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RESUMO

Operculina macrocarpa (L.) Urb., Convolvulaceae, popularmente conhecida como
batata-de-purga ou jalapa, € utilizada pela populacdo como laxante e no tratamento
da leucorréia. O objetivo deste trabalho foi realizar o controle de qualidade da droga
vegetal, otimizar o processo extrativo desta espécie, avaliar a atividade laxante e
antioxidante da raiz desta planta, realizar ensaios toxicol6gicos e ainda caracterizar
fitoquimicamente a espécie por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) e
EM (Espectrometria de Massas). Foram realizados testes farmacopéicos de controle
de qualidade, que comprovaram a autenticidade e a qualidade da droga vegetal.
Avaliou-se a atividade laxante de O. macrocarpa através de diferentes modelos
experimentais de transito intestinal utilizando o extrato hidroetandlico, o ch4, a resina
e o0s acidos caféico, clorogénico e feralico. Verificou-se que o extrato hidroetandlico,
0 ch& e os &cidos fendlicos apresentaram atividade laxante no modelo experimental
avaliado e para atividade antioxidante foi observada uma discreta atividade para o
extrato, o cha e a resina comparados com o padrédo de acido caféico. Na avaliagéo
toxicoldgica o extrato hidroetandlico e o chd apresentaram uma diminuicdo nos
valores das transaminases séricas AST (Aspartato aminotransferase) e ALT (Alanina
aminotransferase), sugerindo hepatotoxicidade. Foi tracado o perfil quimico do
extrato hidroetandlico, do cha e da resina onde foram identificados os acidos caféico,
ferdlico, clorogénico, metil-feralico, quinico, dicafeoil-quinico e dimero do acido
caféico por CLAE e EM. Os acidos fendlicos identificados foram quantificados por
CLAE. Os resultados obtidos neste estudo quimico-farmacolégico de Operculina
macrocarpa sao fundamentais para o futuro desenvolvimento de um produto
farmacéutico com padrbes de eficacia e seguranca de uso pela populagéo.

PALAVRAS-CHAVE: Operculina macrocarpa, Convolvulaceae, batata-de-purga,

laxante, antioxidante, toxicidade, CLAE, EM, acidos fendlicos.
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ABSTRACT

Operculina macrocarpa (L.) (Urb.), Convolvulaceae, popularly known as 'batata-de-
purga’, is used by the population as a laxative and for the treatment of leucorrhea.
The aim of this work was to carry out the quality control of vegetal drug, evaluate the
antioxidant and laxative activity of the root of this plant, to carry out toxicology assays
and phytochemical characterization by HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) and MS (Mass Spectrommetry) of this specie. Pharmacopeial tests
of quality control had confirmed the authenticity and quality of sample. The laxative
activity was evaluated by different experimental models for the hydromethanolic
extract, tea, resin, and caffeic, chlorogenic and ferulic acid. The results showed that
hydroethanolic extract, tea and phenolic acids had significant activity in experimental
model tested. The results showed a little antioxidant activity for the extract, resin and
tea when compared with standart caffeic acid. In the toxicological evaluation
hydroethanolic extract and tea had presented alterations in the seric levels of
transaminases ALT  (Alanine  aminotransferase) and AST  (Aspartate
aminotransferase) suggesting hepatotoxicity. Chemical profile of ethanolic extract, tea
and resin was carried out by HPLC and MS and these techniques could identify
caffeic, ferulic, chlorogenic, methylferulic, quinic, dicaffeoylquinic acids and a caffeic
acid dimer. The phenolic acids were quantificated by HPLC.

The results obtained in the chemical-pharmacological study of Operculina
macrocarpa are fundamental for the future development of a pharmaceutical product

with standarts of safety and efficacy of use for the population.

KEYWORDS: Operculina macrocarpa, Convolvulaceae, 'batata-de-purga’, laxative,

antioxidant, toxicity, HPLC, MS, phenolic acids.
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| — INTRODUCAO

Sabe-se que 0 uso de plantas em terapia data dos primérdios da humanidade,
sendo que estas sempre tiveram um papel preponderante para a manutencao da
saude das comunidades ao longo do tempo. Nesse sentido, o Brasil tem enorme
biodiversidade, possuindo uma das mais ricas floras do mundo e os poucos estudos
existentes deste material justificam a busca de maior desenvolvimento nesta area.

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as plantas
medicinais sdo as melhores fontes para a obtencdo de farmacos. Todavia, é
importante ressaltar que a comercializagdo e a utilizagdo indiscriminadas de tais
produtos com fins medicinais sdo um sério tema para discussao pela saude publica,
devido também a falta de 6rgdos regulatorios voltados para este problema. Assim
como no restante do mundo, o consumo de plantas medicinais na Europa ocidental
praticamente dobrou na ultima década. Isto prova o crescente interesse pela
‘medicina verde'.

Consequentemente, o numero de drogas oficiais originarias de plantas
descrito nas farmacopéias aumentou consideravelmente, bem como o comércio das
plantas medicinais. Exigéncias internacionais tém sido estabelecidas a fim de
assegurar a qualidade, seguranca e eficicia de tais produtos.

As plantas medicinais sdo uma importante ferramenta nas culturas e tradigcdes
dos brasileiros. Atualmente, a maioria da populagdo urbana, assim como as
comunidades rurais, utilizam a fitomedicina para tratamentos medicinais.

A avaliacdo das substancias ativas nas plantas medicinais, como também o
controle de qualidade de matérias-primas assume um importante papel nas industrias

farmacéuticas e cosméticas. Além disto, o controle de qualidade de fitoterapicos
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necessita do desenvolvimento de processos extrativos para a caracterizagdo e
quantificacdo dos compostos ativos, que determinam procedimentos complexos. O
maior problema atualmente é a enorme variedade da qualidade destes produtos.

Os diversos tipos de preparacfes sdo chamados de fitoterdpicos e séo
preparados utilizando plantas coletadas, secas e embaladas sem controle sanitario
adequado. Conseqglentemente, as matérias-primas vegetais sao carreadoras de
contaminantes, freqlientemente originarios do proprio solo de cultivo. Técnicas de
plantio, manuseio, colheita, produ¢cdo e armazenamento causam as contaminacfes
microbianas adicionais.

A certificacdo de pureza de fitoterapicos é uma exigéncia necessaria no
controle de qualidade destes compostos. Procedimentos que obtenham quantidades
apreciaveis de substancias puras sao também necessérios para a avaliacdo
farmacoldgica das substancias ativas.

Atualmente, produtos naturais séo responsaveis diretamente ou indiretamente
por cerca de 40% dos farmacos disponiveis no mercado, sendo 70% antibidticos e
antitumorais (YUNES; CALIXTO, 2001).

As informacdes do uso popular sdo de extrema importancia quando se procura
obter substancias ativas de plantas. Dados da literatura revelam que é muito mais
provavel encontrar atividade biolégica em plantas orientadas pelo seu uso popular do
que em plantas escolhidas ao acaso. Como a constituicdo quimica, na maioria dos
casos, difere significativamente em relagdo as distintas partes das plantas, parece
mais viavel estudar inicialmente o farmacégeno empregado na medicina popular e,
posteriormente, as outras partes, que também podem conter principios ativos
(CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

O grande numero de informacdes sobre o uso popular de centenas de plantas

em diversos lugares do mundo implica na necessidade do desenvolvimento de
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métodos que facilitem a tarefa de avaliar cientificamente o valor terapéutico das
espécies.

Assim, a literatura relata inGmeros métodos de extracdo e isolamento de
compostos de plantas. O numero de pesquisas envolvendo a busca de moléculas
ativas em plantas, organismos marinhos, insetos e microrganismos vem crescendo.
Esta observacdo pode ser vista tanto na area académica como na industrial. A
diversidade molecular encontrada em estudos de plantas € tdo grande que o
isolamento e a determinacao destas estruturas tornam-se um grande desafio para os
quimicos (HAMBURGER; HOSTETTMAN, 1991).

No entanto, esta busca por substancias ativas se torna realmente interessante
quando se trata do isolamento de compostos bioativos e ndo somente de uma
estrutura de um composto inédito. Tal fato vem ao encontro da necessidade de
estudos fitoquimicos biodirecionados e, portanto, na multidisciplinariedade que
envolve botanicos, quimicos, farmacdlogos e toxicologos (HAMBURGER,;
HOSTETTMAN, 1991).

A avaliagcdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns de
seus constituintes tem sido objeto de interessantes estudos, onde ja& foram
comprovadas as acdes farmacoldgicas através de testes pré-clinicos com animais.
Muitas destas substancias tém grandes possibilidades de futuramente virem a ser
aproveitadas como agentes medicinais (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

A seguranca e a eficacia na utilizacao dos fitoterapicos devem sustentar-se na
existéncia de literatura cientifica relevante sobre a demonstracdo de sua atividade
farmacoldgica e sua eficicia clinica, assim como da sua toxicidade. Quanto a
seguranca, o conhecimento que garante o uso de muitos fitoterapicos provém da
medicina tradicional e do conhecimento etnomedicinal acumulado durante séculos

(CARVALHO, 2005).
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Portanto estudos farmacoldgicos, toxicoldgicos, fitoquimicos e também
tecnolégicos sdo de grande importancia no desenvolvimento de um novo

medicamento fitoterapico.

Assim sendo, Operculina macrocarpa L. Urban (Convolvulaceae),
popularmente conhecida como batata-de-purga ou jalapa, comum no Nordeste
brasileiro, a qual é amplamente utilizada pela populagdo devido a sua atividade
laxante, purgativa, ‘depurativa’ contra moléstias da pele e no tratamento da leucorréia
(MATOS, 1982; MARTINS et al., 2000) mostrou-se uma espécie interessante para

um estudo quimico-farmacolégico.
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Il - REVISAO DA LITERATURA

2.1. Sistematica vegetal

Operculina macrocarpa (L.) Urb. € uma trepadeira pertencente a familia

Convolvulaceae, popularmente conhecida como batata-de-purga ou jalapa.

2.1.1. A familia Convolvulaceae

A familia Convolvulaceae, constituida por, aproximadamente, 55 géneros e
cerca de 1.930 espécies (AUSTIN, 1997) possui distribuicdo geografica cosmopolita

(Figura 1) (HEYWOOD, 1993).

Figura 1. Distribuicdo geografica da familia Convolvulaceae

Fonte: HEYWOOD (1993)

Apresenta-se subdividida em dois grupos baseados nas caracteristicas da
ornamentacdo da exina do grdo de pélen: "Echinoconiae” com pélens espinhosos;

"Psiloconiae” com polens lisos ou granulados. E considerada monofilética, sendo
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reconhecida assim, tanto por caracteristicas morfologicas quanto por caracteristicas
moleculares (AUSTIN, 1997).

Uma das caracteristicas mais marcantes das convolvulaceas é a presenca de
fileiras de células secretoras de resinas glicosidicas em tecidos foliares e,
especialmente em suas raizes. Estas resinas constituem uma das caracteristicas
quimiotaxondmicas desta familia, e o emprego na medicina tradicional de alguns
géneros (Convolvulus, Exogonium, Ipomoea, Merremia e Operculina) esta associado
as propriedades purgantes de suas resinas (ARGAEZ; PEREZ-AMADOR, 1997;
PEREDA-MIRANDA, 2003; PEREDA-MIRANDA, 2006).

O nome desta familia deriva do latim convolvo, que significa ‘entrelacar-se’, e
refere-se, em termos gerais, a forma do seu crescimento, ja& que um grande numero
destas plantas sao trepadeiras vollveis, que crescem enroscadas em um suporte
(PEREDA-MIRANDA et al., 2003).

Do ponto de vista econdmico, a mais importante espécie € Ipomoea batatas
(L.) Lam. (batata doce). H& centenas de variedades desta espécie, algumas
conhecidas, incorretamente, como inhame, que séo cultivadas por todas as regioes
tropicais (HEYWOOD, 1993).

Muitas espécies desta familia também possuem usos alimentares e como
medicinais. As raizes de Convolvulus scammonia L. e Ipomoea purga (Wender.)
Hayne (jalapa) sdo usadas na medicina como catéartico. Um grande numero de
espécies, particularmente do género Ipomoea e Convolvulus sdo ornamentais,
notavelmente a gléria da manha (Ipomoea purpurea (L.) Roth) (HEYWOOD, 1993).

As glicorresinas sdo metabdlitos caracteristicos da familia Convolvulaceae
(ARGAEZ; PEREZ-AMADOR, 1997; HUEZA et al., 2005; CHERIGO; PEREDA-

MIRANDA et al., 2006, ESCOBEDO-MARTINEZ;, PEREDA-MIRANDA, 2007,
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MIRON-LOPEZ et al., 2007), além delas vale ressaltar a presenca dos acidos
fendlicos e de substancias polifenolicas nas convolvulaceas (ISLAM et al., 2002;
YOSHIMOTO et al., 2005; DINI et al., 2006; TRUONG et al., 2007)

Porém nesta familia € encontrada uma grande variedade de metabdlitos
secundarios de baixo peso molecular contendo grupo —N, tais como: ergolinas,
pirrolidinas, tropanos lipofilicos e hidrofilicos, alcal6ides indolizidinicos e
pirrolizidinicos, glicosideos cianogénicos, diferentes tipos de amidas (SCHIMMING et
al., 1998; TOFERN et al., 1999; SCHIMMING et al., 2005) e flavondides (MANN et

al., 1999).

2.1.2. O género Operculina

Operculina macrocarpa (L.) Urb. (Convolvulaceae) é popularmente conhecida
como batata-de-purga ou jalapa-do-Brasil. O nome popular de batata-de-purga
corresponde também a outra espécie silvestre, Operculina alata (Ham.) Urb., muito
comum no nordeste brasileiro. Ambas possuem raizes tuberosas, grandes,
amilaceas e lactescentes. S&o encontradas no comércio para fins medicinais.

Estas espécies séo trepadeiras de aspecto ornamental, especialmente pelos
seus frutos. Cada fruto contém 1 a 4 sementes duras e pretas. A espécie O.
macrocarpa € bienal, isto é, sua parte aérea morre a cada dois anos, tem folhas
palmatiformes, flores brancas e frutos mais arredondados, enquanto que a espécie
O. alata € anual, tem folhas inteiras, flores amarelas e frutos de forma estrelada e
mais escuros (LORENZI; MATOS, 2002).

A figura 2 apresenta fotografias de ambas as espécies, nas quais observa-se

a coloracéo diferente das flores.
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Figura 2. Fotografias da O. macrocarpa e O.alata

Fonte: MATOS, 2000.

2.1.3. A espécie Operculina macrocarpa

Existem citacdes referentes ao ano de 1917 da utlizacdo de *“jalapa”
(Pharmacopéa Paulista, 1917).

A batata-de-purga ou jalapa € amplamente utilizada pela populagédo devido a
sua atividade laxante, purgativa, “depurativa” contra moléstias da pele e no
tratamento da leucorréia (MATOS, 1982; MARTINS et al., 2000; LORENZI; MATOS,
2002; LARINI, 2008).

E usada na forma de refresco preparado com a batata fresca, ralada com
agua, ou na forma de p6 feito com a fécula retirada artesanalmente da batata fresca,
conhecida localmente como goma-de-batata ou, ainda, na forma de pilulas feitas
manualmente com o residuo resinoso extraido da batata (MATOS, 1994; LORENZI,

2002). A figura 3 apresenta a fotografia da batata.
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Figura 3. Fotografia da batata de O. macrocarpa

Fonte: LORENZI & MATQOS, 2002

As doses utilizadas séo de 0,1 a 0,4 g de p6 como laxante e de 1 a 2 g como
purgante; 0,25 a 0,50 g de resina como purgante e 0,02 a 0,10 g como laxante
(TESKE; TRENTINI, 2001).

Todas as preparagdes caseiras ou industriais da batata-de-purga devem ser
usadas com cuidado, pois em doses mais altas do que as recomendadas, podem
causar intoxicacdo severa, traduzida por cdlicas fortes e diarréia intensa, com risco
de rapida desidratacao (LORENZI; MATOS, 2002).

Apesar de constar em farmacopéias (Farmacopéia Brasileira 1929 e 1959),
seu estudo fitoquimico ainda esta incompleto. Contém como componentes a fécula e
12% de resina, que é formada pela mistura complexa de substancias de natureza
glicosidica polimérica, de propriedade purgativa, sendo reconhecida como laxante
ou, em doses maiores, como purgativo drastico e anti-helmintico (LORENZI;

MATOS, 2002).
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Em estudos anteriores foram isolados e identificados os é&cidos caféico e
protocatecuico e um dimero do acido caféico a partir do extrato etandlico de O.

macrocarpa através de técnicas fitoquimicas convencionais (MICHELIN, 2004).

