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1  INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas medicinais no tratamento de diversas doencas é uma
pratica que se estende ao longo dos anos. No passado, representava a principal
arma terapéutica conhecida, restrito a uma abordagem leiga dos principios ativos,
mas com bons resultados obtidos. No Brasil, a utilizacdo de plantas no tratamento
de doencas, apresenta influéncias indigenas, africanas e européias (SANTOS,
2010).

O uso de plantas medicinais é milenar, entretanto, desde o inicio deste
século, tem ocorrido um crescente interesse pelo estudo de espécies vegetais
e seu uso tradicional em diferentes partes do mundo (CHEIKHYOUSSEF et al.,
2011).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 80% da
populacdo de paises em desenvolvimento utilizam-se de praticas tradicionais na
atencdo priméaria a saude e, desse total, 85% fazem uso de plantas medicinais
(ROSA et al, 2011). No Brasil, 20% da populacdo consomem 63% dos
medicamentos alopaticos, o restante encontra nos produtos de origem natural,
especialmente as plantas, uma fonte alternativa de medicacdo (MARINHO et al.,
2007). Quando se trata da regiao Amazoénica, talvez estes indices se tornem ainda
maiores, pois esta regido € composta por diversas comunidades isoladas por rios
ou estradas ndo pavimentadas e 0 acesso aos servicos de saude depende do
deslocamento dessas populacdes para a cidade. Estes motivos tornam a utilizacéao
dos recursos naturais ainda maiores. Outro fator € que tradicionalmente os povos
da Amazénia utilizam remédios provenientes da natureza. O conhecimento a cerca
destes foram passados de geracdo em geracao, tornando-se uma alternativa no
tratamento das afec¢bes que os acometem, seja pela dificuldade de acesso aos
produtos industrializados ou pela biodiversidade de plantas encontradas na regiao.

Valdir-Filho e Yunes (1998) apontaram que a maioria das plantas é
desconhecida sob o ponto de vista cientifico. Dentro de um universo de 250-500 mil
espécies, somente cerca de 5% tém sua fitoquimica estudada e uma porcentagem

menor, avaliadas sob o0s aspectos biolégicos.
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Dada a variedade de espécies e ao amplo uso de plantas medicinais pelas
populacdes tradicionais, levanta-se a preocupacao em relacdo ao seu uso de forma
racional e segura, 0 que demanda as investigacdes etnobotéanicas, botéanicas,
fitoquimicas e biologicas.

A falta de informacdes confidveis e cientificas a respeito de plantas
medicinais promove o0 uso indiscriminado de varias espécies do nosso folclore,
podendo acarretar efeitos indesejaveis as pessoas que as utilizam, além das
possiveis interacdes farmacoldgicas. Outro agravante estd no fato de espécies
vegetais serem vendidas por pessoas ndo qualificadas, o que pode provocar
equivocos em relacéo a identificacdo botanica, bem como, condi¢cdes inadequadas
de coleta e armazenamento. Esta préatica leva a inducdo da automedicacao
comprometendo a saude da populacado (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).

As plantas sdo constituidas de diversos elementos. Estes desempenham
diversas funcdes Biosintética: estruturais, desenvolvimento, nutricdo, reproducao,
perpetuacédo, protecdo e adaptacao ao ambiente. O homem utiliza estes elementos
para sua alimentacdo, como os frutos, tubérculos e como remédios no tratamento
de diversas doencas, como 0s metabdlitos secundarios usados na formas de chas,
infusdes, emplastos. Estes podem também ser (teis na pesquisa de novos
farmacos. A producdo desses metabdlitos secundarios tem sua concentracdo
variavel nos vegetais, tanto em funcéo dos fatores bioticos, quanto em relacdo a
fatores abidticos, tais como fertilidade, tipo do solo, umidade, temperatura,
disponibilidade hidrica dentre outros.

Os componentes das plantas que comumente sdo utilizados como remédios,
sdo denominados metabdlitos secundarios, provenientes do metabolismo
secundério dos vegetais. Segundo Alves ( 2001), uma das principais fungbes do
metabolismo secundario nas plantas € a biossintese de estruturas complexas como
alcaldides, terpenodides e derivados de fenilpropandides. Tais estruturas funcionam
como agentes defensivos na luta contra predadores, a exemplo de microrganismos
patogénicos, insetos e animais herbivoros.

O conhecimento prévio das classes de componentes quimicos encontrados
nos vegetais se torna necessario para fornecer a relagcdo dos principios ativos.
Uma vez detectada a presenca de determinados grupos quimicos, o estudo

fitoquimico e biolégico é direcionado (LOBO et al., 2010).
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Nos ultimos anos tem-se verificado um grande avanco cientifico envolvendo
0s estudos quimicos e farmacolégicos de plantas medicinais que visam obter novos
compostos com propriedades terapéuticas. Isto pode ser claramente observado
pelo aumento de trabalhos publicados nesta area, tanto em congressos como em
periddicos nacionais e internacionais, além do surgimento de novos periddicos
especificos sobre produtos naturais ativos, como Phytomedicine, Phytochemical
Analysis, Natural Product Letter, etc (VALDIR-FILHO; YUNES, 1998).

No Brasil um fator que justifica as pesquisas com plantas medicinais é a
regulamentacao da producéo e distribuicdo de produtos naturais e ainda o incentivo
da utilizac&do de plantas medicinais no Sistema Unico de Satde - SUS. A utilizag&o
das plantas medicinais para fins de terapéuticos € denominada fitoterapia e o0s
medicamentos fabricados a partir de partes das plantas sao os fitoterapicos.

Em 2006, o Governo Federal aprovou a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, por meio do Decreto Presidencial N°. 5.813 de 22 de
junho de 2006. O objetivo geral desta politica foi garantir & populacéo brasileira o
acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o
uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da
industria nacional (BRASIL, 2006), o que corrobora com a relevancia do presente
projeto.

Fitoterapicos sdo definidos como medicamentos farmacéuticos obtidos por
processos tecnologicamente adequados, empregando-se exclusivamente matérias-
primas de mistura de constituintes ativas de vegetais, sem que haja, em sua
composicao, substancias ativas isoladas (CARVALHO et al., 2005).

A familia Bignoniaceae € composta por diversos géneros, cujas espécies
sao amplamente utilizadas na medicina popular, dentre eles temos o género
Fridericia, anteriormente identificado de Arrabidaea. As espécies Fridericia chica
(A. chica) e Fridericia brachypoda (A. brachypoda) foram bem estudas e tém
comprovada atividades farmacologicas atribuidas, principalmente como anti-
inflamatorias, antimicrobiana, incluindo acdo contra fungos e protozoérios. A
espécie F. chica (A chica) tem grande utilizagdo pela populagdo, sendo
comercializada em feiras e ervanarios. Esses fatos tornam relevante o estudo de
outras espécies do mesmo género, a fim de verificar as potenciais atividades

farmacoldgicas.
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O presente trabalho tem por objetivo, realizar a investigacdo em relacdo a
prospeccao fitoquimica e avaliacdo da atividade biologica das espécies Fridericia
chica (Humb. e Bonpl.) Verl, Fridericia brachypoda (DC.) Bureau, Fridericia florida
(A. DC.) LG Lohmann e Fridericia patellifera (Schltdl.) L.G. Lohmann da familia
Bignoniaceae, verificando se as caracteristicas quimicas e atividades biologicas
destas se correlacionam, pois de acordo com as informacdes sobre a utilizacao de
algumas dessas espécies, elas tem sido utilizadas com a mesma finalidade
terapéutica. Essa verificagdo podera possibilitar a melhor utilizacdo das espécies
pela populagéo, podendo ainda validar o uso empirico das mesmas.

A analise fitoquimica foi realizada por meio do estudo da presenca de
metabdlitos secundarios através de ensaios qualitativos e quantitativos e as
atividades biologicas foram verificadas através de ensaios farmacoldgicos com
ratos e testes da atividade antimicrobiana utilizando as cepas: Staphylococcus
aureus, Staphylococcus saprophyticus, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa. Todas as analises foram realizadas em extratos hidroalcodlicos
(EtOH:H,0, 7:3) (EH) das plantas.
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2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Plantas Medicinais

As plantas medicinais sao utilizadas ha séculos pelas popula¢cdes como
recurso para combater suas enfermidades. Estudos etnobotanicos revelam que um
namero consideravel de diferentes vegetais vem sendo utilizado com finalidade
terapéutica. (CRAIG, 1999).

Os primeiros registros sobre a utilizacdo de plantas medicinais é datado de
1.500 a.C. Em manuscritos Egipcios de 1.500 a.C relatam a indicacao de algumas
plantas séo utilizadas até hoje, como a Ginseng, a Ephedra, inclusive pela industria
farmacéutica. Outro registro foi encontrado em 500 a.C, em um texto Chinés que
revelou nomes, doses e indicagao de tratamento. (DUARTE, 2006).

As espécies vegetais sdo amplamente utilizadas no tratamento das
enfermidades pela populagédo, principalmente em paises em desenvolvimento,
devido o dificil acesso aos medicamentos industrializados ou simplesmente pelo
costume popular, passado de geragcdo em geracdo. Segundo a Organizacao
Mundial de Saude - OMS, aproximadamente 75% da populagdo mundial recorre a
medicina tradicional como tratamento primario de saude (MARQUES, 1998).

Durante muito tempo, as plantas medicinais e seus derivados consistiram a
principal base da terapéutica até a Revolugcdo Industrial. Atualmente 25% dos
farmacos encontrados no mercado mundial sdo de origem vegetal, enquanto 50%
sao sintéticos, relacionados aos principios isolados de plantas medicinais (SCHULZ
et al., 2002).

Nos ultimos anos vem crescendo o interesse pelas terapias alternativas e
por produtos naturais na terapéutica, especialmente aqueles derivados de plantas.
Este interesse é devido a inUmeras razdes, dentre elas, encontram-se os efeitos
colaterais da medicina convencional, o uso abusivo e/ou incorreto dos farmacos
sintéticos que resultam em efeitos indesejaveis e outros problemas, e ainda que
uma grande parte da populacdo ndo tem acesso a tratamento farmacologico
(RATES, 2001).
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Os produtos naturais também podem servir como prototipos ou modelos
estruturais, para a obtencédo de analogos, que futuramente poderdo ser potenciais
candidatos a medicamentos sintéticos ou semi-sintéticos, cujas atividades
farmacoldgicas poderdo ser mais eficazes que os farmacos originais (BARREIRO;
FRAGA, 2001).

O ponto de partida para o estudo de plantas medicinais é a investigacao
etnobotanica. Este estudo consiste no levantamento de informacdes do uso
empirico de plantas com fins medicinais pelas populagdes. As indicagbes
etnobotanicas nortearam o estudo de diversos vegetais que atualmente tem seu
uso consolidado e reconhecido pela medicina, além de terem sido base para
estudos de diversos farmacos sintéticos que sdo produzidos industrialmente.

A caracteristica basica do estudo etnobotanico € o contato direto com as
populacfes tradicionais, resgatando todo o0 conhecimento possivel sobre a
relacdo de afinidade entre o0s habitantes e as plantas. Muitos estudos
etnobotéanicos estdo sendo desenvolvidos no Brasil e no mundo, em busca de um
melhor conhecimento da medicina dos povos tradicionais e ou contemporaneos
para uma melhor organizacéo cientifica deste conhecimento popular (OLIVEIRA et
al., 2010).

Com base nas informacfes etnobotanicas e etnofarmacoldgicos, sao
escolhidas as espécies para a analise fitoquimica. As plantas apresentam
compostos originados nas vias metabdlicas como flavonodides, alcaldides, taninos,
glicosideos, cumarinas, terpeno entre outros, que podem apresentar propriedades
biolégicas caracterizando como um possivel farmaco (SIMOES et al., 2003).

A analise fitoquimica permite verificar quais os metabdlitos secundarios
estdo presentes na planta e posteriormente isolar e identificar os compostos
quimicamente ativos. Paralelamente aos estudos fitoquimicos sdo realizados os
estudos biologicos, que comprovam a atividade desses compostos, fornecendo
informagdes para o uso adequado das plantas medicinais e ainda subsidiar o

desenvolvimento de novos farmacos.

