragenina em ratos em
todas as doses administradas, de maneira dose-dependente. Porém, somente com as duas
maiores doses testadas (500 e 1000 mg/Kg) houve reducdo significativa (p<0,01) no volume
do edema, quando comparadas aos animais que receberam por via oral apenas o veiculo, a
partir da 22 hora de medigéo.

A administracdo do EAPp na dose de 500 mg/Kg suprimiu o edema em
70,23+12,70%; 62,21+3,16% e 59,07+4,64%, na 22 na 3% e na 42 hora, respectivamente. Na
dose de 1000 mg/Kg, o EAPp foi capaz de reduzir a formacdo do edema em 69,30+7,87% na
22 hora, 80,37+6,58% na 3?2 hora, e em 65,89+766% na 4% hora apds a injecdo do agente
flogistico.

A indometacina (10 mg/Kg), droga padrdo utilizada como controle positivo no
experimento, também reduziu significativamente (p<0,01) o volume do edema na 22
(95,35+3,60%), na 32 (95,09+2,33%) e na 4% hora (80,16+8,64%) ap0s a inducdo por

carragenina.
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Figura 5 - Efeito da administracdo oral do EAPp - extrato aquoso de folhas de Psittacanthus plagiophyllus (250,
500 e 1000 mg/Kg) e da indometacina (10 mg/Kg) no volume do edema de pata induzido por carragenina em
ratos. Cada ponto representa a média (n=6) do volume do edema e as barras representam o erro padrdo da média.
** indica diferenca significativa (p<0,01) entre os grupos tratados e o controle negativo (NaCl 0,9%) pelo teste
de Dunnett.

A carragenina ¢ um polissacarideo obtido a partir de algas marinhas vermelhas, cuja
injecdo em ratos induz a liberacdo de importantes mediadores da resposta inflamatéria. O
edema de pata induzido por esse agente flogistico é, portanto, um modelo de inflamacgéo
aguda amplamente utilizado para a pesquisa de drogas com propriedades anti-inflamatérias. O
desenvolvimento do edema na pata de ratos ap0s a injecdo da carragenina tem sido descrito
como um evento bifasico, no qual varios mediadores atuam em sequéncia para produzir a
resposta edematogénica (NECAS e BARTOSIKOVA, 2013).

A fase inicial (1 h - 3 h) é caracterizada principalmente pela liberacdo de histamina e
serotonina, seguida da liberacdo de bradicinina. J& na fase tardia (3 h - 4 h), ocorre, sobretudo,
0 aumento da producédo e liberacdo de prostaglandinas (PATEL e GOWDA, 2012). Esses
mediadores induzem o aumento do fluxo sanguineo para o tecido inflamado devido a
vasodilatacdo e ao aumento da permeabilidade vascular, o que resulta na formacédo do edema,
um dos sinais classicos da inflamacéo, utilizado como parametro para avaliacdo da atividade-
anti-inflamatoria do EAPp neste modelo (RICCIOTTI e FITZGERALD, 2011).

Uma vez que o efeito anti-inflamatério da droga testada neste ensaio é associado a
inibicdo dos mediadores responsaveis por cada fase (PATEL e GOWDA, 2012), pode-se
sugerir que 0 EAPp tem acdo supressiva sobre os mediadores tanto da fase precoce, quanto da
fase tardia da resposta edematogénica, podendo atuar na inibicdo da liberacdo das aminas
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vasoativas e da bradicinina ou da producéo de prostaglandinas e de outros produtos da ciclo-
oxigenase. O mecanismo de acdo dos anti-inflamatorios nao estercoidais (AINEs), como a
indometacina, também envolve a inibi¢do da producdo de prostaglandinas pelas ciclo-
oxigenases (RICCIOTTI e FITZGERALD, 2011). O extrato aquoso das folhas de
Dendrophthoe falcata, outra erva-de-passarinho pertencente a familia Loranthaceae, também
suprimiu o edema de pata induzido pela carragenina em ratos na fase tardia, 4 horas apos a
injecdo da carragenina (PATIL et al., 2011).

