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RESUMO

A natureza sempre despertou no homem um fascinio encantador, ndo so pelos
recursos oferecidos para sua alimentacdo e manutengdo, mas também sua
principal fonte de inspiragao e aprendizado. Allophylus racemosus Sw., objetivo
deste trabalho, ndo apresenta relatos de sua utilizagdo, e tampouco quando se
trata de dados cientificos em bases de pesquisa sobre estudos de suas
atividades farmacoldgicas. Esta planta pertence a familia Sapindaceae que
compreende cerca de 140 géneros e 1900 espécies pelo mundo todo. Dentre
eles, o género Allophylus apresenta cerca de 250 espécies. Apesar de um
numero consideravel de espécies, ha uma escassa quantidade de pesquisas
relacionadas a este género, e tampouco dessa espécie. As folhas dessa planta
foram coletadas na regido da mata atlantica mineira nas proximidades do
municipio de Alfenas-MG. Para o estudo fitoquimico e teste de atividade anti-
inflamatadria, o extrato bruto etandlico das folhas de Allophylus racemosus Sw.
foi obtido por maceracdao em etanol e submetida ao teste de edema de pata
induzido por carragenina e edema de orelha, onde se constatou uma atividade
anti-inflamatéria estatisticamente significativa frente aos controles negativo e
positivo (indometacina) utilizados. Em seguida realizou-se o particionamento do
extrato bruto por extragdo liquido-liquido com hexano, acetato de etila e uma
mistura etanol:agua (1:2), dando origem as fracbes hexanica, acetato e
hidroalcodlica, o que permitiu separar compostos por diferenca de polaridade.
Posteriormente, as trés fracbes obtidas foram submetidas ao bioensaio, na
concentracdo de 1mg/orelha, para determinar o grupo de maior atividade,
sendo a fragdo hidroalcodlica a que apresentou maior atividade (43,6%).
Posteriormente, as trés fragdes obtidas foram submetidas ao bioensaio, na
concentracdo de 1mg/orelha, para determinar o grupo de maior atividade,
sendo a fragdo hidroalcodlica a que apresentou maior atividade (43,6%).
Através desta fragdo, foi possivel isolar (por LC-DAD utilizando uma coluna
semi-preparativa) e identificar (por LC-MS) uma substancia que apresenta o
nucleo de uma apigenina ligada a uma pentose. Além do extrato bruto e das
fragbes de Allophylus racemosus Sw. foi testada a atividade anti-inflamatéria

dos Oleos essenciais, sendo que o mesmo apresentou resultados



estatisticamente significativos frente aos controles negativo e positivo
(indometacina e Acheflan®). A atividade anti-inflamatoria dos oleos essenciais
esta relacionada, principalmente aos compostos majoritarios, y-muuroleno
(30,66%), (E)—cariofileno (18,56%) e biciclogermacreno (17,38%), além do
composto a-humuleno (2,33%), também encontrado no fitomedicamento
Acheflan® e sendo o responsavel, junto com (E)-cariofileno, pela atividade

anti-inflamatéria do fitomedicamento como relatado na literatura.

Palavras-chave: Allophylus racemosus Sw. Atividade anti-inflamatéria. Edema

de Orelha. Oleos Essenciais



ABSTRACT

The nature always aroused in man a charming allure, not only by the resources
available for their food and maintenance, but also for their main source of
inspiration and learning. Allophylus racemosus Sw., objective of study, has no
reports of its use, nor when it comes to scientific research data bases on
studies of their pharmacological activities. It belongs to the Family Sapindaceae
that comprises 140 genus and about 1900 species worldwide. Among them the
Allophylus genus has about 250 species. Although a considerable number of
species, there is a scant amount of research related to this genre, nor that kind.
This plant was collected in the region of Minas Gerais Atlantic Forest near city
Alfenas-MG. For the phytochemical study and anti-inflammatory activity, the
crude ethanol extract of Allophylus racemosus Sw. leaves were obtained by
extraction in ethanol and subjected to paw edema induced by carrageenan and
ear edema test, which demonstrated a statistically significant anti-inflammatory
activity compared to the negative and positive controls (indomethacin). After
that, the crude extract there was partitioning by liquid-liquid extraction with
hexane, ethyl acetate and a mixture ethanol: water (1: 2) to give three fractions
allowing separating compounds according polarity. Subsequently, the three
fractions obtained were subjected to bioassay to determine the group of higher
activity. The hydroalcoholic fraction presented the highest activity(43,6%).
Through this fraction could be isolated (by LC-DAD using a semi-preparative
column) and identifying (LC-MS) a substance that has a core apigenin linked to
a pentose. In addition to the crude extract and fractions of Allophylus
racemosus Sw. Was tested for anti-inflammatory activity of essential oils, and it
showed statistically significant (24.8% and 41.3% at concentrations of 0.25%
and 25%, respectively) results compared to the negative and positive controls
(indomethacin and Acheflan®). The anti-inflammatory activity of the essential
oils is mainly related to the major compounds, y-muurolene (30.66%), (E)
-caryophyllene (18.56%) and bicyclogermacrene (17.38%), and the compound
a -humulene (2.33%), also found in Acheflan® phytomedicine and being
responsible for along with (E)-caryophyllene, the anti-inflammatory activity of

phytomedicine as reported in the literature.



Keywords: Allophylus racemosus Sw. anti-inflammatory activity. Ear Edema.

Essential oils
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1 INTRODUCAO

A natureza sempre despertou no homem um deslumbramento, ndo apenas
pelos recursos oferecidos para sua alimentacdo e manutencdo,mas principalmente
por ser sua principal fonte de inspiracdo e aprendizado (BARREIRO; BOLZANI,
VIEGAS, 2006). O homem, desde o inicio dos tempos, sempre buscou na natureza a
fonte de seu bem-estar (MACIEL et al., 2002). As primeiras descricdes sobre plantas
medicinais feitas pelo homem sdo descritas nas sagradas escrituras e ao papiro de
Ebers. Evidéncias arqueoldgicas mostram que o uso de drogas era amplo em culturas
antigas. A descoberta de novos continentes, em virtude das grandes navegacoes,
introduziram no mundo moderno uma grande diversidade terapéutica de origem
vegetal ao qual até hoje € indispensavel a medicina (PINTO et al., 2002)

Os produtos naturais utilizados pela humanidade desde a antiguidade, tinham
como um dos objetivos a busca por alivio e cura de doencas pela ingestéo de ervas e
folhas, talvez tenham sido uma das primeiras formas de utilizacdo desses vegetais. A
histéria do desenvolvimento das civilizacdes Oriental e Ocidental é repleta de
exemplos da utilizagéo de recursos naturais na medicina, em mecanismos de defesa
e no controle de pragas, merecendo destaque as civilizacdes Egipcia, Greco-romana
e Chinesa. Sendo que a medicina tradicional chinesa se desenvolveu com tanta
grandiosidade e eficiéncia que até hoje muitas espécies e preparados vegetais
medicinais sdo estudados na busca do isolamento dos principios ativos e pelo
entendimento de seu mecanismo de acéo (VIEGAS; BOLZANI; BARREIRO, 2006). O
isolamento das primeiras substancias puras do reino vegetal iniciou-se no século
XVIII, sendo este século, juntamente com o século XIX, os que caracterizaram 0sS
trabalhos de extracéo, principalmente de de alcaldides e acidos organicos. E desta
época o isolamento de morfina (1) (1806), quinina (2) e estriquinina (3) (1820) (PINTO
et al., 2002).
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OMe

Figura 1 - Compostos organicos isolados no século XIX.
Fonte: (PINTO, 2002)

As plantas carregam os chamados principios ativos, preparados pela quimica
da natureza em milhées de anos. Segundo a ciéncia, os segredos da cura de muitas
enfermidades estdo guardados nas matas, principalmente da América Latina. No
Brasil, centenas de plantas medicinais h& séculos sdo pesquisadas e utilizadas na
manutencao da boa saude.

Embora seja muito dificil avaliar a extensdo do uso global de dados de plantas
medicinais, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que mais de 80% da
populacdo mundial usa a medicina tradicional rotineiramente para atender as suas
necessidades priméarias da saude e muitos dos tratamentos tradicionais envolvem o
uso de extratos de plantas ou as suas substancias ativas (WHO, 2008).

O uso de plantas medicinais tem relevancia socioeconémica muito grande na
qualidade de vida das comunidades de baixa renda, devido a sua alta disponibilidade,
baixa toxicidade, risco minimo de efeitos colaterais e, principalmente, aos baixos
custos e/ou sem 6nus comparados aos medicamentos alopéticos. Esta € uma
realidade muito comum no meio rural brasileiro, associada também as dificuldades de
acesso aos servicos basicos de saude publica (BESSA et al., 2007). Desta forma,
muitas vezes o conhecimento sobre plantas medicinais representa o Unico recurso
terapéutico de muitos grupos étnicos e comunidades. Nas regibes mais pobres do
pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, estas plantas sdo comercializadas
em mercados populares, feiras livres, e podem ser encontradas também em quintais
residenciais (MACIEL et al., 2002).

A utilizacdo das plantas medicinais tem sido muito significativa nos ultimos

anos, merecendo incentivo da OMS. No entanto, o uso popular, e mesmo o tradicional,
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ndo sao suficientes para validar eticamente as plantas medicinais como
medicamentos eficazes e seguros (CUNHA et al., 2009). Assim, o uso das plantas
para fins medicinais tem despertado um grande interesse pelo conhecimento da sua
composicao quimica Nas ultimas décadas, observa-se um amplo avanco cientifico no
estudo dos vegetais, isso ocorre em decorrente dos processos vitais da biossintese,
que sao os responsaveis pela formacdo, acumulo e degradacdo de inumeras
substancias organicas no interior das células, formando os diversos tecidos dos
organismos animais e vegetais. Sao extraidas, dos vegetais, varias substancias, e
grande parte delas séo responsaveis pela aplicabilidade na alimentacdo e na saude.
Em decorréncia disso, dentro do ambito da quimica organica, ha um estimulo no
desenvolvimento do estudo de muitas plantas, objetivando o estudo das estruturas e
da quimica destes compostos, que é extremamente ampla e diversificada (SILVA;
CONCEICAO, 2010). Além disso, tem-se verificado um grande avanco cientifico
envolvendo também estudos farmacolégicos de plantas medicinais que visam obter
novos compostos com propriedades terapéuticas (FILHO; YUNES, 1998).