2.2. Extratos

Uma série de fatores interfere no processo de extracdo tais como
caracteristicas do material vegetal, o seu grau de divisdo, o liquido extrator
(solvente) e o método. O grau de divisdo do material ir4 influenciar diretamente a
eficiéncia da extracdo. Como o poder de penetracdo dos solventes depende, entre
outros fatores, da consisténcia dos tecidos do material a extrair, &€ necessario
considerar que quanto mais rigido for o material menor deve ser sua granulometria
(SOARES et al., 1998; SIMOES et al., 2003).

O solvente escolhido deve ser o mais seletivo possivel. E gracas a
seletividade que se pode extrair apenas as substancias desejadas ou em maior
guantidade. Como a seletividade depende da polaridade, o conhecimento do grau de
polaridade do grupo de substancias que se deseja preferencialmente extrair
determina o solvente ou mistura de solventes que mais se aproxima do 6timo de
seletividade para aquela extracdo. Em andlises fitoquimicas, quando ndo se
conhece previamente o conteado do material a ser analisado, costuma-se submeter
0 material vegetal a sucessivas extracbes, com solventes de polaridade crescente,
conseguindo-se, assim, uma extracdo fracionada, em que as diferentes fracdes
contém compostos de polaridade também crescente (SIMOES et al., 2003).

Para localizar os principios ativos, todos os extratos semipuros devem ser

testados e, aquele que apresentar efeito biolégico mais pronunciado, devera ser
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submetido aos procedimentos cromatograficos para o isolamento e a purificagdo dos
compostos. Se, eventualmente, a maioria das fracbes apresentar efeitos de
interesse, sugere-se iniciar os estudos com a fracdo que apresenta o maior
rendimento ou que forneceu o melhor perfil cromatografico. Recomenda-se sempre
utilizar, grandes quantidades de planta (de 3 a 5 kg), pois assim é possivel
determinar também o0s constituintes presentes em baixas concentracdes (YUNES;
CALIXTO, 2001).

Outros fatores relacionados aos métodos de extracdo dizem respeito a
agitacdo, temperatura e ao tempo necessario para executa-los. Levando-se em
conta que os processos de extracao dependem, em grande parte, de fendmenos de
difusdo e que a renovacao do solvente em contato com as substancias a dissolver
desempenha um papel de grande influéncia na velocidade da dissolucéo, pode-se
concluir que a agitacdo pode abreviar consideravelmente a duragdo de um processo
extrativo (SIMOES et al., 2003).

O aumento da temperatura provoca um aumento da solubilidade de algumas
substancias, motivo pelo qual os métodos de extracdo a quente sdo sempre mais
rapidos do que aqueles realizados a temperatura ambiente. Entretanto, o calor nem
sempre pode ser empregado, jA que muitas substancias sdo instaveis em altas
temperaturas (PRISTA et al., 1996; ANSEL et al., 2000; SIMOES et al., 2003).

O tempo de extracdo varia em funcdo da rigidez dos tecidos do material
vegetal, do seu estado de divisdo, da natureza das substancias a extrair, do solvente
e do emprego ou ndo de temperatura e/ou agitacdo (PRISTA et al., 1996; ANSEL et
al., 2000; SIMOES et al., 2003).

Na escolha de um método extrativo, deve-se avaliar a eficiéncia, a

estabilidade das substancias extraidas, a disponibilidade dos meios e o custo do
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processo escolhido, considerando a finalidade do extrato que se quer preparar.
Como a composicdo quimica das plantas € extremamente complexa, muito
freqientemente ocorre a extracdo concomitante de varios tipos de substancias,
farmacologicamente ativas ou nao, desejadas ou nao. Por isso, deve-se
primeiramente definir, com a maior precisdo possivel, 0 que se deseja obter. De
acordo com essa definicdo e levando-se em consideracao os fatores envolvidos no
processo extrativo, pode-se escolher o método e o solvente que serdo empregados

(COSTA, 1994; SIMOES et al., 2003).

2.2.1. Processos extrativos

2.2.1.1. Maceragao

Maceracao designa a operacdo na qual a extracao de matéria-prima vegetal é
realizada em recipiente fechado, com temperatura ambiente, durante um periodo
prolongado (horas ou dias), sob agitacdo ocasional sem renovacdo do liquido
extrator. Pela sua natureza, ndo conduz ao esgotamento da matéria-prima vegetal,
seja devido a saturacdo do liquido extrator ou ao estabelecimento de um equilibrio
difusional entre 0 meio extrator e o interior da célula.

Esse processo, que ndo esgota 0s ativos presentes nas plantas, gera a forma
farmacéutica liquida conhecida como tintura, que pode ser comercializada dessa
forma ou serve como forma intermediaria para tipos de produtos.

As drogas vegetais mais indicadas para serem extraidas por maceracao sao
aguelas ricas em substancias ativas que ndo apresentam na sua estrutura celular,

gomas, resinas, alginatos. Liquidos muito volateis sdo raramente utilizados, ndo se
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recomendando, por outro lado, o emprego de agua ou de misturas hidroalcodlicas
inferiores a 20%, dadas as circunstancias favoraveis a proliferacdo de microbiota

(PRISTA et al., 1996; ANSEL et al., 2000; SIMOES et al., 2003).

2.2.1.2. Percolacao

Este grupo de operacbes tem como caracteristica comum a extracao
exaustiva das substancias ativas. Na percolacdo, a droga vegetal moida é colocada
em um recipiente cbnico ou cilindrico (percolador), de vidro ou de metal, através do
qual é feito passar o liquido extrator. O produto obtido denomina-se percolado
(PRISTA et al., 1996).

Diferentemente da maceracdo, a percolagdo é uma operacdo dinamica,
indicada na extracdo de substancias farmacologicamente muito ativas, presentes em
pequenas quantidades ou pouco solluveis e quando o preco da droga é relevante

(PRISTA et al., 1996; ANSEL et al., 2000; SIMOES et al., 2003).

2.2.1.3. Decoccéo

E um tipo de extracdo & quente em sistema aberto. Consiste em manter o
material vegetal em contato, durante certo tempo, com um solvente (normalmente
agua) em ebulicdo. E uma técnica de emprego restrito, pois muitas substancias
ativas sdo alteradas por um aquecimento prolongado e costuma-se emprega-la com
materiais vegetais duros e de natureza lenhosa (SIMOES et al., 2003).

A decoccao pode ser leve ou branda, carregada ou concentrada, conforme

sua duracao (de apenas alguns minutos a varias horas) e a saturacdo do liquido
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empregado (SIMOES et al., 2003).

2.3. Controle de qualidade

O aumento na procura de plantas medicinais frente a oferta insuficiente das
mesmas conduziu a uma queda de sua qualidade. Muitos produtores desconhecem
0os cuidados que se deve ter nas diversas etapas para a obtencao de matérias-
primas e/ou produtos de qualidade adequada e ndo contam com a orientacado de
profissionais capacitados (ZARONI et al., 2004).

A identificacdo e a pureza da droga, vegetal, assim como a avaliagdo de seus
principios ativos, sdo tarefas indispensaveis aqueles que buscam obter produtos de
boa qualidade (ZARONI et al., 2004).

Apesar do grande consumo de plantas medicinais e seus derivados no Brasil,
estes ndo eram controlados, pois nao havia nenhuma regulamentagao em vigor. Em
1995, o Ministério da Saude instituiu a Portaria MS/SNVS n° 6, de 31 de janeiro de
1995, (BRASIL, 1995) que regulamentava o registro de produtos fitoterapicos para
fins comerciais; depois veio a RDC 17 (BRASIL, 2000) e, mais recentemente, a RDC
48 (BRASIL, 2004), que reafirma, definitivamente, que fitoterdpicos sé&o
medicamentos e, desta forma, resgata a necessidade da existéncia de estudos de
seguranca, eficacia e qualidade, prévios ao registro desses produtos.

A identificacdo e a pureza da droga vegetal, assim como a avaliacao de seus
principios ativos, sao tarefas indispensaveis aqueles que buscam obter produtos de
boa qualidade (ZARONI et al., 2004). Devem ser considerados diversos aspectos
para a garantia da qualidade de um material vegetal, como os aspectos fisico-

guimicos e microbiolégicos (MIGLIATO et al., 2006).
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2.4. Constipacdao intestinal

O habito intestinal varia entre as pessoas, sendo dificil o estabelecimento de
padrbes de normalidade. Duas evacuacfes por dia é o que se considera normal
(DANTAS, 2004).

A modificacdo dos habitos alimentares, proveniente da ocidentalizacdo e
industrializagdo, tem introduzido um elevado consumo de alimentos refinados
desprovidos de fibras alimentares, contidas em maior quantidades em frutas,
vegetais e cereais integrais. Por esse motivo, atualmente, existe uma elevada
incidéncia de doencas que eram pouco frequentes no passado, as chamadas
“doencas de civilizacdo”, fazendo parte deste elenco a constipacdo intestinal
(ANDRE et al., 2000; COTA; MIRANDA, 2006).

Vérios fatores podem levar a constipacdo. E sabido que o sintoma € mais
frequente nas mulheres do que nos homens, sem que haja explicacdo para isso. Os
mais idosos também tém maior frequiéncia de constipacdo do que os mais jovens, 0
que pode ser associado a menor ingestao alimentar, perda da mobilidade, fraqueza
das musculaturas abdominais e pélvica e medicagfes (DANTAS, 2004).

A constipacdo tem-se estabelecido mais freqientemente em mulheres,
principalmente naquelas com inatividade fisica diaria, pouca renda, educacédo de
qualidade inferior, baixo consumo de liquidos e alimentos ricos em fibras (COTA;
MIRANDA, 2006).

A presenca de constipacdo estd associada a falta de residuos dentro do
colon, perda de sensibilidade dos 6rgdos que desencadeiam 0s mecanismos da

defecacdo, perda das contracbes dos musculos envolvidos com a defecacdo e
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obstrucdo mecanica. Muito da clinica e o exame fisico sdo correspondentes as
varias situagOes relacionadas com tais mecanismos de constipagdo (DANTAS,
2004).

Ha uma variedade de opinides individuais sobre o que se pode considerar
constipacdo. Alguns se sentem constipados quando n&do conseguem evacuar
diariamente, outros quando as fezes sdo duras, ou ainda quando a evacuacdo €
dolorosa. A historia clinica do paciente sao pecas-chave para se avaliar a
constipacéo intestinal, sendo que uma boa anamnese é imprescindivel (ANDRE et
al., 2000; DANTAS, 2004; COTA; MIRANDA, 2006; JOHANSON; KRALSTEIN,
2007).

Menos do que trés evacuacgOes por semana sao consideradas quadro de
constipagdo. Geralmente, o paciente refere dificuldade para evacuar, fezes duras,
urgéncia sem que consiga evacuar, baixa frequiéncia de evacuacdes e sensacéo de
evacuacgao incompleta (MELO et al, 2003; DANTAS, 2004; WANNMACHER, 2005).

De acordo com os “Critérios de Roma”, para se diagnosticar a constipacdo
intestinal funcional, é necessario que o individuo apresente por pelo menos trés
meses, em pelo menos 1/4 do tempo, dois ou mais dos seguintes sintomas: esforco
para evacuar, fezes endurecidas ou fragmentadas, sensacdo de evacuacao
incompleta e/ou duas ou menos evacuagfes por semana (ANDRE, 2000; COTA;
MIRANDA, 2006; JOHANSON; KRALSTEIN, 2007). Porém, cabe ressaltar que isto é
um pequeno entendimento de sua defini¢cdo, pois ha grandes variacdes de habitos
normais intestinais, ndo existindo um padrdo fisiolégico comum para definir um
funcionamento intestinal normal (COTA; MIRANDA, 2006).

Em condicbes alimentares e de vida normais, um individuo evacua fezes

formadas a intervalos que variam entre 6 e 72 horas. Ao paciente que procura o
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médico com queixa de constipacdo deve ser perguntado o que houve no inicio do
sintoma e sua evolucao. O inicio pode ser insidioso ou abrupto, e, na evolucao, pode
ocorrer piora progressiva. E importante o conhecimento das circunstancias ligadas
ao inicio do sintoma, a historia alimentar, quanto ao volume, tipo de alimento
ingerido, a ingestdo de fibras, e ao volume de &gua consumido por dia. A
comparacao entre o habito intestinal, atual e o remoto, e o uso atual de drogas, sdo
informacdes indispensaveis (DANTAS, 2004).

A constipacdo pode ter causa motora, por distarbios da motilidade
enterocdlica, consequiente a condicbes metabdlicas, miopatias e neuropatias, ou
causa mecanica, por suboclusédo intestinal. Entre as causas motoras, estdo a
sindrome do cdlon irritavel, uso crbénico de laxativos, megacoélon, alimentacdo
inadequada, lesdes neurolégicas, sedentarismo, desequilibrio hidroeletrolitico,
fatores psicogénicos, hipotireoidismo e efeito colateral de medicamentos, como
antiacidos (com calcio e aluminio), antiespasmddicos, diuréticos, analgésicos,
anticonvulsivantes e antidepressivos. Entre as causas mecanicas estdo os tumores
benignos e malignos, diverticulite, colite isquémica e compressao extrinseca. Devem
ser consideradas, também, as afec¢es proctoldgicas, como fissuras, hemorréidas e
proctite, que dificultam a evacuacao (Tabela 1) (DANTAS, 2004).

Constipacdo é um sintoma e ndo uma doenca. Pode estar associada, sem
gue possamos estabelecer a relacdo causa-efeito, com infec¢do urinaria, enurese
noturna e incapacidade de contrair a bexiga. A incidéncia é trés vezes maior nos
homens obesos, e duas vezes maior nas mulheres obesas, do que na populacao
com peso normal. Nao podemos esquecer que a causa mais freqiente € a funcional,
mas, para que possamos ter certeza desse diagnostico, as causas organicas devem

ser excluidas (DANTAS, 2004).
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Tabela 1. Causas de Constipacao

Funcional

Efeito de farmacos

Obstrugcdo mecanica:

Cancer do colon

Compressao extrinseca
Estenoses: diverticulo ou pds-isquemia
Retocele

Pés-operatoria

Megacdlon

Fissura anal

Metabdlica:

Diabetes Melito

Hipotireoidismo

Hipercalcemia

Hipercalemia

Hipomagnesemia

Uremia

Intoxicagdo com metais pesados
Miopatias:

Amiloidose

Esclerodermia
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Neuropatias:

Doenca de Parkinson
Lesdo da medula

Tumor na medula
Doenga cérebro-vascular

Esclerose multipla

Outras condic¢oes:
Depresséo

Doenca articular degenerativa
Neuropatia autonémica
Prejuizo cognitivo

Imobilidade

Doenca cardiaca

No contexto da constipacdo cronica,

Fonte: (DANTAS, 2004).

medidas nao-medicamentosas

constituem a primeira escolha para manejo inicial, com énfase em abordagem

dietética e de habitos de vida. Dependendo do mecanismo gerador do problema,

outras abordagens nao-medicamentosas sao propostas. Os laxativos estdo

indicados quando as primeiras alternativas falham, ndo demonstrando diferenca

significativa de eficacia entre eles, sobretudo por longo prazo. Quando usados em

esquemas recomendados, sua seguranca se equivale (WANNMACHER, 2005).

2.5. Avaliagéo de atividade na motilidade intestinal

Daniele Carvalho Michelin

43




Revisdo da Literatura

O esvaziamento gastrico € uma das mais importantes funcdes motoras do
trato gastrintestinal. Ele regula a velocidade de absorcédo de nutrientes e farmacos
por controlar as inter-relacbes complexas de mecanismos miogénicos neurais e
hormonais. O esvaziamento gastrico de liquidos e sélidos € controlado por diferentes
partes do estbmago. A pressao fandica intraluminal controla o esvaziamento de
liguidos, enquanto que as contracdes da regido antral controlam o esvaziamento de

solidos (LAPA et al., 2003).

2.5.1. Transito intestinal

A velocidade do transito intestinal € um dos fatores que determina a
intensidade de absor¢cdo do conteddo luminal e regula a biodisponibilidade de
farmacos administrados por via oral. Assim sendo, a medida da velocidade do
transito é etapa obrigatéria no estudo de novos medicamentos e também é utilizada
na pesquisa de compostos inibitorios ou estimulatérios da atividade peristaltica. Os
métodos classicos descritos na literatura envolvem a administracdo de diferentes
marcadores coloridos e a avaliagdo do trajeto dos mesmo no intestino (LAPA et al.,
2003).

A atividade laxante de extratos da raiz de O. macrocarpa foi avaliada através
do teste sobre a motilidade intestinal com carvdo ativo. Os resultados obtidos
mostraram um aumento significativo da motilidade intestinal dos camundongos
guando comparados com o grupo controle (MICHELIN; SALGADO, 2004).