Como a resposta inflamatéria é um evento complexo que envolve a participacdo de
varios mediadores, foram realizados estudos adicionais para melhor compreensdo da acéo

antiedematogénica exibida pelo extrato de P. plagiophyllus neste modelo de inflamagéo.
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—&— Dexametasona 1 mg/Kg
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Figura 6 - Efeito da administracdo oral do EAPp - extrato aquoso de folhas de Psittacanthus plagiophyllus (250,
500 e 1000 mg/Kg) e da dexametasona (1 mg/Kg) no volume do edema de pata induzido por dextrana em ratos.
Cada ponto representa a média (n=6) do volume do edema e as barras representam o erro padrdo da média. **
indica diferenca significativa (p<0,01) entre os grupos tratados e o controle negativo (NaCl 0,9%) pelo teste de
Dunnett.

No modelo do edema de pata induzido por dextrana em ratos, o0 EAPp também
reduziu, de forma dose-dependente, a formacdo do edema em todas as doses administradas
aos animais (Figura 6). No entanto, a reducéo foi significativa (p<0,01) somente com as
doses de 500 e 1000 mg/Kg, em comparagdo ao grupo controle negativo. Quando
administrado na dose de 500 mg/Kg, o EAPp reduziu significativamente a formacgdo do
edema em 37,21+4,93% aos 30 minutos, 30,61+6,82% aos 60 minutos, 33,91+12,18% aos 90
minutos e em 41,21+9,46% aos 120 minutos apos a inje¢cdo da dextrana. Na dose de 1000
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mg/Kg, o extrato aquoso das folhas de P. plagiophyllus também atuou aos 30, 60, 90 e 120
minutos apds a indugdo da inflamagdo, reduzindo de maneira significativa a formacgdo do
edema em 39,53+11,74%; 43,88+11,62%; 46,55+11,28% e 47,27+12,77%, respectivamente.

O edema causado pela dextrana ndo € suprimido pelos anti-inflamatorios néo-
estereoidais, como a indometacina (LO et al., 1982), o que explica a utilizagdo do
corticosteroide dexametasona (1 mg/Kg) como controle positivo neste ensaio. Conforme
esperado, a dexametasona atuou na inibi¢do da formacéo do edema induzido pela dextrana em
todos os tempos avaliados. As inibi¢cbes foram de 54,65+5,16; 46,43+6,42; 72,99+2,55 e
74,55+3,77 aos 30, 60, 90 e aos 120 minutos, respectivamente.

As dextranas sdo polissacarideos de alto peso molecular, sintetizados a partir da
sacarose processada pela enzima dextranasacarase, a qual é secretada pelas bactérias
agrupadas na familia Lactobacillaceae, nos géneros Lactobacillus, Streptococcus e
Leuconostoc. A maior parte das dextranas, no entanto, é sintetizada industrialmente pela
bactéria Leuconostoc mesenteroides (VETTORI, 2011), incluindo a dextrana utilizada nesta
pesquisa.

A injecdo de dextrana na pata de ratos promove a degranulacdo parcial de mastdcitos,
com liberacdo de histamina e serotonina, que, por sua vez, sdo responsaveis pela rapida
formacdo de um edema caracterizado pela acumulacdo de fluido pobre em proteinas e em
neutrofilos (NISHIDA et al., 1978; NISHIDA et al., 1979), diferentemente do observado com
a administracdo da carragenina, que ocasiona a formacdo de um exsudato com alta
concentracdo de proteinas e neutrofilos (LO et al.,, 1982). O extrato aquoso de P.
plagiophyllus foi eficiente em inibir a formagdo do edema pela administracdo subcutanea da
dextrana na pata de ratos, o0 que, portanto, sugere um possivel efeito inibitério na acdo da
histamina e da serotonina, responsaveis pela formacéo do edema neste modelo animal.

