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RESUMO

As plantas medicinais sempre foram utilizadas, sendo no passado o
principal recurso terapéutico conhecido para o tratamento de
enfermidades pela populacdo. Dentre elas encontra-se Calea uniflora
Less., planta medicinal nativa da regido sul do Brasil encontrada
também no centro-sul do Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai. Esta
planta é utilizada popularmente para processos inflamatorios e
hematomas. A partir destas informacdes e devido aos poucos estudos
com a C. uniflora, surgiu o interesse em investigar os possiveis
constituintes quimicos, efeitos citotdxicos, efeitos antinociceptivo e anti-
inflamatdrio desta espécie, para a avaliagdo fitoquimica foram
analisados os extratos brutos da planta, através de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Para a atividade citotoxica, foi
utilizado o teste de MTT, in vitro, a fim de verificar se o extrato e as
fracBes de C. uniflora apresentaram efeitos citotoxicos. Para a avaliacao
das atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria foram utilizados
modelos in vivo. Os modelos animais antinociceptivos empregados
foram baseados em estimulos quimicos (modelo de contorcdes
abdominais induzidas por acido acético, teste da formalina) e estimulos
térmicos (placa quente), enquanto a possivel incoordenagdo motora foi
analisada pelo teste rota rod, e para a avaliagdo anti-inflamatoria
utilizou-se o0 modelo de edema de pata induzido por carragenina. Apos a
realizacdo dos testes, verificamos, na anélise fitoquimica, a presenca de
flavonoides e alcaloides. Na atividade citotdxica in vitro, os extratos
brutos e as fracfes de acetato de etila e butanol apresentaram uma ICx
maior que 58 pg/ml para linhagem HaCaT e 48 pg/ml para a linhagem
B-16, sendo assim esses valores ndo apresentaram um efeito
citotéxico. Entretanto a fracdo do diclorometano apresentou uma ICs, de
18 pg/ml, mostrando inibicdo significativa quando comparada aos
controles vincristina e doxorrubicina. Em relacdo a atividade
antinociceptiva observou-se resultados significativos nos modelos que
correspondem a estimulos quimicos e térmicos nas doses de 100 e 300
mg/kg do extrato bruto, quando comparados aos grupos controles. No
modelo rota rod os resultados foram satisfatérios, pois o extrato ndo
causou incoordenagdo motora e sedagdo nas doses avaliadas. Entretanto,
pode-se relacionar com os flavonoides e alcaloides com as atividades
farmacoldgicas relatadas popularmente e com as atividades citotoxicas e
antinociceptiva. Entretanto sdo necessarios novos estudos para
determinacdo do mecanismo de acéo das atividades descritas bem como
relacionar com os compostos quimicos presentes na planta.



Palavras-chave: Uso popular. Citotoxicidade. Anti-inflamatdria.
Extrato. Calea uniflora.



ABSTRACT

The medicinal plants always were utilized by population, in the past
they were the main therapeutic resource for treatment diseases. Among
these therapeutic resources find the medicinal plant Calea uniflora
Less., native by region south find also south central of Brazil, Argentina,
Uruguay and Paraguay. This plant is utilized populary to process
inflammatory and hematomas. From these informations and due the few
studies with C. uniflora, emerged the interest of investigate possible
compounds chemical, cytotoxic effects, antinociceptive effects, and anti-
inflammatory. To the phytochemistry evaluation were analyzed the
crude extract of plant by HPLC. To the evaluation about activity
cytotoxic, were utilized the MTT test, in vitro, in order to verify as
extract and fractions de C. uniflora cause possible effects cytotoxic. To
evaluation of antinociceptive activity and anti-inflammatory were
utilized models in vivo. This animals models were based in chemical
stimuli (writhing induced by acetic acid and formalin test) and thermal
stimuli (hot plate), while the motor incoordination was analized by rota
rod. To evaluate activity anti-inflammatory was used the model paw
edema induced by carrageenan. After the performing the tests, verified
in the analyses phytochemistry the presence the flavonoid and alkaloid.
In the test cytotoxic in vitro, the crude extract and fractions of ethyl
acetate and butanol produce IC50 greater that 58 pg/ml to lineage
HaCaT and 48 pg/ml to lineage B-16, thus this values not present a
cytotoxic effects. However fraction dichloromethane produced ICsq 18
pg/ml, showed significant inhibition when compared to controls
vincristine and doxorubicin. In relation of antinociceptive activity, the
models presented results significant that correspond to chemical and
thermal stimuli in the doses of 100 and 300 mg/kg of the crude extract,
when compared with the control groups. The rota rod model showed
satisfactory results, since the extract did not cause motor incoordination
and sedation. According this results, can be related the flavonoids and
alkaloids with pharmacological activities reported by agents of “pastoral
da saude” with the antinociceptive and cytotoxic activities. However
further studies are needed to determine the action of the activities
described and relate to the chemical compounds present in the plant.

Keywords: Popular use. Cytotoxicity. Antiinflammatory. Extract. Calea
uniflora.
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1 INTRODUCAO

Desde os primérdios da existéncia humana, os homens buscam na
natureza recursos para melhorar suas proprias condi¢cdes de vida,
aumentando suas chances de sobrevivéncia (GIRALDI; HANAZAKI,
2010). Dentro deste contexto, as plantas medicinais sempre foram
utilizadas, sendo no passado o principal meio terapéutico conhecido para
o tratamento de enfermidades pela populacdo (ARNOUS; SANTOS;
BEINNER, 2005). Apesar do seu emprego, ha maioria das vezes
empirico, elas continuam sendo utilizadas e ndo serdo totalmente
substituidas por farmacos sintéticos pela populacdo (AMARAL et al.,
2006). De acordo com a OMS (2000) cerca de 80% da populagdo utiliza
ainda algum tipo de erva buscando alivio para sintomas dolorosos ou
desagradaveis.

A partir da metade do século XX o uso de medicamentos de
origem sintética, tornou-se mais amplo que o uso de plantas medicinais,
principalmente  na sociedade ocidental, porém paises em
desenvolvimento continuaram fazendo o uso de propriedades curativas
das plantas (SOUZA-MOREIRA,; PIETRO; SALGADO, 2010).

Os farmacos sintéticos sdo a grande maioria no mercado,
representando em torno de 51%. Os produtos naturais representam cerca
de 6%, os derivados de produtos naturais (semissintéticos) em torno de
27%, e 0s obtidos por sintese total, onde os produtos naturais podem ser
considerados prototipos 16% (CECHINEL-FILHO; YUNES, 2009).

O Brasil pode ser um exemplo de pais em desenvolvimento que
utiliza plantas medicinais, levando em consideracéo que possui uma rica
biodiversidade vegetal, e que em sua grande parte ainda é desconhecida
pela comunidade cientifica, pois apenas 8% das espécies vegetais foram
estudadas, o que estimula grande interesse de pesquisadores a investigar
novas plantas, a fim de descobrir novas moléculas bioativas (GUERRA;
NODARI, 2003).

A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (2006),
afirma que “além de uma ampla biodiversidade, o Brasil é detentor de
uma rica diversidade cultural e étnica que resultou em um acumulo
consideravel de conhecimentos e tecnologias tradicionais, passados de
geracdo a geracdo, entre os quais se destaca o vasto acervo de
conhecimentos sobre manejo e uso de plantas medicinais”.

Dentro deste contexto, chegamos ao termo “Etnobotanica”, que
segundo alguns autores “é a area que envolve os estudos sobre a
utilizacdo de plantas, inclusive para fins medicinais” (COSTA,
MAYWORM, 2011), na qual resgatam e valorizam o conhecimento
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tradicional e a diversidade cultural a ser estudada (OLIVEIRA et al.,
2010). Através da etnobotanica é possivel buscar o conhecimento e o
resgate do saber botanico tradicional, particularmente relacionado aos
recursos da flora. Essas informagdes quando comprovadas
cientificamente, podem ser utilizadas pela sociedade de forma mais
segura (MARTINS et al, 2005; GUARIM NETO; SANTANA;
BEZERRA DA SILVA, 2000).

As plantas medicinais s6 poderdo ser consideradas fitoterapicas,
guando utilizadas corretamente, numa condi¢do ideal e o principio ativo
identificado. Portanto, sdo necessarios estudos quimicos para o
isolamento e caracterizagdo de principio(s) ativo(s) das plantas,
farmacoldgicos, pré-clinicos, clinicos e toxicoldgicos. Em
consequéncia, a recomendacdo do seu uso como planta medicinal deve
ser validada e incluida em literatura cientifica pertinente (BRASIL,
2010).

A diversidade quimica dos vegetais estd relacionada ao seu
metabolismo secundario, na qual ocorrem inimeras reagdes quimicas,
onde o0s compostos quimicos sdo formados, degradados ou
transformados. Essas rea¢fes visam o aproveitamento de nutrientes, para
satisfazer as exigéncias fundamentais das células, bem como defesa da
planta contra predadores (VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006;
SANTOS 2010). O efeito farmacol6gico das plantas se da devido aos
constituintes quimicos presentes, a investigacdo devera ser direcionada
para o isolamento e posteriormente a elucidago estrutural dos mesmos,
pois pode ser uma fonte rica de material de partida para descoberta de
moléculas bioativas e desenvolvimento de novos farmacos
(FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2010).

Informacdes populares passadas entre geracdes podem ser um
ponto de partida para a pesquisa de plantas medicinais, uma vez que a
populacdo faz empiricamente o uso das plantas e a ciéncia possui meios
cientificos que podem comprovar e/ou desmistificar estas informagdes.

Através de encontros mensais de “Compartilhando Saberes sobre
as Plantas Medicinas” com as agentes da Pastoral da Salde da Diocese
de Criciima (SC) Regional Sul IV juntamente com professores da
UNESC, foi estudada a planta medicinal Calea uniflora Less., quanto
aos aspectos taxondmicos, agroecoldgicos, etnobotanicos e terapéuticos.
Esta planta é conhecida popularmente na regido como arnica da praia
(ROSSATO; CHAVES, 2012).

Devido a sua grande utilizacdo popular na regido sul de Santa
Catarina é relevante realizar mais estudos de Calea uniflora Less, ja que
esta possui poucos estudos cientificos. Por tanto, o presente trabalho
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teve como objetivo tracar o perfil fitoquimico dos extratos brutos das
folhas e flores e fragdos das flores bem como avaliar atividade citotdxica
in vitro e atividade farmacoldgica, que poderdo auxiliar em pesquisas
futuras no desenvolvimento de novas moléculas bioativas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ETNOFARMACOLOGIA

Levantamentos etnofarmacoldgicos de plantas medicinais sdo
Uteis para a conservacdo e descoberta de novos recursos biolégicos.
Durante as Ultimas décadas grande quantidade das pesquisas
farmacoldgicas foram realizadas a partir do uso tradicional de plantas e
estas foram ganhando progressivamente atencdo consideravel pelo
mundo (KADIR; SAYEED; MIA, 2012).

A etnofarmacologia ndo se trata de superstices, e sim do
conhecimento popular relacionado a sistemas tradicionais de medicina.
Para apreciar o conhecimento popular é preciso admiti-lo como um
corpo de conhecimento, um produto do intelecto humano e ndo pode ser
preconceituoso (ELIZABETSKY, 2003).

