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“Lembre-se que as grandes mentes sao céticas...

convicgoes sao prisoes.” (Nietzsche).



RESUMO

A familia Melastomataceae apresenta cerca de 4.570 espécies, distribuidas em,
aproximadamente, 180 géneros presentes em todas as regides tropicais e
subtropicais do planeta, sendo que no Brasil € a sexta maior familia de
angiospermas, com mais de 1500 espécies. O género Tibouchina possui
aproximadamente 350 espécies, porém sao muito pouco estudadas, sendo que a
espécie Tibouchina pereirae Aubl. é popularmente utilizada para o tratamento de
problemas renais. Nesse estudo, foram avaliadas as atividades antioxidante e
antinociceptiva de T. pereirae. Foram obtidos os extratos hexanico (EHTP),
etandlico (EETP) e aquoso (EATP) a partir da maceracao das partes aéreas de T.
pereirae. A fracdo rica em flavonoides (FFTP) foi obtida a partir do fracionamento
do EHTP. A analise por CLAE-DAD e CLAE-EM/EM desta fracdo possibilitou
caracterizar estes flavonoides. A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada
utiizando o sistema de ensaio 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e os
experimentos in vivo foram realizados em camundongos Swiss utilizando os
testes de contor¢cdo abdominal induzida por acido acético e da formalina. Os
resultados obtidos demonstraram que o EHTP, EETP e EATP, assim como a
fracdo FFTP apresentaram atividade sequestradora radicalar, quando
comparados aos padrdes butilhidroxitolueno (BHT) e &cido ascérbico (AA). O
EHTP e a FFTP reduziram a nocicepcéao induzida pelo acido acético em 90,6% e
94,74%, respectivamente. A FFTP reduziu os efeitos da formalina em ambas
fases em 54,35% e 92,05%, respectivamente, enquanto que o EHTP foi ativo
somente na segunda fase do teste, com uma reducdo no tempo de lambida de
83,39%.

Palavras-chave: Tibouchina pereirae. Antioxidante. Antinocicepcdo. Planta
Medicinal. Flavonoides.



ABSTRACT

The Melastomataceae family comprises 4,570 species in approximately 180
genera present in all tropical and subtropical regions of the planet. This family, in
Brazil, is the sixth largest family of Angiosperms, with over 1500 species. The
genus Tibouchina presents, approximately, 350 species, however, are poorly
studied. The Tibouchina pereirae Aubl., a shrub, is popularly used for the
treatment of kidney diseases. In this study, we show the antioxidant and
antinociceptive effects of T. pereirae. The hexane (EHTP), ethanol (EETP) and
agueous (EATP) extracts were obtained by maceration from the aerial parts of T.
pereirae. The flavonoid rich fraction (FFTP) was obtained from fractionation of
EHTP. The analysis of FFTP by HPLC-DAD and HPLC-MS/MS led to
characterization of these flavonoids. The antioxidant activity of extracts was
evaluated using the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay system and the in
vivo experiments were conducted on Swiss mice using the acetic acid-induced
writhing test and the formalin-induced pain test. Results showed that extracts
(EHTP, EETP and EATP) and FFTP present antioxidant activity, when compared
to standard butylated hydroxytoluene (BHT) and ascorbic acid (AA). The EHTP
and FFTP (i.p., 100mg/Kg) reduced the nociception produced by acetic acid by
90,36% and 94,74%, respectively. The FFTP reduced the formalin effects in both
phases by 54, 35% and 92,05%, while the EHTP only protected the second phase
by 83,39%.

Keywords: Tibouchina pereirae; Antioxidant. Antinociception. Medicinal Plant.
Flavonoids.
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1. INTRODUCAO

A medicina tradicional a base de plantas é comum entre comunidades
desde a antiguidade (GAHUKAR, 2012). Durante muitos séculos, uma grande
variedade de plantas medicinais foi utilizada como Unica alternativa terapéutica
no combate de diversas enfermidades apresentadas pelo homem (DE
MAGALHAES, 2005; VIEIRA, 2005).

A assimilacdo de conhecimentos indigenas, associada as contribuicdes
trazidas por escravos e imigrantes, representa um importante papel no
surgimento da medicina popular no Brasil, na qual a utilizacdo de plantas
medicinais ocupa lugar de destaque (SIMOES et al., 2004).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), uma parcela
significativa da populacdo mundial incorpora o uso de plantas da medicina
tradicional aos cuidados médicos. Diversos estudos, ao longo dos anos,
permitiram fazer uma associacdo entre diferentes espécies medicinais e suas
respectivas atividades biolégicas a partir da observacdo, descricdo e
investigacdo experimental. Tais estudos, apoiados principalmente nos
conhecimentos de boténica, quimica, bioquimica e farmacologia, contribuiram
amplamente para a descoberta de produtos naturais bioativos (OLIVEIRA et al.,
2010).

A atuacdo de plantas como fontes de agentes terapéuticos serve de
modelo para novos medicamentos sintéticos ou como base para a semi-sintese
de moléculas de alta complexidade que sédo utilizadas na terapéutica
(BRUSCHI et al., 2000). Porém, apesar da importancia desses dados, estudos
de 2007 revelam que pouco mais de 8% da flora nacional foi analisada na
busca de novos compostos bioativos (HEINZMANN; BARROS, 2007), o que
demonstra que esse campo necessita ser mais explorado.

Diversas substancias de origem vegetal com importantes propriedades
farmacoldgicas ja foram descritas, incluindo a morfina, um potente analgésico,
identificada na planta Papaver sommniferum, a lobelina, utilizada para aliviar os
sintomas da asma, identificada em Lobelia nicotinaefolia, a quinina, um dos
principais componentes presentes na casca de Cinchona officinalis, que serviu
como base para a producdo de farmacos com atividade antimalarica. Uma

molécula da alta complexidade isolada de um produto natural é a palitoxina,



esta foi identificada em corais de Palythoa tuberculosa e demonstrou possuir
importante atividade na permeabilidade da membrana celular (BARREIRO,
2001).

Além destas, os alcaloides identificados na vinca, vincristina e
vinblastina, sdo amplamente utilizados em todo o mundo para o tratamento de
cancer. A vincristina tem sua aplicacdo voltada ao tratamento do cancer de
pele, enquanto que a vinblastina € direcionada para o tratamento de tumores
de mama, testiculos, pele e linfoma (DAVID; NASCIMENTO; DAVID, 2004).

A busca de novos compostos bioativos a partir de produtos
naturais vem aumentando devido ao ressurgimento de véarias doencas
consideradas extintas, assim como o surgimento de novas doengas causadas
por diferentes linhagens de agentes infecciosos, tornando o mercado de
fitomedicamentos promissor em todo o0 mundo (CALIXTO, 2000).

Dentre as diversas espécies existentes no territério nacional, temos a
Tibouchina pereirae Aubl. (Melastomataceae), conhecida popularmente como
malva-de-garimpeiro. Essa planta é endémica da regido da Chapada
Diamantina, Bahia, sendo utilizada popularmente, nesta regido, para o
tratamento de problemas renais (FUNCH et al., 2004). De acordo com Amaro e
colaboradores (2005), a terceira causa mais comum de problemas no trato
urinario esta relacionada ao desenvolvimento de litiase renal, atingindo cerca
de 5 a 15% da populacéo brasileira.

E importante ressaltar que o conhecimento empirico da flora utilizada
na medicina tradicional sdo relevantes, mas nao sao suficientes para validar as
plantas medicinais como medicamentos eficazes e seguros. Nesse sentido, as
plantas medicinais ndo se diferenciam de qualquer outro xenobidtico sintético,
e a preconizacdo ou a autorizagao oficial do seu uso medicamentoso deve ser
fundamentada em evidéncias experimentais comprobatérias de que o risco a
gue se expdem aqueles que a utilizam é suplantado pelos beneficios que
possam advir ARGENTA et al., 2011).

A selecdo de wuma espécie vegetal baseada em dados
etnofarmacologicos, constitui um importante atalho na pesquisa para a
descoberta de novos farmacos. O uso tradicional que é descrito pode
considerado como uma triagem quanto a sua utilidade terapéutica
(ELIZABETSKY, 2003).



Neste sentido, a fitoterapia possui importante papel na assisténcia a
saude da populagédo (CALIXTO, 2000). Desse modo, o0 objetivo deste trabalho
foi isolar e avaliar a atividade antioxidante e antinociceptiva da fracao

flavonoidica obtidas das partes aéreas de Tibouchina pereirae Aubl.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.FAMILIA MELASTOMATACEAE

A familia Melastomataceae conta com cerca de 4.570 espécies,
distribuidas por praticamente todas as regides tropicais e subtropicais do globo
(RENNER, 1993; CLAUSING & RENNER, 2001). A maioria destas espécies
ocorre nos Neotropicos, sendo as formacOes florestais do leste do Brasil a
regido da América mais rica em Melastomataceae (GOLDENBERG;
REGINATO, 2006).

No Brasil a Melastomataceae € a sexta maior familia de Angiospermas,
apresentando 68 géneros e mais de 1.500 espécies distribuidas desde a regiédo
da Amazébnia até o Rio Grande do Sul e se apresentando como, praticamente,
todos os tipos de formacoes vegetais (RENNER, 1993).

As espécies desta familia apresentam uma grande diversidade de
habitos, que variam desde herbaceas até arbustivas, ocupando ambientes
distintos e diversificados (RODRIGUES, 2005), sendo comumente encontradas
em formagdes rupestres, onde alguns géneros sao restritos a determinadas
regides (SANTOS, 2005). Seus representantes possuem folhas opostas, sem
estipulas e acrédromas, flores tetrameras ou pentameras, diplostémones,
estames geralmente falciformes e anteras poricidas (GOLDENBERG,;
REGINATO, 2006).

Diversos constituintes quimicos ja foram descritos em plantas da
familia Melastomataceae, incluindo hidrocarbonetos (RODRIGUES et al.,
2008), acidos graxos (VILEGAS et al., 1998; JAMAL et al., 1999; CALDERON
et al., 2002), terpendides (CALDERON et al., 2002; JANG et al., 2006;
GRAYER et al., 2008), esterb6ides (MACARI et al., 1990; CUNHA et al., 2003;
SPESSOTO et al., 2003; CALDERON et al.,, 2002; ZHANG et al, 2003;
CREVELIN et al., 2006; VENTURA et al., 2007), esterbides glicosilados
(MACARI et al., 1990; CHATUVERDULA et al., 2004) fendlicos simples (LI et
al. 2001; RODRIGUES et al., 2007; RODRIGUES et al., 2008; GRAYER et al.
2008; KUSTER et al. 2009), Quindides (LIMA et al., 1970a; 1970b; BERNAYS
et al.,, 1984; BRONDANI et al., 2003), xantonoide (CALDERON et al., 2002),
fenilpropandides (JAMAL et al.,, 1999; MONTENEGRO et al., 2007), lignbide



(CALDERON et al., 2002), taninos (YOSHIDA et al., 1986; 1991a; 1991b; 1992;
1992a; 1992b; 1992c; 1995; 1999a; 1999b; 2005; ISAZA et al., 2001; LI et al.
2001; CALDERON et al., 2002; LING et al., 2002), glicosideos cianogénicos
(ISAZA et al., 2001; LING et al., 2002; CALDERON et al., 2002) e flavonoides.