As diferencas na composicdo do fluido inflamatério acumulado em resposta a
presenca da dextrana e da carragenina estdo relacionadas a diferentes mecanismos de aumento
da permeabilidade vascular e aos mediadores envolvidos. A agdo edematogénica causada pela
dextrana envolve a ultrafiltracdo do plasma (transudacdo), enquanto a causada pela
carragenina envolve o vazamento do plasma (exsudagdo) (LO et al., 1982). Como o EAPp
apresentou acdo antiedematogénica nos modelos de edema de pata induzido por esses dois
agentes, é possivel que seu efeito anti-inflamatorio envolva a inibigdo de eventos vasculares e

celulares da resposta inflamatoria.
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4.3.2 Inflamag&o na bolsa de ar subcutéanea

Apols a identificacdo da possivel acdo inibitéria do EAPp sobre os diferentes
mediadores da resposta edematogénica causada pela carragenina e pela dextrana (Figuras 5 e
6), 0 proximo passo para a compreensdo parcial de seu mecanismo de agdo consistiu em
avaliar sua acdo sobre a alta concentragdo de proteinas e de leucécitos que caracterizam o
exsudato inflamatorio formado em resposta a carragenina (LO et al., 1982). Para isto,
utilizamos o modelo de inflamacgédo aguda induzida por carragenina na bolsa de ar subcutanea
formada no dorso de camundongos.

A bolsa de ar subcutanea é um modelo in vivo muito conveniente para o estudo da
acao anti-inflamatoria aguda e cronica de drogas. A injecdo subcutanea de ar no dorso dos
animais provoca o rompimento do tecido conectivo subcutaneo, resultando na formacdo de
um revestimento semelhante a membrana sinovial que, apos seis dias, fornece um ambiente
ideal para a migragdo do exsudato inflamatdrio em resposta a agentes irritantes. Esta cavidade
possui caracteristicas semelhantes a sinovia inflamada de pacientes com artrite reumatoide, o
que justifica a utilizacdo deste modelo para a pesquisa de farmacos antiartriticos. A resposta
inflamatoria ocasionada pela injecdo de carragenina na bolsa pode ser quantificada por meio
da medicdo do volume do exsudato, da concentracdo de proteinas, do recrutamento de
neutrofilos e da liberagdo de mediadores (DUARTE et al., 2012).

Em relacdo ao recrutamento de células, ficou demonstrado que, em todas as doses
administradas, o EAPp foi capaz de inibir significativamente (p<0,01) a migracdo de
leucdcitos totais para a bolsa, quando comparado ao grupo controle negativo, que recebeu por
via oral apenas &gua (Figura 7). As doses de 250, 500 e 1000 mg/Kg do EAPp reduziram a
migracdo de leucdcitos em 87,45+4,13; 90,91+1,59% e 93,94+1,98%, respectivamente. A
droga padrdo anti-inflamatéria utilizada no ensaio - dexametasona na dose de 1 mg/Kg -
também reduziu significativamente (80,52+3.81%) o numero total de leucdcitos que
migraram para a bolsa ap6s a injecdo da carragenina na cavidade.

A acdo anti-inflamatdria do extrato neste modelo é baseada principalmente na reducéo
da migracdo de neutrofilos para a cavidade, que pdde ser avaliada a partir da contagem
diferencial de leucdcitos. Conforme pode ser observado na figura 8, a administracéo oral do
EAPp reduziu significativamente (p<0,01) o numero de neutrdfilos recrutados em
90,88+0,54% com a dose de 250 mg/Kg, 93,24+0,77% com a dose de 500 mg/Kg e em

96,43+0,34% com a dose de 1000 mg/Kg do extrato. J& a dexametasona, inibiu a migracdo de
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neutréfilos em 88,75+2,09%, quando comparada ao grupo controle negativo, que recebeu

