L

o

Universidade Federal do Maranhao
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude
Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias da Saude
Mestrado

Estudo de validacao da espécie de
Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. (Iridaceae):

Aspectos de farmacobotanica, quimica e biologia

MARIANA AMARAL OLIVEIRA

Sao Luis

2019



MARIANA AMARAL OLIVEIRA

Estudo de validacao da espécie de
Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. (Iridaceae):

Aspectos de farmacobotanica, quimica e biologia

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo
em Ciéncias da Saide como requisito parcial para obtencdo

do titulo de Mestre em Ciéncias da Saude.

Orientadora: Prof.? Dr* Denise Fernandes Coutinho Moraes

Sao Luis

2019



Ficha gerada por meio do SIGAAMIDlioteca com dados farnecidaos pelal(a) autor{a).
Mucleo Integrado de Bibliotecas/UFMA

COLIVEIRA, MARIAMNE AMARAT,.
Estudo de walidagio da espécie de Eleutherine bulbosa

Mill . Urk. Iridaceaes: Lspectos de farmacobotbinica,
quimica ¢ biclogia / MARIBNAE AMARAT CLIVEIRZ. - 2019.
140 £.

Orientador{al : DEMNISE FERMAMNDES COUTINHO.

Disgertagic (Mestradol - Frograma de Pds-graduacio em
Cigncias da Sande//occks, Universidade Federal do Maranhio,
S8o0 Luis, 2019,

1. BAntioxidante. 2. Coguinho. 3. Mediadores
inflamatdrios. 4. Modelo de ciatalgia. 5. HMNaftogquinonas.
I. COUTINHO, DEMISE FERMEMDES. II. Titulo.




MARIANA AMARAL OLIVEIRA

Estudo de validacao da espécie de Eleutherine bulbosa (Mill.)
Urb. (Iridaceae): Aspectos de farmacobotanica, quimica e

biologia

Dissertac@o apresentada ao Programa de P6s-Graduacao
em Ciéncias da Sadde como requisito parcial para

obtencdo do titulo de mestre.

Aprovada em 29/04/2019

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dra. Denise Fernandes Coutinho Moraes
Universidade Federal do Maranhio

ORIENTADORA

Prof. Dra.Iracelle Carvalho Abreu
Universidade Federal do Maranhio

TITULAR

Prof. Dra Lucilene Amorim Silva
Universidade Federal do Maranhio

TITULAR

Prof. Dr. Aramys Silva dos Reis
Universidade Federal do Maranhido - IMPERATRIZ
EXTERNO - TITULAR



O saber a gente aprende com os mestres e com os livros,
A sabedoria se aprende é com a vida e com os humildes.

Cora Coralina



A minha mae, minha maior incentivadora,
Meu anjinho Arthur (in memorium)
e meu guerreiro Miguel

Dedico este trabalho



AGRADECIMENTOS

Ao meu filho querido Arthur (in memorium) que partiu cedo demais, mas foi meu
maior incentivador para buscar ser uma pessoa melhor.

Ao meu bebé Miguel que chegou para trazer cor nos meus dias. A razdo de toda
minha vida e motivo de toda minha felicidade.

A minha mae, minha fortaleza, por sempre acreditar na minha capacidade, por me
cobrar para querer sempre mais. Por nunca me deixar desistir, por me ensinar tudo que
sei. Tudo que sou devo a ela. Todas as minhas conquistas sdo dedicadas a ela.

Ao meu marido Nadiano por ter me apoiado e suportado em todos os momentos,
sempre me apoiando e incentivando a nunca desistir.

Minhas irmds Silvia Amélia e Mayara por todo suporte emocional. Meus
sobrinhos-filhos Gabriel e Juilia que sdo os amores da minha vida.

Ao meu amado av6 José Maria do Amaral (in memorium) que me ensinou desde
pequena, a importancia do saber. Sempre me estimulando e mostrando que conhecimento
€ poder. A minha avé Léa Amaral por todo carinho e cuidado.

A minha tia-mae dourada, professora Flavia Amaral por me incentivar € me tratar
como filha, por toda a paciéncia e todos os ensinamentos. Por ser meu espelho e fonte de
inspiragao e orgulho.

A professora Denise Coutinho por todo ensinamento e orientacdo. Por sua
disponibilidade e toda atencdo dispensada sempre com muito carinho.

A professora Socorro Cartdgenes, minha madrinha cientifica, que sempre
acreditou no meu potencial. Agradeco por todo apoio e amizade.

A professora Flavia Nascimento, sempre disposta a auxiliar em todas as etapas da

pesquisa.



A Jéssyca, Talison, Téssio, Antonio, Daniela, Natdlia e Alberto amigos do
laboratério que me ajudaram nos experimentos, sempre com muita alegria e muitas
histdrias.

Aos colegas de turma, por todo companheirismo e amizade.

Aos professores e funciondrios do Programa Ciéncias da Satde.

Aos meus colegas de trabalho que me auxiliaram na organizacdo dos meus
horérios para conseguir realizar as disciplinas.

A todos que me incentivaram e apoiaram.

Sem vocés nada disso seria possivel.



RESUMO

A dor neuropdtica representa grupo heterogéneo de doencgas com etiologias diferentes,
que diferem em relacdo a localizagdo, representando uma das principais condicdes
dolorosas cronicas, com alta prevaléncia mundial, exigindo tratamento farmacoldgico
com abordagem multidisciplinar, constituindo sério problema a saide publica; o que tem
ocasionado a busca de novas alternativas e/ou complementos terapéuticos, principalmente
a partir de produtos naturais. Na perspectiva real de obtencdo de novos agentes
terapéuticos de origem vegetal, os estudos de validacao das espécies vegetais devem ser
estimulados para definicdo dos parametros de eficdcia, seguranca e qualidade. Nesse
sentido, o objetivo deste estudo é contribuir com a validacdo de Eleutherine bulbosa
(Mill.) Urb. (Iridaceae) (nome vernacular: coquinho), espécie nativa da América Tropical,
de grande ocorréncia no estado do Maranhao, Brasil e amplo uso terapéutico na populagdo
local; visando avaliar parametros farmacobotanicos, quimicos e biolégicos em modelo de
dor neuropdtica; contribuindo para controle de qualidade de autenticidade e na
padronizacao dos extratos da espécie. Folhas de Eleutherine bulbosa foram coletadas em
habitat natural, submetidas a secagem e moagem, com obten¢do dos extratos
hidroalcodlicos por macera¢do (EbMac) e em aparelho Soxhlet (EbSox), nas relacdes de
hidromédulo de 1:18 e 1:14, respectivamente; submetidos a caracteriza¢cdo quimica
(screening quimico, determinacdo do teor de polifendis totais, determinagao do teor de
flavonoides e perfil cromatografico por cromatografia de alta eficiéncia/CLAE acoplado
a espectrometro de massa/MS) e investigacdo do potencial analgésico em modelo de dor
neuropatica em ratos (andlises comportamentais: deambulacdo forcada, alodinia
mecanica e hiperalgesia térmica; andlises bioquimicas: determinacdo da atividade das
enzimas catalase e superoxido dismutase) e ensaio in vitro (determinacdo da
ciclooxigenase 1 e ciclooxigenase 2). Amostra do material vegetal fresco foi submetida a
andlise farmacobotanica (morfologia e anatomia) que possibilitam definicdo de
parametros para avaliacio de autenticidade da espécie vegetal, com emprego de
investigacdo farmacogndstica convencional. As andlises quimicas demonstraram que
EbMac e EbSox apresentam importantes classes de metabdlitos secundarios, com
expressivos teores de fenois totais e flavonoides; evidenciando nos cromatogramas varios
compostos, especialmente de antraquinonas, naftoquinonas e flavonoides; principalmente
no EbSox. Os extratos apresentaram atividade antinociceptiva na dor neuropdtica
induzida pela compressdo do nervo cidtico (modelo de ciatalgia), em ratos, quando
administrado por via oral, durante 15 dias de tratamento, com resultados mais expressivos
em EbSox. Os animais tratados com EbMac e EbSox reduziram as concentra¢des de
catalase e superdxido dismutase, demonstrando efeito antioxidante na dor neuropatica;
bem como ocasionaram inibicdo da atividade de ciclooxigenase 1 (COX-1) e
ciclooxigenase 2 (COX-2), com maior potencial sobre COX-2, sinalizando que a¢do
inibitéria dos extratos por sintese de mediadores inflamatérios; resultados melhor
evidenciados em EbSox. A extracdo das folhas de Eleutherine bulbosa em aparelho de
Soxhlet demonstrou resultados mais expressivos nas andlises quimicas e bioldgicas em
modelo de dor neuropdtica; podendo, assim, inferir melhor capacidade extrativa ao
procedimento realizado em aparelho de Soxhlet, contribuindo efetivamente no estudo de
padronizacao dessa espécie.

Palavras-chave: coquinho, antraquinonas, naftoquinonas, flavonoides, modelo de

ciatalgia, antioxidante, mediadores inflamatdrios.



ABSTRACT

Neuropathic pain represents a heterogeneous group of diseases with different etiologies
that differ in relation to the location, representing one of the main chronic pain conditions,
with high world prevalence, requiring pharmacological treatment with a multidisciplinary
approach, constituting a serious public health problem; which has led to the search for
new alternatives and / or therapeutic supplements, mainly from natural products. In the
real perspective of obtaining new therapeutic agents of plant origin, validation studies of
plant species should be stimulated to define parameters of efficacy, safety and quality. In
this sense, the objective of this study is to contribute with the validation of Eleutherine
bulbosa (Mill.) Urb. (Iridaceae) (vernacular names: coquinho,), native species of Tropical
America, of great occurrence in the state of Maranhao, Brazil and wide therapeutic use in
the local population; aiming to evaluate pharmacobotanical, chemical and biological
parameters in neuropathic pain model; contributing to quality control of authenticity and
standardization of the extracts of the species. Leaves of Eleutherine bulbosa were
collected in natural habitat, submitted to drying and milling, obtaining hydroalcohol
extracts by maceration (EbMac) and Soxhlet apparatus (EbSox), in the hydromodule
ratios of 1:18 and 1:14, respectively; (chemical screening, determination of total
polyphenol content, determination of flavonoid content and chromatographic profile by
high performance chromatography / mass spectrometer coupled to mass spectrometer /
MS) and investigation of the analgesic potential in a model of neuropathic pain in rats
(behavioral analysis: forced deambulation, mechanical allodynia and thermal
hyperalgesia; biochemical analysis: determination of the activity of catalase and
superoxide dismutase enzymes) and in vitro assay (determination of cyclooxygenase 1
and cyclooxygenase 2). Sample of fresh plant material was submitted to the
pharmacochemical analysis (morphology and anatomy) that allow the definition of
parameters for the evaluation of authenticity of the plant species, using conventional
pharmacognostic research. The chemical analyzes showed that EbMac and EbSox present
important classes of secondary metabolites, with expressive contents of total phenomena
and flavonoids; showing in the chromatograms various compounds, especially
anthraquinones, naphthoquinones and flavonoids; especially in EbSox. The extracts
presented antinociceptive activity in neuropathic pain induced by sciatic nerve
compression (sciatica model) in rats when administered orally for 15 days of treatment,
with more expressive results in EbSox. The animals treated with EbMac and EbSox
reduced the concentrations of catalase and superoxide dismutase, demonstrating
antioxidant effect in neuropathic pain; (COX-1) and cyclooxygenase-2 (COX-2), with
greater COX-2 potential, signaling the inhibitory action of extracts by synthesis of
inflammatory mediators; results best evidenced in EbSox. Extraction of the leaves of
Eleutherine bulbosa in Soxhlet apparatus demonstrated more expressive results in
chemical and biological analyzes in neuropathic pain model; thus, to infer better
extraction capacity to the procedure performed in Soxhlet apparatus, effectively
contributing to the study of standardization of this species.

Key-words: coconut, anthraquinones, naphthoquinones, flavonoids, sciatica model,

antioxidant, inflammatory mediators.
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1 INTRODUCAO

A histéria comprova que o uso dos recursos naturais, com €nfase nas espécies
vegetais, na cura e prevencdo de doengas, remota desde os primérdios da civilizagdo;
constituindo prética inserida na cultura e tradicdo dos mais diversos pafses (SIMOES et
al., 2016). Esta pratica popular, hoje conhecida como Fitoterapia, representa o acimulo
de conhecimentos sobre a a¢do das plantas por diversos grupos étnicos; constituindo
durante séculos, a base terapéutica e, tendo sido por centenas de anos a Unica op¢ao
disponivel para as populagdes (AMARAL, 2007; BRAGA, 2011).

Numerosas fases caracterizam a evolucdo da cura ou prevencdo de doencgas
fundamentada no uso de plantas; sendo constatado que ora essa pratica representava o
primeiro e/ou tnico recurso terapéutico de grande parte da populagao, ora era relegada a
um segundo plano, cedendo lugar a medicina cientifica, passando a representar um
recurso terapéutico marginalizado e menosprezado, utilizado apenas pelas classes sociais
menos favorecidas, sem acesso aos servigos de saude institucionalizado (MOREIRA et
al., 2014).

Entretanto, a andlise da articulagdo da Fitoterapia na sociedade contemporanea
demonstra que, tanto nos paises desenvolvidos como em desenvolvimento, a partir dos
anos 80, o uso de plantas como recurso terapéutico passou a ser integrado nas mais
diversas classes sociais, ndo se restringindo somente as populacdes das zonas rurais ou
regides desprovidas de assisténcias a saide (SIMOES et al., 2016).

A ascensdo da Fitoterapia no momento atual encontra-se fundamentada em
vantagens como os custos reduzidos e valorizagdo das tradi¢des populares; bem como a
comprovacao, através dos avangos das pesquisas, dos efeitos sinérgicos decorrentes dos
varios constituintes quimicos presentes em uma espécie vegetal e da associagdo de
mecanismos de a¢do por compostos agindo em alvos moleculares diferentes, contribuindo
na eficicia (GONCALVES, 2016; BRASIL, 2017). Valendo destacar, ainda, o incentivo
da Organizacdo Mundial de Saide (OMS), reconhecendo o potencial terapéutico das
plantas e ainda a inacessivel politica de saide oficial para a maioria da populagao mundial
(WHO, 2011).

O Brasil, refletindo tendéncia mundial, tem o uso de plantas e suas preparagcdes
derivadas, amplamente inserido na cura ou preven¢ao de doencas, atuando como pratica
tradicional, complementar ou alternativa a medicina ocidental convencional, reconhecida

oficialmente pelo Ministério da Saude através de varias publica¢des que constatam os
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beneficios garantidos pelo uso seguro, eficaz, qualificado e racional de vérias espécies
vegetais (BRASIL, 2006a; BRASIL, 2006b; BRASIL, 2011; BRASIL, 2017). Outros
fatores importantes que incentivam o uso de plantas na terapé€utica em nosso pais sdo a
rica biodiversidade e diversidade cultural, associadas as diferencas socioecondmicas na
grande extensao do territério nacional, com reconhecida desigualdade na distribuicao dos
recursos destinados a saide, com concentracdo dos servigos especializados nas grandes
areas urbanas, favorecendo a uma parcela minima da populacdo, inviabilizando e/ou
dificultando o acesso aos servicos publicos de saide pela maioria da populagdo
(MORETTI, 2010; ROCHA et al., 2015).

Entretanto, apesar da atual Politica Nacional de Satude definir a oferta da
Fitoterapia como terapé€utica alternativa e/ou complementar nos servigos de saude, é
comprovado que a plena implantacdo ainda precisa vencer barreiras reais, tais como:
investimentos incipientes em Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo (P & D & I); falta
de parcerias das universidades com as empresas; caréncia de estudos com as espécies
vegetais nativas e de uso terapéutico popular; falta dos estudos de validagdo e
padronizacao dos fitoterdpicos e, ainda, a barreira institucional decorrente das normas e
critérios para producdo e comercializacdo (FREITAS, 2007; KLEIN et al., 2009;
BRASIL, 2012).

Nesse cendrio, a escassez dos estudos de validacdo das espécies vegetais
empregadas na pratica popular como medicamentos representa um grande gargalo na
utilizacdo racional e segura da Fitoterapia (BIAZIjS, 2008; BRASIL, 2009a;
MATSUCHITA 2015).

Assim, visando uma contribui¢do efetiva para a real implantacdo da Politica
Nacional de Satide com énfase nas diretrizes da Politica Nacional de Préticas Integrativas
e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Sadde (SUS) (BRASIL, 2006a;
BRASIL, 2017) e da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos (PNPMF)
(BRASIL, 2006b), o Grupo de Produtos Naturais da Universidade Federal do Maranhdo
(UFMA) tem desenvolvido pesquisas com espécies vegetais, preferencialmente nativas,
de amplo uso terapéutico popular e de grande ocorréncia no Estado do Maranhao; com
foco nos estudos de validacdo, na perspectiva real de garantir o acesso da populacdo a
produtos com eficicia, seguranca e qualidade certificados.

Nesse segmento algumas espécies vegetais tém apresentado resultados
promissores, indicando potencial para emprego como matéria-prima para fonte de novos

medicamentos, valendo destacar as pesquisas ja desenvolvidas com Eleutherine bulbosa
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(Mill.) Urb. (Iridaceae) (nome vernacular: coquinho); representando espécie nativa e de
larga ocorréncia no continente americano, com amplo e diversificado uso popular
(COUTO, 2012; COUTO et al., 2016).

Diante do exposto, em continuidade a linha de pesquisa do Grupo de Produtos
Naturais da Universidade Federal do Maranhao (UFMA), esse trabalho propde
desenvolver estudo de validacdo de Eleutherine bulbosa; com €nfase aos pardmetros
farmacobotanico, quimico e biol6gico em dor neuropética.

Os estudos de validagdo com Eleutherine bulbosa (coquinho), podem certificar a
espécie como matéria-prima para novas opgoes terapéuticas, alicercado nos parametros

de eficécia, segurancga e qualidade.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fitoterapia, plantas medicinais, produtos derivados e os marcos regulatorios no
Brasil nos dltimos anos

No Brasil, apesar da grande biodiversidade e diversidade cultural, as diferencas
socioecondmicas na grande extensdo do territério nacional trazem drasticas
consequéncias na distribuicdo dos recursos destinados a sadde, uma vez que, a
concentracdo de servigos especializados estd situada nas grandes dreas urbanas e o alto
custo, inviabiliza e/ou dificulta o acesso aos servigos publicos de saude pela maioria da
populacdo. Este contexto favorece a preservacio da utilizacdo de plantas medicinais, o
que contribui significativamente para ascensdo do uso de plantas e produtos derivados
pela populagdo (AMARAL, 2007; GODINHO, 2017).

A necessidade da garantia da Fitoterapia eficaz e segura, incentivada pelas
consignacgdes internacionais, especialmente da Organizacdo Mundial de Saide (OMS);
bem como a obrigatoriedade de conservagdo e uso sustentdvel dos recursos vegetais e
preservacdo do saber popular, resultou na adocao de varias medidas e agdes normativas
estabelecidas pelo Governo Federal especialmente no ambito da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria (ANVISA) do Ministério da Saide (MS) (GONCALVES, 2016).

Nos ultimos anos, alguns marcos regulatérios merecem destaque como a Politica
Nacional de Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Sadde
(SUS), publicado em 2006, visando a ampliacdo das terapéuticas fornecidas a populacao
nas unidades de sadde, incluindo a Homeopatia, Medicina Tradicional Chinesa,
Acupuntura, Hidroterapia, Medicina Antroposoéfica e Fitoterapia (BRASIL, 2006a).

Com a publicagao da Portaria n° 849, em 27 de marco de 2017, a Politica Nacional
de Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC) foi ampliada com incorporacdo de
outras terap€uticas como arteterapia, ayurveda, biodanca, danca circular, meditacio,
musicoterapia, naturopatia, osteopatia, quiropraxia, reflexoterapia, reiki, shantala, terapia
comunitéria integrativa e yoga (BRASIL, 2017).

Na estruturacdo da Fitoterapia no Brasil, merece destaque ainda a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos (PNPMF), aprovada pelo Decreto n°
5.813, de 22 de junho de 2006, com o objetivo de garantir a populagdo brasileira o acesso
seguro € o uso racional de plantas medicinais e fitoterdpicos, promovendo o uso
sustentdvel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria

nacional (BRASIL, 2006b).
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O uso racional compreende a prescri¢ao apropriada fundamentada no emprego de
plantas e preparagdes derivadas com qualidade, seguranca e eficacia; com disponibilidade
oportuna e a precos acessiveis; garantindo a dispensa¢do em condi¢gdes adequadas e o
consumo nas doses indicadas, nos intervalos definidos e no periodo de tempo indicado
(JOAO, 2010).

Houve também a aprovacdo do Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos e a criacdo do Comité Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos
através da Portaria Interministerial GM/MS n° 2.960, de 09 de dezembro de 2008, com
objetivo de favorecer a implantacdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterdpicos, garantindo o uso racional e seguro de plantas medicinais e fitoterdpicos
(BRASIL, 2018).

Vale enfatizar a publicacdo da Portaria GM/MS n° 886, de 20 de abril de 2010,
que institui a Farmécia Viva no ambito do Sistema Unico de Sadde (SUS), definindo as
etapas da cadeia produtiva de plantas medicinais: cultivo, coleta, processamento,
armazenamento, manipulacdo, dispensacdo de preparacdes magistrais e oficinais de
fitoterapicos. As ac¢des dessa Portaria foram complementadas pela Resolu¢ao de Diretoria
Colegiada (RDC) n° 18, de 3 de abril de 2013, dispondo sobre o regulamento técnico de
boas préticas de processamento e armazenamento de plantas medicinais, preparacio e
dispensacdo de produtos magistrais e oficinais de plantas medicinais e fitoterdpicos em
Farmacias Vivas no ambito do SUS (BRASIL, 2010; 2013).

Em 2011, houve a publicacio da primeira edi¢do do Formulario de Fitoterdpicos
da Farmacopeia Brasileira, que traz formulacdes de fitoterdpicos reconhecidos para uso
em farmdcias de manipulacdo ou Farmdicias Vivas ou mesmo para notificacio de
fitoterdpicos industrializados; descrevendo, ainda, as formulacdes para preparacdes
extemporaneas e as técnicas de extracdo para preparacdo de tinturas, extratos, além de
pomadas, géis e cremes. Esse formulario destaca as indicagdes e restricoes de uso de cada
espécie vegetal e/ou suas formulacdes e visa contribuir na aplicagdo da Fitoterapia com
qualidade baseada em evidéncias e em atendimento aos padrdes de exceléncia, na
tentativa de colaborar com a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdapicos
(BRASIL, 2018) ARDC ANVISA/MS n° 26, de 13 de maio de 2014, normatiza o registro
e notificacdo de fitoterdpicos industrializados; sendo esses classificados em
medicamentos fitoterdpicos (MF) e produtos tradicionais fitoterdpicos (PTF), cuja

diferenca basica estd fundamentada na forma de certificacao da seguranca e eficicia; onde
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o MF ¢ avaliado através de ensaios clinico e o PTF pela tradicionalidade de uso (BRASIL,
2014a).