Alguns autores ja descreveram 0 uso de plantas dessa familia na
medicina tradicional para o tratamento da disenteria (SHARMA; CHHANGTE;
DOLUI, 2001), erisipela, vermes intestinais, leucorréia, ulceracdes, palpitacdes,
males dos rins e bexiga, escabiose, dermatoses, eupepsia, reumatismo,
resfriado, febre, infec¢cdes vaginais, hematuria, insénia, dores de garganta,
dores de cabeca, (CRUZ, KAPLAN, 2004), dor de dente (KALA, 2005),
furdnculos, como adstringente (WIARTA et al., 2004), diarréia (INTA et al.,
2008), herpes (RAKAJUMAR; SHIVANNA, 2009), tuberculose (TABUTI;
KUKUNDA, WAAKO, 2010), diabetes melitus (TROJAN-RODRIGUES; ALVES,
RITTER 2012), dor de cabega (ODONNE e al., 2013), cicatrizante (RITTER et
al., 2012), abortivo e contraceptivo (KUMAR; KUMAR; PRAKASH, 2012),
antinociceptivo (SULAIMAN et al., 2004; JAMAL et al., 1999) e antiinflamatério
(VASCONCELOS et al., 2006).

2.2.0 GENERO TIBOUCHINA

O género Tibouchina, pertencente a Melastomataceae, foi descrito em
1775 por Aublet, que descreveu uma espécie da Guiana Francesa denominada
de Tibouchina aspera; porém, poucos autores o0 aceitaram. Entre os autores
gue concordaram com o género descrito por Aublet, merecem destaque, De
Candolle (1828) que aceita a descricdo do género, porém com a Unica espécie
descrita por Aublet e descreve novos géneros (Lasiandra e Chatogastra);
Baillon (1879) que descreve uma nova combinagéo, 104 anos apoés a descri¢cao
do género Tibouchina, a T. trichopodal e Krasser (1893), que também concorda
com a descri¢cado do género (SOUZA, 1986).

A classificagao elaborada por TODZIA e ALMEDA (1991) posicionava o
género na posicao central da tribo Tibouchineae, porém, em 1993, uma nova
classificagdo proposta por Renner, posicionou 0 mesmo na tribo Melastomeae,
que € representada por exemplares com sementes cocleadas, estames com

conectivos apendiculados e ovario revestido por tricomas. Este género se



diferencia de outros da familia pela presenca de todos os estames férteis,
dispostos em ciclos heteromérficos, ovario com apice revestido por tricomas e
localizado na porcao superior (supero), fruto com 4 a 5 léculos (capsular) e
sementes cocleadas, minuciosamente tuberculadas (MEYER, 2008).

Este género apresenta dois centros de diversidade na América Latina,
um presente nas Regides Centro-Oeste e Sudeste do Brasil e um segundo no
noroeste da América do Sul (MEYER; GUIMARAES; KOZERA, 2010). No
Brasil distribuem-se, especialmente, nos estados da regido sudeste (TODZIA,
ALMEDA, 1991).

Muitas das espécies deste género sao utilizadas para ornamentacao de
ruas, parques e pracas publicas por apresentarem flores atrativas, tolerantes a
luminosidade direta e altura inferior a 10 m (SILVA; AFFONSO, 2005; MEYER,
2008).

Desde o trabalho realizado por Cogniaux em 1891, este género
permanece, praticamente, sem revisdo floristica. Este autor estabeleceu 11
secdes, englobando 195 espécies. Dentre estas sec¢les, apenas Octomeris e
Lepidotae ndo estdo representadas no Brasil, pais com a maior riqueza de
espécies do género (MEYER; GUIMARAES; KOZERA, 2010). O numero de
espécies pertencentes ao género € ainda incerto, variando de 240 (RENNER,
1993) a 350 espécies (TODZIA; ALMEDA, 1991). No Brasil, Tibouchina foi
estudado, floristicamente, por Pereira (1960) que analisou as espécies do Rio
de Janeiro e por Souza (1989) que estudou as do Estado do Rio Grande do Sul
(GUIMARAES; MARTINS, 1997). Porém, em trabalhos mais recentes, houve
levantamento floristico do género em outros Estados brasileiros
(GOLDENBERG; REGINATO, 2006; SILVA; AFONSO, 2005; GUIMARAES;
MARTINS, 1997).

Do ponto de vista fitoquimico, este género possui poucos estudos,
guando comparado a outros géneros de Melastomataceae, entretanto foi
relatada a presenca de antocianinas (JANNA et al, 2007; OKOMURA et al,
2002; BOBBIO et al 1985), taninos (MOTTA et al, 2005; YOSHIDA et al, 1986;
YOSHIDA et al, 1991,, YOSHIDA et al, 1991,; YOSHIDA et al, 1999;;
YOSHIDA et al, 1999y), fendlicos soluveis (MOTTA et al, 2005) e flavonoides
(MOTTA et al, 2005; COLORADO et al, 2007; KUSTER et al, 2009) em



algumas espécies pertencentes ao género. As estruturas dos compostos
identificados no género Tibouchina estéo ilustradas no Anexo 1.

Bobbio e colaboradores (1985) descreveram a presenca das
antocianinas peonidina—3-sufurosideo (1), malvidina-3,5-diglicosideo (2),
malvidina-3-(p-coumaroil)-sambubiosideo-5-glicosideo (3) e peonidina-5-
sambubiosideo (4) em flores de Tibouchina granulosa. Okomura e outros
(2002) identificaram nessa mesma espécie as antocianinas peonidina (5) e
pelargonidina (6). Janna e colaboradores (2007) descreveram a existéncia de
antocianinas em flores de Tibouchina semidecandra L.

Em trabalho realizado por Motta (2005) foi identificada a presenca de
fendlicos soluveis, flavonoides e taninos em folhas de Tibouchina pulchra. Os
flavonoides luteolina-7-O-galactosideo (7), canferol (8) e alguns derivados
glicosilados (3-O-galactosideo (9) e 3-O-glicosideo (10)), quercetina (11) e
derivados (quercetina-3-O-arabinosideo (12), quercetina-3-O-galactosideo (13)
e quercetina-3-O-ramnosideo (14)), miricetina (15) e alguns glicosideos
(miricetina-3-O-galactosideo (16) e miricetina-3-O-ramnosideo (17)) foram
identificados em diferentes partes do vegetal.

Kuster (2009) descreveu a presenca de acidos fendlicos e alguns
flavonoides em folhas de Tibouchina grandifolia. Foram identificados o acido
protocatéico (18), acido galico (19) e os flavonoides quercetina (11) e alguns
derivados  3-O-monoglicosideos  (quercetina-3-O-8-D-glicuronideo  (20),
guercetina-3-O-B-D-glicopiranosideo (22), guercetina-3-0O--D-
galactopiranosideo (22), quercetina -3-O-a-L-glicuronideo (23), quercetina-3-O-
a-L-ramnopiranosideo (24), quercetina-3-O-B-L-arabinopiranosideo (25)) além
da quercetina-3-O-B-D-(6""-E-p-coumaroil)-glicopiranosideo (26), identificado
pela primeira vez no género.

Em estudo realizado por Colorado e colaboradores (2007) foi descrito a
presenca do acido elagico (27) e dos flavonoides canferol (8), canferol-7-O-p-
coumaroil (28), quercetina 3-O-ramnosideo (14) e quercetina-3"-O-
ramnopiranosideo (29) em folhas de Tibouchina ciliaris.

Os primeiros estudos realizados para identificacdo de taninos em
Tibouchina foram realizados por Yoshida e colaboradores em 1986. Foram
descritos a presencga dos taninos nobotanino A (30), B (31), D (32) e F (33) em
folhas de Tibouchina semidecandra Cogn. (YOSHIDA et al, 1986).



Em trabalho posterior, Yoshida e colaboradores (1991,) descreveram a
presenca de novos taninos e outros compostos em folhas dessa mesma
espécie. Foram identificados os flavonoides quercetina-3-O-(6""-galoil)-
galactosideo (34) e quercetina-3-O-a-L-arabinofuranosideo (35) e os taninos
pedunculagina (36), casuarictina (37), praeconxinas A (38) e B (39), 6-O-galoil-
2,3-0-(S)-hexahidroxidifenoil-D-glicose (40), casuarinina (41), metilvescalagina
(42), 1,2,3,6-tetra-O-galoil-B-D-glicose (43), 2,3-O-(S)-hexahidroxidifenoil-b-
glicose (44), castalagina (45), vescalagina (46), além dos ja identificados
nobotaninos A (30), D (32) e F (33). Além destes, Yoshida (1991g) também
isolou e identificou os nobotaninos C (47) e E (48), além do j& conhecido
nobotanino B (31).

Dentre os compostos ja identificados em algumas espécies do género,
os flavonoides merecem destaque por ser um grupo de metabdlitos
secundarios que influenciam na saude humana e animal (COLORADO et al,
2007).

2.3.FLAVONOIDES

Os flavonoides englobam uma classe muito importante de pigmentos
naturais e tém a estrutura quimica C6-C3-C6, sendo que as duas partes da
molécula com seis carbonos sdo anéis aromaticos, e 0s dois anéis aromaticos
(A e B) séo ligados por uma cadeia de trés atomos de carbono, que formam um
heterociclo oxigenado (pirano) (VOLP et al.,, 2008). A Figura 1 ilustra a

estrutura basica dos flavondides.

Figura 1: Estrutura basica dos flavonoides

Fonte: Adaptado de VOLP et al, 2008.



Estes compostos pertencem a um grupo de substancias com uma
grande variedade de estruturas fendlicas encontradas em frutas, vegetais,
graos, cascas, raizes, caules, flores, chas e vinhos (NIJVELDT et al., 2001).
Estima-se que cerca de 10.000 diferentes membros dessa classe ja foram
identificados (DIXON; PASINETTI, 2010). Estruturalmente, esses compostos
consistem em dois grupos majoritarios, os 2-fenilcromanos (os flavonoides,
incluindo flavanonas, flavonas, flavonols, flavan-3-ols, e antocianidinas) e os 3-
fenilcromanos (os isoflavonoides, incluindo isoflavonas, isoflavans, e
pterocarpans) (DIXON; PASINETTI, 2010).

Esses compostos apresentam diferentes propriedades para a planta,
incluindo coloracéo das flores, protecéo contra radiacao, resisténcia a doencas,
defesa contra herbivoros (HARBORNE; WILLIAMS, 2000), protecdo contra
micrébios e insetos (SAMANTA; DAS; DAS, 2011), atracdo de polinizadores
(DIXON; PASINETTI, 2010) entre outras. Além de possuirem importante
atividade na planta, esses compostos podem contribuir na saide humana
(HARBORNE; WILLIAMS, 2000).

Tem sido relatado que esses compostos podem apresentar um largo
espectro de efeitos biolégicos, incluindo as acdes antibacteriana, antiviral,
antiinflamatdria, antialérgica e vasodilatadora. Alem disso, os flavonoides séo
capazes de inibir a peroxidacéo lipidica (LPO), a agregacao plaquetéria, alterar
a permeabilidade e fragilidade capilar, e atuar em sistemas de enzimas,
incluindo ciclooxigenase e a lipoxigenase. Além destas acles, esses
compostos exercem efeitos como antioxidantes, eliminadores de radicais livres
e agentes quelantes de cations divalentes (COOK; SAMMAN, 1996).