A pesquisa fitoquimica tem por objetivos conhecer os constituintes quimicos
das espécies vegetais ou avaliar sua presenca nos mesmos. Quando néo se dispde
de estudos quimicos sobre a espécie de interesse, a andlise fitoquimica pode
identificar os grupos de metabdlitos secundarios relevantes (SILVA; CONCEICAO,
2010).

O estudo fitoquimico de materiais vegetais é feito utilizando técnicas de
separacdo como particao liquido-liquido, cromatografia em camada delgada,
cromatografia em coluna e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acopladas
aos métodos de identificacdo e andlise organica como espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN), ultravioleta (UV) e espectrometria de massas (EM). Estes
estudos tém utilizado técnicas analiticas hifenadas, onde se tem a juncdo de métodos
de separacdo com algum método espectroscédpico/espectrométrico que forneca
informacBes sobre a identidade dos compostos separados. A hifenacdo destas
técnicas tem permitido o desenvolvimento de pesquisas com demanda cada vez
menor de quantidades de amostras e de tempo, vantagens cruciais no
desenvolvimento de pesquisas com produtos naturais (VILLA et al., 2006).

O interesse em espécies de plantas nativas da América do Sul tem crescido
nos ultimos anos devido aos seus beneficios a saude. J& o Brasil, um dos maiores do

mundo com uma grande diversidade de locais, com mais de 40.000 espécies de
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plantas diferentes, o que representa 20% da flora mundial, segundo Oliveira et al

(2012), do mesmo modo desperta um grande interesse nos estudos destas plantas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Nesta secdo serdo apresentados 0s principais assuntos tratados neste

trabalho.

2.1 FAMILIA SAPINDACEAE

A familia Sapindaceae foi descrita por Antoine Laurent de Jussieu em 1789
(CAROLINE SPRENGEL-LIMA, 2013;CRONQUIST, 1981; ROSADO et al., 2014).
Pertence a ordem Sapindales, que, segundo JUDD et al., 2002, é monofilética devido
as caracteristicas sinapomorficas de folhas compostas pinadas e flores com um disco
nectarifero distinto na base do androginoforo.

A familia Sapindaceae compreende 140 géneros e cerca de 1900 espécies pelo
mundo todo. Estas sdo encontradas principalmente nas regides tropicais, com apenas
alguns géneros sendo restritos a areas temperadas (BALOGUN; LIU, 2015;
CAROLINE SPRENGEL-LIMA, 2013; MILLER; TUCK, 2013; ROSADO et al., 2014,
OLADOSU). Os membros desta familia podem ser encontrados na América do Sul,
Africa e Austrélia, entretanto a maioria das espécies sdo nativas da Asia (ADEYEMI;
OGUNDIPE; OLOWOKUDEJO, 2012). A flora brasileira abrange em torno de 25
géneros e 420 espécies, sendo que 187 dessas espécies sdo endémicas da
Amazbnia, Mata Atlantica e Caatinga (CAROLINE SPRENGEL-LIMA, 2013;
SIEGLOCH; MARCHIORI; SANTOS, 2013; ROSADO et al., 2014; BARBOSA; SILVA;
OLIVEIRA, 2015). Serjania Vell. € o maior género, com 220 espécies, seguida por
Paullinia L. com 150 espécies e Allophylus L. com 100 espécies (BARBOSA; SILVA;
OLIVEIRA, 2015).

O potencial econbmico da flora é altamente significativo, e na familia
Sapindaceae, particularmente, este potencial € muito extenso, principalmente quando
se analisa as espécies componentes sob as mais diferentes formas de utilizacao
(NETO; SANTANA; SILVA, 2000). Dentre suas espécies, algumas sdo mais
conhecidas, como: Paullinia cupana Kunth (guarana), endémica da regido amazonica

cujos frutos sao utilizados na fabricacéo de sucos e refrigerantes ; Sapindus saponaria
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L. (sabonete-de-soldado), nativa no Brasil, possui frutos com saponinas, substancias
que podem ser utilizadas como sabdo e, apresentam também, algumas espécies de
Paullinia e Serjania que sao toxicas e utilizadas pelos indios no envenenamento de
flechas. (ROSADO et al., 2014).

2.2 GENERO Allophylus

Allophylus foi descrito por Linnaeus em 1753. ApGs sua publicacéo, os estudos
sobre o género foram feitos por Radlkofer, em 1900, 1931 e 1934 (COELHO, 2014).
O género Allophylus compreende cerca de 255 espécies (ZHANG; CAl; LUO, 2012).
Das 43 espécies de Allophylus que ocorrem na regido neotropical, trés delas merecem
destaque pois ocorrem em quase todas as regides em que o género se encontra
distribuido: Allophylus punctatus, Allophylus racemosus e Allophylus strictus. Todos
sdo encontradas desde o México, passando pela América Central, entretanto
Allophylus punctatus tem limite sul na Ameérica do Sul na regido amazénica, Allophylus
racemosus é encontrada também na regido sudeste do Brasil e Allophylus strictus
passa ainda na Bolivia, pelos cerrados da regido centro-oeste e a regiao nordeste do
Brasil, no estado da Bahia.(COELHO, 2014).

2.3 ESPECIE

Nesta secdo serdo descritas informagdes encontrados na literatura sobre a
espécie em estudo.

2.3.1 Taxonomia e nomenclatura

De acordo com Integrated Taxonomic Information System, ITIS report, a

posicdo taxondmica de Allophylus racemosus Sw. obedece a seguinte hierarquia:
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o reino: Plantae;

J divisdo: Magnoliophyta;

o classe: Magnoliopsida;

o subclasse: Rosidae;

o ordem: Sapindales;

o familia: Sapindaceae;

o género: Allophylus;

o espécie: Allophylus racemosus Sw.

A espécie apresenta homes vulgares aplicados em algumas regides do pais:
Centro-oeste e Sudeste, veadinho e mama-de-cachorro; Nordeste, guariba e farinha-
seca e Norte, casca-solta-mirim (SOMNER et al., 2016). Nos paises da América
Central, também podem ser chamados de fandifiana, fragueiro-branco, hugum, kajoe-
sindoe.lpak, kisawaru, koreaf, li'mikaha, maculelé, monte-jatcco, mote-mote,
mulangueiro, mullo, naseikilei, ngunese, onjob, palo-Brasil, pata-de-cotuia, pie-de-

pajara, tillo, trés-irmaos e zavaleta (COELHO, 2014).

Figura 2 - A.racemosus Sw. Ramo florifero. Figura 3 - A. racemosus Sw. Ramo frutifero.
Fonte: (COELHO, 2014) Fonte: (COELHO, 2014)
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Figura 4 — Allophylus racemosus Sw. A: ramo frutifero; B: ilustragdo
de ramo frutifero; C-F: ramos frutiferos.
Fonte: (COELHO, 2014)

2.3.2 Ocorréncia natural

Distribuicdo geogréfica e habitat: espécie distribuida por toda a regido
neotropical. Encontrada no Brasil, Colémbia, Costa Rica, Cuba, El Salvador, Equador,
Guatemala, Guiana, Honduras, Nicaragua, Republica Dominicana e Venezuela, além
de diversas outras ilhas na América Central (Antilhas) (COELHO, 2014). No Brasil
encontra-se distribuida no Norte pelos estados do Amazonas, Para, Roraima e
Tocantins; no Nordeste pelos estados da Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba,
Pernambuco, Piaui; no Centro-oeste pelos estados Goias e Distrito Federal; no
Sudeste pelos estados de Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo
(SOMNER et al., 2016). E preferencialmente distribuida em florestas secas,
estacionais ou savanas. Raramente encontrada em florestas tropicais Umidas tanto
na América Central quanto na América do Sul. Geralmente ocorre em solos secos
pedregosos e pode também ser encontrada proxima a cursos d’agua (COELHO,
2014).
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Figura 5 - Distribuicdo geografica de Allophylus racemosus Sw.
Fonte: (COELHO, 2014)

2.4 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Nesta secdo sera abordada a atividade anti-inflamatéria e as demais atividades

bioldgicas do género Allophylus.

2.4.1 Atividade anti-inflamatoria do género Allophylus

Dentre as espécies do género que tém atividade anti-inflamatdria, relatadas na
literatura, estdo presentes: Allophylus cominia (OLIVA-HERNANDEZ et al., 2013),
Allophylus edulis (DIAZ et al., 2008; DIAZ et al., 2014), Allophylus longipes (ZHANG:
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CAl; LUO, 2012) e Allophylus serratus (DHARMANI et al., 2005; PRIYA; SELVAN;
TAMILSELVAN, 2012).

Os extratos cloroférmicos das folhas de Allophylus cominia (L) Sw foram
testados e de acordo com os resultados obtidos, ha efeito inibitério por COX-2, em
que as atividades anti-inflamatorias envolvem a cascata de eicosanoides, inibindo a
sintese das prostaglandinas (PGs). Allophylus cominia (L) Sw é uma das plantas
medicinais mais populares de Cuba. Neste estudo ndo ha relatos de substancias
isoladas para demonstrar qual a responsavel pela reducédo da inflamacédo (OLIVA-
HERNANDEZ et al., 2013).

Fitoquimicamente tem sido relatada a presenca majoritaria de compostos
fendlicos a partir do extrato de folhas e galhos de Allophylus edulis. Esta planta é
comumente utilizada como uma fonte de taninos e 6leos essenciais. Uma tisana
(infusédo) das folhas é etnicamente usada como um agente anti-inflamatério da
garganta (DIAZ et al., 2008). E uma planta nativa brasileira conhecida popularmente
como “chal chal”, “cocum”, “fruto do pombo” e também sao encontradas na Argentina,
Bolivia, Uruguai e Guianas (TIRLONI et al., 2015). Um dos compostos isolados de
Allophylus edulis relatado na literatura que possui atividade anti-inflamatoéria € o
Lupeol (4) (CRACIUN et al., 2011).

