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SILVA, J. B. Investigagdo do potencial quimico e biolégico de Vernonia condensata Baker
(Asteraceae)/2012. 109 p. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas). Programa de
Pos-Graduacgéao em Ciéncias Farmacéuticas. Faculdade de Farmacia, Universidade Federal
de Juiz de Fora, Juiz de Fora, Minas Gerais.

RESUMO

Vernonia condensata Baker (Asteraceae), conhecida como necroton, € usada na medicina
tradicional como analgésico, desintoxicante hepatico e antimicrobiano. O objetivo do
presente estudo foi avaliar o potencial quimico e bioldégico dessa planta, visando fornecer
novos subsidios para a melhor compreenséo cientifica de seu uso medicinal. Folhas secas e
pulverizadas foram exaustivamente extraidas com etanol por maceragao estatica. O extrato
etandlico foi particionado, obtendo as fragdes hexanica, diclorometanica, em acetato de etila
e butandlica. A prospeccao fitoquimica foi realizada empregando reacgbes classicas de
identificacdo das principais classes de metabdlitos especiais. Os teores de fendis e
flavonoides totais foram determinados por espectrofotometria. A atividade antioxidante foi
determinada pelo método de 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), bioautografia com DPPH,
poder de reducdo do Fe™ e método do &cido tiobarbitdrico (TBA), enquanto o potencial
antibacteriano foi investigado pelo método de difusdo em agar e pela determinacdo da
Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) por meio do método de microdiluigdo. A toxidez aguda
foi estabelecida pela dose letal 50% (DLso). A atividade antinociceptiva foi avaliada pelos
testes de contor¢cbes abdominais, formalina e placa quente, enquanto a anti-inflamatéria por
meio dos métodos de edema de pata e pleurisia. Os dados foram demonstrados como
média + erro padrdo e a analise de varidncia seguida dos testes de Newman-Keuls,
Bonferroni ou Tukey foi usada para medir o grau de significancia (p < 0,05). As reacbes
quimicas de identificacdo permitiram detectar a presenca de taninos, flavonoides,
cumarinas, saponinas, terpenos e esteroides. Os teores de fendis totais variaram de 0,19 a
23,11 g/100 g, enquanto os flavonoides totais de 0,13 a 4,10 g/100 g. A CEsq do método
DPPH variou de 4,28 a 75,10 pg/mL e a bioautografia demonstrou a presenca de
constituintes antioxidantes. O poder de redugao do Fe™ foi de 19,98 + 0,42 a 336,48 + 11,05
pg/mL e o teste de peroxidagdo lipidica demonstrou efeito significativo em diferentes
concentragoes. O extrato etandlico nao foi toxico nas doses testadas e reduziu as
contor¢cbes abdominais e o tempo de lambida da pata aumentando, também, o tempo de
laténcia sobre a placa quente revelando, dessa forma, atividade antinociceptiva. Além disso,
o0 edema de pata e o volume e o0 numero de leucdcitos no exsudato pleural foram reduzidos,
demonstrando a atividade anti-inflamatéria do extrato. Quanto a atividade antibacteriana, os
valores de CIM mostraram que as fragcbes testadas foram ativas em maior ou menor grau
frente as amostras de referéncia investigadas. Os dados de CIM foram compativeis com
aqueles preliminarmente observados na etapa de triagem através do método de difusédo. Por
meio da determinacdo da Concentragédo Bactericida Minima (CBM) foi possivel classificar o
efeito bacteriostatico ou bactericida do extrato etandlico e fragdes testadas. Os resultados
obtidos no presente estudo indicaram que V. condensata corresponde a uma importante
fonte de substéncias bioativas com propriedades antioxidante, antibacteriana,
antinociceptiva e anti-inflamatéria e pode constituir uma alternativa promissora para
aplicagdes terapéuticas.

Palavras-chave: Vernonia condensata. Antioxidantes. Nociceptividade. Inflamagao.
Antibacterianos.
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ABSTRACT

Vernonia condensata Baker (Asteraceae), known as necroton, is used in traditional medicine
as an analgesic, liver detoxifying and antimicrobial. The aim of the present study was to
evaluate the chemical and biological potential of this plant, ordering to provide new
information for better scientific understanding of its medicinal use. Dried and powdered
leaves were exhaustively extracted with ethanol by static maceration. The ethanol extract
has been partitioned, obtaining the hexane, dichloromethane, in ethyl acetate and butanol
fractions. The phytochemical screening was performed by classical identification chemical
reactions for the major classes of special metabolites. The content of total phenols and
flavonoids were determined by spectrophotometry. The antioxidant activity was determined
by 2,2-diphenyl-1-picryl-hidrazil (DPPH) assay, bioautography with DPPH, reducing power of
Fe*® and thiobarbituric acid (TBA) test, while the antibacterial potential was investigated by
agar diffusion method and by Minimal Inhibitory Concentration (MIC) determination through
the microdilution method. The acute toxicity was established by 50% lethal dose (LDsg). The
antinociceptive activity was evaluated by writhing, formalin and hot plate tests, while the anti-
inflammatory activity by paw edema and pleurisy methods. Data were expressed as mean +
standard error and the analysis of variance followed by Newman-Keuls, Bonferroni or Tukey
tests was used to measure the degree of significance (p < 0.05). Tannins, flavonoids,
coumarins, saponins terpenes and steroids were detected. The total phenolic content ranged
from 0.19 to 23.11 g/100 g, while the total flavonoids from 0.13 to 4.10 g/100 g. The ECs, of
DPPH method ranged from 4.28 to 75.10 pg/mL and bioautography showed the presence of
antioxidant components. The reduction power of Fe*® was 19.98 + 0.42 to 336.48 + 11.05
pg/mL and the lipid peroxidation test showed significant effect at different concentrations.
The ethanol extract was nontoxic at the doses tested and reduced the writhing and the paw
licking time also increasing the latency time on the hot plate, presenting, in this way,
antinociceptive activity. Moreover, the paw edema volume and the number of leukocytes in
the pleural exudate were reduced, demonstrating the anti-inflammatory activity of the extract.
Considering the antibacterial activity, the MIC values showed that the evaluated fractions
were active in major or minor level against the reference strains tested. The MIC data were
consistent with those observed in preliminary screening step using the diffusion method.
Through the determination of the Minimal Bactericidal Concentration (MBC) was possible to
classify the bacteriostatic or bactericidal effects of the ethanol extract and fractions tested.
The results obtained in the present study indicated that V. condensata is an important source
of bioactives substances with antioxidant, antibacterial, antinociceptive and antiinflammatory
properties and may be a promising alternative to therapeutic applications.

Keywords: Vernonia condensata. Antioxidants. Nociception. Inflammation. Antibacterial
Agents.
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1- INTRODUGAO

Grande parcela da populagdo mundial, especialmente nos paises em
desenvolvimento, depende da medicina tradicional para o tratamento de uma
variedade de doengas. Segundo a Organizagcdo Mundial da Saude (OMS) (OMS,
2002), a medicina tradicional é o somatdério de conhecimentos, técnicas e
procedimentos baseados nas teorias, crengas e experiéncias indigenas de
diferentes culturas, sejam ou n&o explicaveis pela ciéncia, utilizados para a
manutengdo da saude, assim como para a prevengao, o diagndéstico e a melhoria do
tratamento de enfermidades fisicas e mentais. Na medicina indigena, por exemplo,
centenas de plantas sao utilizadas terapeuticamente para fins medicinais e culturais
(AHMAD; MEHMOOD; MOHAMMAD, 1997). A utilizagdo de espécies vegetais se
constitui, portanto, uma das mais antigas formas empregadas para o tratamento de
enfermidades humanas e muito ja se conhece a respeito de seu uso por parte da
sabedoria popular, desprovido, contudo, do pleno embasamento cientifico.

Neste contexto, o uso de plantas medicinais encontra-se respaldado pela
OMS, cujos estudos revelam que 80% da populagdo mundial dependem
principalmente da medicina tradicional e uma parte importante das terapias
tradicionais envolve o uso de extratos vegetais ou de seus componentes ativos
(VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005; WHO, 1993). Desta forma, o reino vegetal
constitui uma das mais importantes fontes de substéncias ativas com potencial
terapéutico, sendo frequentemente usado pela populacédo de todo o mundo, inclusive
no Brasil (BLUMENTHAL, 2000; FARNSWORTH, 1989; RAVEN, 2001).

Com a maior biodiversidade do planeta, o Brasil conta com cerca de 60 mil
espécies de plantas superiores conhecidas, sendo a maioria usada pelo homem
como fonte de alimento, em edificagdes, e como medicamentos para cura de
enfermidades. Neste sentido, as plantas sao ferramentas essenciais para a
descoberta de novas substancias ativas capazes de combater doengas (SANT’ANA;
ASSAD, 2002).

Entre as inumeras possibilidades de nossa biodiversidade, a familia
Asteraceae possui distribuicdo cosmopolita, sendo a maior da classe Angiospermae,
com aproximadamente 1.600 géneros e 23.000 espécies, representando 10% da
flora mundial (BREMER, 1994; SOUZA; LORENZI, 2005). No Brasil, as Asteraceas

também estdo bem evidenciadas, apresentando cerca de 300 géneros e 2.000



espécies (MORAES; MONTEIRO, 2006). As plantas desta familia sdo comuns nas
formacbes abertas, como cerrado e campos rupestres. Em florestas secundarias,
exemplares de Asteraceas podem ser relativamente comuns, especialmente
especies arbustivas ou arbéreas de Vernonia, como a Vernonia condensata, o
"necroton" (SOUZA; LORENZI, 2005).

O género Vernonia, um dos maiores e mais importantes da familia
Asteraceae, é representado por aproximadamente 1.500 espécies distribuidas
especialmente nas regides tropicais e subtropicais (MISEREZ et al., 1996; SOUZA;
LORENZI, 2005). Inumeras espécies deste género integram o elenco de plantas
medicinais de varias partes do mundo, inclusive do Brasil, onde o uso como fontes
de medicamentos é bastante difundido. Substancias bioativas como lactonas
sesquiterpénicas com propriedades antineoplasica e antiplasmddica (ERASTO;
GRIERSON; AFOLAYAN, 2006; PILLAY et al., 2007), glicosideos esteroidais com
atividade anti-inflamatdria (LIU et al., 2009) e sesquiterpenoides citotdxicos (HUO et
al., 2008) foram isoladas de espécies de Vernonia. As Vernonias também sao ricas
em constituintes terpenoidicos presentes, principalmente, em oOleos essenciais que
apresentam atividades antimicrobiana, inseticida e anticolinesterasica (MAIA et al.,
2010; VAGIONAS et al., 2007). Em especial, a atividade antimicrobiana de extratos e
Oleos essenciais tem sido demonstrada em diferentes espécies de Vernonia
(AKINPELU, 1999; GUPTA et al., 2003; KELMANSON; JAGER; van STADEN, 2000;
MAIA et al.,, 2010). Em 2002, Rabe, Mullholland e van Standen descreveram as
lactonas sesquiterpénicas como um dos principais constituintes responsaveis por
esta atividade.

No aspecto microbioldgico, sabe-se que o aparecimento de micro-organismos
multirresistentes tornou-se um problema grave e atual de saude publica mundial
devido a inexisténcia de um tratamento eficaz dos processos infecciosos causados
por grupos patogénicos especificos, carreadores de importantes determinantes de
resisténcia. A alta porcentagem de organismos com expressdo de resisténcia aos
antimicrobianos € constatada em amostras brasileiras provenientes de hospitais e de
pacientes comunitarios, principalmente de alguns locais pertencentes a regiao
Sudeste, onde sao realizados estudos de vigilancia epidemiolégica que corroboram
esses dados (AGUILAR, 2009; CASTRO et al., 2002). Assim sendo, a visualizagao
de novas possibilidades terapéuticas torna-se ponto estratégico de pesquisa

cientifica, objetivando a busca de novos fitomedicamentos ou de importantes



prototipos para o desenvolvimento de novos farmacos baseados em metabdlitos
secundarios bioativos.

O presente estudo teve como objetivo identificar os constituintes quimicos e
investigar as atividades farmacolégicas do extrato etandlico e fragbes das folhas de
V. condensata, visando fornecer novos subsidios para a melhor compreensao

cientifica de seu uso medicinal.



2- REVISAO DA LITERATURA

2.1- BIODIVERSIDADE E MEDICINA TRADICIONAL

Atualmente, uma grande parte da populagdo mundial, principalmente nos
paises em desenvolvimento, depende de produtos provenientes do conhecimento
tradicional para o tratamento de suas doengas, assim como para a propria
subexisténcia. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a medicina
tradicional é entendida como o somatério de conhecimentos, técnicas e
procedimentos baseados nas teorias, crengcas e experiéncias indigenas de
diferentes culturas, sejam ou nao explicaveis pela ciéncia, utilizados para a
manutencao da saude, assim como para a prevengao, o diagnostico e a melhoria do
tratamento de enfermidades fisicas e mentais (OMS, 2002). Entre os produtos
utilizados, destacam-se as plantas medicinais, que s&do empregadas, muitas vezes,
como a unica fonte de recurso terapéutico (DEVIENNE; RADDI; POZETTI, 2004).

A biodiversidade tornou-se uma importante ferramenta para a industria
farmacéutica e o comércio de farmacos em nivel mundial. Os produtos naturais e as
formas fitoterapicas sao responsaveis por 25% do receituario médico em paises
desenvolvidos e 80% naqueles em desenvolvimento. Assim, dos US$320
bilhdes/ano movimentados pelos produtos farmacéuticos, US$ 20 bilhdes/ano sdo
oriundos de substancias bioativas extraidas de plantas (ALMEIDA, 2003).

O Brasil, com uma economia essencialmente rural até metade do século XX,
possuia um amplo uso da flora medicinal de espécies nativas e exdticas. A
populacdo nao dispensava os saberes tradicionais, uma vez que esses eram 0s
unicos recursos disponiveis para lidar com as enfermidades naquela época. As
plantas utilizadas vinham dos quintais das casas e de matas adjacentes, estando
sempre proximas de seus usuarios (LORENZI; MATOS, 2002).

Dados estatisticos levantados por Di Stasi (1996) demonstraram que 20% da
populagao brasileira utilizavam 63% dos medicamentos disponiveis no mercado e o
restante consumia produtos de origem natural, principalmente plantas medicinais,

como unica fonte de recurso terapéutico.



2.2- FAMILIA ASTERACEAE

A Asteraceae, de distribuicdo cosmopolita, € a maior familia da classe
Angiospermae. Constitui-se por 1.600 géneros e 23.000 espécies, representando
10% da flora mundial (SOUZA; LORENZI, 2005). As espécies desta familia séo
plantas cujos habitos podem ser arbéreos, arbustivos, herbaceos ou lianos, sendo
amplamente distribuidas pelas regides tropicais, subtropicais e temperadas
(CANCELLI; EVALDT; BAUERMANN, 2007).

As Asteraceas apresentam grande diversidade nos paises da América do Sul
(CANCELLI; EVALDT; BAUERMANN, 2007), sendo comuns em formagdes abertas
como o cerrado e campos rupestres (SOUZA; LORENZI, 2005). A presenga de
sementes com papus plumosos, apéndices, estruturas de aderéncia e a biossintese
de metabdlitos especiais foram fatores determinantes para a grande dispersao das
espécies que tornaram seu sucesso bioldgico possivel (CANCELLI; EVALDT;
BAUERMANN, 2007).

Suas flores sdo reunidas em inflorescéncias do tipo capitulo e sao
circundadas por bracteas involucrais que podem variar de uma a muitas séries
(Figura 1). O calice € modificado numa estrutura denominada papus, presente
normalmente no fruto. A corola pode se apresentar de diversos tipos, sendo os mais
comuns o tubuloso, o filiforme e o ligulado. O fruto caracteristico é a cipsela ou
aquénio (BREMER, 1994).

Figura 1: Fotografia do ramo reprodutivo de Vernonia condensata.

Fonte: LOLIS; MILANEZE-GUTIERRE (2003).



As inflorescéncias das espécies de Asteraceae sao visitadas por diferentes
animais, em especial passaros e insetos em busca de néctar, polen e partes florais,
permitindo assim que essa familia desempenhe um importante papel ecoldgico.
Além desta importancia ecologica, as Asteraceas possuem grande conotagao
econbmica para o homem, sendo muitas delas utilizadas na medicina tradicional
(JOLY, 1998).

As principais classes de fitoconstituintes encontrados nesta familia e que
possuem atividade farmacolégica sao flavonoides, quinonas, taninos, cumarinas,
terpenoides, oOleos essenciais e alcaloides (DEL-VECHIO-VIEIRA et al., 2009;
MULEY; KHADABADI; BANARESE, 2009; SHER, 2009).

Entre as Asteraceas, o género Vernonia possui uma diversidade de espécies
usadas na medicina tradicional em paises da Africa e Américas Central e do Sul.
Entre as espécies deste género popularmente utilizadas, destaca-se a Vernonia
condensata em virtude de suas variadas indicagdes, como para tratamento de
disturbios gastrointestinais, analgésico e estimulante do apetite (MONTEIRO et al.,
2001).

2.3- GENERO Vernonia

O nome Vernonia deve-se ao pesquisador Will Vernon, botanico que viajou
pela América do Norte estudando as plantas desse género (CABRERA; KLEIN,
1980). Vernonia é um dos maiores e mais importantes géneros da familia
Asteraceae, estando suas espécies distribuidas nas regides tropicais e subtropicais,
principalmente na Africa e na América do Sul (MAIA et al., 2010). Este género abriga
aproximadamente 900 espécies, o que demonstra sua diversidade. As espécies
apresentam-se como ervas, arbustos e rastejantes (SOUZA; LORENZI, 2005).

As espécies de Vernonia fazem parte do vasto grupo de plantas medicinais
utilizado em todo o mundo, inclusive no Brasil (ERASTO; GRIERSON; AFOLAYAN,
2006). Tém sido descritas para a cura de diarreia seguida de vomitos, nausea, febre,
como cicatrizante, analgésico e anti-inflamatério, e para o tratamento de ulceras.
Quando usadas na forma de suco, possuem uma leve propriedade anestésica
(SOUZA; LORENZI, 2005).

O género Vernonia abriga um amplo perfil fitoquimico, estando presentes
todos os grupos de metabdlitos especiais, com predominio de triterpenos,

esteroides, sesquiterpenos, lactonas sesquiterpénicas e flavonoides (COSTA et al.,



2008). Entre estes compostos, os flavonoides constituem os principais marcadores
quimiotaxondmicos das Vernonias (VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005). As
lactonas sesquiterpénicas, por sua vez, apresentam propriedades antitumoral e
antiplasmaddica, os glicosideos esteroidais possuem atividade anti-inflamatodria, e os
sesquiterpenoides sao citotoxicos. Observa-se, ainda, que plantas deste género sé&o
ricas em glandulas oleiferas e muitos dos seus Oleos essenciais apresentam
atividades biolégicas (MAIA et al., 2010).

Estudos realizados com espécies do género Vernonia revelaram importantes
atividades farmacoldgicas como potencial anti-helmintico, antiparasitario,
antiulcerogénico, antimicrobiano, antipirético, analgésico, anti-inflamatorio, entre
outros (ADEBOYE; ASIJE; AWE, 1997; AKINPELU, 1999; ALAWA et al., 2003;
KELMANSON; JAGER; van STADEN, 2000; LATHA; GEETHA; VARALAKSHMI,
1998; TONA et al., 2004). Os extratos etéreos e isoamilicos de Vernonia amygdalina
mostraram apreciavel atividade contra Trypanosoma brucei e Leishmania donovani e
significativa agéo in vitro frente ao Plasmodium falciparum (ALAWA et al., 2004;
TONA et al., 2004). Estudo realizado por Akinpelu (1999) empregando extrato
metandlico na concentragdo de 25 mg/mL a partir de folhas desta mesma espécie
demonstrou atividade antibacteriana frente a amostras de Bacillus subtilis, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Shigella dysenteriae e
Staphylococcus aureus. Awe, Makinde e Olajide (1999) verificaram que o extrato
metandlico desta planta promoveu um aumento da motilidade intestinal, sugerindo
um efeito laxante em camundongos. Além disto, o extrato metandlico também
demonstrou efeito antitrombdtico induzido nas doses de 100 e 200 mg/kg, o que
poderia estar relacionado a acado antiagregante plaquetaria das lactonas
sesquiterpénicas.

Oketch-Rabah e outros (1998) evidenciaram a atividade antiprotozoaria in
vitro contra Plasmodium falciparum e formas promastigotas de Leishmania major do
extrato das folhas de Vernonia brachycalyx.

Os extratos metandlico e em acetato de etila das folhas, caules e raizes de
Vernonia colorata, na concentracdo de 1,0 mg/mL, inibiram o crescimento de B.
subtilis, Escherichia coli, K. pneumoniae, Micrococcus luteus, P. aeruginosa, S.
aureus e Staphylococcus epidermidis, demonstrando atividade antibacteriana
(KELMANSON; JAGER; van STADEN, 2000).



O extrato metandlico das flores de Vernonia cinerea apresentou atividade
anti-inflamatdria, enquanto o cloroférmico promoveu acgao diurética em ratos
(ADEBOYE; ASIJE; AWE, 1997; LATHA; GEETHA; VARALAKSHMI, 1998). Esta
especie também demonstrou atividade antibacteriana contra B. subtilis, E. coli, K.
pneumoniae, M. luteus, P. aeruginosa, S. aureus, S. epidermidis, Salmonella typhi e
Shigella dysenteriae (GUPTA et al., 2003).

Lactonas sesquiterpénicas isoladas de Vernonia anthelmintica inibiram o
crescimento de bactérias Gram-Positivas e  Gram-Negativas (RABE;
MULLHOLLAND; van STADEN, 2002).

Testes realizados em camundongos albinos infectados com Trypanosoma
cruzi revelaram que 100% das formas tripomastigotas do tipo Y foram exterminadas
quando submetidas a acdo dos extratos das espécies Vernonia crotonoides e
Vernonia pedunculada na concentragdo de 12 mg/mL. As espécies Vernonia
condensata, Vernonia linearis, Vernonia polyanthes, Vernonia varroaefoliade,
Vernonia ferruginae e Vernonia herbaceae ndo apresentaram atividade
tripanossomicida (CHIARI et al., 1996).

A partir da investigagado de extratos de V. condensata foram verificados os
efeitos analgésico, antiulcerogénico e sedativo. O extrato bruto aquoso apresentou
significativa diminuigdo no numero de contragdes abdominais induzidas por acido
acético, constatando-se assim o efeito analgésico. Adicionalmente, os extratos
aquoso bruto e diclorometanico apresentaram acgado sedativa (FRUTUOSO et al.,
1994).