De acordo com Bruhn e Holmsted (1982), define-se a
etnofarmacologia como: “exploracdo cientifica interdisciplinar dos
agentes biologicamente ativos tradicionalmente empregados ou
observados pelo homem”.

A selecdo etnofarmacoldgica de plantas para pesquisa e
desenvolvimento, baseada na alegacgéo feita por seres humanos de um
determinado efeito terapéutico in vivo, pode ser um valioso atalho para a
descoberta de novos farmacos. Neste contexto, o uso tradicional pode
ser encarado como uma pré-triagem quanto a propriedade terapéutica
(ELISABETSKY, 2003).

No entanto, as plantas medicinais e 0s conhecimentos associados
a elas, estdo sendo seriamente esgotados devido ao desmatamento
ambiental, degradacdo e migragdo de curandeiros medicinais para outros
trabalhos que vem ocorrendo no pais (KADIR; SAYEED; MIA, 2012).

Por isso, os estudos etnofarmacolégicos ndo devem ser
esquecidos, sendo importantes e podendo ser um ponto de partida para a
descoberta de novas moléculas bioativas. Através das informacdes
populares relatadas pela Pastoral da Sadde-Regional Sul 1V, houve
interesse em estudar a planta medicinal C. uniflora, devido a sua grande
utilizagdo popular regional. Frente a essas informages e usos verificou-
se a necessidade de estudos fitoquimicos e atividade citotoxica e
farmacoldgica.

2.2 Calea uniflora Less.
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Entre as espécies vegetais, a familia Asteraceae se destaca pelos
1.600 géneros e cerca de 23.000 espécies espalhadas pelo mundo,
ocorrendo predominantemente em regides temperadas, subtropicais e
tropicais (FERNANDES; RITTER, 2009). Dentro desta familia
encontramos 80 espécies do género Calea, e estas estdo distribuidas do
norte ao sul do Brasil (MONDIN, BRINGEL, ROQUE, 2013).

As plantas do género Calea, até o presente momento, foram
pouco estudadas. No entanto, estudos ja publicados mostram que a
planta é rica em constituintes ativos como: lactonas, sesquiterpenos,
flavonoides, saponinas e derivados de acetofenona. Além disso, algumas
espécies de Calea foram estudadas quanto a sua atividade bioldgica, o
gue demostra um grande interesse cientifico sobre este género. Entre as
espécies de Calea ja estudadas, como medicinais podemos citar: Calea
uniflora (NASCIMENTO; OLIVEIRA, 2004, NASCIMENTO; SILVA;
OLIVEIRA, 2002); Calea clematidea (FERRAZ et al., 2009); Calea
platylepis (NASCIMENTO; OLIVEIRA, 2004; NASCIMENTO;
SILVA; OLIVEIRA, 2002); Calea hymenolepis (BOHLMANN et al.,
1982; BOHLMANN et al., 1981); Calea prunifolia (CASTRO et al.,
1989); Calea leptocephala (OBER; URBATSCH; FISCHER, 1986);
Calea megacephala (OBER; URBATSCH; FISCHER, 1987); Calea
urticifolia, Calea zecalechichi (HERZ; KUMAR, 1980).

Dentro deste género, encontramos a planta medicinal Calea
uniflora Less. (Figura 1). Esta é uma erva perene, ereta ou ascendente,
pouco ramificada na base, suas folhas sdo opostas, lanceoladas ou ovais,
com base cuneada, arredondada ou subcordada, de margem serreada,
cartaceas, estrigosas em ambas as faces ou moderadamente pilosa. As
flores sdo capitulos solitdrios no apice dos ramos longamente
pedunculados, com flores marginais de 8-12 por capitulos apresentando
coloracdo amarela; seu fruto cipsela tetrdgona, é densamente pubescente
a sericea, apresentando coloracdo castanho escura a preta (MONDIN,
2004).

Calea uniflora ¢ nativa da regido sul, mas também é encontrada
na regido sudeste e centro-oeste do Brasil (Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, Séo Paulo), Argentina, Uruguai e Paraguai (MONDIN, 2004).

Esta planta é conhecida popularmente como arnica-da-praia, e
muito utilizada como medicinal na regido sul de Santa Catarina.

Nesta regido a populacéo relata que a forma farmacéutica mais
utilizada é a tintura, preparacgdo alcodlica ou hidroalcodlica resultante da
extracdo de drogas vegetais (BRASIL, 2011). O farmac6geno utilizado
sdo as flores (maioria) e raizes, o solvente utilizado é o &lcool e a
cachaca (ROSSATO et al., 2011).
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Segundo estudos fitoquimicos realizados por Nascimento e
Oliveira (2004) C. uniflora possui os compostos glicosideo 5
deoxiflavone, 3’,4’,7-trihidroxiflavona-7-O-B-glucopirandsideo; 2°,4-
dihidroxi-3-methoxichalcona-40-O-B-glucopiranosideo e quercetina-3-
O-pB-galactopiranideo.

Quanto a atividade bioldgica de C. uniflora, ja foram estudadas a
atividade leishmanicida (NASCIMENTO et al.,, 2007), atividade
antifingica (NASCIMENTO et al., 2004), acdo tripanocida
(NASCIMENTO et al., 2002) e agdo genotoxica (FERRAZ et al., 2009).
No entanto, sdo necessarios outros estudos, uma vez que a planta é
utilizada popularmente, sua atividade farmacolégica deve ser
comprovada, a0 mesmo tempo em que se deve verificar os possiveis
efeitos tdxicos desta espécie.

De acordo com as informacbes populares a planta medicinal é
utilizada popularmente para atividade anti-inflamatoria, dor,
hematomas, antisséptico (picada de mosquito), reumatismo, infeccdes
urindrias e gripe (ROSSATO et al., 2011).

Figura 1: Detalhe de C. uniflora Less

Fonte: (Autor, 2013).

2.3 METABOLITOS SECUNDARIOS

Os compostos quimicos formados, degradados ou simplesmente
transformados sdo chamados de metabdlitos secundarios. Estes
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metabolitos sdo biossintetizados através de reagfes enzimaticas
denominadas anabdlicas, catabolicas ou de biotransformacdo. Essas
reacOes visam primeiramente ao aproveitamento de nutrientes para
satisfazer as exigéncias fundamentais da célula: ATP (energia), NADPH
(poder redutor) e biossintese das substancias essenciais a sua
sobrevivéncia macromoléculas celulares (SANTQOS, 2010).

Os metabdlitos primarios sdo considerados imprescindiveis a vida
da planta, os aminoéacidos, nucleotideos, aclcares e lipidios presentes
nas plantas exercem papeis fundamentais associados a fotossintese,
respiracdo, crescimento e desenvolvimento. Ja o0s metabdlitos
secundarios sdo sintetizados para garantir a sobrevivéncia pelo
organismo vegetal e perpetuagdo da espécie em seu ecossistema. Os
metabdlitos secundarios sdo divididos em quatro classes principais: 0s
terpenos, glicosideos, alcaloides e compostos fendlicos (cumarinas,
flavonoides, taninos e ligninas), sendo estes compostos 0s responsaveis
pela atividade biol6gica das plantas (SANTOS, 2010; GARCIA;
CARRIL, 2009; FUMAGALI et al., 2008).

A composicdo quimica das plantas pode variar de acordo com a
temperatura, indice pluviométrico, radiacdes ultravioletas, nutrientes,
composicdo atmosférica; podendo ser também por modificacdes
resultantes da interacdo dos processos bioquimicos, fisioldgicos,
ecologicos e evolutivos (Figura 2). A época e o horario da coleta das
plantas sdo fatores importantes, pois muitas vezes as quantidades destes
compostos ativos ndo sdo constantes durante o ano e em determinados
horarios (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Outros fatores que influenciam na quantidade dos metabdlitos
secundarios sdo a idade de desenvolvimento da planta e os 6rgdos
vegetais que sdo responsaveis pelo armazenamento destes compostos.
Muitas vezes 0s metabolitos sdo produzidos por érgdos que ndo estdo
em desenvolvimento dificultando a producdo de compostos (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007).

As plantas medicinais contém varios constituintes, e alguns deles
estdo presentes em concentracfes muito baixas. Com o auxilio de
procedimentos quimicos analiticos modernos, 0s metabolitos
secundarios presentes nos extratos das plantas podem ser isolados e
caracterizados (CALIXTO, 2000).

A anélise de substancias ativas é muito mais complexa e longa.
Geralmente 0s compostos presentes em menor propor¢do na planta séo
0s que apresentam melhores efeitos bioldgicos. Por isso, um trabalho em
colaboragdo entre quimicos e farmacologistas é necessario para a analise
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dos extratos, a fim de verificar as atividades biolégicas (CECHINEL-
FILHO; YUNES, 1998).

Figura 2: Principais fatores que podem influenciar o acimulo de
metabolitos.
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Fonte: (Gobbo-Neto; Lopes, 2007).

Os metabdlitos secundarios de plantas sdo usualmente
classificados de acordo com a sua rota biosintética. As trés principais
classes de moléculas sdo: os compostos fendlicos, terpénicos e
esteroides, e os alcaloides (FUMAGALI et al., 2008). De acordo com
0s estudos realizados com a planta C. uniflora, abordaremos os
flavonoides, que pertencem & classe dos compostos fendlicos e 0s
alcaloides.

2.4 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fenolicos pertencem a uma classe de compostos
que incluem grande diversidade de estruturas, simples e complexas, as
quais possuem, no minimo, um anel aromatico, em que pelo menos um
hidrogénio é substituido por um grupo hidroxila. Os compostos
fendlicos podem ser classificados de acordo com o esqueleto basico
como: flavonoides, isoflavonoides, taninos, acido fenolicos entre outros
(CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2010). Esse grande grupo
faz parte dos constituintes de uma variedade de vegetais, frutas e
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produtos  industrializados  (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER;
BERSET, 1995).

2.4.1 Flavonoides

As substancias fenélicas possuem um ou mais nicleos aromaticos
contendo substituintes hidroxilados ou seus derivados funcionais.
Entretanto, a maioria dos representantes dessa classe possui 15 &tomos
de carbono em seu nucleo funcional, constituido de duas fenilas ligadas
por uma cadeia de trés carbonos entre elas (CsC3Cs). Os flavonoides séo
subdivididos nos seguintes grupos: flavononas, flavonas, isoflavonas,
flavondis e antocianinas (BEECHER, 1999). Além disso, eles possuem
varias atividades bioldgicas, incluindo atividade antimicrobiana,
antivirais, anti-inflamatorias, imunomoduladores, atividade antioxidante
e atividade antitrombdtica (HAVSTEEN, 1983; MIDDLETON;
KANDASWAMI, 1992). Dentre estas atividades bioldgicas, a atividade
anti-inflamatoria tem sido muito utilizada na medicina chinesa e na
industria de cosméticos através dos extratos vegetais (PARK et al.,
2004).