apenas agua por via oral.
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Figura 7 - Efeito da administracdo oral do EAPp - extrato aquoso de folhas de Psittacanthus plagiophyllus (250,
500 e 1000 mg/Kg) e da dexametasona (1 mg/Kg) no nimero total de leucdcitos do lavado da bolsa de ar
subcutdnea de camundongos com inflamacéo induzida por carragenina. O grupo Naive recebeu por via oral
apenas o veiculo (agua) e injecdo subcuténea de PBS estéril na bolsa. Cada coluna representa a média (n=6) do
ntmero de leucdcitos e as barras representam o erro padrdo da média. ** indica diferenga significativa (p<0,01)
entre os grupos tratados e o controle negativo (agua) pelo teste de Dunnett.
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Figura 8 - Efeito da administracdo oral do EAPp - extrato aquoso de folhas de Psittacanthus plagiophyllus (250,
500 e 1000 mg/Kg) e da dexametasona (1 mg/Kg) no nimero de neutréfilos recrutados para a bolsa de ar
subcutanea de camundongos com inflamacdo induzida por carragenina. O grupo Naive recebeu por via oral
apenas o veiculo (agua) e injecdo subcutanea de PBS estéril na bolsa. Cada coluna representa a média (n=6) do
ntmero de neutréfilos e as barras representam o erro padrdo da média. ** indica diferenca significativa (p<0,01)
entre 0s grupos tratados e o controle negativo pelo teste de Dunnett.
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A determinacdo da concentragdo de proteinas no lavado da bolsa de ar subcutanea dos
camundongos possibilitou quantificar, indiretamente, o exsudato inflamatorio presente na
cavidade. Na figura 9, que exibe a média da concentracdo de proteinas no exsudato coletado
dos grupos teste e controles, é possivel observar que, quando comparada ao grupo controle
negativo, cujos animais receberam por via oral apenas &gua, a administracdo do extrato
aquoso de P. plagiophyllus possibilitou reducdo significativa (p<0,01) na formacdo de
exsudato inflamatorio nas trés doses testadas. As doses de 250, 500 e 1000 mg/Kg inibiram a
exsudacdo em 16,93+4,55%, 18,72+2,60% e 21,75+4,21%, respectivamente. Por sua vez, a
dexametasona (1 mg/Kg) inibiu em média 18,95+4,54% a exsudacdo, em comparagdo ao

grupo controle negativo.
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Figura 9 - Efeito da administragdo oral do EAPp - Extrato Aquoso de folhas de Psittacanthus plagiophyllus
(250, 500 e 1000 mg/Kg) e da dexametasona (1 mg/Kg) na exsudagdo em resposta a inflamagédo induzida por
carragenina, avaliada por meio da concentracdo de proteinas totais na bolsa de ar subcutanea. O grupo Naive
recebeu por via oral apenas o veiculo (dgua) e injecdo subcutanea de PBS estéril na bolsa. A determinagdo da
concentragdo de proteinas foi realizada por reacdo de Bradford, a partir de uma curva padrao de albumina sérica
bovina, por meio da equacdo da reta y = 0,0102x + 0,301 (R? = 0,9942). Cada coluna representa a média (n=6)
da concentracdo de proteinas e as barras representam o erro padrdo da média. ** indica diferenca significativa
(p<0,01) entre os grupos tratados e o controle negativo (dgua) pelo teste de Dunnett.
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Ficou demonstrado com este modelo de inflamagdo, portanto, que o extrato aquoso
padronizado obtido das folhas de P. plagiophyllus possui consideravel acao anti-inflamatoria,
atuando de maneira eficiente na reducdo tanto da exsudacdo como do recrutamento de
leucdcitos, sobretudo neutréfilos. Dentre os principais mediadores inflamatdrios que possuem
papel na vasodilatacdo e no aumento da permeabilidade vascular, estdo o peptideo vasoativo
bradicinina, a amina vasoativa histamina, o 6xido nitrico e a prostaglandina E,. Quanto ao
recrutamento de leucocitos para o sitio da inflamacéo, os mediadores mais relevantes sdo o
eicosanoide Leucotrieno B4, as citocinas TNF-a e IL-1p e a quimiocina IL-8 (CRUVINEL et
al., 2010). Estudos adicionais envolvendo a acdo do EAPp sobre esses e outros mediadores
sdo fundamentais para a elucidacdo dos mecanismos pelos quais este extrato age na reducao
da permeabilidade vascular e da migracdo leucocitaria durante a resposta inflamatoria aguda.