2.4- Vernonia condensata Baker

Vernonia  condensata Baker possui algumas sinonimias como
Gymnanthemum amygdalinum (Delile) Sch. Bip. ex Walp, Vernonia bahiensis
Toledo, Vernonanthura condensata (Baker) H. Rob. e Vernonia sylvestris Glaz (THE
PLANT LIST, 2010). Apesar desta diversidade taxondmica, no presente estudo a
espécie foi referenciada em todo o texto como Vernonia condensata.

Importante membro da familia Asteraceae, esta planta medicinal distribui-se
amplamente por todo o pais (MONTEIRO et al.,, 2001), sendo popularmente
conhecida como figatil, necroton, aluma e boldo (LOLIS; MILANEZE-GUTIERRE,
2003). Apresenta-se como um arbusto grande ou arvoreta, pouco ramificada, de
ramos quebradicos de 2 a 4 m de altura (LORENZI; MATOS, 2002).



Anatomicamente, as folhas de V. condensata podem ser descritas como
alternas, pecioladas, levemente coriaceas, nao latescentes, simples, de limbo inteiro,
ovalado, apice agudo, base atenuada e bordo serrilhado, com tamanho variando
entre 5 a 12 cm. Como anexos epidérmicos ocorrem tricomas glandulares de dois
tipos: um com pedunculo formado por duas células pequenas dando aparéncia
séssil e com cabega glandular arredondada constituida por duas células, e outro que
possui grande célula apical conferindo-lhe o formato de uma biruta e destacando-se
facilmente durante o processo de preparo de l|aminas histoldégicas (LOLIS;
MILANEZE-GUTIERRE, 2003). As flores séo discretas de coloragéo esbranquigada
e estdo reunidas em pequenas paniculas terminais e axilares de capitulos alongados
(LORENZI; MATOS, 2002) (Figuras 2, 3, 4 € 5).

Figura 2: Fotografia da morfologia externa de Vernonia condensata.

Fonte: Os Autores (2012).
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Figura 3: Fotografia da morfologia externa foliar de Vernonia condensata.
. y

Fonte: Os Autores (2012).

Figura 4: Corte histolégico representativo da epiderme adaxial (A) e abaxial (B) da folha de
Vernonia condensata.

Fonte: LOLIS; MILANEZE-GUTIERRE (2003).

Figura 5: Corte histoldgico de tricomas presentes em Vernonia condensata.
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No Brasil, o figatii € uma das espécies de Vernonia mais utilizadas na
medicina tradicional (MONTEIRO et al., 2001). Suas folhas sdo empregadas no
preparo de infusbes e sumos, sendo usados como analgésicos e colagogos, no
tratamento de cefaleias de origem digestiva e mal estar hepatico, atuando também
como protetora da mucosa gastrointestinal (VICENTE; ALMEIDA; CARVALHO,
2009).

Quanto aos aspectos quimicos e farmacolégicos, estudos comprovaram que o
extrato polar das folhas de V. condensata apresentou atividades analgésica e anti-
inflamatéria (FRUTUOSO et al.,, 1994; RISSO; SCARMINIO; MOREIRA, 2010).
Investigagbes fitoquimicas descreveram o isolamento do glicosideo esteroide,
vernoniosideo B2, presente nas folhas desta espécie (Figura 6) (VALVERDE et al.,
2001).

Figura 6: Estrutura quimica do vernoniosideo B2.

OH

HOy
HO

OH

Fonte: VALVERDE et al. (2001).

Bouzada e outros (2009), ao analisarem o perfil fitoquimico do extrato
metandlico da referida planta, demonstraram a presenca de alcaloides, terpenos,

esteroides, taninos e cumarinas.

2.5- SUBSTANCIAS FENOLICAS

Substancias fendlicas sao metabdlitos secundarios presentes em todas as
espécies vegetais (MICHALAK, 2006; OZYIGIT, 2008; SIMOES et al., 2007;
SOARES, 2002). Estes constituintes compreendem uma classe com uma grande

diversidade de estruturas simples e complexas, caracterizados por no minimo um
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anel benzénico (aromatico) e um ou mais grupos hidroxila (SIMOES et al., 2007). Os

fendis mais encontrados em plantas sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1: Classificacdo das substancias fendlicas.

N° de Carbono (C) | Esqueleto Basico Classe
6 Ce Fenois simples, benzoquinonas
7 Ce-Cy Acidos fendlicos
8 Cs-C5 Acetofenona, acido fenilacético
9 Cs-Cs Acido hidroxicinamico, polipropeno, cumarina,
isocumarina
10 Ce-Cy Naftoquinona
13 C,-C4-Cq Xantona
14 Ce-Co-Cq Estilbeno, antraquinona
15 Ce-C3-Cq Flavonoides, isoflavonoides
18 (Ce-C3)2 Lignanas, neolignanas
30 (Co-C3-Co)2 Biflavonoides
(Ce-Ca)n(Co)n Lignanas
N (Ce-C5-C6),, Catecolmelaninas (taninos condensados)

Fonte: OZYIGIT (2008).

As substancias fendlicas sao biossintetisadas por meio de diferentes rotas
metabdlicas, resultando em um grupo bastante heterogéneo. As duas rotas
metabdlicas basicas que d&ao origem a maioria das substancias fendlicas sao as dos

acidos chiquimico e mevalénico (SIMOES et al., 2007) (Figura 7).
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Figura 7: Esquema representativo da biossintese simplificada dos constituintes fendlicos.
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Fonte: Os Autores (2012).

A origem biogenética determina o padrdo de substituigdo da substancia
fendlica resultante. Desta maneira, pela via do &cido chiquimico obtém-se
substancias com grupos hidroxila em posi¢céo orto, que se formam a partir do acido
cinamico, e pela via do acetato-polimalato originam-se substancias com grupos
hidroxila dispostos em meta (MICHALAK, 2006; SIMOES et al., 2007).

E importante ressaltar que uma caracteristica da biogénese de derivados
fendlicos é a capacidade que os vegetais tém de produzir uma mesma substancia a
partir de diferentes intermediarios, isto €, apresentam rotas biogenéticas alternativas.
Além disto, podem ocorrer acoplamentos oxidativos por ligagbes C-C e C-O
intramoleculares com formacgdo de aneis e intermoleculares com formagao de
polimeros. Desta forma, os compostos fendlicos constituem um grupo de metabdlitos
secundarios com a maior diversidade em numero de substancias (MICHALAK, 2006;
SIMOES et al., 2007).
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A extracdo das substancias fenodlicas de plantas € influenciada por sua
natureza quimica, pelo método de extracdo, pelo tamanho das particulas na
amostra, tempo e condigdes de armazenamento, além da presenca de substancias
interferentes (ANDREO; JORGE, 2006; SIMOES et al., 2007). A solubilidade e
outras propriedades fisico-quimicas também s&o influenciadas pela posicao de
moléculas de agucar ligadas a estrutura quimica (FURLONG et al., 2003).

A presencga destes compostos em plantas tem sido muito estudada devido as
atividades farmacolégicas e antinutricionais apresentadas e também por inibirem a
oxidagao lipidica e a proliferagdo de fungos, além de participarem de processos
responsaveis pela cor, adstringéncia e aroma em varios alimentos (ANDREO;
JORGE, 2006; SOARES, 2002; SOUSA et al., 2007). A atividade antioxidante de
substancias fendlicas deve-se principalmente as suas estruturas quimicas que
conferem propriedades redutoras. Estas caracteristicas desempenham um papel
importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e quelacdo de metais de
transicdo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagagao do processo
oxidativo. Os intermediarios formados pela acdao de antioxidantes fendlicos sao
relativamente estaveis, devido a ressonancia observada no anel aromatico presente
na estrutura (ANDREO; JORGE, 2006; SOUSA et al., 2007).

Outras atividades bioldgicas também sdo atribuidas as substancias fendlicas
como propriedades anti-histaminica, anti-inflamatéria, antibacteriana, antiviral e a
capacidade de reducdo de Ilipoproteinas de baixa densidade. Efeitos
cardiovasculares como vasodilatacdo pelo aumento da sintese de acido nitrico
endotelial também tém sido relatados na literatura. Além disso, fendis sé&o
relacionados a prevencao de doencas neurodegenerativas e cancer (PERRON;
BRUMAGHIM, 2009; VINSON et al., 2001).

2.6- FLAVONOIDES

Os flavonoides representam um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural e sdo amplamente distribuidos no
reino vegetal. Atualmente, sdo conhecidos mais de 4200 flavonoides diferentes,
sendo que o numero de novas estruturas identificadas praticamente dobrou nos
ultimos vinte anos (SIMOES et al., 2007).

A palavra flavonoides deriva do latim flavus que significa amarelo, justificada

pela relacao que esses compostos tém com a coloracao de flores, sementes e frutos
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(WINKEL-SHIRLEY, 2001). Os flavonoides possuem diversas fungdes, destacando-
se a propriedade de protecdo dos vegetais contra incidéncia de raios ultravioleta e
visivel e contra insetos, fungos e virus, a habilidade de atragdo de polinizadores, a
capacidade antioxidante, o controle da acdo de hormdnios vegetais, a atuagcdo como
agentes alelopaticos, e a agdo como inibidores enzimaticos (DORNAS et al., 2007;
SIMOES et al., 2007).

A estrutura basica dos flavonoides consiste em um nucleo fundamental,
constituido de quinze atomos de carbono arranjados em trés aneis, sendo dois
fendlicos substituidos (A e B) e um pirano (cadeia heterociclica C) acoplado ao anel
A (Figura 8) (ARAUJO et al., 2005; DORNAS et al., 2007).

Figura 8: Estrutura basica dos flavonoides.

I
-
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Fonte: Adaptado de DORNAS et al. (2007).

Os flavonoides séo sintetizados a partir da via mista proveniente do acetil-
CoA e acido chiquimico (WINKEL-SHIRLEY, 2002). Dessa forma, de acordo com o
substituinte no nucleo principal, estes metabdlitos podem ser classificados em
flavonas, flavondis, chalconas, auronas, flavanonas, flavanas, antocianidinas,
leucoantocianidinas, proantocianidinas, isoflavonas e neoflavonoides (DORNAS et
al., 2007; SIMOES et al., 2007).

Estudos confirmam a importancia dos flavonoides para a saude humana na
prevencdo e no tratamento de doencas (ARAUJO et al., 2005; GONZALEZ-
GALLEGO; SANCHEZ-CAMPOS; TUNON, 2007). A propriedade fundamental
destas moléculas, responsavel pela maioria dos seus efeitos benéficos, é a

antioxidante.
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Entre os diversos efeitos farmacologicos dos flavonoides descritos na literatura
podem ser citados os seguintes:
- Protecao vascular contra a deposicédo de lipoproteina de baixa densidade (LDL)
oxidada nas paredes dos vasos e que formam ateromas que podem ocasionar
infarto do miocardio (ARAUJO et al., 2005; DORNAS et al., 2007);
- Inibicdo da agregacgao plaquetaria que pode levar a trombose, protegcéo cerebral
contra o estresse oxidativo, relacionado com doencas cerebrovasculares como
isquemia e doencas neuro-degenerativas (ARAUJO et al., 2005);
- Protegéo das células pancreaticas produtoras de insulina e glucagon, sensiveis aos
agentes oxidantes (DORNAS et al., 2007);
- Protecao das células renais do estresse oxidativo (DORNAS et al., 2007);
- Protecdo anticarcinogénica (ARAUJO et al., 2005; DORNAS et al., 2007);
- Acdo antillceras gastrica e duodenal (DONATINI et al., 2009; GONZALEZ-
GALLEGO; SANCHEZ-CAMPOS; TUNON, 2007);
- Acdes antialérgica e antiviral (GONZALEZ-GALLEGO; SANCHEZ-CAMPOS;
TUNON, 2007);
- Agao anti-inflamatéria por inibir enzimas envolvidas no processo inflamatoério
(GONZALEZ-GALLEGO; SANCHEZ-CAMPOS; TUNON, 2007);
- Agao anti-helmintica (SILVA et al., 2008).

2.7- RADICAIS LIVRES E SUBSTANCIAS ANTIOXIDANTES

Em 1956, Harman propds o conceito de radicais livres atuando no processo
de envelhecimento. A expressao "Radical Livre" possui diferentes definigdes, entre
elas aquela na qual os radicais livres séo descritos como "espécies com um ou mais
elétrons desemparelhados" (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989). Esta definicao
engloba o atomo de hidrogénio (com um elétron desemparelhado), a maioria dos
ions de metais de transigdo, e o oxigénio molecular. A definicdo de Espécie Reativa
de Oxigénio (ERO) abrange espécies de radicais livres (EROs) e outras que, embora
nao possuam elétrons desemparelhados, sdo muito reativas em decorréncia de sua
instabilidade. Por esse motivo, este termo tem sido empregado com maior
frequéncia (RIBEIRO et al., 2005).

As formas quimicas pertencentes as EROs incluem os radicais livres de
oxigénio, como o radical superéxido (O%), radical hidroxil (OH.), éxido nitrico (NO),

peroxinitrito, e também espécies nao radicalares, como o peréxido de hidrogénio
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(H202) e o oxigénio singlete (10;). Todas as formas de vida aerdbica estdo
constantemente sujeitas ao efeito oxidante dos metabdlitos reativos de oxigénio,
uma vez que essas espécies sao produzidas nas diversas vias metabdlicas
aerobicas (MATA et al., 2007).

Em geral, 95 a 98% do oxigénio absorvido pelos organismos aerdbicos sao
reduzidos, formando agua na cadeia respiratéria por meio do transporte de elétrons
na mitocondria e no reticulo endoplasmatico. No sistema enzimatico citocromo, no
processo de fosforilagdo oxidativa, procede a reducgao tetravalente do O, pelo
sistema citocromooxidase, fornecendo simultaneamente quatro elétrons para o
oxigénio, que se reduz diretamente a agua. As fontes que cedem os cations de
hidrogénio e os elétrons para a reagao sao, basicamente, o NADH, o FADH e a
ubiquinona ou coenzima Q. Todavia, de 2 a 5% do O, é reduzido univalentemente,
processo em que uma molécula recebe apenas um elétron, o qual vai ocupar um dos
orbitais externos, ao mesmo tempo em que o outro continua nao parelhado,
produzindo intermediarios altamente reativos, e por isso, toxicos e destrutivos
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989).

Os radicais livres formados por elétrons livres ou ndo pareados tém uma
instabilidade elétrica muito grande e, por essa razdo, mesmo tendo meia-vida muito
curta, apresentam grande capacidade reativa e podem captar um elétron ou
qualquer substancia proxima para sua estabilizagdo, independente da mesma ser
uma molécula, uma célula, ou tecido do organismo; a partir desta etapa, acontecem
reacoes em cadeia que levam a lesdo celular. Devido a esse comportamento, séo
denominados de substancias oxidantes, podendo oxidar acidos nucleicos, proteinas
e lipidios, e iniciar doengas degenerativas ((HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989;
MATA et al., 2007).

O oxigénio tem atividade fundamental no metabolismo celular aerdbico no
processo de respiracao celular, a fim de gerar o ATP. Desta forma, a formagao de
radicais livres pelo organismo em condigdes normais torna-se inevitavel. As EROs,
produzidas pelos macrofagos e neutrdéfilos, também sao usadas contra bactérias e
fungos invasores do organismo, produzindo agéo lesiva sobre os mesmos (RIBEIRO
et al., 2005).

No organismo saudavel, as células possuem um equilibrio entre a producao
dos compostos altamente reativos e os diversos sistemas de defesa, sejam

enzimaticos ou nao. Quando esse equilibrio deixa de existir, ocorrem danos
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oxidativos devido ao acumulo de radicais livres, definido como estresse oxidativo e,

como consequéncia, surgem doencgas tais como as apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2: Doencas relacionadas ao estresse oxidativo.

Natureza de envolvimento com EROs*

Falha ou consumo excessivo de defesas
antioxidantes

Doencga
Aterosclerose, sindrome de Bloom,
Kwashiorkor, doenca de Keshan
Doenca de Parkinson, estados toxicos
causados por alcool, fumo, doenca de
Alzheimer, asma, artrite reumatoide,
asbestose, Sindrome de Insuficiéncia

Respiratoria do Adulto, esclerose multipla

Uso de drogas e toxinas; na doenga de
Parkinson as toxinas produzidas estariam
envolvidas com a producdo de radicais
livres; producado de 0%, H,0, e HCIO por
células fagociticas ativadas

Diabetes  mellitus, anoxia, injuria da
reperfusao, pré-eclampsia

Oxidacdo anormal de substratos ou
mudancgas na concentragao de oxigénio

Doenca granulomatosa crénica, deficiéncia de
enzimas antioxidantes (acatalassemia)

Defeito genético no sistema antioxidante,
especificamente o sistema NADPH oxidase

*EROs = Espécies Reativas de Oxigénio.
Fonte: VASCONCELOS et al., 2007.

Os mecanismos enzimaticos de agao antioxidante incluem a atividade das

enzimas superoxido dismutase, glutationa redutase, glutationa peroxidase e catalase

(Figura 9). Por meio desta maquinaria, o organismo mantém a concentracdo de

EROs dentro de limites fisiologicos e através do Sistema Tiorredoxina regula o nivel
de alvos moleculares oxidados (RIBEIRO et al., 2005).
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Figura 9: Mecanismos de ataque de EROs, partindo da redugdo monoeletrénica do O, e os
sistemas de defesa antioxidante. (O simbolo [ | refere-se a mecanismos de produgdo de

EROs e o simbolo {7, as principais enzimas da defesa antioxidante).
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Fonte: GANDRA et al. (2004).

Os antioxidantes sdo substancias que, quando presentes em concentracdes
mais baixas que o substrato oxidavel, retardam ou inibem significativamente sua
oxidagdo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989). Os antioxidantes ndao enzimaticos
podem agir no organismo por trés mecanismos distintos, a saber: 1) supressao da
formacao de radical livre (quelacdo de metais ou inibicdo de enzimas geradoras de
radicais livres); 2) eliminagéo de radicais livres ou desativagéo pela formagao de um
produto estavel; e 3) participagdo em processo de reparo. Algumas destas moléculas
sdo enddgenas, outras exdgenas, sintéticas ou naturais. Os antioxidantes exdégenos
provenientes da dieta, como tocoferol, acido ascoérbico, carotenoides e substancias
fendlicas encontradas em alimentos de origem animal ou vegetal, constituem o
principal mecanismo antioxidante ndo enzimatico do organismo.

Dentre as diversas classes de substancias antioxidantes de ocorréncia

natural, os mais ativos e frequentemente encontrados sdo as substancias fendlicas,
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como os flavonoides. As propriedades benéficas dessas substancias podem ser
atribuidas a capacidade de sequestrar radicais livres. Os constituintes fendlicos
podem inibir os processos da oxidagao em certos sistemas, mas isso nao significa
que eles possam proteger as células e os tecidos de todos os tipos de danos
oxidativos. Além disso, estes constituintes podem apresentar atividade pro-oxidante
em determinadas condigdes (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Conforme relatado por Sousa e outros (2007), estudos tém demonstrado a
possibilidade de efeitos toxicos dos antioxidantes tradicionais da industria alimenticia
(butil-hidroxi-anisol, butil-hidroxi-tolueno e galato de propila). Neste sentido,
pesquisas com produtos naturais com atividade antioxidante tém sido realizadas
para substituir as substancias sintéticas disponiveis ou para propor uma associagao
entre eles (SOUSA et al., 2007).

Um dos métodos mais utilizados para se determinar a atividade antioxidante
consiste em avaliar a atividade sequestrante do radical livre 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila (DPPH). Esta substancia passa da coloragcado purpura para amarela (cor da
forma reduzida difenil-picril-hidrazina) por acdo de um antioxidante ou espécie
radicalar, conforme observado na Figura 10, resultando em decréscimo da
absorbancia (SOUSA et al., 2007).

Figura 10: Reagao do 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) com o flavonoide quercetina.
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Fonte: TEIXEIRA; SILVA (2011).
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Considerando a reagado demonstrada na Figura 10, a quantidade de DPPH
consumida pelo antioxidante corresponde a percentagem de atividade antioxidante
(%AA) e denomina-se Concentracao Efetiva (CEsp) ou Concentragao Inibitoria (Clsg),
correspondendo a quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a
concentracgdo inicial de DPPH em 50%. Logo, quanto menor a CEsy de um extrato
maior a sua atividade antioxidante (MENSOR et al., 2001).

Existem, ainda, os métodos baseados na reducéo do Fe*>, que determinam o
poder redutor e sdo amplamente utilizados para avaliagao da atividade antioxidante.
Esses testes avaliam a capacidade de compostos fendlicos reduzirem o Fe**, com
consequente formacdo de um complexo colorido decorrente da presenca de Fe*?
(ROGINSKY:; LISSI, 2005). E um método de baixo custo, simples e rapido, onde os
reagentes sao de facil preparo e os resultados altamente reprodutiveis (BENZIE;
STRAIN, 1996). Porém, a medida da capacidade de redugdo nao reflete
necessariamente a capacidade antioxidante (FRANKEL; MEYER, 2000). Nem todo
redutor que tem habilidade em reduzir o ferro é antioxidante e nem todo antioxidante
€ capaz de reduzir o ferro (por exemplo, glutationa) (PRIOR, 2003). Além disso, este
método ndo inclui nenhum substrato oxidavel nao fornecendo, portanto, informacgdes
sobre as propriedades protetoras dos antioxidantes (FRANKEL; MEYER, 2000).

Entre as diversas atividades exibidas pelas substancias antioxidantes, uma
das de maior interesse é a inibicdo da peroxidacado lipidica. Os lipidios sao
abundantes nas células e susceptiveis a oxidagao por possuirem grupos metilénicos
entre duplas ligagdes. Os acidos graxos poli-insaturados sdo alvos importantes para
os oxidantes. Como a oxidagdo desencadeia uma cascata autocatalitica que gera
numerosas substancias oxidantes e genotdxicas, esses danos aos lipidios tém
grandes implicagdes para a integridade do DNA, das proteinas e de outros lipidios
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; LOUREIRO; Di MASCIO; MEDEIROS, 2002).

A peroxidacao lipidica inicia-se pelo ataque a bicamada lipidica de qualquer
espécie suficientemente reativa para retirar um atomo de hidrogénio bis-alilico de um
acido graxo poli-insaturado. Apds ser iniciado, o processo torna-se autocatalitico e
somente termina quando se esgotarem as reservas de acidos graxos insaturados e
oxigénio (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Os principais produtos finais da
lipoxidagdo compreendem alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres e outros
hidrocarbonetos derivados da decomposicdo de hidroperoxidos (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999; LOUREIRO; Di MASCIO; MEDEIROS, 2002). Atualmente, é
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possivel encontrar diversos métodos para avaliar a peroxidacao lipidica, sendo a
determinacdo de espécies reativas com o acido tiobarbiturico (TBA) uma dessas
ferramentas analiticas. O ensaio quantifica a formacao de um dos produtos finais da
peroxidagao lipidica, o malonaldeido (MDA), que pode ser potencialmente tdxico
para outras macromoléculas celulares (ROGINSKY:; LISSI, 2005; SILVA; BORGES;
FERREIRA, 1999).