Os flavonoides sdo compostos polifendlicos biossintetizados a
partir da via dos fenilpropanoides e do acetato, precursores de varios
grupos de substancias como aminodacidos alifaticos, terpenoides, acidos
graxos, entre outros (ZUANAZZI; MONTANHA, 2010). Essa classe de
compostos representa um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem vegetal, sendo amplamente
distribuidos em frutas, vegetais, sementes, flores e cascas de arvores e
varios destes alimentos sdo parte integrante da dieta humana (COOK;
SAMMAN, 1996). Os flavonoides sdo os responsaveis pelo aspecto
colorido das flores e folhas e podem estar presentes em outras partes da
planta, participando também de importantes fungdes no crescimento,
desenvolvimento e na defesa dos vegetais contra o ataque de patdgenos
(NIJVELDT et al., 2001).

Dos 40 farmacos anti-inflamatérios aprovados entre 1983 e 1994,
12 foram derivados ou baseados nos polifenois de origem natural
(YOON & BAEK, 2005).
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Figura 3: Estrutura bésica de flavonoide.
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Fonte: (Beecher, 1999).

2.5 ALCALOIDES

Os alcaloides sdo compostos nitrogenados farmacologicamente
ativos, que s@o encontrados predominantemente nas angiospermas.
“Alcaloides sdo substancias organicas ciclicas que contém um
nitrogénio em um estado de oxidagdo negativo e cuja distribuicdo é
limitada entre os organismos vivos” (BRUNETON, 2003).

Essa definicdo englobaria todos 0os compostos que até 0 momento
foram considerados alcaloides, porém os compostos nitrogenados como
as aminas simples, aminoacidos, proteinas, acidos nucléicos, entre
outros, seriam excluidos. Com isso os alcaloides que possuem um
atomo de nitrogénio em um anel heterociclico sdo chamados de
alcaloides verdadeiros e sdo classificados de acordo com o sistema
anelar presente na molécula. As substancias que possuem o atomo de
nitrogénio ndo pertencente a um sistema heterociclico sdo o0s
protoalcaloides e o0s compostos nitrogenados com e sem anéis
heterociclicos que ndo sdo derivados de aminoacidos sdo chamados de
pseudoalcaloides (HENRIQUES et al., 2010).

Esses compostos sdo encontrados e representados em todos 0s
grupos vegetais, sendo que sua maioria pertence as angiospermas. Os
compostos estdo presentes em todas as partes dos vegetais, podendo
apresentar um actimulo de substancias em algum ou mais 6rgdos
especificos (HENRIQUES et al., 2010).

Muitas plantas medicinais apresentam compostos que devido ao
seu amargor e a sua toxicidade atuam como repelentes de herbivoros, e
com isso ajudam na protecdo das espécies (RAMOS et al., 1998).

Quanto a sua atividade biolégica, os alcaloides possuem ampla
variedade, como: analgésica, antioxidante, antiviral e citotdxica
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(NGOUMFO et al., 2010;ALMEIDA et al., 2009; PERES et al., 2003;
YAMAMOTO et al., 1989).

Devido a grande utilizacdo das plantas medicinais se faz
necessario estudos quimicos juntamente com estudos toxicolégicos, pois
frente aos resultados quimicos obtidos, os compostos podem apresentar
algum efeito toxico. Sendo assim, a populacdo podera fazer o uso das
plantas medicinais de forma segura.

Figura 4: Estrutura da morfina (Alcaloide)
O

Fonte: (Henriques et al., 2010).

2.6 TOXICOLOGIA DAS PLANTAS

A toxicidade é a ciéncia que estuda os efeitos adversos das
substancias quimicas na qual interagem com organismos vivos. Existem
relatos de milhares de anos que mostram que o homem utilizava
venenos de animais ou extraidos de plantas para a caga, a guerra e até
mesmo para assassinatos (ANDRADE FILHO, CAMPOLINA, DIAS
2001).

Com o uso milenar de plantas medicinais demonstrou-se, ao
longo dos anos, que determinadas plantas apresentam substancias
potencialmente perigosas, e estas devem ser utilizadas com cuidado
respeitando os seus riscos toxicolégicos (VEIGA-JUNIOR; PINTO;
MACIEL, 2005). Com isso 0 homem teve que aprender a distinguir uma
planta venenosa de outra que pudesse servir de alimento (ANDRADE
FILHO, CAMPOLINA, DIAS. 2001).

De acordo com os dados da Sinitox (2010), foram registrados
1377 casos de intoxicagdo com plantas medicinais e, destes, cinco casos
foram a 6bito.

As substancias que mais apresentam toxicidade para animais e
humanos sdo classificados segundo sua origem, estrutura quimica ou 0s
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efeitos que causam. As classes que frequentemente apresentam
toxicidade sdo os alcaloides, glicosideos cardioativos, compostos
calcinogénicos e cianogénicos (ABREU-MATOS et al., 2011).

Dentro da toxicologia encontramos alguns elementos
fundamentais, sendo um deles a toxicidade, que representa, por sua vez,
a capacidade de uma substancia quimica produzir efeito adverso quando
interage com um organismo vivo. A toxicidade de uma substancia
depende da dose e de outras condicBes da exposicdo ao toxicante, assim
como o sistema biolégico (MOREAU, SIQUEIRA, 2008).

Dentro dos processos da toxicologia existem o0s estudos
citotoxicos. A citotoxicidade é considerada, principalmente, como
potencial que um composto tem para induzir a morte celular. Os testes
citotdxicos in vitro sdo necessarios para investigar a potencialidade de
lesdo ou morte celular, causada por extratos, fragbes ou compostos
isolados de plantas medicinais (EISENBRAND et al., 2002).

A investigacdo da atividade citotdxica pode ser atribuida a
pontos positivos e negativos. Dentre 0s pontos positivos podemos citar a
importancia de compostos tdxicos para as células, frente ao
desenvolvimento de farmacos anticancerigenos. Ja por outro lado, deve-
se ter muito cuidado com a utilizacdo desordenada das plantas
medicinais, pois a populagdo faz uso de plantas que ndo séo validadas,
desconhecendo os efeitos toxicos que determinadas substancias podem
produzir a salde humana (FRESHNEY, 2001).

Antes da aprovacdo de qualquer composto novo a ser testado em
seres humanos, sdo realizados ensaios in vitro e in vivo. ApoOs estes
testes em animais parte-se para os testes pré-clinicos e clinicos.

De acordo com a classe de metabdlitos encontrados em C.
uniflora, verificou-se a necessidade de estudar a atividade
antinociceptiva e anti-inflamatoria, pois estes compostos encontrados
podem ser os responsaveis pelas atividades farmacoldgicas relatadas
pela Pastoral da Saude.

2.7DOR

Os sistemas sensoriais do organismo humano tém a funcdo de
informar ao cérebro sobre o estado interno e externo do organismo,
sempre buscando o controle da homeostase (LE BARS;
GOZARIUM;CADDEN, 2001).

Nos Ultimos anos grandes avangos foram feitos na compreensao
dos mecanismos que estdo por tras da dor e no tratamento de pessoas
que sofrem de dor. Afinal todos n6s temos ou tivemos dores de cabeca,
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cortes, queimaduras em algum momento de nossas vidas (SHOLZ;
WOOLF, 2002).

A percepcao da dor é frequentemente provocada por um estimulo
nocivo, lesdo ou até mesmo por doencas. De acordo com a International
Association for the Study of Pain (IASP), a dor pode ser definida como
“uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada com o
tecido real ou potencial dano, ou descrito em termos de tal dano” (IASP,
2010).

Com isso a introducdo de hipersensibilidade a estimulos
normalmente inécuos podem auxiliar na reparacdo do dano tecidual,
pois a dor serve normalmente como um dispositivo de aviso, um sistema
de alarme que é ativado em resposta ao dano para o organismo lesado
(SHOLZ; WOOLF, 2002).

Uma vez que o tecido foi danificado mecanicamente ou por
infeccdo, isquemia, crescimento de um tumor ou por processos
autoimunes, sdo liberados vérios mediadores inflamatérios. Esses
mediadores ativam diretamente os nociceptores provocando a dor, ou
agem conduzindo uma sensibilizagdo do sistema  nervoso
somatossensorial. Esse processo é caracteristico de dor inflamatéria,
facilitando a ativacdo da via da dor até que o processo de cicatrizacdo
finalize (Fig.5) (SHOLZ; WOOLF, 2002).

Figura 5: Danos no tecido inflamatérios e células tumorais liberando
mediadores quimicos, ativando as propriedades dos nociceptores
aferentes em resposta ao estimulo.
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A nocicepcdo € um mecanismo pela qual sdo transmitidos os
estimulos nocivos para o sistema nervoso central por transdutores
especializados ligados as fibras sensoriais, que podem ser de pequeno,
médio e grande calibre (fibras Ad e C). E ativada quando ocorrem danos
nos tecidos, gerando alteracdes inflamatdrias e neurais no local afetado
(LOEZER; MELZACK, 1999). Entdo, o processo de transmissdo da dor
ocorre apds 0s neurdnios de primeira ordem transmitirem os impulsos
pelas fibras Ad e/ou C até o SNC. Estas fibras apresentam caracteristicas
anatdémicas e funcionais distintas, porém sdo componentes importantes
para o inicio da transmissdo do impulso nociceptivo (BASBAUM et al.,
2009; FURST, 1999).

As fibras Ad sdo consideradas de didmetro intermediario (2-6 pm
de didmetro), s@o mielinizadas e apresentam velocidade de conducgéo de
12-30 m/s. Existem dois tipos de nociceptores Ag, o tipo I e o tipo IL
Ambos respondem ao estimulo mecéanico intenso, porém podem
apresentar respostas diferentes ao estimulo térmico, de acordo com a
maneira como sdo afetados pela lesdo tecidual (JULIS; BASBAM,
2001).

As fibras C sdo consideradas fibras finas (0,4-1,2 pm de
didmetro) sdo amielinizadas e apresentam baixa velocidade de conducéo
do impulso (0,65-2,0 m/s). Algumas fibras C sdo chamadas de
nociceptores polimodais, ou seja, respondem a estimulos térmicos,
quimicos e mecanicos (JULIS; BASBAM, 2001).

Além do componente sensorial, a dor também apresenta o
componente emocional (afetivo) que é caracteristico do ser humano, e
pode ser classificado utilizando diferentes critérios. Sendo assim, a dor
pode ser classificada de acordo com o tempo de duragdo em dor aguda e
dor cronica.

A dor aguda ¢ definida como uma “resposta fisioldgica adversa a
um estimulo quimico, térmico ou mecéanico, podendo estar associada a
cirurgias, traumas ou doencas agudas”. Na presenga de uma lesdo
tecidual, ocorre a liberacdo de mediadores e posterior ativacdo dos
nociceptores. Também pode ser vista como o inicio de uma fase extensa,
persistindo por dias ou algumas semanas (CARR; GOUDAN, 1999).

A dor cronica ocorre quando a capacidade de recuperacdo do
tecido é excedida, devido a extensdo de um trauma e cicatrizes
subsequentes. Nado é apenas o prolongamento da dor aguda, sdo
estimulagfes nociceptivas repetidas, que levam a uma variedade de
modificagdes no SNC, produzindo uma adaptacdo as respostas
simpéticas provocadas pela dor aguda (INCA, 2002).
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Todos os tipos de dor cronica levam os pacientes a procurarem
cuidados de saude. Diferentemente da dor aguda, as terapias que
proporcionam o alivio da dor transitéria ndo resolvem o processo
patolégico (LOEZER; MELZACK, 1999).