Fitoterapico pode ser definido como todo medicamento tecnicamente
elaborado, empregando-se exclusivamente, matéria ativa vegetal, com finalidade

profilatica, curativa ou para fins de diagnostico. Ndo sendo considerado produto
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fitoterapico qualquer substancia ativa, ainda que de origem vegetal, isoladas ou
suas misturas (BRASIL, 2006).

No Brasil o uso de produtos fitoterapicos foi incentivado pelo governo
federal, que por meio da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapico
busca promover o acesso seguro e racional da populacdo a esses produtos, bem
como, promover o uso sustentavel da biodiversidade e desenvolver a cadeia
produtiva e a industria nacional (BRASIL, 2006).

O governo mantém uma lista de plantas de interesse terapéutico, a
RENISUS, que elenca as plantas de uso medicinal popular e que carecem de
maiores investigacdes. As plantas com suas indicacfes validadas fardo parte da
RENAFITO, que € a relacdo nacional de plantas medicinais e fitoterapico. A
RENAFITO subsidia a prescri¢cao de fitoterdpicos no ambito dos servigos de saude
e integra a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no Sistema
Unico de Saude - SUS (BRASIL 2006).

2.2 Estudo das Atividades Biologicas

2.2.1 Atividade Antimicrobiana

As pesquisas sobre investigacado de produtos naturais ativos contra micro-
organismos aumentaram significativamente nos dltimos anos. No Brasil o0s
primeiros estudos microbiolégicos de plantas medicinais datam de 1948, onde
Cardoso; Santos (1946) realizaram trabalhos com 100 plantas, utilizadas como
anti-inflamatoria e cicatrizante. Neste estudo foram verificados cinco extratos com
atividade antimicrobiana contra S. aureus, E. coli e Proteus. Estudos dessa
natureza sédo importantes devido ao aumento no nimero de cepas resistentes aos
antibioticos convencionais.

A resisténcia microbiana € um grave problema mundial, estando associada
ao aumento do tempo de internacdo, dos custos do tratamento e das taxas de
morbidade e mortalidade dos pacientes. O uso indiscriminado e incorreto dos

antimicrobianos na comunidade e no ambiente hospitalar é reconhecidamente um
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importante fator de risco para o aparecimento e a disseminacdo da resisténcia
microbiana (BRASIL, 2013). Nesse contexto sdo necessarias estratégias e
pesquisas a fim de evitar o aparecimento e disseminacao da resisténcia bacteriana,
bem como para a descoberta de novos farmacos antimicrobianos. Duarte (2006)
coloca que a resisténcia aos antimicrobianos é um caso bem documentado da
evolucdo humana, acometendo individuos em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, tornando-se um problema de saude publica. Relatou também que
nos ultimos anos ndo foram descobertos nenhuma classe nova de antibiotico,
apesar das intensas pesquisas.

O S. aureus é uma bactéria Gram positiva, sendo um dos principais
causadores de infeccbes em humanos, tanto no meio hospitalar quanto na
comunidade. Sao responsaveis por infec¢des de pele, tecidos mole, pneumonias e
endocardites, possuem grande capacidade de desenvolver resisténcia a
antimicrobianos. Enquanto que a E. coli € uma Gram negativa pertencente a familia
Enterobactericeae, proveniente da flora intestinal é responsavel por quadros
clinicos ndo complicados até quadros graves como a pielonefrite (MOURA;
FERNANDES, 2010). Sendo ainda o principal agente causador de infec¢cboes do
trato urinario (MENEZES et al., 2009; LO SWEI et al, 2013; MILAGRES; MELLES,
1992). Este patdégeno também é causador de diarreias, principalmente em criancas
(ANDRADE, et al., 2011).

A P. aeruginosa causadora de infec¢cbes sanguineas em neonatos
prematuros em uso de antibioticos, responsavel por elevada taxa de mortalidade
em unidade neonatal por apresentar multirresisténcia (FUENTEFRIA et al., 2008;
CARNEIRO, et al., 2007). E o mais importante patégeno humano do género, faz
parte da microbiota humana e dificimente causa infec¢cdes comunitarias em
individuos sadios. No entanto em ambiente hospitalar torna-se importante agente
infeccioso. Paviane e colaboradores (2004) verificaram em um hospital de Porto
Alegre que em unidades de internagdo este bacilo Gram negativo foi o quarto
agente causador de infec¢des, enquanto que na unidade terapia intensiva passou a
ser 0 segundo responsavel por infeccoes.

O S. saprophyticus é uma bactéria Gram positiva frequentemente isolado em
infeccbes do trato urinario em mulheres jovens e sexualmente ativas, em alguns

paises € o0 segundo agente causador de infeccdo do trato urinario, apos a
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Escherichia coli. (LO SWEI et al., 2013). Foram encontrados relatos de infeccéo
renal por este agente (MILAGRES, MELLES, 1992).

As estruturas bacterianas podem ser internas e externas, as estruturas
externas compreendem a parede, flagelos, fimbrias (pelos) e glicocalice, enquanto
as internas sdo membranas, citoplasma, inclusdo citoplasmatica e enddsporos
(JORGE, 2010).

A parede celular € uma estrutura importante na bactéria, ela da forma a
célula e encontra-se abaixo das estruturas extracelulares e externamente a
membrana. Sua funcdo é a de proporcionar uma moldura rigida de protecdo de
lesGes osmoticas, perda de enzimas e influxo de substancias danosas a célula,
além de ser util na identificacéo e classificacdo das bactérias (JORGE, 2010).

O peptideoglicano ou mureina é o componente da parede celular, A parede
das bactérias gram-positivas € formada por &acido teicoico, além de peptideoglicano
que corresponde a uma fracdo maior que a existente nas bactérias gram-negativas,
a parede das bactérias gram-negativas € mais complexa (JORGE, 2010).

As caracteristicas da parede celular das bactérias estao relacionadas a sua
patogenicidade e a atuagdo dos antibidticos.

Atualmente, existem varios metodos para avaliar a atividade antibacteriana e
antifingica de extratos vegetais. Os mais conhecidos incluem método de difuséao
em agar, macrodiluicdo e microdiluicdo. A quantidade da substancia necessaria
para inibir a acdo do micro-organismo é denominada de Concentracdo Inibitdria
Minima (CIM). Realizando uma revisdo dos métodos utilizados em pesquisa,
Ostrosky et al. (2008) concluiram que o método de difusdo em agar € o método
mais utilizado devido a simplicidade de execucdo e o baixo custo e o0 método de
microdiluicdo vem sendo muito utilizado em virtude da sensibilidade da quantidade
minima de reagentes utilizados.

Dois antimicrobianos muito usados como referéncia nas pesquisas de novas
espécies vegetais com propriedades anti-infecciosos sao: norfloxacino [1]
pertencente a classe das fluorquinolonas um bactericida com acéo
antipseudomonas, altamente potente contra micro-organismos gram-negativos.
Indicado no tratamento de infec¢bes do trato urinario, antibiético de escolha em
gastrenterite bacteriana, atua inibindo a enzima DNA girase, enzima essencial para
as bactérias e a amoxicilina [2] um antibidtico B lactamico da classe das penicilinas

(Figura 1), bactericida de amplo espectro. Indicada no tratamento de infec¢des de
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feridas causadas por queimaduras da pele, dos tecidos moles, do trato biliar e
geniturinario, além de otite, bronquite, faringite bacteriana, sinusite e febre tifoide,
atua inibindo a sintese da parede celular, unindo-se a enzima transpeptidase
(KOROLKOVAS et al., 2013).
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Figura 1 — Estruturas quimicas dos dois antimicrobianos usados como referéncia

2.3  Atividade Farmacoldgica
2.3.1 Atividade Analgésica

De acordo com Guynton (2006), a dor ocorre sempre que qualquer tecido é
lesionado, fazendo com que o individuo reaja para remover o estimulo doloroso. A dor é
um fenébmeno e do ponto de vista evolutivo, € um sinal de alarme frente a um processo
de agressédo ao organismo com ameaca a sua integridade gerada pelo sistema nervoso
central (SNC). Esse alarme deflagra um conjunto de reacdes de adaptacdo de ordem
psicofisiologica, autbnoma e motora que visa afastar o organismo da fonte de agresséo,
preparando-o para a reacao de “luta ou fuga” e preservar sua integridade (OLIVEIRA,
1979).

Os testes de analgesia sao realizados geralmente com dois modelos
experimentais: o das contorcfes abdominais induzidas por acido acético e o da reacao
ao calor lesivo aplicado nas patas (Hot Plate) ou caldas dos camundongos. O primeiro
baseia-se na contagem das contracdes da parte abdominal seguidas por torcdo do
tronco e extensdo dos membros posteriores (contor¢des), produzidas como respostas

reflexas a irritacdo peritoneal e a peritonite induzidas por acidos fracos ou outros agentes
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inflamatorios. O segundo mede a laténcia da resposta de fuga ou de autoprotecao contra
estimulo doloroso (LAPA; LIMA, 2001).

O teste das contorcbes € amplamente utilizado na pesquisa de drogas
analgésicas com acao anti-inflamatdria, enquanto que os testes da reacdo ao calor para
estudo de compostos com acdo analgésica exercida por mecanismos centrais
semelhantes aos opiaceos (LAPA; LIMA, 2001).

2.3.2 Atividade Anti-Inflamatoéria

7

A inflamacdo é uma reacdo complexa a varios agentes nocivos, como
microrganismos e células danificadas, geralmente necréticas, que consiste de
respostas vasculares, migracdo e ativacio de leucdcitos e reacdes sistémicas. E
fundamentalmente um mecanismo de defesa, cujo objetivo final é a eliminacéo da
causa inicial da lesdo celular e das consequéncias de tal lesdao (KUMAR; ABBA,
2005).

A avaliacdo da atividade anti-inflamatodria € realizada a partir da verificacdo
da acdo antiedematogénica, onde um edema de pata em camundongos e ratos é
induzido por um agente flogistico (LAPA; LIMA, 2001).

O edema induzido por carragenina € um modelo muito usado ao estudo da
acdo de anti-inflamatdrios esteroidais e inibidores da cicloxigenase, como a

aspirina, que blogueiam a sintese das prostaglandinas (LAPA; LIMA, 2001).

2.4  Familia Bignoniaceae

A familia Bignoniaceae juss com uma grande quantidade de espécies
nativas no Brasil, representa um potencial para a producdo de fitoterapicos. A
familia apresenta 120 géneros e cerca de 800 espécies, com distribuicdo
predominantemente nas regifes tropicais e subtropicais, com raras espécies em

clima temperado, ocorrendo principalmente na America do Sul. A familia é
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constituida de oito tribos: Tecomeae, Bignonieae, Crescentieae, Eccremocarpeae,
Tourrettieae, Oroxyleae, Coleeae e Schlegelieae (VON POSER et al.,, 2000).
Metade dessas tribos ocorrem no Brasil, considerado o centro de diversificacdo da
familia, com 450 espécies distribuidas em 51 géneros, sendo 40 pertencente a tribo
Bignonieae, dentre estes destaca-se 0 género Fridericia, sinbnimo botanico
Arrabidaea. A familia é facilmente reconhecida por suas caracteristicas
morfolégicas por apresentar folhas normalmente compostas e opostas, flores
gamopétalas com tubos e lobos bem definidos, frequentemente com quatro
estames, ovario supero quase sempre bilocular (SCUDELLER, 2004).

Conforme levantamento bibliografico realizado por Scogin (1980), o principal
constituinte quimico presente na familia Bignoniaceae, € um pigmento constituido
por duas antocianidinas identificadas por cianidina-3-glicosideo [3] e cianidina-3-
rutenosideo [4] (Figura 2, Pag. 25) que se encontram presente em 84% dos taxons
examinados, ocorrendo também em todas as tribos pertencentes a familia
Bignoniaceae.