Figura 6 — Lupeol, composto organico isolado de Allophylus
edulis com atividade anti-inflamatéria.
Fonte (DIAZ, 2014)

Historicamente Allophylus longipes tem sido utilizada etnofarmacologicamente
pelo povo 'Dai' para o tratamento de resfriado e inflamacgéo. Esta planta apresenta 25

compostos que foram isolados e identificados, dentre os quais dois estéo relacionados



26

com a atividade anti-inflamatéria: aldeido betulinico (5) e 1-O-p-coumaroylglicose (6)
(ZHANG; CAI; LUO, 2012).

OH
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HO" “OH

OH
5 6
Figura 7 - Compostos organicos isolados de Allophylus longipes com atividade anti-

inflamatoria.
Fonte: (ZHANG; CAl; LUO, 2012)

No sistema indiano de medicina (Ayurveda), Allophylus serratus é uma planta
utilizada como um agente anti-inflamatério (DHARMANI et al., 2005; KUMAR et al.,
2010). Dentre os compostos ja isolados desta planta, alguns merecem destaque por
apresentarem atividade anti-inflamatéria: Quercetina (7) (GARDI et al., 2015); Pinitol
(8) (SINGH et al., 2001); e Rutina (9) (SU et al., 2014).

OH ocH;

Figura 8 - Compostos organicos isolados de Allophylus serratus com
atividade anti-inflamatéria.
Fonte: (GARDI et al., 2015; SINGH et al., 2001; SU et al., 2014)
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Diversas espécies do género apresentam, além da atividade anti-inflamatoria,

outras atividades farmacologicas, de acordo com a tabela 1:

Tabela 1 - Outras atividades do Género Allophylus.

_ (Continua)
PLANTA ATIVIDADE REFERENCIA
(PARTES DA PLANTA)

Allophylus africanus  Atividade Antioxidante (F) BALOGUN,;
Conjuntivite (F) OLADOSU; LIy,
Enxaqueca (F) 2014
Célica (F) DIAZ et al., 2014
Febre (F) OLADOSU;
Maléaria (C e R) BALOGUN,;

Allophylus cobbe

Allophylus cominia

Allophylus edulis

Diarreia (C e R)

Atividade germicida (C e R)
Atividade antiplasmaddica (R)
Atividade Antioxidante (F)
Atividade antimicrobiana (F)
Febre (F)

Diarreia (F)

Fraturas (F)

Elefantiase (F)

Atividade hipoglicemiante

Anti-hepatotoxica (F)
Atividade inotrépica negativa (F)
Acdao inibidora da ECA (F)

ADEMOWO, 2013

ANKAD et al., 2016

OLIVA-
HERNANDEZ et
al., 2013

RODRIGUEZ et

al., 2005

DIAZ et al., 2008
TIRLONI et al.,
2015
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Tabela 1 - Outras atividades do Género Allophylus.
(Conclusao)

PLANTA ATIVIDADE REFERENCIA
(PARTES DA PLANTA)
Desordens intestinais (F) DIAZ et al., 2014

Antiulcerogénicas (F)
Atividades genotoxicos (F)
Atividade antimicrobiana (F)

Acao antioxidante (Fr)

Allophylus laevigatus Atividade Antioxidante DAVID; DOS
SANTOS; DAVID,
2004

Allophylus rubifolius  Atividade Antioxidante DIAZ et al., 2014

Fonte: (Autor)
* C: Casca *F:Folhas *Fr: Frutas *R: Raizes

2.5 ASPECTOS DA INFLAMACAO

A inflamacéo é um mecanismo de defesa do sistema imunitario a infeccdo ou
lesdo do tecido, causada por traumas fisicos, por substancias quimicas nocivas ou
agentes microbiolégicos, como bactérias, parasitas e virus (CALIXTO; OTUKI;
SANTOS, 2003; RANG et al., 2004; SANTA-CECILIA et al., 2011; CARDINAL et al.,
2016). E uma complexa reacéo estereotipica do corpo que expressa as respostas aos
danos das células e tecidos vascularizados, caracterizados por rubor e calor, que sao
decorrentes do aumento do fluxo sanguineo, o inchaco, que esta associado com
aumento da permeabilidade vascular, a dor, que é consequéncia da ativacdo e
sensibilidade das fibras nervosas primarias, podendo chegar a perda da funcdo do
local inflamado dependendo da gravidade (CALIXTO; OTUKI; SANTOS, 2003; RANG
et al., 2004).

As respostas inflamatérias ocorrem em 3 fases distintas, sendo cada uma
aparentemente mediada por diferentes mecanismos:

a) Uma fase transitoria aguda, caracterizada por vasodilata¢éo local e aumento

da permeabilidade capilar;
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b) Uma fase subaguda tardia, caracterizada mais proeminentemente pelo
recrutamento dos leucdcitos e células fagociticas;

c) Uma fase proliferativa crénica, em que ocorrem degeneracao tecidual e fibrose
(HARDMAN; LIMBIRD, 2005).

A inflamacao representa o esfor¢co do organismo no sentido de inativar ou
destruir microrganismos invasores, remover substancias irritantes e iniciar o estagio
de reparacao tecidual. A capacidade de desencadear uma resposta inflamatoria é
fundamental a sobrevivéncia e essa independe da natureza do agente que a iniciou
(RANG et al., 2004).

O processo inflamatério consiste na resposta organica mais precoce diante de
leséo tissular ou infeccdo. Este processo fisioldgico envolve uma acdo coordenada
entre o sistema imunolégico e o tecido no qual ocorreu a lesdo (KUMMER; COELHO,
2002). A resposta imune ocorre quando as células imunologicamente competentes
sao ativadas em reagao a organismos estranhos ou substancias antigénicas liberadas
durante a resposta inflamatoria, seja essa, aguda ou crénica (KATZUNG; MASTERS;
TREVOR, 2013).

A inflamacé&o cronica envolve a liberacao de diversos mediadores, que ndo séo
proeminentes na resposta aguda. Uma das afec¢cdes mais importantes associadas a
esses mediadores é a artrite reumatoide, em que a inflamacé&o crénica produz dor,
inchaco e vermelhiddo, resultado do ataque aos tecidos do préprio organismo,
principalmente das articulagdes, podendo provocar grave incapacidade na qual
ocorrem alteracdes sistémicas que podem reduzir a sobrevida do individuo
(KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2013).

No processo inflamatorio ocorre a liberacdo de acido araquidénico, a partir de
compostos precursores, sintetizando varios eicosanoides. A via da ciclo-oxigenase
(COX) do metabolismo do araquiddnico produz tromboxanos, prostaciclinas e
prostaglandinas, que exercem uma variedade de efeitos nos vasos sanguineos, nas
terminagfes nervosas e nas células envolvidas na inflamacdo, como pode ser
observado na figura 9 (OLIVA-HERNANDEZ et al., 2013). A via lipoxigenase (LOX)
outra via do metabolismo do acido araquiddnico produz leucotrienos, que exercem um
poderoso efeito quimiotatico nos eosindfilos, nos neutrdéfilos e nos macrofagos, e que
também promovem broncoconstricdo e alteracdes da permeabilidade vascular. A
descoberta das duas isoformas da ciclo-oxigenase (COX-1 e COX-2) levou ao
conceito de que a isoforma COX-1 construtiva tende a ser homeostatica, enquanto a
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COX-2 € induzida durante a inflamacéo e facilita a resposta inflamatéria. Com base
nesses conceitos, foram desenvolvidos e comercializados inibidores altamente
seletivos da COX-2, partindo da suposicdo de que seriam mais seguros do que 0s
inibidores ndo seletivos da COX-1, porém sem perda da eficdcia (KATZUNG,;
MASTERS; TREVOR, 2013).

Figura 9 - Esquema representativo da cascata da inflamagéo.

Fonte: (Autor)

As prostaglandinas (PGs) sao &cidos carboxilicos insaturados de 20 carbonos
com um anel de ciclopentano. Apos a evidéncia da estrutura geral (10), verificou-se
que ha uma relacdo com os acidos graxos essenciais, relacdo esta, que mais tarde,
pode-se constatar que as familias das prostaglandinas, conhecidas como
eicosanoides, se originaram de acidos graxos de 20 carbonos que contém 3, 4 ou 5
ligacdes duplas (HARDMAN; LIMBIRD, 2005).


http://fenilbutazonacaval.wix.com/fenilbutazona#!untitled/c22uk
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10
Figura 10 - Estrutura molecular da Prostaglandina.
Fonte: (HARDMAN; LIMBIRD, 2005)

As PGs, originarias da cascata do &cido araquidénico, sdo produzidas no estagio
inicial da lesdo inflamatéria. O entendimento da biossintese desta substancia é
fundamental para a compreensdo da acdo dos farmacos anti-inflamatérios. Muitos
estudos indicam que a inibicdo da sintese das prostaglandinas é o mecanismo
principal das agfes terapéuticas dos medicamentos anti-inflamatérios. Sendo que a
acao de varios farmacos acontece pela inibicdo da sintese das PGs (HARDMAN;
LIMBIRD, 2005).

As PGs estdo particularmente associadas ao desenvolvimento da dor que
acompanha inflamagdo e/ou lesdo. Estudos envolvendo a mensuragao
eletrofisiolégica da descarga nervosa sensorial na presenca de PGs indicaram que
guando as PGs foram administradas, os receptores da dor se tornaram mais sensiveis
a estimulos quimicos ou mecéanicos (HARDMAN; LIMBIRD, 2005).

2.5.1 Anti-inflamatérios esteroidais- corticoides

Os anti-inflamatorios esteroidais (AIES) sdo drogas que mimetizam os efeitos do
horménio cortisol. Este horménio é essencial a vida, sendo responsavel por varios
processos, desde o estado de embrido. Além de possuir efeitos metabdlicos proprios,

também age amplificando o efeito de outros hormdnios no organismo humano.
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Os AIEs, quando administrados terapeuticamente, exibem poderosos efeitos
anti-inflamatoérios e imunossupressores. Inibem as manifestacfes tanto iniciais quanto
tardias da inflamacéo, isto €, ndo apenas o rubor, o calor, a dor e 0 edema iniciais,
mas também os estagios posteriores de cicatrizacdo e reparo de feridas e reacfes
proliferativas observadas na inflamacao crénica. Afetam todos os tipos de reacdes
inflamatorias, sejam elas causadas por patégenos invasores, por estimulos quimicos
ou fisicos ou por respostas imunes inadequadamente desencadeadas, como aquelas
observadas na hipersensibilidade ou na doenca autoimune (RANG et al., 2004).