Figura 11: Reacdo do acido tiobarbiturico com malonaldeido formando complexo

cromogénico.
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Fonte: OSAWA: FELICIO; GONCALVES (2005).

Em comparacédo com os métodos do DPPH e do poder de reducgao do ferro, o
método de TBA estd mais préximo das condi¢cdes bioldgicas, pois utiliza um
substrato oxidavel existente biologicamente (4cidos graxos). E um método simples e
sensivel, porém o teste ndo é especifico para o MDA visto que outras substancias
também reagem com esse composto como, por exemplo, alcanos, alcenos,
alcadienos e aldeidos (KAPPUS, 1985). Metais de transi¢cdo e acgucares (glicose e

sacarose) também interferem nesta reacdo (ESTERBAUER et al., 1984).

2.8- ANTIMICROBIANOS E O EVENTO DE RESISTENCIA

Os antimicrobianos sdo farmacos que tém a capacidade de inibir o
crescimento de micro-organismos ou mesmo elimina-los, sendo indicados, portanto,
para o tratamento de infec¢gdes microbianas sensiveis aos mesmos. Ao se usar uma
droga antimicrobiana, outro conceito importante que surge € o espectro de agao, isto
é, o percentual de micro-organismos sensiveis aquele farmaco (GUIMARAES;
MOMESSO; PUPO, 2010; TAVARES, 2001).

Apesar da grande diversidade de antimicrobianos que agem sobre os
diferentes micro-organismos patogénicos, estudos buscam um antimicrobiano ideal,
ou seja, aquele que apresenta maior espectro de acdo, menor toxicidade, menor

custo e menor indicio de resisténcia bacteriana (NASCIMENTO et al., 2000).
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Considerando esses aspectos, estes farmacos podem ser classificados de varias
maneiras, considerando seu espectro de agao, o tipo de atividade antimicrobiana, o
grupo quimico ao qual pertencem e o mecanismo de acdo exibido (TAVARES,
2001).

Desde a descoberta das penicilinas naturais, a industria farmacéutica
avangou em suas pesquisas e conduziu ao surgimento de diversos antimicrobianos
com espectro de agdo cada vez mais amplo. Entretanto, a exposigdo a essas
substancias desencadeou a resisténcia bacteriana, limitando as opg¢des terapéuticas
dos processos infecciosos (CUNICO, 2004).

A resisténcia aos antimicrobianos trata-se, muitas vezes, de um fenémeno
ecolégico como uma resposta da bactéria frente ao uso indiscriminado de
antibioticos ou a presenga dessas substancias no meio ambiente. A questdo da
resisténcia microbiana € um problema crescente e a perspectiva futura do uso de
drogas antimicrobianas, incerta. Assim, faz-se necessario adotar posturas e medidas
para enfrentar o problema, controle no uso de antibiéticos, desenvolvimento de
pesquisas que visem elucidar os mecanismos genéticos da resisténcia microbiana e,
ainda, estudos que busquem novas drogas, sintéticas e naturais (DEMAIN, 2001;
FREI; BURGESS, 2005; LEVY et al., 2001; NASCIMENTO et al., 2000).

Como as bactérias se multiplicam rapidamente, podem sofrer mutagcao
através da troca de material genético entre linhagens de mesma espécie ou de
espécies diferentes. Esses micro-organismos possuem alta capacidade de
adaptacdo a diversos fatores, como a exposicdo a agentes quimicos potentes
(DEMAIN, 2001; FERNANDES, 2006; FREI; BURGESS, 2005; LEVY et al., 2001).

No século XX, a resisténcia bacteriana era predominante nos ambientes
hospitalares. Contudo, atualmente ocorre em varios ambientes e pode comprometer
individuos saudaveis (FREI; BURGESS, 2005). O uso extensivo e inapropriado dos
antibidticos, as mas condi¢des de higiene, o fluxo continuo de viajantes, o aumento
de pacientes imunocomprometidos e a demora no diagndstico das infecgdes
bacterianas propiciam o aumento da resisténcia (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO,
2010). No entanto, durante o tratamento de uma infecgdo ndo se pode prever qual
micro-organismo desenvolvera a resisténcia. Por exemplo, observou-se resisténcia
de Enterococcus frente a vancomicina que € inicialmente utilizada para o tratamento
de infecgdes por Staphylococcus aureus resistente a meticilina (HIRAMATSU et al.,
1997).
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2.8.1- Plantas como fontes de agentes antimicrobianos

A busca por novos agentes antibiéticos tem crescido nos ultimos anos por
diversas razdes, entre elas destacam-se as doengas infecciosas como a segunda
maior causa de mortalidade do mundo; altas taxas de resisténcia microbiana,
especialmente em ambientes hospitalares; o decréscimo constante observado no
numero total de novos agentes antimicrobianos aprovados pelas agéncias
reguladoras; e a necessidade de agentes que atuem por mecanismos de acgao
diferentes aos farmacos em uso (COATES; HU, 2007; PAYNE et al., 2007).

Estudos etnofarmacoldgicos tém permitido a verificagcdo do uso popular de
plantas com a finalidade de obtengdo dos mais variados efeitos medicamentosos,
incluindo sua aplicagdo como antimicrobianos (CASTRO et al., 2000; KUMAR,;
BERWAL, 1998; POZETTI et al.,1972). A atividade antimicrobiana desejada pode
ser encontrada em varias espécies de plantas medicinais. A flora brasileira
apresenta-se altamente diversificada em espécies que, na sua maioria, ainda nao foi
pesquisada quanto as suas agdes biolégicas (AURICCHIO; BACCHI, 2003; SIMOES
et al., 2007).

O uso de extratos vegetais com atividade antimicrobiana pode delinear
caminhos significativos nos tratamentos terapéuticos. Varios paises desenvolvem
inumeros estudos para desenvolver férmulas a partir de plantas empregadas pela
medicina tradicional para fins antimicrobianos (LOGUERCIO et al., 2005). As plantas
sintetizam diversas substéncias em seu metabolismo secundario com atividade
antimicrobiana. Estes produtos sao reconhecidos por suas substancias ativas, como
por exemplo, os fendlicos e os oleos essenciais (NASCIMENTO et al., 2000).

Os principios ativos naturais geralmente apresentam estruturas quimicas
complexas importantes para as interagdes especificas e reconhecimento por alvos
macromoleculares em bactérias patogénicas. Assim, nas Uultimas décadas,
pesquisadores de todo o mundo tém conduzido estudos com base em fontes
naturais, frequentemente associadas a diversidade quimica. Um grande numero de
organismos tem sido explorado nos mais diversos habitats, especialmente em locais
de condigbes ambientais extremas (ambientes que possuem altera¢des drasticas de
temperatura, pH, umidade e/ou luminosidade) (WALSH, 2003).

Os antimicrobianos isolados de plantas, na maioria das vezes, possuem

diferengas estruturais em relagcao aos antibiéticos derivados de micro-organismos, o
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que permite que atuem como reguladores do metabolismo intermediario, ativando ou

bloqueando reag¢des enzimaticas, afetando diretamente a sintese enzimatica, ou

mesmo alterando estruturas de membranas (SINGH; SHUKLA, 1984). As principais

classes de metabdlitos secundarios com propriedades antimicrobianas encontrados

nas plantas estao descritas na Tabela 3.

Tabela 3: Principais classes de agentes antimicrobianos das plantas.

Classe Subclasse Exemplo Mecanismo
Fenois Catecol Privacéo de substrato
Simples Epicatequina Ruptura da membrana
AC'd,O.S Acido Cinamico Ruptura da membrana
Fendlicos

Quinonas Hipericina

Flavonoides Crisina

Flavonas Abissinona
Compostos
Fendlicos
Flavonois Totarol
Taninos Elagitanino
Cumarinas  Warfarina
Terpenoides, Capsaicina
Oleos essenciais
Berberina
Alcaloides .
Piperina
, Manose-aglutinina
Lgﬁt'gaﬁ,feos especifica
polipep Fabatina
Poliacetilenos 8S-Heptadeca-
2(2),9(2)-dieno-4,6-
diino-1,8-diol

Ligacao a adesinas,
complexagcdo com a parede
celular e inativagado de enzimas

Ligacdo a adesinas

Complexagao com a parede
celular

Inativagdo enzimatica

Inibi¢do transcriptase reversa do
HIV

Desconhecido

Ligacao a proteinas

Ligacdo a adesinas

Inibicdo enzimatica

Privacéo de substrato
Complexacao com parede celular
Ruptura da membrana

Complexagao com ions
metalicos

Interagdo com DNA eucariotico
(atividade antiviral)

Ruptura de membrana

Intercalagio na parede celular
e/ou DNA

Intercalagéo na parede celular
e/ou DNA

Bloqueio da fuséo viral ou
adsorgao

Formagéao de pontes dissulfeto
Desconhecido

Fonte: Adaptado de COWAN (1999).
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2.8.2- Métodos para investigagao da atividade antimicrobiana

Diferentes métodos podem ser empregados para verificar a atividade in vitro
de micro-organismos frente aos agentes antimicrobianos com base em principios
diferentes. Desta forma, os resultados obtidos podem ser profundamente
influenciados nao s6 pelo método escolhido, mas também pelos micro-organismos
utilizados na realizagao do teste e pelo grau de solubilidade das substancias no meio
(VANDEN BERGHE; VLIETINCK, 1991).

Os principais métodos microbiolégicos para deteccdo de atividade
antimicrobiana encontrados na literatura, tanto para deteccdo da atividade de
bactérias como fungos, podem ser classificados em trés tipos: ensaios
bioautograficos, de difusdo e de diluicdo (RIOS; RECIO; VILLAR, 1988).

Os ensaios bioautograficos compreendem métodos que empregam placas de
cromatografia de camada delgada (CCD) para a analise. As substancias sao
separadas por CCD e, em seguida, sao colocadas em contato com placas de agar
previamente inoculadas com o micro-organismo teste. As regides de inibicdo de
crescimento microbiano observadas na cromatoplaca indicam a presenca de
substancias com atividade antimicrobiana (RIOS; RECIO; VILLAR, 1988). Os
métodos bioautograficos possuem importancia particular na pesquisa de
constituintes vegetais, pois permitem a localizagdo direta dos constituintes ativos a
partir de uma matriz complexa sendo, portanto, um método qualitativo (SILVEIRA et
al., 2009).

Os ensaios de diluigdo sdo métodos em que as substancias a serem testadas
sao adicionadas a um meio de cultura liquido previamente inoculado com o micro-
organismo teste. Apos incubagao, o crescimento do micro-organismo € determinado
pela leitura visual direta ou por turbidimetria (SILVEIRA et al., 2009).

O método de difusdo, por sua vez, € aquele em que o efeito pode ser
graduado e que depende da difusdo da substancia em teste em um meio de cultura
sélido inoculado com o micro-organismo. A partir da difusdo ocorre o surgimento de
um halo de inibi¢do, local onde ndo ha crescimento do micro-organismo. Podem-se
utilizar diferentes tipos de reservatorios tais como discos de papel, cilindros de
porcelana ou de ago inoxidavel e pogos preparados no meio de cultura (SILVEIRA et
al., 2009).
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2.8.3- Aspectos gerais sobre alguns micro-organismos de relevancia

Considerando-se os diversos grupos microbianos, representantes Gram-
negativos altamente resistentes — espécies de Acinetobacter, Pseudomonas
resistentes a multiplas drogas (RMD) e, entre amostras de enterobactérias, espécies
de Klebsiella e Escherichia resistentes aos carbapenémicos — surgem como
patdbgenos emergentes importantes, tanto nos Estados Unidos quanto em diversas
outras partes do mundo. As opgdes terapéuticas para esses patdogenos tornam-se
extremamente limitadas, o que leva ao uso de drogas alternativas antigas, como a
colistina, que foram associadas a significativa toxicidade e para as quais nao existem
evidéncias para orientar a selegdo do esquema terapéutico (BOUCHER et al., 2009;
FALAGAS; BLIZIOTIS, 2007).

Nos Estados Unidos, as bactérias Gram-positivas representam 60% das
infeccbes nosocomiais, de acordo com o relatério da Fiscalizagdo de Controle de
Patogenos, sendo mais preocupantes aqueles casos de infecgdes hospitalares
causadas por micro-organismos multirresistentes. De acordo com o Sistema
Nacional de Vigilancia de Infecgdes Hospitalares (NNIS) norte-americano, 59,5% das
linhagens de Staphylococcus aureus isolados em Unidades de Tratamento Intensivo
(UTI) foram resistentes a meticilina e 28,5% de enterococos resistentes a
vancomicina (MOELLERING et al., 2007).

Escherichia coli € um bacilo Gram-negativo que pode se organizar
isoladamente (preferencialmente), aos pares e em cadeias curtas, anaerébio
facultativo, imével ou mével por meio de flagelos peritriquios, fermentador de glicose,
redutor de nitrato a nitrito, citocromooxidase negativo, sendo comumente encontrado
no intestino de humanos e animais de sangue quente (MADAPPA, 2011; WINN Jr. et
al., 2006).

Staphylococcus aureus é um coco Gram-positivo que se agrupa em grumos,
anaerdbio facultativo, mesodfilo, catalase-positiva, capaz de crescer em elevadas
concentragbes de cloreto de sodio (até 15%). S. aureus deve ser sempre
considerado como um potencial patégeno, especialmente em ambiente hospitalar,
sendo um dos maiores responsaveis por infecgdes associadas aos cuidados a
saude. O perfil de resisténcia a antibidticos desta bactéria tem aumentado

enormemente, mesmo em relagédo as drogas eficientes e de amplo espectro como a
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meticilina (PRATTES; BLOCH-JUNIOR, 2001; TODAR, 2011; WINN JR. et al.,
2006).

Pseudomonas aeruginosa € um bacilo Gram-negativo nao-fermentador,
aerobio, oxidase negativa, motilidade positiva, e causador de infecgdes localizadas
geralmente em decorréncia de contaminag¢ao oportunista (WINN JR. et al., 2006).

Salmonella typhimurium é um bacilo Gram-negativo, que pode se organizar
isoladamente (preferencialmente), aos pares e em cadeias curtas, anaerdbio
facultativo, fermentador de glicose, redutor de nitrato a nitrito, citocromooxidase
negativo, pertencente a familia Enterobacteriaceae, sendo responsavel pela infecgao
do intestino delgado conhecida como Salmonelose (OSKAY; SARI, 2007; WINN JR.
et al., 2006 ).

2.9- DOR E INFLAMAGAO

A dor € uma experiéncia sensorial, frequentemente nao relacionada com a
natureza ou intensidade da lesdo tecidual. A sensacédo dolorosa apresenta um
componente subjetivo que envolve aspectos emocionais, sociais, culturais,
ambientais e cognitivos, além da percepcéo do estimulo nocivo propriamente dito
(OLIVEIRA et al., 1997; RANG; DALE; RITTER, 1997). Logo, uma definigdo de dor
bastante adequada aos estudos realizados € a proposta pela International
Association for the Study of Pain (IASP), segundo a qual a dor € uma experiéncia
emocional, com sensacado desagradavel, associada a lesao tecidual presente,
potencial ou descrita como tal (MERSKEY, 1994).

Existem varios tipos de dor e, para uma melhor compreensao, dividem-se as
sensagdes dolorosas em nocicepcao (estimulacdo das terminagbes dolorosas
periféricas), percepg¢ao dolorosa (percepg¢ao consciente da nocicepgao), sofrimento
(sensagdes negativas associadas a dor), e comportamento doloroso (todas as
modificagdes de comportamento associadas ao sofrimento). Em conjunto a essas
situagdes clinicas, podem-se identificar substratos anatdmicos, fisiolégicos e
psicoldgicos (LOESER; EGAN, 1989).

Atualmente, ja se sabe que a maioria dos nociceptores € encontrada em uma
variedade de espécies incluindo roedores, macacos e homem. Os nociceptores sao
fibras nervosas e grande quantidade dessas estruturas sdo denominadas fibras C,
nao mielinizadas, com baixa velocidade de conducédo, e outras sdo delicadas fibras
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mielinizadas denominadas A delta, que conduzem mais rapidamente e respondem a
estimulos periféricos semelhantes (RANG; DALE; RITTER, 1997).

A dor superficial aguda é mediada pelas fibras A delta que possuem um limiar
alto; a dor visceral assemelha-se as dores profundas, caracterizadas pelas
sensacbOes difusas, constantes ou em queimadura, e € mediada pelas fibras
polimodais C. Ambos os grupos de fibras, tanto A delta como C, penetram pela
medula espinhal através do corno dorsal (DEWEY; BRASE; WELCH, 1994).
Enquanto a primeira desencadeia reflexos de fuga, a ultima acompanha intensas
sensacoes de desconforto e sofrimento (RANG; DALE; RITTER, 1997).

Os terminais aferentes primarios liberam diversos neurotransmissores,
aminoacidos e neuropeptidios no corno dorsal da medula, onde exercem importante
papel na modulacdo da transmissdo nociceptiva (Figura 12). Entre essas
substancias, podem ser destacados aminoacidos excitatorios (glutamato e aspartato)
e diversos outros neurotransmissores e neuropeptidios, incluindo as taquicininas,
neurocinina A (NKA) e neurocinina B (NKB), peptideo geneticamente relacionado
com a calcitonina (Calcitonin Gene-Related Peptide-CGRP), colecistocinina (CCK),
somatostatina, 6xido nitrico (NO), prostaglandinas (PG), galanina, encefalinas e
endorfinas (CARVALHO; LEMONICA, 1998b).

Figura 12: Esquema representativo do mecanismo de propagacgéao da dor.
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O potencial de acédo captado pelos nociceptores € conduzido através dos
nervos periféricos para o Sistema Nervoso Central (SNC), e o impulso passa pelo
corno posterior dorsal, medula espinhal, formagao reticular do tronco cerebral e
nucleos inespecificos do talamo para, finalmente, alcangar o cértex cerebral. Além
disso, existem comunicacbes com o0s centros responsaveis pelo controle
neurovegetativo, localizados no tronco encefalico e no hipotalamo, com o sistema
limbico e com os centros motores subcorticais. Desse modo, varias partes do
cérebro estdo envolvidas na percepcgao da dor (SCHAFER, 1999).

A dor aguda tem fungao bioldgica de preservacao da integridade e da defesa
corporal, pois denota um dano ou iminéncia de les&o tecidual. Por outro lado, a dor
cronica € uma das principais causas de incapacidade e afastamento do trabalho ou
de perda da capacidade de cumprir as tarefas diarias e da qualidade de vida. Apesar
dos avancgos nas diversas areas de conhecimentos relacionadas a dor, como
epidemiologia, fisiopatologia e terapéuticas, os resultados dos tratamentos bem
como a prevengao de queixas recorrentes ainda nao sao satisfatérios (TEIXEIRA,
2006; TEIXEIRA; FIGUEIRO, 2001).

A inflamagdo € uma resposta do tecido a injuria celular e é caracterizada
como sendo um evento complexo, dinamico e multimediado, podendo manifestar-se
a partir de qualquer agente lesivo, seja fisico (queimadura, trauma), biolégico (agéo
de micro-organismos patogénicos) ou quimico (substancia caustica). O processo
inflamatorio envolve uma série complexa de eventos bioquimicos e celulares que
incluem extravasamento de fluidos, ativagdo enzimatica, migracao celular, liberagcao
de mediadores, sensibilizagao e ativagao de receptores, lise tecidual e de reparo. Os
mediadores de maior relevancia sao os eicosanoides, os oxidantes biologicos, as
citocinas, os fatores de adesado e as enzimas digestivas (proteases, colagenases,
elastase e hialuronidase) (CARVALHO; LEMONICA, 1998a; WOODFORK; DYKE,
2004).

A resposta inflamatéria pode ser dividida em fases. A fase rapida comecga
segundos apos a lesdao e envolve processo de vasodilatacdo, aumento do fluxo
sanguineo, edema e dor. A fase aguda € caracterizada pela indugdo de genes
ligados a transcricdo dos mediadores da inflamagdo, produzindo quantidades
moderadas de mediadores inflamatérios. A fase crénica ocorre no transcurso de
meses a anos, e caracteriza-se pelo aumento acentuado na produgdo de
mediadores (WOODFORK; DYKE, 2004)
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As classes de analgésicos mais utilizadas na terapia atual para o tratamento
da dor s&o os opioides e os anti-inflamatorios ndo-esteroidais (AINEs) que, embora
eficazes, apresentam efeitos adversos que tornam o tratamento clinico limitado
(NEGUS et al., 2006; WOODCOCK; WITTER; DIONNE, 2007). Os opioides estao
associados principalmente a constipacdo, depressao respiratoria, dependéncia,
nauseas e voOmitos (SCHUG; GANDHAM, 2006), enquanto o uso de anti-
inflamatorios nao-esteroidais classicos pode levar a uma grande variedade de
eventos adversos como Ulceras e redugao da funcédo plaquetaria, aumentando o
risco de sangramento (BRUNE, 2007).

2.9.1- Consideragdes sobre analgésicos e anti-inflamatérios

Os farmacos analgésicos e anti-inflamatérios sdo necessarios quando a
resposta inflamatdria € inadequada, insuficiente, persistente ou provoca destruicao
dos tecidos (WOODFORK; DYKE, 2004). Alguns dos farmacos analgésicos
“classicos”, notadamente os opiaceos e os AINEs tém suas origens em produtos
naturais que foram usados por séculos (DICKESON; KIEFFER, 2006).

Como opioide entende-se qualquer substancia, enddégena ou sintética, que
possui efeitos semelhantes a morfina, e que é bloqueada por antagonistas dos
receptores opioides, como a naloxona. O termo mais antigo, opiaceo, é restrito aos
farmacos sintéticos semelhantes a morfina, com estruturas nao-peptidicas. Sao
conhecidos trés tipos de receptores opioides, denominados de p, & e K, sendo
tipicamente acoplados a proteina G, mediando os principais efeitos farmacolégicos
dos opioides (FRIES, 1995).

Os opioides ainda sao, entre os analgésicos conhecidos, os mais eficazes,
estando entre os farmacos mais utilizados para o tratamento de dor intensa. Embora
sejam importantes ferramentas no alivio da dor, sua utilizagdo produz alguns efeitos
indesejaveis como depressao respiratéria, constipagdo, nauseas, vomitos, euforia,
entre outros. Também podem induzir tolerdncia e dependéncia. A toleréncia
desenvolve-se rapidamente e é verificada quando ha necessidade de um aumento
nas doses do farmaco para manter o efeito farmacolégico desejado. Possui
consideravel seletividade, no sentido de que o seu desenvolvimento nao é
necessariamente acompanhado por tolerancia a outros. Ja a dependéncia é de dificil

identificagédo, sendo caracterizada por uma clara sindrome de abstinéncia, causando
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irritabilidade, emagrecimento, e varios padrdes de comportamento anormal, como
convulsao e sinais de agressao (DICKENSON; KIEFFER, 2006).