Algumas espécies da familia também s&o utilizadas como ornamental,
entretanto o seu uso na medicina tradicional € amplamente difundido. Varias
espécies tém o uso medicinal propalado pelas comunidades tradicionais e estudo
biologico de algumas dessas espécies foi comprovada a eficacia farmacologica
(GUPTA, 1993; SILVA et al., 2007; ESTEVEZ et al., 2007; SARDI et al., 2011,
SANTOS et al., 2012).

O presente estudo foi realizado com 4 (quatro) espécies do género
Arrabidaea da familia Bignoniaceae. Recentemente esse género sofreu
reclassificacdo, sendo atualmente identificado botanicamente pelo género Fridericia
(PORT'S, et al. 2013).
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Figura 2 - Principais antocianidinas isoladas de espécies da familia Bignoniaceae.
2.5 Fridericia chica (Humb. e Bonpl.) Verl.

A espécie F. chica (A. chica) € uma espécies difundida largamente na regido
Amazonica, conhecida popularmente com o nome de crajird. E uma espécie
escandente e semiarbustiva, cujas folhas s&o opostas cruzadas, compostas
trifolioladas, porém com o foliolo terminal modificado em gavinha nas por¢des
superiores dos ramos (Figura 3, Pag. 26). O limbo dos foliolos se apresenta com
formato oblongo-lanceolado, com base obtusa, com apice agudo, com margem
inteira, com consisténcia herbacea com superficie glabra e a nervacdo do tipo
peninérvia (PUHL, et al., 2007).

De acordo com Zorn et al (2001), a planta é uma trepadeira com flores
réseas ou violaceas (Fig. 4, Pag. 26 ) sdo usadas para tatuagem por indios do
nordeste do Brasil, devido a presenca do pigmento presente nas folhas.

E uma planta de clima tropical encontrada na América do Sul, sendo no
Brasil amplamente distribuido, utilizado para fins medicinais no tratamento de
anemias, inflamacdes, principalmente do sistema genital feminino, contra colicas
abdominais.

Além dos estudos fitoquimicos, a literatura registrou estudos biolégicos e
atividade farmacoldgica, realizados com os compostos quimicos isolados e o
estabelecimento de pré-formulacdes. Takemura et al. (1995) descreveram 0s usos
medicinais da espécie na regido Amazonica como sendo: anti-inflamatério,

adstringente, no tratamento de cdlicas intestinais, diarreias sanguinolentas,
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leucorreias e contra anemias e leucemias. Levantamento realizado com 50
(cinquenta), pessoas moradoras do municipio de Cujubim estado de Rondobnia,
demonstrou que ha amplo uso da espécie F. chica, (A. chica). Dentre esse
guantitativo de usuarios, 26 (vinte e seis) utilizavam a planta com finalidade
medicinal, sendo 24 (vinte e quatro) utilizavam para no tratamento de infeccéo, 1
(uma) como anti-inflamatéria e 1 (ima) contra anemia. Todos afirmaram usar as
folhnas na forma de decocto (SANTOS; LIMA, 2009).

Folhas de Fridericia chica (Foto da Floragédo da Fridericia chica Fonte:
autora) www.plantamed.com.br

Figura 3 - Anatomia da folha de flores de Fredericia chica (A. chica)

Harborne (1967) realizando estudos sobre a bioquimica de flavondides
relatou que a coloracdo das flores nas espécies vegetais da familia Bignoniaceae
era devido a presenca de flavonoides. Conforme seus estudos os pigmentos
presentes nas peétalas da Arrabidaea chica atualmente Fredericia chica foram
identificados como sendo a 6,7,4-tri-hidroxi-5’-metoxiflavilio ou Carajurona [5] e

6,7-di-hidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio ou Carajurina [6] (Figura 4, Pag. 27).
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OMe
6,7,4-Tri-hidroxi-5’-metoxiflavilio ou 6,7-Di-hidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio ou
Carajurona [5] Carajurina [6]

Figura 4 — Antocianidinas que atribuem as cores das floras da F. chica (A. chica)

Takemura et al., (1995) isolou uma nova flavona das folhas de F. chica (A.
chica) que foi identificada através de dados espectroscopicos como sendo 6,7,3',4'-
tetrahidroxi-5-metoxiflavona ou carajuflavona [7] além da 5,7,3',4'-Tetrahidroxi-

flavona ou luteolina [8] (Figura 5)

OMe O OH O
6,7,3',4'-Tetrahidroxi-5-metoxiflavona 5,7,3 '4'-Tetrahidroxiflavona
ou carajuflavona [7] ou luteolina [8]

Figura 5 — Flavonas isoladas das folhas de F. chica (A. chica)

O estudo fitoquimico das folhas de F. chica (A. chica) realizado por Zorn et
al., (2001) levou ao isolamento de 4 (quatro) antocianidinas: 6,7-di-hidroxi-5,4'-
dimetoxiflavilio ou carajurina [6], 6,7,4'-tri-hidroxi-5-metoxiflavilio [9], 6,7,3",4-
tetrahidroxi-5-metoxiflavilio [10], 6,7,3'-tri-hidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio [11] e uma
flavona 5,7-di-hidroxi-4’-metoxiflavona ou acacetina [12] (Figura 6, Pag. 28). Dois
extratos, um lipofilico e um hidrofilicos foram analisados a acdo anti-inflamatoria

sobre fator de necrose tumoral (NF-kB). Os resultados revelaram a agao do extrato
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lipofilico com inibicdo na concentracdo de 200 ug mL™ e o extrato hidrofilico nas

concentracdes acima de 500 pg mL™.

OH

OMe OMe
6,7,4’-Tri-hidroxi-5-metoxiflavilio [9] 6,7,3,4’-Tetrahidroxi-5-metoxiflavilio [10]
OMe OMe

HO
OH
HO
OMe OH O
6.7.3-Tri-hidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio 5,7-Di-hidroxi-4’-metoxiflavona
[11] ou acacetina [12]

Figura 6 — Antocianidinas e flavona isolados dos extratos hidrofilico e lipofilicos com acéo anti-
inflamatéria.

Estudos realizados por Jorge et al. (2008) sobre a avaliacdo das
propriedades de F. chica (A. chica ) sobre a cicatrizac@o de feridas revelou eficicia
no processo de cicatrizacdo. Foi analisado o extrato de folhas frescas utilizando
uma mistura de solvente de metanol com 3% (trés por cento) de acido acético,
obtido por maceracdo a temperatura ambiente. O extrato foi analisado em HPLC
registrando a presenca de carajurina ou 6,7-di-hidroxi-5,4’-dimetoxiflavona [6] e
carajurona [5]. Neste trabalho, os autores redefiniram a estrutura da carajurona [5]
para 6,7,4'-tri-hidroxi-5’-metoxiflavilio [13] (Figura 7, Pag. 29). O extrato estimulou
o crescimento de fibroblastos na concentracdo ideal de ECso = 30 pg mL™,
aumento da producdo de colagenos e uma capacidade antioxidante moderada in
vitro. O tamanho das feridas foi reduzido em 96% (noventa e seis por cento)
enquanto o grupo de soro fisiolégico mostrou reducéo de apenas 36% (trinta e seis

por cento) de cicatrizacéo da ferida.
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A F. chica possui grande potencial farmacoldgico. Na literatura cientifica &
possivel encontrar uma diversidade de estudos sobre esta planta e as
investigacdes ndo se esgotaram, visto que ha publicacdes de 30 (trinta) anos atras
e do presente ano. Taffarelo et al., (2013) realizou estudo de folhas desta espécie
de acessos oriundos de diversos localidades do pais. Os autores identificaram a
presenca dos constituintes: 6,7,3",4-tetrahidroxi-5-metoxiflavilio [10], 6,7,3'-tri-
hidroxi-5-metoxiflavilio [14] (Figura 7), 6,7-di-hidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio ou
carajurina [6], além das flavonas: 7,4’-di-hidroxiflavona [15] (Figura 8, Pag. 30),
6,7,3,4'-tetrahidroxi-5-metoxiflavona ou carajuruflavona [7].

OH

OMe

OMe

6,7,4’-tri-hidroxi-5’-metoxiflavilio ou 6,7,3'Tri-hidroxi-5-methoxiflavilio [14]
carajurona [13]

Figura 7 — Antocianidinas isoladas do extrato metanol a 3% de acido acético com agéo cicatrizante

Neste estudo, visando a padronizacdo da matéria — prima e a exploracao
sustentavel da espécie, utilizaram marcadores genéticos em exemplares do banco
germoplasma do Centro de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas da
Universidade Estadual de Campinas. Na comparagdo da concentragcdo dos
constituintes 6,7-di-hidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio ou carajiruna [6] verificou-se que o
proveniente do Parana apresentou concentracado ndo detectavel e a proveniente do
Amazonas foi a que apresentou maiores concentracbes do pigmento, sendo
utilizada para continuacao do estudo. Neste trabalho os autores ainda, verificaram
a variacdo da concentracdo dos pigmentos pela sazonalidade e as atividades
antioxidantes, cicatrizante e antitumoral em diferentes tratamentos enzimaticos dos
extratos. Em relagdo a atividade antiproliferativa in vitro foram avaliadas em 9
(nove) linhagem de células tumorais humanas apresentando expressivos valores

de inibic&o total de crescimento, em algumas linhagem de células tumorais.
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Ensaios antitumorais, também foram realizados com extratos obtidos das
folhas de F. chica (A. chica). Ribeiro et al., (2012) verificou atividade dos extratos
aguoso e etandlico na inibicdo do crescimento de tumor em ratos, observando uma
reducao significativa no crescimento dos tumores.

Outros estudos a cerca de sua composicdo quimica foram também
realizados por Barbosa et al., (2008). Esses estudos foram realizados com o
extrato etandlico 6bitos por maceracdo a temperatura ambiente. A presenca dos
seguintes metabdlitos secundarios: antocianidinas, antocianinas, antraquinona,
catequinas, acidos organicos, esterdides, xantonas, taninos, flavonoides, flavanona
foram identificadas por prospeccao fitoquimica no extrato etanolico. Além dessa
prospeccao fitoquimica foram também isolados os seguintes flavondides: 4’-hidroxi-
3,7-dimetoxiflavona [16], 3,5,7,4'-tetrahidroxiflavona [17] e 6,8-di-C-3-
glicopiranosil-5,7,4'-tri-hidroxiflavona ou vicenina — 2 [18] (Figura 7). Os autores
verificaram as atividades antifungicas e tripanocida do extrato etandlico, de onde

isolaram os trés flavonodides.

3,5,7,4'-tetrahidroxiflavona [17] 6,8-Di-C-B-glicopiranosil-5,7,4’-tri-
hidroxiflavona ou vicenina — 2 [18]

Figura 8 - Flavonoides isolados de F. chica (A. chica) do extrato etandlico
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Estudo da atividade antiedematogénica do extrato aquoso da planta frente a
edema induzido por veneno de serpente, demonstrou atividade anti-inflamatoria
para administracdo subcutanea e intraperitoneal na analise histopatoldgica das
patas de camundongos. Neste trabalho os autores associaram as agdes da espécie
a presenca dos flavondides e salientou o potencial biotecnolégico do extrato
aguoso para obtencdo de principios ativos anti-inflamatorio. (OLIVEIRA et al.,
2009). A presenca de compostos fendlicos tais como: flavondides e antocianinas
nas espécies da familia Bignoniaceae sdo conhecidos (HARBONE, 1967, PORT'S,
et al, 2013). O isolamento desses compostos indica potencial acdo anti-
inflamatoria e antimicrobiana para a familia. Estudo realizado com as folhas de
Fridericia chica (A. chica), avaliando as atividades biologicas em diferentes
modelos experimentais, tem seu efeito farmacologico atribuido aos flavonodides
(OLIVEIRA, et al., 2009).

Alves et al., (2010) estudando as propriedades farmacognosticas das folhas
de F. chica (A. chica) apresentou os resultados de uma abordagem fitoquimica,
verificando a presenca dos mesmos constituintes encontrados por Barbosa et al.
(2008).

Em 2008 a espécie foi incluida a lista RENISUS do Ministério da Saude que
inclui as plantas medicinais com amplo uso popular, com publicacdes, mas que
ainda necessitam de maiores investigacdes para confirmacdo das atividades
(RENISUS, 2013).