RAMESH e colaboradores (1998) compararam o efeito laxativo de uma
preparacao liquida contendo 21 espécies vegetais diferentes, dentre elas Operculina

turpethum (L.) J. Silva Manso, comparando com um comprimido laxante
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convencional. Nao houve diferenca estatisticamente significativa no grau de acéo
laxante entre a preparacdo com o0s extratos e o comprimido convencional. A
preparacao liquida contendo os extratos devido ao seu baixo custo é uma escolha

para a profilaxia da constipacao induzida por opioides.

2.6. Toxicidade de plantas medicinais

Toda substancia, segundo a toxicologia, pode ser considerada um agente
toxico dependendo das condicbes de exposicdo, como a dose administrada ou
absorvida, tempo e freqiéncia de exposicdo e vias pela qual é administrada. A
toxicidade de uma substancia pode ser considerada como a capacidade de causar
dano grave ou morte (BARROS; DAVINO, 2003).

Do ponto de vista toxicolégico deve-se considerar que uma planta medicinal
ou um fitoterapico ndo tem somente efeitos imediatos e facilmente correlacionados
com a sua ingestdo, mas principalmente efeitos que se instalam em longo prazo e de
forma assintomética, como o0s carcinogénicos, hepatotoxicos e nefrotoxicos.
Portanto, o uso popular e mesmo tradicional ndo sao suficientes para validar
eticamente as plantas medicinais como recursos terapéuticos eficazes e seguros
(SIMOES et al., 2003).

Nesse sentido, as plantas medicinais ndo se diferenciam de qualquer outro
xenobidtico sintético e sua preconizacdo, ou autorizacdo oficial do seu uso
medicamentoso, devem ser fundamentadas em evidéncias experimentais,
comprovando de que o risco a que se expdem aqueles que a utilizam é suplantado

pelos beneficios que possam advir (SIMOES et al., 2003).
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A avaliacdo da seguranca, ou seja, a avaliacdo da relacéo risco/beneficio é a
finalidade dos estudos farmacodinamicos e toxicologicos pré-clinicos e clinicos de
medicamentos. Se a intengdo é utlizar uma planta medicinal com finalidades
terapéuticas, ela deve ser previamente validada, isto €, ter sua acdo comprovada e
sua toxicidade potencial avaliada cientificamente na espécie humana, como

qualquer outro medicamento (SIMOES et al., 2003).

2.6.1. Ensaios toxicoldgicos

InUmeras pesquisas estdo sendo realizadas a fim de verificar a toxicidade de
extratos vegetais. HUEZA e colaboradores (2005) avaliaram aos efeitos téxicos da
fracdo aquosa de Ipomoea carnea (Convolvulaceae) e de seus alcaldides
individualmente em ratos durante 14 dias. Os resultados mostraram que alguns
alcaldides nao produziram nenhum efeito toxico, enquanto a fracdo aquosa
apresentou a formacao de vacuolos em diferentes 6rgaos avaliados. Nenhum efeito
neurotdxico foi observado.

A seguranca de Dimorphandra mollis Benth. (Caesalpiniaceae), popularmente
conhecido como faveira ou fava d’anta, foi avaliada por FEREZ e colaboradores
(2006) através da avaliacdo da toxicidade aguda e crbnica do extrato seco. Os
resultados demostram que o extrato seco desta espécie € seguro na dose de 1000
mg/kg.

RAMIREZ e colaboradores (2007) avaliaram a toxicidade aguda e subaguda
do extrato aquoso Salvia scutellarioides (Lamiaceae) em camundongos e ratos e nao

foi observado nenhum sinal de toxicidade nas doses de 1 ou 2 g/kg.
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2.7. Atividade antioxidante

A oxidacéo lipidica, uma das principais causas de deterioracdo de alimentos e
medicamentos, pode ser prevenida pela adicdo de antioxidantes, dos quais 0s
sintéticos BHA (butil hidroxianisol), BHT (butil hidroxitolueno), PG (propil galato) e
TBHQ (terc-butil hidroquinona) sao os mais utilizados. Porém, estdo sendo
levantados questionamentos a respeito da inocuidade destes compostos, motivando
assim a busca de antioxidantes naturais que possam substituir os sintéticos (MELO
et al., 2003; MACHADO, 2005).

O radical estavel 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH) tem sido amplamente
utilizado para avaliar a capacidade de antioxidantes naturais em sequestrar radicais

livres (SANCHEZ-MORENO et al., 1998, ROESLER et al., 2007).

Por acdo de um antioxidante, o DPPH ¢é reduzido formando o difenil-
picrilhidrazina, de coloracdo amarela, com consequente desaparecimento de

absor¢do, monitorado pelo decréscimo de absorbancia (Figura 4).

o0

O,N NO,  + RH — > + R.

antioxidante

NO,
DPPH DPPH reduzido
Violeta (maxima absorbancia) Amarelo claro (diminuicdo na absorbancia)

Figura 4. Representacao da reagéo de doagao de hidrogénios para uma substancia

sequestradora de radicais livres usando o reagente de DPPH.

Daniele Carvalho Michelin 47




Revisdo da Literatura

2.7.1. Formacao de radicais livres e antioxidantes

O organismo humano produz constantemente radicais livres, 0s quais sao
moléculas ou fragmentos de moléculas que possuem elétrons livres ou nao
pareados. Sendo assim, essas moléculas se tornam altamente reativas e podem
atacar componentes celulares como DNA e RNA, membrana celular e outras
substancias oxidaveis, acelerando o envelhecimento e podendo contribuir para a
instalacdo de doencas degenerativas (MACHADO, 2005).

O organismo humano possui um mecanismo de defesa formado por
diferentes antioxidantes (superdxido dismutase, glutation, catalase) e outros, por
exemplo, a vitamina E, o &cido ascoérbico, o B-caroteno que provém da dieta
alimentar (MACHADO, 2005; PODSEDEK, 2007).

Quando a concentracdo de radicais livres € maior do que a capacidade
antioxidante da célula, ocorre ataque oxidativo a lipideos de membrana, a proteinas
estruturais e funcionais e a acidos nucléicos. Esse ataque € denominado estresse
oxidativo (ANDREOLI, 2000).

Os antioxidantes séo classificados em primarios e secundarios, de acordo
com seu tipo de acdo e, em sintéticos ou naturais de acordo com a origem. A
atividade antioxidante é evidenciada em pequenas concentracdes, quando
comparados com o substrato oxidavel, prevenindo significantemente a acdo do
mesmo (MACHADO, 2005).

A atividade antioxidante é uma propriedade fundamental para a vida humana,
uma vez que muitas das fungdes biologicas, incluindo antimutagenicidade,
anticarcinogenicidade e antienvelhecimento, entre outras, sdo originarias dessa

propriedade (CAl et al., 2004).
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Os compostos fendlicos agem sequestrando radicais livres e muitos ja
possuem atividade antioxidante comprovada (CAI et al., 2004; TUNG et al., 2007,
PODSEDEK, 2007).

Na familia Convolvulaceae encontram-se diversas espécies com atividade
antioxidante comprovada, dentre as quais vale ressaltar Ipomoea batatas, da qual
foram isolados diferentes polifendis a partir extrato metandlico e hidrometandlico, os
quais foram avaliados quanto a sua atividade antioxidante utilizando o método do
DPPH. A atividade de um dos compostos foi maior do que todos os padrdes testados
na mesma concentracao (DINI et al., 2006).

ANBUSELVAM e colaboradores (2007) avaliaram a atividade antioxidante do
extrato metandlico de Operculina turpethum. Foram avaliadas mudancas nos niveis
de peroxidacdo lipidica e no sistema antioxidante além do desenvolvimento do
tumor. Os resultados sugerem que o0 extrato metandlico mostrou atividade

antioxidante, ativando a protec&o contra o cancer induzido.

2.8. Fitoquimica

Conforme ja discutido anteriormente, a familia Convolvulaceae possui uma
grande diversidade de metabdlitos, porém as glicorresinas e as substancias
fendlicas sdo os metabdlitos caracteristicos desta familia. Aléem de metabdlitos
secundarios de baixo peso molecular contendo grupos nitrogenados, tais como:
ergolinas, pirrolidinas, tropanos lipofilicos e hidrofilicos, alcaldides indolizidinicos e
pirrolizidinicos, glicosideos cianogénicos, diferentes tipos de amidas e flavondides

gque também ja foram descritos na familia.
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Diferentes glicosideos foram isolados de Operculina aurea (Kellogg) House,
uma convolvulacea originaria do México (CANONICA et al., 1976; CANONICA et al.,
1977).

No género Ipomoea foram encontradas lignanas (PASKA et al., 1999),
antocianinas (GODA et al., 1997; PALE et al., 1998; TERAHARA et al., 2000; PALE
et al.,, 2003), cianidinas (SAITO et al., 1995), bonaspectinas e sesquilignanas
(TOFERN et al., 2000) e pentasacarideos (BAH et. al., 2007).

Alguns metabdlitos secundéarios isolados de espécies da familia
Convolvulaceae (CANONICA et al., 1977; YAHARA et al., 1994; MANN et al., 1999;

KRAFT et al., 2002; JENETT-SIEMS et al., 2003) séo apresentados na figura 5.
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Figura 5. Metabdlitos secundarios isolados de espécies da familia Convolvulaceae.
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A figura 6 apresenta uma glicorresina isolada de Ipomoea tricolor (A)
(PEREDA-MIRANDA; BAH, 2003) e glicoresinas isoladas de Ipomoea murucoides

(B) (CHERIGO et al., 2006).
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Figura 6. Glicorresinas isoladas de Ipomoea tricolor (A) e Ipomoea murucoides (B)

(Convolvulaceae)

Diferentes 4&cidos fendlicos ja foram descritos para espécies de

convolvulaceas. Dentre eles &cido caféico, &cido clorogénico e o acido

dicafeoilquinico (YOSHIMOTO et al., 2004; TRUONG et al., 2007).
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2.8.1. Substancias fendlicas

Quimicamente as substancias fendlicas podem ser definidas como
substancias que possuem pelo menos um anel aromatico no qual, ao menos, um
hidrogénio é substituido por um grupamento hidroxila (SIMOES et al., 2003; CAI et
al., 2004). Estdo amplamente distribuidas no reino vegetal e nos microrganismos,
fazendo parte também do metabolismo animal. Dentre as substancias fendlicas
pertencentes ao metabolismo secundério dos vegetais sdo encontradas estruturas
variadas como: &cidos fendlicos, derivados da cumarina, pigmentos hidrossoluveis
das flores, dos frutos e das folhas, além de ligninas, taninos, polimeros e ainda
proteinas, alcaldides e terpendides (SIMOES et al., 2003).

Podem ser classificadas segundo o tipo de esqueleto principal e a cadeia

substituinte conforme ilustrado na Tabela 2.

Tabela 2. Classificacdo das substancias fendlicas de acordo com o esqueleto basico

Esqueleto basico Classe de substancias fendlicas

C6 fendis simples, benzoquinonas

C6-C1 acidos fendlicos

C6-C2 acetofenonas e &cidos fenilacéticos

C6-C3 fenilpropandides: &cidos cindmicos e compostos analogos,

fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas e cromonas

C6-C4 Naftoquinonas

C6-C1-C6 Xantonas

C6-C2-C6 estilbenos, antraquinonas
C6-C3-C6 Flavonoides e isoflavondides
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(C6-C3)2 Lignanas
(C6-C3-C6)2 Diflavonéides

(C6)n melaninas vegetais
(C6-C3)n Ligninas

(C6-C1)n taninos hidrolisaveis
(C6-C3-C6)n taninos condensados

Fonte: SIMOES et al., 2003.

As substancias fenodlicas podem ser formadas através de duas rotas
biogenéticas: pela via do &cido chiquimico a partir de carboidratos, ou pela via do
acetato-polimalato. A origem biogenética determina o padrdo de substituicdo do
composto fendlico resultante. Dessa maneira, pela via do acido chiquimico obtém-se
compostos com grupos hidroxilas em posi¢éo orto, que se formam a partir do acido
cinamico. Por outro lado, a via do acetato-polimalato origina compostos com grupos
hidroxilas em posicdo meta. Estas substancias podem ser obtidas a partir de um
extrato etanolico do material fresco ou seco (SIMOES et al., 2003).

As substéncias fendlicas contribuem para o sabor, odor e coloracdo de
diversos vegetais, sendo muitos desses economicamente importantes. Para alguns
derivados dos &cidos fendlicos tem sido relatada atividade antioxidante, como para o
acido clorogénico, para o acido caféico e seus ésteres com esterois e triterpenos, o
gue tem sugerido que doencgas causadas pelas reacdes oxidativas em sistemas
biolégicos podem ser retardadas pela ingestdo de antioxidantes naturais
encontrados na dieta, principalmente de compostos fendlicos (SIMOES et al., 2003).

Foram relatados efeitos sinérgicos para atividade antioxidante entre uma
mistura de compostos fendlicos obtidos da batata-doce e uma mistura de

aminoacidos, considerando que essa protecdo é maior para essas duas misturas
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guando testadas em associacdo do que quando empregadas separadamente

(SIMOES et al., 2003).

2.8.1.1. Acidos fendlicos

Os &cidos fendlicos constituem a maior classe de fendlicos, ocorrendo
comumente no mundo das plantas. Os acidos fendlicos incluem acidos
hidroxibenzdicos (acido galico, acido p-hidroxibenzdico, acido protocatecuico, acido
vanilico) e os acidos hidroxicindmicos (acido ferulico, acido caféico, acido cumaérico,
acido clorogénico, acido cindmico). Estes podem ser identificados utilizando HPLC-
DAD através da comparacdo com padrdes de referéncia (CAl et al, 2004).

IMBERT & WILSON (1972) avaliaram os efeitos dos &cidos caféico e
clorogénico de preparacdes de batata-doce (Ipomoea batatas — Convolvulaceae) na
IAA oxidase. Os resultados obtidos mostraram que ambos os acidos podem inibir ou
estimular a enzima, dependendo da concentracdo do substrato, dos fendlicos

usados e do pH da reagéo.

2.8.1.2. CLAE

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é o sistema escolhido em
estudos de metabolitos secundarios vegetais, combinada com detector UV-visivel
para identificacdo e isolamento de metabdlitos de interesse. E uma técnica analitica
gue compreende uma grande variedade de modos de separa¢do, 0s quais podem

ser escolhidos segundo a natureza quimica dos compostos, sendo assim possivel

Daniele Carvalho Michelin 55




Revisdo da Literatura

otimizar um sistema de separacao através da combinacéo correta entre as diversas
fases moveis e estacionarias que esse sistema permite (YUNES & CALIXTO, 2001).

Diversos estudos vém sendo realizados utilizando CLAE na identificag&o e/ou
separacao de compostos fenolicos (CAI et al., 2004; GOVINDARAJAN et al., 2007;

JIMENEZ et al., 2007; KRIZMAN et al., 2007; TUNG, 2007; YE et al., 2007).

2.8.1.3. Espectrometria de massas

A espectrometria de massas (EM) € uma técnica que consiste na introducao
dos compostos de interesse no espectrometro, a ionizacado destes compostos sob a
forma de céation ou anion, sua separacao de acordo com a relagdo m/z e a detecgéo
(YUNES & CALIXTO, 2001).

Na literatura sdo encontrados varios estudos utilizando EM na deteccao e
elucidacéo estrutural de metabdlitos secundarios (CHARROUF et al., 2007; YE et al.,

2007), inclusive de compostos polifendlicos (SANNOMIYA et.al., 2005).
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I —OBJETIVOS

Devido a utilizagcdo popular de Operculina macrocarpa (L.) Urb. e
considerando que existem poucos estudos na literatura com esta espécie, 0s

objetivos deste trabalho foram:

e Caracterizar macro e microscopicamente a raiz de Operculina macrocarpa;

e Avaliar as caracteristicas fisicas, fisico-quimicas, quimicas e microbiologicas
da raiz de O. macrocarpa,;

e Otimizar as condi¢cdes do processo extrativo por diferentes técnicas de
extracao e solventes;

e Tracar o perfil cromatografico do extrato, do cha e da resina obtidos da raiz de
O. macrocarpa por CLAE-UV-DAD e por EM;

e Quantificar os acidos fendlicos no extrato e no cha da raiz de O. macrocarpa
por CLAE-UV-DAD,;

e Avaliar a atividade laxante, utilizando diferentes modelos experimentais, do
extrato, do cha e da resina obtidos da raiz de O. macrocarpa;

e Avaliar a atividade antioxidante do extrato, do chd e da resina da raiz de O.
macrocarpa;

e Avaliar a toxicidade aguda do extrato, do chd e da resina da raiz de O.

macrocarpa,
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IV - MATERIAL E METODOS

4.1. Material

4.1.1.