Os AINEs possuem uma ampla variedade de aplicagdes clinicas como
analgésicos, antipiréticos e anti-inflamatérios. Diferentemente dos analgésicos
opioides, ndo causam dependéncia neurologica. As agdes anti-inflamatérias dos
AINEs séo explicadas pela inibicdo da sintese de prostaglandina pela enzima
ciclooxigenase (COX). A COX-2 é a isoforma predominante envolvida na sintese de
prostaglandina durante o processo inflamatério (WOODFORK; DIKE, 2004).

As prostaglandinas (PGs), especialmente a PGE2, sensibilizam o nociceptor
periférico as agdes de outros estimulos nocivos (WOOLF; MANNION, 1999). Assim,
os AINEs mostram-se eficazes principalmente contra a dor associada a inflamacéao
ou a lesao tecidual, visto que eles evitam a sensibilizacdo do nociceptor (BRUNE;
FURST, 2007).

A acgédo anti-inflamatdria se refere a reducao de algumas PGs (PGE2 e PGI2)
produzidas via COX-2, as quais conduzem a um aumento da permeabilidade
vascular e edema (RAU; KNAUS, 2008). Do mesmo modo, o efeito analgésico
ocorre através da redugdo da producdo de PGs pro-nociceptivas (PGE2 e PGI2),
havendo menor sensibilizacdo de terminacdes nervosas nociceptivas a varios
mediadores inflamatérios, tais como a bradicinina e a 5-hidroxitriptamina (BRUNE;
FURST, 2007).

Dentre os efeitos adversos causados pelos AINEs classicos, os mais comuns
sdo dispepsia, nauseas, vomitos e, ainda, lesdo gastrica em usuarios crénicos, com
o risco de hemorragia por anulagdo do efeito protetor das PGs sobre a mucosa
gastrica. Pode haver insuficiéncia renal reversivel (em individuos que apresentam
vasoconstricdo noradrenérgica ou mediada pela angiotensina) causada pela
auséncia de vasodilatacdo compensatoria mediada pela PGE2. Reacbes cutaneas,
disturbios hepaticos e depressdo da medula 6ssea também podem ocorrer
(WOODFORK; DYKE, 2004).

2.9.2- Plantas como fontes de substancias analgésicas e anti-inflamatoérias

Plantas que sao utilizadas pela medicina popular como cicatrizantes,
antimicrobianos, analgésicos, antitérmicos, no tratamento de edema ou doengas
reumaticas, sdo indicadoras da presenca de substancias com propriedades anti-

inflamatdrias e, assim, uma investigagdo que vise a comprovacao de sua eficacia
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faz-se necessaria. A evolucdo no entendimento dos aspectos moleculares da
patofisiologia da inflamag&o favoreceu o estabelecimento de novos sistemas de
testes in vitro e in vivo para a selecdo de diversas substancias que permitem a
identificacdo de novos constituintes anti-inflamatérios (CARVALHO, 2004).

Extratos ou substancias isoladas de diversas plantas utilizadas na medicina
tradicional demonstraram, in vitro, promover a inibicdo da COX e/ou 5-LOX, como a
Achillea millefolium, Echinacea angustifolia, Echinacea purpurea, Hamamelis
virginiana, Juniperus communis, Ledum palustre, Polygonum aviculare, Sanguinaria
canadensis e Tanacetum vulgare (BORCHERS et al., 2000).

A avaliacdo da atividade antinociceptiva do extrato aquoso de flores de
Brugmansia suaveolens foi realizada por meio de testes in vivo, comprovando que o
referido extrato apresenta baixa toxicidade e induz analgesia em camundongos
(PARKER et al., 2007). Outro exemplo € o bisabolol, conhecido por ser responsavel
pelas propriedades anti-inflamatéria e analgésica da camomila (Matricaria
chamomilla). Entre as diversas propriedades medicinais atribuidas aos oleos de
copaiba, as mais investigadas sao as atividades anti-inflamatéria e antitumoral
(MACIEL et al., 2002).

2.9.3- Métodos de investigagcdao das atividades antinociceptiva e anti-
inflamatéria

Em ensaios pré-clinicos, mudangas comportamentais e fisiolégicas podem ser
induzidas pela administracdo de agentes que causam a dor (estimulam a
nocicepcao) e inflamacdo, assim para fins de avaliagdo das atividades
antinociceptiva e anti-inflamatéria, utilizam-se como ferramentas de pesquisa
modelos animais, que sdo comumente usados em praticas de laboratério
(SURALKAR et al., 2008).

O processo inflamatério pode ser agudo ou crénico, e a resposta inflamatéria
ocorre em trés fases distintas previamente descritas. Muitos estudos dos processos
inflamatdrios que buscam novos farmacos e aperfeicoamento dos existentes advém
de ensaios experimentais envolvendo os mediadores da inflamagdo em modelos
animais (SURALKAR et al., 2008).

O modelo de edema de pata por carragenina em ratos baseia-se no principio
da liberacdo de varios mediadores inflamatorios induzida por esse agente. A

formacao de edema devido a aplicagao de carragenina na pata do rato € um evento
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bifasico. A fase inicial & atribuida a liberagdo de histamina e serotonina. A segunda
fase do edema é devido a liberacdo de PGs, protease e lisossomos. A injecao
subcutdnea de carragenina na pata de rato produz inflamagdo resultante de
extravasamento de plasma, exsudacdo de fluidos para o tecido lesionado e
exsudagdo de proteinas plasmaticas, juntamente com o extravasamento de
neutrofilos, devido ao metabolismo do acido araquidénico. A primeira fase comeca
imediatamente apos a inje¢cao de carragenina e diminui em duas horas. A segunda
fase tem inicio no final da primeira fase e permanece através da terceira hora até
cinco horas (VINEGAR et al., 1969).

O teste da formalina em camundongos € um modelo valido e confiavel de
nocicepg¢ao, sendo sensivel para varias classes de substancias analgésicas. O
estimulo nocivo é uma injecéo de formol diluido (a partir de 1% em salina) sob a pele
da superficie dorsal da pata traseira direita. A resposta é a quantidade de tempo que
0s animais demandam lambendo a pata injetada. Dois periodos distintos da
atividade de lambida podem ser identificados, numa fase inicial com duragdo nos
primeiros 5 minutos e em uma fase final com duragdo de 20 a 30 minutos apds a
injecdo de formalina. As duas fases do teste da formalina podem ter diferentes
mecanismos nociceptivos. Sugere-se que a fase inicial seja devido a um efeito direto
sobre os nociceptores e que as PGs ndao desempenham um papel importante nesse
periodo. A fase tardia parece ser uma resposta com dor que pode ser inibida por
anti-inflamatérios (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

O teste da placa quente consiste em introduzir o animal (camundongo) em um
espacgo aberto cilindrico com um piso composto por uma placa metalica que é
aquecida a uma temperatura constante, o que leva a duas respostas
comportamentais que podem ser medidas pelo tempo de sua reagdo, ou seja,
lambida da pata ou salto. Ambas as respostas sdo consideradas integradas a
medula supraespinhal (LE BARS et al., 2001).

A administracdo intraperitoneal de agentes irritantes provoca um
comportamento estereotipado em camundongos, caracterizado por contracdes
abdominais, movimentos de contragdo do corpo como um todo (observado em
especial nas patas traseiras), torcdo do musculo dorso-abdominal, bem como uma
reducdo na atividade motora e, ainda, incoordenagcdo motora. Geralmente as
medidas sido de ocorréncia por unidade de tempo de célicas abdominais decorrentes

da injecdo dos agentes irritantes (acido acético, 0,6%). Esses comportamentos séo
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considerados reflexos e uma evidéncia de dor visceral. Contudo, o peritdnio parietal
recebe uma inervacdo somatica, sendo possivel afirmar que a dor ndo seja
totalmente visceral (LE BARS et al., 2001).

2.10- DOSE LETAL 50%

Dose letal 50% (DLsp) € uma dose calculada de uma substancia ou extrato
capaz de causar a morte de 50% de uma populacdo animal definida como modelo
experimental. Os dados obtidos pela DLsy; sdo frequentemente usados como um
indicador geral de toxicidade aguda de uma substancia. O conceito e o calculo da
dose letal média para fins de comparagéao sdo amplamente utilizados (RTECS,1997).

A DLsp é geralmente expressa como a massa de substancia administrada por
unidade de massa do modelo de teste. Assim sendo, permite-se que a toxicidade
relativa de substancias diferentes seja comparada, e normaliza para a variagdo do
tamanho dos animais expostos (RTECS,1997).

A escolha da letalidade de 50% como referéncia evita o potencial para a
ambiguidade em se fazer medi¢cdes nos extremos, e reduz a quantidade de testes
necessarios. No entanto, isso também significa que DLsy ndo € a dose letal para
todos os individuos, alguns podem morrer por muito menos, enquanto outros
sobrevivem com doses muito mais altas do que a DLsp. Medidas como "DL+" e "DLgg”
(dose necessaria para matar 1% ou 99%, respectivamente, da populagéo de teste),
sao ocasionalmente utilizadas para fins especificos.

Dosagem letal, muitas vezes, varia conforme o método de administracao. Por
exemplo, muitas substancias sdo menos téxicas quando administradas por via oral

do que quando administradas por via intravenosa (HODGSON, 2004).
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3- OBJETIVOS

3.1- OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo investigar o potencial quimico e
farmacolégico de Vernonia condensata Baker (Asteraceae), com intuito de

corroborar com seu uso popular e valorizar a pesquisa da flora medicinal brasileira.

3.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

A partir do extrato etandlico e das fragcbes hexénica, diclorometanica, em
acetato de etila e butandlica obtidas das folhas de V. condensata Baker
(Asteraceae), com excecdo do item "e", que foi realizado somente com o extrato
etandlico:

a- Detectar as classes quimicas do metabolismo secundario;

b- Quantificar os teores de fendis totais e flavonoides totais;

c- Avaliar o potencial antioxidante por meio dos ensaios de DPPH, poder de
reducdo do ferro e TBA;

d- Determinar a toxidez aguda através da dose letal 50% (DLsg) para estabelecer
as doses a serem utilizadas nas investigagdes farmacoldgicas;

e- Investigar as atividades antinociceptiva, anti-inflamatéria e indutora do sono;

f- Investigar o potencial antibacteriano por meio do Teste de Susceptibilidade
aos Antimicrobianos (TSA) através da difusdo em agar e da determinagao da
Concentragao Inibitéria Minima (CIM) usando o método de microdiluicdo de
acordo com as orientagdes do Clinical and Laboratory Standards Institute

(CLSI) e dos efeitos bactericida ou bacteriostatico.
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4- MATERIAL E METODOS

4.1- MATERIAL VEGETAL

Partes aéreas de Vernonia condensata Baker foram coletadas da planta
cultivada no Horto Medicinal da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de
Juiz de Fora (UFJF), Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. Uma exsicata (CESJ n°
52943) encontra-se depositada no Herbario Leopoldo Krieger (CESJ), Instituto de
Ciéncias Biologicas, UFJF.

As coletas foram realizadas entre 08:00 e 09:00 horas, no periodo de julho a
setembro de 2010. As folhas foram separadas dos galhos e secas a temperatura
ambiente seguida de estufa com ventilacdo forcada para perda de 90 a 96% de
umidade.

ApoOs a secagem, o material botanico foi triturado em liquidificador industrial e

pulverizado em tamise n° 18 para posterior preparo do extrato e fragdes (Figura 13).

Figura 13: Imagens ilustrativas das etapas de preparo do material vegetal.

Fonte: Os Autores (2012).

4.2- PROCESSOS DE EXTRAGAO E FRACIONAMENTO

O material pulverizado foi submetido a extragcdo por maceracao estatica em
etanol P.A. Apos rota-evaporagao do solvente, parte do extrato etandlico (EE) seco
foi suspenso em agua: etanol (9:1) seguido de partigédo liquido/liquido com solventes
organicos de polaridade crescente: hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol
(Figura 14) (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998). Partes do extrato etandlico e das
fragbes hexanica (FH), diclorometanica (FD), em acetato de etila (FA) e butandlica
(FB) foram solubilizadas em dimetilsulféxido 1% para realizacdo dos testes

bioldgicos.



Figura 14: Fluxograma dos processos de extracao e fracionamento.
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19 HEXANO
19,2g

2° DICLOROMETANO

5,068

3° ACETATO DE ETILA
3,78

4° BUTANOL
7,58

Fonte: Os Autores (2012).

4.3- PROSPECGAO FITOQUIMICA

As classes de metabdlitos secundarios flavonoides, taninos, cumarinas,

terpenoides e esteroides, saponinas, alcaloides e antraquinonas foram pesquisadas

no extrato etandlico bruto e nas fragdes através de reagdes caracteristicas dos

grupos funcionais das moléculas com algumas modificagcbes (MATOS, 1997;

WAGNER, 1996).

Para os ensaios fitoquimicos foram pesados aproximadamente 100 mg do

extrato etandlico bruto bem como das respectivas fragdes hexanica, diclorometanica,

em acetato de etila e butandlica. Posteriormente, foi preparada uma solugdo de

1mg/mL em etanol a 98%.

4.3.1- Pesquisa de flavonoides

A pesquisa de flavonoides foi realizada através das seguintes reagoes:
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4.3.1.1- Reagao com cloreto de aluminio

Em um pedacgo de papel de filtro gotejou-se a amostra a ser testada e, em
seguida, foram adicionadas gotas de solugao alcodlica de cloreto de aluminio a 5%.
O aparecimento de fluorescéncia de cor amarelada sob luz ultravioleta (UV) (365

nm) indicou a presencga de flavonoides.

4.3.1.2- Reagao com hidréxido de sédio

Em tubo de ensaio 12 x 75 mm foram adicionados 2 mL da amostra a ser
testada e 0,5 mL de uma solucao de hidroxido de sddio 1N. O desenvolvimento de

coloragao amarelada indicou a presenca de flavonoides.

4.3.1.3- Reagao de Shinoda

Em tubo de ensaio 12 x 75 mm foram adicionados 2 mL da amostra a ser
testada e fragmentos de magnésio metalico. Em seguida, foram acrescidos 1 mL de
acido cloridrico concentrado. Foi considerada positiva para flavonoides a amostra

que desenvolveu coloragao résea avermelhada.

4.3.2- Pesquisa de taninos

Em tubo de ensaio 12 x 75 mm foram adicionados 2 mL da amostra a ser

testada para a realizagao das seguintes reagdes visando a pesquisa de taninos:

4.3.2.1- Reagdo com acetato de cobre

Ao volume da amostra a ser testada foram acrescidas algumas gotas de
acetato de cobre 3%. A formagao de precipitado escuro indicou a presencga de

taninos.

4.3.2.2- Reagao com cloreto férrico

Ao volume da amostra a ser testada foram acrescentados 5 mL de agua
destilada e algumas gotas de cloreto férrico a 2%. A reagao positiva foi revelada por
meio da formacgao de um precipitado e conforme a coloracdo do mesmo. Precipitado
verde ou azul foi indicativo da presenga de tanino condensado ou hidrolisavel,

respectivamente.
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4.3.2.3- Reagao com gelatina

Ao volume da amostra a ser testada acrescentou-se uma (1) gota de uma
solugédo de acido cloridrico a 10% e de gelatina a 2,5%. A formagao de precipitado

indicou a presenca de taninos.

4.3.2.4- Reagcao com sais de alcaloides

Ao volume da amostra a ser testada foram adicionadas trés (3) gotas de sais
de alcaloides (cloridrato de quinina a 1%). O desenvolvimento de turvacdo ou

precipitacao foi considerado reagao positiva.

4.3.2.5- Reagao com sais de chumbo

Ao volume da amostra a ser testada foram adicionadas trés (3) gotas de
acetado de chumbo a 10%, sendo considerado positivo o tubo que apresentou

turvacao ou precipitacao.

4.3.3- Pesquisa de cumarinas

Em tubo de ensaio 12 x 75 mm foi distribuido 1 mL da amostra a ser testada
e, posteriormente, adicionou-se 1 mL de uma solugdo de hidroxido de potassio a
5%. A presenca de cumarinas foi indicada pelo aparecimento de uma fluorescéncia

azul brilhante sob luz UV.

4.3.4- Pesquisa de alcaloides

Em trés tubos de ensaios 12 x 75 mm distintos, devidamente identificados
[Tubos D (Dragendorff), H (Hager) e M (Mayer)], foram adicionados 2 mL da amostra
a ser testada e, em seguida, foram acrescidas 5 gotas dos respectivos reagentes
(Reativos de Dragendorff, Hager e Mayer), utilizados para a identificacdo de
alcaloides nos tubos correspondentes. O desenvolvimento de precipitagcdo ou
turvacdo branca com os reativos de Hager e Mayer e de cor alaranjada com o

reagente de Dragendorff indicou a presenca de alcaloides.

4.3.5- Pesquisa de saponinas

Em tubos de ensaio 13 x 100 mm devidamente numerados de 1 a 10 foram

adicionados volumes crescentes da solugao-teste, comegando com 1 mL até 10 mL,
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e completando o volume com agua destilada para 10 mL. Cada tubo foi vedado com
uma rolha e agitado vigorosamente por 15 segundos. Essa série de tubos ficou em
repouso por 15 minutos para posterior detecgao do indice de espuma através da
presencga persistente verificada pela presenga de um anel de pelo menos 1 cm de

altura no tubo.

4.3.6- Pesquisa de triterpenos e esteroides

Em tubo de ensaio 12 x 75 mm foram adicionados 2 mL da amostra e, em
seguida, foram acrescentadas 2 gotas de anidrido acético e 2 a 4 gotas de acido
sulfurico concentrado. O aparecimento de coloracdo azul-esverdeada ou vermelha

foi indicativa da presenca de esteroides ou triterpenos, respectivamente.

4.3.7- Pesquisa de antraquinonas

Em tubo de ensaio 12 x 75 mm foram adicionados 2 mL da amostra e, em
seguida, foram acrescidos 0,5 mL de hidréxido de sédio 0,5M. O aparecimento de

coloragao vermelha indicou a presenga de antraquinonas.

4.4- QUANTIFICAGAO DE FENOIS TOTAIS

A determinagcdo de substancias fendlicas foi realizada de acordo com o
método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, descrito por Souza e outros (2007)
utilizando acido galico como padrao de referéncia. O reagente de Folin-Ciocalteau é
uma solugédo de ions complexos. Esse reagente oxida os fenolatos, reduzindo-os a
um complexo azul. Para realizacdo desta quantificacdo, foi construida uma curva
analitica utilizando 10, 20, 30, 40 e 50 ug/mL de acido galico e 2,5 mL do reagente
de Folin-Ciocalteau diluido em agua destilada 1:10 (v/v). Apés 8 minutos, foram
adicionados 2 mL de carbonato de sodio a 4%, e essa mistura foi mantida em
repouso ao abrigo da luz por 60 minutos. As leituras de absorbancia das amostras
foram realizadas em espectrofotbmetro a 765 nm. O mesmo procedimento foi
realizado com o extrato etandlico e fragdes, substituindo-se o acido galico pela
amostra e utilizando-se uma aliquota de 0,5 mL diluida em etanol PA. Foi
empregado como branco 0,5 mL de agua destilada. Os resultados foram expressos
em g/100 g de extrato e obtidos por regressao linear da curva analitica. Todas as

analises foram realizadas em triplicata.
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4.5- QUANTIFICAGAO DE FLAVONOIDES TOTAIS

Os testes para quantificagdo dos teores de flavonoides totais foram realizados
empregando método espectrofotométrico (SOBRINHO et al., 2008; VENNAT et al.,
1992). Acido acético glacial, solugdo de piridina:etanol e solucdo de cloreto de
aluminio foram utilizados na reagao para quantificagdo. A rutina (2, 5, 10, 20, 50
pg/mL) foi usada como padrdo para construgdo da curva de calibragdo. Os dados
foram submetidos a analise de regressdo linear, pelo método dos minimos
quadrados, sendo calculada a equagao da reta e o coeficiente de correlagéo (r). O
comprimento de onda de 420 nm foi utilizado para a realizagdo das leituras em

absorbancia. As amostras foram analisadas em triplicata.

4.6- AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.6.1- Atividade sequestrante de radicais livres 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH)

A atividade antioxidante foi determinada utilizando o método
espectrofotométrico segundo Mensor e outros (2001). O extrato etandlico e as
fragbes foram levados a residuo seco em rotavapor e, em seguida, foram
preparadas solugbes de concentragdo 1 mg/mL em etanol 95%. A partir dessas
solucdes iniciais foram preparadas diluigdes nas concentragdes de 20, 25, 30, 35,
40, 50 e 60 pg/mL do extrato etandlico bruto (EEB); 80, 100, 140, 150 e 160 pug/mL
da fragcdo hexanica (FH); 5, 10, 20, 30, 50, 60 e 70 pg/mL da fragao diclorometanica
(FD); 1, 3, 5, 10, 20, 25 e 30 yg/mL da fragdo em acetato de etila (FA); e 30, 40, 50,
60 e 70 pyg/mL da fragcdo butandlica (FB). Para realizacéo do teste foi preparada uma
solucdo 0,03 mM de DPPH. O controle positivo foi feito com rutina a partir de
solugdes nas concentragdes 1, 3, 5, 10, 15 e 30 pg/mL. Todas as analises foram
feitas em ftriplicata. Apés 60 minutos de reacao, verificou-se a capacidade das
amostras em reduzir o 2,2-difenil-1-picril hidrazila em 2,2-difenil-1-picril hidrazina,
observada pela mudanca da cor purpura para amarela. Essa mudanca de cor foi
detectada por meio da diminuicdo da absorbancia em espectrofotbmetro sob
comprimento de onda de 518 nm. A partir das leituras das absorbancias das
amostras, determinou-se a porcentagem de atividade antioxidante (%AA), que

corresponde a quantidade de DPPH reduzida utilizando a seguinte férmula:

%AA=100-{[Abscontrole (Absamostra-Absbranco)]x100}
Abscontrole
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Onde:

Abscontrole = a absorbancia de 2,5 mL de solvente utilizado na extragdo + 1 mL da solugao
de DPPH;

Absamostra = a absorbancia de 2,5 mL do extrato ou respectivas fragdes + 1 mL da solugao
DPPH;

Absbranco = a absorbancia de 2,5 mL do extrato ou respectivas fragdes + 1 mL do solvente

utilizado na extracao.

ApoOs a obtencdo da atividade antioxidante, a Concentragdo Efetiva 50%
(CEsp) do extrato etandlico e fragbes foram obtidas através da analise de regressao
linear pelo método dos minimos quadrados, obtendo-se a equacdo da reta e o
coeficiente de correlagao (r). A abscissa do grafico corresponde a concentracao do
extrato ou fragdes testados e a ordenada a porcentagem da atividade antioxidante.
Assim, quanto maior a reducdo do DPPH por uma amostra, menor € a CE5p € maior

€ sua atividade antioxidante.