2.6  Fridericia brachypoda (DC.) Bureau

A espécie Frederica brachypoda (Arrabideae brachypoda) se caracteriza
pelas folhas unifoliadas e pela presenca de campo de glandulas interpeciolares
(Figura 9, P4g. 32). De habito subarbusto a arbusto com caule levemente estriado.
Nativa do cerrado brasileiro, apresentando altura que varia de 1 a 2 metros,
bastante ramificada, com flores rosa e roxo (SCUDELLER, 2004), esta espécie é

conhecida pelos nomes populares: cipé-uma e tintureiro (ALCERITO, et al., 2002).
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Figura 9 - Aspecto morfologico das flores e dos galhos de F. brachypoda (A. brachypoda)
Fonte: http://www.sunshine-seeds.de/product info.php

Estudos realizados por Alcerito et al., (2002) com a cera epicuticular de F.
brachypoda (A. brachypoda) permitiu o isolamento de quatro flavonéides. Apesar
de ser raro, o numero de registros de ocorréncia de flavonoides em cera cuticular
tem aumentado desde a década de 1980. Os flavonoides foram isolados e
identificados do extrato cloroférmico obtido das folhas, como sendo: 3',4’-di-hidroxi-
5,6,7-trimetoxiflavona [19], 5,3,4'-tri-hidroxi-6,7-dimetoxiflavona ou cirsiliol [20],
3’,4-di-hidroxi-6,7-dimetoxiflavona ou cirsimaritina [21] e 6,4,4'-tri-hidroxi-5-
metoxiflavona ou hispidulina [22] (Figura 10, Pag. 33). Além do isolamento desses
flavonoides foi avaliada a atividade antifungal do extrato cloroférmico, utilizando o
fungo Cladosporium sphaerospermum.

Espécies do género Fridericia (Arrabideae) tém sido amplamente utilizadas
na medicina tradicional como anti-inflamatério, antitumoral, antimicrobiano,
antioxidante e adstringente (ZORN, et al. 2001). Estudos realizados por Rocha, et
al (2011) em ratos e camundongos corroboraram com os usos tradicionais. Neste
trabalho os autores usaram o extrato etandlico das raizes, e analisaram a atividade
anti-inflamatéria e antinociceptiva. Os resultados revelaram resposta anti-

inflamatoéria em ratos e antinociceptiva em camundongos.
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OMe O OH O

3',4’-Di-hidroxi-5,6,7-trimetoxiflavona [19]  5,3’,4’-Tri-hidroxi-6,7-dimetoxiflavona
ou cirsiliol [20]

OH OH

OH O OH O
3',4-Di-hidroxi-6, 7-dimetoxiflavona ou 6,4,4’-Tri-hidroxi-5-metoxiflavona ou
cirsimaritina [21] hispidulina [22]

Figura 10 — Flavonoides isolados da cera epicuticular de F. brachypoda (A. brachypoda)

2.7  Fridericia florida (A. DC.) LG Lohmann

A espécie Fredericia florida (A. florida) € uma liana, com ramos cilindros
castanhos. Folhas opostas, compostas com 2-3 foliolos (Figura 11, Pag 34). Tuffi et
al. (2013), em estudo da variagéo floristica e estrutura fitossociolégica em funcgéo
do relevo e da sazonalidade de plantas daninhas em Minas Gerais, verificou a
presenca da espécie em todas as areas avaliacdes. Os estudos encontrados na
literatura cientifica, sobre esta planta, compreendem o conhecimento de sua
floristica e de sua distribuicdo territorial, visto que esta é uma planta daninha
interferindo na agropecuaria. (TUFFI, et al., 2013; INOUE, et al., 2012;
UDULUTSCH, et al., 2010). A planta € conhecida pelo nome popular: cipé neve
(INOUE, et al., 2012)
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Santos et al. (2009) em estudo floristicos de diferentes familias no Sudeste do
Brasil, verificou que a familia com maior ocorréncia de espécies foi a Bignoniaceae,
dentre as espécies encontradas em Sao José do Rio Preto, Vassununga e Ribeirao

Cachoeira foi registrada a espécie F. florida (A. florida).

Outro estudo sobre distribuicdo e crescimento de lianas, verificou a presenca
desta espécie na ilha Barro Colorado no Panama (SCHNITZER et al., 2012).

Figura 11 - Aspecto morfoldgico das flores e das folhas de F. florida (A. florida)
Fonte http://darwin.bangor.ac.uk/flora.html

2.8  Fridericia patellifera (Schltdl.) L.G. Lohmann

A espécie F. patellifera (A. patellifera) € uma liana com distribuicdo do
México ao Brasil. Possui ramos cilindricos, com folhas simples e bifoliadas e com

inflorescéncia terminal ou axial (Figura 12, Pag. 35)
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Figura 12 - Aspecto morfolégico das folhas e das flores de F. patellifera (A. patellifera)
Fonte: http://darwin.bangor.ac.uk/flora.html

A investigacao fitoquimica do extrato metandlico das folhas de F. patellifera (A.
patellifera) possibilitou o isolamento de 7 (sete) compostos poucos frequentes na familia
Bignoniaceae: Mangiferina [23], 3’-O-trans-Coumaroilmangiferina [24], 3'-O-trans-
Cinnamoilmangiferina [25], 3'-O-trans-Caffeoilmangiferina [26], 6'-O-trans-
Coumaroilmangiferina  [27], 3'-O-p-Hidroxibenzoilmangiferina [28] e 3-O-p-
Benzoilmangiferina [29] (Figura 13, Pag. 36). Todas as substancias isoladas
apresentaram atividade antioxidante. Esses compostos foram também testados in vitro
contra o protozoario Plasmodium falciparum, agente etiologico da malaria, apresentando

relativa atividade frente a este patégeno (MARTIN, et al., 2008).
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Figura 13 - Xantonas isoladas das folhas de F. patellifera (A. patelifera) com atividade antioxidante e
antiparasitaria
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta das Espécies Botanicas

As espécies vegetais foram coletadas no més de dezembro de 2012, no Parque
Zoobotéanico (PZ) da Universidade Federal do Acre (UFAC), localizado no municipio de
Rio Branco, Estado do Acre, Brasil. Foram obtidas as exsicatas in loco e depositadas no
Herbério do Parque Zoobotanico e identificadas por botanico do proprio herbario. As
exsicatas depositadas neste herbario foram registradas sobre os seguintes numeros:
Fridericia chica (n. 1702), Fridericia brachipoda (n. 590), Fridericia patellifera (n. 2086) e
Fridericia florida (n. 11894).

3.2 Preparacao das Amostras Botanicas

As folhas frescas das quatro espécies foram separadas manualmente das partes
lenhosas e secadas, separadamente a temperatura de 40 °C, em estufa de circulacdo
de ar forcado, no Laboratério da Unidade de Tecnologia de Alimentos (UTAL) da
Universidade Federal do Acre. As folhas foram secadas por 24 (vinte e quatro) horas,
sendo em seguida trituradas em moinho de aco inox e armazenadas em saco plastico. O
material triturado foi levado ao laboratorio de Plantas Medicinais do Centro de Ciéncias

Biologicas e da Natureza da UFAC, para a obtenc&o dos extratos.

3.3  Preparacgéo do Extrato Hidroalcoolico

Os extratos hidroalcodlicos (EtOH:H,O, 7:3) (EH) foram preparados
conforme metodologia estabelecida por Mattos (1988). O material vegetal triturado

foi transferido para um Erlenmeyer, onde foi completado com o solvente extrator
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hidroalcodlico (EtOH:H,O, 7:3) (EH) até a completa submersdo do material. A
extracdo foi procedida em recipiente fechado por 72 (setenta e duas) horas a
temperatura ambiente. Ao final, o extrato foi filtrado, utilizando inicialmente uma
filtracdo simples com algodao e depois sobre papel filtro. O processo de extracdo
foi repetido por 3 (trés) vezes. Os extratos obtidos foram concentrados em
evaporador rotativo sob pressdo reduzida e, posteriormente levado a estufa com
circulacao de ar forcado a 40 °C, até completa secagem. Apds esse processo de
secagem dos extratos, foi determinado o rendimento de extragdo. Os extratos
obtidos foram mantidos sob refrigeracéo até a realizagdo dos ensaios fitoquimicos

e bioldgicos.

3.4  Prospeccao Fitoquimica do Extrato Hidroalcodlic o

As analises de prospecc¢édo fitoquimica visaram a caracterizacdo qualitativa
dos principais grupos quimicos que representam o0s principios ativos das drogas
vegetais. As analises foram realizadas no laboratério de Plantas Medicinais do
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Natureza da UFAC, conforme metodologia de
Barbosa et al. (2004) e Matos (1988). Foram preparadas duas fracoes do extrato
hidroalcodlico (EtOH:H,O, 7:3) (EH): fracdo aquosa (FA) e a fracdo metandlica
(FM). A presenca dos grupos metabdlitos secundarios se caracterizou pela
utilizacdo de reacbes de coloracdo ou de precipitacdo caracteristicas desses

grupos.

3.4.1 Preparacao da Fracdo Aquosa do Extrato Hidroalcodlico

A fracdo aquosa (FA) foi preparada com 500 mg. do estrato hidroalcodlico
(EtOH:H0, 7:3) (EH) em 100 mL de agua destilada. A mistura foi solubilizada em
sonicador e em seguida foi filtrada usando filtracdo simples com papel filtro. A
fracdo aquosa (FA) depois de preparada foi armazenada em frasco ambar e

mantida em ambiente refrigerado.
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3.4.1.1 Testes para fendis e taninos

A identificagdo dos fendis e taninos foi realizada utilizando dois tubos de
ensaio numerados. No primeiro foram adicionados 5 mL da fracdo aquosa (FA) e
no segundo 5 mL de agua destilada (ensaio branco). Posteriormente foi adicionado
3 (trés) gotas de solucéo alcodlica de FeCls (cloreto férrico) a 1% (um por cento)
em cada tubo de ensaio. Apés agitacao foi observado a mudanca na coloragéo ou
formacao de precipitado abundante, sempre comparando com o teste em branco
(dgua + FeCls). A presenca de:

* Coloragéo entre o azul e o vermelho é indicativo de presenca de fendis,
guando o teste em branco for negativo;
» Precipitado de tonalidade azul indica a presenca de taninos pirogalicos

(taninos hidrolisaveis);

* Precipitado de tonalidade verde indica a presenca de taninos flobabénicos

(taninos condensados ou catéquicos).

3.4.1.2 Teste para saponinas

A pesquisa de saponinas foi realizada usando uma aliquota de 5 mL da
fracdo aquosa (FA), em um tubo de ensaio. Em seguida foram adicionados 15 mL
de agua destilada e agitada vigorosamente durante 2 (dois) minutos, com o tubo de
ensaio fechado. A formacdo de uma camada de espuma permanecendo estavel
por mais de 30 (trinta) minutos é considerado positivo para saponinas (heterdsides

saponinicos).
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3.4.1.3 Teste para confirmacao de saponinas

A confirmacgéo de saponinas foi realizada utilizando 2 mL de &cido cloridrico
(HCI) concentrado ao conteddo do tubo de ensaio onde foi realizado o teste de
saponinas. Apos a adicdo do acido, deixar pelo menos 60 (sessenta) minutos
imerso em banho-maria. Retirar e deixar esfriar e em seguida neutralizar com
hidroxido de sédio (NaOH) a 6 Mol L™, usando gota a gota, até pH neutro. A
presenca de precipitado e a ndo formagdo de espuma confirma a presenca de

saponinas.

3.4.1.4 Testes para acidos organicos

A identificac@o dos acidos organicos foi realizada utilizando uma aliquota de
2 mL da fracdo aquosa (FA) em um tubo de ensaio. Posteriormente, foram
adicionadas 18 (dezoito) gotas do reativo de Pascova A e em seguida 2 (duas)
gotas do reativo de Pascova B. A descoloracdo do reativo representa reacao
positiva para acidos organicos. O reativo de Pascova A foi preparado usando 0,075
g de verde de bromocresol mais 0,25 g de azul de bromofenol dissolvidos em
etanol até completar a solucdo de 100 mL. Enquanto o reativo de Pascova B foi
preparado uma solucdo aquosa, dissolvendo 0,25 g de permanganato de potassio
(KMnQ4), mais 0,25 g de carbonato de sédio (Na,CO3) até completar 100 mL de
solugéo.