Equipamentos

Autoclave vertical PHOENIX®

Balanca analitica BEL MARK®

Camara de CO, SOLAB®

Contador de colénias PHOENIX®

Cromatdégrafo liquido de alta eficiéncia com detector de arranjo de foto diodos
(CLAE-HPLC-UV-DAD) modelo ProStar 210/330 VARIAN®
Espectrofotdmetro UV/VIS Cary 1E VARIAN®

Espectrdmetro de massas LCQ Deca (ESI-IT-MS") THERMO FINNIGAN®
Evaporador rotativo MA 120 —- MARCONI®

Estufa para esterilizacdo 400/ 5 SD NOVA ETICA®

Estufa agitadora para cultura MARCONI®

Estufa para cultura bacteriolégica 1.2 digital ECB ODONTOBRAS®
Liofilizador CHRISTH APPHA®

Microscépio 6ptico CH 20 OLYMPUS®

Micrétomo LEICA®

Moinho de bolas TECNAL®

Potencidmetro MICRONAL®

Tamisador vibratério PRODUTEST®
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4.1.2. Softwares

- Excel MICROSOFT®

- Minitab MINITAB INC®

- Star chromatography Worksation VARIAN®

- Xcalibur THERMO FINNIGAN®

4.1.2. Solventes, reagentes e solucdes

Material e métodos

Todos os solventes e reagentes, exceto quando especificado, possuiam grau de

pureza pré-andlise (p.a.), sendo SIGMA®, MERCK® ou SYNTHLAB®.

2,2 difenil-2-pieril-hidrazil (DPPH)
Acetonitrila grau HPLC

Acido cloridrico

Acido cloridrico diluido

Acido caféico

Acido clorogénico

Acido ferulico

Acido trifluoracético (TFA) grau HPLC
Agar bismuto-sulfito

Agar eosina azul de metileno (EMB) DIFCO®
Agar Mac Conkey

Agar Sabouraud ACUMEDIA®

Agar tioglicolato DIFCO®

Agar triplice acucar ferro (TSI) DIFCO®

Agar verde brilhante DIFCO®
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- Agar Vogel Johnson (VJ) DIFCO®

- Agar xilose-lisina-desoxicolato (XLD) DIFCO®
- Caldo lactosado DIFCO®

- Caldo selenito-cistina DIFCO®

- Caldo soja caseina DIFCO®

- Caldo tetrationato DIFCO®

- Carbonato de sédio

- Carvéo ativo

- Cloreto férrico

- Cloroférmio

- Etanol

- Eter etilico

- Goma arébica

- Kit Historesina LEICA ©

- kit reagente BAYER®

- Metanol

- Polivinilpirrolidona

- Reagente Fendlico de Folin-Ciocalteau 2N
- Sulfato de sédio anidro

- Tampaéo fosfato pH 7,2
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4.2. Métodos

4.2.1. Preparo do material vegetal

As raizes de O. macrocarpa foram coletadas no municipio de Ilhéus, Estado
da Bahia no més de marco de 2005. A identificacéo foi realizada pelo Prof. Dr. Luis
Vitor Silva Sacramento do Departamento de Principios Ativos Naturais e Toxicologia
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP — Araraquara.

As raizes foram previamente rasuradas e submetidas & secagem em estufa de
ar circulante, a temperatura de 45 °C até peso constante, e moidas em moinho de

bolas para reduzir o tamanho das particulas.

4.2.2. Caracterizagdo macroscopica

A droga vegetal e o p6 da droga foram dispostos em placa de Petri e

analisados macroscopicamente.

4.2.3. Caracterizagdo microscopica

Para andlise microscopica da espécie foram preparadas laminas permanentes
através da inclusdo do material em historresina.

As raizes foram mantidas em glicerina e agua 1:1 (V/V) durante 7 dias e,
foram seccionadas em fragmentos de aproximadamente 0,5 cm de largura e 1,0 cm

de altura, que foram submetidos a desidratacdo conforme a sequéncia:
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- Etanol 50° GL 2h
- Etanol 70 °GL 2h
- Etanol 96 °GL 2h
- Etanol absoluto 2h

Em seguida, o material foi mantido por 2 h em uma mistura de etanol
absoluto/resina liquida (1:1) para pré-infiltracdo. Para infiltracdo o material foi mantido
em uma mistura com 0,01 g de p6 ativador e 1 mL de resina liquida por 24 h.

Para polimerizacdo foi preparada uma mistura com 15 mL da solugdo de
infiltracdo e 1 mL de Hardner (agente endurecedor), que foi colocada nos moldes de
polietileno e os fragmentos dispostos conforme orientacdo desejada. A placa de
moldes foi levada a estufa a 40 °C até o endurecimento do material. Retirou-se o
material dos moldes para montagem em blocos de madeira.

Os cortes anatdmicos foram obtidos em micr6tomo na espessura de 8 um e
transferidos para laminas de vidro, as quais permaneceram a temperatura ambiente

até secagem. A coloracao foi realizada utilizando-se azul de toluidina.
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4.2.4. Controle de qualidade da droga vegetal

Foram realizados testes de controle de qualidade do material vegetal de

acordo com a Farmacopéia Brasileira (1926, 1959, 1988).

4.2.4.1 Controle fisico-quimico

4.2.4.1.1 Andlise granulométrica

Com o objetivo de padronizar a granulometria do p6 das raizes moido foi
submetido a passagem forcada por vibracdo, através de tamises com abertura de
malhas correspondentes e o coletor, 0,125; 0,177; 0,420; 0,840; 2,00 mm, utilizando
tamisador vibratério, na escala dez do aparelho, durante trinta minutos. Apds este
processo, as fracdes foram retiradas dos tamises e do coletor e quantificadas quanto

as suas proporcoes.

4.2.4.1.2 Determinacdo da densidade aparente (MARTINS; SACRAMENTO, 2004).

Para determinar a densidade aparente do p6, foram amostrados 50 g do pé,
0s quais foram distribuidos em encapsulador contendo 25 cépsulas de tamanho 00.
Em seguida, o peso foi determinado e a densidade calculada pela relacéo
massa/volume do pd. Este procedimento foi repetido trés vezes com trés amostras

distintas.

4.2.4.1.3 Perda por dessecacao

Amostras de 1 g da droga vegetal moida, exatamente pesada, foram

submetidas ao aquecimento a 110 °C durante 5 horas. Em seguida a amostra foi
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pesada e o valor foi expresso em porcentagem através da média de trés

determinacdes.

4.2.4.1.4 Determinacao do pH

Foi preparado um decocto a 1% com a droga vegetal moida, a solugéo
extrativa foi filtrada e apés resfriamento foi feita leitura do pH em potencibmetro
previamente calibrado. O resultado foi expresso atravées da média de trés

determinacdes.

4.2.4.1.5 Determinagéo do teor de cinzas totais

Foi calcinado previamente o cadinho de porcelana em mufla a 450 °C por 30
min. O mesmo foi resfriado em dessecador (30 min) e seu peso foi determinado em
balanca analitica. Foram pesados exatamente 3,0 g do material vegetal triturado, os
quais foram incinerados e, posteriormente, submetidos a calcinacdo em mufla a
temperatura de 450 °C por 2 h. Foi deixado em dessecador para arrefecimento
durante 2 h e pesagem posterior. Foi repetida a técnica até peso constante. O
resultado foi expresso em porcentagem em peso de cinza na droga (%, p/p) e

representando a média de trés determinacoes.

4.2.4.1.6 Determinacao do teor de cinzas insolluveis em acido

Os residuos obtidos na determinacdo de cinzas totais foram aquecidos a
ebulicdo durante 5 minutos com 25mL de acido cloridrico 7% (p/V) em cadinhos
cobertos com vidro de relégio. Em seguida, o vidro de reldgio foi lavado com 5 mL de
agua quente e essa agua transferida para o cadinho. O residuo insoluvel em acido foi

recolhido em papel de filtro isento de cinzas, e lavado com agua quente até que o
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filtrado se mostrasse neutro. O papel de filtro contendo o residuo foi transferido para

o cadinho original, o mesmo foi seco em chapa quente e incinerado a 500 °C até
peso constante. Foi, entdo, calculada a porcentagem de cinzas insolUveis em acido

em relacdo a droga. A analise foi realizada em triplicata.

4.2.4.1.7 Prova de identificacao

Cerca de 0,1 g da droga em po foi transferida para um tubo de ensaio e
acrescentada de 10 mL de agua destilada. O tubo foi agitado energicamente 20

vezes, deixado em repouso por 15 minutos e foi observada a formacdo de espuma.

4.2.4.1.8 Determinacao do teor de extrativos

Cerca de 1 g da droga vegetal moida, exatamente pesado, foi submetido a
decocgcdo com 100 mL de agua, durante 10 min. ApGs resfriamento, o volume foi
completado para 100 mL em baldo volumétrico. A solucéao foi filtrada em papel de
filtro, e os primeiros 20 mL foram desprezados. Do restante do filtrado, foi pesada
uma aliquota equivalente a 20 g, em pesa-filtro previamente tarado, e foi evaporado
até secura em banho-maria, sob agitacdo constante. O residuo foi colocado em
estufa, a 105 °C durante 3 horas, e em seguida resfriado em dessecador e pesado. O
teor de extrativos foi calculado em massa percentual pela média de trés

determinacoes.
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4.2.4.2 Controle microbiolégico

4.2.4.2.1. Contagem total de microrganismos

Foram transferidos, assepticamente, 10 g da droga vegetal para 90 mL de
solucdo tampédo fosfato pH 7,2, para a contagem dos microrganismos totais. A
amostra 1:10 foi submetida a agitacdo durante 10 min. Apés a homogeneizacao, foi
pipetado 1 mL da amostra 1:10 e adicionados 20,0 mL agar tioglicolato para
bactérias e agar Sabouraud para leveduras, a 47 °C em placa de Petri, seguindo a
técnica “pour plate” que foram colocadas em estufa a 35 °C por 24 h e 25 °C por 7
dias, para a pesquisa de bactérias e fungos, respectivamente. Apos este periodo, foi
realizada a contagem do numero de coldénias com o auxilio de contador de colbnias,

calculando o niumero de unidades formadoras de colénia (UFC/mL).

4.2.4.2.2 Pesquisa de Salmonella sp e Escherichia coli

Foram transferidos, assepticamente, 10 g da droga vegetal para 90 mL de
caldo lactosado, para pesquisa de Salmonella sp e E. coli, incubados a 35 °C durante
24 a 48 h. Apés este periodo, 1 mL do caldo lactosado foi transferido para dois tubos
contendo caldo tetrationato ou caldo selenito cistina, que foram incubados a 35 °C
por 24 h. Apés este periodo, a amostra foi semeada do caldo tetrationato para tubo
contendo agar verde brilhante e placas de Petri contendo agar xilose-lisina-
desoxicolato (XLD) e agar bismuto sulfito. Foi realizado da mesma forma com a
amostra inoculada no caldo selenito cistina, transferindo para os trés meios, 0s quais
foram incubados a 35 °C por 24 h. O crescimento e as caracteristicas das col6nias
foram observados. As colbnias suspeitas foram semeadas com alca reta em tubo

contendo &gar triplice agucar-ferro (TSI) e incubado a 35 °C por 24 h. A confirmagéo
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da Salmonella sp foi feita pelo método de Gram. Na pesquisa de E. coli, 1,0 mL do

caldo lactosado foi transferido para placa contendo agar Mac Conkey e incubado a
35 °C por 24 h. As coldnias suspeitas foram semeadas em agar eosina azul de
metileno (EMB) e incubadas a 35 °C por 24 h. A confirmagéo da E. coli foi realizada

através de método de Gram.

4.2.4.2.3 Pesquisa de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa

Foram transferidos, assepticamente, 10 g da droga vegetal para 90 mL de
caldo soja-caseina, para a pesquisa de S. aureus e P. aeruginosa e incubados a 35
°C por 24 a 48 h. Apé6s este periodo, foi semeado em agar Vogel Johnson, para a
pesquisa de S. aureus e agar cetrimida, para a pesquisa de P. aeruginosa a 35 °C
por 24 h. As caracteristicas das colbnias foram observadas e a confirmagéo foi

realizada através de método de coloracdo de Gram.
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4.3. Otimizagao do processo extrativo

Foi realizado um planejamento experimental completo com 2 fatores, sendo
um dos fatores o método em 4 niveis (maceracdo 3 dias, maceracdo 5 dias,
percolacdo e decoccgéo) e o outro fator o solvente em 3 niveis (agua, etanol 50 °GL e
etanol 70 °GL) totalizando 12 experimentos, os quais foram realizados em duplicata.

Utilizou-se o software MINITAB para o processo de aleatorizagcdo dos
experimentos executados e posterior processamento realizando analise de variancia
(ANOVA).

Para otimizacdo do processo extrativo foram preparados extratos pelos
processos de maceracdo 3 dias, maceracao 5 dias, decoccao e percolacdo a 10 %
(p/V) utilizando diferentes propor¢cdes do liquido extrator (agua, etanol 50 °GL e
etanol 96 °GL).

Os extratos foram preparados de acordo com a ordem de execuc¢éao fornecida
pelo planejamento experimental e analisados de acordo com os itens 4.3.1.2 e

4.3.1.3.

4.3.1.2. Determinacdao do teor de residuo seco

Uma amostra de 20 g da solucdo extrativa foi exatamente pesada em pesa-
filtro previamente tarado e evaporada até secagem em banho-maria, sob agitacao
constante. O pesa-filtro foi colocado em estufa por 3 horas a 105 °C, resfriado em
dessecador e pesado. O resultado foi expresso em relacdo a 100 g do extrato, pela

meédia de trés determinacdes.

Daniele Carvalho Michelin 68




Material e métodos
4.3.1.3. Determinacdo do teor de fendlicos totais (GLASL, 1983)

Uma amostra equivalente a 0,750 g de droga vegetal, exatamente pesada, foi
transferida para erlenmeyer com 150 mL de agua, e mantidos durante 30 min em
banho-maria a temperatura de 80-90 °C. Apds, o erlenmeyer foi resfriado em agua
corrente, sendo seu conteudo transferido, para baldo volumétrico de 250 mL, sendo
lavado e completando-se o volume com &gua. Filtrou-se 80 mL do extrato,
desprezando os primeiros 50 mL. O filtrado foi denominado solucdo-méae (SM).

Para a determinacao de fendlicos totais (PT), 5 mL da SM foram diluidos com
agua em baldo volumétrico de 25 mL. Dois mililitros dessa solugéo foram transferidos
e adicionados de 1 mL de solucdo de acido fosfotingstico R (Reagente fendlico de
Folin-Ciocalteau 2/N) e 10 mL de &gua para baldo volumétrico de 25 mL, sendo
completado o volume com solucéo de carbonato de sédio a 14,06%. Apods a adicao
da dltima solucdo foram esperados 30 min e foi medida a absorvancia a 691 nm,

sendo empregada agua como branco.
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4.3.1.4. Obtencéo do extrato

Foram utilizados 200 g do pé da raiz de O. macrocarpa, que foram
previamente umedecidos com EtOH 70 °GL e deixados em repouso durante 2 h. Em
seguida, o po foi acomodado no percolador e submetido a extracdo com EtOH 70
°GL. Foram obtidos 2 L de percolado, o qual foi concentrado em evaporador rotatorio
e, posteriormente, congelado e liofilizado. ApGs este processo foram obtidos 36 g de

extrato etandlico (EEtOH) seco.

4.3.1.5. Obtencédo do cha

Foram utilizados 200 g da raiz seca e triturada, os quais foram transferidos
para um béquer de vidro, onde foi adicionado 2 L de agua e levados a ebulicdo
durante 10 min. Apoés resfriamento e filtracéo foi obtido 1,5 L de decocto. Em seguida

este foi congelado e liofilizado, obtendo-se assim 46,2 g de cha liofilizado (Tabela 9).

4.3.1.6. Obtencéo daresina

A resina foi obtida a partir do EEtOH, o qual foi preparado por percolagdo com
EtOH 70 °GL, e posteriormente concentrado em evaporador rotatorio. Apds a
eliminacdo do EtOH houve a precipitacdo da resina por decantacdo. Em seguida a
resina foi mantida em estufa a 40 °C para secagem.

O EEtOH do qual foi precipitada a resina foi posteriormente rotaevaporado e
liofilizado, sendo denominado extrato sem a resina, o qual também foi avaliado

quimica e farmacologicamente.
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4.3.1.6.1. Obtencédo da disperséo solida contendo a resina

Considerando a insolubilidade em agua da resina, preparou-se uma dispersao
sélida com a mesma para administracdo oral em camundongos no teste de
motilidade intestinal.

A dispersdo solida foi preparada solubilizando-se a resina em solucao
etandlica de polivinilpirrolidona. O etanol foi evaporado em rotaevaporador a 50 °C.

A dispersao sélida foi obtida na concentracao final de 12,5 mg/mL de resina.
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4.4. Perfil cromatogréafico (CLAE — UV — DAD)

A analise do perfil quimico do extrato de O. macrocarpa foi realizada em
cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia com detector de arranjo de foto diodos (CLAE-
CLAE-UV-DAD) da marca Varian® modelo ProStar 210/330 com coluna analitica de
fase reversa Cig [Luna (2), Phenomenex®] de 250 x 4,6 mm x 5 pm e poro com
diametro interno de 100 A, e uma coluna de guarda (Phenomenex®) de 4 x 3 mm x 5
um. Amostras e padrdes foram injetados através de um injetor Rheodyne® 7125 com
loop de 20 pL.