Diversos flavonoides, incluindo agliconas e seus derivados glicosilados
e acetilados foram identificados em espécies de Melastomataceae
(TERAHARA et al., 1993; BOMFIM-PATRICIO et al., 2001; ISAZA et al., 2001;
Ll et al. 2001; CALDERON et al., 2002; ZHANG et al, 2003; MIMURA et al.,
2004; ANDREO et al., 2006; JANG et al., 2006; MONTENEGRO et al. 2007;
RODRIGUES et al., 2007; SUZANTI et al.,, 2007; VENTURA et al., 2007;
GRAYER et al, 2008; MANCINI et al., 2008; MAZURA et al., 2008;
RODRIGUES et al.,, 2008; SANTOS et al.,, 2008; KUSTER et al. 2009;
MOLEIRO et al., 2009; NISHIJIMA et al., 2009; WANG et al. 2008; WAN et al.,
2009).
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2.3.1. ESPECTROMETRIA DE MASSAS NA ANALISE DE FLAVONOIDES

A espectrometria de massas (EM) é uma poderosa ferramenta utilizada
para a identificacdo e determinacdo estrutural de flavondides glicosilados
(STOBIECKI, 2000). As grandes vantagens dessa técnica sdo sua alta
sensibilidade, permitindo a detecgdo de compostos presentes na amostra em
escala de microgramas (1g) (PINHEIRO; JUSTINO, 2012), e a possibilidade de
acoplamento com outras técnicas separacdo, como a cromatografia gasosa ou
a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), o que permite a analise de
mistura de compostos (STOBIECKI, 2000; PINHEIRO; JUSTINO, 2012),
fornecendo informacdes sobre a massa molecular e as caracteristicas
estruturais dos compostos analisados (CYUCKENS; CLAEYS, 2004).

Além desse acoplamento com técnicas de separacdo, foram
desenvolvidas, também, técnicas capazes de proporcionar o aprisionamento de
ions no interior do analisador de massas, essa caracteristica permite que
analito em questédo seja submetido a diversos ciclos de fragmentacdo em um
processo chamado de espectrometria de massas no modo tandem (EM"), onde
n representa o numero de fragmentacdes realizadas pelo analito. Nessa
técnica estdo envolvidos pelo menos trés estagios. No primeiro estagio ha
selecdo do ion precursor (que originara os outros ions). O estagio seguinte
compreende a fragmentacdo desse ion precursor com a geracdo de ions-
fragmentos (ions filhos), por fim, o terceiro estagio esté relacionado a analise e
deteccdo dos fragmentos obtidos através de métodos especificos (SOUZA,
2008).

De um modo geral, a andlise por EM gera ions através de um método
adequado de ionizacdo dos compostos em estudo. Os ions gerados sdo
separados por sua relagdo massa-carga (m/z) em um analisador de massas e
detectados por meio de um detector, que “contabiliza” os ions presentes. A
magnitude do sinal elétrico em funcdo da razdo m/z é convertida por um
processador de dados, o qual gera o espectro de massas correspondente
(GROSS, 2004).

Quando acoplado a CLAE, a técnica de espectrometria de massas
(CLAE-EM) se torna uma poderosa ferramenta para a andlise de produtos
naturais (CYUCKENS; CLAEYS, 2004), incluindo flavonoides (PINHEIRO;
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JUSTINO, 2012). Em relacéo a esses compostos, € possivel obter informacdes
sobre a aglicona, sobre os tipos de carboidratos presentes (mono-, di-, tri- ou
tetrasacarideos e hexoses, deoxihexoses ou pentoses) ou outros substituintes
presentes, a estereoquimica das unidades de monossacarideos terminais, a
sequencia da parte de glicano, as ligacdes interglicosidicas e os pontos de
ligacdo dos substituintes a aglicona (CYUCKENS; CLAEYS, 2004).

2.4. ANTIOXIDANTES

Espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERN),
compreendem o radical hidroxila (OH’), peréxido de hidrogénio (H,O,), anion
superéxido (O7), o6xido nitrico (NO’), peroxinitrito (ONOQO’) entre outros
(PERRON; BRUMAGHIM, 2009). Os neutrdfilos, assim como os macréfagos,
produzem EROS que desempenham importante papel no processo infeccioso,
atuando como microbicida (GARCIA JUNIOR; PITHON-CURI; CURI, 2000),
porém estes compostos sdo as maiores fontes de estresse oxidativo nas
células, atacando proteinas, lipideos e o DNA. O dano oxidativo ao DNA tem
sido apontado como a causa do cancer, envelhecimento, doencas
neurodegenerativas, como as doencas de Alzheimer e Parkinson, doencas
cardiovasculares, como a arteriosclerose, sendo a principal causa de morte
celular e danos no tecido resultantes de ataque cardiaco e acidente vascular
cerebral (AVC) (PERRON; BRUMAGHIM, 2009).

A membrana celular € um dos principais componentes atingidos pela
acado de ROS, que promove alteracdo em sua estrutura e permeabilidade, que
vai ocasionar a perda da seletividade na troca i6nica e liberagdo de conteudos
intracelulares, culminando com a morte celular (FERREIRA; MATSUBARA,
1997). Esse processo de peroxidacgao lipidica é iniciado com a cisdo homolitica
de uma ligacdo carbono-hidrogénio do grupo metileno das cadeias de acidos
graxos poliinsaturados e do colesterol (SOUZA et al., 2007).

A Figura 2 ilustra o processo de peroxidacdo lipidica. Iniciado o
processo, sdo formados radicais de carbono que podem reagir com oxigénio
gerando novos radicais (peroxilas) que, por sua vez, poderdo atacar novas
cadeias de &cidos graxos poliinsaturados, propagando a reagdo. Os

hidroperoxidos resultantes possuem curta meia-vida e, quando reagem com
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metais formam compostos reativos (aldeidos (malonaldeido, acroleina,
crotonaldeido) e epoxidos), que sao passiveis de causar danos ao DNA,
(SOUZA et al., 2007).

Figura 2: Processo geral de peroxidagao lipidica (L representa a cadeia de acido
graxo poliinsaturado).

LH + OH (oulLO") ——= L'+ H,O {ou LOH) Iniciacao

L’ + 0O, — = LOO° Propagacao
LH + LOO" ———= L'+ LOOH Propagacéo
LOO™ + L7 ———= LOOL Terminacao
LOO™ + LOOD° ————= LOOL + Dz‘ Terminacao

Fonte: FERREIRA; MATSUBARA, 1997.

Antioxidante é uma substancia quimica que impede a oxidacdo de
outros produtos quimicos. Ele protege os componentes celulares essenciais,
neutralizando os efeitos prejudiciais dos radicais livres, que sdo subprodutos
naturais do metabolismo celular (BADARINATH; RAO; CHETY; RAMKANTH,;
RAJAN; GNANAPRAKASH, 2010). Halliwell (1996) define antioxidante como
sendo uma substancia que seja capaz de atrasar ou inibir a oxidagdo de um
substrato oxidavel de maneira eficaz. O antioxidante, geralmente, esta presente
em concentracdo menor, quando comparada a esse substrato. Estes
compostos tém baixa energia de ativacdo para doar atomo de hidrogénio e,
portanto, ndo pode iniciar a segunda reacao dos radicais livres. Os elétrons dos
radicais livres formados séo estaveis e, assim, retardam a oxidacao.

Em organismos bioldgicos, para evitar as consequéncias relativas a
acao de ROS sobre as células, existem sistemas antioxidantes endégenos que
podem atuar em duas linhas: uma delas é responsavel por inativar as EROs,
sao classificados como antioxidantes primarios. Neste grupo estéo incluidas as
enzimas glutationa reduzida (GSH), superéxido-dismutase (SOD), catalase,
glutationa-peroxidase (GSH-Px) e vitamina E (tocoferol). A segunda linha, que
€ responsavel por reparar os danos causados por acdo desses agentes, €
composta pelo acido ascorbico (vitamina C), pela glutationa-redutase (GSH-Rd)
e pela GSH-Px (NOORI, 2012). Com excecdo da vitamina E, que é um
antioxidante estrutural da membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes
estd no meio intracelular (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).
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Além dos sistemas de protecdo endogenos, existem antioxidantes
exdgenos provenientes dos alimentos e de outras fontes alimentares. Muitas
ervas, especiarias, vitaminas e vegetais apresentam compostos com
propriedades antioxidantes, dentre estes podemos citar os flavonoides,
isoflavonas, flavonas, antocianinas, cumarinas, lignanas, catequinas,
isocatequinas e epicatequina (NOORI, 2012).

Os flavonoides estdo universalmente presentes em frutas e vegetais
como um grupo de compostos polifendlicos. O interesse nesses compostos tem
aumentado ultimamente devido a ampla atividade farmacoldgica relacionada a
inibicdo de certas enzimas e sua atividade antioxidante. Estes se apresentam
como potentes drogas para serem usadas no tratamento de muitas doencas,
incluindo céancer, arteriosclerose, doencas cardiovasculares, doencas
neurodegenerativas, como as doencas de Alzheimer e Pakinson, e outras
doencas relacionadas a idade (MENDES et al, 2012). Em sistemas biolégicos,
os efeitos protetores observados desses compostos sdo atribuidos a sua
capacidade de transferéncia de elétrons, de quelar metais, de ativacdo de
enzimas antioxidantes, de reduzir os radicais alfa-tocoferol e inibir oxidases
(HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002).

Os flavonoides apresentam um grande numero de substituintes em
suas estruturas, porém, a atividade antioxidante depende do numero de
hidroxilas presentes na aglicona (Figura 1). Quando ha substituicdo do
hidrogénio da hidroxila dos anéis A, B ou C por alguma molécula de acucar, a
atividade antioxidante é reduzida (RICE-EVANS; MILLER; PANGAGA, 1996).

2.5. DOR

A dor pode ser descrita como um alerta utilizado pelo Sistema Nervoso
Central (SNC) para sinalizar um processo de agressao ao organismo com risco
para sua integridade fisica. Este alerta € capaz de desencadear um conjunto de
reacOes de adaptacdo, de ordem psicologica, autbnoma e motora, visando
afastar o organismo da causa da agressao, preservando-o (VITOR et al.,
2008). A Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP), 2013, definiu a

dor de maneira mais ampla como sendo uma experiéncia sensorial e emocional
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desagradavel associada a um dano real ou potencial de tecidos ou descrita em
termos de tal dano.

Por se tratar de uma experiéncia subjetiva, a dor ndo pode ser
facilmente medida, requerendo consciéncia. De acordo com NEWSHAN e
STAATS (2013), a incapacidade de se comunicar verbalmente ndo nega a
possibilidade que um individuo esteja sentindo dor e precisa de tratamento
analgésico adequado. Quando se descreve como uma "experiéncia”, ha uma
sepraragcao entre esta e a nocicep¢ao, que € o processo neural, envolvendo a
transducdo e transmissdo de um estimulo nocivo para o cérebro através de
uma via da dor (STEEDS, 2013). A dor é o resultado de uma interacdo
complexa entre os sistemas de sinalizacdo, modulacdo de centros superiores e
a percepc¢ao Unica do individuo (STEEDS, 2013).