3.4.2 Preparacéo da Fracdo Metandlica do Extrato Hidroalcoolico

A fracdo metandlica (FM) foi preparada com 500 mg do extrato
hidroalcoodlico (EtOH:H,O, 7:3) (EH) em 100 mL de metanol. A mistura foi

solubilizada em sonicador e em seguida foi filtrada usando filtracdo simples com
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papel filtro. A fragdo metandlica (FM) depois de preparada foi armazenada em

frasco ambar e mantida em ambiente refrigerado

3.4.2.1 Teste para a classe geral de flavonoides

A pesquisa de flavonoides foi realizada conforme a reacdo de Shinoda ou
reagdo de cianidina. Em um tubo de ensaio foi adicionado 10 mL de fragao
metandlica (FM), em seguida foi acrescentado 5 (cinco) gotas de acido cloridrico
(HCI) concentrado e raspas de Magnésio. O surgimento de uma coloracao rosea na

solucéo indica reacao positiva de flavondides.

3.4.2.2 Teste para sesquiterpenolactonas e outras lactonas

A identificacdo qualitativa de sesquiterpenolactonas e demais lactonas foi
realizada com uma aliquota de 3 mL da fracdo metandlica (FM) em um tubo de
ensaio. Ao tubo de ensaio foram adicionados 12 (doze) gotas de solugdo alcodlica
de cloridrato de hidroxilamina (NH,OH.HCI) a 10% (dez por cento) e duas gotas de
solucdo metanolica de hidroxido de potassio (KOH) a 10% (dez por cento). A
mistura reacional foi aquecida suavemente em banho-maria por 2 (dois) minutos.
Em seguida foi esfriada e acidificada com solucdo de acido cloridrico (HCI) a 1,0
Mol L. Depois de acidificar, foi adicionado uma gota de cloreto férrico (FeCls) a 1%
(um por cento). O aparecimento de coloracdo violeta indica reacdo positiva para

sesquiterpenolactonas e outras lactonas.

3.4.3 Teste para Alcaloides

A pesquisa para alcaloides foi realizada usando os reativos caracteristicos
para identificagdo de alcalbides: reativo de Bouchardat, reativo de Dragendorff e
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reativo de Mayer. Foi dissolvido 25 mg de extrato hidroalcodélico (EtOH:H,0, 7:3)
(EH) em 5 mL de &cido cloridrico (HCIl) a 5% (cinco por cento). Por filtracdo
simples, foi separado em quatro tubos de ensaio, porcbes de 1 mL do extrato
acidificado. Em seguida foi adicionado gotas de reativo de Bouchardat, reativo de
Dragendorff e do reativo de Mayer, do primeiro ao terceiro tubo de ensaio,
respectivamente, mantendo o quarto tubo como branco. A presenca de alcaloides
ocorre com a formacao de precipitado com a seguinte coloracao:

Reativo de Bouchardat precipitado laranja avermelhado;

Reativo de Dragendorff precipitado vermelho tijolo e;

Reativo de Mayer precipitado branco.

O reativo de Wagner Bouchardat foi preparado pela dissolugédo de 4 g de
iodeto de potassio (KI) e 2 g de iodo ressublinado, até completar 100 mL de
solugcéao aquosa. O reativo de Dragendoff foi preparado dissolvendo, em um banho
de gelo, 5 g de carbonato de bismuto [Bi>(CO3)3] em 50 mL de agua destilada. Em
seguida foi adicionado cuidadosamente 12 mL de &acido cloridrico (HCI)
concentrado. Posteriormente foi acrescentado gradativamente 25 g de iodeto de
potassio (KI). Apos completa dissolugdo, o volume foi completado para 100 mL
com agua destilada.

O reativo de Mayer foi preparado usando duas solugdes: A solucao A foi
preparada pela dissolugédo de 1,36 g de cloreto de mercurico (HgCl,) em 60 mL de
agua destilada. A solucéo B foi preparada dissolvendo 5 g de iodeto de potéssio
(KI) em 20 mL de agua destilada. As duas solucdes foram adicionadas e diluidas
com agua até 100 mL de solucéo final.

O reativo de Dragendorf foi preparado usando duas solugdes: A solucdo A
foi preparada dissolvendo 8 g de subnitrato de bismuto (BiONO3.H,O) em 20 mL de
acido acético. A solucéo B foi preparada dissolvendo 27,2 g de iodeto de potassio
(KI) em 50 mL de agua destilada. A preparacéao final foi realizada pela dissolucéo,

aos pouco, da solugdo A sobre a solucéo B.
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3.5 Determinagdo Quantitativa

Os testes para determinacdo de Fendis Totais e Flavonoides foram
realizados no Laboratério de Farmacologia de Produtos Naturais da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal do Amazonas - UFAM, e a determinacédo de
Antocianina no Laboratorio de Plantas Medicinais do Centro de Ciéncias Biologicas
e da Natureza da UFAC.

3.5.1 Determinacao do Teor de Fendis Totais (T.F.T.)

O teor de fendis totais foi quantificado através da reducdo do Reagente de
Folin-Denis pelos compostos fendlicos presente nas amostras (WATERMAN;
MOLE, 1994, apud YARIWAKE 2005) com adaptacdes. Os fendis foram obtidos
por extragdo em maceracao a temperatura ambiente, utilizando 2 g do material em
100 mL do extrator hidroalcoodlico (EtOH:H,O, 7:3) (EH). AplOs a extracdo e
filtracdo do extrato, a solucdo foi completada a 100 mL, com 0 mesmo solvente
hidrofilico. Inicialmente foram adicionados nos po¢os de uma microplaca 10 pL do
extrato hidroalcodlico (EtOH:H,0, 7:3) (EH). Em seguida, foi adicionado 50 pL da
solucdo de Folin-Denis (1:10). Como padréo foi utilizado o &cido galico 10 mg mL™,
diluido em Dimetilsulfoxido (DMSO) 1:10, foram adicionados no poc¢o da microplaca
10 pL do padrédo, a este foram adicionados 50 pL da solugédo de Folin-Denis. A
microplaca foi incubada por 8 minutos e apos este intervalo foram adicionados 240
puL de carbonato de sodio a 0,4% (zero virgula quatro por cento) nos pocos dos
testes e do padrdo, permanecendo por mais 3 (trés) minutos em repouso.
Terminado o ultimo intervalo a leitura da absorbancia foi realizada em equipamento
Beckman Coulter, modelo DTX 800 Multicode, com o detector ajustado em
absorbancia de 620 nm. As analises foram realizadas em triplicata e o resultado foi

obtido pela média das absorbancias.
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Abs da Amostra x 100 (1)

TFT.=
Abs. do Padrao

Onde:
T.F.T. = Teor de Fendis Totais

Abs. = Absorbancia medida a 620 nm.

3.5.2 Determinacao do Teor de Flavonoides Totais (T.F.T.)

A quantificacdo dos flavondides foi realizada conforme o descrito por
Zhishen, Jianming (1999) com adaptacdes. A extracao dos flavondides foi realizada
utilizando 2 g de folhas trituradas e 100 mL de solug&o hidroalcodlico (EtOH:H,0,
7:3) (EH). Apos a extracao e filtracdo do extrato, a solucdo foi completada a 100
mL, com o mesmo solvente hidrofilico. Foram adicionados nos pocos de uma
microplaca 30 pL do extrato hidroalcodlico (EtOH:H,0, 7:3) (EH), 90 uL de etanol, 6
uL de cloreto de aluminio a 10% (dez por cento) e 6 uL de acetato de potassio 1
Mol L. Finalmente foram adicionados 168 pL de etanol completando 300 pL de
solucdo. Em poco distinto, foram adicionadas 30 pL de quercetina que foi utilizada
como padréo, onde foram adicionados 0os mesmos substratos reacionais utilizados
para os extratos. Em seguida, o meio reacional foi incubado por 30 (trinta) minutos
a temperatura ambiente. Apés este intervalo foi realizado a leitura em equipamento
Beckman Coulter, modelo DTX 800 Multicode. O detector ajustado em absorbancia
de 510 nm. As analises foram realizadas em triplicata e o resultado foi obtido pela

média das absorbancias.

Abs da Amostra x 100
T.FT.= (2)
Abs. do Padrao

Onde:
T.F.T. = Teor de Flavonoides Totais

Abs. = Absorbancia medida a 510 nm.
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3.5.3 Determinacao do Teor de Antocianinas Totais (T.A.T.)

A quantificacdo do teor de antocianinas totais foi realizada segundo
metodologia de Francis (1982, apud TEIXEIRA, et al., 2008). A extracdo das
antocianinas foi realizada utilizando 1 g de amostra de folhas trituradas. As
amostras foram submetidas a extracdo com 100 mL de uma solucéo de etanol a
95% (noventa e cinco por cento) acidificada com acido cloridrico a 1,5 Mol L* na
proporcao de 85:15. A mistura foi armazenada em Erlenmeyer, enrolados com
folha de aluminio, e mantido em Freezer por 16 horas. A extracao foi realizada em
triplicata e a leitura da absorbancia foi feita a 535 nm, tendo como branco a solucao
extratora. As medidas foram obtidas em espectrofotdmetro marca Shimadzu®,
modelo UV-VIS 1800. Os resultados foram expressos em mg de antocianinas
totais por 100 g da amostra. Foi utilizado o coeficiente de extingdo molar (E**1cm)
de 982 e o célculo do teor de antocianinas determinado de acordo com a formula

(3), conforme Teixeira et al., (2008), com adaptacoes.

Abs da Amostra x Vet
el 3)
cm
Onde:

Abs = Absorbancia da amostra medida a 535 nm
Vext = Volume do extrato
m = Massa em grama da amostra

Ecm = Coeficiente de Extincéo, valor usado 982

3.6 Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana

Na avaliagdo da atividade antimicrobiana foram utilizadas bactérias gram-
positivas e gram-negativas. Os extratos foram avaliados sua eficacia frente aos

microrganismos: Staphylococcus aureus (ATCC 6538P), Staphylococcus
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saprophyticus (ATCC 15305), Escherichia coli (ATCC 10536), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 15442), doados pelo Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS), Laboratorio de Micro-Organismos de Referéncia da
Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), com sede no Rio de Janeiro.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada de acordo com o
estabelecido pelo NCCLS (National Committe for Clinical Laboratory Standards) e
foram realizados no Laboratério de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Exatas e
Tecnologia da UFAM.

3.6.1 Preparacédo dos Indculos

Os microrganismos liofilizados foram ativados em caldo Triptona Soja (TSB)
e incubados por 24 (vinte e quatro) horas a 37° C. Apés a incubacédo as cepas
foram semeadas em tubo de ensaio com meio de cultura invertido Muller Hinton por
24 (vinte e quatro) horas a 37° C. Posteriormente, as cepas foram entdo semeadas
em placa de Petri com meio de cultura Agar Muller Hinton e novamente incubou-se
por 24 (vinte e quatro) a 37° C.

A partir das coldnias originadas na placa de Petri foi preparada a suspensao
de bactérias (in6culo) em tubos de ensaio contendo caldo triptona de soja (TSB). A
turbidez dos tubos foi ajustada com a escala 0,5 (zero virgula cinco) de MacFarland
que apresenta aproximadamente 1,5 x 10° células mL™, por meio de medida em
espectrofotometro em leitura com comprimento de onda de 530 nm. Este
procedimento foi necesséario para garantir que as semeaduras nas placas terdo

aproximadamente o mesmo numero de células.

3.6.2 Preparacéo dos Extratos

Foram utilizados dois tipos de extratos para cada espécie, com base nos
extratos preconizados para analise fitoquimica, sendo um extrato cloroférmico e

outro metandlico. Os extratos cloroférmio e metandlico foram preparados em um
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béquer de 10 mL usando 500 mg de extrato hidroalcodlico (EtOH:H,0, 7:3) (EH)
que foi dissolvido com 5 mL de cada solvente (cloroférmio e metanol), obtendo no

final uma solucéo de 100 mg mL™.