O alto teor de compostos fenolicos totais e a presenca de taninos, cumarinas e
flavonoides no EAPp podem estar relacionados a agdo anti-inflamatdria exibida pelo extrato
em todos os modelos de inflamacdo aguda estudados neste trabalho. Pesquisas in vitro e in
vivo demonstram que alguns compostos fendlicos podem apresentar efeitos anti-inflamatérios
devido a capacidade de reducdo da sintese de eicosanoides, acdo supressiva na producdo de
moléculas pro-inflamatérias, modulacdo da expressdo de genes relacionados a resposta
inflamatoria, além da possibilidade de atuagdo direta ou indireta na atividade de células
inflamat6rias como linfécitos, celulas natural killer, mondcitos, neutréfilos, mastécitos e
macrofagos (KUMAR e PANDEY, 2013; ROMANO et al., 2013).

Outro mecanismo de acdo anti-inflamatdria de derivados vegetais consiste no poder
antioxidante atribuido principalmente a seus compostos fendlicos, visto que os radicais livres
possuem papel importante na patogénese de doencas associadas a desordens inflamatérias
(BREWER, 2011; WALTER e MARCHESAN, 2011). No intuito de avaliar esta hipétese, o

EAPp foi submetido a um ensaio de atividade antioxidante in vitro.

4.4  Capacidade antioxidante in vitro do extrato padronizado de folhas de Psittacanthus
plagiophyllus

Os radicais livres, especialmente as espécies reativas de oxigénio (ERO), sdo produtos

constantes de alguns processos fisiologicos, como a fosforilagdo mitocondrial da cadeia

transportadora de elétrons. No entanto, em condic¢des patologicas, sédo produzidos em grandes

guantidades, superando a capacidade dos antioxidantes enddgenos e exdgenos e gerando

estresse oxidativo. ERO como o anion superoxido (O,"), o radical hidroxila (HO") e o

peréxido de hidrogénio (H,O,) sdo altamente reativas e interagem com macromoléculas
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essenciais, como 0 DNA, proteinas e lipidios, causando danos celulares associados a diversas
enfermidades cronicas, tais como o diabetes, as doengas cardiovasculares e o cancer, além de
outras desordens inflamatorias (BREWER, 2011).

Neste contexto, a realizacdo de testes in vitro para avaliacdo da acdo antioxidante de
derivados vegetais com potencial terapéutico € muito Gtil para a compreensdo de suas
propriedades farmacoldgicas. Para a avaliacdo do poder antioxidante do extrato aquoso
padronizado obtido das folhas de P. plagiophyllus foi empregado o método de sequestro do
radical livre DPPH, o qual é considerado um dos mais simples, precisos e reprodutiveis na
avaliacdo da atividade antioxidante de extratos vegetais e de substancias puras (ALVES et al.,
2010).

O estudo de tempo de reacdo do EAPp com o radical livie DPPH mostrou estabilidade
da reacdo aos 45 minutos. O percentual de inibicdo do DPPH chegou a 93,13% com a
concentracdo de 75 ug/mL do EAPp, resultado superior ao do trolox, que foi de 67,26% na
maior concentracgdo testada (5 ug/mL), conforme elencado na tabela 5.

A concentracdo do EAPp capaz de reduzir em 50% o radical DPPH foi de 21,70+1,20
pg/mL, evidenciando seu alto potencial antioxidante, o qual pode ser atribuido principalmente
a elevada concentracdo de compostos fenolicos totais no extrato (12,62%), conforme
demonstrado anteriormente nesta pesquisa, na tabela 3.

Tabela 5 - Capacidade antioxidante do EAPp e do trolox pelo método de sequestro do radical livre DPPH. Os
resultados estdo expressos como médiatdesvio padrao (n=3).