O fenbmeno da dor engloba dois componentes: um sensorial e outro
emocional/afetivo. O primeiro é o responsavel pelo mecanismo neurofisiolégico
da dor, permitindo que haja a transmissao e a interpretacdo do estimulo nocivo
que, geralmente, € forte o suficiente para produzir leséo tecidual. E o segundo
esta relacionado a percepcdo do estimulo doloroso, que se segue apés a
tomada de consciéncia e pela reacéo a dor do individuo (JULIUS & BASBAUM,
2001; ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004). E importante salientar que a
dor se manifesta de diferentes formas e por isso ndo pode ser entendida ou
tratada como uma entidade Unica (BESSON, 1999).

2.5.1. TIPOS DE DOR

A dor pode receber varias denominac¢des, que irdo variar de acordo
com o tipo de lesdo e/ou os mediadores envolvidos, podendo ser denominada
de dor nociceptiva (quando ha estimulacédo fisioloégica de receptores), dor
neuropatica (que esta associada a lesdo ou disfuncdo do sistema nervoso)
(SCHESTATSKY, 2008) e psicogénica (relacionada a fatores psicologicos na
génese da dor) (VITOR et al.,, 2008). Além dessa classificacdo, existem
algumas alteracdes que podem provocar manifestaces dolorosas, como a
hiperalgesia (onde ha reducdo do limiar da dor, causando uma maior
sensibilidade ao estimulo doloroso) (ALl; MEYER; CAMPBELL, 1996), alodinia



15

(dor em resposta a um estimulo ndo nocivo) e hiperestesia (sensibilidade
anormal a estimulos sensoriais) (BESSON, 1999).

A dor nociceptiva consiste na estimulagéo persistente de nociceptores,
seja térmico, quimico ou mecanico. Neste tipo de dor ocorre ativagcado continua
das vias centrais da dor e pode ser identificado em pessoas com cancer,
Herpes zoster, entre outras. Ja a dor neuropatica, segundo a IASP (2013), é
definida como aquela causada ou iniciada por uma lesdo primaria ou por
disfuncdo do SNC e/ou Periférico (SNP). Esta desordem pode ser provocada
por compressao, transeccao, infiltracdo, isquemia, injuria metabdlica de corpos
celulares de neurbnios ou uma combinagdo desses fatores. Dor do membro
fantasma e doengas como Diabetes melittus e Parkinson s&o as principais
causas da dor neuropatica. A dor psicogénica, por sua vez, esta relacionada a
prevaléncia de fatores psicolégicos na génese da sensacao dolorosa. Esse tipo
de dor pode ser observado em disturbios psicolégicos como na depresséo e na
ansiedade generalizada (VITOR et al., 2008).

De acordo com a Sociedade Brasileira para o Estudo da Dor (SBED)
(2013), a dor pode ser classificada, de acordo com a sua duracdo de
manifestacdo, em trés tipos: aguda, cronica e recorrente. A dor aguda se
manifesta em periodos curtos e esta associada a lesées em tecidos ou 6rgaos
e pode desaparecer quando a causa é corretamente diagnosticada. A dor
cronica € aquela gue se estende por um tempo maior, podendo estar associada
a uma doenca crbnica. Ja a dor recorrente se manifesta em periodos de curta
duracdo, porém com repeticdo freqiiente, mesmo que ndo haja um processo
causador especifico.

A dor aguda tem um valor bioldgico adaptativo e permite ao organismo
localizar com rapidez e precisdo o0 estimulo causador da resposta dolorosa.
Este € um importante mecanismo de defesa, pois evitara ou reduzira os danos
que seriam causados ao tecido, caso 0 mesmo continuasse exposto ao
estimulo doloroso (SERPELL; MAKIN; HARVEY, 1998).

A dor crbnica, por sua vez, ndo possui carater defensivo, jA que a
mesma pode estar presente mesmo na auséncia do estimulo nocivo. Em geral,
esta ndo € bem localizada, podendo ser macica, continua ou recorrente. A dor
cronica pode acarretar consequéncias fisicas, comportamentais, mentais,

psicoldgicas e psicossociais, além de envolver grave estresse emocional. Esse
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tipo de dor difere da dor aguda em relacdo a sua persisténcia, alteracbes
adaptativas e dificuldade de tratamento (REBOUCAS JUNIOR, 2010).

2.5.2. MECANISMOS DE PERCEPCAO DA DOR

A percepcdo da dor ocorre em dois estagios distintos. O primeiro,
denominado nocicepcao, refere-se a transducao do estimulo doloroso ao SNC
por receptores especializados, 0s nociceptores. O segundo estagio é referente
ao processamento elaborado dessa informacdo nociceptiva, levando a
percepc¢ao consciente da dor (VITOR et al., 2008).

O primeiro processo da nocicepcdo € a decodificacdo de sensacdes
mecanica, térmica e quimica em impulsos elétricos pelos nociceptores, que
estdo presentes grande parte do organismo. Estes sdo terminacfes nervosas
livres dos neurdnios de primeira ordem, cuja funcéo é preservar a homeostasia
tecidual, assinalando uma injaria potencial ou real. Iniciado o estimulo, este é
levado até o SNC através de fibras aferentes denominadas de nociceptivas.
(LENT, 2004; KLAUMANN; WOLK; SILLAS, 2008).

A estimulacdo dos nociceptores promove uma liberagdo local de
mediadores quimicos, tais como bradicinina, prétons, histamina, serotonina,
metabdlitos do acido araquidbénico, ATP, adenosina, citocinas, aminoacidos
excitatérios, oxido nitrico, substancia P, neurotrofinas, bombesina, opidides,
somatostatina, acetilcolina, entre outros. Estes mediadores interagem com
nociceptores especificos conduzindo a propaga¢do do sinal nociceptivo por
alteracdo na permeabilidade da membrana da fibra nervosa gerando o
potencial de acdo (VITOR et al., 2008).

As fibras aferentes de primeira ordem foram classificadas em termos
de estrutura, didmetro, grau de mielinizagéo e velocidade de condugédo em AR,
Ad ou C (JULIUS; BASBAUM, 2001). As fibras AR sao fibras de diametro
grande (maior que 10 pym), mielinizadas e de conducao rapida, responsaveis
por sensagdes indcuas. As fibras Ad sdo de didmetro intermediario (2 a 6 ym),
mielinizadas. Sua velocidade de conducdo € intermediaria, modulando a
primeira fase da dor (mais aguda). Ja as fibras C possuem diametro pequeno
(0,4 a 1,2 ym), ndo sdo mielinizadas e com velocidade de conducao lenta,

responsaveis pela segunda dor ou dor difusa, queimagéo persistente (a dor
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permanece mesmo apos o estimulo nocivo ter cessado) (KLAUMANN; WOLK;
SILLAS, 2008).

ApGs a transducdo, o estimulo atinge a medula espinhal através das
fibras Ad e C, que se incorporam aos demais nervos periféricos, € o tronco
encefalico, através do nervo trigémeo. Nos ganglios espinhais e no ganglio
trigémeo estéo localizados os corpos dos neurdnios primarios da dor. No corno
dorsal da medula e no nucleo espinhal do trigémeo esté localizada a maioria
dos neurbnios de segunda ordem, que recebem as sinapses dos aferentes de
primeira ordem (LENT, 2004).

As fibras aferentes primarias chegam organizadamente ao corno dorsal
da medula espinhal, onde as fibras Ad terminam nas laminas | e V e as fibras C
na lamina 1l (Millan,1999), laminas onde estdo localizados 0s nociceptores
(VITOR et al., 2008). Ap6s a interacdo direta ou indireta com neurdnios
aferentes primarios no corno dorsal, os neurbnios de segunda ordem s&o
acionados na medula espinhal, transmitindo os impulsos nociceptivos para
estruturas do tronco cerebral e diencéfalo, incluindo talamo, substancia
cinzenta periaquedutal, formacédo reticular da medula, complexo amigdaldide,
hipotalamo, entre outras (MILLAN, 1999). O SNC utiliza projecdes eferentes no
cérebro e na medula espinal para modular os sinais nociceptivos de entrada e
modificar, assim, a percepcao da dor (SCHULMAN; STRICHARTZ, 2005). Os
principais neurotransmissores responsaveis pela transmissdo do impulso
nervoso das fibras aferentes priméarias para os neurénios do corno dorsal da
medula séo a substancia P e o glutamato e sdo responsaveis, respectivamente,
pela producdo de potenciais excitatérios rapido e lento (MILLAN, 1999; VITOR
et al., 2008).

A Figura 3 ilustra o processamento dos estimulos nocivos, a nivel
neural e pode ser resumido da seguinte forma: Os nociceptores primarios (1°)
possuem corpos celulares no ganglio da raiz dorsal e fazem sinapse com
neurdnios aferentes secundarios (2°) no corno dorsal da medula espinhal. Os
aferentes secundarios seguem o0 seu trajeto nas areas laterais da medula
espinal, alcancando, finalmente, o talamo, onde fazem sinapse com neurénios
aferentes terciarios (3°). O processamento da dor € complexo, e os aferentes 3°

tém muitos destinos, incluindo o cértex somatossensorial (localizagcdo da dor) e
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o sistema limbico (aspectos emocionais da dor) (SCHULMAN; STRICHARTZ,
2005).

Figura 3: Vias da dor.

O neurdnio 3° projeta-se
para varias regides do cérebro

O neurdnio 2° faz
sinapse com o
neurdnio 3 no talamo

Cértex somatossensorial
primario

Cérebro

Nucleo ventral
postero-lateral
do tdlamo

Ponte

| Ganglio da raiz dorsal
Medula oblonga :

Q
Neurdnios 2 N
Medula espinal (nociceptor)

cervical

Os neurdnios 1° e
2° fazem sinapse
no corno dorsal da
medula espinal

Fonte: SCHULMAN; STRICHARTZ, 2005.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. REAGENTES E EQUIPAMENTOS

Para o estudo fitoquimico foi utilizada silica gel 60 (70-230 mesh), da
marca Vetec®, para cromatografia em coluna (CC). Os solventes utilizados
foram hexano, etanol, metanol, agua destilada, acetato de etila, acido acético,
acido sulfurico, todos grau Padrdo Analitico (P.A.). Para cromatografia em
camada delgada (CCD) utilizou-se cromatofolhas de aluminio recoberta com
silica gel 60 (Merck®).

As analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada com
detector de arranjos de diiodo (CLAE-DAD) foram realizadas no cromatografo
liquido Merck-Hitachi LaChrom Elite® equipado com bomba HITACHI L-2130,
detector de arranjos diiodo (DAD) VRW HITACHI L-2300 e com amostrador
automatico com 100uL de loop. Os dados foram adquiridos e processados
utilizando o programa Ezchrom Elite®. As fracGes foram analisadas utilizando a
coluna de fase reversa Purospher® STAR RP-18e (250mm x 4,6 mm,
particulas de 5um) Merck®. A taxa de injecdo foi de 1 mL/min e a temperatura
do forno foi mantida em 30°C. O volume de injecéo foi de 20 puL. As amostras
foram filtradas através de filtro Millipore com diametro de 0,22 um antes da
injecdo. Foram somente analisado(s) o(s) pico(s) majoritario(s) de cada
cromatograma. As analises foram realizadas de acordo com metodologia
descrita por Leite e colaboradores (2012).