3.6.3 Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi avaliada testando os extratos frente aos
microrganismos, realizada por meio do teste de difusdo em disco no meio agar. O
inoculo foi semeado em placas de Petri contendo Agar Muller Hinton. Com auxilio
de um swab estéril, foi semeado em quatro dire¢cBes, assegurando que a
suspensao de bactérias fosse distribuida de forma uniforme por toda a placa de
Petri. Apés 5 (cinco) minutos, para fixacdo da suspensdo ao meio, foi adicionado
discos de papel de filtro estéril impregnados com 10 pL dos extratos (0,1 mg pL™?) e
dos solventes. Como controle positivo foi utilizado discos de antibiograma de
Amoxicilina para as bactérias gram-positivas (género Staphylococcus) e
Norfloxacina para bactérias gram-negativas (E. coli e Pseudomonas aeruginosa).

As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C, ap0s a incubacao as placas
foram analisadas para verificacdo da formacéao dos halos de inibicéo.

A sensibilidade do microrganismo foi medida a partir do diametro do halo de
inibicdo, sendo esta medida realizada com auxilio de um paquimetro digital

Digimess®.

3.7 Avaliacdo da Atividade Farmacologica

Os experimentos e abordagens farmacolégicas foram conduzidas de acordo
com normas e técnicas adotadas pelos comités de ética do Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica — LTF da Universidade Federal da Paraiba — UFPB e do

Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Estadual do Ceara — UECE.
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Os animais utilizados, camundongos Swiss albinos foram reproduzidos no
biotério do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento — MAPA, mantidos

no laboratoério de Fisiofarmacologia da Universidade Federal do Acre — UFAC.

3.7.1 Toxicidade Aguda — Dose Unica

A toxidade aguda foi avaliada em 2 (dois) grupos de camundongos com
pesos entre 24 e 40 gramas, de ambos os sexos. Ao primeiro grupo foi
administrada a dose de 500 mg Kg™ de peso e ao segundo grupo a dose de 1000
mg Kg* de peso.

Os grupos foram observados durante uma semana. Durante o periodo foi
disponibilizada &gua e racéo ad libitum. Os animais foram observados do ponto de
vista clinico e comportamental: sedacéo, agitacdo, alteracdo motora, modificacédo

nas fezes e urina e na ingestao da dieta, prurido, hemorragias e morte.

3.7.2 Medida do Desempenho Motor — Teste do Rota Rod

A fim de avaliar possiveis efeitos musculares ou sedativos, foi avaliado o
desempenho motor de camundongos no teste de Rota Rod (ROSLAND et al.,
1990). O aparelho Rota Rod Insight ®, consiste de um cilindro de 2,5 cm de
diametro, subdivido em quatro compartimentos. O cilindro gira a uma velocidade
constante de 22 rpm (vinte e duas rotacdes por minuto). Os animais foram
treinados e selecionados em rotacdes mais baixas até atingir a frequéncia desejada
com 24 (vinte e quatro) horas de antecedéncia. Foram aceitos somente aqueles
animais que permaneceram sobre o cilindro dois periodos de 60 (sessenta)
segundos.

Os animais selecionados foram divididos em 2 (dois) grupos contendo 6
(seis) individuos cada, estes foram colocados no equipamento e o tempo de
permanéncia anotado. Apés o tempo ser anotado foi administrado por gavagem o0s
extratos hidroalcodlico (EtOH:H20, 7:3) (EH). O primeiro grupo recebeu a dose de
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20 mg Kg™ e o segundo de 100 mg Kg™. Apés 60 (Sessenta) minutos decorridos da
administracdo dos extratos, os animais foram recolocados no Rota Rod e o0s
tempos de permanéncia foram anotados, bem como observado o seu desempenho

motor.

3.7.3 Avaliacdo da Atividade Analgésica

A avaliacdo da atividade analgésica pelo teste das contor¢cdes abdominais
induzidas por acido acético (Writhing test) foi realizada utilizando camundongos
Swiss albinos, do laboratério de Fisiofarmacologia da Universidade Federal do Acre
(Figura 14). Os animais foram submetidos a jejum de 24 (vinte e quatro) horas com
agua ad libitum. Cada grupo utilizado nos testes foi composto por 6 (seis) animais
(n=6).

Figura 14 — Animal expressando uma contra¢éo abdominal caracteristica

Os extratos foram preparados a partir do extrato bruto seco hidroalcoodlico
(EtOH:H,0, 7:3) (EH) solubilizados em agua destilada.

Foram selecionados 3 (trés) grupos de camundongos, machos, com peso
médio de 30 g. Ao grupo 1 (um) foi administrado o extrato das plantas na
concentracdo de 20 mg Kg™* de peso, ao grupo 2 (dois) foi administrado extrato na
concentracdo de 100 mg Kg™ de peso, ao grupo 3 denominado controle negativo
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foi administrado &gua destilada (volume idéntico ao do extrato), todos por
gavagem.

Apo6s uma hora dos tratamentos, foi injetado via intraperitoneal uma solucéo
aguosa de acido acético a 0,8% (zero virgula oito por cento). Decorrido 10 (dez)
minutos da administracdo foi iniciada a contagem do numero de contor¢des

abdominais até o tempo de 30 (trinta) minutos.

3.7.4 Avaliacéo da Atividade Antinociceptiva pelo Teste da Placa Quente

Para a analise da possivel atividade antinociceptiva, foram selecionados 4
(quatro) grupos de camundongos machos, com peso entre 20 e 30 gramas (Figura
15). Ao grupo 1 (um), foi administrado extrato hidroalcoodlico (EtOH:H,O, 7:3) (EH)
das plantas na concentracdo de 20 mg Kg* de peso, ao grupo 2 (dois) foi
administrado extrato das plantas na concentracdo de 100 mg Kg™ de peso e o
grupo 3 (trés) denominado controle negativo recebeu apenas agua destilada no
mesmo volume dos extratos e ao grupo 4 (quatro) denominado grupo controle
positivo, foi administrado via intraperitoneal 5 mg Kg* de peso de Morfina (0,2 mg
mL™ Dimorf ® - Cristalia).

Figura 15 — Placa quente utilizada no teste da termonocicepgéo
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Decorridos 60 (sessenta) minutos dos tratamentos, os animais foram
colocados individualmente em uma placa quente (55 £ 5 °C). De acordo com
Woolfe, MacDonald (1944) citado por Lapa, Lima (2001) o tempo de reacdo do
animal ao estimulo térmico caracteriza-se pelo comportamento de levantar ou
lamber as patas, considerado indicativo de efeito nociceptivo. O tempo de
permanéncia foi anotado quando cada animal apresentou resposta ao estimulo
térmico.

O tempo maximo de permanéncia do animal na placa foi de 30 (trinta)
segundos. O equipamento utilizado para este teste foi a Hot Plate da marca
Insight®.

3.7.5 Teste da Atividade Antiedematogénica

A atividade antiedematogénica foi estudada através do modelo de edema de
pata induzido por agentes flogisticos. A medida foi estudada através da variacéo do
volume de pata, apds a inducdo do edema, através do aparelho pletismémetro,
Digital Plethysmometer LE, modelo 7500, que se baseia no deslocamento do
volume do liquido, pela introdu¢cdo da pata do animal at¢é o maléolo lateral
(WINTER et al., 1962).

O edema foi induzido por carragenina em dois grupos de 6 (seis) animais
camundongos Swiss albinos. Extratos hidroalcodlico (EtOH:H,O, 7:3) (EH) nas
concentracdes de 20 e 100 mg Kg' de peso de extratos da plantas foram
administrados 60 (sessenta) minutos antes da inducdo do edema. Os animais
receberam injecdo de 50 pL de carragenina Sigma®, 10 mg mL™' na regido
subplantar da pata traseira direita. Ap0s a injecdo, o volume da pata foi
determinado nos tempos 60 (sessenta) e 120 (cento e vinte) e 180 (cento e oitenta)
minutos. Como controle positivo foi utilizado um grupo de 6 (seis) animais,
camundongos Swiss albinos, aos quais foi administrado indometacina na dose de
10 mg Kg* estes foram submetidos ao mesmo processo de inducéo do edema dos
grupos teste. Ao controle denominado positivo foi administrada agua destilada no

mesmo volume dos extratos.
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3.8 Andalise Estatistica dos Dados

Os resultados foram tratados estatisticamente. As médias comparadas pelo
Teste t de Student e a ANOVA aplicada nas analises multivariadas, ambos
componentes do software GraphPad Prism®, considerando significativos, valores
de p <0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento dos Extratos

Foram utilizados extratos hidroalcodlico (EtOH:H,O, 7:3) (EH) das folhas de:
Fridericia chica (Humb. e Bonpl.) Verl, Fridericia brachypoda (DC.) Bureau,
Fridericia florida (A. DC.) LG Lohmann e Fridericia patellifera (Schitdl.) L.G.
Lohmann (Tabela 1). Foi realizada trés extracbes sucessivas de 72 horas por
maceracdo a temperatura ambiente. O rendimento porcentual de extracdo foi
determinado ap0ds o processo de secagem total da unidade realizada em estufa de
circulacao de ar forcado a 40°C. A espécie que apresentou o maior rendimento de
extrato foi a F. patellifera com 11,54%, seguida da F. brachypoda com 8,56%
(Tabela 1).

Tabela 1 — Rendimento dos extratos hidroalcodlico obtidos das folhas das espécies de Fridericia

Massa Massa dos | Rendi-

Espécies das Extratos(g) | mento

folhas(g) m/m%
Fridericia chica (Humb. e Bonpl.) Verl 250 16,9495 6,78
Fridericia brachypoda (DC.) Bureau 205 17,5620 8,56
Fridericia florida (A. DC.) LG Lohmann 224 14,5508 6,49
Fridericia patellifera (Schltdl.) L.G. Lohmann 222 25,6132 11,54

4.2  Andlise Fitoquimica Qualitativa

A espécie Fridericia chicarepresenta uma das plantas integrantes da
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Satde
(RENISUS), sendo também largamente empregada na pratica popular para

diversas enfermidades. Dois trabalhos publicados na literatura apresentaram a



54

prospeccdo quimica dessa espécie (BARBOSA et al., 2008, ALVES et al., 2010) e
varios outros realizaram pesquisa com a finalidade de isolamento, identificando
principalmente antocianinas e flavonas, além de estudos de propriedade biolégicas
e microbiolégicas. As demais espécies apresentaram poucos trabalhos publicados
na literatura especializada. A espécie F. patellifera com o trabalho de isolamento
realizado por Martin et al. (2008), Fridericia brachypoda com os trabalhos de
Alcerito et al. (2002) e Fredericia florida n&o foi registrado na literatura
especializada trabalho de prospeccao ou de isolamento dos constituintes quimicos.

Os ensaios de prospeccao fitoquimica foram realizados utilizando um Unico
extrato hidrofilico, o extrato hidroalcodlico (EtOH:H,O, 7:3) (EH), para as quatro
espécies. A partir do extrato hidroalcoolico (EtOH:H,O, 7:3) (EH) foi obtido duas
fracOes utilizando 4gua e metanol, denominados de fragdo aquosa (FA) e fracédo
metandlica (FM). A pesquisa qualitativa foi realizada com a finalidade de identificar
a presenca ou auséncia dos principais grupos metabdlitos: Acidos Organicos,
Alcaloides, Compostos Fendlicos, Flavonodides, Fenois e Taninos, Saponinas,

Sesquiterpenolactonas e outras lactonas (Tabela 2).

Tabela 2 — Resultados da prospeccgéo fitoquimica qualitativa das folhas das espécies Fridericia

Metabdlitos F. chica F. brachypoda F. florida F. patellifera

Pesquisados

FA|FM\EH FA|FM\EH FA\FM|EH FA|FM\EH

Acidos Orgéanicos - - - -

Alcaldides - - - -
Fenois + ++ ++ +++

Taninos pirogalicos
Taninos + ++ ++ +++
flobabénicos

Flavondides ++ + ++ +++

Saponinas + ++ - +++

Sequiterpeno- - - - -
lactonas

FA = fracdo aquosa. FM = fracdo metandlica. EH = extrato hidroalcodlico.