4.6.2- Método de bioautografia com DPPH

A atividade antioxidante foi também avaliada por cromatografia em camada
delgada com gel de silica (cromatoplacas), utilizando DPPH como reagente. Foram
preparadas solug¢des-estoque do extrato etandlico e fracdes a uma concentragao de
10 mg/mL. Essas solugdes foram aplicadas nas cromatoplacas (10 pl) e eluidas com
diclorometano:metanol 5% para a fracao hexanica e diclometano:metanol 15% para
as fragdes diclorometanica, em acetato de etila e butandlica. O extrato etandlico foi
eluido com ambos sistemas de solventes. Apds a eluicdo, as cromatoplacas foram
reveladas com solugcdo de DPPH a 2,54 mM. Apés 30 min, ao abrigo da luz, a
visualizacdo foi realizada, e a presenca de halos brancos ou amarelados foi
considerada positiva para atividade antioxidante (CAVIN et al., 1998).

Cromatoplacas de referéncia foram desenvolvidas em silica gel, com as
mesmas fases méveis (diclorometano:metanol 5 e 15%), a fim de se identificar qual
(is) a(s) classe(s) de fitoconstituinte(s) bioativo(s) estava(m) presente(s) nas
amostras. Foram utilizados os reveladores acido sulfurico:vanilina (revelador
universal); hidroxido de potassio a 10% (reativo de Borntrager para identificagcao de
cumarinas); NP/PEG (para identificagdo de flavonoides), e Liebermann-Burchard
(para identificagao de esteroides e triterpenos). O fator de retencgéo (Rf) foi calculado
para cada banda que apresentou zonas brancas ou amareladas, isto é, que
reagiram com o DPPH.
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4.6.3- Método do poder de redugao do ferro

O poder de reducado das amostras foi determinado pelo método descrito por
Oyaizu (1986). As amostras foram diluidas em agua destilada obtendo as seguintes
concentragbes 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625 e 7,813 ug/mL, e 53,64; 28,82; 13,41;
6,7; 3,35 e 1,675 pg/mL para as fracbes hexanica e diclorometanica e para as
fragbes em acetato de etila e butandlica e extrato etandlico, respectivamente. A
essas diluigdes foram adicionados 2,5 mL de tampéo fosfato de potassio 200 yM pH
6,6 e 2,5 mL de ferrocianeto de potassio a 1%. Essa mistura foi incubada a 50 °C
por 20 minutos. Uma aliquota de 2,5 mL de acido tricloroacético a 10% foi
adicionada a mistura e procedeu-se a centrifugagdo a 3000 rpom. A camada superior
foi retirada e acrescida de 2,5 mL de agua destilada e 0,5 mL de cloreto férrico a
0,1%. A absorbancia foi medida a 700 nm em espectrofotémetro. Acido ascorbico e
rutina foram usados como referéncia. A CEsy foi calculada a partir da curva
absorbancia versus concentragao e esse valor determinou a concentragao efetiva na
qual a absorbancia foi 0,5 para o poder de reducdo. Todas as leituras foram

realizadas em triplicata.

4.6.4- Método do acido tiobarbiturico (TBA)

Este método determina a presenca de malonaldeido e substancias
provenientes de peroxidacgao lipidica (BUEGE; AUST, 1978), formando um complexo
colorido que é determinado por espectrofotometria. O teste foi realizado conforme
preconizado por Wong e outros (1995), com modificagdes.

Foram preparadas trés amostras com 25 g de carne moida, 17 mL de agua destilada
e 200 uL de extrato etandlico e fragcdes dissolvidos em metanol nas concentracoes
de 7,5; 15; e 30 mg/200 pl. 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol (BHT) foi usado como
controle positivo e metanol como controle negativo. Todas as solugdes preparadas
foram homogeneizadas e, em seguida, aquecidas, até o cozimento inicial da carne.
Posteriormente, adicionou-se agua destilada até completar o volume para 100 mL, e
procedeu-se a homogeneizacgao e transferéncia do homogenato obtido para frascos
ambar, armazenando-os sob refrigeragéo.

No dia do preparo das amostras e nos quatro dias consecutivos, 0,5 g de cada
homogenato foram transferidos para tubos de ensaio 12 x 75 mm e misturados com

50 ul de solucao etandlica de BHT a 4% (p/v), 2,5 mL de acido fosférico a 1% (v/v) e
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1,25 mL de &cido tiobarbiturico a 1% (p/v) em hidroxido de sodio 0,05 M. As
solugbes foram aquecidas em banho fervente por 15 minutos e, em seguida,
resfriadas em banho de gelo por 10 minutos. Depois de resfriadas, adicionou-se 3,0
mL de butanol em cada tubo de ensaio para que o complexo acido tiobarbiturico
(TBA)-malonaldeido (MDA) (indicativo de oxidagc&o da carne) passasse para a fase
organica com uma leve agitacdo por inversdo (10 vezes). Os tubos foram
centrifugados a 4000 rpm por 5 minutos e retirou-se o sobrenadante (fase
butandlica) de cada amostra. As analises foram realizadas em triplicata. A leitura foi
feita em espectrofotbmetro a 535 nm e calculou-se a concentracdo do complexo

TBA-MDA a partir da curva padrao de MDA. Butanol foi usado como branco.

4.7- AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Para a avaliagdo da atividade antibacteriana foram realizados ensaios com
dois propoésitos: 1) de triagem ou screening, utilizando o método de difusdo em agar;
e 2) de determinacdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM), empregando o
método de microdiluicdo. Os procedimentos seguiram as recomendacdes descritas
nos documentos elaborados pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
(CLSI, 2009a, 2009b). Para os experimentos microbiolégicos foram utilizadas as
seguintes amostras de referéncia, representativas de grupos bacterianos Gram-
positivos e Gram-negativos: Staphylococcus aureus ATCC 29213 (coco Gram-
positivo), Escherichia coli ATCC 10536 (bacilo Gram-negativo fermentador),
Salmonella typhimurium ATCC 13311 (bacilo Gram-negativo fermentador) e

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (bacilo Gram-negativo nao-fermentador).

4.7.1- Método de difusao em agar

Para a triagem do potencial antibacteriano de V. condensata foram utilizados
o extrato etandlico e as fragdes FH, FD, FA e FB. As solugdes-teste foram
preparadas a partir do extrato etandlico e fracbes, dissolvendo-os em
dimetilsulfoxido (DMSQO) até obter-se uma solu¢gdo com concentracao final de 500
mg/mL. Suspensbes bacterianas das amostras de referéncia selecionadas
previamente ativadas (cepas de bactérias cultivadas em agar Mieller-Hinton, a 35° +
2°C, em aerobiose, 16 a 18 horas), foram preparadas a partir de cinco (5) Unidades
Formadoras de Colbnias (UFC) em 4 mL de solugao fisiologica estéril (cloreto de

sédio a 0,9%), comparadas e ajustadas a escala padréo 0,5 de McFarland. Em



-46 -

seguida, com auxilio de um swab estéril, as suspensdes devidamente padronizadas
foram inoculadas na superficie de uma placa de Petri de 150 mm de diametro
contendo agar Mueller-Hinton em trés sentidos (diagonal, vertical e horizontal) para
obtencdo de crescimento homogéneo. Apds as inoculagdes, 20 pL das solugdes-
teste foram aplicadas em pogos de 6 mm. Como controles foram utilizados discos de
antibidticos comerciais de 6 mm impregnados com ampicilina 10 ug e cloranfenicol
30 pg para validagdo do procedimento, e DMSO, usado no preparo das solugdes-
teste, para verificagdo de provavel interferéncia no ensaio. As placas foram
incubadas em estufa bacterioldgica, a 35° £ 2°C, em aerobiose, por 16-18 horas.
Ap0ds o periodo de incubagao, as zonas de inibicdo de crescimento bacteriano foram
medidas com auxilio de haldmetro e registradas em milimetros de diametro (CLSI,

2011). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.7.2- Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

Para a determinacdo da menor concentragdo da solugdo-teste com
capacidade inibitéria de crescimento in vitro das amostras de referéncia
[Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)] foi utilizado o método de microdiluicdo em
caldo descrito pelo CLSI (2009b), com modificacbes. Todos os testes foram
realizados empregando caldo Mueller-Hinton (CMH). A partir de solu¢des-estoque de
12,5 mg/mL em DMSO a 1% foram preparadas dilui¢des sucessivas de 5,0 a 0,0025
mg/mL do extrato etandlico e das fracées FH, FD, FA, e FB em microplacas de 96
pocos. Para isso, foram transferidos 160 pl destas solugdes para os pogos que ja
continham 200 pL de CMH na primeira fileira (A) de A1 a A9. A partir da fileira B,
todos os pocos continham 180 ul de CMH. Apds homogeneizacao utilizando pipeta
multicanal, foram transferidos180 uL da fileira A para a B, e assim sucessivamente
até a H (ultima fileira), procedendo-se a diluicdo seriada. Em seguida, foram
descartados 180 pL dos pocos da fileira H. Para realizar o teste e completar o
volume final de 200 pL, foram adicionados 20 pL dos indculos bacterianos
previamente padronizados em todos 0s pocgos, inclusive nos controles positivo e
negativo. As suspensdes bacterianas previamente ativadas (cepas de bactérias
cultivadas em agar Mueller-Hinton, a 35° £ 2°C, em aerobiose, 16 a 18 horas) foram
preparadas a partir de cinco (5) Unidades Formadoras de Colonias (UFC) em 4 mL
de solucao fisiologica estéril (cloreto de sddio a 0,9%), comparadas e ajustadas a

escala padrdo 0,5 de McFarland. Finalmente, as placas foram incubadas em estufa
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bacteriologica a 35° £ 2°C, em aerobiose, 16 a 20 horas. Os testes foram realizados
simultaneamente com o controle de crescimento (CMH + micro-organismo) e o
controle negativo (CMH + extrato). Cloranfenicol foi utilizado como composto de
referéncia nas concentragbes de 500 a 0,24 ug/mL. A CIM foi calculada como a
menor diluigdo que apresentou completa inibicdo da cepa testada. Todos os testes
foram realizados em duplicatas. A leitura foi feita pela observacdo da presenca ou
auséncia de turbidez indicativa de crescimento bacteriano. Para melhor visualizagao
dos resultados foi utilizada solugéo de iodonitrotetrazolium (INT) na concentragao de
2 mg/mL. Foram aplicados 10 pl dessa solugédo sobre cada pogo e, apds incubacéo,
foi observada coloracdo avermelhada indicativa de crescimento bacteriano ou

manutencao da cor original compativel com auséncia de crescimento.

4.7.3- Determinagao da Concentragao Bactericida Minima (CBM)

A determinacéo da Concentragéo Bactericida Minima (CBM) foi realizada em
placa de Petri de 90 mm de didmetro contendo agar Muller Hinton. A placa de Petri
contendo o meio de cultura foi previamente demarcada de acordo com as posi¢cdes
das diluicdes do extrato e fracbes na microplaca. Uma aliquota do conteudo dos
pocos na microplaca onde nao foi visualizado crescimento foi transferida com o
auxilio de uma alca calibrada estéril para o local correspondente previamente
identificado na placa de Petri. A placa foi incubada em estufa bacteriolégica a 35° *
2°C, em aerobiose, por 16 a 18 horas. Foi determinada como CBM a menor
concentragdo que nado permitiu o desenvolvimento dos micro-organismos,

classificando o efeito como bactericida ou bacteriostatico.

4.8- AVALIAQAO DAS ATIVIDADES ANTINOCICEPTIVA E ANTI-INFLAMATORIA
4.8.1- Animais

Foram utilizados ratos Wistar (180 - 240 g) machos e camundongos Swiss
albinos machos (20 - 25 g) provenientes do Centro de Biologia da Reprodugao da
UFJF. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas com ragao e agua ad libitum
a temperatura ambiente (22° + 4°C). Doze horas antes da realizagdo dos
experimentos, os animais foram privados de ragdo. Os protocolos utilizados foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) desta
Instituicao (Protocolo n° 036/2010).
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4.8.2- Determinagao da toxicidade aguda

Grupos de dez camundongos receberam doses de 0,5; 1; 1,5; 2 e 3 g/kg do
EE, enquanto o grupo controle foi tratado com 10 mL/kg de DMSO a 1% em salina
por via oral. Os grupos foram observados por 48 h e no final desse periodo o numero
de animais mortos foi contado (DIETRICH, 1983). A dose letal 50% (DLsg) foi
determinada pelo teste dos probitos usando o percentual de mortos versus log da
dose (LITCHFIELD; WILCOXON, 1949). A partir da DLsy foram definidas aquelas

utilizadas nos experimentos para investigagao das atividades bioldgicas.

4.8.3- Teste das contor¢c6es abdominais

O teste de contorgdes abdominais em camundongos foi realizado de acordo
com Koster e outros (1959) e Collier e outros (1968). O EE foi administrado,
solubilizado em DMSO e salina, por via oral. Uma hora apds tratamento, 10 mL/kg
de acido acético a 0,6% foram administrados intraperitonealmente em cada
camundongo e o numero de contorgbes abdominais foi contado entre 10 e 30
minutos. O grupo controle recebeu 0,3 mL/30 g de DMSO a 1% em salina por via
oral. A indometacina (10 mg/kg) e a morfina (1 mg/kg) foram os controles positivos

administrados por via oral e subcutanea, respectivamente.

4.8.4- Teste da formalina

O teste foi realizado de acordo com Hunskaar e Hole (1987). Foram injetados
20 ul de formalina a 2,5% (em salina estéril) no espago subplantar da pata direita de
camundongos e a duracado do tempo da lambida foi determinada de 0 a 5 minutos
(12 fase) e 15 a 30 minutos (22 fase) apods aplicagao da formalina. O EE, solubilizado
em DMSO a 1% e salina, foi administrado, por via oral (100, 200 e 400 mg/kg), 1
hora antes da injecao da formalina (n = 8). Os animais controle receberam 10 mL/kg
de DMSO:salina 1% (v/v) por via oral. Morfina (1 mg/kg, subcutanea) e indometacina

foram usadas como controle positivo.

4.8.5- Teste da placa quente

Camundongos foram tratados conforme método descrito por Eddy e Leimbach
(1953). Os animais (n = 8) foram submetidos a placa aquecida a 55° £ 1°C. Trés

grupos de 8 camundongos foram tratados com EE (100, 200 e 400 mg/kg, v.0.) € 0
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grupo controle recebeu 10 mL/kg de DMSOQ:salina estéril 1% (v/v). As medidas foram
realizadas nos tempos zero, 30, 60 e 90 minutos apds administracdo do extrato, com
um tempo maximo de permanéncia sobre a placa (cut-off) de 40 segundos para
evitar lesdo nas patas dos animais. O efeito do pré-tratamento com naloxona (1
mg/kg, subcuténea) sobre a analgesia produzida pelo extrato (maior dose, via oral)
foi determinado em um grupo separado. Morfina (1 mg/kg, subcuténea), na auséncia

e presencga de naloxona, foi usada como controle positivo dos experimentos.

4.8.6- Teste de inducao do sono

O teste de indugdo do sono foi realizado em camundongos submetidos a
farmacos indutores do sono (PIERETTI et al., 1991). Os animais (n = 8) foram
divididos, separadamente, em grupos do pentobarbital, diazepam e meprobamato e
receberam, por via oral, o EE nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg e salina (grupo
controle). Apdés uma hora de tratamento, foram administrado pentobarbital (40
mg/kg, i.p.), diazepam (3 mg/kg, i.p.) e meprobamato (100 mg/kg, i.p.). O tempo do

sono foi determinado entre o intervalo da perda e recuperagao dos reflexos.

4.8.7- Método do edema de pata

O edema de pata foi induzido pela injecao de 0,1 mL de carragenina (2% p/v)
em salina e administrada na regiao subplantar da pata direita traseira de ratos Wistar
machos, pesando de 180 a 240 g, uma hora apos da administragcao do extrato por
via oral (100, 200 e 400 mg/kg) (WINTER et al., 1962). Na pata esquerda traseira,
usada como controle, foi injetada 0,1 mL de salina. A medida do edema foi realizada
em pletismbmetro nos tempos 1, 2, 3 e 4 horas apds injecdo de carragenina, e
calculada pela diferenca entre o volume deslocado da pata direita e o da esquerda.

Indometacina (10 mg/kg) foi usada como controle positivo.

4.8.8- Método de pleurisia

A pleurisia foi induzida em ratos Wistar pela inje¢ao intrapleural de 0,5 mL,
entre a terceira e a quinta costela do lado direito do mediastino, de uma suspenséao
de carragenina a 2% em solugao salina estéril (VINEGAR et al., 1973). Grupos de
seis ratos foram tratados com EE (100, 200 e 400 mg/kg, v.0.), indometacina (10
mg/kg, v.0.) ou DMSO:salina (10 mL/kg, v.0.) uma hora antes da aplicacdo do

agente inflamatdrio. Quatro horas apds a indugéo da inflamagao, os animais foram
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anestesiados com cloridrato de cetamina (75 mg/kg) e cloridrato de xilazina (10
mg/kg) e eutanasiados. Uma incisé&o foi feita entre a terceira e quinta costela em
cada lado do mediastino. O exsudato pleural foi coletado, transferido para um tubo
conico graduado e o volume foi determinado. Uma aliquota de 20 pL do exsudato foi

usada para determinar a contagem total de leucécitos em camara de Neubauer.

4.9- ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram demonstrados através da média + erro padréo. Analise
de variancia (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni, Tukey ou Student Newman-

Keuls foi utilizada para medir o grau de significancia para p < 0,05.
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5- RESULTADOS

5.1- PESQUISA E QUANTIFICAGAO DE CONSTITUINTES QUIMICOS

Os resultados da prospeccao fitoquimica obtidos por meio de reacdes de
identificacdo do EE, FH, FD, FA E FB obtidos a partir de folhas de V. condensata
estdo mostrados na Tabela 4. Pela analise dessa Tabela, observa-se que foi
detectada a presenca de taninos, flavonoides, cumarinas, triterpenos e esteroides,

saponinas e alcaloides, e auséncia de antraquinonas.

Tabela 4: Prospeccéo fitoquimica do extrato etandlico e fracdes das folhas de Vernonia
condensata.

Classe Quimica Reacéo de Identificagéo EE FH FD FA FB
Sais de Ferro + - - - +
Sais de Chumbo + - + + +
Taninos Acetato de Cobre + - + + +
Alcaloides - - + - -
Gelatina - - - - -
Cloreto de Aluminio + - + + +
Flavonoides Hidroxido de Sodio + - - + -
Shinoda - - - - -
Cumarinas Hidroxido de Potassio + + + - -
Triterpenos e Esteroides Lieberman-Buchard + + + - +
Saponinas indice de Espuma + - + - +
Dragendorff + + + + +
Alcaloides Mayer - - - - -
Bouchardat - - - - -
Bertrand - - - - -
Antraquinonas Borntraeger - - - - -

EE: Extrato etandlico; FH: Fragdo hexanica; FD: Fragao diclorometanica; FA: Fragdo em
acetato de etila; FB: Fragao butandlica.
Fonte: Os Autores (2012).

Considerando-se a determinacédo dos flavonoides totais, a maxima absorgao
foi observada no comprimento de onda de 420 nm, o qual foi utilizado para obtencao
da reta de calibracdo e consequente estabelecimento dos valores totais desse

metabdlito secundario, conforme preconizado por Sobrinho e outros (2008).
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Conforme mostra a Figura 15, a partir das leituras do padrdo rutina em
diferentes concentracdes foi obtida a reta de calibracdo. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de regressao linear para determinagado da equacao da reta e
do coeficiente de determinagao (Rz), produzindo a equacéao da reta de calibragao y =
0,010x + 0,059, R* = 0,978.

Figura 15: Curva de calibragéo da rutina.
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Fonte: Os Autores (2012).

O espectro de absorgao do acido galico foi obtido a partir de uma varredura
espectrofotométrica entre 420 e 900 nm. O comprimento de onda onde se observou
a maior absorcao foi 765 nm e esse foi selecionado para a quantificagao dos fendis
totais (SOUSA et al., 2007). Para tanto, tragou-se a reta de calibragdo do acido
galico [y= 0,0115x + 0,0102, R?= 0,9841 (Figura 16)].

Figura 16: Curva de calibragdo do acido galico.
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Fonte: Os Autores (2012).
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Os teores de fenois totais variaram de 0,19 a 23,11 g/100g no extrato
etandlico e fragdes de V. condensata (Tabela 5). As fracbes em acetato de etila e
butandlica apresentaram maiores teores de fendis totais quando comparadas com as
demais amostras testadas. A Tabela 5 também mostra que os teores de flavonoides
totais variaram de 0,13 a 4,10 g/100 g nas amostras avaliadas. A fragdo em acetato

de etila (4,10 + 0,03) revelou maior teor de flavonoides totais em relag&o a rutina.

Tabela 5: Teores de fenois e flavonoides totais no extrato etandlico e fragdes das folhas de
Vernonia condensata.

Amostra testada Fendis totais (g/100g) Flavonoides totais (g/100g)
Extrato Etandlico 11,73+ 0,18 0,16 £ 0,01
Fracdo hexanica 0,19 +0,03 0,13 + 0,01
Fragao diclorometanica 2,48 + 0,08 1,48 + 0,02
Fragdo em acetato de etila 23,11 £ 0,90 4,10 + 0,03
Fragao butandlica 15,14 £ 0,07 0,94 + 0,00

Fonte: Os Autores (2012).

5.2- ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A capacidade antioxidante foi avaliada por meio de trés métodos: 1) DPPH; 2)
poder de reducdo do Fe*?; e 3) acido tiobarbitrico (TBA).

Para avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de DPPH,
primeiramente foi tracado o espectro de absor¢ao desse radical entre 448 nm e 680
nm, revelando pico maximo de absor¢ao a 520 nm. A Tabela 6 mostra os valores de
CEso, que corresponde a quantidade necessaria da amostra para reduzir em 50% a
acao oxidante do DPPH. As amostras testadas apresentaram capacidade
sequestrante frente ao radical DPPH nas concentracdes avaliadas. Pela analise
desta Tabela, a CEsp variou de 18,44 + 0,54 a 147,14 £ 0,40 ug/mL. A fracédo em
acetato de etila produziu a maior capacidade antioxidante em relacdo as demais
fragoes.

A atividade antioxidante também foi avaliada pelo método do poder de
reducdo do Fe™. Conforme mostra a Tabela 6, a CEsy variou de 19,98 + 0,42 a
336,48 + 11,05 pg/mL e a fragdo em acetato de etila apresentou maior capacidade
de reducdo dos fons Fe™ em relacdo as demais, semelhante aos achados

anteriores.
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Tabela 6: Atividade antioxidante do extrato etandlico e das fragdes obtidos das folhas de
Vernonia condensata.