Os corticosteroides intra-articulares costumam ser (teis para alivio dos sintomas
dolorosos e, quando bem-sucedidos, sao preferiveis a um aumento da dose da
medicacao sistémica (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2013).

Prednisona, dexametasona, betametasona sdo exemplo de AIEs (corticoides)
(RANG et al., 2004).

2.5.2 Anti-inflamatérios nao-esteroidais

Os principais representantes do grupo dos eicosanoides inibidos pelos anti-
inflamatorios ndo-esteroidais (AINES) sao as prostaglandinas, as prostaciclinas e 0s
tromboxanos. Os AINEs, basicamente, atuam sobre as enzimas prostaglandinas
sintetases, mais conhecidas como ciclooxigenase-1 (COX-1), com ampla distribuicéo
tecidual, e sobre a ciclooxigenase-2 (COX-2) cujo gene, apesar de possuir distribuicéo
tecidual semelhante, na maioria dos casos, somente € expresso em condi¢cdes
patolégicas (ABDELLATIF et al., 2016).

Os agentes AINEs estdo entre os agentes terapéuticos mais amplamente
utilizados no mundo todo. S&o empregados principalmente no tratamento da
inflamacéo, dor e edema, como também nas osteoartrites, artrite reumatoide e
disturbios musculoesqueléticos (BATLOUNI, 2010). Existem mais de 50 AINEs
diferentes no mercado, porém nenhum deles € ideal para controlar ou modificar os
sinais e sintomas da inflamacé&o, particularmente aqueles observados nas doencas

articulares inflamatérias comuns. Praticamente todos os AINEs disponiveis no
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momento, sobretudo os AINEs " classicos ", podem apresentar efeitos indesejaveis
significativos, particularmente no individuo idoso (RANG et al., 2004).

Os AINEs abrangem uma variedade de agentes que pertencem a diferentes
classes quimicas. Muitos desses farmacos apresentam além dos efeitos anti-
inflamatorios, efeitos analgésico - reducdo de certos tipos de dor — e antipirético -
reducdo da temperatura elevada (RANG et al., 2004).

O medicamento aspirina, que apresenta como farmaco o acido acetilsalicilico
(11), um exemplo de AINE esta entre os primeiros fArmacos a serem sintetizados
(RANG et al., 2004). Porém é considerado separadamente dos demais, por seu uso
predominante no tratamento das doencas cardiovasculares e cerebrovasculares, em
doses baixas (BATLOUNI, 2010). E por apresentar diversos efeitos adversos, foram
desenvolvidos muitos outros AINEs na tentativa de aumentar sua eficicia e diminuir
sua toxicidade (RANG et al., 2004; KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2013).

b

11

Figura 11 - Estrutura molecular do Acido acetilsalicilico.
Fonte: (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2013)

Os salicilatos e outros farmacos semelhantes usados no tratamento da doenca
reumatica compartiliham a capacidade de suprimir 0s sinais e 0s sintomas da
inflamacdo (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2013).

Outros exemplos de AINEs que podem ser citados sdo: indometacina (12),
ibuprofeno (13) e naproxeno (14), sendo estes néo seletivos para COX (BATLOUNI,
2010).
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Figura 12 - Estrutura molecular de Anti-inflamatoérios nédo-esteroidais.
Fonte: (Autor)

2.6 OLEOS ESSENCIAIS

Além dos extratos, podem ser obtidos das plantas os 6leos essenciais, sendo
gue esses apresentam uma composicao complexa, contendo algumas centenas de
componentes. Na maior parte, 0s seus componentes sao classificados como terpenos
(oxigenados ou ndo), monoterpenos e sesquiterpenos (RAMOS-LOPEZ et al., 2011).

A composicdo de um O6leo é determinada pela espécie vegetal que o produz e
pela parte do vegetal em que se encontra (folhas, casca, sementes, por exemplo) e
podem ser extraidos a partir destas pecas, onde eles sdo armazenados nas células
secretoras, cavidades, canais ou células epidérmicas tricomas glandulares. A
composicao pode sofrer variacdes, pelo estagio de desenvolvimento da espécie, pelas
condicbes ambientais (temperatura, umidade relativa, tempo de exposi¢cédo ao sol e
ventos que afetam os vegetais), pelas condi¢cdes de colheita (geralmente, deve ser
bem cedo pela manha, pois o calor do sol pode levar a perdas quantitativas) e pela
forma de obtencédo. Eles sao liquidos oleosos, aromaticos volateis, caracterizados por
um forte odor, raramente coloridos, e geralmente com uma densidade mais baixa do
gue a da agua (MIGUEL, 2010).

Os oleos essenciais podem exibir atividades relacionados com a industria de
alimentos, cosméticos e também cuidados com a saude (RAMOS-LOPEZ et al., 2011;
FALEIRO; MIGUEL, 2013). Esses, extraidos a partir de plantas, sdo também
conhecidos pelas suas atividades bioldgicas, incluindo o processo anti-inflamatorio e
atividade antioxidante (MIGUEL, 2010; RAMOS-LOPEZ et al., 2011).
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3 JUSTIFICATIVA

A necessidade de novas substancias terapéuticas mais eficazes, com baixa
toxicidade e maior especificidade, tem intensificado os estudos para a descoberta de
novos farmacos. Aproximadamente 25% dos farmacos empregados, atualmente, nos
paises industrializados advém, direta ou indiretamente, de produtos naturais
(PIMENTA et al., 2012). Compostos naturais que se apresentam inativos ou poucos
ativos em determinado modelo farmacolégico, podem ser levados a compostos com
relevantes efeitos biolégicos, através de simples modificacbes estruturais
(PENNACCHIO et al., 2005).

O conhecimento das atividades farmacolégicas abordadas nos representantes
do género Allophylus, tem como principal justificativa a contribuicdo para a busca de
moléculas detentoras de acdo medicinal, podendo fornecer resultados importantes
para o uso e descoberta de substancias promissoras para tornarem-se farmacos. Isso
€ de extremo valor, uma vez que pode resultar em medicamentos com menos efeitos
colaterais e mais eficazes.

O género Allophylus contém cerca de 250 espécies, e poucas destas foram
estudadas, mesmo tendo importantes func¢des farmacolégicas, como visto na literatura
especializada.

Visando aprimorar os estudos do género, e mais especificamente da espécie
Allophylus racemosus Sw., vislumbra-se avaliar as propriedades farmacologicas dos
seus extratos (matriz organica) e constituintes quimicos, proporcionando importantes
informacBes, uma vez que na literatura ndo ha relatos sobre informacdes de sua

utilizacdo com atividade anti-inflamatéria e tampouco de compostos isolados.
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4 OBJETIVOS

A proposta deste trabalho constituiu na realizagdo do estudo fitoquimico das

folhas de Allophylus racemosus Sw. de modo a contribuir para o conhecimento do

género e principalmente da espécie, uma vez que ha escassos relatos na literatura.

Os experimentos quimicos realizados neste trabalho envolvem:

a)
b)

c)

d)

f)

Obtencdo do extrato bruto etanolico e das particbes acetato de etila,
hexano e hidroalcodlica das folhas de Allophylus racemosus Sw.;
Obtencédo do 6leo essencial de Allophylus racemosus Sw.;

Identificacdo dos constituintes do 6leo essencial de Allophylus racemosus
Sw, analisado por cromatografia gasosa e identificados através da
comparacao de dados da literatura (ADAMS, 2009).

Fracionamento dos extratos por meio de processos cromatogréaficos;
Isolamento e identificacdo das estruturas moleculares dos constituintes
quimicos bioativos presentes nos extratos da planta em estudo, através de
métodos cromatograficos e espectroscopicos usuais como CLAE, UV e
RMN;

Avaliacdo do potencial da atividade anti-inflamatoéria do extrato bruto, das

particbes e dos 6leos essenciais da planta em estudo.
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5 METODOLOGIAS

Nesta secdo serdo apresentados oS reagentes e equipamentos, assim como
0s métodos e testes bioldgicos utilizados para obtengéo dos resultados.

5.1 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

Folhas de Allophylus racemosus Sw. foram coletadas pelo grupo do Laboratorio
de Fitoquimica e Quimica Medicinal da UNIFAL-MG no sitio Sado José localizado na
zona rural do municipio de Alfenas-MG, em Setembro de 2013, cujas coordenadas
geograficas sdo: Longitude S 21° 26’ 02.0” e Latitude W 046° 09’ 00.7”.

A identificacdo botanica foi realizada na Universidade Federal de Alfenas pelo
Professor Dr. Marcelo Polo (Instituto de Ciéncias da Natureza). A espécie foi
catalogada numa exsicata sob o nimero UALF 2628 e depositada no herbério da
Universidade Federal de Alfenas.

5.2 SECAGEM

ApOs a coleta, os materiais vegetais das folhas foram distribuidos
uniformemente em bandejas de aluminio. Este foi submetido ao processo de secagem
para a retirada de a&gua, uma vez que este processo proporciona uniformidade,
precisdo de dosagem, peso, facilidade de manuseio, transporte e um maior tempo de
armazenamento, por evitar a proliferacdo de microrganismos que possam degradar
0S constituintes existentes. Também dificulta as atividades enziméticas e
deterioracgOes fisico-quimicas, 0 que pode causar erros nas analises posteriores. A
secagem foi realizada em estufa com circulacdo de ar, para favorecer a
homogeneidade do processo, por 72 horas em temperatura de 45°C. Apds este tempo

0S materiais vegetais das folhas apresentaram-se quebradicos.
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5.3 TRITURACAO

O material vegetal foi triturado em moinho de facas para garantir a
homogeneidade do tamanho de particulas. Com a trituracdo criou-se uma maior
superficie de contato para o arraste das substancias de modo eficaz pelo solvente

adotado.

5.4 PESAGEM

A fim de conhecer o rendimento de extrato a partir da massa de material
vegetal, toda massa utilizada foi pesada para o posterior calculo do rendimento. O

peso do material vegetal obtido foi de 192,1 gramas.