O estimulo doloroso na dor aguda, leva em média 0,1s para
chegar até o SNC. Ja na dor cronica o tempo necessario é superior a 1s
devido a destruicdo dos tecidos, se tornando uma dor mais intensa com o
tempo (GUYTON; HALL, 2006).

2.8 INFLAMACAO

A inflamacdo é uma resposta biolégica complexa de tecidos
vasculares contra a lesdo tecidual causada por trauma fisico, por
substancias quimicas ou agentes microbiologicos, visando remover
substancias irritantes e a manutencdo da homeostase. Pode ser
classificada como aguda ou croénica, e envolve uma cascata de eventos
bioguimicos que constituem o sistema vascular local e sistema
imunoldgico, e diferentes tipos de células encontradas no tecido
lesionado (SA; ANDRADE; SOUZA, 2013).

Em fungdo destes eventos, surgem os sinais da inflamacéo,
chamados de sinais cardinais, que compreendem: calor, rubor, dor,
edema e perda de funcdo (MEDZHITOV, 2010).

A inflamacdo aguda é caracterizada por vasodilatacdo, exudacédo
de fluidos ricos em proteinas e migracao de células para o local da leséo.
Esse processo normalmente é de curta duracéo, levando horas ou dias e
cessa quando ocorre a eliminagdo do agente agressor. Na inflamacéo
cronica o processo tem duragdo mais prolongada (semanas, meses e
anos). A inflamacéo ativa a destruicdo dos tecidos, enquanto isso ocorre
simultaneamente tentativas de reparacdo (SHERWOOD; TOLIVER-
KINSKY, 2004).

Uma resposta inflamatoria tipica consiste em quatro
componentes: indutores inflamatorios; receptores que detectam o0s
indutores; mediadores inflamatdérios que sdo liberados a partir da
ativagdo dos receptores; tecidos alvos afetados pelos mediadores
inflamatérios (MEDZHITOV, 2010).

Os indutores inflamatérios podem ser de natureza fisica, quimica
ou traumética (ROBBINS et al., 2010). Os danos ocasionados pelos
agentes agressores sdo detectados por macrofagos residentes do tecido
lesado, que induzem uma resposta inflamatéria e ativam o0s
nociceptores, causando sensagdo de dor na area afetada (MEDZHITOV,
2010). Isso ocorre devido a liberagdo de mediadores inflamatérios pelas
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células danificadas como, histamina, bradicinina, e as prostaglandinas,
que, além de provocarem reacdo inflamatoria, levam a marginacéo e
migracdo dos leucdcitos para o tecido afetado, onde realizam fagocitose
e outros processos atribuidos a resposta imune, sensibilizando também
as terminacGes nervosas sensoriais, levando a nocicepcdo e a
transmissdo da dor (BECKER, 2013).

Concomitantemente, ocorre a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, tais como fator de necrose tumoral o (TNF-o) e
interleucina-1 (IL-1), que ativam vias de sinalizacdo em células
endoteliais e regulam a expressdo de moléculas de adesdo para que uma
maior quantidade de leucdcitos e células fagocitarias possam se infiltrar
para o sitio da lesio (FALCAO et al., 2005; FERRERO-MILIANI et al.,
2007). Além disso, aumentam a sintese de prostaglandinas e
desencadeiam uma cascata de citocinas secundarias, como as
quimiocinas, que atraem e ativam células inflamatorias moveis (LOPES-
POSADAS et. al., 2008).

Mesmo sendo considerada uma resposta de defesa do organismo,
as reacOes inflamatdrias estdo presentes em grande nimero de doencas
encontradas na clinica. Logo, os farmacos anti-inflamatérios sédo
extensamente utilizados em todos os ramos da medicina (RANG e
DALE, 2012).

Os anti-inflamatorios ndo-esteroidal (AINES) sdo medicamentos
frequentemente utilizados para o tratamento de dor, inflamac&o e febre.
Atuam inibindo COX-1 e COX-2, enzimas que catalisam a conversdo do
acido araquiddnico em prostaglandina, histamina, um precursor da
sintese de prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos (GURPINAR
et al., 2013). No trato gastrointestinal, prostaciclina e PGE2 exercem um
efeito protetor através da redugdo da secrecdo de acido, vasodilatagdo
dos vasos sanguineos da mucosa gastrica e estimulacdo da producdo de
muco (WHELTON, 1999). Devido a inibicdo destes agentes, 0os AINEs
podem provocar sintomas gastrointestinais, incluindo lesdes de mucosa,
sangramento, Ulcera pépticas, entre outros (HAWKEY, 2000).

O cortex supra-renal é constituido por trés zonas celulares, sendo
gue cada uma delas é responsavel por sintetizar uma classe especifica de
horménios ester6ides (BECKER, 2013). O cortisol é o principal
glicocorticosterdide e fornece muitas funcdes fisiolégicas (ROBBINS et
al., 2010). Devido a atuacdo do cortisol endégeno no metabolismo de
diferentes moléculas como, proteinas, lipidios, carboidratos e tecido
0sse0 (SAPOLSKY et al., 2000), a administracdo dos glicocorticoides
leva ao desenvolvimento de uma série de efeitos indesejados, como:
ganho de peso e redistribuicdo de gordura; problemas 6sseos como
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osteoporose e fraturas; hiperglicemia; imunossupressdo e varios outros
(GENSLER, 2012).

Outra classe importante de medicamentos sdo os fitoterapicos.
Estes sdo obtidos com o emprego exclusivo de matérias primas vegetal,
cuja eficacia e seguranca sdo validadas por meio de levantamentos
etnofarmacoldgicos, de utilizagdo, documentagBes tecnocientificas ou
evidencias clinicas (BRASIL, 2010).

Apesar da grande gama de medicamentos anti-inflamatorios ja
presentes no mercado, a busca por novas op¢es terapéuticas nesta area
permanece constante. Um dos principais motivos sdo o0s efeitos
colaterais apresentados juntamente com a acdo farmacologica e o
elevado custo de alguns medicamentos (PRESIBELLA, 2003).

Frente a essas informagOes verifica-se a necessidade de mais
estudos com as plantas medicinais, pois estas podem ser o ponto de
partida para novos medicamentos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os constituintes quimicos, atividade citotdxica,
antinociceptiva e anti-inflamatéria do extrato hidroalcodlico de Calea
uniflora Less.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar se 0 uso popular do extrato bruto hidroalcodlico das
flores de C. uniflora. correspondem a agdo dos constituintes
quimicos frente a atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria
in vivo.

e Avaliar os constituintes quimicos presentes no extrato bruto
hidroalcoolico das flores e folhas de C. uniflora.

e Auvaliar os constituintes quimicos presentes nas fragcdes de
acetato de etila, diclorometano e butanol das flores C. uniflora.

e Auvaliar atividade citotoxica in vitro do extrato bruto
hidroalcodlico das flores e folhas e das fracdes das folhas de C.
uniflora.

e Avaliar a atividade antinociceptiva de diferentes concentracGess
do extrato bruto hidroalcodlico das flores de C. uniflora, frente
aos modelos animais: teste da formalina, teste da placa quente e
contor¢des abdominais induzidas por acido acético.

e Auvaliar a atividade locomotora em diferentes concentragbes do
extrato bruto hidroalcoodlico das flores de C. uniflora, frente ao
modelo animail: rota rod.

e Avaliar a atividade anti-inflamatéria em  diferentes
concentracbes do extrato hidroalcodlico das floresde C.
uniflora, frente ao modelo animal de edema de pata induzido
por carragenina.
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4 METODOLOGIA
4.1 MATERIAL BOTANICO

O material vegetal utilizado para as analises foram as partes
aéreas (folhas e inflorescéncias) de C. uniflora Less., coletadas no
municipio de Balneario Rincdo. O material foi identificado pela
boténica Dra. Vanilde Citadini Zanette, herborizada e exsicatado no
Herbario Pe. Dr. Raulino Reitz (CRI) da Universidade do Extremo Sul

Catarinense, com o n° de registo CR1 10304.

4.2 EXTRATOS

4.2.1 Preparacao da droga vegetal

As partes aéreas de C. uniflora foram secas em estufa entre 50°C
a 60°C e posteriormente trituradas com auxilio de um moedor de facas
para obtencdo de um pé fino.

4.2.2 Extrato Hidroalcoodlico

A preparacdo do extrato foi realizada pela técnica de maceracéo
com alcool 70% na proporcdo 1:10 (p/v). A planta permaneceu 15 dias
em maceracdo, apés filtrada com algodao e, posteriormente, o solvente
foi evaporado com auxilio de um rota evaporador, formando um extrato
mole (BRASIL, 2011).

4.2.3 Fracionamento Liquido- Liquido

Em péra de separacdo foi adicionado o extrato mole em 100 ml
de &gua destilada. Em seguida o solvente extrator foi adicionado a
mistura aquosa e a extracdo foi particionada em 3 vezes. Os solventes
utilizados foram: diclorometano, acetato de etila e n- butanol. Apés o
fracionamento, os solventes foram eliminados com o auxilio de um rota
evaporador para obtengdo das fracBes (Figura 4) (CECHINEL-FILHO;
YUNES, 1998).
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Figura 6: Fluxograma adaptado do fracionamento liquido-liquido.
Extrato mole

Suspengio em H;O 4.3 g:100 ml
Particio sucessiva

Fracio Fragio Fracio
Diclorometano Acetato de etila n-butanol
Ewaporacio da fragio

organica em rofa
evaporador

Fonte: (Cechinel-filho; Yunes, 1998).

4.3 ANALISE FITOQUIMICA
4.3.1 Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

As analises cromatograficas foram realizadas com os extratos
brutos das flores e folhas de C. uniflora e com as fragGes obtidas do
fracionamento liquido-liquido.

Os cromatogramas foram analisados em lampada UV no
comprimento de onda de 365 nm e em seguida foram revelados com
reveladores especificos, sendo eles: Anisaldeido sulfurico para deteccéo
de esteroides, saponinas e terpenos; Dragendorff para detec¢do de
alcaloides; Neu para a deteccdo de flavonoides e Ninidrina para
detecgdo de aminas livres (WAGNER; BLADT, 1996).

4.3.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

As analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) foram realizadas num cromatograma Waters Spherisorb ODS-
2, coluna C18 (150x4,6mm. Tamanho de particula 5 um). A detec¢édo
dos picos foi realizada on-line através de um detector de arranjo de
diodos (CLAE 540 DAD, Kontron instrumentos, Montigny Le
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Bretonneux, Franga) em 280 a 310 nm, e o espectro de absorgéo (210-
400 nm).

Os solventes utilizados para a separagdo foram: acetonitrila
(solvente A) e acido fosférico (1%), acido acético (10%), acetonitrila
(5%) (v/viv) e 4gua (84%) (solvente B). O programa de eluicdo de
gradiente linear foi: 0 min, 100% (solvente B), 30 min 70% e 30% do
solvente A, 40 min, 100% (solvente A) (GIUSTI et al., 1999).