DPPH Poder de Reducdo Fe*

Amostra testada

CEso (ng/mL) CEso (Mg/mL)
Extrato etandlico 35,44 + 0,76 54,42 £+ 0,19
Fracao hexanica 147,14 £ 0,40 212,45 £ 0,02
Fracao diclorometanica 51,69 = 0,44 336,48 + 11,05
Fragao em acetato de etila 18,44 + 0,54 19,98 £ 0,42
Fragao butandlica 48,45 + 0,26 53,88 + 0,085
Rutina 14,29 + 0,11 8,27 £ 0,25
Acido Ascérbico - 1,73 £ 0,04

Fonte: Os Autores (2012).

O método de bioautografia com DPPH foi empregado com o intuito de
confirmar e detectar constituintes com atividade antioxidante no extrato etandlico e
fragbes. Apds aplicacdo das amostras a serem investigadas (EE, FH, FD, FA e FB)
em placas cromatograficas, eluidas e reveladas com DPPH, foram detectadas
bandas caracteristicas de substancias que possuem atividade antioxidante (Figura
17).

Figura 17: Bioautografia em cromatografia em camada delgada do extrato etandlico e
fragcOes obtidas das folhas de V. condensata.

Rerelacar:=eCl,
%)  Elvenle (MeCl-Me0 16%)

* Eluigao e revelagdo com:

a) EE e FH eluidos em diclorometano:metanol 5% e revelados com Liebermann Burchad e
DPPH.

b) EE, FD, FA e FB eluidos em diclorometano:metanol 15% e revelados com cloreto férrico
e DPPH.

c) EE e FH eluidos em diclorometano:metanol 5% e revelados com NP/PEG e DPPH.

d) EE, FD, FA e FB eluidos em diclorometano:metanol 15% e revelados com NP/PEG e
DPPH.

** Nao foi possivel calcular o Rf em virtude de retengéo na origem.

Fonte: Os Autores (2012).
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Finalmente, a atividade antioxidante foi avaliada pelo método TBA e, a partir
das leituras do padrdo de malonaldeido (MDA) em diferentes concentragdes, foi
obtida a curva de calibragdo mostrada na Figura 18. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de regressao linear para determinagdo da equacao da reta e
do coeficiente de determinacéao (RZ), produzindo a equagéao da reta de calibragao y =
0,1758x + 0,0109, R* = 0,9225.

Figura 18: Curva de calibragdo do malonaldeido.
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A concentragao de MDA formado ao longo dos cinco (5) dias de experimento
diminuiu para o homogenato tratado com o extrato etandlico e fragdes de V.
condensata nas concentragées de 7,5, 15, e 30 mg/mL, assim como o controle
positivo quando comparado ao controle negativo (Tabela 7). Considerando a
concentracado de 30 mg/mL no 5° dia de experimento, a fragcao em acetato de etila foi

a mais ativa em inibir a formag¢ado do MDA no homogenato.
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Tabela 7: Concentracdo de malonaldeido (MDA) em mMol/L obtida por meio do método do acido
tiobarbiturico (TBA) com extrato etandlico e fragdes obtidas das folhas de Vernonia condensata.

Amostra Testada

Concentragdo de MDA (mMol/L)

Dia 0

Dia 1

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Controle negativo

0,29+0,015

0,39+0,048

0,46+0,019

0,95+0,0057

1,33+0,005

BHT 7,5mg  0,43+0,001*** 0,68+0,030*** 0,60+0,064*** 0,18+0,015*** 0,20+0,008***
15mg 0,17£0,017*** 0,430,018 0,36+0,005 0,17+0,006***  0,17+0,005***
30 mg 0,18+0,003  0,18£0,005*** 0,20+0,002*** 0,15+0,008***  0,14+0,003***
EE 7,5mg 0,61+0,000**  0,32#0,011  0,67+0,007*** 0,49+0,011*** 0,45+0,008***
15 mg 1,04£0,002***  0,56+0,03*** 0,40+0,005 0,48+0,019***  0,46+0,013***
30 mg 0,57+0,07***  0,68+0,006*** 0,25+0,000***  0,42+0,04***  0,43+0,03***
FH 7,5 mg 0,17+0,01*** 0,42+0,01 0,480,005 0,68+0,031***  0,71+0,037***
15mg  0,38+0,011 0,43+0,03 0,47+0,01 0,55+0,002***  0,65+0,006***
30 mg 0,32+0,04 0,56+0,005*** 0,46+0,01 0,61+0,009***  0,730,73***
FD 7,5 mg 0,18+0,01**  0,21+0,01** 0,37+0,003*** 0,39+0,005*** 0,35+0,009***
15 mg 0,210,013  0,20+0,005***  0,44+0,004 0,42+0,005***  0,27+0,011***
30 mg 0,28+0,007  0,20+0,068***  0,38+0,002 0,36+0,000***  0,38+0,004***
FA 7,5 mg 0,26+0,011 0,39+0,007  0,59+0,008***  0,18+0,01***  0,54+0,01***
15mg  0,26+0,002***  0,25+0,013 0,37+0,000 0,35+0,009***  0,34+0,005***
30 mg 0,28+0 0,28+0*** 0,20+0,005***  0,19+0,003***  0,18+0,003***
FB 7,5mg 0,33+0,002***  0,75+0,002 0,46+0,018 0,57+0,003***  0,38+0,009***
15 mg 0,34+0,01 1,21+£0,008*** 0,57+0,005*** 0,69+0,011***  0,36+0,034***
30mg  0,17+0,008*** 0,64+0,006***  0,52+0,009 0,64+0,015***  0,42+0,005***

n = 3; *** p < 0,001 significativamente diferente do controle negativo.
BHT = 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol.
EE: Extrato etandlico; FH: Fragdo Hexanica; FD: Fragao Diclorometanica; FA: Fragdo em Acetato de
Etila; FB: Fragdo Butandlica.
Fonte: Os Autores (2012).
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5.3- ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Os resultados de triagem da atividade antibacteriana do extrato etandlico e
das fragbes das folhas de V. condensata obtidos pelo método de difusdo em agar
estdo mostrados na Tabela 8. Pela analise desta Tabela observa-se que as fragcdes
hexéanica, diclorometénica e em acetato de etila foram ativas frente a S. aureus
ATCC 29213, hexanica e diclorometanica foram ativas frente a E. coli ATCC 10536,
e somente a diclorometanica foi ativa frente a Salmonella typhimurium ATCC 13311.
O extrato etandlico e as fragdes revelaram-se inativos frente a P. aeruginosa ATCC
27853. O extrato etandlico e a fragdo butandlica mostraram-se inativos frente a todas

as cepas bacterianas testadas.

Tabela 8: Atividade antibacteriana do extrato etandlico e fragdes das folhas de Vernonia condensata
pelo método de difusédo em agar.

Diametro de inibicdo do crescimento (mm)

Amostra testada ou antibiotico S. aureus E. coli P. aeruginosa S. typhimurium
ATCC 29213 ATCC 10536 ATCC 27853 ATCC 13311
Extrato Etandlico 0 0 0
Fracdo Hexanica 12 12 0
Fracao Diclorometanica 20 18 0 11
Fracdo em Acetato de Etila 18 0 0
Fracao Butandlica 0 0 0
DMSO 0 0 0
Cloranfenicol 18 12 0* 22
Ampicilina 37 19 o* 20

- ATCC = American Type Culture Collection.

- Os valores correspondem a média dos halos e a concentragdo da solugdo-estoque do extrato
etandlico e das fracdes utilizada foi de 500 mg/mL.

- Testes realizados em triplicata.

*Resultado de acordo com CLSI para esta amostra de referéncia bacteriana = controle de qualidade
negativo.

Fonte: Os Autores (2012).

A Tabela 9 apresenta os valores da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM)
obtidos com o extrato etandlico e fragdes das folhas de V. condensata. O extrato e
as fragbes revelaram valores de CIM entre 1,25 e 5,0 mg/mL. Nas concentragdes
testadas, todas as amostras investigadas foram capazes de inibir o crescimento das
cepas bacterianas selecionadas.
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Tabela 9: Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM) do extrato
etandlico e fragdes das folhas de Vernonia condensata.

Amostra Testada

ou Antibistico Micro-organismo CIM (mg/mL)  CBM (mg/mL) Efeito
Staphylococcus aureus 2,5 >2,5 Bacteriostatico

EE Escherichia coli >5 NR NR
Salmonella typhimurium >5 NR NR
Pseudomonas aeruginosa 5 >5 Bacteriostatico
Staphylococcus aureus 1,25 2,5 Bacteriostatico

FH Escherichia coli 5 >5 Bacteriostatico
Salmonella typhimurium 5 5 Bactericida
Pseudomonas aeruginosa 5 5 Bacteriostatico
Staphylococcus aureus 2,5 5 Bacteriostatico

FD Escherichia coli 1,25 25 Bacteriostatico
Salmonella typhimurium 2,5 >2,5 Bactericida
Pseudomonas aeruginosa 5 >5 Bactericida
Staphylococcus aureus 1,25 1,25 Bactericida

FA Escherichia coli >5 NR NR
Salmonella typhimurium 5 >5 Bacteriostatico
Pseudomonas aeruginosa >5 NR NR
Staphylococcus aureus >5 NR NR

FB Escherichia coli >5 NR NR
Salmonella typhimurium 5 >5 Bacteriostatico
Pseudomonas aeruginosa 5 >5 Bacteriostatico
Staphylococcus aureus 0,062

Cloranfenicol Escherichia coli 0,015
Salmonella typhimurium 0,001 NR NR
Pseudomonas aeruginosa 0,015

- NR = N&o Realizado.

- As concentragbes dos extratos variaram de 5,0 a 0,039 mg/mL.

- Cloranfenicol foi usado como antibiotico de referéncia nas concentra¢des de 0,5 a 0,024 mg/mL.
*Resultados validados por Temponi (2012) e também obtidos no presente estudo.

Fonte: Os Autores (2012).

A Tabela 9 também apresenta os valores da Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) do extrato etandlico e das fragbes das folhas de V. condensata. As
amostras testadas que revelaram CIM superiores a 5 mg/mL nao tiveram o efeito
bacteriostatico ou bactericida estabelecido. Pela analise desta Tabela, os valores da
CBM observados com o extrato etandlico frente as cepas de S. aureus e P.
aeruginosa testadas revelaram um efeito bacteriostatico. O efeito bacteriostatico da

fragdo hexanica foi demonstrado para S. aureus, E. coli e P. aeruginosa, enquanto a
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atividade bactericida foi observada para Salmonella typhimurium. A fragéo
diclorometanica produziu CBM do tipo bacteriostatica para S. aureus e E. coli e
bactericida para P. aeruginosa e Salmonella typhimurium. O CBM bactericida para S.
aureus e bacteriostatica para Salmonella typhimurium foi determinada na presenca
da fracdo em acetato de etila. A fracdo butandlica produziu efeito bacteriostatico

para Salmonella typhimurium e P. aeruginosa.

5.4- ATIVIDADES ANTINOCICEPTIVA E ANTI-INFLAMATORIA DO EXTRATO
ETANOLICO

Nas doses administradas de 100, 200 e 400 mg, o extrato etandlico das folhas
de V. condensata nao foi toxico aos animais avaliados, apresentando uma DLsg
acima de 3 g/kg. No entanto, foi observado que os animais mostraram-se sonolentos
durante o experimento que empregou doses mais altas. Doses de 100, 200 e 400
mg/kg do extrato etandlico também reduziram significativamente (p < 0,001) as
contorgdes abdominais induzidas por acido acético quando comparadas ao grupo

controle (Figura 19).

Figura 19: Efeito do extrato etandlico das folhas de Vernonia condensata sobre as
contor¢des abdominais induzidas por acido acético em camundongos.
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n = 8; *** p < 0,001 significativamente diferente do grupo controle.
Fonte: Os Autores (2012).
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A atividade antinociceptiva também foi avaliada por meio do teste da
formalina. A Tabela 10 mostra que a injegéo intraplantar de formalina promoveu uma
resposta caracteristica bifasica. O tempo da lambida da primeira fase (0-5 min) foi de
69,37 + 3,63 segundos e a segunda fase (15-30 min) foi de 79,37 + 4,15 segundos
para o grupo controle. Apés 60 minutos de tratamento, as doses de 200 (51,50 +
4,44; p < 0,01) e 400 mg/kg (48,00 + 4,37; p < 0,01) inibiram significativamente a
primeira fase. A segunda fase foi reduzida em 45,36; 56,38 e 64,26% nas doses de

100, 200 e 400 mg/kg, respectivamente, quando comparadas ao grupo controle.

Tabela 10: Efeito do extrato etandlico das folhas de Vernonia condensata sobre a
nocicepg¢ao induzida por formalina em camundongos.

Tempo de reagao (s)

Dose

Grupo 12 fase 2% fase
(mglkg) — —
Média + E.P. Inibicdo (%) Média + E.P. Inibigdo (%)

Controle Salina 69,37+3,63 - 79,37+4,15 -

100 67,7+3,94 - 43,37+5,15*** 45,36
Extrato etandlico 200 51,50+4,44** 25,14 34,62+4,16*** 56,38

400 48,00+4,37** 31,15 28,37+3,98*** 64,26
Indometacina 10 63,75+2,74 8,10 31,50+1,72*** 60,31
Morfina 1 19,87+3,91*** 66,98 28,75+5,64*** 63,78

n=38; **p<0,01; ***p < 0,001 significativamente diferente do grupo controle.
Fonte: Os Autores (2012).

Conforme mostra a Tabela 11, o extrato etandlico de V. condensata aumentou
o tempo de permanéncia de camundongos expostos a placa quente. No tempo zero
e 30 min, ndo houve efeito significativo quando comparado ao grupo controle. Apos
60 e 90 min de tratamento, a dose de 400 mg/kg (10,13 £ 0,39 e 11,14 + 1,33 s,
respectivamente) aumentou significativamente o tempo de permanéncia (p < 0,001).
A naloxona, um antagonista opioide, reduziu o efeito da morfina, mas nao alterou

totalmente o efeito analgésico do extrato testado.
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Tabela 11: Efeito do extrato etandlico das folhas de Vernonia condensata sobre o tempo de
laténcia de camundongos expostos ao teste da placa quente.

Grupo Dose Tempo de laténcia (s)
(mg/kg) Tempo O’ Tempo 30° Tempo 60’ Tempo 90’
Controle Salina  5,01+0,31 5,56+0,83 5,565+0,47 5,94+0,64
100 5,03+0,46 4,88+0,84 5,71+0,40 5,94+0,87
Extrato etanodlico 200 5,46+0,54 6,01+0,38 6,85+0,45 7,50+0,77
400 5,50+0,67 7,64+0,99 10,13+£0,39***  11,14+1,33***
Morfina 1 6,24+0,77  9,77+0,44***  11,82+0,39***  14,51+0,94***
Naloxona+Morfina 1+1 5,67+0,68 9,99+0,96***  8,24+0,56** 7,01+0,59
Naloxona+Extrato 1+400 5,54+0,74  8,39+0,67*  12,16+0,74**  12,03+1,05***

n = 8; *p<0.05; **p < 0,01; ***p < 0,001 significativamente diferente do grupo controle.

Fonte: Os Autores (2012).

Doses de 200 e 400 mg/kg do extrato etandlico potencializaram o tempo de

sono induzido por pentobarbital , meprobamato e diazepam (Figura 20).

Figura 20: Efeito do extrato etandlico das folhas de Vernonia condensata sobre o tempo de
sono induzido por diazepam, pentobarbital e meprobamato em camundongos.
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n=8; **p <0,01; ***p < 0,001 significativamente diferente do grupo controle.

Fonte: Os Autores (2012).
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Os resultados observados do efeito anti-inflamatério do extrato etandlico de V.
condensata avaliado pelo método do edema de pata induzido por carragenina €

mostrado na Tabela 12.

Tabela 12: Efeito do extrato etandlico das folhas de Vernonia condensata sobre o edema de
pata induzido por carragenina em ratos.

Grupo Dose Volume deslocado da pata direita (mL)
(mg/kg) 1h 2h 3h 4 h
Controle Salina  0,65+0,09  0,85+0,09 0,93+0,06 1,10+0,08
100 0,42+0,02 0,72+0,03 0,73+0,07* 0,85+0,05*
Extrato etandlico 200 0,46+0,04  0,51+0,06* 0,72+0,03* 0,70+0,09**
400 0,45+0,03  0,59+0,07* 0,63+0,04** 0,74+0,06**
Indometacina 10 0,41+0,09 0,43+0,08** 0,51+0,08***  0,55+0,06***

n = 6; *p<0.05; **p < 0,01; ***p < 0,001 significativamente diferente do grupo controle.
Fonte: Os Autores (2012).

Os efeitos sobre a pleurisia demonstraram que as doses testadas reduziram,

significativamente, o volume do exsudato e o n° de leucdcitos totais (Tabela 13).

Tabela 13: Efeito do extrato etandlico das folhas de Vernonia condensata sobre o exsudato
pleural e numero de leucdcitos na pleurisia induzida por carragenina em ratos.

Volume do InibicAo  N°de Leucdcitos Inibicdo
Grupo Dose (mg/kg) 5 5
exsudato (mL) (%) (x10” cels/mm?~) (%)

Controle Salina 1,85+0,06 - 13,50+0,56 -

100 1,72+0,13 7,03 10,18+0,24*** 24,60
Extrato etandlico 200 1,53+0,07** 17,30 9,47+0,10*** 29,85

400 1,20+0,08*** 35,13 8,17+0,14*** 39,50
Indometacina 10 0,75+0,10*** 59,46 7,76+0,46*** 42,52

n = 6; *p<0,01; ***p<0,001 significativamente diferente do grupo controle.
Fonte: Os Autores (2012).
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6- DISCUSSAO

Os ensaios fitoquimicos e a determinagdo de constituintes fendlicos
permitiram identificar as principais classes quimicas presentes no extrato etandlico e
nas fracbes de V. condensata, bem como quantificar os teores de fendis e
flavonoides totais. Assim sendo, detectou-se a presenca de taninos, flavonoides,
cumarinas, triterpenos e esteroides, saponinas e alcaloides nas folhas desta espécie
vegetal. A maioria dessas classes foi previamente descrita em V. condensata
(RISSO; SCARMINIO; MOREIRA, 2010). Entretanto, este € o primeiro relato de
deteccdo de cumarinas. Uma variedade de experimentos in vitro e in vivo tém
demonstrado que flavonoides, taninos, triterpenos e outros metabdlitos secundarios
possuem propriedades antioxidante, antimicrobiana, antinociceptiva e anti-
inflamatéria (GARCIA-LAFUENTE et al., 2009; SALMINEN et al., 2008; SHER, 2009;
NG; LIU; WANG, 2000; VAN ACKER et al., 1996; YUAN et al., 2006).

Esta também é a primeira descrigdo da quantificacdo dos teores de fendis e
flavonoides totais no EE e fragcbes das folhas de V. condensata. A FA apresentou o
maior teor de fendis e flavonoides totais. Constituintes fendlicos tais como
flavonoides tém sido investigados por suas propriedades anti-inflamatoria,
antimicrobiana, antinociceptiva e antioxidante (CUSHNIE; LAMB, 2006; ORHAN et
al., 2006; TOKER et al., 2004; VAN ACKER et al., 1996). Além disso, os flavonoides
tém sido isolados e identificados em diferentes espécies de Vernonia, o que pode
representar um importante marcador quimiotaxonémico (AHMAD; CHAUDHARY;
JANBAZ, 2010; IGILE et al., 1994; MALAFRONTE et al., 2009).

Considerando ainda os constituintes fendlicos em espécies de Vernonia,
estudos realizados com V. amygdalina demonstraram que o teor de fendis totais foi
de 0,20 a 0,27 g/100g (OBOH; AKINDAHUNSI, 2004), de 0,061 a 1,11 g/100g (ITA,
2010) e 0,24 g/100g (OLAJIRE; AZEEZ, 2011). Em Vernonia blumeoides, o teor de
fendis totais variou de 0,014 a 0,41 g/100g nos extratos etandlico, cloroférmico, em
acetato de etila e butandlico (ALIYU et al., 2011). Os resultados obtidos no presente
estudo mostraram que, em solventes de diferentes polaridades, o teor de fenois
totais variou de 0,19 a 23,11 g/100g (Tabela 5). Por suas caracteristicas fisico-
quimicas, a FA foi a fracdo mais efetiva na extragcdo dos fendis totais, o que
corroborou com estudos de espécies do género Vernonia (ALIYU et al., 2011; ITA,
2010).
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Na espécie V. amygdalina, o teor de flavonoides totais foi de 0,22 g/100g
(OLAJIRE; AZEEZ, 2011) ou de 0,041 a 0,466 g/100g (ITA, 2010). Em V.
condensata, o teor variou de 0,16 a 4,10 g/100g utilizando solventes de diferentes
polaridades. Assim como na quantificacdo de fendis totais, o acetato de etila
produziu um maior rendimento de flavonoides e pode ser o solvente mais apropriado
para a extracdo de substancias dessa classe de metabdlito.

Um crescente interesse pelas propriedades farmacolégicas dos flavonoides
e constituintes fendlicos de um modo geral tem sido observado nos ultimos anos.
Uma das justificativas € a atividade anti-inflamatéria que apresentam. Muitos estudos
tém sido realizados buscando elucidar suas propriedades antioxidantes, uma vez
que a presencga de radicais livres, mais apropriadamente denominados espécies
reativas de oxigénio (EROs) tém sido relacionadas a certas doencas cronicas, tais
como as autoimunes (artrite reumatoide, lupus eritematoso sistémico), cancer e
doenca de Parkinson (CHUNG et al., 1998).

As EROs sado moléculas altamente reativas originadas do metabolismo de
oxigénio e sao responsaveis por causar danos graves as ceélulas e aos tecidos
levando a inumeras doengas degenerativas. Entre as patologias envolvidas,
destacam-se as doengas cardiovasculares, as doengas neurodegenerativas, as
mutacdes e o cancer. Dessa forma, a busca por substancias com potencial atividade
antioxidante tornou-se alvo de incessantes pesquisas especialmente aquelas
relacionadas ao estudo de produtos naturais bioativos (LEE et al., 2003).

Diversos métodos sdo usados para avaliar a atividade antioxidante. No
presente estudo optou-se por adotar a atividade sequestrante de radicais livres
(DPPH), o poder de reducéo dos ions Fe** e a atividade da inibigdo da peroxidacéo
lipidica (método TBA). Esses métodos foram selecionados por serem faceis, rapidos,
reprodutiveis e envolverem, de um modo geral, substancias cromogénicas de um
radical simulando as EROs que, na presenca de substidncia antioxidante,
desaparecem.