5.5 MACERACAO

7

A maceracdo €, dentre outros, um procedimento utilizado para obter os
constituintes quimicos, metabdlitos secundarios, existentes em plantas para estudos
fitoquimicos. A técnica adotada foi a utilizacdo de etanol como solvente para a
solubilizacéo das substancias presentes. O etanol possui vasta afinidade e consegue
extrair inimeras classes de compostos, formando solu¢do. Foram realizadas quatro
maceragdes, com intervalo de 48hs. A solucao constituintes/etanol foi concentrada em
rota-evaporador, originando o extrato bruto etandlico das folhas Allophylus racemosus
Sw.

Para o total de 192,1 g de material vegetal foi utilizado 4,3 L de solvente, em 4
etapas. A solugéo constituintes/etanol foi concentrada em rota-evaporador, originando
14,2 g do extrato bruto etandlico das folhas de Allophylus racemosus Sw., obtendo

rendimento de 7,39%.
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5.6 PARTICIONAMENTO

O processo de particdo liquido-liquido € uma estratégia muito importante para
separar substancias de mesma polaridade, e tem como fungéo, iniciar os trabalhos de
isolamento dos constituintes quimicos e avaliar atividades farmacologicas para os
extratos e de suas particbes de forma preliminar. Sendo assim, o extrato das folhas
de Allophylus racemosus Sw. foi particionado e os solventes utilizados foram hexano

e acetato de etila em ordem crescente de polaridade.

5.6.1 Obtencéao das fragcfes hexanica, acetato e hidroalcodlica

Para a realizacdo da particdo liquido-liquido, o extrato bruto etandlico das
folhas de Allophylus racemosus Sw. foi resuspenso em uma solugéo EtOH/H20 (1:2),
no qual utilizou 200mL de etanol e 400mL de agua, e transferido para um funil de
separacdo com capacidade adequada para a realizacao da técnica. Apds obtencéo
da suspensao do extrato em EtOH/H20 foram adicionados:

a) 200mL de hexano (3X), para a retirada de compostos apolares,

caracteristicos dessa fase, originando a fracdo hexanica (FH);

b) 200 mL de acetato de etila, (3X), para a retirada de compostos que

possuam polaridade intermediéria, originando a fragéo acetato (FAc);

c) Concentracdo da torta remanescente (EtOH/H20), onde compostos de

elevada polaridade estardo presentes, originando a fracdo hidroalcodlica
(FHA).

Visando o esgotamento das substancias presentes em cada uma das fases,
gue apresentam afinidade ao sistema de particao, os volumes padrboes de solventes
utilizados ocorreram com 3 repeticdes, como mencionado anteriormente, de 200mL
cada. Os solventes foram eliminados posteriormente com a utilizacdo de um rota-

evaporador.
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Figura 13 - Fluxograma de obtencé@o da particdo do extrato bruto etandlico de Allophylus

racemosus Sw.
Fonte: (Autor)
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5.7 LIOFILIZACAO

A liofilizac&o € largamente aplicada ao tratamento de extratos de plantas. E um
processo que retira a 4gua do produto congelado por sublimagéo. A retirada de
solventes e 4gua em processos que sdo dependentes diretos de temperatura néo &
apropriado, uma vez que a maioria dos extratos de plantas possui substancias que
podem ser degradadas ou convertidas pela acdo de temperatura elevada, assim a
andlise de constituintes quimicos pode ser prejudicada, por ndo se ter conhecimento
das propriedades fisicas e quimicas dos compostos presentes na matriz vegetal. As
particbes, originadas do extrato bruto etandlico de Allophylus racemosus Sw., foram
levadas para acondicionamento em freezer a -20 °C, apés, o material congelado foi
submetido ao processo de liofilizacdo a uma temperatura média de -42°C e a baixa
pressao (liofilizador LJJO4 Cientifica) até a total remogédo do conteldo de &gua e

acondicionado novamente ao freezer a -20 °C até seu uso.

5.8 EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Folhas frescas de Allophylus racemosus Sw. (300 g) foram submetidas a
destilacao a vapor, num aparelho de tipo Clevenger, por aproximadamente 4 horas,
onde se obteve cerca de 1 mL do 6leo essencial, ap6s 0 mesmo passar pelo processo
de secagem com sulfato de sédio anidro. O éleo essencial obtido foi mantido sob
refrigeracdo até ser analisado através de GC-MS e a realizacéo do teste de atividade

anti-inflamatoéria.

5.9 ANALISE DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE Allophylus racemosus Sw.
POR GC-MS

A andlise do 6leo essencial de Allophylus racemosus Sw. foi realizada por CG-

MS em um cromatégrafo a gas Shimadzu GC-17A conectado a um espectrometro de
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massas MS-QP-5050A., com injetor automatico split (Shimadzu AOC-20i), coluna
capilar RtX-5 (5% fenil, 95% polidimetilsiloxano 30 m x 0,32 mm x 0,25 um; Restek,
Bellefonte, PA, USA) e tratamento de dados através do software GC-MS Solution.
Essa analise foi realizada pela injecao de 1,0 uL, com temperatura de 225 °C, em um
modo Split, split ratio, 50:1; a temperatura da interface foi de 250°C, sendo Hélio o gas
carregador utilizado com uma velocidade de 46,1 cm/s linear e presséao de 99,3 KPa;
a temperatura do detector foi de 240°C, operando com 0 seguinte programa de
temperatura do forno: 60°C mantida durante 2 minutos, elevando-se a 3°C/min até
240°C, mantida durante 5 min. Sendo a temperatura da fonte de 200°C e a
temperatura da interface de 250°C. As anélises em EI-MS foram conduzidas sob uma
voltagem de 70 eV e a temperatura da fonte ionizadora foi de 200°C. Os indices de
retencdo de todos os compostos foram determinados pelo indice de Kovats. A
identificacdo dos compostos do 6leo essencial foi feita individualmente comparando-
se os indices de Kovats e espectros de massas juntamente com os padrbes de

fragmentacao, daqueles compostos ja descritos na literatura (ADAMS, 2009).

5.10 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA

Nesta secdo serdo expostos os testes bioldgicos realizados.

5.10.1 Animais

Os animais foram fornecidos pelo Centro de Biotério da UNIFAL-MG e mantidos
em camaras com temperatura controlada (20 + 2°C) em ciclos claro-escuro de 12
horas, com agua e racdo ad libitum. Foram utilizados camundongos albinos Swiss
machos, adultos (25-35 g) aclimatados as condi¢des do laboratério, sendo agrupados
em grupos de até 10 animais. As experiéncias foram aprovados pelo Comissdo de

Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNIFAL-MG (protocolo de aprovacdo nimero
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612/2015), que seguiu as regras do Comité Brasileiro para o cuidado com animais
(COBEA).

5.10.2 Teste de edema de pata induzido por carragenina

Para a realizacéo do teste de edema de pata induzido por carragenina, grupos
de 8 camundongos foram tratados com o extrato bruto etandlico de Allophylus
racemosus Sw. (EBEAr), indometacina 10mg/Kg (v.0) e veiculo 10mg/Kg (v.0), nas
doses de 30, 100 e 300mg/Kg (v.0). Transcorrido 60 minutos da administracdo, foi
induzido o edema na pata pela injecdo de carragenina (800ug/pata) como agente
inflamatorio no volume de 800uL, o qual foi aplicado na regido plantar de uma das
patas posteriores dos camundongos, e na outra pata foi injetado volume idéntico de
solugéo salina, como controle. Cada pata do animal foi imersa em um pletismémetro
até a regido tibio-tarsica e o edema foi demonstrado como o aumento no volume da
pata injetada, comparando os volumes antes, e depois da administracdo da
carragenina em uma, duas, trés e quatro horas (WINTER; RISKY; NUSS, 1982). Os
dados foram expressos como médias + SEM e analisadas utilizando um ANOVA de
uma via seguida pelo teste de comparacao multipla de Dunnett (p <0,05). O programa

utilizado para computacao dos dados foi GraphPad Prism Versao 6.0.

5.10.3 Teste de edema de orelha para extrato bruto e suas fracdes

Este ensaio foi baseado na metodologia revisada por TUBARO et al., 1986. A
inflamacéo cutanea foi induzida na orelha esquerda dos camundongos, utilizando
grupos com 8 animais, pela aplicacéo topica de 20uL do oleo de créton a 5% (v/v)
dissolvido em acetona (Fig. 13 A). Na orelha direita foi aplicada somente acetona,
utilizada como veiculo. O ensaio sempre foi iniciado no mesmo periodo da manha (9h
- 12h) para evitar interferéncia com variagdo circadiana no nivel de corticosteroides

(SOLIMAN et al., 1983). Trinta minutos apds a aplicacao de 20 pL da solucéo irritante
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(6leo de croton), foi realizado tratamento topico com doses do EBEAr e das fracdes,
dissolvidas em acetona ou agua Milli-Q. O veiculo da fracédo hidroalcoolica foi 20% de
agua Milli-Q em glicerina, ja o veiculo do EBEAr, das fracdes hexanicas e fracdes
acetato foram 20% de acetona em glicerina. As doses testadas do EBEAr e das trés
fracOes foram de 1mg/orelha e posteriormente, as fragbes que obtiveram resultados
positivos - fracdes acetato e hidroalcodlica - ocorreu testes com a dose de
0,5mg/orelha. Os animais do grupo controle negativo receberam apenas o0 agente
flogistico, enquanto o do grupo controle positivo foi tratado topicamente com
indometacina (0,5 mg/orelha), farmaco de referéncia. Os animais foram sacrificados,
por inalacdo de excesso de anestésico, 6h apos a inducdo da inflamacéo para a
excisdo de um fragmento de orelha de 6 mm de ambas as orelhas, para isso utilizou-
se um punch (Fig. 13 B) e pesadas em balanca analitica. A quantificacdo do edema
foi determinada por meio da diferenca de peso entre os fragmentos das orelhas
esquerdas e das orelhas direitas de cada um dos animais.