Em 2014, também foi publicada a Instru¢do Normativa (IN) ANVISA/MS n° 02,
de 13 de maio de 2014, com as listas de espécies vegetais para a elaboracdo de
medicamentos fitoterdpicos ou produtos tradicionais fitoterdpicos de registro
simplificado, o que significa que a comprovacdo dos estudos de seguranca e eficicia
podem ser dispensados no momento do registro do fitoterdpico industrializado junto a
ANVISA, de acordo com o determinado na RDC ANVISA/MS n° 26/2014; sem, no
entanto, dispensar os métodos para comprovagao da qualidade (BRASIL, 2014a, 2014b).

Segundo a RDC ANVISA/MS n° 26/2014, para o registro simplificado de produto
tradicional fitoterdpico, sua seguranca e eficidcia devem ser determinadas por periodo
minimo de 30 anos de utilizacdo ou pela presenca na lista de PTF da INANVISA/MS n°
02/2014; ou, ainda, a presenca nas monografias de fitoterdpicos de uso tradicional da
Comunidade Europeia (BRASIL, 2014a). Isso demonstra que mesmo apoiando a
tradicionalidade do uso, existem critérios rigorosos para o registro ou notificagdo desses
produtos. De acordo com a OMS, o uso tradicional representa uma prova documentada
de que uma substancia vem sendo utilizada durante, no minimo, por trés geragdes, para
um fim medicinal especifico, oferecendo uma riqueza de observacdes (PANIZZA et al.,
2012).

A introducdo de plantas medicinais e fitoterdpicos na Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME), que consiste na lista de medicamentos para
atender as necessidades prioritdrias de saide da populagcdo brasileira (componentes
basicos, estratégicos e especializados), servindo de instrumento para racionalizar a
prescricdo, dispensagdo e o uso de medicamentos, sem divida, comprova o avan¢o na
utilizacdo da Fitoterapia no Brasil. Esta lista faz parte da estratégia de medicamentos
proposta pela OMS desde 1978, sendo empregada para orientar a politica dessa
organizacdo e de seus paises membros. No Brasil, a relagdo contempla a lista de
medicamentos disponibilizados pelo SUS, sendo constantemente atualizada por uma
comissdo técnica multidisciplinar, composta por 6rgaos do governo visando suprir as
necessidades da populacao. A partir de 2007, duas plantas foram inseridas na RENAME
e a edicdo atual dessa lista que consiste na nona edicdo (2017) contem doze plantas
medicinais, incluindo suas formas farmacéuticas, inclusas na Relacdo Nacional de
Medicamentos do Componente Basico da Assisténcia Farmacéutica (RENAME, 2017).

A edicdo atual contempla Aloe vera (L.) Burm. f.; Cynaras colymus L.; Glycine max (L.)
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Merr.; Harpagophytum procumbens DC. Ex Meissn.; Maytenu silicifolia Mart. Ex
Reissek; Menthax piperita L.; Mikania glomerata Spreng.; Plantago ovata Forssk.;
Rhamnus purshiana DC; Salix alba L.; Schinuster ebinthifolia Raddi e Uncaria
tomentosa Willd. ex Roem. & Schult. (RENAME, 2017).

Em 2016, a RDC n° 84, de 17 de junho de 2016, aprovou o Memento Fitoterdpico
da Farmacopeia Brasileira (MFFB), com o intuito de orientar a prescricdo de plantas
medicinais e fitoterdpicos. O MFFB apresenta monografias completas com conteddo
baseado em evidéncias cientificas para auxiliar na conduta terapéutica do profissional
prescritor de espécies. Este € um importante marco para a fitoterapia brasileira em prol
da satide publica do Brasil.

A andlise das determina¢des normativas ora vigentes para a Fitoterapia no Brasil
permite evidenciarmos que essa terapé€utica vem sendo aplicada como tradicional e
cientifica, regidas por parametros rigorosos pela ANVISA/MS, visando assegurar o uso
de espécies vegetais validadas e seus produtos derivados com qualidade; e, assim,
minimizar riscos a saide dos pacientes dessa terapéutica. Mas vale um questionamento:
essas determinagdes normativas garantem a oferta da Fitoterapia no Brasil com eficécia,

seguranca e qualidade, com grande acessibilidade a populagao?

2.2 A Fitoterapia e a Atencao Priméaria a Saiade

Definida como o primeiro contato do usudrio com a rede assistencial do sistema
de saude, a Atencdo Primdria a Saide (APS) € considerada complexa, exigindo
intervencdo ampla em diversos aspectos para que possa ter efeito positivo sobre a
qualidade de vida da populacao, exigindo um conjunto de saberes para ser eficiente, eficaz
e resolutiva. E caracterizada principalmente, pela continuidade e integralidade da atenco,
coordenacdo da assisténcia dentro do proprio sistema, atencdo centrada na familia,
orientagdo e participacdo comunitdria e competéncia sociocultural dos profissionais
(STARFIELD, 2002).

A Atencdo Primdria a Saide (APS) € considerada como estratégia para
organizacdo de sistemas de saide pela OMS, tendo sido destacada desde a Conferéncia
Internacional de Satde de Alma-Ata em 1978, mobilizando profissionais, institui¢des,
governos e a sociedade civil em busca de solugdes aos problemas existentes nas politicas
de saide mundial. Em 2008, essa organiza¢do publicou um relatério intitulado “A
Atencdo Primdria a Sadde: agora mais que nunca”, descrevendo as mudancgas no contexto

existente nos 30 anos desde a ocorréncia da Conferéncia de Alma-Ata, demonstrando,
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com dados cientificos, a importancia de destacar a APS como forma de melhorar o
atendimento a saide (BRASIL, 2012; WHO, 2018).

No Brasil, a APS foi inclusa na agenda do governo, sendo gradativamente
fortalecida, passando a representar a porta de entrada preferencial do SUS; merecendo
destaque a implantacdo do Programa da Sadde da Familia, na década de 90, como
estratégia para a reestruturacdo do modelo de atencao; sendo, hoje, a Estratégia Saide da
Familia (ESF), o programa mais importante dada a expressiva expansdo de cobertura
populacional (BORGES; BAPTISTA, 2010; RODRIGUES; SIMONI; MACHADO,
2012).

A Estratégia Saude da Familia, que visa a reorientacdo da assisténcia a satide no
SUS, com esforco na implantacio de uma atengdo primdria efetiva, resolutiva e
coordenada, sem duvida representa a ferramenta mais efetiva para a consolidagdo da
Fitoterapia como mais um recurso teraputico a ser incorporado nesse programa,
principalmente por uma demanda da prépria populagcdo que j4 utiliza plantas medicinais
como recurso para cura de doengas (SLOMP J UNIOR; SACRAMENTO, 2012; MALTA
et al., 2016).

Discussoes sobre Fitoterapia tornaram-se mais consistente na Ateng¢ao Priméria a
partir da constatagdo de que, simultaneamente ao uso de medicamentos industrializados
convencionais, a populacdo atendida em Unidades Basicas de Saude (UBS) faz uso de
plantas com fins terapéuticos, muitas vezes desconhecendo a possivel existéncia de
toxicidade e mesmo sua comprovada agdo terapéutica, forma correta de cultivo,
preparacao, indicacdes e contraindicagdes, acreditando que, por serem plantas, ndo sio
prejudiciais a saide, independente da forma e quantidade utilizada (TOMAZZONI, 2006)
bem como a comprovacdo que muitas patologias comuns respondem bem a Fitoterapia
como opg¢ao terapéutica (ELDIN; DUNFORD, 2001; BRASIL, 2012).

Os cuidados bésicos de satide exigem a utilizagdo de todos os recursos locais
adequados e disponiveis para prestar assisténcia eficaz e de alta resolutividade. Assim, a
utiliza¢do adequada de plantas medicinais validadas na Atencao Primdria representa um
passo importante e mais uma op¢ao medicamentosa a ser destinada a populacdo na
tentativa de melhorar sua satide e qualidade de vida (SILVA et al., 2006; ANTONIO;
TESSER; MORETTI-PIRES, 2014).

As diretrizes e responsabilidades institucionais estabelecidas pela Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (2006a) e Politica Nacional de Praticas

Integrativas e Complementares (2006b) deveriam ter estimulado a implantacdo de
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programas de Fitoterapia nos servigos de Atenc¢ao Primadria a Saide nas unidades de saide
do SUS (BRUNING et al., 2012).

Nesse segmento, a institucionalizacdo do Programa Farmécia Viva, no ambito do
SUS, sob gestdo estadual, municipal ou do Distrito Federal (BRASIL, 2010), considerado
um programa de Atencdo Bésica a Saide, também deveria contribuir significativamente
para a insercdo da Fitoterapia como recurso terapéutico, na perspectiva da promocao do
uso correto e racional de plantas medicinais e fitoterdpicos.

Nesse contexto, em 2012, foi publicado, pelo Ministério da Saide, um Caderno
de Atencdo Primdria direcionado para as plantas medicinais e Fitoterapia visando
estimular a implantacdo da Fitoterapia no SUS com melhoria do acesso da populacgdo a
produtos e servicos seguros e de qualidade, bem como sensibilizar e orientar gestores e
profissionais de saide na formulacdo e implantagdo de politicas, programas e projetos; e,
ainda, estruturar e fortalecer a atencao em Fitoterapia, com énfase na Saide da Familia
(BRASIL, 2012).

Mas a andlise do cendrio da assisténcia a saide pela Fitoterapia nos servigos
publicos do Brasil no momento atual, mais de uma década apds a publicacdo dessas
determinagdes normativas, comprova que a oferta da tdo propagada e divulgada
terapéutica ainda nao atingiu os niveis desejados no territdrio nacional, especialmente nas
regides desprovidas de assisténcia médico-farmacéutica, a exemplo das regides norte e
nordeste (ARAUJO et al., 2014; ANTONIO; TESSER; MORETTI-PIRES, 2014).

Estudo de Antonio; Tesser; Moretti-Pires (2014), visando caracterizar a inser¢ao
da Fitoterapia em Programas de Aten¢do Primdria a Saide, comprova que embora haja
um aparente aumento da producao cientifica sobre o uso de fitoterdpicos nos servicos de
APS, o que parece ser estimulado pela biodiversidade brasileira, extensdo territorial e
tradicionalidade do uso de plantas medicinais; esse aumento € considerado incipiente, ou
seja, sdo poucas as experiéncias publicadas na literatura cientifica até o momento.
Algumas hipéteses foram sugeridas para esse fato, tais como: subnotificagdo, pouco
interesse académico em estudo sobre esse tema, pouco incentivo ao financiamento de
pesquisas na drea da Fitoterapia na APS; merecendo destaque, a subvalorizag¢ao de alguns
profissionais quanto a eficicia dessa terapéutica. No entanto, os autores alertam que os
trabalhos registrados demonstram que a introducdo da Fitoterapia nesses servigcos
possibilitou uma maior interacdo dos usudrios com os profissionais de saide e o
desenvolvimento da visdo critica sobre o uso adequado de plantas medicinais e

fitoterapicos.
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Estudo desenvolvido por Aradjo et al. (2014),visando analisar a insercao da
Fitoterapia em unidades de saide da familia no municipio de Sdo Luis, Maranhdo, Brasil;
comprova que, embora 94% dos diretores dos servicos entrevistados refiram acreditar que
a oferta da Fitoterapia como terapia alternativa e/ou complementar traria beneficios a
qualidade de vida da comunidade, esses desconheciam as normativas vigentes
relacionadas a terapéutica no ambito das politicas nacionais de saide e ndo possuem
capacitacdo na area.

A situacdo da Fitoterapia no municipio de Sao Luis segue ao lamentdvel modelo
de diversas localidades brasileira. Embora o pais possua grande extensao territorial, com
riqueza de ecossistemas combinado a precdrias condi¢gdes socioecondmicas da populagio,
favorecendo diversos agravos a saide, com um legado cultural do conhecimento
tradicional de plantas para fins terapéuticos, resultante da miscigenacdo da populacdo
brasileira, com forte influéncia indigena, europeia e africana. Tais elementos deveriam,
em conjunto, estimular o processo de validacdo das plantas, especialmente as nativas,
visando o desenvolvimento da Fitoterapia e consequente implantacdo nos servicos de
saude publicos e privados (AMARAL, 2007; ARAUJO et al., 2014).

Com base nos aspectos gerais de caracterizacdo da Fitoterapia na assisténcia a
saude disponibilizada a populacdo brasileira, surgem alguns questionamentos: O que
realmente tem dificultado a oferta da Fitoterapia na Atencdo Basica a Saude? Qual
estratégia empregar para garantir a atuacao efetiva dos profissionais da drea de satide para
real e ampla assisténcia a sadde pela Fitoterapia? Quais plantas e preparagdes derivadas
devem ser ofertadas?

E comprovado que embora existam essas ja referidas acdes e programas para
estimular o uso de plantas medicinais e fitoterdpicos na APS, a falta de qualificacdo dos
profissionais de satde na drea € identificada como fator que dificulta a real inser¢ao da
Fitoterapia; situac@o agravada pela escassez dos cursos de graduacdo da area de saide das
universidades brasileiras com Fitoterapia em seus curriculos; formando, portanto,
profissionais que nao detém conhecimento nessa drea; realidade essa que contraria o
principio do SUS de educagdo continuada (BRASIL, 2012; ARAUJO et al., 2014;
IBIAPINA et al., 2014).

Entretanto, como agravante para a plena Assisténcia a Saude pela Fitoterapia no
Brasil, merece destaque ainda, a falta de comprovacgao de eficacia, seguranca e qualidade
de plantas e preparacdes derivadas ofertadas a populacdo que seria possivel através de

estudos de validagdo, principalmente das espécies vegetais nativas e de uso terapéutico
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popular; o que evidencia a necessidade de direcionamento de esfor¢os e recursos no

desenvolvimento desses estudos.

2.3 Estudos de validacao

O cendrio atual da crescente ascensdo do uso de plantas e preparagdes derivadas,
predominantemente fundamentada no empirismo da prética popular, sem comprovacao
cientifica dos parametros de eficicia, segurancga e qualidade; bem como as determinacdes
normativas do Governo Federal relacionadas a Politica Nacional de Fitoterdpicos e a
evolucdo cientifica que vivemos no momento atual ndo permitem retrocessos, devendo-
se garantir a utilizacdo de recursos naturais de forma racional, apoiado nas ci€ncias
naturais e no método cientifico. Esse aspecto deve estimular os grupos de pesquisa na
definicdo de critérios cientificos para fundamentar o wuso de tais recursos
terapeuticamente; com base nos estudos de validacio (BALBINO; DIAS, 2010;
MIGLIATO et al., 2011; BORELLA et al., 2012; ARAUJO et al., 2014).

A investigacdo baseada em metodologia cientifica, que busca avaliar eficicia e
seguranca das plantas de uso medicinal, caracteriza os estudos de valida¢do; ou seja, a
validacdo consiste em confirmar cientificamente as propriedades terapéuticas das plantas
medicinais para permitir seu uso como medicamento em seres vivos (ABRANCHES,
2012). Assim, os estudos de validag¢do transformam as plantas medicinais em produtos
fitoterdpicos; buscando a confirmac¢do da eficidcia farmacoldgica e da auséncia de
toxicidade da planta; fundamentados nos estudos botanicos, quimicos, toxicoldgicos e
farmacolégicos (MACIEL et al., 2002; BRANDAO, 2017).

Posicionar as plantas, especialmente as de amplo uso terapéutico popular, no alvo
da investigagdo cientifica deve ser encarado como um dever social, certificando que a
planta a ser empregada como medicamento, tenha sido objeto das mesmas exigéncias que
outro medicamento de qualquer origem; com atendimento aos rigores técnicos e legais
(MOREIRA et al., 2014).

Estudo de revisao de Veiga Junior; Pinto; Maciel (2005) ja alertava que plantas
da flora nativa sdo consumidas com pouca ou nenhuma comprovagdo de suas
propriedades farmacoldgicas; com grande divergéncia quanto a indicacdo terapéutica;
abordando, ainda, nesse estudo, o sério problema de saude publica que representa a
toxicidade das plantas de uso medicinal popular, alertando que dado os constituintes
téxicos, acdo sinérgica e adulteragdes das plantas de uso popular podem ocorrer graves

efeitos adversos; procurando, assim, desmistificar o falso dito popular “se natural, ndo
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faz mal”, referenciando varias comprovacdes de reacdes toxicas e efeitos adversos
provocados por plantas medicinais.

Passados mais de uma década dessa revisao, uma breve andlise de estudos locais
do Grupo de Produtos Naturais da UFMA (BRITO et al., 2015; BRITO, 2016,
GONCALVES, 2016; GODINHO, 2017; FERREIRA, 2018) comprava que tal realidade
nao mudou, sendo evidenciado a necessidade de maior fiscalizagdo, vigilancia e controle
de qualidade do material vegetal de uso medicinal pela populagdo local; o que deve
estimular os estudos de validagdo, possibilitando agregar valor biotecnoldgico e
promover o seu uso em saude publica.

Assim, a transformacdo de uma planta em medicamento, logo um produto
tecnicamente elaborado, implica a utilizacdo de operagdes de transformacao tecnoldgica,
fundamentados nos estudos de validacdo, devendo assegurar a preservacao da integridade
quimica e farmacoldgica do vegetal, garantindo a constancia da ac@o bioldgica; bem como
a seguranca e qualidade na utilizacdo (SIMOES et al., 2010).

Entdo, na pratica, como transformar uma planta em medicamento? Ou seja, como
desenvolver os estudos de validagao?

Da planta podemos chegar a um medicamento quando essa passa a ser alvo da
interagdo inter e multidisciplinar, envolvendo estudos etnodirigidos, botanicos,
agrondmicos, quimicos, bioldgicos (farmacologia e toxicologia pré-clinica e clinica) e
farmacéutico (desenvolvimento de metodologia analitica de controle de qualidade e
producdo tecnoldgica) (CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2005; CHABARIBERI et
al., 2009; SIMOES et al., 2010) (figura 1).
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Aspectos : . . Fase I: Individuos
A Planejamento Toxicologia P
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~ . Fase II: Pacientes
Formulagao Farmacologia 2.4
voluntdrios
Producao i ) e VAT Fase III: Pacientes

silico
Fase IV: Pesquisa

Figura 1. Fases da Pesquisa e Desenvolvimento (P & D) de medicamentos a partir de espécies vegetais

Fonte: AMARAL (2007), modificada

2.3.1 Estudo etnodirigido como ferramenta na selecdo de espécies vegetais para validacdao

Como qualquer outro medicamento, o processo de pesquisa e desenvolvimento (P
& D) de farmacos a partir de plantas € complexo, longo e de alto custo; lidando com uma
pergunta inicial: o que vale ser pesquisado? Em um pais de rica biodiversidade como o
Brasil, quais plantas selecionar para alvo de investigacdo? Essa riqueza da diversidade
brasileira exige estratégias para definicdo e critérios para selecio do material para
investigacdo cientifica. Nesse sentido, os estudos etnobotanicos e etnofarmacoldgicos,
chamados em conjunto de estudos etnodirigidos, tém fornecido importantes subsidios,
possibilitando a avaliacdo dos recursos naturais, especialmente de origem vegetal,
empregados terapeuticamente pela populagio (ALBUQUERQUE et al.,, 2014a;
GODINHO, 2017).

Os estudos etnodirigidos, com énfase aos etnofarmacolégicos, tém demonstrado
grande contribuicdo na pesquisa de plantas medicinais, drogas vegetais, produtos
tradicionais fitoterdpicos e medicamentos fitoterdpicos, pois o uso prolongado por
determinados grupos étnicos e/ou populacdes tradicionais pode ser encarado como pré-
triagem quanto a utilidade terapéutica (OLIVEIRA et al., 2009).

Nesse contexto, estudos internacionais e nacionais tém demonstrado que a selecdo
de plantas fundamentada nas investigacdes etnofarmacoldgicas leva a melhores
resultados quando comparados a sele¢do aleatéria de plantas para pesquisa (BALICK;

COX, 1996; KHAFAGI; DEWEDAR, 2000; OLIVEIRA et al., 2011; GODINHO, 2014).
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2.3.2 Obtencdo do material vegetal, identificacdo botanica e processamento

A espécie vegetal selecionada para prosseguimento dos estudos de validacido pode
ser nativa ou exotica, obtida a partir do extrativismo ou do cultivo; que igualmente exigem
o compromisso da exploragdao sustentivel e de trabalharmos com exemplares de
qualidade; o que € representado por material com caracteristicas adequadas de
autenticidade, integridade e pureza; nos quais devem ser asseguradas condi¢des ideais de
crescimento e desenvolvimento, na garantia de uso de material vegetal com maiores
teores de principios ativos e maior quantidade de fitomassa (MARTINS, 2005; BRASIL,
2006b; BRASIL, 2006c; YADAYV; DIXIT, 2008; BRASIL, 2009).

A certificagc@o da autenticidade do material, com a correta identificagc@o botanica,
¢ 1imprescindivel, especialmente, porque na coleta etnodirigida, metodologia
preferencialmente empregada para selecdo do material botanico, as plantas sdo
referenciadas pelo nome vernacular; sendo, assim, necessdria a coleta do exemplar
referido no inquérito, com preparo das exsicatas para identificagdo nos herbérios idoneos
(VERDAM; SILVA, 2010).

No cultivo devem ser monitorizados os fatores genéticos, ontogenésico,
ambientais (bidticos e abidticos) que influenciam a biossintese dos metabdlitos
secundérios; os quais sdo responsaveis pela atividade bioldgica da espécie vegetal alvo
da investigagdo (MARTINS, 2005; GOBBO NETO; LOPES, 2010).

A literatura disponibiliza informacdes técnicas agrondmicas para as boas praticas
de plantio, colheita e processamento de material vegetal; estabelecendo condi¢des ideais
em relacdo a drea, local, solo, tratos culturais, propagac¢ao, iluminagao, cobertura, controle
de pragas e doencas, colheita (parte do vegetal, hora, técnica, periodo e estacdao do ano),
limpeza e descontaminacdo (VON HERTWIG, 1991; CORREA JUNIOR; LIN;
SCHEFFER, 1991; BRASIL, 2004; RODRIGUES, 2004; MARTINS, 2005; BRASIL,
2006c; BRASIL, 2009; AZEVEDO; MOURA, 2010).