Os experimentos de CLAE-DAD acoplado a Espectroscopia de Massas
(CLAE-DAD-EM) foram realizados pela central analitica do Instituto de Quimica
da Universidade de S&o Paulo (IQUSP). O equipamento utilizado em CLAE-
DAD-EM foi o Esquire 3000 Plus - Bruker Daltonics, com ionizagdo
electrospray, capilar de 4000V, nebulizador: 27psi, gas seco de 7 litros / min e
temperatura de 320 °C. O solvente utilizado foi metanol.

A avaliacao da atividade antioxidante foi realizada utilizado o solvente
etanol 95% (P.A.) para a solubilizacdo das amostras. As substancias utilizadas
foram Dbutilhidroxitolueno (BHT), acido ascoérbico (AA) e 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila (DPPH). A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotébmetro

UV-visivel (Varian) no comprimento de onda de 518 nm.
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Nos testes para avaliacdo da atividade antinociceptiva, as substancias
e reagentes utilizados foram acido acético (Merck® AG, Darmstadt, Alemanha);
dipirona (Sigma® Chemical CO., St. Louis, MO, EUA); indometacina (Merck®)
e Tween 20 (Sigma®). A solucéo de formalina (2,5%) foi preparada a partir de
formaldeido (Merck®) em solucéo salina (0,9%). O extrato hexanico e a fracéo
flavonoidica foram diluidos em Tween 20 (0,05%) e agua destilada (veiculo) em
todos os experimentos. As demais substancias foram diluidas em Tween 20
(0,05%) e agua destilada.

3.2. ANIMAIS

Para avaliacdo da atividade antinociceptiva foram utilizados
camundongos Swiss adultos, com peso compreendido entre 25-35 gramas,
machos e fémeas, com 6-8 semanas de idade, distribuidos em grupos de 6-8
animais por tratamento. Todos 0s animais sdo provenientes do Biotério Central
da Universidade Federal de Alagoas (BIOCEN-UFAL).

Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UFAL (Protocolo n° 23065.004873/2011-01). Os animais
utilizados foram mantidos em ambiente com temperatura controlada (25-28°C),
ciclo claro-escuro de 12 horas e tratados com racdo e agua. O numero de
animais utilizados e a intensidade do estimulo nocivo foram 0s minimos
necessarios para demonstrar os efeitos das substancias testadas. Sendo que
todos 0s experimentos seguiram as normas internacionais para o estudo com
animais de laboratério (ZIMMERNANN, 1983).

3.3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
3.3.1. COLETA DO MATERIAL VEGETAL

Tibouchina pereirae foi coletada na cidade de Mucugé, Bahia, e
identificada pelo Dr. Francisco Haroldo Feitosa do Nascimento (UEFS). Uma

exsicata foi depositada no Herbario da Universidade Estadual de Feira de
Santana (HUEFS) sob a humeracdo 191056.
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3.3.2. OBTENCAO DOS EXTRATOS DE Tibouchina pereirae

As partes aéreas (1,20 Kg) foram secas em estufa a 50°C por 28h e,
em seguida, o material foi moido em moinho de facas (Tipo Willey). O material
triturado (417,30 g) foi transferido para um recipiente onde foram adicionados
2,7L de hexano e macerado por de trés dias. ApOs esta etapa, o solvente foi
filtrado e submetido a evaporacdo com uso de evaporador rotativo com pressao
reduzida.

Apo6s remocdo do n-hexano, foi adicionado 1,3L de etanol 95% e
submetido a nova maceracdo por mais trés dias. Apds este periodo, 0 extrato
foi filtrado para um recipiente e submetido evaporagdo sob pressao reduzida
em evaporador rotativo a 45° C.

Concluida a maceracdo com etanol, o mesmo foi coletado e entédo
foram adicionados 2,0L de agua destilada e deixado macerar por igual periodo.
Apés trés dias, o macerado foi transferido para um recipiente e deixado
evaporar em estufa com circulacdo de ar em temperatura controlada (55°C).
Todos os extratos foram armazenados sob refrigeracao.

O processo de maceragdo forneceu os extratos hexanico (EHTP),
etandlico (EETP) e aquoso (EATP) brutos com os seguintes rendimentos:
12,359 (2,36%) para o extrato hexanico, 28,99g (6,95%) do extrato etandlico e
53,359 (12,78%) do extrato aquoso.

3.3.3. FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS DE Tibouchina pereirae

Os extratos hexanico e etandlico foram submetidos a CC
separadamente. A eluicdo foi realizada com solventes de polaridade crescente
e com variagdes de 10% (hexano, acetato de etila, etanol, metanol e agua) em
volumes de 100 mL, sendo coletadas fragbes de 50 mL, cada.

O fracionamento do extrato hexanico rendeu 39 fra¢des, enquanto que
0 extrato etanolico forneceu 16 fracbes. Todas as fracbes obtidas foram
submetidas a analise por CCD em sistema de eluentes composto por
hexano;EtOAc na proporcao 7:3. As fracbes que apresentaram o mesmo perfil

cromatografico foram unidas e ao final, resultaram em 17 fragbes, para o
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extrato hexanico e 9 fracOes para o extrato etandlico, que foram analisadas por
CLAE-DAD.

3.3.4. AVALIACAO DA ATIVIDADE CAPTADORA RADICALAR FRENTE AO
DPPH

A avaliacdo da atividade antioxidante pelo método fotocolorimétrico do
DPPH, seguiu a metodologia descrita por S& e colaboradores (2012). Nos
ensaios foram preparadas solugbes de 243, 81, 27, 9, 3 e 1 ug/ mL dos
extratos hexanico, etanolico e aquoso de T. pereirae e da fracéo flavonoidica
em etanol. A 2,5 mL das amostras, foi adicionado 1,0 mL da solu¢cdo de DPPH
(50 pg/mL) em etanol e deixado reagir por 30 minutos.

O controle negativo foi realizado com 1,0 mL da solucdo de DPPH (50
pMg/mL) em 2,5 mL de etanol; e como branco foi utilizado uma solucdo dos
extratos (EHTP, EETP e EATP) e da fracdo flavonoidica (FFTP), nas
concentracbes de 243, 81, 27, 9, 3 e 1 ug/ mL, em 1,0 mL de etanol. Os
reagentes padrbes (BHT e AA) foram utilizados nas mesmas concentracdes
das amostras. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e a média foi
calculada.

A percentagem de inibicdo do radical DPPH, pelas amostras, foi

calculada de acordo com a férmula a sequir.

% inibic&o = ((Ac () — Aa p)/Ac () x 100

Onde:
- Ac () € a absorbéancia do controle negativo no tempo 0 min.

- Aa (; € a absorbancia da amostra no tempo 30 min.
3.3.5. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA
3.3.5.1. VIA DE ADMINISTRACAO

A avaliacdo da acédo antinociceptiva do EHTP, assim como a fragao
flavonoidica FFTP, obtida a partir deste, foi realizada por meio da

administracao pela via intraperitoneal (i.p.). Esta via foi escolhida, pois elimina

o efeito de primeira passagem e/ou anula a possibilidade dos compostos
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presentes nas amostras de estarem sofrendo degradacdo em pH acido
estomacal. Os animais receberam diferentes doses do extrato e da fracdo
flavonoidica, 40 minutos antes da administragéo do agente irritante.

A atividade antinociceptiva do EHTP e da FFTP foi avaliada através da
utilizacdo de modelos de nocicepc¢ao induzidos pelo acido acético (0,6% v/v,
0,1mL/10g) (KOSTER et al., 1959; COLLIER et al.,1968; FONTENELE et al.,
1996) e formalina (2,5%, 20uL/pata) (HUNSKAAR AND HOLE, 1987; TIGLSEN
et al., 1992).

3.3.5.2. TESTE DAS CONTORCOES ABDOMINAIS INDUZIDAS PELA
INJECAO INTRAPERITONEAL DE ACIDO ACETICO EM CAMUNDONGOS

Para verificar o efeito antinociceptivo do EHTP e da FFTP no teste de
contor¢bes abdominais, foi administrado &cido acético (AcOH) (0,6% v/v)
diluido em agua destilada. A administracado da solu¢cao de AcOH promove uma
resposta nociceptiva induzida que pode ser caracterizada como contor¢cées
abdominais as quais consistem na contracdo da musculatura abdominal
juntamente com a extensdo de uma das patas posteriores (COLLIER et
al.,1968; BENTLEY et al., 1981).

Um grupo de animais foi pré-tratado com o EHTP (100mg/Kg),
engquanto que outros grupos foram pré-tratados com a FFTP (3, 10, 30 e 100
mg/Kg) administrados 40 minutos antes da injecdo da solu¢cdo de AcOH. O
grupo controle recebeu solucdo de AcOH (0,6% v/v) correspondente a 0,1
mL/10 g. O controle positivo recebeu dipirona sédica (100 pmol/Kg), 40 minutos
antes da injecdo da solucdo de AcOH. Apds injecdo do AcOH, os
camundongos foram colocados em recipientes individuais e o numero de
contor¢cdes abdominais foi quantificado durante um periodo de 20 minutos,
iniciando a contagem 5 minutos apds a injecdo da solucdo de AcOH. A
atividade antinociceptiva foi determinada tomando como base o numero de
contor¢cdes abdominais dos animais pré-tratados com o EHTP e a FFTP,
comparado com as contor¢gbes do grupo controle. A atividade antinociceptiva
foi expressa como percentagem de inibichio do numero de contorcdes

observadas no grupo controle.
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3.3.5.3.NOCICEPCAO INDUZIDA PELA INJECAO INTRAPLANTAR DE
FORMALINA EM CAMUNDONGOS

O efeito antinociceptivo do EHTP e da FFTP foi confirmado através do
teste de nocicepcao realizado pela injecdo intraplantar de formalina. Esse
modelo permite identificar dois tipos de dor: a dor neurogénica, causada pela
estimulacdo direta de neurbnios nociceptivos, e a dor inflamatéria,
caracterizada pela liberacdo de mediadores inflamatorios. Os camundongos
receberam na regido plantar da pata posterior direita, 20 yuL da solucédo de
formalina 2,5% (0,92% de formaldeido). Ap6s a injecdo, os animais foram
colocados em recipientes individuais para observar por quanto tempo o0s
mesmos permaneceriam lambendo ou mordendo a pata em que foi
administrada a formalina. Durante 30 minutos houve a observacéao dos animais,
sendo assim dividido: a primeira fase corresponde ao tempo de 0 a 5 minutos
apos a injecdo da formalina, para observar a fase neurogénica da dor; a
segunda fase corresponde ao tempo de 15 a 30 minutos apds a injecdo da
formalina, representando a fase inflamatéria.

Diferentes grupos de animais foram pré-tratados com o EHTP (100
mg/Kg) e a FFTP (100 mg/Kg), administrados pela via intraperitoneal, 40

minutos antes da injecdo da formalina.