Foi pesado 1 mg do extrato bruto e das fracdes de C. uniflora, e
acrescentou-se 1 mL de etanol (grau CLAE). Estas foram
homegeinizadas em voértex, filtradas e posteriormente injetados 20 pl
das amostras diretamente no equipamento.

As referéncias utilizadas foram: acido galico, &cido cafeico,
acido cumarico, acido ferrulico, quercetina, quinidina, campferol, &cido
cinamico, acido protocatecuico.

4.3.3 Placas preparativas

Como tentativa de isolamento dos metabdlitos, as amostras foram
submetidas a purificacdo em placas preparativas (silica gel).
Posteriormente estas placas foram submetidas a lampada UV onde
visualiza-sepercebe-se as diferentes bandas através da fluorescéncia.
Essas bandas foram separadas e purificadas novamente para obter
compostos isolados.

4.4 ATIVIDADE CITOTOXICA
4.4.1 Cultura de células e tratamento

Estudos in vitro foram realizados com uma linhagem celular de
melanoma de murinho B16 e uma linhagem celular humana sadia
HaCaT (queratinécitos humanos). A linhagem celular B16 foi cultivada
em frascos estéreis na presenca do meio de cultura RPMI 1640 contendo
5% soro bovino fetal, 5 mL de penicilina/estreptomicina. As células
HaCaT foram mantidas como descrito anteriormente para B16, exceto a
utilizacdo de meio RPMI como meio de cultura (MILLOT et al., 2007).

Por estas células estarem aderidas & parede do recipiente, 0 meio
cultural é descartado e as células sdo lavadas com uma solucdo de
tampdo PBS, pH 7,4. Em seguida as células sdo removidas com uma
solugdo de tripsina (0,25% + EDTA 1 mM). Apobs foram transferidas
para tubos c6nicos contendo meio de cultura completo seguido de
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centrifugacdo a baixa rotagdo. O meio de cultura e tripsina foram
desprezado e as células ressuspendidas em pequeno volume de meio
completo. Foi feita a contagem com uma aliquota dessas células em uma
camara de Neubauer e coradas com Trypan Blue® para que em cada
cavidade da placa de 96 pogos fosse depositado um volume de 100 pL
de meio contendo 10.000, 12.000 ou 15.000 células (100.000/mL,
120.000/mL ou 15.000/mL conforme a linhagem).
Apbs 24 horas de incubacdo o efeito das fracdes foi analisado. As
fracBes foram previamente dissolvidas em DMSO, de tal forma que a
concentracdo final deste solvente, ndo excedesse 0,5%. Foram utilizadas
concentracBes de cada fragdo-teste (12,5, 25, 50, 100, 200 e 400
pg/mL), e os testes realizados em triplicata (MILLOT et al., 2007).

4.4.2 Bioensaio MTT (viabilidade celular)

A preparagdo das células ocorreu conforme descrito no item
4.4.1. O ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio) foi realizado como descrito anteriormente por
MILLOT e colaboradores (2007). As amostras foram colocadas, em
placas de 96 pocos, contendo 1700, 1500 células por pogo para as
linhagens HaCaT e B16, respectivamente. Elas foram incubadas a
37°C em ambiente umidificado, contendo de 5-10% de CO,. O controle
positivo foi tratado com o quimioterapico padrdo doxorrubicina na
concentracdo de 2,60 E* para B-16, e 1,55 E °® HaCaT e a vincristina
na concentracdo de 6,00 E ™ para B-16 e 3,50 E ® para HaCaT. Os
extratos testados foram: extrato bruto, fracbes de CH,Cl,, AcOEt e
BuOH em diferentes concentra¢des incubados por 48 horas. Faltando 3
horas para o término do tratamento, 10uL de MTT foram adicionados
para cada micro poco e mantidos a 37°C. Apds 3 horas, 0 sobrenadante
foi removido e os cristais formados foram dissolvidos em 50 uL de
DMSO. A densidade éptica de cada amostra foi mensurada com o
auxilio de leitor de microplacas em 540 nm. Cada experimento foi
repetido trés vezes pelo menos, em trés ocasibes diferentes, permitindo
com isso, a determina¢do do 1Cso (MILLOT et al., 2007).
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5. ATIVIDADE FARMACOLOGICA
5.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos swiss machos pesando
aproximadamente 25-30 g, com idade entre 10 a 14 semanas de vida,
fornecidos pelo Biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense
(UNESC). Os animais foram alojados em caixas plasticas com cama de
maravalha e mantidos em ambiente com temperatura ideal de 20°C a
22°C, umidade relativa de 40% a 60%, ciclo-claro escuro de 12 horas
cada, controlados automaticamente. Os animais receberam agua e ragéo
“ad libitum”. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a
aprovagdo do Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA/UNESC),
gue segue a Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, sob 0 nimero 019/
2013.

5.2 ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA
5.2.1 Contor¢des abdominais induzidas por &cido acético

Os animais foram tratados com o extrato de C. uniflora nas
concentracBes de 30, 100 e 300 mg/kg (v.0), ou veiculo, 60 minutos
antes da injecdo do agente irritante. As contor¢des abdominais foram
induzidas pela injecdo intraperitoneal (i.p), de &cido acético (0,6%)
diluido em PBS, e foram registradas durante um periodo de 20 minutos
iniciados imediatamente ap6s a aplicacdo da injecdo. Os animais foram
colocados individualmente em campanulas de vidro, com espelhos
posicionados ao fundo, permitindo uma completa visualizagdo do
comportamento do animal (KOSTER et al., 1959; CHOI et al., 2003).

5.2.2 Teste da Formalina

Neste teste os animais receberam 20 pL de formalina 2,5% na
superficie plantar da pata posterior direita. Apds 0s animais foram
colocados individualmente em campanulas de vidro e observados por 30
minutos apos a indugdo da nocicepgdo. Neste modelo podemos avaliar
dois tipos de nocicepcédo: a primeira fase é causada pela ativacdo direta
de nociceptores periféricos, compreendendo 0s 5 minutos ap6s a inje¢éo
de formalina e a segunda fase é uma resposta inflamatdria que ocorre
entre 15 e 30 minutos ap6s a injecdo da formalina. O tempo em que 0s
animais permaneceram lambendo ou mordendo a pata injetada foi
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registrado com o auxilio de um cronémetro, considerado assim como
indicativo de nocicepgéo.

Os animais receberam diferentes doses 30, 100 e 300 mg/Kg
(v.0) do extrato de C. uniflora, ou veiculo por via i.p 30 min antes da
inducéo de nocicep¢do (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

5.2.3 Teste da Placa Quente

Neste ensaio, os animais foram colocados sob uma superficie
aquecida a 52 + 1°C. A medida do tempo decorrido entre a aplicagdo do
estimulo e a reagdo de lamber as patas ou pular, foi registrada
fornecendo assim o indice nociceptivo. Os animais foram tratados com o
extrato de C. uniflora, nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg (v.0), ou
morfina na dose de 10 mg/kg (i.p.) 60 e 30 minutos antes da exposi¢do
do estimulo doloroso, respectivamente. Os animais do grupo controle
receberam apenas o veiculo. Um tempo maximo de 30 segundos foi
adotado para evitar possiveis danos teciduais (LE BARS et al., 2001).

5.2.4 Rota Rod

Os animais foram treinados um dia antes da realizacdo dos
experimentos. No dia do experimento, 0s camundongos foram
colocados no rota-rod 60 minutos apés os tratamentos com o extrato de
C. uniflora, nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg (v.0), e o controle
positivo (clonazepam 10mg/kg) e negativo (veiculo) foram avaliados o
nimero de quedas e o tempo de permanéncia na barra giratoria. O
nimero maximo de quedas permitidas sera de 3, sendo que apés a
terceira 0 animal ndo serd conduzido novamente ao equipamento
(OLIVEIRA et al., 2008).
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5.3 ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA
5.3.1 Edema de pata induzido por carragenina

Os animais foram tratados com as diferentes concentracdes do
extrato da planta (30, 100 e 300mg/kg v.0). O grupo controle negativo
foi tratado com veiculo (v.0), € 0 grupo controle positivo com
dexametasona (10mg/kg i.p.). Ap6s 60 minutos para o extrato e controle
negativo e 120 min para o controle positivo, apds foram submetidos a
uma injecdo subplantar de carragenina 1,5% (0,1 mL) na pata traseira
direita. Na pata contralateral os animais receberam apenas veiculo. O
volume da pata do camundongo foi medido antes e imediatamente ap6s
a injecdo do agente edematogénico, em intervalos pré-estabelecidos,
utilizando o aparelho hidropletismémetro. A pata direita posterior dos
animais foi submergida até o maléolo lateral em recipiente contendo um
transdutor de volume ligado a um multimetro digital.

As variagcbes de volumes, mediante a imersdo das patas no
recipiente, foram registradas pelo multimetro digital nos tempos zero
(imediatamente apo6s a injecdo de carragenina), 0, 30, 60, 90, 120, 180 e
240 minutos apds a injecdo do agente flogistico (WINTER; RISLEY;
NUSS, 1962).

5.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados através da andlise de variancia
(ANOVA) de uma ou duas vias seguida pelo teste de Dunnet ou Student
Newman Kews, quando necessario. Os dados estdo apresentados como
média £ o erro padrdo da média (E.P.M). O programa utilizado para a
andlise estatistica sera o GraphPad Prims 5 e os resultados que
apresentaram P menor que 0,05 (P < 0,05) foram considerados
estatisticamente significativos.
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6 RESULTADOS
6.1 AVALIACAO FITOQUIMICA

6.1.1 Perfil do Extrato e fracfes em Cromatografia de Camada
Delgada

Foram analisados os extratos brutos e as fracbes de Calea
uniflora frente a diferentes sistemas de eluentes. A fase madvel que
apresentou uma separacdo mais eficiente foi a de diclorometano,
metanol e acido férmico (90:10:0,5).

As fracOes de acetato de etila e diclorometano mostraram um
perfil cromatografico mais eficiente quando comparados com os extratos
brutos e a fracdo de BUOH, sendo submetidas a placa preparativa, para
possivel isolamento das bandas apresentadas na figura 5 AcOEt (4) e
CH.CI; (2).

Figura 7: Cromatografia de camada delgada dos extratos brutos (1
extrato bruto das folhas; 2 extrato bruto das flores) fragdes de C.
uniflora (3 CH,Cl,; 4 AcOEt; 5 BuOH). As amostras foram
submetidas a placas cromatogréaficas de silica gel 60 F,s, e analisadas
em detector UV 365 nm apds a migracdo em fase movel
diclorometano, metanol e &cido férmico (90:10:0,5).

Fonte: (Autor, 2013).



43
6.1.2 Placas preparativas

Na placa preparativa da fracdo de AcOEt, foi possivel separar trés
bandas (figura 6). Ja na fracdo de diclorometano separou-se duas bandas
(Fr2 e Fr3). Com a finalidade de isolar possiveis compostos, estas
fracbes foram submetidas novamente a outra placa preparativa e
posteriormente foi realizado CCD, a fim de verificar a eficiéncia da
separagao.

Na figura 7, a placa das fracdes de AcOEt, foi revelada com o
revelador Neu, que indica a presenca de flavonoides para a coloragdo
amarelo e laranja.