Na atividade sequestrante de radicais livres, o DPPH é um cromdforo estavel
e, na presenca de etanol, apresenta um pico de absorcdo maximo em 520 nm,
possuindo coloracdo violeta intensa (MENSOR et al., 2001). A medida que o radical
DPPH é reduzido por um antioxidante, o elétron desemparelhado torna-se
emparelhado e a absortividade desaparece (BRAND; CUVELIER; BERSET, 1995).
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De acordo com os resultados demonstrados na Tabela 5, a atividade
antioxidante apresentada pelo EE e fracbes ndo € devida apenas a uma substancia
ou a uma classe de sustancias. Os flavonoides e outros constituintes fendlicos séo
conhecidos por possuirem atividade antioxidante (BROINIZI et al., 2007) e a
presenca desses compostos em V. condensata certamente pode contribuir para a
expressao dessa propriedade. As fracbes FA e FB apresentaram as maiores
quantidades de fendis totais (23,11 £ 0,90 e 15,14 + 0,07 g/100g, respectivamente).
Essas fragdes também apresentaram uma maior atividade antioxidante com CEsg de
18,44 + 0,54 e 48,45 + 0,26 pg/mL, respectivamente (Tabela 5).

A determinacdo do poder de reducdo indica a capacidade de uma
substancia de doar elétrons, e consequentemente, de reduzir os intermediarios
oxidados (OYAZU, 1986). As fracbes FA e FB apresentaram melhores poderes de
reducdo, com CEso de 19,98 £ 0,42 e 53,88 £ 0,08 pg/mL, respectivamente. Esses
resultados confirmaram aqueles obtidos pelo método DPPH anteriormente descritos.

A peroxidagao lipidica, processo oxidativo, inicia-se com a reagdo de um
radical livre com o acido graxo insaturado, resultando na formacgao de hidroperéxidos
lipidicos e aldeidicos (LIMA; ABDALLA, 2001). Dessa forma, o método de
determinacdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA) consiste na
reacao desse acido com os produtos de decomposicao dos hidroperdxidos, sendo
que um dos principais produtos formados é o malonaldeido (MDA). Cada molécula
de MDA reage com duas moléculas de TBA, formando um complexo de cor
vermelha que apresenta absorcdo a 532-535 nm (OSAWA; FELICIO; GONCALVES,
2005). Assim, os resultados obtidos na presente investigacdo demonstraram que o
EE e as fragdes das folhas de V. condensata reduziram a produgao de MDA (Tabela
7). No entanto, apds cinco (5) dias de experimento, a FA foi a mais efetiva em inibir a
formacdo de MDA, demonstrando grande potencial para a busca de substancias
com atividade antioxidante.

Evidéncias de produtos naturais com agao antioxidante tém sido descritas na
literatura e a mesma parece somar-se aquela do sistema antioxidante enddgeno
(KANTER, 1998). Assim, um grande numero de trabalhos sobre plantas medicinais
com potencial agdo antioxidante tem sido desenvolvido nos ultimos anos (NG; LIU;
WANG, 2000; SCHINELLA et al.,, 2002). Essa agdo advém da formagdo de
constituintes do metabolismo secundario que sédo produzidos pelas plantas para

protegé-las dos radicais livres gerados pelo estresse oxidativo imposto pela radiagao
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solar e outros estresses ambientais (SCARTEZZINI, 2000). Entre os constituintes
fendlicos presentes nos extratos vegetais destacam-se os flavonoides, taninos,
catequinas, proantocianidinas e alguns acidos polifendlicos (ACKER et al., 1996;
NG; LIU; WANG, 2000).

Com base nos resultados encontrados, pode-se afirmar que o EE e as
fragbes FB e FA das folhas de V. condensata apresentam substancias doadoras de
elétrons e prétons, capazes de neutralizar radicais livres e torna-los produtos mais
estaveis, além da capacidade em reduzir intermediarios oxidativos dos processos de
peroxidacgao lipidica.

Com relacdo ao potencial antibacteriano, as investigagbes de novos
antimicrobianos em extratos vegetais justificam-se pela grande variedade de
substancias quimicas presentes nas diferentes partes das plantas que exibem acéao
farmacologica (COWA, 1999; NASCIMENTO et al., 2000; SHER et al., 2009).

O método de difusdo em &agar foi utilizado para a triagem da provavel
atividade antibacteriana do EE e fra¢des das folhas de V. condensata. Os resultados
obtidos revelaram que o EE e a FB nao foram ativos frente as cepas bacterianas
testadas. Contudo, FH, FD e FA inibiram o crescimento bacteriano. A FD foi mais
ativa frente ao S. aureus, sendo também ativa contra as cepas de E.coli e
Salmonella typhimurium, e nado demonstrou atividade frente a P. aeruginosa. A FH
mostrou-se ativa contra as cepas de S. aureus e E. coli. A FA evidenciou atividade
apenas frente a S. aureus. A atividade demonstrada por essas fragdes pode ser
atribuida aos metabdlitos secundarios detectados na etapa de prospecgao
fitoquimica. Segundo Cechinel Filho e Yunes (1998), a FD possui substancias
pertencentes as classes das lignanas, flavonoides metoxilados, sesquiterpenos,
lactonas, triterpenos e cumarinas. A FA contém flavonoides, taninos, xantonas,
acidos triterpénicos, saponinas e substancias fendlicas em geral. Na FH, por sua
vez, €& possivel encontrar terpenos e esteroides. Estudos demonstraram que
diferentes substancias pertencentes as classes citadas apresentam atividade
antimicrobiana (AKIYAMA et al., 2001; CUSHNIE; LAMB, 2006; MANDAL et al.,
2005; SHER, 2009; SOLIS et al., 2004).

O aumento crescente da frequéncia de cepas bacterianas resistentes a
antibidticos, como por exemplo, S. aureus resistente a oxacilina, meticilina e com o
provavel surgimento de linhagens resistentes a vancomicina e E. coli resistente as

tetracilinas, estreptomicinas, sulfonamidas, ampicilina e kanamicina (COSTA et al.,
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2006; SADER et al., 1993), torna-se importante a busca por novos farmacos. Assim,
para um melhor entendimento dos resultados preliminares obtidos no teste de
difusdo em agar procedeu-se a determinacdo da CIM. Como nado se pode
correlacionar efetivamente o tamanho do halo de inibicdo e o potencial
antimicrobiano, todas as amostras tiveram as CIMs determinadas. Uma das
justificativas para essa n&o correlagéo entre os valores do halo de inibicdo e a CIM é
a diferenca no grau de difusibilidade dos produtos ativos no gel de agarose
(VALGAS et al., 2007).

Os resultados da CIM para o EE e as fragbes ratificaram os resultados da
difusdo em agar, sendo que as CIMs mais significativas foram observadas com EE
(2,5 mg/mL), FH (1,25 mg/mL), FD (2,5 mg/mL) e FA (1,25 mg/mL) frente ao S.
aureus. A FA teve acdo bactericida a 1,25 mg/mL para S. aureus. A FD teve CIM
significativa também frente as cepas de E. coli e de Salmonella typhimurium.

O estudo da toxicidade aguda demonstrou que o EE, administrado por via
oral, ndo induziu a morte de animais no modelo experimental adotado. A DLsy €
utilizada como um dos principais parametros para avaliagado da toxicidade aguda. A
auséncia de o6bitos conferiu margem de seguranga para a utilizagdo do extrato.
Entretanto, as doses administradas produziram sonoléncia. Esse efeito demonstrou
que provavelmente o extrato possuia uma acao sobre o Sistema Nervoso Central
(SNC) como indutor do sono.

Considerando que o uso de farmacos analgésicos e anti-inflamatérios
disponiveis comercialmente exerce uma gama de efeitos adversos, existe um grande
interesse por parte dos pesquisadores em investigar novos agentes terapéuticos a
partir de produtos naturais (BOVILL, 1997; FAGUNDES et al., 2010; SOUSA et al.,
2010). Nesse contexto, estudos tém sido realizados com produtos naturais em
modelos de dor e inflamagdo com intuito de avaliar o potencial farmacoldgico, bem
como desenvolver novas opgdes terapéuticas (BOVILL, 1997; FAGUNDES et al.,
2010; MATTA et al., 2011; SOUSA et al., 2010; VAZQUEZ et al., 2011; YUAN et al.,
2006)

No presente estudo, o EE foi investigado usando modelos classicos de
nocicepgao (contorgdes abdominais induzidas por acido acético e testes da
formalina e placa quente) e inflamagéao aguda (testes do edema de pata e pleurisia
induzida por carragenina). Os resultados indicaram que o EE possui atividades
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antinociceptiva e anti-inflamatéria, fornecendo a base cientifica para explicar, em
parte, 0 uso da espécie na medicina popular brasileira.

O teste de contorgdes abdominais, mesmo inespecifico, tem sido largamente
usado como uma ferramenta basica para avaliar as propriedades analgésica e anti-
inflamatoria de produtos naturais e sintéticos com agéo central e/ou periférica (LAPA
et al.,, 2008). Segundo Collier e outros (1968), o acido acético age indiretamente
induzindo a liberacdo de mediadores enddgenos sensiveis a farmacos anti-
inflamatorios ndo-esteroides e opioides (FISCHER et al., 2008). Esse acido também
promove um aumento de PGE2 e PGF2, histamina, bradicinina, serotonina,
substancia P e algumas citocinas (IL-18, TNF-a e IL-8) que sensibilizam os
nociceptores em propagar o estimulo doloroso (BASTOS et al., 2001; DERAEDT et
al., 1980; NEMIROVSKY et al., 2001; RIBEIRO et al, 2000; VERMA et al., 2005;
WHITTLE, 1964). Contudo, os mediadores inflamatérios mais importantes sdo as
prostaglandinas, pois causam a hiperalgesia ao tornar as fibras nociceptivas
aferentes potencialmente mais sensiveis aos diferentes mediadores da dor e
inflamacao (SANTOS et al., 1998). Além disso, o resultado obtido corrobora com os
estudos realizados previamente (FRUTUOSO et al., 1994; RISSO; CARMINIO;
MOREIRA, 2010; VALVERDE et al., 2001).

A nocicepgao induzida por formalina foi empregada no presente estudo, pois
causa um dano local do tecido da pata e ¢é indicativo de dor inflamatéria localizada e
tébnica, possuindo significado clinico (DUBUISSON; DENNIS, 1977). Este teste
exibe duas fases distintas: a primeira fase é caracterizada por dor neurogénica
causada pela estimulagdo quimica direta dos nociceptores e a segunda fase tem
como caracteristica a dor inflamatéria gerada por uma combinacdo de estimulo,
incluindo a inflamagdo dos tecidos periféricos e mecanismos de sensibilizagao
central. Nesta ultima fase, diferentes mediadores tais como aminoacidos excitatérios,
neuropeptideos, PGE2, o6xido nitrico e cininas estdo envolvidos (HUNSKAAR;
FASMER; HOLE, 1985; TAYLOR; PETERSON; BASBAUM, 1995). Apdés 60 min da
inje¢cao de formalina, o EE inibiu ambas as fases do tempo da lambida. Sugere-se
que a primeira fase seja devido a uma agao central, enquanto a segunda seja
decorrente de uma resposta inflamatoria que pode ser inibida por farmacos anti-
inflamatoérios nao-esteroides e corticosteroides (DUBUISSON; DENNIS, 1977;
HUNSKAAR; FASMER; HOLE, 1985). Os resultados revelaram que o EE possui
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constituintes ativos com acgao central e periférica, sendo essa a primeira descrigcao
na literatura dessa observacgao.

Para distincdo dos efeitos antinociceptivos central e periférico, o EE foi
avaliado pelo método da placa quente, considerado um teste sensivel a substancias
com acgédo central e que agem na modulagdo da dor ao nivel supraespinhal
(NEMIROVSKY et al., 2001). Neste estudo, a agdo antinociceptiva do EE néo
dependeu totalmente do sistema opioide, pois o tratamento com naloxona nao
reverteu completamente o efeito (SOUSA et al., 2010). Além disso, apds estimulo
térmico os camundongos mostraram-se letargicos, indicando um efeito sedativo que
pode explicar a atividade analgésica independente da ag&o opioide.

Para melhor entendimento dos sinais de sonoléncia e letargia observados nos
experimentos de toxicidade aguda e teste da placa quente e para esclarecer a
atividade analgésica independente do sistema opioide, o sono em camundongos foi
induzido com diazepam, pentobarbital e meprobamato na presenca do EE. Os
benzodiazepinicos, como o diazepam, agem em sitios especificos ligados ao
receptor do acido y-aminobutirico (GABAaA) e potencializam a transmissao
gabaérgica que pode estar relacionada a atividade sedativa (CAMPO-SORIA;
CHANG; WEISS, 2006). O prolongamento do tempo do sono induzido por
pentobarbital pode ser devido a acao tranquilizante, assim como a agao depressora
do SNC associada aos receptores GABAA (HO; HARRIS, 1981). Embora o
mecanismo responsavel pela agcéo sedativa do meprobamato nao esteja totalmente
elucidado, pode ser devido ao efeito depressor do SNC ou ao aumento da
transmissdo gabaérgica (HINTON; MARLEY, 1959). O EE potencializou,
significativamente, a duracdo do sono em camundongos induzido por diazepam,
pentobarbital e meprobamato sugerindo, provavelmente, uma acgao tranquilizante,
bem como depressora do SNC (CAMPO-SORIA; CHANG; WEISS, 2006; HINTON;
MARLEY, 1959; HO; HARRIS, 1981). Entretanto, as substancias responsaveis pelo
efeito hipnético de V. condensata ndo sao claramente conhecidas e o efeito néo
pode ser concluido baseado nos resultados do presente estudo. Por outro lado,
outras plantas que contém substancias tais como flavonoides, terpenos e saponinas
tém demonstrado este mesmo efeito (RAKOTONIRINA et al., 2001) . Portanto, pode-
se especular que esses constituintes contribuem para o efeito sedativo de V.
condensata, pois estas classes quimicas foram detectadas no presente estudo.

Flavonoides com atividades ansiolitica e/ou antidepressiva também tém sido
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descritos em plantas usadas na medicina popular. Este efeito tem sido devido a
afinidade pelos receptores dos benzodiazepinicos (RAKOTONIRINA et al., 2001).
Pode-se, entdo, sugerir que os flavonoides detectados em V. condensata contribuem
para os efeitos sedativos através dos receptores dos benzodiazepinicos.

O efeito anti-inflamatorio observado no teste da formalina foi confirmado no
edema de pata induzido por carragenina em ratos, um modelo animal largamente
empregado para avaliar substancias anti-inflamatérias. A resposta inflamatéria
induzida por carragenina € caracterizada pela formagcdo de edema resultando da
acao de diversos mediadores tais como histamina, serotonina e bradicinina; isto é
subsequentemente sustentada pela liberagdo de prostaglandinas produzida pela
isoformas da ciclo-oxigenase (COX-2) (DI ROSA; GIROUD; WILLOUGHBY, 1971;
NANTEL et al., 1999; SEIBERT et al., 1994). No presente estudo, o tratamento oral
com EE inibiu o edema de pata induzido por carragenina. A redugdo do edema pelo
EE provavelmente é decorrente da inibicdo de mediadores da inflamacéao tais como
bradicinina, histamina, substancia P e fator de agregacao plaquetaria (DE CAMPOS
et al., 1996; GILLIGAN et al., 1994; HWANG et al., 1986; STOCHLA; MASLINSKI,
1982). Esta evidéncia sugere que as agbes anti-inflamatérias do EE estdo
associadas a inibicdo de uma ou mais vias de sinalizagao intracelular envolvidas nos
efeitos desses mediadores.

O modelo de pleurisia induzida por carragenina foi utilizado para obter novas
perspectivas sobre os efeitos anti-inflamatérios do EE. A injecao intrapleural de
carragenina causou um acumulo significativo de exsudado seguido por uma intensa
migragao de células inflamatdrias para a cavidade pleural (AMMENDOLA; DI ROSA,;
SORRENTINO, 1975; COMPASSO et al., 1975; VINEGAR; TRUAX; SELPH, 1973).
Este método investiga os mecanismos envolvidos na inflamagao aguda e também
avalia a eficacia de substéncias anti-inflamatorias (AMMENDOLA; DI ROSA;
SORRENTINO, 1975; COMPASSO et al, 1975; MIYASAKA; MIKAMI, 1982;
VINEGAR; TRUAX; SELPH, 1973). Os anti-inflamatérios nao-esteroides como a
indometacina inibem o acumulo de exsudato e a migracao leucocitaria no periodo de
3 a 6 horas apos a aplicagao de carragenina (VINEGAR et al., 1973). O tratamento
com EE reduziu significativamente o volume de exsudado pleural e a migragao de
leucdcitos, confirmando a atividade anti-inflamatéria observada pelo método do
edema de pata.
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Estudos tém atribuido as atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria de
extratos vegetais as substancias flavonoidicas e terpenoidicas (COSTA et al, 2008;
KIM et al, 2004). Entre os fitoconstituintes detectados no presente estudo
encontram-se os flavonoides que, segundo Olszanecki e outros (2002), sdo potentes
inibidores da enzima 6xido nitrico sintase tipo 2, responsavel pela sintese do 6xido
nitrico (NO), que indiretamente bloqueia as vias da ciclo-oxigenase e/ou lipo-
oxigenase e da proteina quinase C e L-arginina/NO (MEOTTI et al., 2005; ROBAK et
al., 1998). A associacdo entre a liberagdo de NO das células endoteliais, a
habilidade de flavonoides em induzir a vasodilatagcdo e a importancia desse evento
fisiologico nos mecanismos antinociceptivo e anti-inflamatério tém sido descritos
(NASERI; HAMIDI; HEIDARI, 2005). Além disso, os flavonoides sao capazes de
inibir a fosfolipase A2 e a fosfolipase C, importantes enzimas da cascata de
mediadores dos processos inflamatorios (MIDDLETON; KANDASWAMI;
THEOHARIDES, 2000).
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7- CONCLUSAO

Com o presente estudo verificou-se que o extrato etandlico das folhas de V.
condensata € uma provavel fonte de novos farmacos. Os resultados apresentados
indicam possibilidades de diversos empregos das substancias presentes neste
extrato tais como agentes analgésicos, anti-inflamatérios, sedativos e antioxidantes
para a terapia da dor e doengas inflamatdrias. Os resultados obtidos podem também
se correlacionarem com o0 uso da V. condensata na medicina tradicional o que
requer, porém, maiores estudos clinicos e toxicologicos para comprovar a eficacia e
a seguranca dos extratos e das fragdes.

A prospeccao fitoquimica permitiu a deteccdo da presenca de taninos,
flavonoides, cumarinas, triterpenos e esteroides, saponinas e substancias fendlicas
no extrato etandlico e fragcdes das folhas de V. condensata.

O extrato etandlico e fragdes apresentaram resultados que permitiram as
seguintes conclusdes:

- A fracdo em acetato de etila e butandlica apresentaram resultados promissores
para a investigacdo de substancias fendlicas, especialmente flavonoides com
potencial atividade antioxidante;

- Os resultados da atividade antibacteriana revelaram que o extrato etandlico e as
fragdes das folhas de V. condensata foram ativos em maior ou menor grau frente as
amostras de referéncia testadas, sendo um ponto de partida para o aprofundamento
das investigacdes visando a busca de novos agentes antimicrobianos;

- Os resultados observados nos ensaios que avaliaram os efeitos antinociceptivo e
anti-inflamatério no extrato etandlico dao ensejo para se continuar o trabalho com as
demais fragdes;

- Os resultados apresentados abrem perspectivas para o futuro isolamento,
purificacdo e identificagdo das substancias bioativas desta espécie vegetal que
possam ser utilizadas no tratamento da dor e inflamacéo;

- O resultado preliminar significativo do teste de indugdo ao sono esboga uma

abordagem a ser seguida para estudos mais aprofundados com V. condensata.
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Abstract: The present study was aimed at evaluating the antinociceptive and
anti-inflammatory effects of the ethanol extract from Vernonia condensata leaves in animal
models, in order to afford a better understanding of these properties. The extract reduced
the number of abdominal contortions at doses of 100 (51.00 + 3.00), 200 (42.00 + 2.98)
and 400 mg/kg (39.00 = 4.00). In formalin tests, a significant reduction in the licking time
(p < 0.01) was observed in the first phase by 25.14 (200 mg/kg = 51.50 + 4.44) and 31.15%
(400 mg/kg = 48.00 + 4.37). The doses of 100 (43.37 £ 5.15), 200 (34.62 + 4.16) and
400 mg/kg (28.37 + 3.98) inhibited (p < 0.001) the second phase. After 60 and 90 min of
treatment, a dose of 400 mg/kg (10.13 + 0.39 and 11.14 + 1.33, respectively) increased the
latency time. Doses of 200 and 400 mg/kg potentiated the sleeping time induced by
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diazepam, pentobarbital and meprobamate. The extracts (100, 200 and 400 mg/kg) showed
anti-inflammatory effects by a decrease in paw edema. The extracts also reduced the
exudate volume at the doses of 200 and 400 mg/kg. The leukocyte migration had
significant effect (p < 0.001) at doses of 100, 200 and 400 mg/kg. The completion of
additional experiments in the investigation of the antinociceptive and anti-inflammatory
activities of V. condensata allowed a better understanding of the central and peripheral
mechanisms involved.

Keywords: Vernonia condensata;  antinociceptive  activity;  sedative  effect;

anti-inflammatory activity

1. Introduction

Pain is considered to be one of the most important symptoms associated with inflammatory
diseases [1,2] and affects a large portion of the population, diminishing their quality of life [3,4]. The
use of anti-inflammatory drugs has been required to inhibit the mediators of the inflammation,
preventing the acute response and the development of the chronic process [5]. Therefore, based on
traditional medicine, search for new natural products from medicinal plants with analgesic and
anti-inflammatory properties have been encouraged [6—8].

Plants of the genus Vernonia (Asteraceac), having approximately 1000 species, are widely
distributed in most tropical and subtropical countries, and have long been popularly used to treat
several types of diseases [9]. Vernonmia has been used to treat a number of disorders including
inflammation, malaria, fever, worms, pain, diuresis, cancer, abortion, and various gastro-intestinal
problems [10,11]. In addition, species of this genus have been studied and their pharmacological
properties established. For example, V. glabra showed hypotensive effect [12], V. patens demonstrated
phototoxic, antibacterial and anti-inflammatory activities [13] and V. kotschyana presented
immunomodulatory activity [14]. V. amygdalina revealed anti-histaminic effect [15] but was not
hepatotoxic in rats [16]. These activities can be attributed to compounds such as polysaccharides from
V. kotschyana [14], vernolepin found in V. amygdalina [15] and hesperidin, 3’-methylhesperetin,
homoesperetin-7-O-rutinoside, sitosterol and stigmasterol identified in V. diffisa [17].

Vernonia condensata Baker, one Asteraceae family member, commonly known as figatil or
necroton, has been traditionally used as analgesic, anti-inflammatory, anti-thermal, antianemics,
antibacterial, liver tonic, liver toxicity and antiulcerogenic agents [10,11]. Analgesic, anti-inflammatory
and antiulcerogenic activities of V. condensata, as well as toxicity have been investigated [18-21].
In these studies, vernonioside B2 demonstrated antinociceptive and anti-inflammatory effect [20].
Furthermore, constituents such as saponins, tannins, alkaloids, phenolic compounds and flavonoids
were detected in the extracts from V. condensata [21].