Os dados foram expressos como médias =+ SEM e analisadas utilizando um
ANOVA de uma via seguida pelo teste de comparacao multipla de Dunnett (p <0,05).
O programa utilizado para computacéao dos dados foi GraphPad Prism Versao 6.0. As
percentagens de inibicdo foram calculados de acordo com a seguinte formula:

[(Média de valores de controlo de grupo-média negativa de valores do grupo

tratado) / média dos valores do grupo controle negativo] x 100.

. 3“:‘&‘,5'

Figura 14 - Ensaio de edema de orelha. A. Aplicagédo 20uL de 6leo de croton 5% na orelha esquerda. B.
Excisao de fragmento de orelha de 6 mm de didmetro com auxilio de um punch. C. Fragmento
da orelha esquerda.

Fonte: (Autor)
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5.10.4 Teste de edema de orelha para 6leos essenciais

O método anteriormente descrito para o ensaio de edema de orelha utilizando
6leo de créton em camundongos (TUBARO et al., 1986) foi usado igualmente para o
teste de atividade anti-inflamatéria do 6leo essencial (O.E.) de Allophylus racemosus
Sw., também com oito animais por grupo. Foram avaliadas doses de 0,5%, 2,5% ou
25% (v/v) em acetona do O.E.. O veiculo, grupo de animais de controle negativo,
recebeu apenas o agente flogistico. Como controle positivo, foram utilizados o
medicamento indometacina (0,5 mg/orelha; Sigma-Aldrich, EUA) e o fitoterapico
Acheflan® (camada fina /orelha, Aché, Brasil). Acheflan® é um anti-inflamatorio topico
comercial, cujo principio ativo é o O.E. de Cordia verbenacea DC (FERNANDES et al.,
2007; CALIXTO; JR, 2008), cuja substancia que apresenta a maior atividade anti-
inflamatoria é o a-humuleno, sendo este padronizado pelo produto em 2,3 — 2,9%. Os
dados foram expressos como médias £ SEM e analisadas utilizando ANOVA de uma
via seguida pelo teste de comparacdo mdultipla de Dunnett (p <0,05). O programa

utilizado para computacao dos dados foi GraphPad Prism Verséo 6.0.

5.11 HPLC

Para andlise qualitativa e isolamento do composto de interesse foi utilizado o
equipamento modulado da Shimadzu Prominence de duas bombas de fase movel LC-
20AD e desgaseificador DGU-20A 3R, auto-injetor SIL-20A HT, forno para coluna
CTO-20A, detector UV-Vis com arranjo de diodos (SPD-M20A, DAD) e comunicador
CBM-202. Utilizou-se agua Milli-Q e solventes grau HPLC para analises em

cromatoégrafo liquido.

5.11.1 Preparo de amostras para analise em HPLC
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A fracdo hidroalcodlica, mais ativa frente ao teste de atividade anti-inflamatoria,
foi submetida a analise por HPLC para a obtencédo do perfil cromatogréafico. Assim,
pesou-se 1mg da fracéo hidroalcodlica, que foi diluida numa mistura de solvente ACN:
H20 (1:1), e posteriormente foi filtrada em microfiltros com membrana de poros de
0,45 um e 13 mm de didmetro, para eliminac@o de quaisquer residuos solidos, sendo

a concentracao final da solucdo de 1 mg/mL.

5.11.2 Obtencéo do perfil cromatogréafico por LC-DAD

A analise por LC-DAD da fracao hidroalcodlica foi realizada utilizando-se coluna
analitica de fase reversa (C18), Shim-pack CLC-ODS(M)® C18 Shimadzu,
que apresenta 25 cm de comprimento, 4,6 mm de diametro interno e tamanho das
particulas de 5 um. As fases moveis utilizadas foram solucéo aquosa de acido acético
0,1 % (v/v) e acetonitrila (ACN), utilizando-se um gradiente variando-se de 5 a 100 %
de ACN em 30 min, apés manter-se a 100% de ACN por mais 3 min para a limpeza
da coluna. O fluxo total de fase modvel foi de 1 mL/min e o volume de amostras

utilizadas nas analises foi de 10 pL.

5.11.3 Isolamento do composto de interesse por LC-DAD

O composto de interesse foi preparado numa concentracdo de 75mg/100pL,
filtrada em microfiltros com membrana de poros de 0,45 uL e 13 mm de diametro, para
eliminacdo de quaisquer resquicios solidos.

Para que o composto de interesse fosse isolado por LC-DAD utilizando-se
coluna semi-preparativa de fase reversa (C18), Shim-pack PREP-ODS Shimadzu, que
apresenta 25 cm de comprimento, 20 mm de diametro interno e tamanho das
particulas de 15 pum. As fases modveis utilizadas foram solucdo aquosa de &cido
aceético 0,1 % (v/v) e ACN, variando-se inicialmente a concentracdo de ACN de 15 a

35% em 30 min e apOs chegar a concentracdo com 100% de ACN, a mesma
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permaneceu por 7min. O fluxo total de fase moével foi de 9 mL/min e o volume de

amostra injetado foi de 100 pL.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

A seguir sao descritos os resultados obtidos neste trabalho. Inicialmente, o
estudo foi realizado com o EBEAr e; a partir dos resultados do teste anti-inflamatorio,

decidiu-se trabalhar com a fracdo hidroalcdolica, ao qual apresentou maior atividade.

6.1 TESTES DE ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Um sintoma inflamatério classico € o edema (aumento de volume) e o
recrutamento de células inflamatdrias no local da inflamagéo (ZHONG et al., 2016).
Esta caracteristica permitiu a criagdo de modelos animais para avaliar o efeito anti-
edematogénico e inibicdo do recrutamento de células. O edema da pata induzido por
carragenina e o edema de orelha utilizando éleo de créton sdo ambos adequados para
as avaliacdes das atividades anti-inflamatoérias por via oral e tépico, respectivamente
(CHAGAS-PAULA et al., 2011).

6.2 TESTE DE EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA DO EXTRATO

DE Allophylus racemosus Sw.

Apos a obtencdo do EBEAr e das suas fragdes, através do particionamento,
metodologia esta que permitiu separar os constituintes do extrato em trés fragdes, que
compreendem a grupos de compostos com polaridades distintas, sendo a fracao
hexanica a que contém constituintes de menor polaridade, a fracdo acetato de
polaridade intermediaria e a fracdo hidroalcodlica com componentes de maior
polaridade, foi realizado teste para atividade anti-inflamatoria por via oral.

O ensaio primario mais amplamente utilizado para rastrear a atividade de
agentes anti-inflamatério € o edema de pata induzido por carragenina em
camundongos (CHEN; YANG; WANG, 2008), que tem sido frequentemente utilizado
para avaliar o efeito antiedematogénico de produtos naturais (SANTA-CECILIA et al.,
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2011). A resposta inflamatéria induzida pela carragenina é caracterizada por uma
resposta bifasica com formacao de edema acentuado resultante da rapida producao
de varios mediadores inflamatorios (OGONOWSKI et al., 1997). Segundo ROSA;
WILLOUGHBY (1971), o edema provocado pela carragenina ocorre em trés fases. Na
primeira hora, logo apds a administragédo da carragenina, a permeabilidade vascular
€ aumentada por histamina e serotonina. Na segunda hora a permeabilidade vascular
aumenta devido a liberacéo de cinina e depois de trés horas, fase de maior intensidade
do edema, caracteriza a acdo das prostaglandinas que séo as responsaveis por
efetuarem um aumento na permeabilidade capilar (DI ROSA; GIROUD;
WILLOUGHBY, 1971). A resposta inflamatdria € normalmente quantificada pelo
aumento do tamanho da pata (edema) e € modulado por inibidores de moléculas
especificas dentro da cascata inflamatdria, como as drogas anti-inflamatérias néo
esterdide (SANTA-CECILIA et al., 2011), que inclui a indometacina, por exemplo, que
€ um blogueador da sintese de prostaglandinas.
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Figura 15 - Atividade anti-inflamatdria do extrato bruto etandlico das folhas de Allophylus racemosus
Sw. no modelo de edema de pata induzido por carragenina em camundongos, nas quatro
primeiras horas experimentais.

Fonte: (Autor)
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Os testes de edema de pata induzido por carragenina, apés analise estatistica
utilizando o programa GraphPad Prism versdo 6.0., mostraram que o EBEAr na
concentracdo de 100mg/Kg apresentou atividade significativa frente a inflamacao de
51,51%, 40,96% e 58,90% na segunda, terceira e quarta hora, respectivamente. J4
0s extratos brutos nas concentragbes de 30 mg/Kg e 300 mg/Kg apresentaram
atividade significativa frente a inflamacéo apenas na terceira e quarta hora. Ja o
padrao indometacina (10mg/Kg) apresentou reducdes de 46,59%, 39,91% e 50,28%
de inibicdo, respectivamente para as horas 2, 3 e 4, do experimento, como

demonstrado na tabela 2.

Tabela 2 - Dados da porcentagem de inibicédo de edema de pata.

Tempo (h) Indometacina Extrato All. rac. | Extrato All. rac. | Extrato All. rac.
10mg/Kg 30mg/Kg 100mg/Kg 300mg/Kg
2 46,59 25,46 51,51 33,33
3 39,91 32,53 40,96 43,78
4 50,28 36,36 58,90 50,95

Fonte: (Autor)

A carragenina, um agente inflamatério, produz inflamacédo por liberacdo de
prostaglandinas, ocasionando a formac&do de um edema. E possivel que, assim como
a indometacina, componentes deste extrato estejam inibindo a biossintese de

prostaglandinas.

6.3 TESTE DE EDEMA DE ORELHA DO EXTRATO E FRACOES Allophylus

racemosus Sw.

ApOs constatar a atividade anti-inflamatoria através do teste de edema de pata
induzido por carragenina do EBEAr, o teste de atividade inflamatéria topica foi
realizado com o extrato bruto e suas fracdes, hexanica, acetato e hidroalcodlica, de
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modo que pudesse verificar se ha também atividade topica e qual ou quais das fracdes
possuem atividades anti-inflamatoria.