3.4. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos dos experimentos foram expressos como a média e o
erro padrdo da média (média = E.P.M.). As andlises estatisticas dos resultados
foram realizadas por meio da analise de variancia (ANOVA) seguido do teste
de Dunnett utilizando o programa GraphPad Prism 5.0. Valores de P < 0,05

foram considerados significativos (*P < 0,05; **P < 0,01 e *** P <0, 001).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. OBTENCAO E CARACTERIZACAO DOS FLAVONOIDES EM

Tibouchina pereirae

As fracBes obtidas no fracionamento dos extratos hexanico e etandlico
foram analisadas por CLAE-DAD para avaliar a presenca de flavonoides. As
fracOes analisadas apresentaram uma mistura de diferentes compostos (dados
ndo mostrados), incluindo flavonoides, porém apenas uma das fracbes do
extrato hexanico (fragdo 39, eluida em EtOH:H20: 80/20) apresentou a maior
proporcao de picos para esses compostos, sendo entdo denominada de fracéo
flavonoidica de T. pereirae (FFTP). A Figura 4 ilustra o cromatograma e 0s

espectros de UV dos flavonoides majoritarios caracterizados na fracdo FFTP.

Figura 4: Cromatograma (6A) e espectros de UV dos picos majoritarios da fracdo FFTP (1B,
2C e 3D). Os espectros de UV desses picos apresentaram absor¢cfes caracteristicas de
compostos da classe dos flavonoides.
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Os espectros de UV obtidos da analise da fracdo FFTP séo
caracteristicos de compostos da classe dos flavonoides. A analise de
flavonoides pela técnica de espectrometria no ultravioleta/visivel €
rotineiramente utilizada devido a existéncia de duas bandas caracteristicas
(PINHEIRO; JUSTINO, 2012). De acordo com a estrutura dos flavonoides
(Figura 1), a Banda |, que corresponde ao anel B, apresenta absorcao na faixa
de 300 a 550 nm, enquanto que a banda Il, correspondente ao anel A,
apresenta absorcdo na faixa de 240 a 285 nm. Tsimogiannis e col. (2007)
relataram que os compostos das classes dos flavonois apresentam uma faixa
de absorcdo da banda Il compreendida entre 250-290 nm, enquanto que a
banda | desses compostos, segundo Santos, Schripsema e Kuster (2005),
apresenta uma faixa de absorcdo compreendida entre 348-354 nm.

Através da analise por CLAE-EM/EM da fracdo FFTP foi possivel
caracterizar a estrutura quimica dos flavonoides contidos na mesma. A Figura 5
apresenta o cromatograma de ions totais obtido através da analise da fracdo
FFTP.

Figura 5: Cromatograma de ions totais da fracdo FFTP no modo positivo. Os picos
enumerados (1 a 10) correspondem aos flavonoides presentes na fracéo.
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Fonte: Autor, 2013.

A técnica de CLAE-EM desta fracdo permitiu obter informacdes sobre

0S compostos presentes na mesma. O espectro de massas de primeira ordem
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(EM) do pico 1 mostrou o ion molecular protonado em [M+H]" m/z 617 Da
(Figura 6). A Figura 7 ilustra o espectro de massas de segunda ordem do
composto (EM/EM), nesse espectro é possivel observar o fragmento em m/z
465 Da [M+H-152]", que corresponde a perda de 152 Da, que é indicativo da
presenca da porc¢ao galoil (Gal) na molécula. O ion em 346 [M+H-152-162]",
mostra a perda de 162 Da, o que é indicativo da presenca de glicose na
molécula (MOURA; VILEGAS; SANTOS, 2011). O segundo principal fragmento
observado (m/z 303 Da), indica a perda de m/z 314 Da, que resulta de uma
porcao constituida por uma glicose associada a uma molécula de acido galico
(SHIEBER et al., 2005). O fragmento em m/z 303 Da é correspondente a
aglicona protonada do flavonol quercetina (MOURA; VILEGAS; SANTOS,
2011). Os espectros de massas dos demais picos estdo representados no

Anexo 2.

Figura 6: Espectro de massas de primeira ordem (EM) do pico 1
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Fonte: Autor, 2013.

Figura 7: espectro de massas de segunda ordem (EM/EM) do pico 1.
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A andlise do EM do pico 2 permitiu a caracterizagdo do composto como

sendo o flavonoide quercetina 3-O-rutinosideo (rutina), através da comparacao
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com dados da literatura. O espectro do pico 2 apresentou o ion molecular
protonado em m/z 611 Da [M + H]" indicando sua formula molecular
correspondente a C»;0:6H3;. O EM/EM gerou fragmentos representativos de
m/z 465 Da [M+H-146]" e m/z 303 Da [M+H-146-162]", indicando as perdas de
ramnose (Ram) (146 Da) e glicose (Glu) (162 Da), respectivamente. A massa
de 303 Da é correspondente a aglicona quercetina (STOBIECKI, 2000;
MOURA,; VILEGAS; SANTOS, 2011).

O pico 3 apresentou o ion molecular protonado em [M+H]+ em m/z 631
Da. O EM/EM deste pico, gerou os fragmentos em [M+H-152]" m/z 479 Da, que
indica a perda de 152 Da, que € correspondente ao grupamento galoil. O
fragmento observado em m/z 317 Da corresponde a perda de 314 Da, que
indica a presenca de glicose associada ao acido galico (SHIEBER et al., 2005).
O fragmento em m/z 317 Da corresponde a aglicona protonada do flavonol
isoramnetina (WANG, D-M. et al., 2012).

A andlise do pico 4 apresentou o ion molecular protonado [M + H]" em
m/z 595 Da. O EM/EM mostrou a presenca de fragmentos importantes em m/z
449 [M+H-146]" e m/z 287 [M+H-146-162]", esta Ultima corresponde a aglicona
protonada canferol (STOBIECKI, 2000; MOURA; VOLEGAS; SANTOS, 2011).
A partir da comparacdo com dados da literatura, foi possivel identificar esse
composto como sendo canferol-3-O-rutinoside (nicotiflorina) (STOBIECKI,
2000; MA et al., 2000).

O pico 5 apresentou no EM o ion molecular em [M+H]" m/z 479 Da. O
EM/EM forneceu o fragmento em m/z 317 Da [M+H-162]", que indica a perda
de 162 Da, que corresponde a perda de glicose (MOURA; VILEGAS; SANTOS,
2011). O fragmento em m/z 317 Da corresponde a aglicona da isoramnetina
(WANG, D-M. et al., 2012).

A analise do EM do pico 6 revelou a presenca do ion molecular
protonado [M + H]" em m/z 625 Da. O EM/EM desse composto gerou os
fragmentos em m/z 479 [M+H-146]'e m/z 317 [M+H-146-162]", que
correspondem a perdas de unidades de ramnose (146 Da) e glicose (162 Da),
respectivamente, (MOURA; VILEGAS; SANTOS, 2011). O fragmento em m/z
317 Da corresponde a aglicona da isoramnetina (WANG, D-M. et al., 2012). O
perfil de fragmentacdo apresentado por esta molécula é correspondente ao

composto isoramnetina 3—O-rutinosideo (narcissina) (CAIl; GU; TANG, 2010).
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Os picos correspondentes aos compostos 7 - 10 ndo foram
caracterizados, porém, o espectro de UV observado para a maioria destes
apresentou valores de absorc¢des caracteristicos da classe dos flavonoides.

Assim, a caracterizacdo dos flavonoides quercetina 3-O-(galoil)-
glicosideo, quercetina 3-O-rutinosideo (rutina), isoramnetina 3-O-(galoil)-
glicosideo, canferol 3-O-rutinosideo (nicotiflorina), isoramnetina 3-O-glicosideo
e isoramnetina 3-O-rutinosideo (narcissina) foi possivel a partir da analise do
perfil de fragmentacdo dos compostos presentes na fracdo FFTP. A presenca
de flavonoides em extrato hexanico ja foi descrito na literatura (SULTANA et al.,
2012), assim como a presenca de outros compostos glicosilados neste extrato
(RAO; SAVITHRAMMA, 2011). A Figura 8 ilustra a estrutura dos flavonoides
presentes na fracdo FFTP. A Tabela 1 apresenta os valores do tempo de
retencdo (em minutos) (Treuiny), absorcdo no UV (Amax), assim como os
fragmentos obtidos nas analises por CLAE-DAD e CLAE-EM/EM da fracéo
FFTP.
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Tabela 1 — Dados caracteristicos dos flavonoides presentes na fragcdo FFTP de

T. pereirae.
Trvin CLAE'DAD CLAE-EM/EM COMPOSTO REFERENCIAS
Amax [nm]
EM e+ EM/EM
Quercetina 3- SHIEBER et al.,
1 94 262’331‘8291’ 617 464,303  O-(galoil) Zogf’téﬂgAUSRA;
glicosideo SANTOS, 2011
STOBIECKI,
2000; MA et al.,
2 10.2 255’335?7297’ 611 465, 303 Rutina 2001; MOURA,;
VILEGAS;
SANTOS, 2011.
Isoramnetina SHIEBER et al.,
3 10.8 254'335h8299’ 631 479, 317 3-O-galoil 2005; WANG, D-
glicosideo M. et al., 2012.
MA et al., 2000;
STOBIECKI,
254, sh 298, L 2000; MA et al.,
4 11.2 357 595 449, 287 Nicotiflorina 2001: MOURA.
VILEGAS;
SANTOS, 2011.
MOURA,;
Isoramnetina VILEGAS;
5 11.4 253, 344 479 317 3-0O- SANTOS, 2011;
glicosideo WANG, D-M. et
al., 2012.
CAl; GU; TANG,
254, sh 297, o 2010; MOURA,;
6 11.6 353 625 479, 317 Narcissina VILEGAS:
SANTOS, 2011.
7 12.3 - 611 438, 287 *n/d -
249, sh 297,
8 12.6 363 611 303 n/d -
458, 359,
9 13.6 252 625 317 n/d -
10 14.0 251 625 479, 317 n/d -
n/d — compostos nao identificados: sh — ombro (shoulder) )
*Q espectro de UV nao foi determinado Fonte: Autor, 2013.
Figura 8: Estrutura dos flavonoides identificados na fragdo FFTP.
R1 R2
R
1 Glu-Gal OH
OH
| i 2 Glu-Ram OH
HO ° - 3 Glu -Gal OCH;
| 4 Glu-Ram H
i 5 Glu OCH4
R
oo © ‘ 6 Glu-Ram OCH;

Fonte: Autor, 2013.
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4.2. AVALIACAO DA ATIVIDADE CAPTADORA RADICALAR FRENTE AO
DPPH

Os extratos hexanico, etandlico e aquoso, assim como a fragdo
flavonoidica (FFTP) apresentaram atividade antioxidante pelo método do
DPPH. As absorbancias dos extratos e da fracdo testadas, depois de 30
minutos de contato com a solugdo de DPPH em etanol, foram obtidas por
espectrofotometro UV-visivel. A partir dessas foi obtido o percentual de
inibicdo, que corresponde a atividade antioxidante das amostras testadas
(Tabela 2).

Tabela 2 — Atividade antioxidante pelo método do DPPH em percentagem de
inibicdo (%) dos extratos e da fracéo flavonoidica de T. pereirae.