Na figura 8 a CCD foi revelada com o revelador Dragendorff, e
este indicou a possivel presenca de alcaloides para a coloragdo marrom
em luz visivel.

Apoés esta separacdo, as fragdes isoladas foram submetidas a
novas CCDs e posteriormente ao CLAE 540 DAD, a fim de identificar
0S possiveis compostos presentes nas fragoes.

Figura 8: Placa preparativa de silica gel 60 F,s, da fracdo de AcOEt,
Fase movel diclorometano, metanol e &cido férmico (90:10:0,5)
mostrando a purificaco de trés bandas.

Fonte: (Autor, 2013).
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Figura 9: Cromatografia de camada delgada de silica gel 60 F,s, de
fragbes de AcCOEt purificadas na placa preparativas, apo6s ser
revelada com o revelador especifico Neu, que em luz visivel
apresentam coloragdo amarela e laranja indicam a presenga de
flavonoides.

Fonte: (Autor, 2013).

Figura 10: Cromatografia de camada delgada de silica gel 60 F,s, de
fragbes de ACOEt purificadas na placa preparativas, apés ser
revelada com o revelador especifico Dragendorff, que em luz visivel
apresentou coloracdo marrom indicando a presenca de alcaloides.

Fonte: (Autor, 2013).
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6.1.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os extratos brutos das folhas e flores juntamente com as fracfes
de CH,Cl, AcOEt e BuOH foram submetidos ao CLAE 540 DAD, em
280 nm, a fim de verificar os possiveis compostos quimicos presentes.

As fracGes foram comparadas com as referéncias: acido galico,
acido cafeico, &cido cumérico, acido ferrdlico, quercetina, quinidina,
campferol, acido cindmico, acido protocatecuico.

As figuras 9 e 10 mostram o cromatograma do extrato bruto das
folhas e flores, na qual se verificou a presenca de diferentes picos no
extrato bruto das flores comparado com o extrato bruto das folhas,
observa-se que o extrato bruto das flores apresentou mais picos, 0 que
indica a presenca de mais compostos quimicos neste extrato.

Figura 11: Cromatograma do extrato bruto das flores de C. uniflora.
Detectado em CLAE 540 DAD, em 280 nm, com um tempo de
corrida de 60 minutos. Fase mdvel utilizada para a separagdo foi
acetonitrila (solvente A) e cido fosforico (1%), acido acético (10%),
acetonitrila (5%) (v/v/v) e agua (84%) (solvente B). O programa de
eluicdo de gradiente linear foi: 0 min, 100% (solvente B), 30 min
70% e 30% do solvente A, 40 min, 100% (solvente A).

280 nm
Extrato bruto das flores de C. uniflora

reAL 2 280 nim

Fonte: (Autor, 2013).
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Figura 12: Cromatograma do extrato bruto das folhas de C. uniflora.
Detectado em CLAE 540 DAD, em 280 nm, com um tempo de
corrida de 60 minutos. Fase movel utilizada para a separagdo foi
acetonitrila (solvente A) e &cido fosfdrico (1%), &cido acético (10%),
acetonitrila (5%) (v/v/v) e agua (84%) (solvente B). O programa de
eluicdo de gradiente linear foi: 0 min, 100% (solvente B), 30 min
70% e 30% do solvente A, 40 min, 100% (solvente A).

280 nm
Extrato bruto das folhas de C. uniflora

AL & 220 amn
t
-
-

U 7 Y 1 o
r's e % sy MA

Fonte: (Autor, 2013).

As figuras 11, 12 e 13 mostram o cromatograma das fracGes
obtidas no fracionamento liquido-liquido.

Os cromatogramas das fragdes de AcOEt e BUOH apresentaram
mais picos sendo que um dos picos presentes nas fragches s&o
semelhantes, pois apresentaram o mesmo perfil cromatografico e o
mesmo tempo de retengdo (10 a 15 min). J& a fragdo de CH.ClI,
apresentou menor nimero de picos, porém a fragdo do BuOH néo
apresentou uma separacgdo eficiente nas CCDs e na placa preparativa,
com os eluentes testados (CH,Cl, / MeOH / Ac. Fér) em diferentes
proporgdes como (9:1:0,5/ 5:5:0,5/ 6:4:0,5/ 4: 6:0,5)
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Figura 13: Cromatograma das frag¢des de CH,Cl, de C. uniflora.
Detectado em CLAE 540 DAD, em 280 nm, com um tempo de
corrida de 60 minutos. Fase mével utilizada para a separacao foi
acetonitrila (solvente A) e &cido fosférico (1%), acido acético (10%),
acetonitrila (5%) (v/v/v) e agua (84%) (solvente B). O programa de
eluicdo de gradiente linear foi: 0 min, 100% (solvente B), 30 min
70% e 30% do solvente A, 40 min, 100% (solvente A).

280 nm
Fracdo do diclorometano de C. uniflora

MmAL & 280 nm

mn

Fonte: (Autor, 2013).
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Figura 14: Cromatograma das fracbes de AcOEt de C. uniflora.
Detectado em CLAE 540 DAD, em 280 nm, com um tempo de
corrida de 60 minutos. Fase movel utilizada para a separagdo foi
acetonitrila (solvente A) e &cido fosfdrico (1%), &cido acético (10%),
acetonitrila (5%) (v/v/v) e agua (84%) (solvente B). O programa de
eluicdo de gradiente linear foi: 0 min, 100% (solvente B), 30 min
70% e 30% do solvente A, 40 min, 100% (solvente A).
280 nm
Fracdo de acetato de etila de C. uniflora

mAL = 220

Fonte: (Autor, 2013).
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Figura 15: Cromatograma das fracbes de BUuOH de C. uniflora.
Detectado em CLAE 540 DAD, em 280 nm, com um tempo de
corrida de 60 minutos. Fase movel utilizada para a separagdo foi
acetonitrila (solvente A) e &cido fosfdrico (1%), &cido acético (10%),
acetonitrila (5%) (v/v/v) e agua (84%) (solvente B). O programa de
eluicdo de gradiente linear foi: 0 min, 100% (solvente B), 30 min
70% e 30% do solvente A, 40 min, 100% (solvente A).

280 nm
Fracdo de butanol de C. uniflora

nAL a2 280 niv

Fonte: (Autor, 2013).

Observamos o0s cromatogramas das figuras 11, 12 e 13
comparados com a figura 14, os picos encontrados ndo correspondem a
nenhum dos compostos referéncia, por isso a necessidade de mais
estudos para possivel isolamento e caracterizagcdo, com o auxilio de
outras técnicas como a ressonancia magnética nuclear (RMN), para
poder identificar os possiveis compostos presentes nos extratos e fragdes
de C. uniflora.

Figura 16: Cromatograma das referéncias. Detectado em CLAE 540
DAD, em 280 nm, com um tempo de corrida de 60 minutos. Fase
mdvel utilizada para a separacéo foi acetonitrila (solvente A) e acido
fosforico (1%), acido acético (10%), acetonitrila (5%) (v/v/v) e agua
(84%) (solvente B). O programa de elui¢do de gradiente linear foi: 0
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min, 100% (solvente B), 30 min 70% e 30% do solvente A, 40 min,
100% (solvente A).

i 6 280 nm
: 1 Acido galico (2,24 mn)
2 Acido profocatecuico (2,92 mn)
3 Acido cafeico (5,29 min)
4 Acigo cumdrico (11,91 min)
1 3 5 Acido ferGico (12,02 min)
8 Acido cnamico (21,24 mn)
7 Quercetina (22,94 mn)
I & Kaempferol (25,27 min)

7
I

MAL) 2 280 am

Fonte: (Autor, 2013).

As fracOes de AcOEt e CH,CI, foram submetidas a placas
preparativas para obter uma separacdo mais eficiente, pois nas CCDs
estas fragcBes apresentaram bandas separadas que instigou a investigacdo
dos possiveis compostos.

A fracdo de AcOEt tanto quanto a fracdo de CH,CI, foram
purificadas em F1 e F2, porém a F3 do AcOEt ndo apresentou nenhum
pico, sendo descartada.

Na figura 15, podem ser observados alguns picos, sendo que dois
destes saem praticamente no mesmo tempo de retengdo e se sobrepdem,
possuindo um perfil cromatografico semelhante na Fragdo 1(Fl) e
Fracdo 2 (F2) do AcOEt. No entanto, 0s picos presentes neste
cromatograma nao correspondem as referéncias utilizadas, podendo ser
outras classes de compostos que ndo correspondem as referéncias
utilizadas.

n
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Figura 17: Cromatograma da purificacdo das fracGes 2 e 3 de AcOEt
de C. uniflora. Detectado em CLAE 540 DAD, em 280 hm, com um
tempo de corrida de 60 minutos. Fase moével utilizada para a
separacdo foi acetonitrila (solvente A) e acido fosforico (1%), acido
acético (10%), acetonitrila (5%) (v/v/v) e agua (84%) (solvente B).
O programa de eluicdo de gradiente linear foi: 0 min, 100%
(solvente B), 30 min 70% e 30% do solvente A, 40 min, 100%
(solvente A).

Acetato de etila

- ™

3 :

Fonte: (Autor, 2013).

O cromatograma da fragcdo de CH,CI,, figura 16 a F1 (violeta)
apresentou maior quantidade de picos, sendo que a F2 (azul) apresentou
apenas dois picos que se sobressaem praticamente no mesmo tempo de
retencdo do F1, indicando um perfil cromatogréfico semelhante. Os
picos presentes neste cromatograma ndo correspondem as referéncias
utilizadas.
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Figura 18: Cromatograma da purificagdo das fracdes 2 e 3 de CH,Cl,
de C. uniflora. Detectado em CLAE 540 DAD, em 280 nm, com um
tempo de corrida de 60 minutos. Fase moével utilizada para a
separacdo foi acetonitrila (solvente A) e acido fosforico (1%), acido
acético (10%), acetonitrila (5%) (v/v/v) e agua (84%) (solvente B).
O programa de eluicdo de gradiente linear foi: 0 min, 100%
(solvente B), 30 min 70% e 30% do solvente A, 40 min, 100%
(solvente A).

Diclorometano

M7a

vas
2 80
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Fonte: (Autor, 2013).
6.2 AVALIACAO CITOTOXICA

Os valores de ICsy dos extratos brutos das folhas e flores e das
fragdes do extrato das flores de C. uniflora encontram-se na figura 17.

Os extratos brutos das folhas e flores ndo apresentaram alto grau
de citotoxicidade, quando comparados com os controles. As fracBes de
AcOEt e BUOH do extrato das flores também ndo apresentaram alto
grau de citotoxicidade, porém a fragdo de CH,Cl, apresentou uma
inibicdo significativa tanto nas linhagens de células B-16 F-10 quanto
nas HaCaT, quando comparadas com os controles vincristina e
doxorrubicina.

Figura 19: Valores das ICs, do extrato bruto das folhas e flores de C.
uniflora e das fragcdes de AcOEt, CH,Cl, e BUOH das flores de C.
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uniflora, estes foram comparados com os padrdes vincristina e
doxorubicina em duas linhagens celulares (B-16 e HaCaT).