No processo de pds-coleta, a planta poderd ser empregada no processo de
validacdo na forma fresca ou poderd ser submetida a processos de conservagdo com
estabilizacdo e secagem. O processo de estabiliza¢do, que visa inativar enzimas, &
realizado quando a planta apresenta algum metabdlito que poderd ser destruido apds o
processo de coleta pela acdo de enzimas que ainda encontram condi¢des para continuarem
atuando. O processo de secagem € um fendmeno fisico de superficie que leva a eliminagao
de 4gua com transferéncia de calor e massa, desta forma, aumenta o tempo de conservagao

da espécie, diminuindo a possibilidade de contaminagao microbiana, além de reduzir o
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volume, facilitando o transporte do material e a manipulacdo deste. Podera ser realizada
ao ar livre, por ar quente ou radiacdo infravermelha, entretanto, ao se controlar a
temperatura e a velocidade do ar, € possivel obter uma secagem de forma homogénea e
mais rdpida, com maior garantia na qualidade do material obtido (BRASIL, 2006).

Ap6s a secagem do material serd necessario submeté-lo ao processo de moagem,
que deverad ser escolhido de acordo com a parte da planta que estd em estudo. Desta forma,
pode ser realizado por seccdo, utilizando facas ou tesouras para folhas, por contusdo, em
moinhos ou almofariz, para materiais mais duros ou por rasuracdo quando trabalhando
com sementes ou cascas. Apds esse processo, o material poderd ser submetido a métodos
de extracdo por metodologias adequadas (BRASIL, 2006).

Matos (2007) afirma que “a melhor forma de se manter a qualidade das plantas
medicinais e de suas preparacdes € assegurar uma correta sequéncia de operacdes desde

o plantio, colheita, pré-processamento até o produto final que chega ao usuério”.

2.3.3 Estudo quimico

As espécies vegetais apresentam composi¢do quimica complexa, utilizando as
diversas rotas biossintéticas para sintese dos metabdlitos secundarios, os quais nao sao
comuns a todas as espécies, com distribuicdo restrita entre espécies ou géneros
pertencentes a uma mesma familia botanica dentro do reino vegetal. Essas sdo as
substancias que respondem pela atividade biolégica, com longa e bem-sucedida histéria
nos processos de descoberta e desenvolvimento de farmacos quer seja empregado como
plantas medicinais, drogas vegetais, produtos tradicionais fitoterdpicos e medicamentos
fitoterapicos, derivados semissintéticos, fitofarmacos, protétipo ou analogo (SIMOES et
al., 2016).

Os estudos quimicos ou fitoquimicos compreendem etapas de avaliacdo
qualitativa e quantitativa de constituintes ou metabodlitos secundérios, isolamento e
elucidacdo estrutural dos principios ativos ou substincias responsdveis pela acdo
bioldgica, empregando métodos quimicos, fisicos e/ou fisico-quimicos; envolvendo
técnicas de caracterizagdo, métodos cromatograficos, espectrometria de massas,
espectroscopia no ultravioleta, no visivel e no infravermelho; bem como a ressonancia
magnética nuclear (RMN) de préton e carbono 13 (WAGNER; BLADT, 1996; COLLINS
et al., 1997; SILVERSTEIN et al., 2002; FALKENBERG et al., 2004; MATOS, 2009).

Como os estudos sao usualmente realizados com os extratos vegetais, suas fracoes

e substancias isoladas, envolvendo vdrias etapas operacionais com diversas varidveis, que



35

podem alterar a estabilidade dos constituintes quimicos e, consequentemente, a atividade
bioldgica investigada, é fundamental o desenvolvimento e validagdo de metodologias
analiticas para padronizagdo dessas operacdes de extracdo. Esses estudos de padronizagao
sao orientados pelos marcadores ativos e/ou analiticos, com a identificacio e
determinag@o das substancias quimicas relacionadas aos efeitos bioldgicos, geralmente
representados pelas que ocorrem em maior concentracdo ou poténcia farmacoldgica,
assumindo papel fundamental para a garantia da eficicia (ARAGAO, 2002; CAMURCA-
VASCONCELOS et al., 2005; COUTO, 2012; SIMOES et al., 2016).

A andlise quimica de constituintes ou metabdlitos secunddrios representa
parametro de avaliacdo de integridade indispensdvel no controle de qualidade,
considerando que as matérias primas vegetais podem apresentar variabilidade na
composi¢do quimica, dependendo de vérios fatores intrinsecos e extrinsecos,
influenciando na concentracdo de constituintes quimicos no material vegetal e,

consequentemente, na seguranca e eficicia (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

2.3.4 Estudo farmacolégico

Como ilustrado na figura 1, a investiga¢do farmacoldgica envolve as etapas dos
ensaios pré-clinicos (in vitro, in silico e in vivo) e clinicos (fase I, I, III e IV) a serem
explorados na perspectiva real de obter novas opg¢des terapéuticas a partir de plantas.

Os extratos, fracdes, substancias isoladas e identificadas a partir dos estudos
quimicos (secdo 2.3.3) devem ser submetidos a investigacdo da atividade bioldgica
envolvendo testes farmacoldgicos pré-clinicos e clinicos com foco nos parametros de
eficdcia e seguranca em organismos vivos (MACIEL et al., 2002; SIMOES et al., 2016).

As plantas, em func¢do da ag¢do dos seus constituintes quimicos, geralmente
sintetizados para fisiologia de defesa vegetal, podem desencadear alteracdes metabdlicas
prejudiciais aos demais seres vivos com intoxicagdes agudas ou cronicas, a exemplo de
alergias na pele e mucosas, até disturbios cardiovasculares, respiratdrios, metabdlicos,
gastrintestinais, neurolégicos e, em alguns casos, o 6bito. Essas intoxicacdes podem estar
relacionadas também a fatores associados ao individuo, a planta, ao modo de exposicdo
e a questdes ambientais. Desse modo, os ensaios farmacolégicos devem contemplar a
investigacdo da segurancga no uso; valendo enfatizar os amplos e reconhecidos registros
de toxicidade, principalmente hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e dérmica, dado uso
empirico de plantas sem estudos de validacio (MOREIRA et al., 2014; CAMPOS et al.,
2016; FERNANDES; FELIX; NOBRE, 2016).
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O protocolo para investigacdo de toxicidade in vitro, in silico e in vivo deve
atender as determinacdes normativas e contemplar: toxicidade aguda, toxicidade
subcronica, toxicidade cronica, mutagénese, carcinogénese, cardiotoxicidade,
neurotoxicidade, reproducgdo e teratogénese, toxicocinética, efeitos locais sobre a pele e
olhos, sensibilizagdo cutdnea e ecotoxicidade (TUROLLA, 2004; COSTA, 2013;
FATIMA; NAYEEM,2018).

Os ensaios de avaliacdo de eficdcia terapéutica podem ser direcionados para
indicacdo terapéutica referida no inquérito etnofarmacoldgico ou ser realizado screening
bioldgico segundo modelo classico da farmacologia dos produtos naturais (SIXEL;
PECINALLLI 2005; SIMOES et al., 2016).

Segundo Foglio et al. (2017): “Do ponto de vista farmacolégico € imprescindivel
a avaliacdo da atividade em diversos modelos, bem como avaliacdo toxicoldgica
(citotoxicidade, toxicidade aguda, toxicidade em doses repetidas - toxicidade cronica,
irritacdo dérmica primdria e cumulativa, irritacdo ocular, sensibilidade cutinea e
fototoxicidade). O delineamento destes estudos permite o fechamento do ciclo
multidisciplinar no estudo com plantas medicinais”.

Na avaliacdo dos estudos de eficdcia e seguranca, a revisao de Cruz; Alvim (2017)
comprova que predominam os estudos de validacdo direcionados para investigacdo da
atividade antibacteriana, em modelos in vitro.

Apesar do reconhecido valor da representatividade dos diversos modelos in vitro
e, especialmente, a necessidade desses serem estimulados em busca de metodologias in
vitro mais precisas, exatas e sensiveis, na perspectiva real do emprego do Programa 3R’s
(reduce, refine, replace), deve ser enfatizado que o desenvolvimento dos ensaios in vivo,
nas suas fases sucessivas € indispensavel (BEDNARCZUK et al., 2010).

A literatura destaca as dificuldades e desafios dos estudos farmacoldgicos com
espécies vegetais, a exemplo: composicdo quimica complexa associada aos efeitos
sinérgicos dos constituintes quimicos; a necessidade de comparagdo dos efeitos do extrato
bruto, fragdes e substancias isoladas; a grande variabilidade de composicao quimica
intraespécie dada as diversas varidveis aos quais sao suscetiveis; composi¢ao reduzida de
principios ativos; substancias com propriedades antagdnicas entre si que dificultam a
interpretacdo dos resultados, por mascaramento de efeitos e presenca de impurezas nos
extratos como fons inorganicos que podem ter propriedades, ocasionado viés na

investigacdo (MACIEL et al., 2002; SIXEL; PECINALLI, 2005).
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2.4 Dor neuropatica

A Associagdo Internacional do Estudo da Dor (IASP) define dor como uma
experiéncia sensorial e emocional desagraddvel, associada com o atual ou potencial dano
em tecidos, acompanhando o ser humano desde o inicio da civilizag¢do, sendo dividida
nos tipos “nociceptiva’ e “neuropatica” (SOUSA, 2012).

Em condigdes fisioldgicas, a dor constitui um mecanismo protetor do organismo
que o alerta para lesdes, levando a ativacdo de reflexos para minimizar os danos
provocados ao organismo; representando uma das principais condicdes dolorosas
cronicas, onde frequentemente ndo ha nenhum dano tecidual (SOUSA, 2012).

A dor nociceptiva ocorre por ativagado fisiologica de receptores ou da via dolorosa
e estd relacionada a lesdo de tecidos 6sseos, musculares ou ligamentares (BENNETT et
al., 2006). Ja a dor neuropatica é definida como dor iniciada por les@o ou disfunc¢do do
sistema nervoso, sendo mais bem compreendida como resultado da ativagao anormal da
via nociceptiva (fibras de pequeno calibre e trato espinotalamico) (MERSKEY et al.,
1994).

Dor neuropdtica (DN) representa um grupo heterogéneo de doencas com
etiologias diferentes, que diferem em relagcdo a localizacdo. Os distirbios podem existir
em qualquer lugar entre o receptor periférico e o cérebro. E uma das principais condi¢oes
dolorosas cronicas; onde frequentemente ndo ha nenhum dano tecidual (POSSO;
PALMEIRA; MORAES VIEIRA, 2016).

A prevaléncia mundial da dor de natureza cronica, especialmente da dor
neuropdtica, € alarmante, com registro de até 30% da populagdo, representando sério
problema de sadde publica (POSSO; PALMEIRA; MORAES VIEIRA, 2016). E
estimada prevaléncia de 25 a 30% da populagao europeia (TORRANCE et al., 2006;
BOUHASSIRA et al., 2008). Dados nacionais indicam prevaléncia de 28 a 41% na
populacdo brasileira (POSSO; PALMEIRA; MORAES VIEIRA, 2016). Estudo
desenvolvido na cidade de Sdo Luis, Estado do Maranhao, indica prevaléncia de 10%
(VIEIRA et al., 2012).

Estudo de Bouhassira et al. (2008) indica que a prevaléncia da dor neuropética é
maior em mulheres e em pacientes acima de 50 anos de idade.

A 1njtria ou a disfuncdo de nervos periféricos incluem uma variedade etiologica
que podem originar dor espontinea ou intermitente, alodinia (dor em resposta a estimulos

in6cuos) e hiperalgia (aumento da sensibilidade dolorosa) (VITOR, 2009).
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Exemplos de dor neuropatica incluem dor fantasma devido a ruptura de grandes
nervos periféricos, a dor com avulsdo do plexo por causa de lesdes em raizes nervosas e
a dor que se sucede a acidente vascular cerebral como consequéncia do trato spino-

trigémio talamico ou nas suas projecdes corticais (JENSEN, 2002).

2.4.1 Fisiopatologia da dor neuropdtica

Os mecanismos relacionados a dor neuropdtica nao estdo completamente
esclarecidos, entretanto, a sensibilizagdo de receptores, redugcdo dos limiares de agdo,
potenciais de acdo ectdpicos, liberacdo de neurotransmissores excitatdrios, reducdo de
neurotransmissores inibitérios e producdo de mediadores quimicos sdo fatores
observados nesta condicao dolorosa (figura 02) (HORST, 2011).

A dor neuropdtica é referida como uma dor ndo adaptativa provavelmente
decorrente de estimulacdo inadequada dos nociceptores (ROWLAND; PEDLEY, 2011);
representando dor que incapacita e influencia diretamente na qualidade de vida do
paciente, constituindo grande desafio para satude publica (GILRON; BARON; JENSEN,
2015). E uma sindrome complexa, com mecanismos bioldgicos pouco esclarecidos,

envolvendo teorias inflamatorias e imunes.
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Adaptado de Clifford Woolf e col. Lancet 367, 2006
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Figura 02. Mecanismo de aciio dor neuropatica
Fonte: Clifford Wood et al. (2006)

A lesdo inicial do nervo obedece a cascata inflamatoria que resulta no aumento da
perfusdo local, aumento da permeabilidade capilar, com concentragdo e ativacdo das
células imunoldgicas inatas. Entretanto, substancias imunoativas no local da lesdo podem
desencadear uma reacdo imunoldgica sistémica, ativando células da micréglia e
astrocitos, células gliais, localizadas na medula espinhal e no cérebro (VALLEJO, 2010).

A definic@o mais aceita sobre dor neuropdtica € aquela que define dor cuja origem
se encontra no sistema nervoso somatossensorial; com lesdes podendo levar a
transmissOes desordenadas e alteradas dos sinais sensoriais até a medula espinhal e

cérebro (TREEDE et al., 2008).
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2.4.2 Mecanismos oxidativos na dor neuropética

Substancias antioxidantes sdo compostos capazes de retardar ou inibir oxidacdes
celulares ou mesmo bloquear sua propagacdo. Estudo sugere que alteracdes nos niveis
oxidativos, causam um estresse oxidativos, acarretando na quebra da homeostasia e tendo
envolvimento no mecanismo de a¢ao da dor neuropatica (SALVEMINI et al., 2011).

Evidéncias sugerem que as espécies reativas de oxigénio (ERO’s) participam na
sensibilizacdo de nociceptores periféricos, sendo capazes de modular os canais de sédio,
aumentando frequéncia, desencadeando a dor neuropatica (KRISHNAN et al., 2005).

A dor neuropdtica originada da lesdo nervosa periférica resulta no aumento da
excitabilidade dos neur6nios como consequéncia da sensibiliza¢do. Estudos apoiam a
hipétese de que o microambiente inflamatério e a liberagdo de mediadores sdo
fundamentais para o desenvolvimento da dor neuropatica. Tais mediadores incluem os
eicosandides, serotonina, neurotrofinas, citocinas, quimiocinas € ERO’s. Dentre estes,
destaca-se as ERO’s, que sdo originadas pelo metabolismo celular ou lesdo local e em
situacOes que escapem ao sistema antioxidativo-catalase (CAT) e superoxidodismutase.
(LEUNG, CAHILL, 2010).

a) Superoxido dismutase (SOD)

A atividade das SOD’s nas células esta diretamente envolvida na resposta a fatores
estressores, sendo evidenciado que cada uma das SOD’s atua independentemente e sdao
reguladas de acordo com o grau de estresse oxidativo ao qual o organismo estd exposto
(BOWLER et al., 1992). SOD’s também podem estar envolvidas na adesdo celular e
sinalizacdo molecular em plantas (PRICE et al., 1994).

a) Catalase (CAT)

A catalase foi uma das primeiras enzimas estudadas, em 1923, quando Warburg
sugeriu que a catalase continha ferro, através de um estudo de observacdo de um
complexo enzima — substrato. Posteriormente descobriu-se que a catalase decompde o
peréxido de hidrogénio, um produto téxico ao organismo, em dgua e oxigénio molecular
(BOVERIS; CHANCE, 1973), além de evitar o acumulo de metahemoglobina
(GAETANI et al., 1989). Essa enzima também pode auxiliar os organismos a lidar com
mudancas metabdlicas, como a falta de nutrientes, hipdtese proposta em estudo feito com

catalase citosdlica de larvas de Caenorhab ditiselegans (TAUB et al., 1999).
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b) Ciclooxigenases (COX)

Por volta da década de 1980 foram descoberta dois tipos de COX, denominados
de ciclooxigenase-1(COX-1) e ciclooxigenase-2(COX-2). Assim, os mediadores
origindrios da lise do 4cido araquidonico pela COX-1 (enzima constitutiva), expressa em
muitos tecidos, estdo representados principalmente pelas prostaglandinas envolvidas na
fisiologia renal, gastrintestinal, cardiovascular e do trato reprodutor. Por outro lado, a
atividade da COX-2 (enzima induzida), presente em células inflamatdrias, leva a sintese
de prostaglandinas relacionadas ao processo inflamatério (GRISWOLD; ADAMS, 1996;
CRAWFORD, 1997).

As isoformas da ciclooxigenase (COX-1 e COX-A) dita inicialmente constitutiva
ou fisioldgica estdo presentes no sistema cardiovascular, onde desempenha a fungdo de
produzir TX, o qual é fundamental para uma correta agregacao plaquetdria. No sistema
gastrointestinal a COX-1sintetiza PGE2 que esta envolvida na formacdo de muco para a
protecdo géstrica. Por sua vez, a COX-2, dita inicialmente induzida ou patoldgica, é
expressa na presenca de um dano tecidual, formando PGE2 relacionadas com o
desenvolvimento de uma resposta inflamatoéria (celular e vascular) e dor. A COX-2 é
expressa constitutivamente no corno dorsal do corddo espinhal e torna-se levemente
aumentada ap6s um trauma. Evidéncias sugerem que a expressdao da COX-2 neste local
pode facilitar a transmissdo de impulsos nociceptivos (KUMMER; COELHO, 2002;
CARVALHO et al., 2004).

2.4.3 Tratamento farmacolégico

O tratamento farmacolégico associado a dor neuropética necessita de abordagem
multidisciplinar e consiste no tratamento dos sintomas, uma vez que raramente, o foco da
dor pode ser tratado. Deve-se levar em consideragdo, aspectos emocionais e psicoldgicos
relacionados a cronicidade da dor (COLLOCA et al., 2017). Tradicionalmente, o
tratamento € iniciado com terapias conservadoras e complementar antes da utilizagc@o de
intervengdes como bloqueios nervosos (OLIVEIRA JUNIOR; CORREA; FERREIRA,
2016).

Neuropathic Pain Special Interest Group (NeuPSIG), International Association
for the Study of Pain (IASP) e European Federation of Neurological Societies (EFNS),
propdem a divisdo do tratamento da dor neuropética em farmacos de primeira, segunda e

terceira linha (COLLOCA, 2017) (figura 03).
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Figura 03. Farmacos utilizados no tratamento farmacolégico da dor neuropética
Fonte: Colloca (2017)

O arsenal terapéutico disponibilizado para o tratamento da dor neuropatica
engloba farmacos especificos que vao desde a administracdo sistémica até mesmo
procedimentos anestésicos locais ou de administra¢do intratectal; com restri¢des no uso
ao longo prazo dado os efeitos colaterais e reagdes adversas, incluindo tolerancia ou
mesmo dependéncia (OLIVEIRA et al., 2006; OLIVEIRA JUNIOR; CORREA;
FERREIRA, 2016). E vilido ressaltar, que o firmaco gabapentina (4cido 1-aminometil-
ciclohexanoacético), fairmaco de primeira linha é um aminoicido com a estrutura do
neurotransmissor GABA (&cido gama-aminobutirico), que age modulando as
transmissdes das mensagens entre as células do sistema nervoso, reduzindo a atividade
excitatoria responsdvel pela dor neuropdtica e pelas crises convulsivas (CLIVATTI;
SAKATA; ISSY, 2009). Utilizada como droga padrio para o tratamento de dor
neuropatica, apesar de amplamente utilizada, trata-se de um farmaco sujeito a controle
especial pela Portaria n° 344/98 de medicamentos controlados, devido a numerosas
reacoes adversas e efeitos colaterais, além de causar dependéncia (SOUZA;

COMARELLA, 2014; GABAPENTINA..., 2019).
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2.4.4 Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) de farmacos para o tratamento de dor
neuropatica

Estudo de revisdo de Colloca et al. (2017) refere que o tratamento farmacolégico
da dor neuropdtica representa desafio, pois € direcionado para o tratamento dos sintomas,
ja que a origem da dor raramente ¢ tratada.

Assim, é necessario a Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) de novos farmacos

como alternativa e/ou complemento terapéutico na dor neuropética.

2.4.4.1 Modelos de avaliacdo pré-clinica de dor neuropdtica

A busca de novos farmacos para inclusdo no arsenal terapéutico da dor
neuropdtica ndo tem sido tarefa ficil ja que ha uma diversidade de estado de dor cronica
em humanos, sendo propostos numerosos modelos experimentais de dor animal que
tentam simular as muitas condi¢des de dor humana, a exemplo dos modelos cirtrgicos
em ratos e camundongos, dadas as semelhancas genéticas e bioquimicas, como a lesdao
por constric¢ao cronica ao nervo ciatico, ligadura parcial do nervo isquidtico, ligadura do
nervo espinhal, lesdo nervosa poupada, avulsio do plexo braquial, nervo ciético,
transcricao e trissec¢do do nervo cidtico (CHALLA 2015). Esses modelos envolvem
diversas etapas de investigagdo, como testes bioquimicos gerais e diagndsticos
especificos, testes comportamentais e neurolégicos (motores, cognitivos, sensitivos ou
combinando uma ou mais classes) (PINTO; KO, 2012).

Como clinicamente a dor neuropdtica estd relacionada, na maioria das vezes a
compressao dos nervos periféricos, os modelos animais de lesdo nervosa periférica, a
exemplo do modelo de compressdao do nervo cidtico, tem sido amplamente utilizado. A
medula representa o centro de processamento primdrio da informacdo nociceptiva,
envolvendo mecanismo de sensibiliza¢do central; o que € caracterizado pelo aumento da
resposta das células do corno dorsal espinal aos estimulos aferentes, envolvendo diversas
moléculas desse mecanismo, com destaque as espécies reativas do oxigénio (ERQO’s),
sendo sugeridas como mediadores da dor neuropdtica. Assim, como um quadro de
estresse oxidativos € estabelecido no local da lesdo, pode ser usada a técnica de
determinacdo de enzimas antioxidantes, como a CAT e SOD, consideradas como

marcadores da defesa antioxidativas enzimaticas (GUEDES, 2007).
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Como mediadores quimicos inflamatérios sdo substancias liberadas em uma area
tecidual lesada ou por células adequadamente ativadas que coordenam o processo da
resposta inflamatdria, esses podem ser investigados nos modelos animais de avaliagdo de
dor neuropdtica, atuando como determinantes do seguimento da neuroinflamacgdo no
sistema nervoso lesionado ou doente, mostrando uma contribuicdo importante para
investigacdo da dor neuropdtica. Assim, nos modelos empregados podem ser
determinados: bradicininas, trifosfato de adenosina, eicosandides, produtos da
lipoxigenases, histamina, citocinas e quimiocinas e produtos das enzimas endoperéxido
sintases (cicloxigenases ou COX). A cicloxigenase-1 (COX-1) é a forma
constitutivamente encontrada na maioria dos tecidos, promovendo a homeostase (embora
sua expressao possa ser elevada apdés um traumatismo celular); enquanto a forma
cicloxigenase-2 (COX-2), cuja expressao em repouso € baixa, é rapidamente
incrementada pela acdo de mediadores inflamatorios (citocinas) apds lesao (OLIVEIRA
JUNIOR; PORTELLA JUNIOR; COHEN, 2016).