Concentragao
da amostra BHT AA EHTP EETP EATP FFTP
(Hg/mL)

243 87,50 97,86 93,75 94,02 94,70 90,67

81 84,52 95,80 94,26 92,27 93,97 89,55

27 86,58 95,69 75,84 92,68 92,06 89,54

9 48,25 95,27 39,97 49,35 88,86 70,32

3 27,68 47,43 22,89 21,69 42,42 39,07

1 13,46 23,91 21,22 12,51 9,63 31,21

AA - &cido ascorbico; BHT — butilhidroxitolueno; EHTP — extrato hexanico T. pereirae; EETP —
extrato etanodlico de T. pereirae; EATP — extrato aquoso T. pereirae; FFTP — fracao flavonoidica

T. pereirae. Fonte: Autor, 2013.

Os extratos brutos (EHTP, EETP, EATP) e a fracdo flavonoidica
(FFTP) apresentaram um percentual de inibicdo do DPPH de 93,75, 94,02,
94,70 e 90,67%, respectivamente, ja o BHT inibiu o radical livre em 87,50%,
enquanto que o AA inibiu 97,86% na concentragédo de 243 ug/mL. Tanto os
extratos quanto a fracdo flavonoidica testados apresentaram maior atividade
antioxidante que o composto padrdo BHT na maior concentracdo testada,
sendo que, o extrato aquoso (EATP) exibiu maior capacidade antioxidante,
dentre os extratos testados, nessa concentracdo, enquanto que na menor
concentracado (1 pg/mL), a fracdo flavonoidica apresentou maior capacidade

antioxidante, superando os padrdoes BHT e AA. Os extratos com solventes mais
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polares apresentaram importante atividade antioxidante, segundo Simdes e
colaboradores (2004), a presenca de compostos fendlicos em extratos
preparados com esses solventes garantem esta atividade. De acordo com
Noori (2012), os flavonoides sdo compostos que apresentam esta propriedade.

Ja foi descrito que os compostos nicotiflorina, narcissina e rutina
apresentam atividade antioxidante, porém os compostos derivados da
guercetina apresentaram maior poder antioxidante (FIORENTINO et al., 2007).
A quercetina € um potente antioxidante, cuja atividade € favorecida pela
presenca de hidroxilas nas posigdes 5, 7, 3’ e 4’. Quando ha substituicdo da
hidroxila na posicdo 3 do anel C por um grupo glicosidico, a atividade
antioxidante da quercetina € reduzida devido a interferéncia na planaridade da
molécula o que dificulta a transferéncia do elétron para o radical DPPH
(AGUIAR et al., 2009), porém, quando o grupamento galoil est4 presente na
porcdo glicosidica, a reducdo a atividade antioxidante causada por essa
glicosilacdo é cancelada, devido as propriedades antioxidantes ja& conhecidas
deste substituinte (ZIELINSKA et al., 2001).

4.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

4.3.2. NOCICEPCAO INDUZIDA PELA INJECAO INTRAPERITONEAL DE
ACIDO ACETICO EM CAMUNDONGOS

A Figura 9 apresenta os resultados obtidos pela administracdo do
EHTP (100 mg/Kg) e da FFTP (3, 10, 30, 100 mg/Kg) pela via i.p.. Os animais
tratados com o EHTP exibiram reducdo de 90,36%, em relacdo ao grupo
controle, no niumero de contor¢des abdominais induzidas pela injecdo do acido
acético, enquanto que o grupo que recebeu o farmaco padréo (dipirona, 100
pmol/Kg) apresentou uma reducéo de 42,02% no numero de contorgdes. Além
do EHTP, foi avaliada a atividade antinociceptiva da FFTP em diferentes
concentracdes, e os resultados mostraram que houve uma reducdo na média
do numero de contorcdes abdominais observadas nesse grupo na ordem de
81,60%, 84,67%, 96,32% e 94,74%, respectivamente. Portanto, pode-se
observar que assim como a dipirona, o EHTP e a FFTP possuem importante

atividade antinociceptiva.
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Figura 9: Efeito antinociceptivo do EHTP e FFTP administrados 40 minutos antes pela via i.p.,
em modelo de contor¢cdes abdominais induzidas pela injecdo de acido acético (0,6%) em
camundongos. Cada grupo representa a média das contor¢cdes (n = 6 camundongos) e as
linhas verticais representam o E.P.M. Diferem estatisticamente do controle (*** P < 0,001).
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Fonte: Autor, 2013.

O teste de contorcbes abdominais induzidos por &cido acético é
amplamente empregado como um modelo de dor para a busca de agentes
analgésicos que atuem perifericamente. Nesse estudo, a inje¢cdo do agente
irritante na cavidade peritoneal do animal aumenta os niveis de mediadores
como citocinas, histamina, serotonina, bradicinina, entre outros, que s&o
capazes de ativas os nociceptores periféricos causando a contor¢cao (SAHA et
al., 2013), sendo que estes sdo alvos de substancias antiinflamatérias néo
esteroidais (AINES) e/ou alvos de substancias para farmacos opidides
(COOLIER, DINNEN & SCHNEIDER, 1968). Além desses mediadores, o acido
acético é capaz de induzir a biosintese de prostaglandinas, que sao
importantes mediadores envolvidos nas contor¢cdes abdominais induzidas por
esse agente (SAHA et all., 2013). Dentre os mediadores que séo liberados, as
prostaglandinas possuem importante papel na nocicep¢ao nesse modelo, além
dos mediadores ja citados, algumas outras substancias podem estar envolvidas
na resposta inflamatéria causada pelo acido acético, como o fator de necrose
tumoral a (TNF-a), interleucina 18 (IL-1B) e interleucina 8 (IL-8), sendo
modulada tanto por macrofagos quanto por mastocitos peritoneais (PAULINO
et al, 2012).

A inibicdo das contor¢cdes abdominais induzidas por &cido acético nao

possui especificidade, sendo que esse teste responde tanto para substancias



34

com atividade analgésica como para algumas outras que ndo possuem essa
propriedade, como os bloqueadores adrenérgicos, anti-histaminicos, relaxantes
musculares, inibidores da monoamina oxidase (MAO) e neurolépticos, desse
modo, o resultado positivo ndo indica, necessariamente, que 0 composto
testado possua atividade analgésica (LE BARS, GOZARIU, CADDEN, 2001),
sendo necessario utilizar outros modelos de nocicepcdo para confirmar a acao

analgésica dos compostos testados.

4.3.3. NOCICEPCAO INDUZIDA PELA INJECAO INTRAPLANTAR DE
FORMALINA EM CAMUNDONGOS

Os resultados apresentados na Figura 10 mostram a inibicdo do EHTP
e da FFTP (100 mg/Kg, para ambos), assim como da indometacina (100
pmol/kg), administrados pela via i.p., nas duas fases da nocicep¢ao induzida
pela formalina. O EHTP promoveu inibicdo, somente, na segunda fase do teste
(fase inflamatéria), com uma reducdo de 83,39% do tempo de lambedura
induzido pela formalina, quando comparado ao grupo controle. Entretanto, a
FFTP promoveu uma reducao significativa no tempo de lambedura nas fases
neurogénica e inflamatéria, com uma reducdo de 54,35% e 92,05%,
respectivamente. A indometacina promoveu uma reducdo de 43,43 % e
60,23% no tempo de lambedura nas fases neurogénica e inflamatoria,
respectivamente.

O teste da formalina mede a resposta a um nociceptivo de longa
duracdo e pode ter uma maior semelhanca com dor clinica (ROSLAND et al.,
1990). Esse teste avalia a propriedade antinociceptiva em duas fases distintas:
a primeira fase (neurogénica) é marcada pela estimulacdo direta das fibras C
aferentes pelo agente flogistico, havendo o envolvimento da substéncia P e da
bradicinina. Na segunda fase (inflamatoria), a dor é induzida devido a produgéo
e acdo de diferentes mediadores inflamatérios como prostaglandinas,
histamina, bradicinina e serotonina no tecido periférico (IMAM et al., 2012). Os
mediadores envolvidos na primeira fase do teste podem suprimidos por

analgésicos de acao central (como a morfina), enquanto que na segunda fase
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ha a sensibilidade a farmacos antiinflamatérios néo esterdides (AINES)
(TJDLSEN et al., 1992).

Os resultados mostraram que o EHTP e a FFTP, na dose de 100 mg/kg,
inibiram o tempo de lambida de maneira significativa, entretanto o EHTP tem
acdo somente na segunda fase do teste, enquanto FFTP atuou nas duas
etapas, indicando que o extrato foi efetivo apenas na reducdo da dor
inflamatdria, enquanto que a fracdo flavonoidica foi efetiva tanto para a dor
neurogénica como também para a dor inflamatéria, podendo estar envolvido na

inibicdo de vias centrais e periféricas de geracéo da dor.

Figura 10: Efeito antinociceptivo do EHTP e da FFTP, administrados 40 minutos antes, no
ensaio de nocicepcdo induzida pela formalina (2,5%), (A) primeira (fase neurogénica) e (B)
segunda fase (fase inflamatéria). Cada grupo representa a média das contor¢des (n = 6) e as
linhas verticais representam o E.P.M. Diferem estatisticamente do controle (* P <0, 05; *** P <
0,001).
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Fonte: Autor, 2013.

Atividades anti-inflamatdria e antinociceptiva de extratos vegetais tém
sido atribuidas principalmente a substancias flavonoidicas, as quais séo
potentes inibidores da enzima Oxido nitrico sintase tipo 2, responsavel pela
sintese de oOxido nitrico (NO), que indiretamente bloqueiam as vias da
cicloxigenase (COX) el/ou lipoxigenase (LOX) e da proteina quinase C e L-
arginina/NO (MOTTA et al.,, 2013). Essas vias tém sido implicadas em uma
série de eventos moleculares envolvidos nas atividades antiinflamatoria e
antinociceptiva. Além disso, os flavonoides sé&o capazes de inibir a fosfolipase
A2 e a fosfolipase C, enzimas importantes da cascata de mediadores dos

processos inflamatérios (MOTTA et al., 2013).
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Alguns flavonoides, como a quercetina, apresentam interessante
atividade antioxidante e antiinflamatéria (QUEIROZ et al., 2010). Muita atencéo
tem sido dada a relagdo existente entre essas duas atividades desses
compostos, ja que estes apresentam a capacidade de inibir enzimas que sdo
responsaveis por gerar espécies reativas de oxigénio (ROS), como a COX,
LOX entre outras (QUEIROZ et al., 2010). Além disso, alguns compostos dessa
classe podem apresentar a capacidade de inibir a degranulacéo de neutréfilos.
Ja foi relatado que alguns flavonoides, incluindo a quercetina, o canferol e a
isoramnetina, sdo capazes de regular a producdo de NO em resposta ao
estimulo inflamatério (QUEIROZ et al., 2010).

Flavonoides com hidroxilas na posicdo 5 e 7 do anel A, ligacdo dupla
entre os carbonos 2 e 3 em combinagcdo com a presenca do grupamento
cetbnico no carbono 4, sdo potentes inibidores da ciclooxigenase-2 (COX-2)
(QUEIROZ et al., 2010). Vale ressaltar que o cortex cerebral expressa COX-2,
0 que sugere um provavel papel das prostaglandinas na modulacdo da
informacéo nociceptiva desta estrutura. Também foi demonstrada a expressao
de citocinas no cortex cerebral (KLAUMANN; WOLK; SILLAS, 2008). A
presenca da ligagdo dupla entre os carbonos 2 e 3 do anel C parece ser a
maior responséavel pela atividade inibitéria de enzimas. O grupamento carbonila
na posicdo 4 do anel C também sugere uma inibicdo direta da peroxidacao
lipidica (QUEIROZ et al., 2010).