Para avaliar a atividade anti-inflamatoria tépica da planta em estudo usou-se o
modelo de edema de orelha utilizando 6leo de créton (Croton tiglium L.) como agente
irritante, cujo composto principal € o acetato de tetradecanoilforbol (ATF) (HECKER,
1968; RAO et al., 1993). A aplicacdo de oOleo de croton ou ATF purificado sobre a
orelha séo utilizados para avaliar os efeitos anti-inflamatorios tépicos de agentes nao-
esteroides e esteroides (SCHIANTARELLI et al.,, 1982). O edema causado pela
aplicacdo tépica de Oleo de créton € devido a vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular. A fisiopatologia do edema induzido pelo ATF parece ser
exercida pela liberacdo de véarios mediadores inflamatérios, tais como histamina,
serotonina e prostaglandina (SCHIANTARELLI et al., 1982; TRONGSAKUL et al.,
2003).

O teste de edema de orelha mostrou que o EBEAr., assim como no teste de
atividade anti-inflamatéria por via oral apresentou resultado significativo para o teste
de atividade anti-inflamatoria topica, ou seja, obteve resultado de inibicdo significativa
frente as avaliacOes estatisticas, reduzindo em 45,6% o edema, uma reducdo maior
do que o controle positivo, indometacina (farmaco anti-inflamatério ndo-esteroide) que
apresentou reducéo de edema de 39,7%, na concentracdo de 1mg/orelha. Entretanto,
os valores de reducéo de edema tanto do EBEAr, quanto do farmaco utilizado como
referéncia sdo considerados estatisticamente semelhantes através da comparacgao
multipla de Dunnett.

A fracdo hidroalcodlica mostrou atividade anti-edematogénica tépica
significativa em todas as doses testadas, 0,5mg/orelha e 1mg/orelha, tendo inibicédo
de edema de 43,2% e 38,2%, respectivamente, como pode-se observar na tabela 3.
A frac@o acetato demonstrou efeito somente intermediério frente a inibicdo do edema
na concentracdo de 1 mg/orelha, inibicdo de edema de 28,7%, e para a concentracao
de 0,5 mg/orelha ndo houve atividade significativa, com uma inibicdo de edema de
11,6%. A fracdo hexanica ndo mostrou atividade significativa na diminuicdo do edema
induzido por Oleo de croton, na concentracdo de 1mg/orelha, ou seja, ndo houve
nenhuma inibicdo, comparada estatisticamente com o veiculo, por isso a mesma
fracdo nao foi testada na concentracéo de 0,5mg/orelha. Os valores da inibicao estao

demonstrados na tabela 3 e as figuras 16 e 17 demonstram os valores em massa da



52

inibicdo, ou ndo, do extrato bruto etandlico de Allophylus racemosus Sw. e das suas

fracOes.

Tabela 3 - Dados da porcentagem de inibicdo de edema de orelha do extrato bruto etandlico e
fracGes de Allophylus racemosus Sw.

Concentragao | Indometacina | EBEAr FHA FAcC FH
1mg/orelha 39,7% 45,6% 43,2% 28,7% 0%
0,5mg/orelha 39,7% - 38,2% 11,6% -

Fonte: (Autor)
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Figura 16 - Atividade anti-inflamatéria do extrato bruto etandlico e das
fracdbes hexénicas, hidroalcodlica e acetato nas
concentracbes de 1mg/orelha de Allophylus racemosus Sw.
no modelo de edema de orelha em camundongos.

Fonte: (Autor)
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Edema de orelha (mg)

Figura 17 - Atividade anti-inflamatoria das fra¢cdes acetato e hidroalcodlica nas
concentracdes de 0,5mg/ orelha de Allophylus racemosus Sw. no
modelo de edema de orelha em camundongos.

Fonte: (Autor)

Assim sendo, pode-se inferir que os compostos com atividade anti-inflamatéria

devem apresentar polaridade intermediéria e/ou de alta polaridade.

6.4 TESTE DE EDEMA DE ORELHA DO OLEO ESSENCIAL DE Allophylus

racemosus Sw.

Apbs a obtencéo do O.E. de Allophylus racemosus Sw. (EBEA) foi realizado
teste para atividade anti-inflamatoria topica de edema de orelha.

O O.E. de Allophylus racemosus Sw. foi avaliado através do teste de edema de
orelha utilizando camundongos e a andlise dos resultados foi realizada pelo programa
GraphPad Prism Versdo 6.0. Os resultados mostraram que o O.E. de Allophylus
racemosus Sw., apresentaram resultados estatisticamente significativos na

concentracdo de 25% (v/v), em que o edema foi reduzido em 41,3%. Ja nas
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concentragdes de 0,25% e 2,5% a atividade anti-inflamatdria ndo foi estatisticamente
significativa, tendo uma reducdo de edema de 24,8% e 2,9%, respectivamente,
quando comparado com o veiculo. Os controles positivos utilizados foram o
medicamento indometacina e o fitomedicamento Acheflan®, em que a reducéo de
edema foram 39,7% e 57,3%, respectivamente, como pode-se observar na tabela 4 e

na figura 18.

Tabela 4 - Dados da porcentagem de inibicdo de edema de orelha de 6leos essenciais de Allophylus
racemosus Sw..

Acheflan® | Indometacina | O.E. 0,25% O.E. 2,5% O.E. 25%

57,3% 39,7% 24,8% 2,9% 41,3%
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Figura 18 - Atividade anti-inflamatéria das fracdes acetato e hidroalcodlica
nas concentracdes de 0,5mg/Kg de Allophylus racemosus Sw.
no modelo de edema de orelha em camundongos.

Fonte: (Autor)

Ambos os controles positivos sdo farmacos anti-inflamatorios néo esteroides
que inibem a COX, que tem como consequéncia a diminuicdo das prostaglandinas e

tromboxanos. Esta inibicdo afeta diretamente os efeitos cardeais classicos da
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inflamacé&o que consiste na vermelhidao (do latim: rubor), calor, inchaco (tumor), dor
e edema (TRACY, 2006).

O controle positivo, o fitomedicamento Acheflan® apresenta na sua
composicao (E)-cariofileno e a-humuleno, nas concentracdes de 25,4% e 4,8%,
respectivamente, sendo esses relatados na literatura como 0s responsaveis pela
atividade anti-inflamatéria do O.E. de Cordia verbenacea (PASSOS et al., 2004;
FERNANDES et al., 2007; RODRIGUES et al., 2012). O O.E. de Allophylus racemosus
Sw. também possue ambos os compostos, porém nas concentracdes de 18,56% e
2,33%, respectivamente, assim € possivel inferir que a atividade anti-inflamatoéria esta
relacionada com alguns dos principais compostos presentes no O.E. da planta em
estudo, mesmo que em uma concentracdo inferior ao padrao.

Além disso, relatorios cientificos sugerem que a presenga de y-muuroleno
(composto de maior concentracdo no O.E. de Allophylus racemosus Sw., 30,66%) tem
importancia na atividade anti-inflamatoéria, uma vez que existem na literatura relatos
O.E. da casca da fruta de Garcinia brasiliensis, por exemplo, que apresentam o
composto y-muuroleno atuando contra o processo inflamatorio (MARTINS et al., 2008;
QUEIROZ et al., 2014). O biciclogermacreno, composto com a terceira maior
concentracdo do O.E. Allophylus racemosus Sw., 17,38%, tem a sua atividade
também correlacionada com a resposta ao processo inflamatorio por inducdo de
carragenina (QUEIROZ et al., 2014).

No entanto, avaliar a atividade anti-inflamatéria de compostos individuais dos
O.E. é dificil, uma vez que h& poucos estudos individualizados, mas o potencial anti-
inflamatdrio dos terpenos tem sido amplamente descrito (SA; ANDRADE; DE SOUSA,
2015).

6.5 IDENTIFICACAO DOS COMPONENTES DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS
DE Allophylus racemosus Sw.

As folhas frescas hidrodestiladas de Allophylus racemosus Sw. proporcionou
Oleos amarelo e viscoso. Os 6leos essenciais foram analisados por GC-MS (coluna
capilar RTX-5). Os compostos individuais foram designados de acordo com 0s seus
indices de Kovats (IK) em comparacdo com 0s espectros de massa obtidos na
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literatura (ADAMS, 2009). O cromatograma com a composi¢do quimica do O.E. de
Allophylus racemosus Sw. e a quantidade relativa de cada composto identificado s&o

mostrados na figura 19 e Tabela 5, respectivamente.

20.0 300 40.0

Figura 19 - Cromatograma com a composic¢éo quimica do Oleo Essencial
de Allophylus racemosus Sw.
Fonte: (Autor)

No total, foram identificados 20 compostos nos 6leos das folhas de Allophylus
racemosus Sw. que juntos representaram aproximadamente 92% da composicao total
de 6leo. O O.E. é composto na sua maioria por y-muurroleno (30,66%), (E)-cariofileno
(18,56%), Biciclogermacreno (17,38%) e Germacreno A (4,09%), sendo os
sesquiterpenos seus principais constituintes, como se observa na tabela 5. Na
comparac¢ao com o unico relato encontrado na literatura de O.E. do género Allophylus,
na composicdo das folhas e flores de Allophylus africanus ha divergéncias na

composicdo das substancias encontradas nessa espécie e isso pode ser devido a
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razBes endémicas e/ou ao tipo de andlise empregada (BALOGUN; OLADOSU; LIU,
2014).

Tabela 5 - Composigéo quimica do 6leo essencial obtido de Allophylus racemosus Sw..

Porcentagem

Compostos IK relativa (%)
o-elemeno 1338 2,56
a-cubebeno 1351 0,21
a-copaeno 1376 1,64
B-cubebeno 1388 0,49
B-bourboneno 1388 0,69
B-elemeno 1390 1,90
(E)-cariofileno 1419 18,56
B-copaeno 1432 0,22
a-humuleno 1454 2,33
(E)-B-farneseno 1456 0,37
y-muuroleno 1479 30,66
(E)-muurola-4(14),5-diene 1493 0,49
Biciclogermacreno 1500 17,38
germacreno A 1509 4,09
(2)-y-bisaboleno 1515 1,32
d-cadinene 1523 3,15
germacreno B 1561 0,30
(E)-nerolidol 1563 1,45
Guaiol 1600 3,41
Bulnesol 1671 0,79
TOTAL - 92,01

Fonte: (Autor)
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Figura 20 - Compostos majoritarios do Oleo Essencial de Allophylus
racemosus  Sw.: y-muuroleno  (15), (E)-cariofileno  (16),
biciclogermacreno (17) e germacreno A (18).