Valores de IC;; dos extratos aB1e-F10
OHaCaT
300 -
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_I-—I—
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BED3  3E-03

;Fu
H
H

AcOET Bruto CH,C;  Bruto  BuoH

Vincristina  Doxo
Folha Flor

Fonte: (Autor, 2013).
6.3 AVALIACAO FARMACOLOGICA
6.3.1 Avaliacdo da atividade Antinociceptiva
6.3.1.1 Contorcdes abdominais induzidas por acido acético
Os resultados apresentados na figura 18 demonstram que 0s
extratos de C. uniflora, administrados 60 minutos antes da injecdo do

acido acético, produziu uma inibicdo significativa das contorcoes
abdominais nas doses de 100 mg/kg e 300 mg/kg.
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Figura 20: Efeito do extrato hidroalcodlico de Calea uniflora (30
mg/Kg, 100 mg/Kg e 300 mg/Kg, v.0.) nas contor¢des abdominais
induzidas por acido acético 0,6% em camundongos. Os dados
representam média + erro padrdo da média de oito animais e estdo
expressos de acordo com o nimero de contorgGes realizadas pelos
animais durante os 20 minutos subsequentes & inje¢cdo do &cido
acético. *p<0,05, comparado ao controle (ANOVA/Dunnet).
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Fonte: (Autor, 2013).

6.3.1.2 Teste da Formalina

A injecdo intraplantar de 20 pL de formalina a 2,5% (formaldeido
0,92%) na pata posterior direita dos camundongos induziu um quadro
nociceptivo. A figura 19 demonstra o efeito do extrato de C. uniflora, na
nocicepcdo induzida pela formalina, onde podemos observar que nas
doses de 100 mg/kg e 300 mg/kg, 60 minutos antes da inje¢do de
formalina causou um efeito antinociceptivo apenas na segunda fase (15
a 30 minutos).

Figura 21: Efeito do extrato hidroalcodlico de Calea uniflora
(30mg/Kg, 100mg/Kg e 300mg/Kg, v.0.) em relagéo a primeira (A) e
segunda fase (B) da nocicepg¢do induzida pela injecdo intraplantar de
formalina 2,5% em camundongos. Os dados representam média *
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erro padrdo da média de oito animais e estdo expressos de acordo
com o tempo (S) que os animais permaneceram lambendo as patas.
*p<0,05; **p<0,01, comparado ao controle (ANOVA/Dunnet).
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Fonte: (Autor, 2013).
6.3.1.3 Teste da Placa Quente

Os resultados apresentados na figura 20 demonstram que o
tratamento com o extrato de C. uniflora na dose de 300mg/kg
administrados 60 minutos antes de submeter os camundongos a placa
guente, aumentou o tempo de permanéncia dos animais sobre a placa
aquecida de maneira significativa quando comparado ao grupo controle.
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Figura 22: Efeito do extrato hidroalcodlico de Calea uniflora
(30mg/Kg, 100mg/Kg e 300mg/Kg, v.0.) em relacdo ao modelo da
placa quente (hot plate). Os dados representam media + erro padrdo
da média de oito animais e estdo expressos de acordo com o tempo
(s) que os animais permaneceram sobre a superficie aquecida sem
lamber as patas. *p<0,05; ***p<0,001, comparado ao controle

(ANOVA/Dunnet).
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Fonte: (Autor, 2013).

6.3.1.4 Rota Rod

Os resultados apresentados na figura 21 mostram que, 0s extratos
de C. uniflora ndo foram significativos, em relacdo a incoordenacédo
motora e relaxamento muscular (Rota Rod) em camundongos quando
comparados ao grupo controle.
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Figura 23: Efeito do extrato hidroalcodlico de Calea uniflora
(30mg/Kg, 100mg/Kg e 300mg/Kg, v.0.) em relacdo a
incoordenacdo motora e relaxamento muscular (rota rod) em
camundongos. Os dados representam media + erro padrdo da média
de oito animais e estdo expressos de acordo com o tempo (S) que 0s
animais permaneceram no Rota-rod sem cair. (ANOVA/Dunnet).

80+
O
604 —
o 40-
o
o
o
£ 204
[
l—
0 o T T T T
&‘}0 «9 ‘l..@ *9 *.Q’
& 69 @Q ) @Q
¢$ K N § &
& N e’b\ e';@
> A A
o fQ (¢} 0@ o‘b
C}O

Fonte: (Autor, 2013).

6.3.2 Avaliacdo da Atividade Anti-inflamatéria
6.3.2.1 Edema de pata induzido por carragenina

Os resultados apresentados na figura 22 mostram que, 0s extratos
brutos de C. uniflora nas concentragdes de 30 mg/kg 100 mg/kg e 300
mg/kg n&o apresentaram efeito anti-inflamatdério no modelo de edema
de pata induzido por carragenina quando comparados com 0 grupo
controle.



58

Figura 24: Efeito do extrato hidroalcodlico de Calea uniflora
(30mg/Kg, 100mg/Kg e 300mg/Kg, v.0.) no edema de pata induzido
por carragenina em camundongos. Os dados representam media *
erro padrdo da média de oito animais e estdo expressos de acordo
com o volume das patas dos animais avaliados em diferentes
intervalos de tempo (ANOVA de duas vias).

0.044

Volume da pata

0.02

B Controle

[ Dexametasona 10mg/Kg
B C. uniflora 30mg/Kg
[ C. uniflora 100mg/Kg
C. uniflora 300mg/Kg

Fonte: (Autor, 2013).
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7 DISCUSSAO

De acordo com as informacdes populares relatadas nos encontros
mensais na Universidade do Extremo Sul Catarinense, pelas agentes da
Pastoral da Saude Regional Sul IV, a planta medicinal Calea uniflora é
muito utilizada pela populagdo local para atividade anti-inflamatoria,
dor, hematomas, antisséptico (picada de mosquito), reumatismo,
infeccBes urinérias e gripe (ROSSATO et al., 2011). Frente a essas
informagfes e devido a poucos estudos sobre a planta medicinal,
verificamos a necessidade de estuda-la.

Segundo os relatos das agentes, trés formas farmacéuticas sao
utilizadas para C. uniflora: tintura da planta inteira, tintura das
inflorescéncias, infuséo e cremes com tinturas das inflorescéncias. A
tintura € uma preparacdo alcodlica ou hidroalcodlica resultante da
extracdo de drogas vegetais, animais ou diluicdo dos respectivos
extratos. Infusdo é uma preparacdo que consiste em verter dgua fervente
sobre a droga vegetal, em seguida tampar ou abafar o recipiente por
tempo determinado. Esse método é indicado para partes de drogas
vegetais de consisténcia menos rigida, como as folhas, flores e frutos ou
substancias ativas volateis. Creme é uma forma farmacéutica semi-
s6lida que consiste de uma emulsdo, formada por uma fase lipofilica e
outra hidrofilica, que contém um ou mais principios ativos dissolvidos
dispersos em uma base apropriada, sendo utilizado em aplicagdes
externas na pele (BRASIL, 2011).

As investigacBes preliminares dos constituintes quimicos
representa muitas vezes um estimulo motivador de curiosidade, ja que
possibilita 0 conhecimento prévio dos extratos e indica as substéncias
presentes (MACIEL et al., 2002). Os efeitos biol6gicos observados em
uma planta medicinal sdo consequéncia da interacdo de uma certa
concentracdo dos constituintes biologicamente ativos produzidos pela
planta em um determinado tempo (CORDELL, 2011).

Em estudos realizados com plantas do género Calea foram
detectados compostos quimicos como as lactonas, saponinas e 0s
flavonoides, que sdo amplamente descritos na literatura como detentores
de uma variedade de efeitos sobre o sistema biolégico como: atividade
antimicrobiana (CHAKRABORTY et al., 2012), antiviral (HAYASHI et
al., 1997), antiulcerogénica (PELZER et al., 1998), citotdxica
(TRIANAA et al.,, 2011), antineoplasica (THOMAS et al., 2012),
antioxidante (MARTINO et al., 2012), antihepatotdxica (KIM et al.,
2004) e anti-inflamatdria (MINO et al., 2004).
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Calea uniflora possui poucos estudos sobre suas atividades
bioldgicas, tornando importante alvo para pesquisas. Estudos sobre os
constituintes quimicos também séo restritos, mas ja foi demonstrada a
presenca do glicosideo 5-deoxyflavona, compostos que sugerem
propriedades antioxidantes e anticancerigenas (ZHANG et al., 2008;
ZHANG et al., 2005; NASCIMENTO; OLIVEIRA, 2004).

Nascimento et al (2004) identificou a presenga de quatro
derivados de p-hidroxiacetofenona do extrato bruto de diclorometano de
C. uniflora. Estes compostos apresentaram atividade tripanocida em
testes realizados in vitro com o0 sangue de camundongos infectados e
acdo antifingica contra Candida albicans, Candida krusei, Candida
parapsilosis, Candida glabrata, Trichophyton rubrum e Trichophyton
mentagrophyte.

As acetofenonas pertencem ao grupo dos compostos fendlicos, e
s30 responsaveis por varias atividades biolégicas como: anti-
inflamatdéria (FAVIER et al.,, 1998), antiespasmddica (SANTOS;
KUHNEN; YUNES, 2006), antibacteriana (NIERO, et al. 1996),
antifangica (NASCIMENTO; OLIVEIRA, 2004).

Através das informacdes cientificas coletadas e juntamente com
as informacOes populares levantadas, decidiu-se analisar 0s extratos
brutos das flores e folhas e as fragcbes de AcOEt, CH,Cl, e BUuOH de
Calea uniflora.

Conforme os cromatogramas obtidos pelo CLAE, dos extratos
brutos das flores comparados com o extrato bruto das folhas, foi
constatado diferenca na quantidade de compostos, pois 0 extrato das
flores apresentou mais picos que o extrato bruto das folhas. Essa
diferenca pode estar relacionada com o 6rgéo vegetal onde os compostos
sdo armazenados, no qual concentra uma quantidade maior de
compostos nas flores do que nas folhas (GOBBO-NETTO; LOPES,
2007).

As fragdes do extrato bruto de C. uniflora que foram submetidas
ao CLAE mostraram a presenca de diferentes picos nas fracdes AcOEt,
CH,CI, e BUOH, porém estes picos ndo corresponderam a nenhum dos
compostos referéncia utilizados. Sendo assim, mais estudos devem ser
realizados para possivel isolamento e identificagdo destes compostos
gue podem ser os responsaveis pela atividade farmacolégica da planta.

Os cromatogramas das frages de AcOEt e CH,Cl, apresentaram
alguns picos que ndo correspondem aos compostos referéncia utilizados.
Nas analises cromatograficas realizadas por CCDs da fracdo AcOEt
apos a purificacdo de 3 placas preparativas para a fragdo de C. uniflora,
indicaram a presenca de alguns constituintes quimicos, na qual
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predominou os flavonoides e possivelmente a classe dos alcaloides na
fragdo de AcOEt.

Os flavonoides tem demonstrado grande gama de propriedades
terapéuticas como: antioxidante, anti-inflamatdria, antiflngica,
antimicrobiana e anticancerigena (FAVARIN et al., 2013; NYJVELDT
et al., 2001; LOPES-POSADA et al., 2008; KIM et al., 2004). Segundo
os relatos da Pastoral da Saude, a C. uniflora € popularmente utilizada
para processos inflamatorios e apresenta acdo cicatrizante. Essa
atividade pode estar relacionada a presenca de flavonoides.