Moreira Lima (2017) apresenta estudo em modelo de dor neuropdtica pds-
traumatica enfatizando os fundamentos de testes de andlise comportamental como
parametro do sucesso do tratamento; destacando os testes da placa quente (hot plate),
Rotarod e Von Frey; enfatizando, ainda, a importancia de quantificar proteinas como
SOD e CAT; bem como a influéncia das citocinas para o sucesso do tratamento de dor e

inflamacao.

Figura 04. Aparelho placa quente (hot plate) utilizado no
Laboratério de Estudo Experimental da Dor/Universidade
Federal do Maranhdo

Fonte: autor



45

Para avaliacdo da atividade analgésica central, muitos estudos empregam o teste
da placa quente (hot plate) (figura 04), caracterizado como teste de nocicep¢ado térmica
que avalia o tempo em que os animais permanecem sobre uma chapa metélica aquecida
(55 £0,5°C) até reagirem ao estimulo térmico como comportamento de levantar ou lamber
as patas; com aferi¢des realizadas em intervalos de tempo (30, 60, 90 e 120) minutos apds

a administracdo do material em analise (SILVA et al., 2013).

Figura 05. Aparelho Rotarod utilizado no Laboratério de
Estudo Experimental da Dor/Universidade Federal do
Maranhdo

Fonte: autor

Dentre os testes neuroldgicos motores para avaliacdo neuroldgica, diversos
estudos t€ém empregado o teste de Rotarod ou de barra rotatéria, com ou sem aceleragao,
fundamentado no uso de barra ou cilindro rotatério, sendo um dos mais antigos
empregados na drea de estudo dos efeitos motores induzidos por uso de drogas em estudos
pré-clinicos e na descricdo do fendtipo de mutantes induzidos geneticamente para
doengas cerebelares, extrapiramidais e neuromusculares. Os parametros avaliados no
teste de Rotarod incluem: tempo de laténcia (ou de resisténcia para queda), distancia total
percorrida (dependente da frequéncia de rotacdo, da existéncia ou ndo da rotacdo e do
tempo da laténcia). Assim, o teste de Rotarod, representa um teste de desempenho do
animal baseado na atividade motora forcada na barra rotatéria, com velocidade reguldvel
em rotacdes por minutos, incluindo a avaliacdo do tempo da marcha (segundos) ou a

resisténcia (PINTO; KO, 2012).
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Figura 06. Aparelho Von Frey utilizado no Laboratério de
Estudo Experimental da Dor/Universidade Federal do
Maranhao

Fonte: autor

O teste de Von Frey ou de avalia¢do de alodinia mecanica é fundamentado no uso
de filamentos de Von Frey para avaliar a sensibilidade tecidual nociceptiva a um estimulo
mecanico. Os experimentos sdo realizados com um anestesidometro eletronico (figura 06),
que consiste em um transdutor de pressdo adaptado a um contador digital de forca
expressa em gramas (g). O contato do transdutor da pressao com a pata € realizado através
de uma ponta descartdvel de polipropileno. Na fase de adaptacao ao teste, os animais sao
colocados em caixas de acrilico durante 15-30 minutos. O assoalho da caixa € feito de
arame ndao maledvel na forma de rede. As alteracdes nos limiares nociceptivos sao
avaliados exercendo uma pressdo, por entre malhas da rede, linearmente crescente no
centro da planta da pata do animal até a produ¢do de uma resposta caracterizada como
sacudida (flinches) da pata estimulada. Os estimulos sao repetidos por até seis vezes apos
a retirada da pata. A intensidade de hipernocicepcao € quantificada como a variagdo na
pressdo obtida subtraindo-se a média dos trés valores expressos em gramas (forga)
observada antes do procedimento experimental (0 hora) da média de trés valores em
gramas (for¢a) apds a administracdo dos estimulos, que variam de acordo com o
experimento (SILVA et al., 2013).

Silva et al. (2013) apresentam estudo de revisao de diversos modelos de avaliacao
pré-clinica da atividade antinociceptiva de extrato vegetal, fracdo ou substancia isolada:

enfatizando fundamentos, vantagens e desvantagens desses modelos, destacando:
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contorcdes abdominais induzidas por dcido acético, teste da formalina, teste de Randall-
Selitto, teste de Von Frey, dor orofacial induzida pela formalina, teste da placa quente e
teste da retirada da cauda (tail-flick), entre outros.

Para o desenvolvimento dos ensaios experimentais do nosso estudo foram
empregados: andlises comportamentais (avaliacio da deambulacdo forcada - teste de
Rotarod, avaliacao da alodinia mecanica - teste de Von Frey e hiperalgesia térmica - teste
da placa quente), bioquimicas (determinacdo da atividade das enzimas catalase e
superoxido dismutase) e ensaio in vitro (determinacdo da ciclooxigenase 1 e

ciclooxigenase 2).

2.5 Eleutherine bulbosa Mill. Urb.

A espécie Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb, pertence a familia Iridaceae, e
compreende uma erva de pequeno porte que apresenta diversas sinonimias botanicas,
Bermudiana bulbosa (Mill. Molina; Bermudiana congesta (Klatt) Kuntze;
Cipuraplicata(Sw.) Griseb.; Eleutherine americana (Aubl.) Merr. ex K.Heyne;
Eleutherine anomala Herb.; Eleutherine longifolia Gagnep.; Eleutherine plicata (Sw.)
Herb.; Eleutherine plicata Herb. ex Klatt; Eleutherine subaphylla Gagnep.; Ferrariaparvi
flora Salisb.; Galatea Americana (Aubl.) Kuntze; Galatea bulbosa(Mill.) Britton,
Galateaplicata (Sw.) Baker; Ixia americana Aubl.; Sisyrinchium altissimum Ten.;
Sisyrinchium americanum (Aubl.) Lemée; Sisyrinchium bulbosum Mill.; Sisyrinchium
capitatum Pers.; Sisyrinchium congestum Klatt; Sisyrinchium elatum Seub. ex Klatt;
Sisyrinchium intihuatanense (Vargas) Ravenna; Sisyrinchium latifolium Sw.;
Sisyrinchium palmifolium var. Intihuatanense Vargas; Sisyrinchium plicatum (Sw.)
Spreng.; Sisyrinchium racemosum Pers. (KEW, 2012).

Apesar da diversidade de sinonimias cientificas, € constatado que predomina o
uso de Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb., Eleutherine americana (Aubl.) Merr. ex K.
Heyne e Eleutherine plicata Herb. Ex Klatt. Nesse estudo optou-se pelo uso da sinonimia
Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. dada a predominancia dos estudos inventariados com
uso dessa nomenclatura.

Diversos nomes vernaculares sdo referidos, tais como: marupari, marupazinho
(SCHULTES; RAFFAULF, 1990; PROJETO..., 2019), marupapiranga (SCHULTES;
RAFFAULF, 1990), coquinho, lirio-folha-de-palmeira, marupd, marupai, marupi-
piranga, palmeirinha (PROJETO.,.,2019) e ruibarbo-do-campo (BRASILEIRO et al;
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2006). Em outros paises é conhecida como jasinhuaste, pacahuasten, pachahuaste,
pachahuasten, piri-piri, yagua Piripiri, yahuarpiripiri € wi-ro (PROJETO..., 2019).

A espécie Eleutherine bulbosa é nativa e de larga ocorréncia no continente
americano (ZHENGXIONG et al., 1984; ANWAR-BRUNI et al.,1996; AFANAS’EV et
al., 1999; JOHNSON, 1999; LORENZI; MATOS, 2002; PARAMAPOIJN et al.,2008;
SARALAMP et al., 2009; NASCIMENTO et al., 2012). No Brasil, € de grande ocorréncia
na regido amazoOnica, principalmente no Estado de Roraima (REVILLA, 2001;
REVILLA, 2002).

Eleutherine bulbosa é uma planta herbacea bulbosa e rizomatosa, com caule, em
formato de uma touceira, de 20 a 30 cm de altura aproximadamente (SCHULTES;
RAFFAULF, 1990). Apresenta bulbos vermelhos ou vinho com escamas semelhantes a
uma cebola. De composi¢do completa, suas folhas sdo simples, simétricas, inteiras,
verticiladas e plissadas longitudinalmente, com inflorescéncia em paniculas de flores

rosas, no dpice de um escapo (LORENZI; MATOS, 2002; REVILLA, 2002; ROCHA,
2006) (figura 07).

Figura 07. Aspecto geral da espécie vegetal
Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. (Iridaceae)
Fonte. Autor

Diversos estudos etnofarmacoldgicos referem o amplo emprego terapéutico
popular do bulbo da planta, predominando o uso em desordens gastrointestinais

(gastralgia, histeria, diarreia, vermes intestinais, anti-diarréica, c6lica, desinteria, ulceras
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gastricas), sendo ainda referido uso em cicatrizacdo de ferimentos superficiaise como
abortivo (WENINGER et al., 1982;SCHULTES, 1990; DUKE; VASQUEZ, 1994;
VILLEGAS et al., 1997; LIN et al., 2002; LORENZI; MATOS, 2002; REVILLA, 2002a).

A investigacdo quimica da espécie evidenciou a presenga de derivados
quindnicos, saponinas, alcaloides, flavonoides, taninos, triterpenos, fendis simples,
derivados cumarinicos, dcidos organicos e esteroides (KING, ALTMAN, 1956; SOUSA,
2006; BARAUNA; ROCHA, 2007; COUTO et al., 2016).

Estudos indicam a presenga de antraquinonas (KOMURA et al., 1983) e seus
glicosideos (SHIBUYA et al., 1997). Screening fitoquimico, realizado em extrato das
folhas, revelou a presenca de alcaloides, esteroides quinonas, antraquinonas, cumarinas e
flavonoides (DELGADO et al.,1997).

Outro estudo de prospeccao fitoquimica com extratos hidroalcodlicos indicou a
presenca de alcaloides, catequinas, flavanonas e cumarinas nas folhas e caule (SOUSA et
al., 2005). A presenca de alcaloides foi confirmada em estudo de Rocha (2006) e Baratina;
Rocha (2008). Compostos fendlicos, derivados cumarinicos, depsideos e depsidonas,
acucares redutores e 4cidos organicos também foram evidenciados na espécie
(BARAUNA; ROCHA, 2008).

Estudo de Paramapojn et al. (2008) identificou, pela primeira vez, naftopirona e
eleuterinosida A, juntamente com eleutoside B, isoeleuterina, eleuterina e eleuterol.
Baseado nos resultados de andlises quimicas de exemplares da espécie oriundos de
localidades diferentes, nesse estudo os autores sugerem eleuterol, isoeleuterina e
eleuterina como constituintes predominantes na espécie.

Gallo et al. (2010) identificaram, em extratos de bulbo da espécie, quatro novos
policetideos: (R)-4-hydroxyeleutherin, eleuthone, eleuterinol-8-0-B-D-
glucosideeisoeleuthoside C (dihydroisoeleutherin-5-O-B-D-gentiobioside); além de
eleutherina, isoeleutherina, eleutherinol, eleutherol, eleuthoside B (eleutherol-4-O-f-D-
gentiobioside), eleuthoside C (dihydroeleutherin-5-O-f-D-gentiobioside), hongconina
(4-oxodihydroisoeleutherina) e elecanacina.

Oliveira Neto et al. (2007), em estudo biomonitorado, indicam uma sapogenina
esteroidal, como principio ativo para propriedades analgésica periférica e anti-
edematogénica.

Estudos de investigacdo das propriedades farmacolégicas foram desenvolvidos
com extrato de folhas e/ou bulbos, bem como substincias isoladas de Eleutherine

bulbosa, principalmente eleuterol, eleuterina, isoeleuterina, elecanacina e isoeleuterol
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demonstrando atividade antimicrobiana (CHEN et al., 1984; LORENZI; MATOS, 2002),
antifingica (ZHENGXIONG et al., 1984; ALVES et al., 2003; JINZHONG et al., 2006;
MENEZES et al., 2009), inibitéria da replicacdo do virus HIV (HARA et al, 1997),
antibacteriana (VORAVUTHIKUNCHALI et al., 2007; MAHABUSARAKAM et al.,
2009; PADHI; PANDA, 2015), antioxidante (IFESAN et al., 2009), anti-edematogénica
e analgésica periférica, mas nao central (BARAIjNA; ROCHA, 2008), giardicida contra
Giardia lamblia (AMARAL, 2007; NEIVA et al., 2016) e amebicida contra Entamoeba
histolytica/Entamoeba dispar (NASCIMENTO et al., 2012).

Estudo de revisdo das propriedades farmacoldgicas e composi¢do quimica tem
demonstrado potencial da espécie como agente antimicrobiana, antiinflamatorios,
inibidor da a-glicosidase, replicacdo do HIV e topoisomerase 1I; destacando a presenca
de naftaleno, naftoquinona e antraquinona (INSANU; KUSMARDIYANIA;
HARTATIA, 2014).

Couto et al. (2016), em estudo de revisao, constatam a predominancia dos estudos
quimicos realizados com bulbos de Eleutherine bulbosa, destacando a presenca de
naftoquinonas e antraquinonas (tabela 01).

O potencial terapéutico de Eleutherine bulbosa ja evidenciado nesses estudos com
a inclusdo dessa espécie na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao
Sistema Unico de Sadde (RENISUS) (BRASIL, 2009) tem estimulado os estudos de
validacdo pelo Grupo de Produtos Naturais da Universidade Federal do Maranhao. Nesse
sentido, desde ano de 2007, a espécie integra o elenco alvo de investigagao dos nossos

estudos, como demonstra a tabela 02.



51



52

Tabela 01. Constituintes quimicos isolados de Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. (Iridaceae) segundo estudo de revisao de Couto et al (2016)

Nomenclatura da espécie
Composto

vegetal referida nos . Nomenclatura quimica®** Estrutura** Referéncia
quimico
estudos inventariados *
1H-Naphtho[2,3-c]pyran-5,10-dione 3,4 Schmid, et al.,1950; Hara et al.,
dihydro-9-methoxy-1,3-dimethyl-, (1R,35)- 1H- 1997; Alves et al., 2003; Nielsen &
. ) Naphtho[2,3-c]pyran-5,10-dione, 3,4-dihydro-9- Wege, 2006; Han et al., 2008;
eleuterina
methoxy-1,3-dimethyl-, (1R-cis)-; 1H Paramapojna et al., 2008; Xijing et
Naphtho[2,3-c]pyran-5,10-dione, 3,4-dihydro-9- al., 2009; Kusuma et al., 2010;
methoxy-1p,3p-dimethyl- (8CI) Phoem & Voravuthikunchai, 2012
Naphtho[2,3-c]furan-1(3H)-one, 4-hydroxy-5-
P Y Y \0 OH Weniger et al., 1982; Hara et al.,
Eleutherine americana methoxy-3-methyl-, (3R)- Naphtho[2,3-c]furan- 1997 - Al ol 2003-Jinzh .
; Alves et al., ;Jinzhong e
(AubL) Merr. ex K. Heyne* eleuterol 1(3H)-one, 4-hydroxy-5-methoxy-3-methyl- s 12006 - P ) . 2058
. . . al., ; Paramapojna et al., ;
(8CI); Naphtho[2,3-c]furan-1(3H)-one, 4- SN | 0 Caval ) L2009
avalcanti et al.,
hydroxy-5-methoxy-3-methyl-, (R)- \0
(2)
. o

) Naphtho[2,3-c]furan-4,9-dione, 1,3-dihydro-8-
eleuterinona o
methoxy-1-methyl-, (15)- (+)- |

Alves et al., 2003; Xijing et al., 2009

o @

* nomenclatura adota pelos autores representando sinonimias botanicas da espécie Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb., nome oficial definido atualmente nas bases de dados e institutos botanicos ;

** nomenclatura quimica e estrutura do Chemical Abstract; NI: ndo informado
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Tabela 01. (Continuagio)

Nomenclatura da espécie

Composto
vegetal referida nos . Nomenclatura quimica** Estrutura** Referéncia
uimico
estudos inventariados * a
\0 ”
10H-Naphtho[2',3":2,3]cyclobuta[1,2-b]furan- H L 1997: Nielsen & W
ara et al., ; Nielsen ege
elecanacina 5,10(3aH)-dione, 1,2,4,4a-tetrahydro-6- H 2006 g
methoxy-2-methyl-, (25,3aS$,4a$,10aS)-(+) | 0
0
4)
Naphtho[2,3-c]furan-1(3H)-one, 5-hydroxy-4- HO 0
Eleutherine americana ol | methoxy-3-methyl-, (3R)- Naphtho[2,3-c]furan- a Hara et al., 1997 ; Jinzhong et
isoeleutero
(Aubl) Merr. ex K.Heyne* 1(3H)-one, 5-hydroxy-4-methoxy-3-methyl-, . | o al.,2006; Xijing et al., 2009
(R)- N \
(5)
1H-Naphtho[2,3-c]pyran-5,10-dione, 3,4- Schmid et al., 1951 ; Hara et al.,
dihydro-9-methoxy-1,3-dimethyl-, (1R,3R)-1H- 1997 ; Alves et al., 2003 ; Nielsen &
ol ) Naphtho[2,3-c]pyran-5,10-dione, 3,4-dihydro-9- Wege, 2006; Paramapojna et al
isoeleuterina

methoxy-1,3-dimethyl-, (1R-trans)-; 1H-
Naphtho[2,3-c]pyran-5,10-dione, 3,4-dihydro-9-
methoxy-1p,3a-dimethyl-(8CI)

2008 ; Song et al., 2009 ; Xijing et
al., 2009 ; Nascimento et al., 2012 ;
Phoem & Voravuthikunchai, 2012

* nomenclatura adota pelos autores representando sinonimias botanicas da espécie Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb., nome oficial definido atualmente nas bases de dados e institutos botanicos ;

** nomenclatura quimica e estrutura do Chemical Abstract; NI: ndo informado

Tabela 01. (Continuagio)
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Nomenclatura da espécie

Composto )
vegetal referida nos . Nomenclatura quimica** Estrutura** Referéncia
quimico
estudos inventariados *
0 Ho
1H-Naphtho[2,3-c]pyran-4(3H)-one, 5,10-
) dihydroxy-9-methoxy-1,3-dimethyl-,(1R,3R)- 0 Zhengxiong et al., 1981; Chen, et al.,
hongconina
1H-Naphtho[2,3-c]pyran-4(3H)-one, 5,10- ) 1986;Xijing et al 2009
dihydroxy-9-methoxy-1,3-dimethyl-, (1R-trans)- OH ’
0
)
OH

Eleutherine americana

(Aubl.) Merr. ex K.Heyne*

eleutherinoside A

4H-Naphtho[1,2-b]pyran-4-one, -D-
glucopyranosyloxy)-10-hydroxy-2,5-dimethyl

HO 0
Dene;
ool gk
OH
0

OH

®

Ganzera et al., 2009

eleuthoside B

Naphtho[2,3-c]furan-1(3H)-one, 4-[(6-O-B-D-
glucopyranosyl-p-D-glucopyranosyl)oxy]-5-
methoxy-3-methyl-, (3R)-

OAc
0
OH
OAc

®

Ganzera et al., 2009

* nomenclatura adota pelos autores representando sinonimias botanicas da espécie Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb., nome oficial definido atualmente nas bases de dados e institutos botanicos ;

** nomenclatura quimica e estrutura do Chemical Abstract; NI: ndo informado
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Nomenclatura da espécie
Composto
vegetal referida nos .
quimico
estudos inventariados *

Nomenclatura quimica**

Estrutura**

Referéncia

beta-sitosterol

Nimbosterol (6CI); Stigmast-5-en-3f-ol (8CI); (-)-f
Sitosterol;(24R)-Ethylcholest-5-en-3f-ol; (24R)-
Stigmast-5-en-33-ol; 22,23-Dihydrostigmasterol; 24
Ethylcholestero

Xijing et al., 2009

NI

8-hydroxy-3, 4-Dimethoxy-1-methyl-anthra-9, 10-

quinone-2-carboxylic acid methyl ester

NI

Xijing et al., 2009

Eleutherine americana NI

(Aubl.) Merr. ex K.Heyne*

4,8-Dihydroxy-3-Methoxy- 1-methyl-anthra-9,10-

quinone-2-carboxylic acid methyl ester

NI

Xijing et al., 2009

kadsuric acid

1H-Benz[e]indene-6-propanoic acid, 3-[(1R,4Z)-5-
carboxy-1-methyl-4-hexenyl]-
2,3,3a,4,6,7,8,9,9a,9b-decahydro-3a,6,9b-
trimethyl-7-(1-methylethenyl)-,
(3R,3aR,6S,7S,9aR,9bS)- (9CI);3,4-Secolanosta-
4(28),9(11),24-triene-3,26-dioic acid, (24Z)-;1H-
Benz[e]indene-6-propanoic acid, 3-(5-carboxy-1-
methyl-4-hexenyl)-2,3,3a,4,6,7,8,9,9a,9b-
decahydro-3a,6,9b-trimethyl-7-(1-methylethenyl)-
,[3R-[30(1R*,4Z),320,6B,70,920,9bB]]-

HO

(11

Xijing et al., 2009

* nomenclatura adota pelos autores representando sinonimias boténicas da espécie Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb., nome oficial definido atualmente nas bases de dados e institutos botanicos ; ** nomenclatura quimica

e estrutura do Chemical Abstract; NI: ndo informado
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Nomenclatura da espécie

Composto
vegetal referida nos Nomenclatura quimica** Estrutura** Referéncia
quimico
estudos inventariados *
(L)-3-[2-(acetyloxy)propyl]-2-hydroxy-8-
NI NI Han et al., 2008; Malheiros, 2008
methoxy-1,4-naphthoquinone
2,5-Dimethyl-10-hydroxynaphthopyrone 8-O-_-
NI NI Paramapojna et al., 2008
d-glucopyranoside
Eleutherine americana
Aubl.) Merr. ex K.Hi *
(Aubl) Merr. ex eyne 3-methoxy-1-methylan-thraquinone-2-
NI NI Phoem; Voravuthikunchai, 2012
carboxylic acid methyl ester
methyl ethers of 3,4,8-trihydroxy-1-methyl-
NI anthra-9,10-quinone-2-carboxylic acid methyl NI Komura et al., 1983
ester 4-6
anthracene-9,10-dione-1,5-diol-4-methoxy-3-
NI NI Wenigeret al., 1982
methyl-2-carboxylic acid methyl ester
Eleutherine bulbosa (Mill.)
Urb.
Naphtho[2,3-c]furan-4,9-dione, 1,3-dihydro-8-
eleutheriona Alves et al., 2003 ;Xijing et al., 2009

methoxy-1-methyl-, (15)-(+)

0

(12)

* nomenclatura adota pelos autores representando sinonimias botanicas da espécie Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb., nome oficial definido atualmente nas bases de dados e institutos botanicos ;

** nomenclatura quimica e estrutura do Chemical Abstract; NI: ndo informado
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Tabela 01. (Continuagdo)

Nomenclatura da espécie

Composto
vegetal referida nos Nomenclatura quimica** Estrutura** Referéncia
quimico
estudos inventariados *
1H-Naphtho[2,3-c]pyran-5,10-dione, 3.4- Schmid, et al.,1950; Hara et al.,
dihydro-9-methoxy-1,3-dimethyl-, (1R,35)-1H- 1997; Alves et al., 2003; Nielsen &
eleuterina Naphtho[2,3-c]pyran-5,10-dione, 3,4-dihydro-9- Wege, 2006; Han et al., 2008;

methoxy-1,3-dimethyl-, (1R-cis)-; 1H-
Naphtho[2,3-c]pyran-5,10-dione, 3,4-dihydro-9-
methoxy-1p,3p-dimethyl- (8CI)

Paramapojna et al., 2008; Xijing et
al., 2009; Kusuma et al., 2010;
Phoem; Voravuthikunchai, 2012

1H-Naphtho[2,3-c]pyran-5,10-dione, 3.4-
dihydro-9-methoxy-1,3-dimethyl-, (1R,3R)-1H-
isoeleuterina Naphtho[2,3-c]pyran-5,10-dione, 3,4-dihydro-9-

Schmid et al., 1951; Hara et al.,
1997; Alves et al., 2003; Nielsen ;
Wege, 2006; Paramapojna et al 2008;
Song et al., 2009; Xijing et al., 2009;

Eleutherine bulbosa (Mill.)