Concentracéo o
Amostra testada % de Inibicéo 1Cs (ng/mL)
(ng/mL)
10 29,49+1,62
EAPp
25 63,33£3,71
. 50 80,63+1,49 21,70+1,20
(45 minutos de
x 75 93,13+1,71
reacao)
100 91,79+0,41
1 10,83+0,78
Trolox
2 32,39+0,53
. 3 44,8443,70 3,52+0.08
(5 minutos de
4 59,54+4,83
reacao)
5 67,26+0,63

EAPp = Extrato aquoso de folhas de P. plagiophyllus; DPPH = 2,2-difenil-1-picril-hdrazil;
ICso = Concentragdo inibitoria capaz de reduzir em 50% o radical DPPH.
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Os compostos fendlicos agem como antioxidantes principalmente devido a sua
habilidade em doar atomos de hidrogénio e, portanto, inibir as reaces em cadeia provocadas
pelos radicais livres. Ademais, aléem do sequestro de espécies reativas de oxigénio, esses
compostos podem atuar na supressdo da peroxidacéo lipidica, reciclando outros antioxidantes,
como o a-tocoferol; no aumento da atividade de enzimas antioxidantes; na ligagcdo a metais
pré-oxidantes, como o ferro e o cobre, o que previne a formacgdo de radicais livres; e na
inducdo da sintese de proteinas com propriedades antioxidantes (WALTER e MARCHESAN,
2011). Entretanto, a melhor elucidacdo dos mecanismos envolvidos no poder antioxidante do
extrato aquoso de P. plagiophyllus demanda a realizacdo de testes adicionais in vitro e
também in vivo.

O estudo do poder antioxidante de outras espécies do género Psittacanthus também
mostrou boa capacidade sequestradora do radical livie DPPH para o extrato etandlico de
Psittacanthus cucullaris (MARIN-CANCHALA et al., 2013) e para 0s extratos aquoso e
etandlico de Psittacanthus acinarius (RODRIGUEZ et al., 2008), resultados que também

foram associados sobretudo a alta concentracdo de fenois nos extratos.
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5 CONCLUSOES

A extragdo aquosa a 70 °C mostrou-se mais adequada para a obtencdo do extrato a
partir da droga vegetal de P. plagiophyllus. Tanto a droga vegetal quanto o extrato aquoso de
P. plagiophyllus foram caracterizados em relacdo a diversos parametros fisico-quimicos de
controle de qualidade e seguiram o preconizado pela ANVISA por meio da 5° edi¢do da
Farmacopeia Brasileira.

A andlise fitoquimica qualitativa do EAPp indicou a presenca de cumarinas, taninos
hidrolisaveis, taninos condensados e de flavonoides e o doseamento de compostos fendlicos
demonstrou alto teor de fenois totais no extrato, principalmente de taninos hidrolisaveis e
condensados.

O EAPp suprimiu a formacdo do edema de pata induzido em ratos tanto por
carragenina como por dextrana e foi eficiente na reducdo da exsudacdo e do recrutamento de
leucdcitos totais e de neutrofilos em resposta a injecdo de carragenina. O extrato apresentou
ainda alta capacidade antioxidante in vitro.

A consideravel acdo anti-inflamatdria e antioxidante exibida pelo EAPp nos modelos
realizados neste trabalho fornece uma base cientifica para seu uso etnobotanico no tratamento
de desordens inflamatérias. Porém, estudos adicionais sdo fundamentais para a elucidacdo do
exato mecanismo de acdo anti-inflamatéria do extrato e para a identificacdo das substancias
responsaveis por este efeito.

Além de contribuir para a pesquisa de novos anti-inflamatérios de origem natural, o
presente estudo representa um importante avango no estudo farmacoldgico, fitoquimico e de
controle de qualidade dos extratos de espécies de erva-de-passarinho (Loranthaceae) nativas

do Brasil e utilizadas para fins terapéuticos pelas comunidades locais.
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7 ANEXOS

ANEXO I - IDENTIFICACAO BOTANICA E REGISTRO DAS EXSICATAS

Herbario HSTM N* 000074
Familia: LORANTHACEAE
Fspécie:  Psittacanthus plagiophylius Eichl,
Det.: Caires, C.5, Data: 17 dezembro 2012

Localidade: Brasil, Para, Santarém, Vila de Alter-do-Chio, Em uma casa a
margem da Rodovia PA 457, proximo a entrada da vila.
Parasitando Anacardium occidentale.

Coordenadas: Altitude: m
Coletor: Rezerra, ANS an Drata: 23 maio 2015

Notas: Arbusio, hemiparasita aérea {de ramos), inflorescéncia
predominantemente na cor laranja.
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