Fonte: (Autor)
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Figura 21 - Demais compostos do Oleo essencial de Allophylus racemosus Sw.

Fonte: (Autor)

Legenda: 6-elemeno (19); a-cubebeno (20); a-copaeno (21); B-cubebeno (22); B-bourboneno (23); B-
elemeno (24); B-copaeno (25); a-humuleno (26); (E)-B-farneseno (27); (E)-muurola-4(14),5-
diene (28); (2)-y-bisaboleno (29); d-cadinene; (30); germacreno B (31); (E)-nerolidol (32);
Guaiol (33) e Bulnesol (34).
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6.6 ANALISE DA FRACAO ATIVA POR LC-DAD

A fracdo hidroalcodlica de Allophylus racemosus Sw.que se mostrou a mais
ativa frente aos testes de atividade anti-inflamatoria foi submetida a anélise por LC-
DAD em que foi possivel obter o perfil cromatografico.

O cromatograma bidimensional obtido por LC-DAD apresenta graficos que
relacionam o comprimento (ou faixa de comprimento) de onda em nm, em que Sao
detectados cada um dos compostos eluidos na corrida cromatogréfica em funcao dos
seus tempos de retencédo (tr), em min. As diferentes cores apresentadas indicam a
diferenca de intensidade de deteccéo das substancias eluidas, desta forma, é possivel
observar na figura 22 que a substancia de interesse apresenta um pico com tempo de

retencdo de 11 min.

Figura 22 - Perfis cromatogréficos obtidos da fracdo hidroalcodlica.
Fonte: (Autor)

Para uma andlise mais detalhada, determinou-se um comprimento de onda
(254 nm) em que o pico de interesse pudesse ser visualizado num cromatograma
unidimensional (figura 23). Desta forma, foi possivel confirmar a presenca do pico com

tr = 11 min no cromatograma da amostra analisada.
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Figura 23 - Perfil cromatografico obtido por HPLC-UV-DAD em 254 nm
mostrando a presenga dos compostos da fragdo hidroalcodlica de
Allophylus racemosus Sw..

Fonte: (Autor)

Pode-se observar que os cromatogramas exibidos nas figuras 22 e 23
apresentam grande quantidade de picos, uma vez que normalmente amostras de
produtos naturais apresentam grande complexidade. E importante ressaltar que a
utilizacao do detector de arranjo de diodos permite detectar somente substancias que
absorvam radiacdes UV, ou seja, somente aquelas que apresentem grupos
cromoéforos em suas estruturas sao detectadas. Assim, entende-se que somente as
substancias com grupos cromaoforos foram detectadas na amostra analisada por LC-
DAD.

A analise da fracdo hidroalcodlica por LC-DAD permitiu obter ainda o espectro
de absorcéo no UV para o pico de interesse onde se observou o comprimento de onda

de méxima absorc¢édo caracteristico da substancia, sendo Amax = 269 e 325 nm.

6.7 ISOLAMENTO DO COMPOSTO A POR LC-DAD

O composto de interesse designado como o pico de tr = 11 min descritos na
analise da secao anterior, pode ser isolado a partir da fragdo hidroalcodlica. Apesar

de se utilizar coluna com a mesma fase estacionaria, as mesmas fases moveis e 0
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mesmo gradiente de fases moveis do método analitico, o perfil cromatografico
apresentado na corrida semi-preparativa mostrou-se diferente da analitica, isso
ocorre, pois a coluna semi-preparativa utilizada no isolamento possui dimensdes
bastante distintas da anterior, além de ter um fluxo muito maior de fase movel.

O cromatograma unidimensional mostrado na figura 24, demonstra a
separacdo do composto de interesse. E possivel observar que o perfil cromatografico
obtido apresenta tempo de retencdo do pico de interesse de tr = 13, 89 min e ao
verificar a curva de absorcdao do UV (figura 25) pode-se concluir ser o mesmo
composto da curva analitica.

Pelo fato da curva apresentar o mesmo perfil de absorcdo em toda extensao
do pico de interesse, é possivel inferir sobre a pureza do composto ali separados

(considerando-se substancias detectaveis por DAD).
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Figura 24 - Perfil cromatogréfico unidimensional obtido por HPLC-UV-DAD em 254
nm mostrando a presenca do composto de interesse com tR = 13,89min.
Fonte: (Autor)
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Figura 25 - Curva de absorcéo no UV para o composto de interesse (R = 13,89min).
Fonte: (Autor)

Apos a completa eliminacdo do solvente, obteve-se 8 mg do composto de
interesse, na forma de um solido amarelo, que foi isolado por meio de quatro injecées
da fracdo hidroalcoodlica no LC-UV-DAD no modo semipreparativo. Esse composto foi
utilizado para obtencdo dos espectros de RMN 'H e 13C e bidimensionais (COSY,
HMQC e HSQC). Os espectros estdo sendo analisados para identificacdo da
substéancia isolada. Porém com os dados de cromatografia de alta eficiéncia acoplada

a UV-DAD pode-se sugerir que € um flavonoide, com Amax de 269 e 325 nm (figura

26).
r $
35

Figura 26 - Nucleo de um flavonoide.
Fonte: (Autor)

Além disso, pelo espectro obtido por LC-MS foi possivel propor o nucleo desse
flavonéide como sendo da apigenina (figura 27), devido ao pico base de 269, no modo
negativo, como se observa na figura 28, comparando com o perfil cromatografico do

padr&o da apigenina, figura 29, assim como em relatos da literatura (ANA PLAZONIC
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et al., 2009; KANG et al., 2016; SCHUTZ et al., 2004; SINGH et al., 2016; TERPINC
et al., 2016). O espectro da substancia de interesse, também apresenta pico em 383
no modo negativo, que € caracteristico de uma aglicona ligada a uma pentose
(massa= 132) com perda de uma molécula de agua (massa= 18) [Agli + pentose —
H20]", conforme descrito na literatura (COUTINHO et al., 2016; PINHEIRO; JUSTINO,
2012; TAHIR et al., 2012). Portanto, pode-se sugerir que a substancia isolada se trata
de um composto derivado de uma apigenina ligada a uma pentose como proposto na
figura 30. A figura propde que a substancia isolada, com base nos dados de
espectrometria de massas, quando apresenta uma m/z 383 pode-se tratar da
molécula com a perda de uma molécula de agua e um proéton [M-H20-H*], ja a m/z
269 pode ser da molécula com a perda da pentose. Vale ressaltar, que o local exato
da substituicdo pela pentose sé poderd ser determinado pela interpretacdo dos
resultados de RMN, que se encontra em andamento.

OH m/z 269 o}
HO o M
OH O > OH O
36 37
Figura 27 — Estrutura molecular da apigenina (36) e de uma de suas bases conjugadas

(37).
Fonte: (Autor)
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Figura 28 - Espectro de massas obtido no modo negativo para a substancia de interesse.
Fonte: (Autor)
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Figura 29 - Espectro de massas obtido no modo negativo para o padrao apigenina.

Fonte: (Autor)
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Figura 30 — Proposta da substancia isolada com base nos dados de espectrometria de massas.
Fonte: (Autor)
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7 CONCLUSAO

Na literatura ndo ha nenhum relato sobre quaisquer atividades biologicas e
tampouco de estudos fitoquimico da espécie Allophylus racemosus Sw., trazendo
assim resultados inéditos para este representante do género da familia Sapindaceae,
mostrando sua potencialidade frente as atividades anti-inflamatérias.

Para a preparagdo do EBEAr, ao final de todo processo, obteve-se um
rendimento de 7,39%. J& para o O.E., ao final do procedimento, se adquiriu-se 1mL.

O estudo da atividade anti-inflamatéria do extrato bruto etandlico de Allophylus
racemosus Sw., através do teste de edema de pata induzido por carragenina, mostrou
atividade estatisticamente significativa frente aos valores do padréo (indometacina -
reducdes de 46,59%, 39,91% e 50,28% de inibicdo, respectivamente para as horas 2,
3 e 4) na concentragédo de 100mg/Kg com reduc¢ao da inflamacéo de 51,51%, 40,96%
e 58,90% na segunda, terceira e quarta hora, respectivamente. Nas concentra¢cdes de
30 mg/Kg e 300 mg/Kg apresentaram atividade significativa frente a inflamacéo
apenas na terceira (32,53% e 43,78%) e quarta hora (36,36% e 50,95%). Com isso,
através do particionamento e consequente obtencdo da fracdo hexanica, fracédo
acetato e fracdo hidroalcodlica, o teste de edema de orelha foi realizado e constatou
gue a fracao hidroalcodlica apresentou melhor atividade anti-inflamatoria (inibicdo de
edema de 43,2% e 38,2%, nas concentracdes de 0,5mg/orelha e 1mg/orelha,
respectivamente) e a fracdo hexanica néo apresentou nenhuma atividade (inibicao de
edema de 0%), assim pode-se inferir que a substancia ativa esta relacionada a
moléculas com polaridade alta. E através da fracdo hidroalcoolica e utilizando técnicas
como LC-DAD e LC-MS, foi possivel isolar um composto que apresenta o ndcleo de
uma apigenina ligada a uma pentose.

Os oOleos essenciais de Allophylus racemosus Sw. também apresentaram
resultados estatisticamente significativos para a atividade anti-inflamatéria (reducéo
de edema de 41,3% na concentracao de 25% (v/v)) e pode-se identificar os compostos
existentes no mesmo, onde se observou que apresenta o0os dois compostos
responsaveis pela atividade anti-inflamatéria do fitomedicamento Acheflan® utilizado
como padréo, (E)- cariofileno e a-humuleno.

Os testes farmacoldgicos realizados (teste de edema de pata e teste de edema
de orelha) determinaram o perfil farmacoldgico dos extratos brutos etandélico quanto a
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atividade anti-inflamatoria, mostrando que foram muito significativos, em se tratando
de extratos brutos, que sdo matrizes organicas complexas. Portanto, o teste com
substéncias isoladas provenientes dos constituintes de Allophylus racemosus Sw.
podera proporcionar substancias com perfil anti-inflamatoério, uma vez que os seus

extratos apresentaram atividade.
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