Urb. methoxy-1,3-dimethyl-, (IR trans)-; 1H-

Naphtho[2,3-c]pyran-5,10-dione, 3,4-dihydro-9-
methoxy-1p,3a-dimethyl- (8CI)

Nascimento et al., 2012; Phoem;

Voravuthikunchai, 2012

Naphtho[2,3-c]furan-1(3H)-one, 4-hydroxy-5- 0

Weniger et al., 1982; Hara et al.,
methoxy-3-methyl-, (3R)-Naphtho[2,3-c]furan-

eleuterol o 1997; Alves et al., 2003; Jinzhong et
1(3H)-one, 4-hydroxy-5-methoxy-3-methyl- | o
s al.,2006; Paramapojna et al., 2008;
(8CI); Naphtho[2,3-c]furan-1(3H)-one, 4- k\ )
0 Cavalcanti et al., 2009
hydroxy-5-methoxy-3-methyl-, (R)- )

* nomenclatura adota pelos autores representando sinonimias botanicas da espécie Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb., nome oficial definido atualmente nas bases de dados e institutos botanicos ;

** nomenclatura quimica e estrutura do Chemical Abstract; NI: ndo informado
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Tabela 01. (Continuagio)

Nomenclatura da espécie

Composto
vegetal referida nos Nomenclatura quimica** Estrutura** Referéncia
quimico
estudos inventariados *
_ R - R A HO 0
Naphtho[2,3-c]furan-1(3H)-one, 5-hydroxy-4
methoxy-3-methyl-, (3R)-Naphtho[2,3-c]furan- e Hara et al., 1997 ; Jinzhong et
isoeleuterol | 0
1(3H)-one, 5-hydroxy-4-methoxy-3-methyl-, ~ al.,2006; Xijing et al., 2009
(R)- N 3
(5)
\0 5
10H-Naphtho[2',3":2,3]cyclobuta[1,2-b]furan-
) ) elecanacina Hara et al., 1997; Nielsen; Wege,
Eleutherine bulbosa (Mill.) 5,10(3aH)-dione, 1,2,4,4a-tetrahydro-6- H 2006
Urb. methoxy-2-methyl-, (25,3aS$,4a$,10aS)-(+) | 0
0
)

1H-Naphtho[2,3-c]pyran-4(3H)-one, 5,10-
Zhengxiong et al., 1981; Chen, et al.,

0
) dihydroxy-9-methoxy-1,3-dimethyl-, (1R,3R)-
hongconina
1H-Naphtho[2,3-c]pyran-4(3H)-one, 5,10- ) 1986; Xijing et al., 2009

dihydroxy-9-methoxy-1,3-dimethyl- (1R-trans)-

o)

* nomenclatura adota pelos autores representando sinonimias botanicas da espécie Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb., nome oficial definido atualmente nas bases de dados e institutos botanicos ;

** nomenclatura quimica e estrutura do Chemical Abstract; NI: ndo informado
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Tabela 01. (Continuagio)

Nomenclatura da espécie
vegetal referida nos estudos Composto quimico Nomenclatura quimica™** Estrutura®* Referéncia

inventariados *

9,10-Anthracenedione, 1,8-dihydroxy-3-methyl-
Anthraquinone, 1,8-dihydroxy-3-methyl- (8CI); 1,8- HO 0
Dihydroxy-3-methyl-9,10-anthracenedione; 1,8-
Eleutherine bulbosa (Mill.) crisofanol Dihydroxy-3-methyl-9,10-anthraquinone; 1,8- ‘O Weniger et al., 1982; Lorenzi; Matos,
Urb. Dihydroxy-3 methylanthraquinone; 2-Methyl-4,5- 2002

dihydroxyanthraquinone; 3-Methyl-1,8-

OH
dihydroxyanthraquinone; 3-Methylchrysazin; 4,5- (13)
Dihydroxy-2-methylanthraquinone
N OH
Naphthol[2,3-c]furan-1(3H)-one, 4-hydroxy-5- 0
Weniger et al., 1982; Hara et al., 1997 ;
methoxy-3-methyl-, (3R)-Naphtho[2,3-c]furan-1(3H)-
A Alves et al., 2003;Jinzhong et al.,2006 ;
eleuterol one, 4-hydroxy-5-methoxy-3-methyl- | 0
e Paramapojna et al., 2008 ; Cavalcanti et
(8CI); Naphtho[2,3-c]furan-1(3H)-one, 4-hydroxy-5- \ L2009
al.,

methoxy-3-methyl-, (R)-
Eleutherine plicata (Sw.)
Herb.*
ex Klatt *

Schmid et al., 1951 ; Hara et al., 1997 ;
Alves et al., 2003 ; Nielsen & Wege,

1H-Naphtho|2,3-c]pyran-5,10-dione, 3.4-dihydro-9-

methoxy-1,3-dimethyl-, (1R,3R)-1H-Naphthol[2,3-
2006; Paramapojna et al 2008 ; Song et

al., 2009 ; Xijing et al., 2009 ;
Nascimento et al., 2012 ; Phoem &
Voravuthikunchai, 2012

isoeleuterina c]pyran-5,10-dione, 3,4-dihydro-9-methoxy-1,3-
dimethyl-, (1Rtrans)-; 1H-Naphtho[2,3-c]pyran-5,10-
dione, 3,4-dihydro-9-methoxy-1f,3a-dimethyl- (8CI)

* nomenclatura adota pelos autores representando sinonimias boténicas da espécie Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb., nome oficial definido atualmente nas bases de dados e institutos botanicos ; ** nomenclatura quimica

e estrutura do Chemical Abstract; NI: ndo informado
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Tabela 02. Estudos desenvolvidos com Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. (Iridaceae) pelo Grupo

de Produtos Naturais da Universidade Federal do Maranhao

Natureza da Ano de
Titulo
publicacao publicacao
Estudo de validacdo de Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb: aspectos da Monografia de 017
farmacoboténica e quimica graduacdo
Controle de qualidade de drogas vegetais: estudo farmacobotanico de Relatério de 017
Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. Inicia¢do Cientifica
Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb.: a review study. Journal of Medicinal )
Artigo 2016
Plant Research, v. 10, p. 286-297, 2016
Extrato hidroalcodlico padronizado de Eleutherine bulbosa (Mill) Urb. e
de preparagdes fitoterdpicas para uso terapéutico como giardicida. 2015,
Brasil.
Patente: Privilégio de Inovacao. Nimero do registro:
BR1020150161930, titulo: "Extrato hidroalcodlico padronizado de
Patente 2015
Eleutherine bulbosa (Mill) Urb. e de preparacgdes fitoterdpicas para uso
terapéutico como giardicida", Instituicao de registro: INPI - Instituto
Nacional da Propriedade Industrial, Depositante (s): CAROLYNA
LOPES LEITAO COUTO; Universidade Federal do Maranhio,
Depésito: 06/07/2015
Padronizacdo de extratos de Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. no Monografia de 2014
desenvolvimento de fitoterdpicos graduagdo
Plant species used in giardiasis treatment: Ethnopharmacology and in
vitro evaluation of anti-Giardia activity. Revista Brasileira de Artigo 2014
Farmacognosia, v. 24, p. 215-224, 2014
Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. (Iridaceae): estudo de revisdo e
) ) ] o Dissertagdo 2013
padronizagdo dos extratos no desenvolvimento de fitoterdpico giardicida
Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb.: estudo farmacobotanico e
Monografia de
padronizagdo dos extratos na pesquisa e desenvolvimento de 2013
graduagdo
fitoterdpicos
Bioprospeccio de espécies vegetais empregadas em giardiase em Sdo Relatério de 2013
Luis, Maranhdo Iniciacdo Cientifica
Potencial giardicida de espécies vegetais: aspectos da etnofarmacologia e
Tese 2007

bioprospec¢ao
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Diante do exposto, evidenciando-se o potencial da espécie, bem como a recomendacio
ao estimulo dos seus estudos dada a inclusdo na RENISUS (2009), esse trabalho visa a
continuidade dos estudos de validagao com Eleutherine bulbosa, apresentando parametros
farmacobotanicos para os estudos de autenticidade da espécie, aspectos quimicos e biolégicos,

com énfase na investigacdo do potencial em modelo de dor neuropética.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver estudo de validagdo de extrato das folhas da espécie Eleutherine bulbosa
(Mill.) Urb., com énfase aos parametros farmacobotanicos, quimicos e bioldgicos em modelo
de dor neuropdtica, visando contribuicdo efetiva no desenvolvimento de novas opgdes
terapéuticas a partir de insumo de origem vegetal de grande representatividade no Estado do

Maranhao.

3.2 Objetivos especificos

v’ Realizar caracterizacdo farmacobotinica da espécie, fornecendo pardmetros de
autenticidade dessa droga vegetal;

v' Aplicar ensaios qualitativos e quantitativos de caracterizag¢io e doseamento dos
constituintes quimicos de extratos das folhas de Eleutherine bulbosa obtidos por diferentes
procedimentos extrativos;

v' Analisar o potencial dos extratos das folhas de FEleutherine bulbosa obtidos por
diferentes procedimentos extrativos na modulacdo da dor neuropética;

v Padronizar a obtencdo de extrato das folhas de Eleutherine bulbosa, visando maior

potencial farmacolégico na dor neuropatica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta da espécie vegetal e identificacao botanica

Amostras das folhas de Eleutherine bulbosa foram coletadas manualmente, em area de
cultivo  natural, no municipio de Pagco do  Lumiar, bairro  Maioba
(2°30°30.64S/44°09°16.68°°0), Estado do Maranhéo, Brasil, no més de maio de 2016. Com o
material coletado foram preparadas exsicatas e enviadas ao Herbdrio do Maranhdao do
Departamento de Biologia/UFMA para identificacdo botanica. O material foi catalogado no

acervo do Herbario do Maranhao sob niimero 9.348.

4.2 Descricao morfo-anatomica
4.2.1 Andlise morfoldgica

As folhas foram analisadas in natura, a vista desarmada e com auxilio de
estereomicroscopio; com registro da filotaxia, composicdo, cor, consisténcia, superficie da
lamina foliar, tamanho, contorno, dpice, base, margem e sistema de nervacdo (VIDAL, 2007;

OLIVEIRA, 2009).

4.2.2 Andlise anatdomica

Para a anélise da organizacao interna das folhas de Eleutherine bulbosa foram realizadas
seccOes transversais, obtidas a mao livre. As sec¢des foram clarificadas com hipoclorito de
s6dio 50%, lavadas com &4gua destilada e coradas com solugdes de azul de Astra e fucsina
basica, ambos a 0,5%. Depois foram montadas entre lamina e laminula, usando glicerina 50%
(KRAUS; ARDUIN, 1997).

Para a andlise frontal das epidermes foram realizadas sec¢des paradérmicas, usando
lamina de aco. Em seguida, as preparacdes foram coradas com azul de Astra e/ou fucsina bdsica
e montadas com glicerina 50%.

As descrigdes, ilustragdes e fotomicrografias foram realizadas com auxilio de

microscopio 6ptico, acoplado com camera fotografica digital.
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4.3 Obtencao dos extratos

As folhas coletadas (item 4.1) foram submetidas a secagem em estufa com
circulacdo de ar, em temperatura de 38°C; seguida de trituracdo em moinho de facas, para
obtencdo de p6 moderadamente grosso (250 - 710 um) (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010).

O material seco e moido foi submetido a dois procedimentos extrativos: a quente com
uso de aparelho de Soxhlet e a frio por maceracdo, para comparativo da eficdcia entre os
mesmos, visando contribui¢io na padronizagao dos extratos da espécie em estudo. Desta forma,
amostra de 500 g do material seco foi submetida a extracdo em aparelho de Soxhlet, utilizando
etanol a 70% como solvente; na relacdo de hidromédulo de 1:14 (EbSox) (COUTO; 2012). Foi,
também, realizada extracdo por maceragao, empregando 500 g do material seco e etanol a 70%,
na relacdo de hidromddulo 1:18 (EbMac). Essas varidveis (hidromédulo e procedimento
extrativo a frio/a quente) empregadas para obten¢do dos extratos foram definidas como as que
mais influenciaram na otimizagdo dos extrativos segundo Couto (2012), para padronizacdo de
extrato com atividade giardicida desta mesma espécie vegetal.

Parte das solucdes extrativas foi reservada para andlises quimicas e o restante submetido
a concentragdo sob pressdo reduzida em rotaevaporador. Para os ensaios bioldgicos os residuos

secos foram solubilizados em salina, para concentracdo final de 5 mg/mL. Todas as solucdes

foram esterilizadas em membrana filtrante de 0,22 pwm, mantidas em frascos estéreis, a 4 °C..

4.4 Analise de caracterizacao quimica
4.4.1 Screening quimico

Os extratos hidroalcodlicos das folhas de Eleutherine bulbosa foram submetidos a
métodos de avaliacdo qualitativos e semi quantitativos dos constituintes quimicos (COSTA,
1998; FALKENBERG et al., 2004; MATOS, 2009).

Os critérios adotados quanto ao grau de intensidade dos constituintes analisados foram
representados pelos simbolos: +++ reacdo fortemente positiva; ++ reacdo moderadamente

positiva; + reacdo fraca e - negativo.

4.4.2 Determinagdo do teor de polifendis totais
A quantificacdo de polifendis totais foi realizada utilizando 100 pL da solu¢do do extrato

hidroalcodlico das folhas de Eleutherine bulbosa (2 mg/mL), 100 uL do reagente Folin-
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Ciocalteau (Merck) e 1,0 mL da solucdo de carbonato de sédio a 20%, por duas horas em
temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Concentracdes de acido gélico (Merck) foram utilizadas
como padrdo. As leituras foram realizadas em espectrofotometro UV-VIS (Lambda 35, Perkin
Elmer) a 760 nm e os resultados expressos em miligramas de equivaléncia a 4cido gélico (GA)
por grama de extrato seco (WOISKY; SALATINO, 1998; CHAILLOU et al., 2004; ABREU
et al., 2006; CUNHA et al., 2009).

4.4.3 Determinagao do teor de flavonoides

As concentragdes de flavonoides totais foram obtidas com 500 uL da solucdo do extrato
(2 mg/mL) e 500 puL de solugdo metandlica de cloreto de aluminio a 5%, por 30 minutos, em
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Concentracdes conhecidas de quercetina (Merck)
foram utilizadas como padrao. As leituras foram realizadas em espectrofotometro UV-VIS
(Lambda 35, Perkin Elmer) a 425 nm e os resultados expressos em miligrama de equivaléncia
a quercetina (QE) por grama de extrato seco (WOISKY; SALATINO, 1998; CHAILLOU et
al., 2004; ABREU et al., 2006; DUTRA et al., 2008).

4.5 Investigacio quimica

A identificacdo dos compostos dos extratos hidroalcodlicos das folhas de
Eleutherine bulbosa foi realizada por cromatografia de alta eficiéncia (CLAE) acoplado a
espectrometro de massa. CLAE-LC-20AD (Shimadzu) equipado com mecanismo de duplo
pistdo serial (TANDEM) de micro volume e detector de arranjo de fotodiodo acoplado com
espectrometro de massas Amazon Speed ETD Bruker acoplado a um sistema HPLC modelo
CBM-20A- Shimadzu. A fase movel utilizada foi dgua Mili-Q com 0,1% de 4cido férmico
(eluente A) e metanol (eluente B). A eluicao foi utilizada em gradiente linear de 0,1 min 25%B
2 min — 25% B 10 min 40% B 20min 50%B 40 min 60%B 50 min 70%B 60 min 100%B para
os extratos obtidos nas duas metodologias, utilizando coluna analitica Phenomenex Luna C18
(250 x 4,6 mm - Sum). O volume da amostra injetado no sistema foi de 25 pLL com fluxo de 12
L/min, pressdao de 27 psi, temperatura de 300°C e fluxo para massas de 0,6 mL/min, A
identificacao foi obtida com base na massa do fon molecular na fragmentacao do ion molecular

e fragmentacdo de fons (m/z) comparados com os descritos na literatura.
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A porcentagem de cada substancia foi calculada pela area do pico no cromatograma em
comparag¢do com o padrdo de fragmentagdo. Os resultados foram confirmados através da anélise
visual dos espectros de massa e por comparacao dos dados com a literatura sobre extratos de

Eleutherine bulbosa (COLLINS, 2006).
4.6 Testes de atividade farmacologica

4.6.1 Caracterizagdo do estudo

Este estudo foi caracterizado como ensaio pré-clinico experimental, com distribui¢ao
aleatéria dos grupos de animais. Para realizacdo dos procedimentos experimentais foram
obedecidas as normas éticas da International Association for Study of Pain (IASP), que regulam
experimentos realizados em animais (COMMITEE FOR RESEARCH AND ETHICAL
ISSUES OF THE IASP, 1983).

4.6.2 Animais

Foram utilizados 30 ratos da linhagem Wistar, espécie Rattus norvegicus, adultos,
machos, com peso 200 — 300g, obtidos do Biotério Central da UFMA. Os animais foram
mantidos no Biotério Setorial do Prédio de Pesquisa e P6s-Graduacdo do Centro de Ciéncias
Biolégicas e Saide (CCBS/UFMA), sob condic¢des controladas de luz (ciclo claro-escuro por
12 horas), temperatura de 22 +/- 2°C e umidade do ar 40 a 60%, com ra¢ao comercial da marca
Labima® e &4gua ad libtum. Os protocolos experimentais utilizados neste projeto foram
aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMA sob nimero
23115.004175/2017-51 (Anexo01).

4.6.3 Modelo de ciatalgia

Os animais foram anestesiados com injecao intraperitoneal de cloridrato de cetamina
2,5% (90 mg/kg) e cloridrato de xilazina 1,75% (10 mg/kg). Apds a tricotomia, no local do
procedimento, foi feita uma incisdo paralela as fibras do biceps femoral da coxa direita do
animal, expondo assim o nervo cidtico. Seguindo o modelo descrito por Bennet; Xie (1998),
com modificacdes do grupo de estudo do Laboratério Experimental de Estudo da Dor
(LEED)/UFMA, que efetuou a compressao no tronco comum do cidtico da pata direita com
uma forca média de 0,44 Kgf, através de aparato desenvolvido no LEED/UFMA, com
finalidade de induzir dor neuropatica no trajeto do nervo cidtico (Patente — BR 10 2017 000325

6, depositada em: 06/01/2017), em seguida foi feita a sutura por planos.
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Finalizando este procedimento, o local da incisdo foi suturado com fio de nylon nao
absorvivel e desinfetado com solucdo de rifampicina. Os animais pertencentes ao grupo SHAM
foram submetidos ao procedimento anestésico e de isolamento do nervo cidtico, porém nao
receberam nenhuma compressao neste nervo. O grupo controle nao foi submetido a nenhuma

intervengao cirurgica.

4.6.4 Delineamento experimental

Os animais foram distribuidos em subgrupos (n=5) (figura 08):

a) Controle (n=05) = animais que ndo foram submetidos a intervengao cirurgica;

b) SHAM (n=05) = animais nos quais foi realizada a incisao dos tecidos até a
visualiza¢ao do nervo ciatico, porém o nervo nao foi comprimido;

c) Salina (n=05)= animais em que o nervo ciatico foi isolado € comprimido em seu
tronco comum, tratados com NaCl 0,9%;

d) EbMac50 mg/Kg (n=05) = animais em que o nervo ciatico foi isolado e
comprimido no tronco comum, tratados por via oral do primeiro dia (D1) apds indugdo até o
décimo quinto dia (D15) com extrato das folhas de Eleutherine bulbosa obtidos por maceracao
(50 mg/Kg);

e) EbSox 50 mg/Kg (n=05) = animais em que o nervo cidtico foi isolado e
comprimido no tronco comum, tratados por via oral do primeiro dia (D1) ap6s indugdo até o
décimo quinto dia (D15) com extrato das folhas de Eleutherine bulbosa obtidos em aparelho de
Soxhlet (50 mg/Kg);

f) Gabapentina = animais em que o nervo cidtico foi isolado e comprimido no
tronco comum, tratados por via oral do primeiro dia (D1) apds inducdo até o décimo quinto dia
(D15) com Gabapentina (1 mg/Kg).