Although antinociceptive and anti-inflammatory activities from V. condensata have been described,
new essential investigations have been encouraged in order to confirm these evidences and to establish

the involved mechanisms by methods not yet applied. In this sense, in the present study we investigated
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the antinociceptive, anti-inflammatory and sedative properties of the ethanol extract from V. condensata

leaves, using appropriate experimental animal models.
2. Results and Discussion
2.1. Phytochemistry Screening

The phytochemical screening results of the ethanol extract from V. condensata leaves showed the
presence of different types of active constituents such as flavonoids, terpenoids, sterols, coumarins,

tannins, saponins and volatile oils.
2.2. Acute Toxicity

At the doses administered per oral route (p.o.), the ethanol extract from V. condensata leaves
was not toxic to animals, presenting L.Dsy up to 3 g/kg. During this experiment, an important feature
was observed that the mice presented sommnolence. The dosage definition in the experiments of

pharmacological activities was based on the 1.Ds value.
2.3. Writhing Response Induced by Acetic Acid in Mice

Doses of 100 (51.00 + 3.46; 24.86%), 200 (42.00 + 2.98; 38.12%) and 400 mg/kg (39.00 = 4.00;
42.54%) of V. condensata ethanol extract significantly (p < 0.001) reduced the abdominal contortions
induced by acetic acid when compared to the control group (67.87 + 4.14) (Figure 1).

Figure 1. Effects of the ethanol extract from V. condensata leaves on acetic acid induced

writhing in mice. Data are mean + S.E.M. of eight mice. ***P < 0.001 vs. control group.
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2.4. Effects on Formalin-Induced Nociception in Mice

The intraplantar injection of formalin promoted a biphasic characteristic response (Figure 2). The
time spent licking in the first phase (0—5 min) was 66.62 + 4. 76 s and in the second phase (15-30 min)
was 79.37 £ 4.15 s for the control group. After 60 min of treatment, a significant reduction in the
licking time (p < 0.01) was observed during the first phase after formalin administration (neurogenic)
by 25.14 and 31.15% with 200 and 400 mg/kg of extract, respectively (Figure 2). In the second phase,
the doses of 100, 200 and 400 mg/kg of extract inhibited significantly (p < 0.001) at 45.36, 56.38 and
64.26%, respectively, when compared to the control. As expected, morphine (1 mg/kg, s.c.) significantly
reduced the formalin response in both phases. The indomethacin inhibitory effect was observed in the

second phase.

Figure 2. Effects of the ethanol extract from V. condensata leaves on formalin-induced
nociception in mice. First phase = 0-5 min after formalin injection; second
phase = 15-30 min. Data are mean £ SE.M. of eight mice. **P < 0.01; ***P < 0.001 vs.

control group.
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2.5. Effects on Hot-Plate Latency Assay in Mice

The V. condensata ethanol extract increased the latency time of mice exposed to the hot plate test
(Table 1). After 60 and 90 min of treatment, dose of 400 mg/kg (82.52 and 87.54%, respectively)
increased significantly (p < 0.001) the latency time in the respective control group. Morphine proved
to be a potent analgesic, increasing the latency time within the evaluation periods. Naloxone, an opioid
antagonist, blocked the morphine action but did not alter the antinociceptive effect of the tested extract,

increasing the latency time at 102.52%. In this assay, we also observed that mice became lethargic.
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Table 1. Effects of the ethanol extract from V. condensata leaves on the latency time of

mice exposed to the hot plate test.

Grotip Dose Time after drug administration (seconds)
(mg/kg) 0 min 30 min 60 min 90 min
Control Saline  5.01+031 5.56+0.83 5.55+£047 5.94+0.64
100 503+0.46 4.88+0.84 5.71+0.40 5.94+0.87
Ethanol extract 200 546+0.54 6.01+0.38 6.85+ 045 7.50+0.77
400 550+0.67 7.64+099 10.13 +0.39%%* 11.14+ 1.33%%*
Morphine 1 6.24+0.77 977+ 0.44%%%  11.82+ (0.39%%% 1451 + (.944%*

Naloxone + Morphine 1+1 5.57+0.68 999+ 096%**  8.24+ 0.56%* 7.01+0.59
Naloxone + Extract 1+400 554+074 839+0.67*% 1216+ 0.74*** 12.03 + 1.05%%*

Each value represents the mean = S.EM. of 8 mice. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001
significantly different from the control group.

2.6. Effect on Sleeping Time

The doses of 200 and 400 mg/kg of ethanol extract from V. condensata potentiated the sleeping
time induced by diazepam (57.7%, 98%, and 156.4%, respectively), pentobarbital (75.4%, 122.9%,
and 192.6%, respectively) and meprobamate (56.1%, 89.6%, and 124.4%, respectively) (Figure 3).

Figure 3. Effect of the cthanol extract from . condensata leaves on sleeping time (min)
induced by diazepam, pentobarbital and meprobamate in mice. Data are mean &+ S.E.M. of
eight mice. **P < 0.01; ¥***P < 0.001 vs. control group.
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2.7. Effects on Carrageenan-Induced Edema in Rats

The 7 condensata ethanol extract anti-inflammatory effect evaluated by the paw edema method
induced by carrageenan is shown in Table 2. Based on the presented data, the edema inhibition was
observed 2 h after carrageenan application of doses of 200 (0.51 + 0.06; 40.00%; p < 0.05) and
400 mg/kg (0.59 £ 0.07; 30.59%; p < 0.05). Three hours after carrageenan injections, the doses of
100 (0.73 + 0.07; p <0.05), 200 (0.72 + 0.03; p < 0.05) and 400 mg/kg (0.63 + 0.04; p < 0.01) reduced
the respective paw edema (21.50, 22.58 and 32.26%). The paw edema was also inhibited at the doses
100, 200 and 400 mg/kg 4 h after carrageenan application. In this time, indomethacin reduced the paw
edema at 50.00%.

Table 2. Effects of the ethanol extract from V. condensata leaves on the rat paw edema

induced by carrageenan.

Volume of hind paw (mL)

Group Dose (mg/kg) ih 2h 3h 4h
Control Saline 0.65+0.09  0.85+0.09 0.93+0.06 1.10+ 0.08
100 042+0.02 0.72+0.03 0.73 £0.07 * 0.85£0.05*
Ethanol extract 200 046004 051x0.06* 072£0.03*  0.70 £ (.09 **
400 045003 0.59x0.07* 0.63=0.04%*  0.74+0.06 **
Indomethacin 10 0.41£0.09 043 +0.08** 0.51=0.08*** (.55 =0.06 ***

Each value represents the mean = SEM. of 6 rats. * P < 0.05; ** P < (.01; *** P < 0.001
significantly different from the control group.

2.8. Effects on Carrageenan-Induced Pleurisy in Rats

The anti-inflammatory effect of the V. condensata ethanol extract was confirmed by a decrease in
exudate volume and leukocyte migration to the pleural cavity of rats. The pleurisy effects
demonstrated that doses of 200 (1.53 = 0.07; p < 0.01) and 400 mg/kg (1.20 = 0.08; p < 0.001) of
the extract significantly reduced the exudate volume by 17.30 and 35.13%, respectively, when
compared to the control group (Figure 4). The number of total leukocytes was inhibited significantly
(p < 0.001) at the doses of 100 (10.18 + 0.24 x 10° cells/mm®), 200 (9.47 + 0.10 = 10° cells/mm®) and
400 mg/kg (8.17 +£0.14 x 10° cells/mmS) (Figure 5). Indomethacin reduced the exudate volume and the
leukocyte migration.

Considering that the use of commercially available analgesic and anti-inflammatory drugs (opioids
and non-steroidal anti-inflammatory drugs) exerts a wide range of side effects [5], there is currently a
strong interest in developing new therapeutic agents from natural products [6-8]. Agents that inhibit
different mediators that are involved in the evolution of inflammatory processes, including pain, are
especially relevant [2,5]. In this context, studies have been carried out with natural products in models
of pain and inflammation in order to assess their pharmacological potential, as well as developing new
therapeutic options [6-8,22,23].
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Figure 4. Effects of the ethanol extract from V. condensata leaves on pleural exudation in

carrageenan-induced pleurisy in rats. Data are mean + S.E.M. of six rats. ** P < 0.01,

kA% P < 0.001 vs. control group.
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Figure 3. Effects of the ethanol extract from V. condensata leaves on number of leucocytes
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The phytochemical analyses revealed the presence of flavonoids, tannins, coumarins, saponins,
alkaloids, glycosides, tannins, triterpenoids and steroidal nucleus. Despite previous descriptions of
most of these constituents [21], in the present study coumaring and glycosides were detected for the
first time. A variety of in vitro and in vivo experiments have shown that flavonoids, tannins, triterpenoids
and other secondary plant metabolites possess analgesic and anti-inflammatory properties [23-25].
Vernonioside B2, for example, identified in this plant, may contribute to the observed anti-inflammatory
and antinociceptive effects of V. condensata [20].

The acute toxicity test showed that the V. condensata leaves® ethanol extract doses determined
were not toxic to mice, confirming results of earlier studies [19,21]. It is important to mention that the
largest dose administered (400 mg/kg) is less than the lowest dose applied for determination of the
LDso (0.5 g/kg or 500 mg/kg). During the experiment, it was observed that the mice presented
somnolence, demonstrating a probable sedative effect.

In this study, we investigated an ethanol extract from V. condensata by classical nociception and
acute inflammation models. This study demonstrated that ethanol extract produces antinociceptive and
anti-inflammatory effects in models of nociception (acetic acid-induced abdominal writhing, formalin
test and hot plate test) and inflammation (paw edema and pleurisy tests), providing a scientific basis to
explain, in part, the popular use of V. condensata in Brazilian folk medicine. It also suggests that the
ethanol extract contains bioactive constituents that could be responsible for the observed activities.

The acetic acid-induced writhing reaction has been largely used as a screening tool for the assessment
of analgesic or anti-inflammatory properties. According to Collier et al. [26], acetic acid acts indirectly
by inducing the release of endogenous mediators sensitive to nonsteroidal anti-inflammatory drugs and
opioids. This substance also promotes an increase in exudates levels of PGE, and PGF» (mediators of
inflammation), bradykinin, substance P and some cytokines (IL-1p, TNF-a, and IL-8) [27]. For this
experiment, ethanol extract from V. condensata pretreated animals modified the nociceptive response
induced by acetic acid in a dose-dependent manner. This fact suggests that probably the antinociceptive
action of extract occurs peripherally, and it also inhibits the release of mediators in response to acetic
acid. Therefore, the result corroborates previously studies [18,20,21].

Formalin-induced nociception was another essential test employed in this study and this classical
animal model was not applied in the reports made before with V. condensata. It is considered the most
predictive of acute pain because it causes a local tissue injury to the paw and is also indicative of tonic
and localized inflammation pain [28]. This test exhibits two distinct phases of the licking response: the
first phase is characterized by neurogenic pain caused by a direct chemical stimulation of nociceptors,
and the second phase is characterized by inflammatory pain generated by a combination of stimuli,
including inflammation of the peripheral tissues and mechanisms of central sensitization. In this last
phase, different chemical mediators are involved, such as excitatory amino acids, neuropeptides,
PGE2, nitric oxide, and kinins [29]. We observed that when ethanol extract from V. condensata was
injected 60 min prior to formalin, a significant inhibition of the formalin response was seen during the
second phase (inflammatory). It is suggested that the early phase is due to a direct effect on
nociceptors and prostaglandins that do not play an important role during this phase. In contrast, the late
phase seems to be an inflammatory response that can be inhibited by nonsteroidal anti-inflammatory
drugs and corticosteroids [28,29]. Taken together, these results revealed a probably similar action to

the nonsteroidal anti-inflammatory drugs.
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To distinguish between central and peripheral antinociceptive actions, we extended our studies to
the hot-plate test because this technique has not been used in previous studies with V. condensata. This
test is considered to be sensitive to drugs acting at the supraspinal modulation level of the pain
response [27], suggesting at least a modulatory effect of the extract. In this study, antinociceptive
action did not depend entirely on the opioid system, because the treatment with naloxone did not
completely reverse the produced effect [6]. Furthermore, after thermal stimulus, mice showed lethargy,
indicating a sedative effect, which could explain the analgesic activity independent of opioid action.

To better understand the somnolence and lethargy by observing signals in the experiments of acute
toxicity and hot plate test, and to clarify the analgesic activity independent of opioid system activity,
diazepam, pentobarbital and meprobamate were used to induce sleep in the animals. Benzodiazepines
act at specific binding sites that are closely linked to y-aminobutyric acid (GABA4) receptor and
enhancing the GABA-ergic transmission which might be related to its sedative activity [30].
Prolongation of pentobarbital-induced sleeping time might be due to the tranquilizing action as well as
CNS depressant action related to GABAa receptors [31]. Although the exact mechanism responsible
for the sedation action of meprobamate is not fully clear, it might be due to CNS depressant action or
also due to enhancement of GABA-ergic transmission [32]. The ethanol extract from V. condensata
significantly potentiated the duration of diazepam-, pentobarbital- and meprobamate-induced sleep in
mice, suggesting probable tranquilizing action as well as CNS depressant action [30-32]. However, the
responsible compound(s) for the hypnotic effect of V. condensata is not clearly known and could not
be concluded based on the results of the present study. On the other hand, other plants containing
compounds such as flavonoids, terpenes and saponins have been found to have hypnotic effects [33].
Therefore, we can speculate that these constituents might be responsible for the sedative effect of
V. condensata since these chemical classes were detected in the present study. Flavonoids with
anxiolytic and/or antidepressant activities have also been described in numerous plant species used in
folk medicine to depress the CNS. This effect has been described by their affinity for the central
benzodiazepine receptors [34]. It could be suggested that flavonoids of the V. condensata contribute to
the sedative effect of this plant through benzodiazepine receptors.

The anti-inflammatory effect observed in the formalin test was confirmed in carrageenan-induced
paw edema in rats, an animal model widely employed for the screening of anti-inflammatory
compounds. The inflammatory response induced by carrageenan is characterized by the formation of
marked edema resulting from the release of several mediators such as histamine, serotonin and
bradykinin; this is subsequently sustained by release of prostaglandins produced by inducible isoforms
of cyclooxygenase (COX-2) [35-37]. In the present study, oral treatment with the ethanol extract
from V. condensata inhibited carrageenan-induced paw edema in rats. This treatment consistently
attenuated the paw edema induced by carrageenan, as well as by several inflammatory mediators
known to participate in the carrageenan response, such as bradykinin, histamine, substance P and
platelet-activating factor [38—41]. This evidence suggests that the anti-inflammatory actions of the
ethanol extract from V. condensata are related to the inhibition of one or more intracellular signaling
pathways involved in the effects of these mediators.

The inflammation model of carrageenan-induced pleurisy was used to gain further insights into the
anti-inflammatory effects of the ethanol extract from . condensata [42—44|. Carrageenan-induced

pleurisy has been used to investigate the mechanisms involved in acute inflammation and also to assess
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the effectiveness of anti-inflammatory drugs [42,45]. As expected, in our experiments intrapleural
injection of carrageenan caused a marked accumulation of pleural exudate, followed by intense
migration of inflammatory cells into the pleural cavity. Treatment of rats with the ethanol extract
significantly reduced the volume of pleural exudate accumulated in response to carrageenan injection
and also inhibited the migration of leucocytes.

3. Experimental Section
3.1. Plant Material and Extraction

Specimens of Vernonia condensata Baker used in this study were cultivated and collected at
the Medicinal Garden of the Faculty of Pharmacy, Federal University of Juiz de Fora, in Juiz de
Fora, State of Minas Gerais, Brazil, in August 2010. The species was identified by Dr. Fatima
Regina Gongalves Salimena and a voucher specimen (CESJ number 52943) was deposited in the
Herbarium of the Federal University of Juiz de Fora, Brazil. Dried and powdered mature leaves
(465 g) were exhaustively extracted in 95% ethanol (2.5 L) by static maceration for 3 weeks at room
temperature with renewal of solvent every 2 days. The ethanol extract was filtered and evaporated
under a rotary evaporator at controlled temperature (50-60 °C). This material was placed in a desiccator
with silica to yield 27 g. The dried extract was dissolved using 1% DMSO in normal saline for
pharmacological studies.

3.2. Chemicals

Drugs and reagents used in this study (and their sources) were as follows: acetic acid (Vetec
Quimica Farm [Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brazil), formaldehyde (Reagen Quimibras Ind. Quimica S.A.,
Rio de Janeiro, RJ, Brazil), diazepam (Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guagu, SP,
Brazil), pentobarbital (Syntec, Cotia, SP, Brazil), morphine hydrochloride (Merck Inc., Whitehouse
Station, NJ, USA), meprobamate, naloxone and indomethacin (Sigma Chemical Co, St Louis, MI, USA).

3.3. Plwtochemical Screening of the Ethanol Extract

The screening of chemical constituents was carried out with the ethanol extracts using chemical
methods and thin-layer chromatography (TLC), according to the methodology suggested by Matos [46],

including flavonoids, tannins, coumarins, alkaloids, saponins, terpenoids, steroids and volatile oils.
3.4. Animals

Male Wistar rats (90110 days) weighing 200-240 g and male Swiss albino mice (50-70 days)
weighing 25-30 g were used in the experiments. The animals were provided by the Central Biotery of
the Federal University of Juiz de Fora. The animals were divided into groups and kept in plastic under
a 12 h light/12 h dark cycle at room temperature (22 + 2 °C), with free cages (47 x 34 x 18 cm) access
to Purina® rations and water. Animal care and the experimental protocol followed the principles and
international guidelines suggested by the Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and
were approved by the local ethical committee (protocol number 036/2010).
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3.5. Acute Toxicity

Groups of ten mice received oral doses of 0.5, 1, 1.5, 2 and 3 g/kg of cthanol extract from
V. condensata, while the control group received the vehicle (saline). The groups were observed for
48 h and 50% lethal dose (I.Dsg) was mortality at end of this period was recorded for each group [47].
The LDso determined by probit test using a log plot of percentage death versus dose [48].

3.6. Acetic Acid-Induced Writhing Test

The acetic-acid writhing test is used for the evaluation of analgesic activity [26]. Mice (n = 8 per
group) were injected (i.p.) with 0.6% acetic acid (10 mIL/kg body weight), and the intensity of
nociception was quantified by counting the total number of writhes that occurred between 10 and
30 min after injection. Animals received ethanol extract (100, 200 or 400 mg/kg, p.o.) or sterile saline
(control group, 0.9%, w/v) 60 min before acetic acid injection. Indomethacin (10 mg/kg, p.o.) and

morphine (1 mg/kg, s.c.) were administered 60 min before acetic acid as reference compounds.
3.7. Formalin Test

Twenty microliters of 1% formalin was administered i.pl. in the mouse’s right paw. The licking
time was then recorded from 0 to 5 min (phase 1, neurogenic) and from 20 to 25 min (phase 2,
inflammatory) after formalin administration [29,49]. Mice were then treated (p.o.) with extract (100,
200 or 400 mg/kg) or sterile saline (0.9%) 60 min before formalin injection. Indomethacin (10 mg/kg,
p-©.) and morphine (1 mg/kg, s.c.) were also administered 60 min before the formalin injection and
used as reference compounds.

3.8. Hot Plate Test

Animals were placed on a hot-plate (Model LE 7406, Letica Scientific Instruments, Barcelona,
Spain) heated at 55 £ 1 °C [50]. Three groups of mice (n = 8) were treated p.o. with ethanol extract
(100, 200 or 400 mg/kg; 0.1 mL per 10 g body weight); the control group received sterile saline
(10 mL/kg). Measurements were performed at time 0, 30, 60 and 90 min after drug administration,
with a cut-off time of 40 s to avoid lesions to the animals’ paws. The effect of pretreatment with
naloxone (1 mg/kg, subcutaneously) on the analgesia produced by the ethanol extract (400 mg/kg) was
determined in a separate group of animals. Morphine (1 mg/kg, subcutaneously), in the absence and

presence of naloxone treatment, was used as a reference.
3.9. Effect on Sleeping Time in Mice

Mice were divided into 4 groups, each group containing 8 animals. The animals of group I served as
the control (normal saline, 0.9 % (w/v) NaCl, 5 mL/kg); groups II, III, and IV received ethanol extract
at the doses (100 mg/kg, 200 mg/kg and 400 mg/kg, respectively). Normal saline and the extracts were
applied orally 60 min prior to the administration of pentobarbital sodium (40 mg/kg, i.p.), diazepam
(3 mg/kg, i.p.) and meprobamate (100 mg/kg, i.p.). The sleeping time was noted by recording the
interval between the losses and regaining of righting reflex [51].
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3.10. Carrageenan-Induced Rat Paw Edema

Anti-inflammatory activity was assessed on the basis of inhibition of paw edema induced by the
injection of 0.1 mL of 2% carrageenan (an edematogenic agent) into the subplantar region of the right
hind paw of the rat [52]. Male Wistar rats were divided into groups of six animals which received p.o.
doses of extract (100, 200 and 400 mg/kg; 0.1 mL per 10 g body weight), saline or indomethacin
(10 mg/kg) 1 h before the injection of carrageenan. In the left paw, used as a control, 0.1 mL of sterile
saline was injected. 1, 2. 3 and 4 h after injection of carrageenan, the measure of edema was made by
the difference between the volume displaced by the right paw and the left paw using a plethysmometer
(model LE 7500, Letica Scientific Instruments, Barcelona, Spain).

3.11. Carrageenan-Induced Pleurisy in Rats

Pleurisy was induced in male Wistar rats by intrapleural administration of 0.5 mL 2% carrageenan
suspension in saline solution between the third and fifth ribs on the right side of the mediastinum [42].
Extract (100, 200 and 400 mg/kg), saline or indomethacin (10 mg/kg) p.o. were given 60 min before
injection of the irritant. Animals were killed 4 h after carrageenan injection, and the skin and pectoral
muscles were retracted. A longitudinal incision was made between the third and fifth ribs on each side
of the mediastinum. The exudate was collected and transferred to a 15 mL conical centrifuge tube and
the total volume determined. A 20 uL aliquot of the exudate was used to determine the total leucocyte

count in Neubauer chambers.
3.12. Calculus and Statistical Analysis

Data are expressed as mean + S.E.M. Statistical significance was determined by one-way analysis
of variance followed by the Student-Newman—Keuls test. P values below 0.05 were considered

significant. The percentage of inhibition was calculated by using
100 = T % 100/C(%) or T % 100/C — 100(%)

where C and T indicate non-treated (vehicle) and drug-treated, respectively.
4. Conclusions

The present study demonstrated that the completion of additional experiments in the investigation
of the antinociceptive and anti-inflammatory activities of V. condensata allowed a better understanding
of the central and peripheral mechanisms involved. The results support the popular use of this plant,
but phytochemical studies together with pharmacological and toxicological investigations have proven

essential for the complete understanding of their medicinal application.
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