Todas as espécies apresentaram resultados muito semelhantes, com
pequenas diferencas na intensidade das colora¢des ou intensidade dos resultados,
o que confirmaram as informacfes da literatura que indicaram a presenca dos

compostos analisados a familia Bignoniaceae (Tabela 2).
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A pesquisa de flavonoides, o resultado apresentou indefinido, ou seja, ndo
houve o aparecimento evidente da coloracéo résea que caracteriza a presenca de
flavonoides. Entretanto, pelo aumento da intensidade de cor das amostras foi

possivel caracterizar a presenga de flavonoides (Figura 16 ).

Figura 16 — Pesquisa de flavonoides da esquerda para direita: branco, F. patellifera, F. florida, F.
chica e F. brachypoda

Os taninos sdo compostos fendlicos presente em plantas e sua
concentracdo depende de varios fatores tais como tamanho e idade da planta,
época e local de coleta da espécie (MONTEIRO et al. 2005). Para a pesquisa de
fendis e taninos a espécie F. patellifera apresentou uma alta intensidade de
coloracéo indicando grande concentragdo desses metabolitos secundérios (Figura
17, Pag. 56). A F. chica apresentou menor intensidade na colora¢éo obtida, o que
possivelmente venha indicar baixar concentracdo desse componente fitoquimico
em relacdo as demais espécies analisadas (Figura 18, P&g. 56). Os taninos
detectados correspondem a classe dos flobabénicos, também denominados

taninos condensados ou catéquicos (Tabela 2, Pag. 54).
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Figura 17 — Pesquisa de fendis e taninos de F. patellifera: a esquerda _(A) extrato e o branco, a
direita (B) extrato mais reagente e o branco

—

Figura 18— Pesquisa de fendis e taninos da F. chica: a esquerda (A) extrato e o branco (A), a direita
(B) extrato mais reagente e o branco.

As saponinas representam um grupo de metabdlitos glicosideos
caracterizados pela formacdo de espumas. A espécie F. florida apresentou
resultado negativo, F. patellifera, apresentou alta intensidade de espuma, enquanto
que as espécies F. brachypoda apresentaram intensidade intermediaria de

espuma (Figuras 19 e 20, Pag. 57).
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Saponinas

B

Figura 20 — Pesquisa de saponinas: a esquerda F. brachypoda (A) e a direita F. patellifera (B)

Os resultados das andlises fitoquimicas, de modo geral, corroboraram com

as informacdes encontradas na literatura. Harbone (1967) realizando estudo sobre
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a bioquimica dos flavondides mostrou que essa classe de composto esta presente
nas espécies da familia Bignoniaceae. Outros estudos realizados por Scogin (1980)
detectou e identificou antocianianinas nesta familia. Quando comparado o0s
resultados das prospeccgfes fitoquimicas obtidos das espécies em estudo do
presente trabalho, mostraram que os metabdlitos secundarios identificados nas
espécies correlacionam entre si e com os da familia.

Alves et al.,, (2010) verificaram a presenca de fendis, antocianinas,
antocianidinas, taninos catéquicos, saponinas na tintura da F. chica, o que
corrobora com os resultados do presente estudo. Os autores também verificaram a
presenca de alcaloides, mas atribuiram o resultado a reacdo cruzada do reagente
de Dragendorff com quinonas.

O Unico componente fitoquimico que divergiu em relagdo aos resultados
divulgados na literatura foram os acidos organicos que se apresentaram negativos
neste trabalho e ha mencao na literatura de sua presenca no extrato metanolico da
F. chica (BARBOSA, 2008).

4.3  Andlise Quantitativa dos Fitoquimicos

A andlise qualitativa forneceu informagfes para a pesquisa quantitativa dos
principais metabdlitos secundarios com possibilidades biol6gicas. Apesar da
indefinicdo da analise qualitativa de flavondides, contudo como na literatura tem
revelado a presenca marcantes desse grupo de composto na familia, foi realizada
sua quantificacdo. Além dos flavondides foi também quantificado fendis totais e
antocianinas para as espécies em estudo. A quantificacdo dos fendis foi realizada
utiizando o reagente de Folin-Denis e como padrdo o acido gélico, para os
flavondides utilizou-se cloreto de aluminio e como padréo a quercetina (Figura 21,
Pag. 59), enquanto que as antocianinas foram doseadas utilizando-se Francis
(1982, apud TEIXEIRA et al., 2008). Os resultados das andlises foram expressos
em mg 100mL™ do extrato (Tabela 3, Pag. 59).
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Tabela 3 - Resultados da quantificacdo de Flavondides, Antocianinas e Fendis.

Fitoquimico Quantificado mg 100mL
Espécies
Flavondides = | Antocianinas =~ | Fendis Totais ~
Fridericia chica 21,17 136,79 33,33
Fridericia brachypoda 34,96 18,13 68,42
Fridericia florida 39,65 29,23 85,33
Fridericia patellifera 21,56 25,53 52,32

*Extrato: 2 g em 100 mL do solvente; **Extrato 1 g em 100 mL do solvente

Figura 21 — Microplaca utilizada para quantificacdo de flavondides.

4.4  Analise Microbioldgica

Os resultados obtidos na analise microbiolégica poderdo ser ponto de
partida para formulacbes farmacéuticas e até para o isolamento e sintese de novos
farmacos, visto que as espécies sdo amplamente utilizadas na medicina popular.

A maioria dos estudos microbiologicos utiliza cepas de microrganismos
causadores das infecgbes mais comuns, trato urinario, pele e intestinais. Bem

como aqueles causadores de infeccbes hospitalares ou ainda os resistentes a
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maioria dos antimicrobianos. Cepas como o S. aureus, P. aeruginosa e E. coli se
enguadram nas caracteristicas mencionadas.

Silva et al (2002), investigando a atividade antimicrobiana da Mikania
lanuginosa, utilizou diferentes cepas, dentre elas S. aureus, E. coli e P.
aeruginosa. Lentz et al., (1998) estudaram 92 (noventa e dois) plantas utilizadas na
medicina popular de Honduras, dentre o0s microrganismos utilizados para
verificacdo da acdo microbiolGgica estavam S. aureus, E. coli e P. aeruginosa.

Os flavonoides sd@o conhecidos por serem sintetizados nas plantas em
resposta a infeccdo microbiana. Caracteristica que pode ser atribuida a sua acéo
antimicrobiana.

Em relacdo a concentracdo inibitéria minima, esta foi medida a partir do
diametro do halo de inibicdo de crescimento bacteriano. Na literatura encontramos
diferentes considera¢des sobre o didmetro do halo em relacdo a sensibilidade
microbiana. Em alguns trabalhos considerou sensivel o aparecimento do halo,
outros a sensibilidade do microrganismo foi relacionada a inibicdo do
antimicrobiano utilizado como controle, sendo sensiveis as cepas que tiverem o
crescimento igual ou superior ao controle, variando de sensivel, moderadamente
sensivel e resiste (KARAMAN et al., 2003; OSTROSKY et al., 2008). Neste
trabalho foi considerado sensivel o halo de inibicdo igual ou superior a 1cm (um

centimetro).

Tabela 4 - Resultados dos testes microbioldgicos do Extrato cloroférmio

Resultados em Halos (cm)

S. S. . P.
. E. coli )
aureus | saprophyticus aeruginosa

Espécies

Fridericia chica - - - .
Fridericia brachypoda - - - -
Fridericia florida - - - .

Fridericia patellifera - - - -

S = Staphylococcus. E = Escherichia. P = Pseudomonas
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Os extratos cloroférmicos das quatro espécies ndo inibiram o crescimento
bacteriano, sendo assim 0s micro-organismos nao foram sensiveis aos extratos na
concentracdo testada 0,1 mg pL® (Tabela 4, Pag. 60). Embora o extrato
cloroférmico da F. patellifera, tenha apresentado fraca inibicédo (halo inferior a 1 cm)
em uma das triplicatas para S. aureus, este foi considerado resistente ao extrato
(Figura 22a). Este resultado pode estar associado a caracteristica quimica do
solvente ser apolar. Os compostos conhecidos como 0s responsaveis pelas
atividades das espécies estudadas séo de carater polar, portanto o solvente néo foi
capaz de extrair esses componentes. Entretanto, varios metabdlitos apolares
apresentam potencial acdo antimicrobiana, como por exemplos os terpenos. Na
prospeccdo proposta por Barbosa (2004) a extracdo realizada com cloroférmio
permitiu detectar a presenca de azulenos e carotenoides. O primeiro encontrado
principalmente em 6leos, com potencial anti-inflamatério e o segundo trata-se de

um cromoplasto com forte acdo antioxidante.

a. Halo de inibicdo do Crescimento b. Halo de Inibigdo do Crescimento
Bacteriano da S. aureus frente ao Bacteriano da S. aureus frente ao extrato
extrato cloroféormico da F. patellifera. metandlico da F. patellifera

Figura 22- Halo de inibicdo de crescimento da bactéria Staphylococcus aureus frente ao estrato de
F. patellifera
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O extrato metandlico que apresentou melhor resultado foi o da espécie F.
patellifera (Figura 22b, Pag. 61), inibindo o crescimento das quatro cepas testadas.
A espécie F. chica somente o S. aureus se mostrou sensivel, enquanto que a
espécie F. florida inibiu o crescimento da Escherichia coli e da Pseudomonas
aeruginosa (Tabela 5). Somente o extrato da F. brachypoda néo foi capaz de inibir
0 crescimento bacteriano na concentracédo utilizada. Com base nos resultados foi
verificada a necessidade de realizar um estudo microbiolégico mais aprofundado.
Neste estudo deve ser incluindo a utilizagdo de diferentes concentracdes dos
extratos, a fim de se determinar um perfil de inibicdo microbiana para as espécies,
principalmente para as espécies chica e brachypoda, as quais ndo apresentaram
resultados satisfatorios, visto as inferéncias na literatura sobre suas acodes
biologicas. A espécie F. florida apresentou resultados surpreendentes, visto que a
literatura dispbe apenas de informacodes botanicas e agrondmicas da mesma, o que
pode torna-la espécie de interesse para estudos farmacoldgicos. A espécie F.
patellifera a qual no presente estudo foi encontrada apenas uma referéncia sobre

suas atividades biolégicas confirmou seu potencial terapéutico.

Tabela 5 - Resultados dos testes microbiolégicos do Extrato metandlico

Resultados em Halos (cm)
Espécies GRAM + GRAM -
S. aureus = : E. coli P.'

saprophyticus aeruginosa
Fridericia chica 1,1 - - -
Fridericia - - - -
brachypoda
Fridericia florida - - 1,2 1,3
Fridericia patellifera 1,5 1,6 1,5 1,4

S = Staphylococcus. E = Escherichia. P = Pseudomonas
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4.5 Andlise Farmacoldgica

Foram realizados os testes da placa quente (atividade antinocinociceptiva) e
das contor¢des abdominais aplicados a verificagdo da atividade analgésica, edema
de pata para acdo anti-inflamatéria, a toxicidade aguda para verificar possiveis
efeitos toxicos e o Rota Rod que verificou a toxicidade ao sistema nervoso central.
Os resultados foram apresentados em graficos, onde os pontos representam 0s
valores das médias e as barras os valores do erro padrdo da média (EPM). O teste
t esta representado por p<0,05 (*), p<0,01 (**) e p<0,001 (***) onde representa o

grau de significancia da diferenca dos tratamentos versus controle negativo.

4.5.1 Teste da Placa Quente

Teste da Placa
25
_ 20 |
3
& 15}
E =#=Controle
£ -#-20ma/Kg
_E. 10 | +—100mg/Kg
E ——morfina
0
0 30 B0 an 120
Tempo de Observagio (min)

Gréfico 1 — Efeitos da administragéo oral do extrato de F. brachypoda sobre a termonocicepcao na
placa quente em patas de camundongos.