Os animais foram tratados no primeiro dia (D1) apds a indugao até o décimo quinto dia (D15),
com avaliagdes comportamentais em D0, D1, D5, D10 e D15. Em seguida os animais foram
eutanasiados com anestésicos (cetamina 240 mg/kg e xilazina 30 mg/kg) para coleta do
sangue para retirada do soro para as andlises bioquimicas (atividade da enzima catalase e

enzima superoxido dismutase).
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CONTROLE
SADIO (n=5)
—  EbSox (n=05): (50 mg/Kg)

CIRURGICO SEM
. COMPRESSAO NO NERVO

SHAM (n=5)
——  EbMac (n=05): (50 mg/Kg)

GRUPOS
|

CIRURGICO COM
L COMPRESSAO —
NO NERVO

— Salina (n=05)

——  GABA: Gabapentina (n=05)

Figura 08. Fluxograma do delineamento experimental para investigagdo do potencial dos extratos
hidroalcodlicos das folhas de Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. (Iridaceae) na dor neuropdtica, empregado
nesse estudo.
Fonte: autor

4.7Analises comportamentais, bioquimicas e in vitro

Para avaliacio do potencial dos extratos hidroalcodlicos das folhas de
Eleutherine bulbosa, nos grupos experimentais (Controle, Salina, SHAM, EbMac, EbSox e
Gabapentina) foram realizadas analises comportamentais (avaliacdo da deambulacao for¢ada -
Teste de Rotarod, avaliagdao da alodinia mecanica - Teste de Von Frey e hiperalgesia térmica -
Teste da placa quente), bioquimicas (determinacdo da atividade das enzimas catalase e
superdxido dismutase); além de ensaio in vitro para avaliacdo das enzimas COX-1 e COX-2

(figura 09).
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* distribui¢cao dos animais em grupos confome o tratamentos
0 * aclimatacdo ao ambiente de analise comportamental

* testes comportamentais ( Rota Rod; Von Frey e placa quente)

DO

o1 * testes comportamentais ( Rota Rod; Von Frey e placa quente)
o5 * testes comportamentais ( Rota Rod; Von Frey e placa quente)
510 * testes comportamentais ( Rota Rod; Von Frey e placa quente)

* testes comportamentais ( Rota Rod; Von Frey e placa quente))
D15 * eutandsia: coleta de sangue para avaliagdes bioquimicas;
* ensaio in vitro

Figura 09. Esquema do desenho experimental para investigagdo do potencial dos extratos
hidroalcodlicos das folhas de Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. (Iridaceae) na dor neuropdética, por
andlises comportamentais, bioquimicas e in vitro

Fonte: autor

4.7.1 Andlise comportamental

4.7.1.1 Teste de hiperalgia térmica (Teste da placa quente)

O teste proposto por Woolfe; Mc Donald (1944) consiste em quantificar o tempo de
reacdo do animal ao estimulo térmico, ou seja, do momento em que o animal é colocado em
uma placa quente (55 °C £ 1,0 °C) até observar quanto tempo leva para manifestar uma resposta
(lamber, morder, saltar e/ou levantar as patas). Essas alteragdes comportamentais sao
indicativas de nocicepgao, ja que sdo respostas integradas supraespinhalmente (YANAMOTO;

NOZAKI-TAGUCHI; CHIBA, 2002).
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4.7.1.2 Avalia¢do da deambulacdo forcada — Teste de Rotarod

O aparelho de Rotarod é uma barra giratoria, com velocidade reguldvel em rotacdo por
minutos (r.p.m.) localizada 40 cm de altura em relacdo a pequenas pranchas que desligam
automaticamente o contador digital de tempo com a queda dos animais da barra. O espago é
subdividido em cinco espacdes de 20 cm onde os animais sdo colocados separados durante o
teste (KALFF et al., 2010)

Os animais foram colocados no Rotarod (modelo IITC Life Science, Califérnia, Estados
Unidos) na velocidade de 16 RPM por um periodo de tempo de 300 segundos. A utilizagao do
membro afetado foi avaliada pela deambulagdo forcada. O uso da pata foi graduado em uma
escala numérica que varia de 5 a 1, em que: 5 = uso normal do membro; 4 = claudicagdo leve;
3 = claudicagdo grave; 2 = intermitente desuso da pata afetada; 1 = completo desuso da pata

afetada (KALFF et al., 2010).

4.7.1.3 Avaliacdo da alodinia mecdnica - Teste de Von Frey

O uso de filamentos de Von Frey é um método empregado para avaliar a sensibilidade
tecidual ao estimulo mecanico, no sentido de avaliar a influéncia de drogas sobre a sensibilidade
nociceptiva em animais (CUNHA et al., 2004).

A alodinia mecanica foi realizada com um analgesimetro digital (modelo Insight, Sao
Paulo, Brasil), que consiste em um transdutor de pressao conectado a um contador digital de
forca expressa em gramas (g). O contato do transdutor de pressdo com a pata dos animais foi
realizado por meio de uma ponteira descartavel de polipropileno com 0,5 mm de diametro
adaptada ao aparelho (VIVANCOS et al., 2004; KALFF et al., 2010).

Para adaptag@o ao ambiente, os animais foram colocados em caixas de acrilico medindo
12 x 20 x 17cm, cujo assoalho consiste de uma rede de malha de 5mm?, constituida de arame
nao maledvel de Imm de espessura, durante 15 minutos antes do experimento. Espelhos foram
posicionados 25 cm abaixo das caixas de experimentagdo para facilitar a visualizag¢do da regiao
plantar das patas dos animais. O experimentador aplicou, por entre as malhas da rede, uma
pressdo linearmente crescente no centro da regido plantar de pata do rato até o animal produzir
uma resposta caracterizada como sacudida (“flinch”) da pata estimulada. Os estimulos foram
repetidos por até seis vezes, nas patas ipsilateral e contralateral, até o animal apresentar trés
medidas similares de resposta “flinch” apds a retirada da pata (VIVANCOS et al., 2004; KALFF
et al., 2010).
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O limiar nociceptivo de retirada da pata (LNRP) foi definido como o percentual de for¢a
para provocar uma suspensdo ativa na pata ipsilateral afetada e foi determinado da seguinte

maneira:

LMEFA

LNRP(%) = —————==X 100

LNRFA+LNREFC

Onde :
LNRP € o limiar nociceptivo de retirada da pata;
LNRPA € limiar nociceptivo de retirada da pata afetada;

LNRPC limiar nociceptivo de retirada da pata contralateral.

4.7.2 Andlise bioquimica

Os animais dos diferentes grupos experimentais foram eutanasiados com anestésicos
(cetamina 240 mg/kg e xilazina 30 mg/kg), com coleta do sangue, obtido por pun¢ao da artéria
aorta abdominal, seguida de extracdo do soro por centrifugacdo a 3.000 rpm por 10 minutos,

para avaliacdo enzimatica (catalase e superoxido dismutase

4.7.2.1 Determinacgdo da enzima catalase (CAT)

A atividade da catalase (CAT) é diretamente proporcional a taxa de decomposicdo do
peréxido de hidrogénio, obedecendo a cinética de pseudo primeira ordem. Assim, a atividade
da catalase pode ser medida através da avaliacdo do consumo de per6xido de hidrogénio.

O teste consiste em avaliar a diminui¢do da absorbancia no comprimento de onda de
240 nm, sendo este o comprimento de onda onde hd maior absor¢dao pelo peréxido de
hidrogénio. Em cubeta de quartzo, foram adicionados 955uL. do tampdo fosfato e 30uL de
amostra de soro dos grupos experimentais, esta cubeta foi colocada em espectrofotdmetro e
descontada contra um branco de tampao fosfato. Em seguida, foram adicionados 35 pL do
perdxido de hidrogénio e 15 pLL para amostra de soro e foi feito o monitoramento da diminui¢ao
da absorbancia no comprimento de onda selecionado. Os resultados foram expressos em

pmoles/mg de proteina (BOVERIS; CHANCE, 1973).
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4.7.2.2 Determinagdo da enzima superoxido dismutase(SOD)

A atividade da SOD foi determinada segundo Giannopolitis; Ries (1977). Aliquota de
15 uL do soro foi adicionada a 1485 uL de solucdo de trabalho (tampao de fosfato de potédssio
50 mM pH 7.8, riboflavina 1,3 mM, metionina 13 mM, NBT 63 mM e EDTA 0,1 mM). No
ensaio foram empregados dois brancos, ambos contendo 15 L. de tampao de fosfato de potéssio
50 mM pH 7.8 e 1485uL de solugdo de trabalho, para reacdo com incidéncia de luz, que pela
fotorreducdo do NBT ocorre formacdo do composto azul de formazana e outro branco ser
empregado no escuro. A absorbancia foi obtida em espectrofotdmetro a 560 nm. No cdlculo da
atividade da enzima o valor da absorbancia do branco do escuro foi subtraido dos valores de

absorbéncia das amostras. Os resultados foram expressos em unidade/mg de proteina.

4.7.3 Ensaio in vitro

4.7.3.1 Determinacdo da atividade das enzimas ciclooxigenase 1 (COX-1) e ciclooxigenase 2
(COX-2)

O ensaio foi realizado de acordo com as recomendagdes do fabricante (COX
Colorimetric Inhibitor Screening - Cayman Chemical®). Placa de 96 pocos foi inicialmente
identificada, sendo os testes de inibi¢ao realizados em triplicata, para cada concentragdo testada
(2, 10 e 50 pg/mL) das amostras de EbMac e EbSox e para os controles da reacdo: BW —
controle sem enzima; A - com enzima somente, sem inibidor. Os 03 pocos “BW?”’ receberam
160 uL do tampao Tris-HCI, 10 uL do Heme e 10 pL do solvente (etanol 70%, utilizados para
diluir as amostras). Os 03 pogos “A” receberam 150 puL. do tampao Tris-HCI, 10 uL do Heme,
10 uL da enzima (COX-1 ou COX-2) e 10 uL do solvente (etanol 70%). Os pog¢os com extratos
hidroalcodlicos das folhas de Eleutherine bulbosa (EbMac e EbSox) receberam 150 uL do
tampao Tris-HCI, 10 pL do Heme, 10 pL da enzima (COX-1 ou COX-2) e 10 uLL da amostra
de EbMac e EbSox (separadamente) diluidos em etanol 70%, nas concentragdes 2, 10 e 50
ug/mL. Apés a mistura de todos estes reagentes em cada poco, foi agitada cuidadosamente a
placa por alguns segundos e incubadas por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 20 pL
da solugdo com substrato colorimétrico, em cada pogo da placa e apds isso, foram adicionados
20 pL do écido araquidonico (empregado como substrato da reacdo enzimatica, catalisada pela
COX). A placa foi novamente agitada, cuidadosamente, incubada por 02 minutos a 25 °C, para

leitura em leitor de placas tipo Elisa (EPOCH) a 590 nm.
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4.8 Analise estatistica

A comparagdo das médias de diferentes grupos experimentais foi realizada pelo teste ¢
de Student ou andlise de variancia univariada (One-way ANOVA), seguida pelo teste de Tukey.
Na avaliacao de duas fontes de variabilidade, foi utilizado analise de variancia bivariada (TWO-
way —ANOVA). O valor de p<0,05 foi considerado como indicativo de significancia e os dados
obtidos foram analisados através do software GraphPad® (GraphPad software 7.0, San Diego,
CA).
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S RESULTADOS

5.1 Aspectos morfo-anatomica das folhas da espécie Eleutherine bulbosa

5.1.1 Caracteristicas macroscopicas

Eleutherine bulbosa consiste em uma espécie herbacea, perene, rizomatosa, bulbosa,
apresentando suas folhas em touceiras que podem atingir até 40 cm de altura. Os bulbos sdao
formados por escamas. As folhas sdo simples, com média de 30 cm de comprimento x 2,5 cm
de largura. Sdo simétricas, lanceoladas, com margem inteira, dpice atenuado; base decorrente e
verticilada (figura 10). E possivel observar nervagio paralelinérvea, superficie glabra e rugosa,

apresentando o limbo inteiro.

Figura 10. Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. (Iridaceae) (A) Parte aérea
das folhas e bulbos; (B) Folhas;(C) Folhas com destaque para nervagao
paralelinérvea.
Fonte: autor

5.1.2 Caracteristicas microscopicas

Transversalmente, a folha da espécie apresenta meséfilo homogéneo, composto por
parénquima do tipo comum; sendo observados frequentes idioblastos contendo cristais
prismaticos de oxalato de célcio e eventualmente, drusas. Na visdo transversal, € possivel
observar estdmatos nas duas faces da epiderme foliar, caracterizando folha anfiestomadtica, no

entanto, com maior frequéncia na epiderme adaxial. A epiderme, em vista transversal, apresenta
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células bulbosas, sendo mais evidenciada estas caracteristicas, na face inferior da epiderme.

Cuticula lisa € evidenciada nas duas faces da epiderme (figuras 11 a 13).

Figura 11. Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb.
(Iridaceae). Caracteristicas da seccdo transversal
da margem da folha. Em destaque, fibras
esclerenquimadticas (SC)

Fonte: autor

Ao longo do meséfilo sdo observados varios feixes colaterais de diferentes tamanhos,
estes, apresentando grupamento de fibras esclerenquimadticas junto ao floema, e localizados
junto a face abaxial da epiderme. Na regido da margem, € evidenciado grupamento macigo de

fibras esclerenquimaéticas junto aos vasos (figuras 11 a 13).

Figura 12. Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. (Iridaceae). (A) Feixe vascular com dois pdlos de

fibras esclerenquimadticas; (B) Feixe vascular com fibras esclerenquimadticas somente junto ao
floema.

Fonte: autor
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Figura 13. Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. (Iridaceae). (A) Feixe
vascular FV com presenga de fibras esclerenquimaticas SC; (B) Presenca
de estomatos E na epiderme adaxial e abaxial dois pdlos de fibras
esclerenquimadticas; (C) Presenca de cristais prismaticos CP ao longo do
feixe vascular.
Fonte: autor

Em nivel das nervuras mais proeminentes, observa-se formato concavo convexo com a
convexidade voltada para a face abaxial. No interior, existe apenas um feixe vascular colateral
com o xilema voltado para face adaxial e o floema para face abaxial juntamente com um
grupamento de fibras esclerenquimdtica. Nessa regido, ha idioblastos contendo cristais
prismdticos de oxalato de célcio. Junto com os vasos, hd grupamentos de fibras
esclerenquimadticas localizadas nos dois polos dos vasos ou somente concentradas junto ao

floema (figura 14).
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Figura 14. Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. (Iridaceae). Corte transversal das folhas: Epiderme
abaxial (Epb); estomatos (E); mesofilo (M); Xilema (X); Floema (F); Fibras esclerenquimaticas
(SC); Epiderme adaxial (Epd).

Fonte: autor

5.2 Caracterizacao quimica
5.2.1 Constitui¢do quimica qualitativa e semi-quantativa

Para avaliar as classes de metabdlitos secundarios presentes nos extratos em estudo,
foram realizadas andlises fitoquimicas qualitativas e semi-quantitativas que tiveram como
expressdo do resultado a mudanca de coloragdo, formacdo de precipitado e/ou formacdo de

espuma (tabela 03).
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Tabela 03. Avaliagdo qualitativa e semi-qualitativa dos constituintes quimicos nos extratos hidroalcodlicos das
folhas de Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. (Iridaceae) obtidos por maceracdo na relagdo de hidromédulo 1:18 e

em aparelho de Soxhlet na relacdo de hidromédulo 1:14.

RELACAO PROCEDIMENTO EXTRATIVO/HIDROMODULO

METABOLICOS Maceracao Soxhlet

SECUNDARIOS 1:18 1:14

antocianinas, - -
antocianidinas®
flavonas, flavonois e ++ ++
xantonas

chalconas - -
flavononois - -

flavanonas + +++

fenois +++ +++

taninos hidrolisaveis - -

taninos condenséveis + +++
esteroides +++ ++

triterpenoides + +

cumarinas +++ +++
resinas - -
saponinas - +
alcaloides + +
catequinas - -

2 critérios adotados para expressar os resultados: +++ reacdo fortemente positiva; ++ reacdo moderadamente
positiva; + reacdo fraca, - reacdo negativa. Resultados expressos como média dos ensaios de avaliagdo qualitativa
e semi-quantitativa dos constituintes quimicos realizados em triplicata no extrato hidroalcodlico das folhas de
Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. obtidos por macera¢do no hidromédulo 1:18 (representa relacdo droga/vegetal:

etanol a 70%empregado neste estudo) e em aparelho de Soxhlet no hidromdédulo de 1:14.
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Os resultados obtidos nos ensaios de avaliagdo qualitativa e semi-quantitativa dos
constituintes quimicos nos extratos hidroalcodlicos das folhas de Eleutherine bulbosa
demonstra a presenca de compostos fendlicos, tendo sido detectados cumarinas, taninos
condensados, flavanonas, flavonas, flavondis e xantonas; além de alcaloides, esteroides e
triterpenos. Foram constatados resultados negativos para antocianinas, antocianidinas,
chalconas, flavononois, taninos hidrolisdveis, resinas e catequinas. As saponinas foram
detectadas apenas no extrato obtido por extracdo em aparelho de Soxhlet. Os resultados
evidenciam que hd influéncia do procedimento extrativo, com variacdes semi-quantitativas com
resultados mais significativos para algumas classes de metabdlitos (flavanonas, taninos

condensados e saponinas) no EbSox; j4 esteroides foi melhor detectado em EbMac.

5.2.2 Teor de polifendis totais

A quantificagdo de compostos fenodlicos dos extratos hidroalcodlicos das folhas de
Eleutherine bulbosa obtido por maceracdo no hidromoédulo 1:18 e em aparelho de Soxhlet no
hidromédulo de 1:14 estd demonstrada na tabela 04, demonstrando que houve discreta

diferenca entre EbMac e EbSox em relacdo ao teor de polifendis.

Tabela 04. Teor de polifendis dos extratos das folhas de Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. (Iridaceae)
obtidos por maceragcdo na relacdo de hidromddulo 1:18 e em aparelho de Soxhlet na relacdo de

hidromoédulo 1:14

Extrato/Relacao de pg/mL %0 mgAG/g**
hidromodulo* (acido galico)
EbMac 6,75 £ 0,04 16,86 +0,09 168,62 + 0,97
EbSox 7,05 £ 0,20 17,62 £ 0,51 176,25 £ 5,10

*EbMac: extrato hidroalcodlico das folhas de Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. obtido por maceragcdo no
hidromédulo 1:18 (representa relacdo droga/ vegetal: etanol a 70% empregado neste estudo); EbSox: extrato
hidroalcodlico das folhas de Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. obtido em aparelho de Soxhlet no hidromédulo de
1:14; **equivalentes de dcido gilico (AG)
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5.2.3 Teor de flavonoides
A quantificacdo de flavonoides dos extratos hidroalcodlicos das folhas de Eleutherine
bulbosa obtidos por maceragao no hidromoédulo 1:18 e em aparelho de Soxhlet no hidromédulo

de 1:14 estd demonstrada na tabela 05; evidenciando valores mais expressivos em EbSox.

Tabela 05. Teor de flavonoides dos extratos das folhas de Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. (Iridaceae)
obtidos por maceragdao na relacdo de hidromddulo 1:18 e em aparelho de Soxhlet na relacdo de

hidromodulo 1:14

Extrato / Relacao pg/mL (quercetina) %o mgQE/g**

de hidromédulo*

EbMac 5,69 £0,11 2,85 £ 0,05 28,49 + 0,55
EbSox 8,33 +0,15° 4,16 £0,07* 41,65 +£0,74*

*EbMac: extrato hidroalcodlico das folhas de Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. obtido por maceracdo no
hidromédulo 1:18(representa relacdo droga/ vegetal: etanol a 70% empregado neste estudo); EbSox:
extrato hidroalcoélico das folhas de Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. obtido em aparelho de Soxhlet no
hidromédulo de 1:14; **equivalentes de quercetina (QE). *indica diferengas significativas em relacio a
EbMac 1:18 (p<0,05), ANOVA one-way seguido de Tukey

5.3 Identificacdo quimica
5.3.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a espectrometria de massas
(MS)

Os extratos em estudo foram avaliados por CLAE, utilizacdo detec¢do por
ecpectrometria de massa (MS) tendo sido detectados varios compostos principalmente da classe

das quinonas (figuras 15 e 16 / tabela 06).
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Figura 15.Cromatograma obtido por LC-MS do extrato das folhas deEleutherine bulbosa (Mill.) Urb.
(Iridaceae), obtidos por macera¢do no hidromédulo de 1:18 (representa relagdo droga/ vegetal: etanol a 70%
empregado neste estudo).
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Figura 16. Cromatograma obtido por LC-MS do extrato das folhas deEleutherine bulbosa (Mill.) Urb.
(Iridaceae), obtidos em aparelho de Soxhlet no hidromédulo de 1:14 (representa relacdo droga/ vegetal: etanol
a 70% empregado neste estudo).
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Tabela 06. Cromatograma obtido por LC-MS dos extratos das folhas deEleutherine bulbosa (Mill.) Urb.
(Iridaceae), obtidos por macera¢cdo no hidromédulo de 1:18 (representa relacdo droga/ vegetal: etanol a 70%
empregado neste estudo) (EbMac) e em aparelho de Soxhlet no hidromédulo de 1:14 (EbSox), via CLAE - MS,
em modo de ioniza¢do negativa.