A avaliagdo por CLAE do EEtOH O. macrocarpa foi realizada através da
identificacdo de alguns dos seus metabdlitos, com auxilio dos dados
espectroscopicos de UV, por comparacao do tempo de retencdo e, principalmente,
por co-injecdo de padrbes comerciais ou por agueles isolados de fontes vegetais.

As condi¢des cromatograficas utilizadas estéo descritas na tabela 3.

Tabela 3. Sistema eluente usado na separacdo dos metabdlitos presentes no EEtOH

de O. macrocarpa. Fluxo de 1,0 mL/min.

Solvente A Solvente B Gradiente
Tempo (min) %B
H»O + 0,05% TFA ACN + 0,05% TFA 0-20 28-40
20-21 40-70
21-31 70-100
31-40 100
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4.5. Determinagdo quantitativa de acidos fendlicos presentes em

Operculina macrocarpa por CLAE-UV-DAD

O método proposto foi aplicado para a quantificagdo de acidos fendlicos
presentes no EEtOH 70%, EEtOH sem resina e Cha das raizes de O. macrocarpa
usando o mesmo procedimento adotado na construcdo do perfil cromatografico
descrito no item 4.4.

Essa metodologia tem como objetivo fornecer informacfes que possam levar
ao entendimento de uma provavel relacdo entre a quantidade de acidos fendlicos

presentes com as atividades farmacologicas apresentadas pelos extratos ou cha.

4.6. Espectrometria de massas

Foi realizada a injecdo direta do EEtOH, do cha e da resina de O.

macrocarpa, no modo negativo visando caracterizar os metabdlitos secundarios

presentes nessas amostras através da comparacdo com padrdes auténticos.
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4.7. Avaliacao da atividade laxante

Nos ensaios de transito intestinal foram utilizados o EEtOH e o cha de O.
macrocarpa, e os acidos caféico, clorogénico e ferdlico.
O EEtOH e o cha foram ressuspensos em agua destilada a 30 mg/mL, e os

acidos a 1 mg/mL em agua destilada.

4.7.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus), machos, com 30 dias
de idade, pesando entre 22 e 30 g, 0os quais foram adaptados ao biotério
experimental por 5 dias antes do inicio dos ensaios bioldgicos. Os animais, mantidos
em livre acesso a alimentacdo e a &gua, foram mantidos em ambiente com
temperatura de 20 + 1 °C, umidade monitorada e fotoperiodo de 12 h claro/escuro.
No dia do experimento, os animais foram mantidos em jejum por 3 h e recebendo
agua ad libitum.

Os animais utilizados sdo procedentes do Centro de Bioterismo da
Universidade Estadual Paulista, Campus de Botucatu.

Os procedimentos foram aprovados previamente pelo Comité de Etica em

Pesquisa desta faculdade através do Parecer n°25/2006.

4.7.1.1. Transito intestinal com carvao ativo

Os animais foram aleatoriamente separados em grupos de 10 animais cada e

receberam o tratamento por via oral através de canula de gavage.
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ApoOs 45 min, os animais receberam a suspensdo de carvao ativo 10% em

solucdo de goma arabica 5%, 0,5 mL/animal, também através de canula de gavage.

Apos 45 min, os camundongos foram sacrificados em camara de CO, e foi
realizada a extirpacdo imediata do intestino desde o piloro até o inicio do ceco.
Assim, foi feita a medida do comprimento total do intestino delgado e da distancia
percorrida pela suspensao de carvao ativo. O resultado foi expresso em porcentagem
do comprimento total do intestino delgado. Os intestinos foram pesados
individualmente em balanca analitica.

A atividade sobre o transito intestinal foi determinada segundo JANSSEN &

JAGENEAU (1957) e WONG & WAI (1981).

4.7.1.1.2. Anélise estatistica

Os resultados experimentais foram expressos em média + desvio padrdo. A

andlise estatistica foi realizada pelo teste-t de Student (P < 0,05) (DE MUTH, 1999).

4.5.1.2. Transito intestinal com carvéao ativo modificado (MARONA & LUCCHESI,

2004).

Os animais foram aleatoriamente separados em grupos de 10 animais cada e
receberam o tratamento por via oral através de canula de gavage.

Apés 90 min, os animais receberam a suspensdo de carvao ativo 10% em
solucédo de goma arabica 5%, 0,3 mL/animal, também através de canula de gavage.

Apo6s 60 min, os animais voltaram a ter acesso a agua e racao.

Os camundongos foram observados durante 4 h de 5 em 5 min, e foi medido o

tempo em as primeiras fezes com carvao ativo foram eliminadas.
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4.7.1.2.1. Anélise estatistica

Os resultados experimentais foram expressos em média + desvio padrédo. A

analise estatistica foi realizada pelo teste-t de Student (P < 0,05) (DE MUTH, 1999).

4.7.1.3. Transito intestinal em gaiola metabdlica

Os animais foram aleatoriamente separados em grupos de 10 animais cada e

receberam o tratamento por via oral através de canula de gavage.

Os animais foram entdo colocados em uma gaiola metabdlica, e apds 4 h as

fezes foram pesadas e comparadas com o grupo controle.

4.7.1.3.1. Analise estatistica

Os resultados experimentais foram expressos em média + desvio padrédo. A

analise estatistica foi realizada pelo teste-t de Student (P < 0,05) (DE MUTH, 1999).
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4.8. Avaliacéo Toxicolbgica

4.8.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus), machos e fémeas, com
60 dias de idade, pesando entre 45 e 60 g, os quais foram adaptados ao biotério
experimental por 5 dias antes do inicio dos ensaios bioldgicos. Os animais, mantidos
em livre acesso a alimentacdo e a agua, foram mantidos em ambiente com
temperatura de 20 + 1 °C, umidade monitorada e fotoperiodo de 12 horas

claro/escuro. No dia do experimento, os animais foram mantidos em jejum por 3

horas e recebendo agua ad libitum.

4.8.2. Toxicidade aguda — dose Unica

Foi avaliada a toxicidade aguda — dose Unica do cha de O. macrocarpa. O

EEtOH ja foi avaliado anteriormente (MICHELIN, 2004).

Os animais foram divididos em grupos de dez animais, cinco machos e cinco
fémeas cada. O grupo controle recebeu solucdo fisioldgica e 0s outros grupos
receberam diferentes doses do extrato. Apds a administragdo, os animais foram
observados 0,5; 1; 2; 4; 12 e 24 h em relagéo a alteracdo de pélos, pele e mucosas,
sistemas respiratorio e circulatorio, sistemas nervosos central e periférico, atividade
somatomotriz, comportamento e especial atencdo a sintomas, tais como: tremores,
convulsdes, salivacédo, diarréia, letargia e coma (BRITO, 1996).

Os animais foram pesados no inicio e ao fim do experimento.
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No 14° dia os animais de cada grupo foram sacrificados por decaptacdo, em

seguida foi coletado 1 mL de sangue de cada animal para dosagem das
transaminases séricas (AST e ALT) realizada no Laboratério de Bioquimica Clinica
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, pelo Prof. Dr. Iguatemy Lourenco Brunetti.

Foi realizada ainda a pesagem individual dos 6rgédos dos animais, tais como

coracdo, pulméao, figado e rins.

4.8.3. Toxicidade aguda — doses repetidas

Foram avaliados o cha e o EEtOH de O. macrocarpa.

Os animais foram divididos em grupos de dez animais, cinco machos e cinco
fémeas cada. O grupo controle recebeu solucdo fisiol6gica e 0s outros grupos
receberam diferentes doses do extrato.

Os animais receberam os extratos em dias alternados durante 14 dias e foram
observados diariamente até 14 dias apos o fim do experimento em relacdo aos
mesmo parametros observados para a toxicidade aguda — dose Unica (BRITO, 1996).

Os animais foram pesados no inicio e ao fim do experimento.

No 14° dia apds o final da administracdo dos extratos os animais de cada
grupo foram sacrificados por decaptagédo, em seguida foi coletado 1 mL de sangue
de cada animal para dosagem das transaminases séricas (AST e ALT) realizada no
Laboratdrio de Bioquimica Clinica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, pelo
Prof. Dr. lguatemy Lourenco Brunetti.

Foi realizada ainda a pesagem individual dos 6rgédos dos animais, tais como

coracao, pulméo, figado e rins.
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4.8.3.1. Determinacédo das transaminases séricas (AST e ALT)

Aspartato aminotransferase (AST) foi determinada de acordo com método
cinético descrito por BERGMEYER e colaboradores (1977), utilizando kit reagente
BAYER®.

Alanina aminotransferase (ALT) foi determinada por método cinético descrito
por WROBLENSKI & LADUE (1956) e RECOMMENDATION (1972), utilizando kit

reagente BAYER®.

4.8.3.2. Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada pelo teste-t de Student (P < 0,05) (DE MUTH,

1999).
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4.7. Avaliacédo da Atividade Antioxidante

Para avaliacado da atividade antioxidante foi realizado o ensaio com 2,2 di-
fenil-2-picril-hidrazil (DPPH). O DPPH é um radical livre estavel com falta de um
elétron em sua estrutura, sendo usado para testar o potencial de doacéo de elétrons
de outros compostos, como os compostos fendlicos. Uma substancia ao doar um
elétron para o DPPH, faz com que este mude sua cor, permitindo o monitoramento
da reacéo pelo espectrofotometro (GAO et al., 1999).

O espectrofotdmetro foi calibrado com metanol (MeOH), na faixa de
absorvancia de 517 nm. As amostras de Operculina macrocarpa foram diluidas em
MeOH e adicionadas em concentracdes finais diferentes (5, 10, 20, 40, 80 e 160
pug/mL), a solugédo de DPPH (4 mg de DPPH em 100 mL de MeOH), completando um
volume final de 3 mL. Apds este procedimento, as amostras foram incubadas a
temperatura ambiente, protegidas da luz por 30 minutos, e depois foi feita a leitura a
517 nm. A leitura do branco (Ao) foi feita com 2 mL de solugéo de DPPH adicionada

em 1 mL de MeOH. Os calculos foram feitos pela formula descrita abaixo:

% Ao = (Ag—A) x 100
Ao

Em que:
% A, = variacdo da absorvancia
A, = absorvancia do DPPH em metanol

A = absorvancia da amostra apos 30 min de reacao
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Foi utilizado padrdo de acido caféico, o qual foi submetido ao mesmo
procedimento experimental. Os valores medidos das absorbancias foram plotados
em um grafico de variacédo da absorbancia (% A) versus concentracdo da amostra.

A figura 7 mostra um esquema do método utilizado para determinagcéo da

atividade antioxidante.

o

Extratos

DPPH 0,004%
- (2,0 mL)
(1.0 mL)

30 minutos

Leitura em
517 nm
y

Figura 7. Esquema do método usado na determinacéo da atividade antioxidante

utilizando o reagente de DPPH.
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V — RESULTADOS E DISCUSSAO

O emprego de plantas medicinais na medicina tradicional existe ha centenas
de anos, e o grande problema € que 0s vegetais sao utilizados indiscriminadamente
pela populagcdo e, muitas vezes, essas plantas ndo tém acdo comprovada e podem
também apresentar riscos de toxicidade.

A maioria das pessoas ndo tem conhecimento de que plantas também podem
causar danos a saude. Por exemplo, a Digitalis purpurea L., que contém glicosideos
cardiotbnicos e é utilizada para tratamento de insuficiéncia cardiaca, possui dose
terapéutica muito proxima da dose toxica. Uma dose um pouco mais elevada que a
terapéutica pode causar intoxicacdo e provocar até a morte por parada cardiaca
(GALINA, 2003).

Muitos estudos vém sendo realizados no sentido de garantir a eficacia e a
seguranca dos fitoterapicos. Uma grande dificuldade na identificacdo das plantas
medicinais € o uso do nome popular ao invés do nome cientifico, pois uma mesma
espécie pode apresentar diferentes nomes populares e dificultar sua identificacao.

No caso da espécie em estudo, Operculina macrocarpa é popularmente
conhecida como batata-de-purga ou jalapa, mas outra espécie, O. alata, também é
conhecida com 0s mesmos nomes populares. A jalapa também pode se referir a
Ipomoea purga. Dessa forma, o presente trabalho possui como um dos seus
objetivos o controle de qualidade da droga vegetal em estudo, a raiz de O.
macrocarpa.

Apés a identificacdo, etapa importante no controle de qualidade de um
fitoterapico, o material vegetal foi submetido & secagem em estufa com ar circulante
a temperatura de 45 °C até estabilizacdo. A secagem do material vegetal tem por

finalidade a conservacdo da droga vegetal, uma vez que a retirada de agua impede
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possiveis reacfes de hidrolise e o crescimento de microrganismos (SIMOES et al.,

2003).

5.1. Caracterizagdo macroscopica

Com a observacdo macroscopica é possivel analisar a droga vegetal, verificar
as condi¢cOes gerais do produto, detectando-se a presenca de materiais estranhos,
de outras partes do mesmo vegetal ou até mesmo de outras espécies. A andlise
macroscoépica permite ainda verificar indicios de contaminagdo e de deterioragéo,
como o desenvolvimento de bolores ou perfuragdes no material. (GIL, 2007).

Na analise macroscopica foi observado que as tuberas apresentam-se
cortadas em rodelas transversais, a cor nas superficies da seccdo aparece branco-
acinzentada, e para dentro do suber observam-se 3 a 8 circulos estreitos e escuros
como apresentado na figura 8. Os resultados obtidos estdo de acordo com as
especificacdes da monografia de O. macrocarpa, o que indica a identidade da droga.

Na analise macroscopica, o p6 da batata-de-purga apresenta-se fino e de cor

castanho-clara como mostrado na figura 9.

9cm 9cm
Figura 8. Aspecto macroscopico Figura 9. Aspecto macroscopico
de O. macrocarpa do p6 de O. macrocarpa
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5.2. Caracterizagdo microscopica

A analise microscopica baseia-se na verificagdo da existéncia de
determinados tipos celulares e na sequéncia de tecidos encontrados em um
determinado 6rgao, estando descritos em farmacopéias ou literaturas especializadas
(GIL, 2007).

Na andlise microscopica realizada nos cortes realizados com O. macrocarpa
foram encontradas esclereides (Figura 10A, 10B e 10F), indmeras unidades de graos
de amido simples e compostos (Figura 10C, 10D e 10E), em geral, agrupados em
duas ou trés e até doze unidades, além de grdos gémeos, com fendas em forma de
til, as quais sdo caracteristicas. Foram encontradas também drusas de oxalato de
céalcio (Figura 10B, 10C e 10G) e fileiras de células parenquimaticas, sendo uma
delas com parede celular espessada com conteudo fendlico. Sugere-se que esta
célula seja um idioblasto resinoso (Figura 10I).

As estruturas encontradas nas secc¢des anatdémicas conferem com descricao
microscopica da monografia (Farmacopéia Brasileira, 1959), mostrando a
autenticidade da amostra estudada.

Relacionando os caracteres macroscopicos com 0S microscopicos pode-se
dizer que o0s anéis estreitos e escuros dizem respeito as porcdes contendo as
esclereides, drusas e as células resinosas, nas imediacbes dos anéis
esbranquicados, os quais se referem ao parénquima de reserva de amido (Figura

10D e 10H).
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5.3. Controle de qualidade da droga vegetal

A moagem possibilitou reduzir mecanicamente o material vegetal a fragmentos
de pequenas dimensodes, preparando-o para a proxima etapa, a extracdo. Particulas
com pequenas dimensdes aumentam a area de contato entre o material solido e o
liquido extrator, tornando, desta forma, mais eficiente a extracdo (SIMOES et al.,
2003).

Para a raiz de O. macrocarpa foi utilizada a moagem em moinho de facas.

A avaliacdo granulométrica do material moido é um parametro imprescindivel
a ser estabelecido, pois representa uma influéncia direta sobre a eficiéncia no
processo extrativo. Os resultados da avaliacdo da granulometria encontram-se na

Tabela 4.

Tabela 4. Analise granulométrica do p6 da raiz de O. macrocarpa

Tamanho da malha Amostra

(mm) 1 2 3

2 0,97 0,54 1,25
0,840 9,55 9,99 8,56
0,420 8,79 9,65 9,08
0,177 5,19 5,82 5,45
0,125 9,15 9,21 8,50
Coletor 16,60 15,41 18,24
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Apoés analise dos dados apresentados na Tabela 3 foi possivel detectar um
diametro médio das particulas de 0,169 mm.