A F. brachypoda, apresentou atividade antinociceptiva discreta (p < 0,05),

apenas no tempo de 60 minutos, no qual os grupos de animais tratados com o
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extrato da espécie tiveram aumentados seus tempos de permanéncia sobre a placa
aguecida (55 £ 1 °C) sem apresentar sinais caracteristicos da expressao de dor:
levantar, lamber ou bater as patas (Grafico 1, Pag. 63). Esse resultado corroborou
com aqueles demonstrados na literatura, conforme Rocha et al. (2011) que

verificou atividade antinociceptiva desta espécie

L
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0 :
O 30 60 S0 120
Tempo de Observacido (min)
d

Gréfico 2 — Efeitos da administracdo oral dos extratos da F. chica sobre os animais testados na
placa quente em patas de camundongos.

A espécie F. chica, também apresentou atividade superior ao controle
negativo (agua destilada), no tempo de 60 minutos do teste. Os extratos de
concentracdo 20 e 100 mg Kg™ apresentaram respostas similares nos tempos de
60 e 90 minutos, embora a neste intervalo de tempo a dose de menor concentracao
(20 mg kg™?) tenha apresentado declinio no tempo de permanéncia e a de maior
concentracdo (100 mg kg') revelou uma pequena elevacdo no tempo de
permanéncia dos animais, embora ambas as doses estudadas mostraram atividade
inferior ao controle positivo morfina usado nesse ensaio (Grafico 2).

O extrato de F. florida, nas duas doses adotadas neste estudo, apresentou
atividade (p < 0,05), aumentando o tempo de permanéncia dos animais na placa

sem esbocar sinais de dor. O efeito foi percebido de forma significativa desde os
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primeiros momentos de observacdo, e se manteve em todos os tempos tomados
nas abordagens experimentais do meétodo adotado, sendo considerados mais
pronunciados aos 90 minutos para as duas doses testadas e aos 120 minutos para

a dose de 20 mg kg™ conforme mostrado no Gréfico 3.
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Gréfico 3 — Efeitos da administracédo oral dos extratos da F. florida sobre os animais testados na
placa quente em patas de camundongos.

O extrato da F. patellifera apresentou ainda que significativa, descreta
atividade antinociceptiva quando comparado ao controle negativo. A diferenca foi
observada no tempo de 60 minutos tomado o modelo adotado (Gréfico 4, Pag. 66).
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Gréfico 4 — Efeitos da administracédo oral dos extratos da F. patellifera sobre os animais testados na
placa quente em patas de camundongos.

Em todos os tempos da observacdo considerados no experimento da
submissdo a placa quente, a espécie F. florida (Gréfico 3, Pag. 65) apresentou
efeito significativamente melhor que ao das outras espécies. Tendo em
consideracdo o comportamento gréfico, inferir-se maior eficiéncia e maior poténcia
para aliviar a injaria termonociceptiva e elevar o tempo de permanéncia dos

animais sobre a placa aquecida, portanto um indicativo de atividade analgésica.

4.5.2 Efeito Sobre as Contor¢des Abdominais Induzida por Acido Acético.

O extrato da F. brachypoda apresentou atividade, reduzindo
significativamente (p < 0,01) o nimero de contor¢bes abdominais induzidas pelo
acido acético nos camundongos, quando comparado aos valores verificados nos
grupos controles. A melhor atividade foi verificada quando tomado o tempo total de
observacdo e contagem das contor¢des (20 minutos) apO0s a administracdo do

agente injuriante. (Gréfico 5, Pag. 67).



67

Teste das Cuntur_gﬁes Abdominais

70

&0

o0
40

W Controle

30
L T .
20 . - W 2omg ke

L

10 - E100mglke

(%]
a
o
G
:_
o
]
=
[ %]
L=
a
=
[Fa]
%]
-
a
E
-3
=

0
10 (i) 20 {min)

Tempode Contagem

Gréfico 5 — Efeito da administragdo oral dos extratos de F. brachypoda sobre as abdominais
induzidas pelo acido acético intraperitoneal em camundongos

O resultado obtido frente ao uso do extrato da F. chica sobre as contorcbes
promovidas pelo acido acético foi efetivo. Interessantemente, apenas a menor dose
utilizada do extrato (20mg Kg?) e no tempo de 20 minutos apresentou efeito
analgésico significativo, por inibir as contor¢des dadas pelo agente téxico (Gréfico
6, Pag. 68).
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Grafico 6 - Efeito da administracdo oral dos extratos de F. chica sobre as abdominais induzidas
pelo &cido acético intraperitoneal em camundongos

A espécie F. florida apresentou atividade analgésica reduzindo
significativamente (p < 0,01) as contor¢des abdominais induzidas pelo &cido
acético. A dose de 20mg kg*, entretanto, nos dois periodos considerados para
observacdo e contagem apresentou-se ligeiramente mais efetiva que a de 100 mg
kg™ (Grafico 7, Pag. 69).
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Graico 7 — Efeito da administracdo oral dos extratos de F. florida sobre as abdominais induzidas
pelo acido acético intraperitoneal em camundongos

O extrato hidroalcodlico (EtOH:H,O, 7:3) (EH) da F. patellifera apresentou
atividade semelhante ao da F. florida, onde ambas as doses testadas

apresentaram atividade, sendo a dose de 20mg kg™ a mais pronunciada (Gréfico 8)
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Grafico 8 — Efeito da administracdo oral dos extratos de F. patellifera sobre as abdominais
induzidas pelo acido acético intraperitoneal em camundongos.
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Ainda com base nos resultados dos testes de analgesia (placa e contor¢des)
foi possivel corroborar com o uso tradicional das espécies no alivio da dor. Ha
necessidade de estudos mais aprofundados a fim de se elucidar algumas vias dos
mecanismos de acdo e quais compostos sdo responsaveis pela mesma, na medida
em que sejam testadas substancias ou grupos de substancias que constituem os

extratos.

4.5.3 Efeito dos Extratos Sobre o Edema de Pata Induzido pela Carragenina.

Este teste se propbe a verificar a atividade anti-inflamatéria, a partir da
verificacdo da reducdo do edema de pata induzido por carragenina pelos extratos

vegetais testados.

A inflamacédo pode ser denominada aguda ou cronica. A inflamacéo aguda
inicia rapidamente e tem curta duragéo, de alguns minutos a horas ou dias, suas
principais caracteristicas sdo a exsudacdo de fluidos e proteinas plasmaticas,
denominada edema e migracdo de leucdcitos, predominantemente neutréfilos
(KUMAR; ABBA, 2005). Diante disso, o processo inflamatorio que foi analisado
nesse teste foi um processo agudo. Os possiveis mecanismos de acdo poderdo
estar relacionados com os mediadores da inflamagéo ligados principalmente as
alteracdes vasculares e aos eventos celulares mediados pelos leucécitos que sao

as respostas iniciais da inflamacéo.

O extrato hidroalcodlico (EtOH:H,0, 7:3) (EH) da F. brachypoda apresentou
atividade similar nas duas doses testadas, reduzindo o edema de pata em
camundongos, tanto no tempo de 60 minutos (p < 0,05), como no tempo de 120
minutos (p < 0,05) quando comparadas com o controle e foi semelhante ao da
indometacina no tempo inicial tomado no teste, onde a maior reducdo do edema

ocorreu no primeiro tempo de observacdo 60 minutos (Gréafico 9, Pag. 71).
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Grafico 9 — Resposta da administracdo oral dos extratos de F. brachypoda sobre o edema de pata
induzido pela injec&do de carragenina em patas de camundongos.

A F. chica apresentou atividade apenas na dose de 20 mg Kg™ nos tempos
de 60 minutos e 120 minutos, reduzindo o edema significativamente (p < 0,05) em
relacdo ao controle negativo. O extrato na concentracdo de 100 mg kg™ em
qualquer dos tempos tomados ndo apresentou variagdo na reducdo do edema
(Grafico 10, Pag. 72)
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Gréfico 10 - Resposta da administracdo oral dos extratos de F. chica sobre o edema de pata
induzido pela injecdo de carragenina em patas de camundongos.
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Gréfico 11 - Resposta da administracdo oral dos extratos de F. florida sobre o edema de pata
induzido pela injecdo de carragenina em patas de camundongos.
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A espécie F. florida apresentou atividade, quando reduziu significativa (p <
0,05) o edema o extrato da espécie F. florida (20mg Kg™), no tempo de 120
minutos, ocorreu de modo semelhante ao efeito anti-inflamatorio da indometacina

observado nos experimentos deste estudo (Grafico 11, Pag. 72).
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Gréfico 12 - Resposta da administracdo oral dos extratos de F. patellifera sobre o edema de pata
induzido pela injecdo de carragenina em patas de camundongos.

O extrato hidroalcoolico (EtOH:H,0, 7:3) (EH) da F. patellifera, na dose de
20mg Kg*, apenas no tempo de 180 minutos de observacdo inibiu de forma
discreta o edema de patas induzido pela carraginina. Importante observar que a
menor dose do extrato (20 mg Kg™*) foi melhor ou igual a maior dose (100 mg Kg™)

no que diz respeito aos efeitos observados. (Gréfico 12).

A espécie F. florida parece ser a espécie mais efetiva quanto aos seus
efeitos observados e apresentados graficamente. O efeito antinociceptivo do
extrato hidroalcodlico (EtOH:H,0, 7:3) (EH) da F. florida parece ser melhor que o
das outras espécies consideradas neste trabalho. Seus efeitos na placa quente e

sobre as contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético corroboram entre si.
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Apresentou também efeito anti-inflamatério discreto nos tempos iniciais dos
experimentos, aos 60 minutos, com significancia (p < 0,05).

45.4 Teste do Rota Rod

De acordo com comportamento mostrado nos graficos do teste Rota Rod
para todas as espécies sob investigacdo, ndo houve modificacdo no desempenho
motor dos animais tratados com os extratos das plantas, sugerindo que nas doses
adotadas (20mg Kg™ e 100mg Kg™) ndo ocorreu efeito deletério que possa causar
depresséo do sistema nervoso central (Graficos 13-16, Pags. 75-77).
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Gréfico 13 — Grafico representativo do comportamento dos camundongos a variagdes na atividade
motora ap6s administracéo oral dos extratos da F. brachypoda.



75

Teste do Rota Rod

40

w
i

= = NN
o wnowu

b
-]
2
K
o
=
«@
=
w
€ 30

v
o
Y
=
Q
o
§
[t

w

o

Controle

Gréfico 14 - Grafico representativo do comportamento dos camundongos a variagdes na atividade
motora ap6s administracdo oral dos extratos da F. chica.
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Grafico 15 - Grafico representativo do comportamento dos camundongos a variacfes na atividade
motora ap6s administracdo oral dos extratos da F. florida.
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motora apos administragao oral dos extratos da F. patellifera
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados das analises de prospeccdao fitoquimica correlacionaram com
os resultados das analises biolégicas, visto que aos componentes quimicos
presentes nas espécies sao atribuidas as atividades antimicrobianas, analgésicas e

anti-inflamatérias.

Foram evidentes as atividades antimicrobianas dos extratos das espécies

estudadas.

Todas as espécies investigadas nos modelos com camundongos Swiss

albinos apresentaram atividade analgésica e anti-inflamatoria.

A F. chica apresentou resultados que corroboram com a literatura, embora a

atividade antimicrobiana néo tenha sido tao relevante como se esperava.

A espécie F. florida apresentou atividades biologicas néo registradas na

literatura.

A F. patellifera apresentou atividades analgésica e anti-inflamatéria nao

registradas na literatura.

E importante a continuagdo das investigacdes utilizando outros modelos e

gue sejam feitas outras abordagens para as atividades encontradas neste estudo.
S&0 necessarios ainda estudos para elucidacdo dos mecanismos de acéao.

O aprofundamento dos estudos fitoquimicos, seguido da avaliacdo das
atividades biologicas dos grupos quimicos, sdo passos importantes para validacao
dos usos destas plantas. Esses estudos forneceram informacfes para sua
utilizacdo racional e segura, com isto € possivel minimizar os possiveis efeitos

indesejaveis e fornecer uma opcao a populacdo no tratamento de doencas.
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