Férmula MS" product Sugestao de Grupo de EbMac EbSox
molecular ions identificacio compostos
(m/z)

1 Ci6H1604 228,158 eleutherin naftoquinonas + +
2 Ci3H1404 161 7-acetyl-3,6- naftoquinonas +

dihydroxy-8-methyl-

3,4-dihydronaphthalen-
1(2H)-one
3 CisH1407 - 4,8-Dihydroxy-3- antraquinonas +
methoxy-1-
methylanthra-9,10-
quinone-2-carboxylic
acidmethylester
4 Ci7H1606 225 eleuthinone A naftoquinonas + +
5 - 257 eleuthinone B naftoquinonas + +
6 - 290, 164 catequina glicosilada catequina +
glicosilada
7 Ci6H1605 167 eleuthone + +
8 Cr0H2209 286, 388 eleuthoside A naftalenos + +
9 - 165, 275 phloridzin chalconaaurona + +
10 CasH35015 453,291 eleutherinoside B naftalenos +
11 Ci4H1205 165 eleucanarol naftalenos + +
12 Cy1H24O9 259,301,403 Dihydroeleutherinol- naftoquinonas + +
glucoside

13 - 271, 315,417 naftalenos +
14 C21H2209 - eleutherinol-glucoside naftoquinonas +
15 C20H2009 - eleutherinoside A naftalenos +
16 Ci6H1606 3-[2- naftoquinonas + +

(acetyloxy)propyl]-2-

hydroxy-8-methoxy-

1,4-naphthoquinone

17 Ci3H1408 219, 313 eleuthraquinone B antraquinonas + +
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5.4 Parametros comportamentais e bioquimicos dos extratos hidroalcodlicos das folhas de
Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. (Iridaceae) obtidos por maceracao na relacio de

hidromédulo 1:18 e em aparelho de Soxhlet na relacao de hidromédulo 1:14

5.4.1 Parametros comportamentais

5.4.1.1 Avaliacdo de hiperalgia térmica (Placa quente -hot plate)

Os resultados comprovaram que somente o grupo tratado com EbSox (50 mg/Kg) teve
efeito estatisticamente significante quando comparado ao grupo salina a partir do décimo dia
(D10) de tratamento, mantendo-se até o décimo quinto dia (D15) de avaliacdo. Possivelmente,
esse efeito seja atribuido aos procedimentos extrativos utilizados e a influéncia dos mesmos na

eficacia dos extratos obtidos (figura 17).
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Figura 17. Efeito dos extratos hidroalcodlicos das folhas de Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. (Iridaceae),
obtidos por maceracdo e em aparelho de Soxhlet em teste comportamental pela avaliacdo de hiperalgesia
térmica - Teste da Placa Quente (hot plate).EbMac: extrato hidroalcodlico das folhas de Eleutherine
bulbosa obtido por macerag¢do no hidromdédulo de 1:18 (representa relaciio droga/ vegetal: etanol a 70%
empregado neste estudo); EbSox: extrato hidroalcodlico das folhas de Eleutherine bulbosa obtido em
aparelho de Soxhlet no hidromddulo de 1:14. As barras representam média + S.E.M (n = 5 por grupo),
andlise estatistica realizada por two way ANOV A/Tukey. Os asteriscos (**) indicam diferenca significante
(p < 0,0001).
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5.4.1.2 Avaliacdo da deambulagdo forcada — Teste de Rotarod

Na avaliacdo da marcha dos animais submetidos a induc¢do de dor neuropatica por
periodo de 15 dias, foi possivel observar que no dia 1 (D1) apds a indugdo, ocorreu diferenca
significante de todos os grupos quando comparados ao grupo controle. Evidenciando, ainda,
que o tratamento na dose de 50 mg/Kg foi efetivo apds 15 dias, independentemente do
procedimento extrativo ao qual as folhas de Eleutherine bulbosa foram submetidos. Os EbMac
e EbSox apresentaram diferencas quando comparados ao grupo salina; entretanto, quando se

compara EbMac e EbSox (50 mg/Kg) ndo se observa diferenca na eficacia (figura 18).
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Figura 18. Efeito dos extratos hidroalcodlicos das folhas de Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. (Iridaceae)
obtidos por maceracdo e em aparelho de Soxhlet em teste comportamental pela avaliagdo da deambulacio
forcada - Teste de Rotarod. EbMac: extrato hidroalcodlico das folhas de Eleutherine bulbosa obtido por
maceracdo no hidromédulo de 1:18 (representa relagdo droga/ vegetal: etanol a 70% empregado neste
estudo); EbSox: extrato hidroalcodlico das folhas de Eleutherine bulbosa obtido em aparelho de Soxhlet
no hidromédulo de 1:14. As barras representam média + S.E.M (n = 5 por grupo), andlise estatistica
realizada por twoway ANOV A/Tukey. Os asteriscos (****) indicam diferenca significante (p < 0,0001).



86

5.4.1.3 Avaliacdo da alodinia mecdanica — Teste de Von Frey

Os resultados permitem constatarmos que a inducdo da dor foi efetiva, pois houve
reduc¢do do limiar nociceptivo de retirada da pata em todos os grupos estudados em relacio ao
controle (sadio). Evidenciando que o tratamento com Eleutherine bulbosa confere protegao,
aumentando o limiar a nocicep¢do dos animais tratados a partir do décimo dia (D10) de
tratamento, independentemente do método de extracdo, constatamos um efeito estatisticamente

significante quando comparado ao grupo salina (figura 19).
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Figura 19. Efeito dos extratos hidroalcodlicos das folhas de Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. (Iridaceae)
obtidos por maceracdo e em aparelho de Soxhlet em teste comportamental pela avaliacdo da alodinia
mecanica - teste de Von Frey. EbMac: extrato hidroalcodlico das folhas de Eleutherine bulbosa obtido por
macera¢do no hidromédulo de 1:18 (representa relacdo droga/ vegetal: etanol a 70% empregado neste
estudo); EbSox: extrato hidroalcodlico das folhas de Eleutherine bulbosa obtido em aparelho de Soxhlet
no hidromédulo de 1:14. As barras representam média + S.E.M (n = 5 por grupo), andlise estatistica
realizada por twoway ANOV A/Tukey. Os asteriscos (***) indicam diferenca significante (p < 0,0001).
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5.4.2 Parametros bioquimicos
5.4.2.1 Efeito na atividade da enzima catalase

Em relacdo a atividade dos extratos em estudo na velocidade de decomposi¢ao do
perdxido de hidrogénio pela enzima catalase (CAT), os resultados evidenciam que nos animais
tratados com extrato hidroalcodlico das folhas de Eleutherine bulbosa obtido em aparelho de
Soxhlet (EbSox) ocorreu reducao da atividade da CAT de 84,62%, quando comparado ao grupo
salina (figura 20).
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Figura 20. Efeito dos extratos hidroalcodlicos das folhas de Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. (Iridaceae)
obtidos por maceracdo e em aparelho de Soxhlet na determinacdo da velocidade de decomposi¢do do
peroxido de hidrogénio pela enzima catalase (CAT). EbMac: extrato hidroalcodlico das folhas de
Eleutherine bulbosa obtido por maceracdo no hidromédulo de 1:18 (representa relacdo droga/ vegetal:
etanol a 70% empregado neste estudo); EbSox: extrato hidroalcodlico das folhas de Eleutherine bulbosa
obtido em aparelho de Soxhlet no hidromédulo de 1:14. As barras representam média + S.E.M (n =5 por
grupo), andlise estatistica realizada por twoway ANOVA/Tukey. Os asteriscos (**) indicam diferenca
significante (p < 0,0001) quando comparado ao grupo salina.
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5.4.2.2 Efeito na atividade da enzima superéxido dismutase

A atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) foi avaliada segundo a capacidade
de catalisacdo da reacdo entre o anion superéxido e protons resultando em perdxido de
hidrogénio. A atividade da SOD nos animais tratados com extrato hidroalcodlico das folhas de
Eleutherine bulbosa obtido por extracdo em aparelho de Soxhlet (EbSox) mostrou redugao

significativa de 50 % quando comparado com o grupo salina, sugerindo, assim, um efeito

protetor (figura 21).
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Figura 21. Efeito dos extratos hidroalcodlicos das folhas de Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. (Iridaceae)
obtidos por maceracdo e em aparelho de Soxhlet na capacidade de catalisacdo da reacdo entre o dnion
superdxido e prétons pela enzima superdxido dismutase (SOD).EbMac: extrato hidroalcodlico das folhas
de Eleutherine bulbosa obtido por macerag@o no hidromédulo de 1:18 (representa relagdo droga/ vegetal:
etanol a 70% empregado neste estudo); EbSox: extrato hidroalcodlico das folhas de Eleutherine bulbosa
obtido em aparelho de Soxhlet no hidromédulo de 1:14. As barras representam média + S.E.M (n =5 por
grupo), andlise estatistica realizada por twoway ANOVA/Tukey. O asterisco (*) indica diferenga
significante (p < 0,0001) quando comparado ao grupo salina.
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5.4.3 Analise in vitro

5.4.3.1 Efeito sobre a inibi¢do da enzima ciclooxigenase (COX)

Os ensaios in vitro de inibi¢do das COX-1 e COX-2 realizados no presente estudo,
demonstraram que EbMac e EbSox possuem potencial acdo inibidora destas enzimas; com
efeitos inibidores chegando até 60% para COX-2, utilizando o EbSox (figura 22).

Os resultados também mostram que o percentual de inibigdo da COX-1 induzido pelo
EbMac, apesar de levar a inibicdo da enzima, ndo apresenta dose dependente, visto que a
concentracao de 10 ug/mL ndo teve efeito sobre a inibicdo, enquanto a concentragdo inferior (2
pg/mL) apresentou uma inibicdo de aproximadamente 7%, enquanto na concentragdo mais alta
testada (50 pg/mL) volta a ter aumento da inibi¢do em torno de 20% da COX-1. Ja EbSox
ocasiona inibi¢dao sobre COX-1 dose dependente.

Os resultados do percentual de inibicao da COX-2, induzido pelo EbSox, também nao
apresentam um efeito dose dependente, ja que a concentracao de 10 ug/mL teve efeito inibi¢ao
de aproximadamente 1%, enquanto a concentracdo inferior (2 pg/mL) ocasionou inibi¢ao de
13%, e na concentracdo mais alta (50 pg/mL) volta a ter aumento da inibi¢do em torno de 60%.

Ja no percentual de inibicdo da COX-1 induzido pelo EbSox e percentual de inibicdo
da COX-2 induzido pelo EbMac, apresentam efeito dose dependente.

Ao comparar os resultados de efeito inibidor ocasionado pelo EbSox, constatamos que
este apresentou melhor efeito inibidor sobre a COX-1 e COX-2; permitindo afirmamos que a
extracdo em aparelho de Soxhlet, favorece uma melhor extragao dos principios ativos associado
a inibi¢do da ciclooxigenase da espécie em estudo.

O EbMac na concentracdo de 50 ug/mL ocasionou inibi¢do de aproximadamente 20%
da COX-1 e 40% sobre a COX-2. Assim também ocorreu com EbSox que na concentragdo de
50 pug/mL levou a inibi¢do de aproximadamente 30% da COX-1 e 60% sobre a COX-2.
Resultados esses relevantes, pois como € referido que a COX-2 estd mais associada com os
processos inflamatdrios, € interessante que os extratos tenham maior seletividade para esta
enzima, assim os resultados aqui obtidos demonstram também o potencial desta espécie na

seletividade da COX-2.
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Figura 22. Percentual de inibicdo da ciclooxigenase-1 (COX-1) e ciclooxigenase-2 (COX-2) in vitro,
induzido pelos extratos hidroalcodlicos das folhas de Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. (Iridaceae) obtidos
por macerag@o e em aparelho de Soxhlet, testados nas concentragdes de 2 pg/mL, 10 pg/mL e 50 pg/mL.
EbMac: extrato hidroalcodlico das folhas de Eleutherine bulbosa obtido por maceracio no hidromddulo de
1:18 (representa relacdo droga/ vegetal: etanol a 70% empregado neste estudo); EbSox: extrato
hidroalcodlico das folhas de Eleutherine bulbosa obtido em aparelho de Soxhlet no hidromédulo de 1:14.
As barras representam média + S.E.IM (n =5 por grupo), andlise estatistica realizada por twoway
ANOVA/Tukey.
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6 DISCUSSAO

O potencial das espécies vegetais como fitoterdpico e/ou fitofdrmaco, na perspectiva
real de obtencdo de novas alternativas e/ou complementos terapé€uticos para as nosologias da
sociedade contemporinea, € justificado pelo amplo espectro das diversas substincias
resultantes do metabolismo secunddrio, podendo agir por diferentes mecanismos (SIMOES et
al., 2016). Nesse sentido, a busca por compostos bioativos de origem vegetal, com €nfase aos
com alta capacidade antioxidante, aumentou consideravelmente nas duas tultimas décadas,
principalmente devido ao seu potencial preventivo e no tratamento de doencas
cardiovasculares, doencas cronicas e neurodegenerativas, a exemplo da dor neuropatica, a qual
tem elevada prevaléncia na populacado mundial, ocasionando decréscimo na qualidade de vida
dos individuos e também hd gastos excessivos do sistema piiblico de saide (GIL-CHAVEZ et
al., 2013; SCHAEFER et al., 2014).

A necessidade de garantir a sociedade, o acesso a preparacOes de origem vegetal com
certificacdo de eficdcia, seguranca e qualidade, devem, em conjunto, estimular os estudos de
validacdo, principalmente das espécies vegetais reconhecidas de amplo uso popular, como
Eleutherine bulbosa, de grande ocorréncia na regido Amazonica onde € popularmente utilizada
para diversas enfermidades (MARTINS et al. 2005; OLIVEIRA NETO et al., 2007).

Assim, o presente trabalho realizou estudo de validacdo das folhas da espécie
Eleutherine bulbosa, visando definicdo de caracteristicas farmacobotanicas como parametros
de autenticidade da espécie; e, também, estudo quimico e biolégico em modelo de ciatalgia
para roedores, para investigacdo do potencial terapéutico para tratamento da dor neuropatica,
trabalhando com extratos hidroalcodlicos obtidos por procedimentos extrativos diferentes
(maceracao e em aparelho de Soxhlet), dado reconhecimento da necessidade de padronizagao
dos extratos vegetais, pois esses representam as preparacoes intermedidrias ou acabadas mais
frequentemente empregadas nas formulacdes fitoterdpicas, sendo essencial a garantia da
uniformidade da preparagcdo vegetal, com reprodutibilidade e constancia da sua qualidade, o
que estd diretamente relacionada a estabilidade quimica da matéria prima vegetal em todas as
etapas operacionais, avaliada pela integridade dos constituintes quimicos e/ou controle da
atividade biolégica (SIMOES et al., 2016).

Migliato et al. (2011) definem que os estudos de padronizacdo devem priorizar a

avaliacdo dos extrativos vegetais por meio de planejamento fatorial, enfatizando a defini¢ao das
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varidveis que influenciam na extragdo, ja que essa representa a etapa fundamental na obten¢do
de fitoterdpicos, garantindo a separacao de substancias de interesse da matriz complexa.

No estudo das varidveis que podem influenciar a extracdo ¢ imprescindivel a avaliacao
da granulometria, qualidade e quantidade de solvente, método extrativo (maceragao, infusao,
percolagdo, decocgdo, extragdao em aparelho de Soxhlet, extragdo em contracorrente, extragao
assistida por microondas, ultrassom, fluido supercritico e turbdlise), temperatura, tempo, tensao
superficial e pH (FONSECA, 2005; TIWARI et al., 2011; SIMOES et al., 2016).

Assim, em continuidade ao estudo de validacdo de Eleutherine bulbosa desenvolvido
pelo Grupo de Produtos Naturais da UFMA, com énfase na padronizagdo dos extrativos das
folhas da espécie, no nosso estudo utilizamos extratos obtidos por procedimento a frio
(maceracdo) e a quente (aparelho de Soxhlet) e atividade do solvente, visando avaliar a
influéncia dessas varidveis (procedimento extrativo e temperatura) na extra¢ao, fundamentado
nos parametros quimico e biologico em modelo de dor neuropética.

Na etapa do estudo de validacdo das folhas de Eleutherine bulbosa, em busca da
definicdo de caracteristicas farmacobotanicas como parametros de autenticidade, e, assim,
contribuir no controle de qualidade de material vegetal de amplo uso e ocorréncia, foram
realizadas andlises morfoldgica e anatomica.

Macroscopicamente foi possivel verificar que as folhas sdo simples com média de 30
cm de comprimento x 2,5 cm de largura, peciolo medindo 6,5 cm de comprimento, herbacea,
simétrica, lanceolada, com margem inteira, dpice atenuado; base decorrente e verticilada.
Caracteristicas essas que corroboram aos estudos de Revilla (2001) e Revilla (2002) que
definem a espécie com folhas simples, inteiras, plissadas longitudinalmente, com média de 25
cm de comprimento. Goldblatt et al. (2008) e Borges (2012) descrevem a espécie como erva
perene, bulbosa, com folhas simples, laminares, paralelinérveas e bifaciais medindo
aproximadamente 30 cm de comprimento. Foi possivel observar, ainda, nervacdo
paralelinérvea, superficie glabra e rugosa, com o limbo inteiro; essas caracteristicas
macroscopicas também foram evidenciadas em estudos realizados por Lorenzi; Matos (2002) e
Baratina; Rocha (2006); as quais sdo comuns em espécies de monocotiledoneas. Dessa forma,
€ possivel observar que as caracteristicas evidenciadas no exemplar em estudo condizem com
as j4 descritas na literatura.

No estudo anatomico foi constatado que a folha apresenta mesofilo homogéneo,

idioblasto contendo drusas de oxalato de célcio; com presenca de cuticula fina e lisa,
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esclerénquima nos feixes vasculares, junto ao floema e apresenta estdmatos nas duas faces da
epiderme. A lamina foliar em géneros com folhas unifaciais tem feixes vasculares em duas
fileiras com pdlos de xilema em direc@o ao centro da folha. Tais caracteristicas sdo compativeis
ao estudo de Goldblatt (2008), que também apontam esclerénquima nos pdlos do floema e
xilema, além de feixes vasculares presentes em duas fileiras com pélos de xilema voltados para
o centro da folha. Castro (2013) em estudo local evidencia caracteristicas anatomicas
semelhantes ao nosso estudo.

Na andlise da epiderme foi possivel evidenciar a presenga de estobmatos em forma de
halteres nas duas faces da epiderme, na epiderme inferior e superior, caracterizando uma planta
anfiestomdtica; compativel as caracteristicas do estudo de Castro (2013). Nas folhas da espécie
em estudo, também foram observados raros cristais prismaticos de oxalato de calcio. Em estudo
realizado a fresco das epidermes dos catafilos de Eleutherine plicata foi evidenciado idioblastos
com vacuolos contendo uma substincia de coloragdo rosa, sugestiva de antocianinas em ambas
as faces; enquanto no mesofilo destes catafilos foram visualizados idioblastos com cristais
prismaticos de oxalato de cdlcio (VIEIRA, 1992; BORGES, 2012). Em conjunto, as
caracteristicas macroscopicas € microscopicas evidenciadas) nesse estudo, com emprego de
investigagcdo farmacogndstica convencional, em concordancia com alguns estudos ja realizados
com a espécie, permitem definirmos parametros para avaliacdo de autenticidade do material
vegetal.

Para avaliar a influéncia das varidveis da extracao (procedimento extrativo, quantidade
de solvente e temperatura) empregadas nesse estudo, com base nos parametros quimicos, nos
extrativos das folhas de Eleutherine bulbosa, foram realizadas investigacdes fundamentadas no
screening quimico, determinagcdo do teor de polifendis totais, determinacdo do teor de
flavonoides e perfil cromatografico por cromatografia de alta eficiéncia (CLAE) acoplado a
espectrometro de massa (MS); bem como avalia¢do de rendimento nos extratos hidroalcodlico
das folhas de Eleutherine bulbosa obtidos por maceracao (EbMac) e em aparelho de Soxhlet
(EbSoX)

No screening quimico foram evidenciadas diversas classes de metabdlitos secundarios
em ambos os extratos (alcaloides, esteroides, triterpenos, cumarinas, taninos condensados,
flavanonas, flavonas, flavonoéis e xantonas); resultados esses parcialmente semelhantes a outros

estudos de investigacdo quimica com a espécie (ALBUQUERQUE, 1989;VIEIRA, 1991;
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VIEIRA, 1992; DELGADO et al.1997; LORENZI; MATOS, 2002; SOUSA et al., 2005;
ROCHA, 2006; COUTO et al., 2016; MALHEIROS, 2008).

Variagao qualitativa e/ou quantitativa de constituintes quimicos numa espécie pode ser
relacionada a diversos fatores como a sazonalidade, indice pluviométrico, ritmo circadiano,
temperatura, altitude, idade e desenvolvimento da espécie, radiacdo ultravioleta, nutrientes,
polui¢do atmosférica e acdo de patégenos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Entretanto, na investigacao da influéncia do procedimento extrativo, constatamos que
ha variagdes semi-quantitativas em funcdo do método extrativo; com resultados mais
significativos para algumas classes de metabodlitos (flavanonas, taninos condensados e
saponinas) no EbSox. Estudo de Couto (2012) demonstra que na avaliagdo da eficdcia dos
extratos hidroalcodlicos das folhas de Eleutherine bulbosa obtidos por diferentes
procedimentos extrativos e hidromddulos, alguns metabdlitos (flavonas, flavondis, xantonas,
flavanonas, taninos condensados e esteroides) sofrem influéncia dessas varidveis em relagcdo a
avaliacdo semi-quantitativa. Estudo de Castro (2013) também demonstra influéncia das
variaveis da extracdo em screening quimico, segundo mesma metodologia empregada no nosso
estudo (MATOS, 2009).

O doseamento de compostos fendlicos e flavonoides pode ser considerado uma
alternativa simples e de baixo custo para investigacdo de eficdcia extrativa, logo para o controle
de qualidade de extratos vegetais (BRITO et al., 2016).

Seguindo a metodologia descrita neste trabalho, na quantificacio de compostos
fendlicos os extratos EbMac e EbSox indicaram valores de 168,62 e 176,25 (mgAG)/g,
respectivamente; evidenciando, assim, resultados semelhantes nos dois extratos. Estudos de
Couto (2012) e Castro (2013) demonstraram resultados mais significativos nos extratos
hidroalcodlicos das folhas de Eleutherine bulbosa obtidos em aparelho de Soxhlet em todas as
relacdes de hidromddulos investigadas.

A quantificacio de flavonoides nos extratos EbMac e EbSox indicaram valores de 24,50
e 41,65 (mgQE)/g, respectivamente; indicando, assim, resultados mais expressivos também no
EbSox. Resultado também constatado nos estudos de Couto (2012) e Castro (2013).

A composi¢do quimica foi investigada por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
utilizando detector de espectrometria de massa; possibilitando identificar compostos ja
previamente elucidados em outros estudos (tabela 01)(SCHMID et al.,1950; HARA et al., 1997,
ALVES et al., 2003; NIELSEN; WEGE, 2006; HAN et al., 2008; PARAMAPOIJNA et al.,
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2008; GANZERA et al., 2009; XIJING et al., 2009; GALLO et al., 2010; KUSUMA et al.,
2010; PHOEM; VORAVUTHIKUNCHALI, 2012).

Comparando os resultados obtidos por CLAE-MS no EbMac e EbSox, vale destacar que
foi possivel identificar diferencas substanciais nos compostos encontrados nos extratos obtidos
por maceracao e em aparelho de Soxhlet; justificando a diferenca da composi¢do quimica dos
extratos aos estudos propostos, a exemplo de compostos identificados apenas em EbSox, como
4,8-dihydroxy-3-methoxy-1-methylanthra-9, 10-quinone-2-carboxylic acidmethylester;
eleutherinol-glucoside e eleutherinoside A.

Assim, podemos evidenciar que na maioria das metodologias de investigacdo quimica
empregadas nesse estudo (screening quimico, teor de flavonoides e perfil cromatografico por
CLAE-MS) obtivemos resultados mais expressivo em EbSox.