Vérios ensaios foram realizados com o objetivo de controlar a qualidade da
droga vegetal. As andlises fisico-quimicas envolveram a determinacdo da perda por
dessecacdo, determinacdo do pH, determinacdo do teor de cinzas totais,
determinacdo do teor de cinzas insolliveis em acido, e determinacdo do teor de
extrativos. Com relacdo a analise quimica, realizou-se uma prova de identificacédo
encontrada na monografia da droga (Farmacopéia Brasileira, 1959).

Os resultados do controle de qualidade fisico-quimico da droga vegetal sédo
apresentados na Tabela 5 e estdo de acordo com as especificagcdes encontradas na
Farmacopéia Brasileira e demonstram que a droga vegetal est4 aprovada para 0 uso

na preparacao dos extratos.

Tabela 5. Resultados obtidos nas analises de controle de qualidade da droga

vegetal.

Anélise Resultado
Diametro médio das particulas 0,169 mm
Densidade aparente 0,28 g/mL
Perda por dessecacao 8,09%
Determinacéo do pH 5,7
Determinacéo do teor de cinzas totais 7,82%
Determinacdo do teor de cinzas insollveis em 0,98%
acido
Determinacéo do teor de extrativos 1,07%
Prova de identificacao Positivo
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A determinacdo da perda por dessecacdo do po da raiz de O. macrocarpa
apresentou um valor de 8,09% quando ocorreu estabilizagdo do processo. Esse
resultado encontrado estd de acordo com as especificagdes, uma vez que a F. Bras.
(2000) preconiza um valor na faixa de 8 — 14 % para drogas vegetais.

Este tipo de analise é importante uma vez que pode oferecer informacdes
importantes com referéncia ao armazenamento da droga vegetal. A agua residual
encontrada na droga vegetal seca esta diretamente relacionada com o seu correto
armazenamento, que pode acarretar na perda do material por contaminagao
microbiana ou degradacéo dos constituintes quimicos (MIGLIATO, 2005).

O valor de pH do extrato da droga vegetal foi 5,7 utilizando agua com pH de
6,25, 0 que sugere a presenca de substancias acidas no farmacégeno estudado.

Quanto a determinacdo do teor de cinzas totais e cinzas insoluveis em acido,
os teores encontrados foram de 7,82 e 0,98 %, respectivamente. A droga vegetal foi
aprovada também quanto a esse parametro avaliado, uma vez que o preconizado na
monografia da droga (Farmacopéia Brasileira, 1959) é de, no maximo, 14% para
cinzas totais e no maximo 3% para cinzas insollveis em acido.

A determinacdo do teor de cinzas totais € muito importante para o controle de
qualidade uma vez que o objetivo do mesmo é verificar a presenca de impurezas
inorganicas nado-volateis que podem estar contaminando a droga vegetal
(Farmacopéia Brasileira, 2000; SIMOES et al., 2003).

A determinacdo do teor de cinzas insollveis em acido € preconizada para
raizes uma vez que essas podem conter contaminantes como residuos de terra e
areia, que sdo detectados nesse ensaio (SIMOES et al., 2003).

Com o objetivo de avaliar a quantidade de substancias extraiveis, denominado
de teor de extrativos, e de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (WHO,

1998), empregou-se a decocgdo em agua. O rendimento encontrado foi de 1,07%.
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No entanto, é importante levar em consideracdo a substancia que se deseja extrair.
No caso de compostos fendlicos, estes podem ser extraidos a partir de um extrato
etandlico do material fresco ou seco (SIMOES et al., 2003).

Quando se considera a extragdo cujo solvente € somente a agua, a
estabilidade do extrato torna-se ainda mais comprometida, uma vez que o risco de
contaminacao microbiolégica aumenta significativamente (MIGLIATO, 2005).

Plantas medicinais produzem diferentes substancias quimicas e o fazem em
diferentes proporcdes, dependendo do habitat, do regime de chuvas, da insolagéo,
do solo, enfim, das caracteristicas climaticas-edéficas. Entretanto, algumas
substancias quimicas sao bastantes caracteristicas para um determinado vegetal, e
desta forma podem servir como parametro para sua caracterizacao e identificacao.

Na monografia da espécie em estudo € preconizada uma prova de
identificacdo para o grupo das saponinas, esta foi realizada e o resultado foi positivo.
Porém, em estudos anteriores foi observada a presenca de acidos fendlicos na
espécie. Assim sendo, foi realizada a determinacdo do teor de fendlicos totais de
acordo com GLASL (1983).

Considerando os diversos aspectos impostos para a garantia da qualidade do
material boténico, que englobam ndo somente os aspectos fisico-quimicos, mas
também o microbioldgico, e considerando-se ainda, o fato dos materiais vegetais
conterem um grande numero de fungos e bactérias, pertencentes a sua microflora
natural ou mesmo introduzidas durante a manipulacdo, contaminagéo esta que pode
ser intensificada com o tempo e ndo somente comprometer o material em si, mas
também o usuario, realizou-se o controle microbioldégico do pé da raiz de O.
macrocarpa (SIMOES et al., 2003).

Os resultados do controle microbiolégico e os limites permitidos séao
apresentados na Tabela 6, e permitiram observar que ndo houve crescimento

microbiano de Salmonella sp., Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa,
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considerados microrganismos patogénicos nas amostras analisadas, porém ocorreu

crescimento de bactérias e fungos e de Escherichia coli, porém dentro dos limites
preconizados.

Na contagem do namero total de bactérias houve crescimento de 60 UFC/g e
para fungos ocorreu o crescimento de 50 UFC/g.

O controle microbiol6gico tem como funcdo determinar o ndmero total de
microrganismos presentes em preparacdes nao estéreis, cosméticos e drogas
vegetais, além de visar a identificacdo dos patogénicos, tais como Salmonella sp.,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, que nao devem
estar presentes (Farmacopéia Brasileira, 1988; SIMOES et al., 2003; WHO, 1998).

Esta analise visa assegurar o consumo de produtos de boa qualidade; ou seja,
isentos de microrganismos patogénicos ou potencialmente prejudiciais, permitindo
um namero limite de microrganismos aceitdveis, assegurando qualidade

microbiolégica da droga vegetal (MIGLIATO, 2005).

Tabela 6. Analise microbiolégica do p6 da raiz de O. macrocarpa

Microrganismos Resultados Recomendacdes*
Aerébios viaveis 60 UFClg <10’ UFClg
Fungos 50 UFC/g < 10* UFC/g
Enterobactérias / Bactérias Gram-negativas 20 UFC/g < 10° UFClg
Escherichia coli 10 UFClg < 10%UFClg
Salmonella sp. Ausente Auséncia
Staphylococcus aureus Ausente Auséncia
Pseudomonas aeruginosa Ausente Auséncia

* Fonte: FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2000; PINTO et al., 2003; SIMOES et al., 2003; GIL, 2007.
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Tais resultados permitem concluir que a droga vegetal esta de acordo com as

especificacbes encontradas na literatura, e, portanto, estda aprovada para a

preparacao dos extratos.

5.4. Otimizacao do processo extrativo

Pelo fato de ndo existir padronizacdo do melhor método de extracdo e o
melhor solvente para a espécie em estudo, a otimizacdo do processo extrativo foi
realizada. Assim sendo, foram preparados extratos por diferentes métodos e com a
utilizacéo de diferentes solventes. Para avaliacdo do melhor método extrativo foram
realizadas a determinacao do teor de residuo seco e a determinacdo do teor de
fendlicos totais.

Utilizou-se o software MINITAB para o processo de aleatorizacdo dos
experimentos executados e posterior processamento realizando analise de variancia
(ANOVA) e assim, foram obtidos os graficos dos efeitos principais envolvendo os
fatores considerados em relagédo a resposta obtida, que foram a determinacdo do
teor de residuo seco e a determinacao do teor de fendlicos totais, buscando assim a
indicacao das melhores condi¢des experimentais.

Foram preparados, em duplicata extratos a 10% de droga vegetal, por meio de
quatro procedimentos diferentes: (1) maceracao 3 dias; (2) maceracédo 5 dias; (3)
percolacdo; e (4) decoccao. Para cada procedimento foram testados os seguintes
solventes: (1) etanol a 70 °GL; (2) etanol a 96 °GL; e (3) 4gua. Como parametros de
avaliacdo foram utilizados o método de determinacdo do teor de residuo seco e a
determinacao do teor de fendlicos totais.

O solvente escolhido foi baseado na polaridade do grupo de substancias que
se procurou extrair. Buscando a extracdo de compostos fenodlicos foram utilizados

EtOH 70 e 96° GL e visando a extragdo de possiveis saponinas ou alcal6ides na
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forma de sal utilizou-se a agua, que é um dos liquidos extratores mais importantes
utilizados na extracdo de substancias hidrofilicas (SIMOES et al., 2003).

Para maceracao, foram utilizados recipientes de vidro ambar, hermeticamente
fechados, onde foram acondicionados a droga e o solvente, sendo o contetdo
agitado varias vezes ao dia, durante um periodo de 3 e 5 dias.

A maceragdo apresenta o inconveniente de ndo conduzir ao esgotamento da
matéria-prima vegetal, devido a possivel saturacdo do liquido extrator ou ao
estabelecimento do equilibrio difusional entre o meio extrator e o interior da célula. A
agitacdo objetiva contornar estes inconvenientes (SIMOES et al., 2003).

Para percolacéo, os inconvenientes referem-se ao empacotamento da droga
vegetal no percolador e ao didmetro das particulas da droga vegetal. O
empacotamento deve ser realizado de forma homogénea e ndo compacta. Com
relacdo ao tamanho das particulas do vegetal, propde-se que ndo seja inferior a 1
mm, uma vez que particulas menores que este tamanho podem produzir uma
compactacao excessiva, reduzindo a velocidade de fluxo (MIGLIATO, 2005).

Para extragdo por percolagdo, a droga foi previamente intumescida com o
liguido extrator, durante 2 h, fora do percolador. Em seguida, a droga foi empacotada
no percolador e iniciou-se o processo de lixiviagao.

O inconveniente da técnica de decocgdo encontra-se na alta temperatura
empregada, a qual pode degradar alguns tipos de compostos. Porém € uma técnica
muito empregada quando a droga vegetal se trata de material duro, como € o caso
da raiz de O. macrocarpa.

Para a extracdo por decoccédo as raizes foram acomodadas em um béquer de
vidro juntamente com o solvente e levados a ebulicdo durante 10 min quando o
solvente utilizado foi agua. Quando o solvente tratava-se de uma mistura

hidroetandlica foi utilizado um sistema de refluxo.
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5.4.1. Determinagao do residuo seco

Os resultados da determinacdo do teor de residuo seco sdo apresentados na
Tabela 7 e Figura 11.

Analisando separadamente os resultados pode-se observar que o0 maior
rendimento foi obtido pelo método 3 (percolacao) utilizando o solvente 1 (etanol 70

oGL).

Tabela 7. Determinacao do teor de residuo seco.

Método Solvente Residuo seco (%)
Percolacao H,O 2,0
EtOH 70 °GL 2,1
EtOH 96 °GL 1.1
Maceracédo 3 dias H,O 15
EtOH 70 °GL 1,8
EtOH 96 °GL 1,0
Maceracédo 5 dias H,0O 1,4
EtOH 70 °GL 1,7
EtOH 96 °GL 11
Decoccao H,O 0,5
EtOH 70 °GL 1,8
EtOH 96 °GL 1,0
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A Figura 11 ilustra a variagdo observada no teor de residuo seco de acordo
com os diferentes métodos e solventes utilizados. Pode-se observar que para o fator
método o nivel 3 (percolacdo) apresentou melhor resultado, ja os niveis 1
(maceracédo 3 dias) e 2 (maceragao 5 dias) apresentaram resultados semelhantes, e
o nivel 4 (decoccao) apresentou os piores resultados. Para o fator solvente, o nivel 1
(EtOH 70 °GL) apresentou melhor resultado seguido do nivel 3 (dgua) e o nivel 2

(EtOH 96 ° GL) apresentou piores condi¢cdes de extracao.
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Figura 11: Teor de residuo seco (%) de acordo com os diferentes métodos e
solventes utilizados. (Métodos: 1 — maceracdo 3 dias; 2 — maceracao 5 dias; 3 —

percolacdo; 4 — decoccgao. Solventes: 1 - EtOH 70 °GL; 2 - EtOH 96 °GL; 3 — agua).
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5.4.2 Determinacgao do teor de fendlicos totais

Os resultados da determinacdo do teor de fendlicos totais sdo apresentados
na Tabela 8 e Figura 12, os quais confirmam os resultados obtidos na determinacgao
do teor de residuo seco, mostrando que o melhor resultado foi obtido pelo método 3
(percolagao) utilizando o solvente 1 (etanol 70 °GL), o qual apresentou 1,758% de

fendlicos totais.

Tabela 8. Determinacao do teor de fendlicos totais

Método Solvente Fendlicos Totais (%)
Percolacao H,0O 1,006
Percolacao EtOH 70 °GL 1,758
Percolacao EtOH 96 °GL 0,900
Maceracédo 3 dias H,0 0,940
Maceracédo 3 dias EtOH 70 °GL 1,058
Maceracéao 3 dias EtOH 96 °GL 0,826
Maceracédo 5 dias H,0 1,071
Maceracédo 5 dias EtOH 70 °GL 1,232
Maceracédo 5 dias EtOH °GL 1,063
Decoccao H,O 0,551
Decoccao EtOH 70 °GL 1,303
Decoccao EtOH 96 °GL 1,104
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A Figura 12 ilustra a variacdo observada no teor de fendlicos totais de acordo
com os diferentes métodos e solventes utilizados. Pode-se observar que para o fator
método o nivel 3 (percolacdo) apresentou melhor resultado, seguido do nivel 2
(maceragéo 5 dias) e do nivel 1 (maceracao 3 dias). O nivel 4 (decoccao) apresentou
o menor teor de fendlicos totais para o solvente agua. Para o fator solvente, o nivel 1
(EtOH 70 °GL) apresentou melhor resultado seguido do nivel 2 (EtOH 96 °© GL) e o

nivel 3 (Agua) apresentou o menor teor de fendlicos totais.
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Figura 12. Teor de polifendis (%) totais de acordo com os diferentes métodos e
solventes utilizados. (Métodos: 1 — maceracdo 3 dias; 2 — maceracao 5 dias; 3 —

percolacdo; 4 — decoccgao. Solventes: 1 - EtOH 70 °GL; 2 - EtOH 96 °GL; 3 — agua).
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De acordo com determinacdo do teor de residuo seco e a determinacdo do

teor de fendlicos totais, foi possivel identificar o melhor processo extrativo
(percolacao) e o melhor solvente ou liquido extrator (EtOH 70 °GL) para a raiz de O.

macrocarpa.

5.3. Obtencao do extrato

Considerando os resultados obtidos na otimizacdo do processo extrativo 0
extrato foi preparado através de percolacdo, utilizando EtOH 70 °GL como liquido
extrator.

Foram utilizados 200 g do pé da raiz de O. macrocarpa, que foram
previamente umedecidos com o solvente e deixados em repouso durante 2 h. Em
seguida, o p6 foi acomodado no percolador e submetido a extracdo com EtOH 70
°GL. Foram obtidos 2 L de percolado, o qual foi concentrado em evaporador rotatério
e, posteriormente, congelado e liofilizado. ApGs este processo foram obtidos 36 g de

extrato hidroetandlico (EEtOH) seco (Tabela 8).

5.4. Obtencédo do ch&

Considerando a ampla utilizacdo popular da raiz de O. macrocarpa preparou-
se também um cha para ser avaliado e comparado com o EEtOH.

O ché foi preparado da mesma maneira que a populagédo que utiliza o prepara,
ou seja, pelo processo de decoccgao utilizando agua como solvente.

Foram utilizados 200 g da raiz seca e triturada, os quais foram transferidos
para um béquer de vidro, onde foi adicionado 2 L de agua e levados a ebulicao

durante 10 min. Apds resfriamento e filtragdo foi obtido 1,5 L de decocto. Em seguida
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este foi congelado e liofilizado, obtendo-se assim 46,2 g de cha liofilizado (Tabela 9).

5.5. Obtencao da resina

A resina foi obtida a partir do EEtOH, o qual foi preparado por percolagdo com
EEtOH 70 °GL, e posteriormente concentrado em evaporador rotatério. Apdés a
eliminacdo do EtOH houve a precipitagdo da resina. Em seguida a resina foi mantida

em estufa a 40 °C para secagem.

5.5.1. Obtencédo da disperséo sdélida contendo a resina

A dispersdo solida foi preparada solubilizando-se a resina em solucao
etandlica de polivinilpirrolidona. O etanol foi evaporado em rotaevaporador a 50 °C.
A dispersao sélida foi obtida na concentracédo de 12,5 mg/mL.