A quercetina 3-O-rutinosideo apresenta uma relativa atividade
analgésica (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998) e antiinflamatéria (MATERSKA,
2008). Foi relatado que o canferol 3-O-rutinosideo € capaz de reduzir
significativamente o nidmero de contor¢des abdominais induzidas pelo &cido
acético em camundongos (LI et al., 2006). Foi demonstrado que o flavonoide
isoramnetina 3-O-rutinosideo possui importante atividade antiinflamatoria
(ATTA et al., 2011). A presenca desses compostos explicaria as atividades
antinociceptiva e antiinflamatoéria observadas no extrato hexanico e na fragéo

flavonoidica.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A familia Melastomataceae apresenta-se amplamente distribuida pelo
planeta, porém, muitas de suas espécies sao pouco estudadas tanto no
aspecto quimico quanto em relacéo a atividade bioldgica.

A Tibouchina pereirae, uma espécie endémica da regido da Chapada
Diamantina, Bahia, possui seu uso popular para o tratamento de problemas
renais e este trabalho evidenciou que esta planta exerceu importante atividade
antinociceptiva. Um dos principais problemas renais € a litiase urinaria
(conhecido como calculo renal), em que sua maior caracteristica é a dor
intensa e aguda na regido lombar, isso poderia justificar, pelo menos em parte,
0 uso etnomedicinal dessa espécie. Além desta atividade, os extratos testados
e a fracdo flavonoidica apresentaram atividade sequestradora radicalar pelo
método de captura do DPPH. O estudo fitoquimico revelou a presenca dos
flavonoides glicosilados quercetina 3-O-rutinosideo, canferol 3-O-rutinosideo,
isoramnetina 3-O-ruinosideo e isoramnetina 3-O-glicosideo, e dos derivados
acetilados quercetina 3-O-galoil glicosideo e isoramnetina 3-O-galoil glicosideo,
através do estudo de espectrometria de massas, no extrato hexanico das
partes aéreas desta espécie.

A presenca desses compostos pode explicar a atividade antioxidante e
antinociceptiva que foi apresentada pelo extrato hexanico e pela fracdo de
flavonoides testada. Porém, ha a necessidade de proceder ao isolamento
destes para avaliar a capacidade antioxidante e antinociceptiva e determinar
qual deles é o maior responsavel por estas atividades, além disso, outros
estudos farmacologicos e quimicos sao necessarios a fim de caracterizar o(s)
mecanismo(s) responsavel(eis) pela acdo antinociceptiva e, também, para

identificar outros agentes ativos presentes na planta.
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ANEXO 1
ESTRUTURA QUIMICA DOS COMPOSTOS IDENTIFICADOS NO

GENERO Tibouchina

Tibouchina granulosa

(Bobbio et al., 1985; Okomura et al., 2002)

1 R = OCH; R;=H R, = Sulf. R;=H Peonidina-3-sufurosideo
R. =
2 R=O0CH; R;=0CH; R, = Glicose 2 Malvidina-3,5-diglicosideo
Glicose
Malvidina-3-(p-
R; = coumaroil)-
R= H R; = H R, = .= . . Ny
3 OCH; R, = OCH; 2= Coum. —Samb Glicose sambubiosideo-5-
glicosideo
R; = Peonidina-5-
4 R=O0CH R, =H R,=H
OCH, ! 2 Samb. sambubiosideo
5 R = OCH; R;=H R,=H R;=H Peonidina
6 R=H R;=H R,=H R;=H Pelargonidina
Sulf. = o
0 o CH,OH Coum. =
HO OH R< o Z
0 OH
OH OH
HO OH
CH,OH OH
0]

OH OH

OH
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Tibouchina pulchra
(Motta et al., 2005)

54

Luteolina 7-O-
7 R,=OH R,=H R;=H R,;=0-galactose galactosideo
8 R;=H R,=H R;=OH R,= OH Canferol
Canferol 3-O-
9 R;=H R,=H R;= O-galactose R,= OH galactosideo
10 R;=H R,=H R;= O-glicose R,= OH Canferol 3-0O-glicosideo
11 R;=OH R,=H R;= OH R,= OH Quercetina
12 Ry=OH R=H  Rs= O-arabinose R4= OH Quercetina 3-0-
arabinosideo
_ _ _ B Quercetina 3-0-
13 R,= OH R,=H R;= O-galactose R,= OH galactosideo
14  R,=OH R=H  Rs= O-ramnose R,= OH Quercetina 3-0-
ramnosideo
15 R;=OH R,= OH R;= OH R,= OH Miricetina
Miricetina 3-O-
16 R,= OH R,=0OH  Rj;= O-galactose R,= OH galactosideo
17  Ri=O0OH  R,=0H Rs=O-ramnose R,= OH Miricetina 3-O-

ramnosideo




Tibouchina grandifolia Cogn.

(Kuster et al., 2009)

CH

HO

OH

18 Acido protocatéico R=H

19

Acido Galico R =OH

20 R = Acido glicurénico  Quercetina 3-0-B-b-glicuronideo

21 R = Glicose Quercetina 3-0O-B-p-glicopiranosideo
22 R = Galactose Quercetina 3-O-B-p-galactopiranosideo
23 R = Acido glicurénico  Quercetina 3-0-a-L-glicuronideo

24 R = Ramnose Quercetina 3-0O-a-L-ramnopiranosideo
25 R = Arabinose Quercetina 3-0O-B-L-arabinopiranosideo

OH
OH \/\Q
OH
o) =
0 0 OH ||

OH

26 Quercetina-3-0-8-p-(6""-E-p-coumaroil)-glicopiranosideo
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Tibouchina ciliaris
(Colorado et al., 2007)

56

28 R;=H R, = coumaroil R;=H Canferol 7-0-p-coumaroil

Quercetina 3’-O-

29 R;=H R,=H R; = )
! 2 3 = famnose ramnosideo
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Tibouchina semidecandra Cogn.

(Yoshida et al.,

HO

HO

HO!

HO

HO ‘

HO

1986)

OH

/% o
Reses

O—CI—E

T

OH  HO

Nobotanino A

Nobotanino F

R;=H R, = O-galoil
30 Rz =OH 33 Rz =H
R; = O- galoil Rz = O- galoil
R4 = H R4 = H
OH
HO
/OCI—E OH
HO o o
HO /O oco on
| B G { R,0C
P co co OH O
HO HO

HO o
OH
= \
| éo& "
o
Ho = 0 —oco OH
\
/
oH HO GO g
OH

31 Nobotanino B

HO OH HO OH

Nobotanino D
R; = O-galoil
R,=H
R; = Galoil

32
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Tibouchina semidecandra Cogn.
(Yoshida et al., 1991,)

OR
RO
‘ co
RO TTOCH,
o}
RO
e
RO /
co co
OR
e
OR OR OR OR
R = Galoil- Quercetma.l 3-0-(6""-
34 galoil) -
Galactose ,
galactosideo I -
36 R=H R =O0OH Pedunculagina

Quercetina 3-0-
arabinosideo

35 R=arabinose 37 R=H R'=(B)-O-Galoil Casuarictina

RO
HO
RO co
COOH ‘
HO
RO OCH,
RPO 0 ;
R
HO
o]
‘ 0
HO ‘“‘OCFg /

cOo co
HO ‘

HO

N

39 R=H R'=OH R?=Galoil Praenconxina B

6-0-galoil-2,3-0-(S)-
40 R=H R'=OH R’=H hexahidroxidifenoil-
38 Praeconxina A p-glicose
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Tibouchina semidecandra Cogn.
(Yoshida et al., 1991,)

HO, OHHO OH HO OH HO OH

42 R=OMe R'=H Metilvescalagina

_ 1_ . .
41 R=H R =O0H Casuarinina 45 R=H RE = OH Castalagina

46 R=OH R'=H Vescalagina

HO
HOC
HO co 0
| OH HO R
OCI—E
HO o o] 9]
ooC OH / /
HO "o co co
| 0
HO co | OH
[8{0] OH
HO OH
HO
OH
OH HO OH HO OH
OH
43 1,2,3,6-tetra-O-galoil-B-b-glicose 44 R=O0H 2,3-0-(S)-hexahidroxidifenil

-p-glicose
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Tibouchina semidecandra Cogn.
(Yoshida et al., 1991;)

OH

UC OH
HO l ! ! I
OH HO

CO—OCH,
HO
HO

co——0 0
HO

OH
OH

HO

HO

OH HO

OH

47 R=0H Nobotanino C
48 R =(B)-O-Galoil Nobotanino E
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ANEXO 2

ESPECTRO DE MASSAS DA FRACAO FFTP

1. ESPECTRO DE MASSAS DO PICO 1 (Tgrer= 9,4 MIN)

1.1. Espectro de massas de primeira ordem (EM)
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2. ESPECTRO DE MASSAS DO PICO 2 (Tgrer= 10,2 MIN)

2.1. Espectro de massas de primeira ordem (EM)
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2.2. Espectro de massas de segunda ordem (EM/EM)

Intens +MS2(465.1), 10.4min #360
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3. ESPECTRO DE MASSAS DO PICO 3 (Trer= 10,8 MIN)

3.1. Espectro de massas de primeira ordem (EM)

Intens +MS, 10.8min #376
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3.2. Espectro de massas de segunda ordem (EM/EM)
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4. ESPECTRO DE MASSAS DO PICO 4 (Tret= 11,2 MIN)

4.1. Espectro de massas de primeira ordem (EM)

Intens. +MS, 11.2min #394
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4.2. Espectro de massas de seqgunda ordem (EM/EM)
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5. ESPECTRO DE MASSAS DO PICO 5 (Trer= 11,4 MIN)

5.1. Espectro de massas de primeira ordem (EM)
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5.2. Espectro de massas de segunda ordem (EM/EM)
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6. ESPECTRO DE MASSAS DO PICO 6 (Tgrer= 11,6 MIN)

6.1. Espectro de massas de primeira ordem (EM)

64
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7.

ESPECTRO DE MASSAS DO PICO 7 (Tgrer= 12,3 MIN)
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8. ESPECTRO DE MASSAS DO PICO 8 (Tgrer= 12,6 MIN)

8.1. Espectro de massas de primeira ordem (EM)
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8.2. Espectro de massas de sequnda ordem (EM/EM)
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9. ESPECTRO DE MASSAS DO PICO 9 (Tret= 13,6 MIN)

9.1. Espectro de massas de primeira ordem (EM)
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9.2. Espectro de massas de segunda ordem (EM/EM)
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x105
317.2

204

154

1.0

0.5+ 457.8 607.1
359.0

2581
177.1 495.7 577.9
\ . N | \ A d [ *

0.0 T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 mz

10. ESPECTRO DE MASSAS DO PICO 10 (Tger= 14,0 MIN)

10.1. Espectro de massas de primeira ordem (EM)
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10.2. Espectro de massas de segunda ordem (EM/EM)
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