Na investigacdo do potencial analgésico dos extratos hidroalcodlico das folhas de
Eleutherine bulbosa obtidos por maceragdo (EbMac) e em aparelho de Soxhlet (EbSox) sobre
a dor neuropdtica foram realizados andlises comportamentais (deambulacao forcada - teste de
Rotarod, alodinia mecanica - teste de Von Frey e hiperalgesia térmica - teste da placa quente),
andlises bioquimicas (determinagdo da atividade das enzimas catalase e super6xido dismutase)
e ensaio in vitro (determinacdo da ciclooxigenase 1 e ciclooxigenase 2). Para esses ensaios,
ambos os extratos (EbMac e EbSox) foram utilizados em dose de 50 mg/kg, empregando
modelo experimental de injuria de constric¢do cronica (ICC) que visa avaliar uma dor
neuropdtica de cardter mais periférico, visto que lesiona a parte sensitiva do nervo ciatico,
conforme descrito por Bennet e Xie (1998).

Inicialmente foi avaliada a alodinia térmica através do teste da placa quente (hot plate)
ou hiperalgesia térmica. O teste induz respostas comportamentais de movimento do animal tais
como: lamber, morder a pata ou pular, que sdo consideradas resposta nociceptora supraespinhal
(ARAUIJO, 2009).

Na avaliacdo da alodinia térmica indicou que no D1 apéds a indugdo da dor neuropética,
o grupo tratado com EbSox apresentou uma diminuicdo no tempo de laténcia em 49,4%; o
grupo SHAM em 41% e o grupo salina 42% em comparagdo ao grupo controle, evidenciando
quadro de hiperalgesia térmica (figura 14).

Apo6s a lesdo tecidual, os nociceptores sdo sensibilizados e os estimulos previamente
leves ou ineficazes se tornam dolorosos (VERRY et al., 2006). Assim, analisando os grupos

experimentais observa-se que hiperalgesia no D1 foi devido ao recente processo cirurgico. No
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D5 de tratamento o grupo SHAM aumentou o tempo de resposta ao teste em relagdo ao grupo
salina em 27% e o grupo tratado com EbMac e EbSox em4%. No D10 de tratamento houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos salina e EbSox, resultando em um
aumento no tempo de laténcia, fator indicativo de analgesia, de 86,12%.

Assim, constatamos nesse ensaio que somente 0 EbSox teve efeito estatisticamente
significante a partir do D10 de tratamento, sendo mantido até DI15; indicando efeito
antinociceptivo.

Moreira Lima (2017) em estudo de avaliag¢do da eficdcia do extrato etandlico das folhas
de Arrabidaea chica Verlot e suas fragcdes em modelo experimental de dor neuropatica,
induzida por compressdao do nervo cidtico em ratos, no teste de avaliacdo de hiperalgesia
térmica comprovou que a administracdo do extrato aumentou significativamente o limiar de
percepg¢ao da dor.

Estudo de Frangca (2018) de avaliacio do potencial farmacoldgico de extrato
hidroalcodlico das folhas de Persea americana Miller, obtidos por maceragdo, em dose de 500
mg/kg, em modelo semelhante ao nosso estudo, também comprova que a administragdo do
extrato aumentou o limiar de percepcao da dor em ensaio de hiperalgesia térmica.

A atividade locomotora foi avaliada pelo teste de Rotarod demonstrando que os grupos
induzidos com dor neuropdtica apresentaram alteracdo na atividade locomotora quando
comparado ao grupo controle (escore 5), que apresenta marcha coordenada. Os animais tratados
com EbMac e EbSox apresentaram melhora do escore a partir do D5 até o final do estudo (figura
15), independentemente do método de extra¢do, demonstrando eficdcia no tratamento, podendo
ser comparados ao grupo tratado com gabapentina, droga padrdo empregada nesse estudo;
evidenciando, assim, que o tratamento com EbMac e EbSox foi eficaz na melhora da
deambulacdo dos animais apds a injuria nervosa. Essa melhora pode ser explicada pela
atividade anti-inflamatdria, conforme serd descrito posteriormente pelos testes antioxidantes e
de inibi¢do da COX.

Estudo de Leite (2017) de avaliacdo da atividade antinociceptiva do 6xido de rosa,
monoterpeno presente em diversas espécies vegetais, com comprovadas propriedades sedativas,
antinociceptivas e antidepressivas, em roedores, empregando o teste de Rotarod, demonstrou
que o grupo tratado com o 6xido de rosa (50 mg/kg) ndo mostrou reducdes significativas no
tempo de permanéncia da barra giratéria, quando comparado ao controle, permanecendo até o

final do tempo do experimento; confirmaram sua acdo antinociceptiva.



97

Estudo de avaliacio da atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria do extrato
hidroalcodlico das folhas de Eugenia punicifolia (HBK) DC., por ensaios em camundongo,
empregando investigacdo de performance motora pelo Rotarod, comprovou que o grupo tratado
com extrato (250 mg/kg) nao demonstrou alteracdes no nimero de quedas dos animais (2,12 +
0,61) quando comparado ao grupo controle positivo, tratado com diazepam (2 mg/kg, i.p.) que
apresentou expressivo aumento no nimero de quedas dos animais, indicando potencial efeito
antinociceptivo, atribuido a presenca de flavonoides (BASTING, 2012).

Na avaliacdo da atividade locomotora pelo teste de Rotarod, estudo de Moreira Lima
(2017) evidenciou melhora significativa da marcha, com restabelecimento do escore padrao
normal, dos animais tratados com extrato etandlico das folhas de Arrabidaea chica. Resultado
semelhante ao obtido em estudo de Franca (2018) com extrato hidroalcodlico das folhas de
Persea americana em investigagcao de dor neuropatica por modelo semelhante ao nosso estudo.

Para avaliar a influéncia dos EbMac e EbSox sobre a sensibilidade nociceptiva em
animais foi realizado o teste de Von Frey que possibilita avaliar, através do estimulo mecanico
in6cuo e crescente (alodinia mecanica), a sensibilidade tecidual provocada pela incisao (SILVA
et al., 2013).

A sensibilizagdo periférica faz parte da patogénese da dor neuropatica devido a uma
acdo aumentada nos terminais de nociceptores, decorrentes da acdo de neuromediadores
inflamatoérios, levando a chamada alodinia e hiperalgesia e, consequentemente, uma diminui¢ao
do limiar da dor, indugdo de descargas ectdpicas e aumento dos canais de sédio (MAKUCH et
al., 2013).

Na avaliacdo dos resultados do teste de Von Frey (alodinia mecéanica), com resposta
induzida pela estimula¢do mecanica na pata traseira dos animais, constatamos que a indu¢do da
dor neuropatica foi efetiva, uma vez que, todos os grupos induzidos mostraram melhora quando
comparado ao grupo controle. Os grupos tratados com EbMac e EbSox apresentaram protecao
aumentando o limiar a nocicepc¢ao dos animais tratados a partir do D10, independentemente do
método de extracdo, com efeito estatisticamente significante quando comprado ao grupo salina.
O grupo tratado com EbMac e EbSox apresentou a partir de D10 de tratamento uma melhora
do limiar nociceptivo de 34,62% e 41,86%, respectivamente, quando comparado ao grupo
salina (figura 19).

Estudo de Guginski (2007) com extrato etandlico de Melissa officinalis L. (100 mg/kg,

vo) sobre a dor neuropética, avaliada em modelo de neuropatia induzida pela constri¢do parcial
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do nervo cidtico em camundongos, demonstrou ser efetivo em reduzir completamente a alodinia
mecanica; atribuindo o potencial antinociceptivo, a ocorréncia de acido rosmarinico, presente
em grandes quantidades no extrato.

Estudo de avaliagdo do efeito antinociceptivo de extrato hidroalcodlico a partir das
cascas de Citrus reticulata Blanco, em camundongos, indicam importante acdo antinociceptiva,
empregando modelo fundamentado em investigacdo da alodinia mecanica; atividade bioldgica
essa atribuida aos compostos fendlicos, entre os quais flavonoides, como hesperitina,
nobiletina, tangeritina e naringenina (SCHNEIDER, 2014).

Estudo de Kraus (2017) de avaliagdo do potencial terapéutico do extrato etandlico das
partes aéreas (inflorescéncias) de Combretum leprosum Mart., no modelo experimental de
neuropatia periférica em camundongos, induzida pelo esmagamento do nervo cidtico,
comprovou que no teste da hiperalgesia mecanica (teste de Von Frey) foi possivel verificar que
a dose de 100 mg/Kg € capaz de reduzir a frequéncia de resposta, com redu¢do da hiperalgesia
mecanica evidente a partir do 7° dia; indicando potencial efeito antinociceptivo.

Na avaliacdo da alodinia mecanica, estudo de Moreira Lima (2017) evidenciou que os
animais tratados com extrato etandlico das folhas de Arrabidaea chica apresentaram melhora,
com diminui¢do de 48,6% na alodinia ao final do tratamento. Franca (2018) com extrato
hidroalcodlico das folhas de Persea americana em investigacio de dor neuropatica,
fundamentado na no teste de Von Frey comprova melhora no limiar nociceptivo em 25% no
grupo tratado quando comparado ao grupo gabapentina.

Estudos demonstram que os agentes antioxidantes t€m um papel determinante na dor
neuropdtica; demonstrando que o estresse oxidativo ocasiona a alteragdo da homeostasia do
estado redox do organismo (JAGGI, 2011). Assim, o estresse oxidativo, decorrendo do
desequilibrio entre a geragdo de compostos oxidantes e a atua¢do dos sistemas de defesa
antioxidante, pode estar envolvido na patogénese da dor neuropdtica (NAIK et al., 2006;
GUEDES, 2007; BARBOSA et al., 2010). O sistema de defesa antioxidante tem a funcdo de
inibir e/ou reduzir os danos causados pela acdo deletéria dos radicais livres e/ou espécies
reativas nao radicais; sistema esse que, usualmente, ¢ dividido em enzimético (superéxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase) e nao-enzimatico (BARBOSA et al., 2010).

Assim, para investigar a capacidade de ativar mecanismo do sistema de defesa

antioxidante, para prevenir o acimulo de espécies reativas, com base em agentes enzimdticos,
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nesse estudo investigamos o potencial de EbMac e EbSox, sobre a atividade das enzimas
catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD).

Nesse ensaio, contatamos que nos animais tratados com EbSox houve uma redugdo no
nivel da enzima catalase de 84,62%, quando comparados ao grupo salina, sugerindo um efeito
protetor.

E vilido ressaltar a presenca de um segundo sistema enzimético antioxidante composto
pela enzima SOD, que tem a capacidade de catalisar a desmutacdo do radical anion superéxido
02--, convertendo em oxigénio e peréxido de hidrogénio (BABIOR, 1997). Assim, a atividade
da SOD foi avaliada segundo a capacidade de catalisacio da reacdo entre o anion superdxido e
prétons resultando em perdxido de hidrogénio; com resultados demonstrando que nos animais
tratados com EbSox mostrou redugdo significativa de 50 %, quando comparado com o grupo
salina; indicando, também, efeito protetor.

Estudo de Guedes (2007) de investigacdo da participacdo de espécies ativas de oxigénio
como mediadores da dor neuropética, comprava, em modelo in vivo, por sec¢do do nervo ciatico
em ratos, que houve reducdo da atividade de CAT nos animais (D3 e D7) ap6s a cirurgia de
seccao do nervo cidtico (denervado) e no grupo SHAM; enquanto SOD sé diminuiu no grupo
denervado; constatando que a estimulacio noniceptiva induzida pela cirurgia de seccionamento
do nervo ciatico causa alteracdes em sistemas antioxidantes com CAT e SOD.

Moreira Lima (2017) evidenciou que as fracdes cloroférmica e butandlica obtidas do
extrato etandlico das folhas de Arrabidaea chica, ocasionaram reducdo significativa de CAT,
em 88,1%; enquanto nas fracdes cloroférmica, hexanica, acetato de etila e butandlica houve
reducdo da atividade de SOD, em 85 %, 70%, 60% e 34%, respectivamente.

Na avaliacdo do efeito antioxidante do extrato hidroalcodlico das folhas de Persea
americana, estudo de Franca (2018) comprova reducdo de 45% da concentracao de CAT.

Estudo de avaliacdo da atividade antioxidante com extrato metandlico de Eleutherine
bulbosa evidenciou atividade dose dependente (DRAGO et al., 2010). Couto (2012) constata
maior potencial antioxidante no extrato hidroalcdolico das folhas de Eleutherine bulbosa obtido
por Soxhlet na relacdo de hidromdédulo de 1:14, demonstrando que procedimento extrativo e
hidromédulo sdo varidveis que influenciam na atividade antioxidante dessa espécie.

Estudos evidenciam a atividade antioxidante a presenca de flavonoides (CIOFFI et al.,
2002; FURUSAWA et al., 2005; SUZGEC et al., 2005; ALVES et al., 2007) assim a atividade

sobre CAT e SOD evidenciada nesse trabalho no EbSox, pode ser atribuida ao elevado teor de
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polifendis, principalmente flavonoides, os quais tiveram, resultados mais expressivos nos
extratos obtidos em aparelho de Soxhlet.

Estudos referem que a relagdo entre a funcdo neuroimune e a nocicep¢ao devem ser
direcionadas para a participac@o das citocinas quimiocinas e neurotrofinas no desenvolvimento
e na manutencdo das sindromes dolorosas cronicas, com €nfase na dor neuropatica (VAN DE
BEEK et al., 2001; ALEXANDER et al., 2005; BACKONIJA et al., 2008).

As citocinas pro-inflamatdrias, produzidas pelas células imunes, astroglia e microglia,
na medula espinal desempenham um papel importante na patogénese da dor neuropatica (OLD
et al., 2015). Esses fatores iniciam uma cascata de neuroinflamacao, eventos relacionados que
podem manter-se e piorar a lesdo original, causando dor e cronicidade (VALSECCHI et al.,
2011).

A prostaglandina H2 sintaxe, também conhecida como ciclooxigenase (COX), atua
como efetor secunddrio na via metabdlica da cascata do 4cido araquidonico, também envolvido
em processos dolorosos e inflamatérios. O acido araquidonico é metabolizado pelas enzimas
COX e originam prostaglandinas que irdo desempenhar variadas funcdes bioldgicas através da
ativacao de receptores especificos. A COX-1 estd relacionada com a manuten¢ao da homeostase
celular, enquanto que a COX-2 possui importante funcdo na mediagdo da resposta inflamatdria
(ZHU BT., 2008; LIU et al., 2012). A inflamac¢ao além de induzir COX-2, resulta na producao
de prostaglandinas (PGE) (LIU et al., 2012). A prostaglandina E2 (PGE2) € um fator indutor
de dor, capaz de sensibilizar neurdnios sensoriais primdrios, gerar sensibilizacdo central e
facilitar a liberagdo de neuropeptideos relacionados a dor (VANEGAS; SCHAIBLE, 2001).

Os ensaios in vitro de inibicdo das COX-1 e COX-2, realizados no presente estudo,
demonstraram que EbMac e EbSox, possuem potencial acdo inibidora destas enzimas; com
efeitos inibidores chegando até 60% para COX-2, utilizando o EbSox (figura 22).

Os resultados demonstram que percentual de inibi¢ao da COX-1, induzido pelo EbMac,
nao apresenta dose resposta; mas o EbSox ocasiona inibi¢do sobre COX-1 dose dependente.
Em relacdo ao percentual de inibi¢do da COX-2, induzido pelo EbSox, também nao apresenta
um efeito dose resposta, mas o percentual de inibicio da COX-2 induzido pelo EbMac,
apresenta efeito dose resposta.

Ao comparar os resultados de efeito inibidor ocasionado pelo EbSox, constatamos que

este apresentou melhor efeito inibidor sobre a COX-1 e COX-2; permitindo afirmamos que a



101

extracdo em aparelho de Soxhlet, favorece uma melhor extracao dos principios ativos associado
a inibicdo da ciclooxigenase da espécie em estudo.

O resultado de EbSox sob COX-2 € relevante pois estd associada aos processos
inflamatorios, evidenciando que as concentracdes testadas mostraram maior seletividade para
esta enzima (COX-2), o que denota um potencial promissor para um fitoterdpico com potencial
seletivo para inibir a cicloxigenase induzida.

Franca (2018) evidenciou que extrato hidroalcodlico das folhas de Persea americana
ocasionou inibi¢do de COX-1 e COX-2, em 60% e 76%, respectivamente; atribuindo tal efeito
a presenca de B-amirina, evidenciado na espécie.

O potencial terapéutico do extrato etandlico das folhas de Arrabidaea chica e suas
fracdes para o tratamento de dor neuropética, comprovado pelos modelos comportamentais
(avaliagdo da deambulagdo for¢ada - Teste de Rotarod, avaliagdao da alodinia mecanica - Teste
de Von Frey, hiperalgesia térmica - Teste da placa quente e descarga de peso — Weightbearing),
bioquimicas (determinacdo da atividade das enzimas catalase, superdoxido dismutase e
glutationa peroxidase) e ensaio in vitro (determinagdo de citocinas) € atribuida a presenca de
antocianidinas, flavonoides e triterpenos constatados no material vegetal (MOREIRA LIMA,
2017).

Em sintese podemos inferir que, fundamentado na metodologia proposta para a
padronizacdo dos extratos das folhas de Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb., com base em
parametros quimicos e bioldgicos; a espécie tem potencial terapéutico para tratamento da dor
neuropdtica, o que pode ser atribuido a presenca de flavonoides antraquinonas e naftoquinonas,
evidenciadas nas andlises de investigacdo quimica; comprovando-se, porém, resultados mais
expressivos no EbSox.

A literatura refere diversos procedimentos extrativos classificados em sistema aberto ou
fechado, frio ou quente, exaustivo ou nao; destacando a maceragdo, percolac¢io e extragao em
aparelho de Soxhlet como os procedimentos mais frequentemente usados (PRISTA et al., 1983;
FONSECA, 2005).

Na maceracdo a matéria prima vegetal € acondicionada em recipiente fechado, em
temperatura ambiente, durante periodo prolongado (horas ou dias), sob agitacdo ocasional e
sem renovagdo do liquido extrator (processo estdtico); ndo conduzindo ao esgotamento da
matéria prima vegetal, seja devido a saturagcdo do liquido extrator ou ao estabelecimento de um

equilibrio difusional entre o meio extrator e o interior da célula. Este processo fica restrito
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quando se trabalha com substincias ativas pouco soldveis, plantas com elevado indice de
intumescimento e possiveis proliferacdes microbianas (PRISTA et al., 1983; NAVARRO,
2005).

A extragdo em aparelho de Soxhlet € utilizada, sobretudo, para extrair s6lidos com
solventes volateis, exigindo o emprego do aparelho de Soxhlet; onde em cada ciclo da operagao,
o material vegetal entra em contato com o solvente renovado; assim, o processamento
possibilita uma extragao altamente eficiente, empregando uma quantidade reduzida de solvente,
em comparac¢do com as quantidades necessdrias nos outros processos extrativos, para se obter
os mesmos resultados qualitativos e quantitativos (PRISTA et al., 1983 ; SIMOES et al., 2016).

A temperatura do processo extrativo pode influenciar de maneira positiva, ocasionando
aumento da solubilidade de determinado principio ativo, diminui¢ao da viscosidade do solvente
e aumento da velocidade de difusao; justificado os processos de extragdo a quente serem mais
rapidos do que aqueles realizados a temperatura ambiente. Mas deve ser considerado o risco do
emprego indiscriminado de temperatura elevada nas extragcdes, dada a alteragc@o e/ou inativacdo
dos principios ativos termoldbeis ou termosensiveis, sendo recomendado avaliar a influéncia
dessa varidvel para todas as espécies vegetais e seus farmacdgenos (PRISTA et al., 1983;
MIGLIATO et al., 2011; SIMOES et al., 2016).

Assim, para garantir eficicia e seguranca no uso de preparagcdes vegetais &
imprescindivel os estudos de padronizagdo dos extratos; que nao deve ser restrita a avaliacio e
controle de qualidade da integridade quimica, mas, especialmente, contemplar o doseamento

bioldgico; como empregado no nosso estudo.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no estudo de validagdo das folhas da espécie Eleutherine bulbosa,
com énfase aos parametros farmacobotanicos, quimicos e bioldgicos em modelo de dor
neuropdtica; visando padronizar a obtencdo dos extrativos na perspectiva de maior potencial
farmacoldgico em doenca de alta prevaléncia mundialmente, demonstraram:

a)  caracteristicas macroscOpicas e microscopicas das folhas da espécie, que
possibilitam definicdo de parametros para avaliacdo de autenticidade do material vegetal, com
emprego de investigacdo farmacognodstica convencional como: presenca de idioblastos no
mesofilo contendo cristais prismaticos de oxalato de cdlcio e eventualmente, drusas, além de
fibras esclerenquimaticas localizadas juntos aos vasos;

b)  os extratos hidroalcodlicos das folhas da espécie Eleutherine bulbosa obtidos
por maceragdo (EbMac) e em aparelho de Soxhlet (EbSox)apresentam importantes classes de
metabodlitos secundarios em ambos os extratos, com expressivos teores de fendis totais e
flavonoides; evidenciando, porém, alguns resultados mais significativos no EbSox;

c) os cromatogramas obtidos por CLAE, com detec¢do por espectrometria de
massa, detectaram varios compostos, principalmente da classe das quinonas; evidenciando que
EbSox tem uma grande quantidade de compostos de média polaridade (antraquinonas) e
apolares (naftoquinonas, e flavonoides);

d) os extratos apresentaram atividade antinociceptiva na dor neuropdtica induzida
pela compressao do nervo cidtico (modelo de ciatalgia), em ratos, quando administrado por via
oral, durante 15 dias de tratamento, com resultados mais expressivos em EbSox;

e)  osanimais tratados com EbMac e EbSox reduziram as concentragdes de catalase
e superoxido dismutase, demonstrando efeito antioxidante na dor neuropdtica; bem como
ocasionaram inibi¢do da atividade de ciclooxigenase 1(COX-1) e ciclooxigenase 2 (COX-2),
com maior potencial sobre COX-2, permitindo inferir que a a¢@o inibitéria dos extratos por
sintese de mediadores inflamatérios; resultados esses também melhor evidenciados em EbSox;

Em conjunto, comprovamos que o extrato hidroalcodlico das folhas de
Eleutherine bulbosa obtido em aparelho de Soxhlet demonstrou resultados mais expressivos
nas andlises quimicas e bioldgicas em modelo de dor neuropdtica (agdo antinociceptiva e

antioxidante), sugerindo tais atividades a presenca de flavonoides antraquinonas e
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naftoquinonas; podendo, assim, inferir melhor capacidade extrativa ao procedimento realizado

em aparelho de Soxhlet, contribuindo efetivamente no estudo de padronizacio dessa espécie.
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