Dispersdes soélidas de farmacos pouco sollveis em agua com carreadores
soluveis farmacologicamente inertes podem ser usados como um meio de aumentar
o grau de dissolucdo de substancias pouco sollveis. Esta técnica tem o potencial de
melhorar significantemente a biodisponibilidade do farmaco quando a absor¢cédo é

limitada pela sua solubilidade.

Tabela 9. Rendimento do extrato e do cha preparados com O. macrocarpa.

Quantidade de Quantidade de Rendimento (%)

droga em po (g) extrato obtido (g)

EEtOH 200 36 18
Cha 200 46,2 23,1
Resina 200 10 5
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5.6. Perfil cromatogréafico (CLAE- UV — DAD)

O perfil cromatogréafico tracado por CLAE-UV-DAD é de grande utilidade no
estudo de extratos polares, pois com o perfil é possivel determinar a classe de
substancias presentes na espécie em estudo, e ainda identificar substancias
conhecidas através da comparacao do tempo de retencdo (Tr) e o espectro no UV
com padrdes auténticos.

Em estudo fitoquimico anterior foram isolados e identificados, da fracdo
acetato de etila do EEtOH O. macrocarpa, o acido caféico, um dimero do &cido
caféico e o 4cido protocatécuico (MICHELIN, 2004).

Assim sendo, surgiu o interesse na busca da classe dos compostos fendlicos,
especialmente nos acidos fendlicos, para tracar o perfil de espécie e posteriormente,
avaliar as possiveis atividades dessa classe de compostos.

Foi tracado o perfil quimico do EEtOH e do cha de O. macrocarpa em
cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia com detector de arranjo de foto diodos (CLAE-
UV-DAD).

A avaliacdo por CLAE do EEtOH O. macrocarpa foi realizada através da
identificagdo de alguns dos seus metabolitos, com auxilio dos dados
espectroscopicos de UV, por comparagdo do tempo de retencao e principalmente por
co-injecao de padrdes auténticos ou por aqueles isolados de fontes vegetais.

Foram caracterizados no EEtOH substancias pertencentes a classe dos
acidos fendlicos (bandas intensas nas faixas espectral de 190-220 e 260-280 nm).
Através dos experimentos de co-injecéo foi possivel identificar trés metabdlitos: 1 =
acido clorogénico; 2 = acido caféico e 3 = dimero do acido caféico no EEtOH 70%.
(Figura 13). No ché& foram encontradas as mesmas substancias, porém em menor

guantidade (Figura 14).
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As demais substancias observadas no perfil cromatografico do EEtOH e do
chéa (4 e 5) que nao foram ainda identificadas, sdo também pertencentes a classe dos
acidos fendlicos, uma vez que apresentam espectros de ultravioleta semelhantes,
exceto uma das substancias que apresenta espectro de ultravioleta caracteristico de

saponinas (200-210 nm) (OLESZEK; BIALY, 2006)
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Figura 13. Cromatograma de separac¢ao por CLAE, em modo analitico (310 nm), do
EEtOH de O. macrocarpa 1 = acido clorogénico; 2 = acido caféico e 3 = Dimero; 4 =

N&o identificado 1, 5 = Nao identificado 2.
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Figura 14. Cromatograma de separacdo por CLAE, em modo analitico (310 nm), do
cha de O. macrocarpa 1 = acido clorogénico; 2 = acido caféico e 3 = Dimero; 4 =

Nao identificado 1, 5 = Nao identificado 2.
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Vale ressaltar que esse perfil quimico tracado por CLAE para o EEtOH e para
o cha de O. macrocarpa vem contribuir positivamente para o estudo fitoquimico da

espécie, uma vez que existem poucos estudos dessa area na literatura.

Na Figura 15 sao ilustradas as estruturas dos acidos fendlicos identificados no

EEtOH e no cha de O. macrocarpa.
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Figura 15. Estruturas dos acidos fendlicos identificados por CLAE no EEtOH e no

cha de O. macrocarpa.
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Na Figura 16 sao apresentados os espectros no ultravioleta das quatro

substancias identificadas, os quais a confirmam a presenca de acidos fendlicos no

EEtOH e no cha de O. macrocarpa.
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Figura 16. Espectros de ultravioleta dos acidos fendlicos identificados no EEtOH e
no cha de O. macrocarpa 1 = acido clorogénico; 2 = acido caféico; 3 = dimero do

acido caféico.
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5.6.1. Determinacdo quantitativa de &cidos fendlicos presentes em

Operculina macrocarpa (CLAE- UV — DAD)

O método proposto foi aplicado para a quantificagdo de acidos fendlicos
presentes no EEtOH, EEtOH sem resina e Cha das raizes de O. macrocarpa usando
o mesmo procedimento adotado na constru¢do do perfil cromatogréafico descrito na
secao 5.6 Essa metodologia tem como objetivo fornecer informagdes que possam
levar ao entendimento de uma provavel relacdo entre a quantidade de acidos
fendlicos presentes com as atividades farmacolégicas apresentadas pelos extratos.

A quantificacdo dos &cidos fendlicos presentes nos extratos foi realizada
por CLAE-UV-DAD, e o comprimento de onda estabelecido para essa determinacéo
foi A = 310 nm (figura 10), o qual representa 0 Amax, portanto maior sensibilidade para
os acidos fendlicos analisados. Foi utilizado o método de padronizacdo externa, que
consistiu na construcdo de trés curvas analiticas, duas com padrdes certificados de
acido caféico e acido clorogénico, e uma com dimero isolado do EEtOH 70 % das
raizes de O. macrocarpa. Essas curvas foram obtidas através de sete diluicbes da
solucédo estoque (1000 pg/mL) no intervalo de concentracdo de 1 a 100 pg/mL. As
diluicdes foram realizadas em H,O/MeOH (1:1, V/V) e injetadas em triplicada no
CLAE-DAD.

Como pode ser observado nas figuras 17 a 19, as curvas analiticas
apresentaram boa linearidade no intervalo de concentracdo estudado e coeficientes
de correlagcédo (r) com valores superiores a 0,999 (tabela 10), o que indica que ha

uma boa correlacdo entre as areas e as concentracdes estudadas.
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Figura 17. Curva analitica do &cido caféico.
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Figura 18. Curva analitica do &cido clorogénico.
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Figura 19. Curva analitica do dimero.

Tabela 10. Dados de calibragéo dos &cidos fendlicos.

Compostos Equacédo dareta R
Y =b + ax

Acido caféico 1495,24+110059,42.[ACaf] 0,99951

Acido clorogénico -30631,23+52734,34.[AClor] 0,99989

Dimero -5343,71+109914,51.[Dim] 0,99979

* Desvio padrdo da resposta

O teor dos acidos fenodlicos majoritarios encontrado, representa

aproximadamente 1,4 % do EEtOH, 1,1 % do EEtOH sem resina e 0,4 % do cha das

raizes de O. macrocarpa (tabela 11).
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O método proposto mostrou-se simples, rapido, seletivo e sensivel para as
substancias analisadas, podendo ser aplicado para padronizacao de extratos polares
de espécies do género Operculina.

O desenvolvimento de metodologias para quantificagdo de metabdlitos
secundarios em extratos vegetais mostra-se necessaria, ndo sO para garantir a
qualidade de fitoterapicos, mas também para um entendimento mais aprofundado

sobre as atividades biol6gicas apresentadas pelos mesmos.

Tabela 11. Quantidade de acidos fendlicos determinada nos extratos e cha de O.

macrocarpa*.
Substéancias Concentracao (mg/g) £ Desvio Padrao
EEtOH 70% EEtOH sem Cha
resina

Acido caféico 4,7+2,9 51+4,1 2,4+3,1
Acido clorogénico 1,1+5,1 1,1+9,8 0,4+5,5
Dimero 1,9+29 15+1,7 0,4+£29
NI 1 12+24 1,0+4,2 0,3+1,5
NI 2 24+1,2 19+4,7 0,3+£3,5

* Cada valor representa a média + coeficiente de variancia (%) para 3 experimentos independentes
(n=3).

NI = n&o identificado
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5.7. Perfil por espectrometria de massas (EM)

Inimeros trabalhos encontrados na literatura relatam o uso da espectrometria
de massas (EM), geralmente acoplada a um sistema HPLC tem se mostrando uma
poderosa ferramenta no estudo quimico de produtos naturais. Por outro lado, varios
trabalhos vém demonstrando que analises por EM usando o modo de injecdo direta
da amostra (FIA), sem a necessidade de complexas etapas de preparacao e clean-
up (resguardando apenas as etapas mais simples que envolvem: filtracdo, diluicao
e/ou adicdo de um modificador para auxiliar a ionizacao), tem se destacado como a
forma mais representativa e rapida de estabelecer a composi¢cao quimica de uma
matriz, e essa abordagem vem sendo utilizada no controle de qualidade e na
verificagdo da autenticidade de diversos tipos de amostras, incluindo extratos
vegetais (RODRIGUES, 2007).

Sendo assim, foi realizada a injecao direta do EEtOH, do cha e da resina de
O. macrocarpa visando caracterizar os metabdlitos secundarios presentes nessas
amostras para contribuir com o estudo fitoquimico da espécie em estudo.

Esta analise permitiu identificar 7 compostos pertencentes a classe dos acidos
fendlicos, sendo que destes trés ja haviam sido detectados nos experimentos de co-
injecdo com padrdo auténtico; um (dimero do acido caféico) ja havia sido isolado e
identificado anteriormente (MICHELIN, 2004) e trés ndo haviam sido identificados na

espécie em estudo (Tabela 12).
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Tabela 12. ions moleculares e compostos detectados através das anélises por EM

com injecdo direta dos EEtOH e do Cha de O. macrocarpa.

[M-H] EEtOH Cha Resina Compostos
179 + + + Acido caféico
191 + + + Acido quinico
195 - + - Acido ferulico
207 + - + Acido metil-ferdlico
341 - + - Dimero do acido caféico
353 + + + Acido clorogénico
515 + + + Acido dicafeoil-quinico

(+) presente (-) ausente

Nas figuras 20, 21 e 22 podem ser observados 0s espectros de massas em
full-scan apresentando os ions precursores das moléculas desprotonadas ([M-H]) do
EEtOH, do ché& e da resina de O. macrocarpa obtidos por injecédo direta no modo

negativo.
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Operculina macrocarpamsms #1-16 RT:0,00-0,24 AV:16 NL:3,77E6
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Figura 20: Espectro de massas do EEtOH de O. macrocarpa em modo full-scan

avaliado no modo negativo. Faixa de ions com m/z de 100-1200 Da.
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Operculina macrocarpa Cha msms #2-11 RT: 0,05-0,28 AV: 10 NL: 2,72E6
T:-cESIFullms [50,00-2000,00]
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Figura 21: Espectro de massas do cha de O. macrocarpa em modo full-scan

avaliado no modo negativo. Faixa de ions com m/z de 200-2000 Da.
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Operculina macrocarpa resina msms2 #88-104 RT: 8,04-8,45 AV:17 NL:2,21E6

T:-cESIFullms [50,00-2000,00]
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Figura 22: Espectro de massas da resina de O. macrocarpa em modo full-scan

avaliado no modo negativo. Faixa de ions com m/z de 200-2000 Da.
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A fragmentacdo de segunda ordem (MS/MS) para cada um desses ions levou

a identificacdo de diversos metabolitos conforme apresentado na Tabela 9.

O ion em m/z 179 foi atribuido a molécula desprotonada do acido caféico, cuja

fragmentacdo de segunda ordem levou aos fragmentos de m/z 161 [M — 18 — HJ',e

m/z 135 [M — 44 — H] correspondente a perda de uma unidade de agua e a perda de

CO; respectivamente. Estas fragmentacdes sdo semelhantes aquelas obtidas com o

de padrdo de &cido caféico (Figura 23).

Operculina macrocarpa msms #43-56 RT:6,48-6,77 AV:14 NL:258E5
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Figura 23: Espectro de massas de segunda-ordem do ion precursor de m/z 179,

obtido no modo negativo.
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O ion em m/z 191 foi atribuido a molécula desprotonada do acido quinico, cuja

fragmentacdo de segunda ordem levou ao fragmento de m/z 173 [M — 18 — HJ,

correspondente a perda de uma unidade de agua. Essa fragmentacdo é semelhante

aguela obtida com o de padrdo de acido quinico (Figura 24).

Operculina macrocarpa msms #57-74 RT: 7,44-7,69 AV:18 NL:1,68E5
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Figura 24: Espectro de massas de segunda-ordem do ion precursor de m/z 191,

obtido no modo negativo.

O ion em m/z 195 foi atribuido a molécula desprotonada do acido ferdlico,

identificado durante os experimentos de CLAE que envolveram co-injecdo com

padrdo auténtico.
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O ion em m/z 207 foi atribuido a molécula desprotonada do acido metil-
ferulico, cuja fragmentacédo de segunda ordem levou ao fragmento de m/z 189 [M —
18 — H] e m/z 179 [M — 28 — H] correspondente a perda de uma unidade de agua e

a perda de CO respectivamente. (Figura 25).
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Figura 25: Espectro de massas de segunda-ordem do ion precursor de m/z 207,

obtido no modo negativo.

O ion em m/z 341 foi atribuido a molécula desprotonada do dimero do acido

caféico, ja isolado e identificado de O. macrocarpa anteriormente (MICHELIN, 2004).
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A fragmentacdo em segunda-ordem do ion precursor m/z 353 levou a

formacdo do ion produto de m/z 191 [M — 162 — H]. Esse resultado sugere a
presenca de uma estrutura que teve uma unidade de &acido caféico (162 Da)
esterificada por uma unidade de acido quinico (191 Da), o que é compativel com a
estrutura do &cido clorogénico, identificado durante os experimentos de co-inje¢ao

com padrao auténtico (Figura 26).
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Figura 26: Espectro de massas de segunda-ordem do ion precursor de m/z 353,

obtido no modo negativo.
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O ion em m/z 515 foi atribuido & molécula desprotonada do acido dicafeoil-

quinico, cuja fragmentacdo de segunda ordem levou ao fragmento de m/z 353 [M —

162 — H], e ao fragmento de m/z 191 correspondente a perda de outra unidade de

acido caféico, ligada a uma unidade de acido quinico (191 Da) (Figura 27).

Operculina macrocarpa Cha msms #39 RT:5,29 AV:1 NL:4,20E5
F:-cESIFullms2515,20@28,00[140,00-2000,00]
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Figura 27: Espectro de massas de segunda-ordem do ion precursor de m/z 515,

obtido no modo negativo.

Outros picos ndo puderam ser determinados, mas analise preliminar sugere

que sejam moléculas semelhantes a estas apresentadas.
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4.7. Avaliacéo da atividade laxante

Tendo em vista que O. macrocarpa € usada pela populacdo como laxante,
avaliamos essa atividade através de trés modelos experimentais diferentes.

O primeiro modelo avaliado foi o do transito intestinal utilizando carvéao ativo
como marcador, e a atividade é determinada pela distancia percorrida pelo marcador
no intestino delgado, comparado com o grupo controle. Este método é amplamente
utilizado para avaliar a atividade de extratos vegetais (MICHELIN; SALGADO, 2004;
FIGUEIREDO et al., 2005; SALGADO et al., 2006).

O segundo modelo, proposto por MARONA; LUCCHESI (2004), utiliza a
mesma metodologia do primeiro, porém nesse modelo os animais ndo sao
sacrificados, e estes podem ser reutilizados posteriormente, em outro experimento,
fato que vem ao encontro do bem-estar animal.

No terceiro modelo utilizado os animais sdo acomodados em uma gaiola
metabdlica e a atividade é determinada através da andlise do peso das fezes,
diferentemente dos modelos anteriores. Nesse modelo os animais também podem
ser reaproveitados em outros experimentos uma vez que ndo ha necessidade de
sacrificar os mesmos.

Na literatura ndo sdo encontrados estudos que avaliam a atividade de O.
macrocarpa no transito intestinal, com excec¢do de um estudo preliminar anterior a

esse realizado pelo nosso grupo de pesquisa (MICHELIN; SALGADO et al., 2004).
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4.7.1. Transito intestinal com carvéo ativo

Este teste foi realizado em 1957 por JANSSEN & JAGENEAU, no qual
avaliaram a inibicdo da propulsédo gastrintestinal com suspensdo de carvdo em
camundongos. Posteriormente, WONG & WAY (1981) avaliaram o efeito da aspirina
e do paracetamol na inibicdo da propulsdo gastrintestinal induzida por morfina em
camundongos.

O ensaio foi realizado segundo modelo experimental desenvolvido por
JANSSEN & JAGENEAU (1957) e WONG & WAY (1981).

Com esse modelo experimental foram avaliados o chid e os padrées dos
acidos caféico, clorogénico e ferdlico.

Os resultados sao apresentados na Tabela 13, e demonstraram o0 aumento
significativo da motilidade intestinal provocado pelo chad na dose de 1000 mg/kg
guando comparado com o grupo controle. Na dose de 500 mg/kg o resultado n&o foi
significativo.

O EEtOH foi anteriormente testado na dose de 1000 mg/kg e os resultados
mostraram um aumento significativo da motilidade intestinal dos camundongos
(69,99%) quando comparados como grupo controle (47,87%) (MICHELIN;
SALGADO, 2004; MICHELIN, 2005).

Devido a insolubilidade da resina, foi preparada uma dispersédo sélida com a
mesma para testd-la nos camundongos; porém a dispersdo solida contendo a resina
nao apresentou atividade significativa na concentracéo testada.

Foi testado também o EEtOH ap0s a precipitacdo da resina, ou seja, sem a
resina na dose de 1000 mg/kg, o qual apresentou um aumento significativo da

motilidade intestinal.
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Na Tabela 14 sao apresentados os resultados dos acidos fendlicos testados.

Os trés acidos apresentaram um aumento significativo na motilidade intestinal dos
camundongos quando comparados com 0 grupo controle.

Os &cidos foram testados nas doses de 10 e 20 mg/kg. O &cido caféico
apresentou atividade na dose de 20 mg/kg, percorrendo 86,80% do intestino delgado
enquanto o grupo controle percorreu 81,53%. O acido ferdlico apresentou atividade
significante em ambas as doses testadas, tendo percorrido 86,43 e 91,45% do
intestino delgado com as doses de 10 e 20 mg/kg, respectivamente.

Finalmente, os resultados obtidos com o acido clorogénico mostraram-se
significantes na dose de 20 mg/kg, com uma distancia percorrida de 86,08%.

Com base nesses resultados podemos sugerir que os acidos fendlicos
possuem atividade estimulante da motilidade intestinal, uma vez que estédo presentes

no EEtOH e no cha de O. macrocarpa, onde também foi observada essa atividade.

Tabela 13. Porcentagem da distancia percorrida pelo carvao ativo no intestino dos

camundongos tratados com O. macrocarpa

Tratamento Dose (mg/kg) Distancia Peso do
percorrida pelo intestino (g)

carvao ativo (%)

Controle (SF) 10mL/kg 72,01 +£8,15 2,3983 + 0,25
Cha 1000 83,74 £12,20 * 2,2830 + 0,28
Cha 500 75,34 + 7,43 2,3139+0,31
EEtOH sem a resina 1000 91,23 £13,22* 2,4160 £ 0,44
Resina 400 60,62 £ 5,79 2,5684 + 0,28
*p < 0,05

n=10
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Tabela 14. Porcentagem da distancia percorrida pelo carvao ativo no intestino dos

camundongos tratados com os acidos caféico, ferulico e clorogénico

Tratamento Dose (mg/kQ) Distancia Peso do

percorrida pelo intestino (g)

carvao ativo (%)

Controle (SF) 10mL/kg 81,53+9,75 1,5632 + 0,19
Acido caféico 10 79,70 + 13,05 1,6160 + 0,15
Acido caféico 20 86,80 + 10,99* 1,6400 + 0,37
Acido ferulico 10 86,43 + 16,63* 1,4864 + 0,09
Acido ferdlico 20 91,65 + 13,60* 1,5282 + 0,17
Acido clorogénico 10 78,62 £ 9,34 1,3862 + 0,07
Acido clorogénico 20 86,08 + 7,16* 1,4385 + 0,20
*p < 0,05

n=10

4.7.2. Transito intestinal com carvao ativo modificado (MARONA; LUCCHESI,

2004).

Neste modelo foram avaliados o EEtOH e o cha de O. macrocarpa.

Este um modelo de transito intestinal que também utiliza carvao ativo como
marcador, como o anterior, mas foi modificado em 2004 por MARONA & LUCCHESI
visando o bem-estar animal, uma vez que nesse novo modelo proposto 0s animais
nao séo sacrificados e podem ser reutilizados em outro experimento.

Os resultados sédo apresentados na Tabela 15 e mostram uma reducao
significativa no tempo de eliminagcdo do marcador quando comparado com 0 grupo

controle.
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Tabela 15. Tempo de eliminacdo das fezes com marcador dos camundongos

tratados com O. macrocarpa

Tratamento Dose (mg/kQ) Tempo para eliminacao das

fezes com marcador (min)

Controle (SF) 10 mL/kg 194,6 + 30,37
EEtOH 1000 156,4 + 23,29 *
Cha 1000 65,1 + 4,70*
*p < 0,05

n=10

4.7.3. Transito intestinal em gaiola metabdlica

Neste modelo foram avaliados o EEtOH e o ch&a de O. macrocarpa.

Vale ressaltar que nesse modelo, os animais sdo acomodados em uma gaiola
metabdlica e a atividade é determinada pelo peso das fezes eliminadas no periodo
de observagao, portanto, os animais ndo sédo sacrificados e podem ser reutilizados
em outros experimentos.

Na Tabela 16 sdo apresentados os resultados, nos quais pode-se observar
uma diferenca significativa no peso das fezes dos grupos tratados comparados com
0 grupo controle, indicando que o EEtOH e o cha de O. macrocarpa também

possuem atividade estimulante do transito intestinal nesse modelo testado.

Tabela 16. Peso das fezes eliminadas pelos camundongos tratados com O.

macrocarpa.
Tratamento Dose (mg/kg) Peso das fezes (Q)

Controle (SF) 10 mL/kg 1,80+ 0,23

EEtOH 1000 2,01 £ 0,60*

Cha 1000 3,98 £ 0,71*

*p < 0,05

n=10

Daniele Carvalho Michelin 122




Resultados e discussdo

Analisando os resultados obtidos com os trés modelos experimentais testados,
pode-se concluir que o EEtOH e o cha de O. macrocarpa possuem atividade laxante,
ou seja, aumentam a motilidade intestinal. Esses resultados sdo de fundamental
importancia uma vez que confirmam o uso tradicional da espécie em estudo na forma
de ché.

Apesar de os resultados da atividade laxante confirmarem a informacéo
popular do uso de O. macrocarpa como laxante, a literatura reporta casos de
intoxicagbes provocadas por esta planta (LORENZI & MATOS, 2002), foram

realizados testes para avaliar a toxicidade do EEtOH e do cha.
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4.8. Avaliacéo Toxicolbgica

4.8.1. Toxicidade aguda — dose Unica

Foi avaliado o chad de O. macrocarpa nesse experimento. O EEtOH ja foi
testado em estudo anterior e ndo apresentou sinais de toxicidade nesse mesmo
modelo. Foi determinada também a dose letal 50% (DLso) do EEtOH, a qual foi de
3800 mg/kg. (MICHELIN, 2004).

Os animais foram tratados com o cha na dose de 1000 e 2000 mg/kg e nao
apresentaram sinais de toxicidade de acordo com os parametros observados durante
os 14 dias de experimento. Foi observado apenas diarréia logo ap6s a administracéo
do mesmo, o que ja era esperado devido a sua atividade farmacoldgica.

A pesagem dos Orgdos dos animais esta representada na Tabela 17 e os
resultados mostram que para o cha na dose de 2000 mg/kg houve uma reducédo

significativa no peso do coracao e do figado em relagcédo ao grupo controle.

Tabela 17. Peso dos 6rgaos dos animais, toxicidade aguda — dose Unica

Tratamento Peso dos orgéos (g) £ desvio padréo

Rins Coracéo Pulm&es Figado
Controle (SF) 0,7227 + 0,12 0,2501 + 0,04 0,2929+0,04 2,78162+ 0,52
Cha 1000 mg/kg 0,6900+0,09 0,24151+0,05 0,30981+0,04 2,71645+ 0,25

Cha 2000 mg/kg 0,6780+0,06 0,19079+0,01* 0,30649 +0,01 2,32701 + 0,22*

*n < 0,05
n=10
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4.8.2. Toxicidade aguda — doses repetidas

Foram avaliados o cha e o EEtOH de O. macrocarpa nas doses de 1000 e
2000 mg/kg.

Os animais nao apresentaram sinais de toxicidade de acordo com os
parametros observados durante os 14 dias de experimento. No periodo de 14 dias
apos a ultima administracao foi observado apenas diarréia logo ap6s a administracéo
da amostra, 0 que ja era esperado devido a sua atividade farmacoldgica.

A Tabela 18 apresenta o peso dos érgaos dos animais que receberam doses

repetidas do cha de O. macrocarpa.

Tabela 18. Peso dos érgaos dos animais, toxicidade aguda — doses repetidas

Tratamento Peso dos 6rgéaos (g) = desvio padréo

Rins Coracéo Pulm&es Figado

Controle (SF)
Cha 1000 mg/kg
Cha 2000 mg/kg

EEtOH 1000 mg/kg

0,5180 £ 0,04
0,4484 + 0,05*
0,5079 £ 0,05

0,4844 + 0,03

0,2136 +,03
0,1762 = 0,02*
0,1806 * 0,05*

0,1931 +£ 0,02

0,2856 + 0,07
0,2690 = 0,07*
0,2821 £ 0,05

0,2831 +£ 0,06

2,0983 £ 0,29
1,6698 + 0,33*
1,7898 + 0,21*

1,9370 £ 0,32*

EEtOH 2000 mg/kg

0,4673 = 0,06*

0,1803 = 0,03*

0,3284 + 0,08*

1,4301 + 0,56*

*p < 0,05
n=10

Os resultados mostram que doses repetidas do cha (1000 mg/kg) provocou

diminuicdo significativa no peso dos o6rgdos testados comparados com O grupo
controle, quando administrado em dias alternados durante 14 dias. J4 na dose de

2000 mg/kg apresentou uma diminuicao significativa no peso do coracéo e do figado.
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O EEtOH na dose de 1000 mg/kg em doses repetidas apresentou diminuicéo

siginificativa no peso do figado e na dose de 2000 mg/kg apresentou alteragdo
significativa de peso em todos os o6rgdos analisados. Foi observada reducgdo
significativa do peso dos rins, coracdo e figado. No entanto, o peso dos pulmdes
aumentou significativamente.

As alteracdes observadas nos grupos tratados com extratos de O. macrocarpa
podem estar relacionadas com a administracdo dos extratos, sugerindo assim
possiveis sinais de toxicidade nos animais. Torna-se necessaria uma analise
histopatolégica dos 6rgaos dos animais para conclusao destes possiveis sinais de

toxicidade.

4.8.3. Determinacgdo das transaminases séricas (ASL e ALT)

AST e ALT sédo consideradas marcadores de funcdo do figado, a analise
destes parametros é importante considerando que existem diversos relatos de
hepatotoxicidade devido ao uso de fitoterapicos (FERES et al., 2006).

Os resultados obtidos na determinacdo das transaminases séricas mostraram
gue houve uma diminuicdo significativa dos valores de AST e ALT em todos 0s
grupos avaliados (Tabela 19 e 20).

Porém, estas mudancas nos parametros bioquimicos analisadas
separadamente ndo possibilitam uma correlacdo clinica e devem ser confirmadas
através de analises histopatologicas (FERES et al., 2006).

Assim sendo, torna-se necesséria a realizacdo de analises histopatoldgicas do
figado dos animais tratados com O. macrocarpa para confirmacdo da possivel
hepatotoxicidade, para que a populacéo possa utiliza-la com seguranca.

Considerando que O. macrocarpa pode ser utilizada pela populacdo por tempo

indeterminado, outros estudos de toxicidade subcrénica, cronica e estudos em néo-
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roedores devem ser realizados para confirmacédo da seguranca durante a utilizagcéo

da mesma.

Tabela 19. Dosagem das transaminases séricas em camundongos tratados com O.

macrocarpa, toxicidade aguda — dose Unica.

Tratamento AST (U/L) ALT (U/L)
+ desvio padréao + desvio padrao
Controle (SF) 472,2 £ 137,62 93,5+ 26,30
Ché& 1000 mg/kg 2744 +91,21* 61,4 +£17,20*
Cha 2000 mg/kg 240,4 + 210,19* 49,2 + 21,78*
*p < 0,05

n=10

Tabela 20. Dosagem das transaminases séricas em camundongos tratados com O.

macrocarpa, toxicidade aguda — doses repetidas.

Tratamento AST (U/L) ALT (U/L)

+ desvio padréao + desvio padrao
Controle (SF) 230,2 £141,54 51,6 £ 16,87
Ché& 1000 mg/kg 171,7 +42,81* 43 +13,10*
Chéa 2000 mg/kg 176,4 + 47,75* 46,6 + 9,38*
EEtOH 1000 mg/kg 163 + 25,28* 49,5 + 9,30*
EEtOH 2000 mg/kg 167,3 +47,58* 42,5 + 8,55*
*p < 0,05

n=10
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4.9. Avaliacao da atividade antioxidante

As substancias com nuacleo fendlico, como tocoferol, flavonoides e acidos
fendlicos, apresentam destaque como antioxidantes, por atuarem como eficientes
captadores de espécies reativas de oxigénio, além de reduzirem e quelarem ions
férricos que catalisam a peroxidacao lipidica (ANDRADE et al., 2007).

Na literatura encontram-se relatos de que os acidos fendlicos possuem
atividade antioxidante, antimicrobiana, antimutagénica, entre outras (SIMOES et al.,
2003; PROESTOS et al, 2006; KIM et al., 2006.)

Muitos métodos sao utilizados para analisar a atividade antioxidante de
materiais bioldégicos e o método mais simples e comum utilizado para investigar a
atividade sequestradora de compostos fendlicos é a utilizacao do radical livre estavel
DPPH como reagente cromégeno (GAO et al, 1999). O mecanismo desta reacao
consiste no sequestro, pelo DPPH, de um &tomo de hidrogénio de um doador
polifendlico (antioxidante). Esta reacdo envolve mudanca de cor do DPPH de violeta
para amarelo, proporcional & concentracdo da substancia com potencial antioxidante
presente, que pode ser monitorada pela absorbancia a 517 nm (LEBEU et al., 2000;
ANDRADE et. al., 2007).

Os experimentos partiram das concentracbes de 5, 10, 20, 40, 80 e 160
pg/mL. Os resultados representam a meédia = desvio padrao de trés experimentos e
foram expressos pela porcentagem de reducado do DPPH (Figura 28).

Apesar da grande variedade de &cidos fendlicos encontrados na espécie em
estudo, os resultados mostraram uma pequena reducdo do DPPH quando
comparados com o padrdo de &cido caféico, sendo que o maior valor de redugéo
(24,58%) foi observado para a resina na concentracdo de 160 pg/mL, comparado

com 94,80% para o padréo de acido caféico na mesma concentracao.
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Figura 28. Atividade antioxidante do acido caféico, do cha, do EEtOH da resina de O.

macrocarpa.
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VI — CONCLUSOES

Considerando a auséncia de estudos de controle da qualidade, foi tracado o
perfil da droga vegetal Operculina macrocarpa (L.) Urb., de acordo com as exigéncias
legislativas, que podem comprovar a autenticidade da amostra.

Condicdes oOtimas para a extracdo foram obtidas empregando-se a percolacao
como método extrativo, e utilizando-se do etanol 70 °GL como liquido extrator.

As técnicas de CLAE-UV-DAD e EM foram eficientes, pois com microgramas
de extratos e com a utilizacdo de padrbes foi possivel tracar o perfil do EEtOH, do
ché e da resina, além de verificar que o EEtOH e o cha possuem perfis semelhantes.

Através destas técnicas foi realiza ainda a identificacdo dos principais
metabdlitos existentes no EEtOH, no cha e na resina da espécie O.macrocarpa,
sendo eles: acido caféico, acido ferdlico, acido clorogénico, acido metil-ferdlico, acido
quinico, acido dicafeoil-quinico e dimero do acido caféico.

Foi possivel quantificar os acidos fendlicos identificados em no EEtOH e no
cha de O. macrocarpa através das andlises de CLAE-UV-DAD, podendo sugerir que
a atividade laxante seja devido a presenca destes acidos.

O extrato obtido por percolacéo utilizando etanol 70 °GL da raiz de Operculina
macrocarpa e o cha desta espécie apresentaram um aumento da motilidade intestinal
dos camundongos nos ensaios de transito intestinal, nos trés diferentes modelos
experimentais testados.

Foi observada, ainda, uma discreta atividade antioxidante para o extrato
etandlico, para o cha e para a resina de O. macrocarpa, quando comparada com o
padrao do acido caféico, utilizando a modelo experimental do DPPH.

Na avaliacdo toxicologica foi observada diminuicdo nos valores das

transaminases séricas (AST e ALT) dos grupos tratados com O. macrocarpa em
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relacdo ao grupo controle, sugerindo hepatotoxicidade, a qual deve ser confirmada

através de estudos histopatoldgicos.

Diante dos resultados obtidos no estudo quimico-farmacolégico de O.
macrocarpa, pode-se pensar no desenvolvimento de um produto farmacéutico, o qual
deve ser precedido por estudos de pré-formulagdo, visando otimizar a agdo

terapéutica através da tecnologia farmacéutica.
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