No processo anti-inflamatério estes compostos atuam sobre as
células envolvidas na inflamag&o, inibindo a produgdo de citocinas pro-
inflamatérias, modulando a atividade das enzimas da via do &cido
araquidénico, como a ciclo-oxigenase, fosfolipase A, e lipo-oxigenase,
além de agirem sobre a enzima formadora de Oxido nitrico e Oxido
nitrico sintase (MIDDLETON; KANDAWASWAMI; THEOHARIDES,
2000).

J4 na cicatrizagdo, os flavonoides evitam a liberacdo das
prostaglandinas e histamina, evitando a migracdo celular. Estes
processos estdo ligados a cascata da inflamagdo, pois, estabilizam a
membrana celular por meio da captura de radicais livres presentes,
evitando dano celular e ativando o sistema bioquimico para a
regeneracdo do tecido (SORIANO et al., 2004).

Os alcaloides estdo presentes em algumas espécies da familia
Asteraceae, porém apenas um estudo até o momento com o género
Calea indicou a presenca desta classe. Entretanto a fracdo de AcCOEt em
CCD de C. uniflora detectou a presenca desta classe de composto. Na
literatura hé relatas que a planta medicinal Arnica montana, pertencente
a mesma familia de C. uniflora, apresenta em suas flores diversos
compostos, sendo um deles a arnicaina (alcaloide) (YUI, LINARELLLI,
ZELANTE, 1998).

Os alcaloides possuem uma gama de atividade bioldgica. Entre
elas, podemos citar atividade antimicrobiana, citotoxica e analgésicas,
sendo assim pode relacionar a presenca destes compostos com 0 uso
popular regional (ALMEIDA et al.,, 2009; SILVA et al., 2007;
CASTILHOS et al., 2007). Em 1804 o farmacéutico alemao Friedrich
Wilhelm Adam, isolou a morfina da planta Papaver somniferum, descrita
como o principal alcaloide do épio, sabe-se que um quarto do peso do
po de oOpio é constituido por pelo menos 25 alcaloides. Atualmente a
morfina ainda encontra uma importante aplicacdo terapéutica. Segundo
a OMS ela é indicada para o tratamento da dor intensa, especialmente
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em pacientes terminais com cancer (DUARTE, 2005; BARREIRO;
BOLZANI, 2009).

Além destas analises fitoquimicas, também foi avaliado o
potencial citotdxico dos extratos brutos das folhas e flores e as fracdes
de AcOEt, CH,CI, e BuOH, utilizando o ensaio de MTT, com células
HaCaT (queratindcitos humanos) e B-16 (melanoma de murino).

A cultura das células in vitro € uma importante ferramenta para
estudar a atividade citotoxica de substancias com possiveis atividades
terapéuticas (FRESHNEY, 2001).

O ensaio de MTT consiste em uma andlise colorimétrica de
viabilidade celular. Esse ensaio se baseia na conversdéo do MTT
(amarelo) para formazam (purpura), avaliando a fungdo celular
mitocondrial de acordo a reducdo enzimatica do sal de tetrazélio pelas
desidrogenases mitocondriais nas células viaveis, permitindo dessa
maneira quantificar a porcentagem de células vivas (MOSMMAN,
1983).

A avaliacdo da citotoxicidade da C. uniflora demonstrou que 0s
extratos brutos e as fragdes de AcOEt e BUOH ndo apresentaram grau de
citotoxicidade relevante de acordo com o Instituto Nacional do Céncer
dos Estados Unidos, o que torna mais seguro o uso popular, ja que esta é
muito utilizada na regido (GERAN et al., 1972).

O programa de triagem de plantas estabelece que os extratos
vegetais com ICsy menor que 20 pg/ml para extratos brutos e 4 pg/ml
para compostos puros, apresentam potencial citotoxico. No entanto a
fracdo de diclorometano tem mais afinidade com estes tipos de
compostos, extraindo mais substancias lipofilicas, estas podem ser o0s
responsaveis por apresentar um potencial citotoxico maior, comparado
com 0s extratos brutos e as demais fragdes (GERAN et al., 1972).

A morte celular causada pela fracdo de diclorometano pode estar
relacionada com a possivel presenca dos alcaloides, que foram
encontrados nos testes preliminares em C. uniflora. Segundo estudos
realizados por Fahy e colaboradores (1997) os alcaloides da vinca tém
sido largamente utilizados na quimioterapia, sendo que, alguns
medicamentos j& estdo disponiveis, como é o caso da vimblastina,
vincristina, vinorelbina, derivados da epipodofilotoxina e paclitaxel,
sendo assim a fracdo do diclorometano torna-se mais interessante, pois
pode apresentar um efeito promissor.

De acordo com Jains e Jain (2011) ha relatos de que varias
espécies de plantas ricas em flavonoides apresentam propriedades
preventivas e terapéuticas contra a citotoxicidade, os flavonoides sdo
constituintes de muitos vegetais e frutas, que consumidos reduzem o0s
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riscos de cancer.

Estudos farmacol6gicos foram realizados com o extrato bruto das
flores de C. uniflora, a fim de verificar a atividade antinociceptiva e
anti-inflamatoria.

A atividade antinociceptiva pode ser detectada por meio de
alguns modelos experimentais baseados em estimulos quimicos
(contor¢cdes abdominais e formalina) e estimulos térmicos (placa
guente).

O teste de contorcGes abdominais é baseado na contagem das
contor¢Bes que ocorrem como resposta a uma irritagdo peritoneal
produzida pelo &cido acético, sendo semelhante a dor inflamatéria da
peritonite (LE BARS; GOZARIUM;CADDEN, 2001). Os dados obtidos
neste modelo foram satisfatdrios para potencial antinociceptivo, pois 0s
extratos brutos de C. uniflora, administrados por via oral, nas doses de
100 e 300 mg/kg, reduziram o numero de contor¢cBes abdominais
guando comparadas ao controle.

Segundo Rodrigues e colaboradores (2010) plantas indicadas por
26 etnias indigenas do Brasil com acdo analgésica, possuem em sua
composicdo quimica o predominio de alcaloides, triterpenoides,
compostos fenolicos e cumarinas. Alvarenga et al., (2013) relata que
metabolitos como saponinas e flavonoides, podem estar diretamente
relacionado a analgesia periférica.

De acordo com os experimentos fitoquimicos realizados neste
trabalho, C. uniflora possui em sua composi¢do quimica alcaloides e
flavonoides e estes compostos podem estar relacionados com a acéo
antinociceptiva observada no modelo de contor¢des abdominais.

O modelo da formalina permite avaliar duas fases distintas da
dor. Na primeira fase ocorre a ativagdo das fibras C e AJ, sendo
denominada fase neurogénica (até 5 minutos ap6s a injecdo). Apds a
primeira fase se inicia uma fase silente (5-15 minutos ap6s a injecao)
onde o animal ndo apresenta comportamento nociceptivo. Na segunda
fase ocorre uma reacdo inflamatéria no tecido periférico, sendo
denominada como fase neuropatica (15-30 minutos ap6s a injecdo)
(HUNSKAR; HOLE 1987). Neste experimento o extrato da planta
apresentou resultado significativo apenas na fase neuropética, nas doses
de 100 e 300 mg /kg.

A segunda fase é caracterizada pelo processo inflamatério, na
qual é causado pela inflamacdo local e pela liberacdo de mediadores
hiperalgésicos e inflamatérios, que podem gerar respostas inflamatdrias.
Sendo assim, podemos dizer que C. uniflora pode apresentar atividade
anti-inflamatoéria e estd relacionada com a presenca de metabdlitos
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secundarios como os flavonoides.

Conforme Mutoh e colaboradores (2000), flavonoides como
guercetina e apigenina demonstram acdo anti-inflamatoria, pois estes
compostos causam a inibigdo de COX-2 e de éxido nitrico sintase.

A fim de verificar a a¢do analgésica a nivel central, foi realizado
0 teste da placa quente. Este modelo caracteriza-se por produzir resposta
rapida ao estimulo nocivo. O calor estimula termorreceptores e estes
ativam uma sequéncia inalteravel de ativacdo. Na préatica, o animal retira
rapidamente a pata a partir do estimulo recebido que é decorrente da
acdo a nivel central. Este modelo avalia a atividade antinociceptiva de
farmacos opidides (LE BARS, 2001; HIRUMA-LIMA et al., 2000;
ANKIER, 1974). Os resultados obtidos neste teste, indicaram que C.
uniflora apresenta efeito analgésico central nas doses de 300 mg/kg,
guando comparado com a morfina. Segundo Almeida e colaboradores
(2001) a analgesia central promovida por muitos extratos de plantas é
geralmente atribuido a presenca dos alcaloides.

Os opidides continuam sendo os analgésicos mais potentes para
controlar a dor intensa. Essa qualidade dos opidides ja era conhecida na
antiguidade, com o0 uso do suco leitoso seco da papoula, denominado de
oOpio. Neste suco havia pelo menos 20 tipos de alcaloides, que mais tarde
foram isolados, sendo que um desses alcaloides foi a morfina (IASP,
2010).

Nos estudos de substancias analgésicas devem ser descartadas as
possiveis alteracdes do desempenho motor, que podem ser produzidas
por alguns farmacos potencialmente analgésicas. A maior fonte de erros
em estudos sobre farmacos que interferem na transmissao da resposta
nociceptiva é a modificagio no desempenho motor do animal
(MILLAN, 2002).

Por esse motivo avaliamos a incoordenacdo motora por meio do
teste rota-rod. Os resultados demostraram que o extrato bruto de C.
uniflora ndo altera o desempenho motor dos animais nas doses (100 e
300 mg/kg). Desta forma, comprovou-se que a reducdo do
comportamento nociceptivo dos animais sdo devido ao efeito analgésico
e ndo a alteracdo do desempenho motor.

Para confirmar a atividade anti-inflamatéria obtida no teste da
formalina, o extrato de C. uniflora foi avaliado no modelo de edema de
pata induzida por carragenina. A carragenina é um agente flogistico que
produz inflamagdo, promovendo uma intensa vasodilatacdo e
extravasamento plasmatico. O edema provocado pela carragenina
ocorre em trés fases. Segundo Di Rosa e Willowghthby (1971), na 12
hora ap6s a injecdo da carragenina o aumento da permeabilidade
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vascular é mediado por histamina e serotonina. Na 2 @ hora aumento da
permeabilidade vascular ¢ mediado pelas cininas. A fase de maior
intensidade do edema ocorre 3 horas apds a injecdo da carragenina e é
caracterizada pela acdo de prostaglandinas sobre a permeabilidade
capilar, contribuindo para uma intensa migracdo celular até o sitio
inflamatorio (ZHU et al., 2010; FARSAM et al., 2000).

Embora com relevancia pelos dados obtidos, os resultados
demonstraram que o extrato bruto de C. uniflora, ndo foi capaz de
reduzir o edema provocado pela injecéo intraplantar de carragenina 1%,
0 que pode ser devido ao tempo em que os animais foram avaliados,
pois com 240 minutos o grupo controle comegou a demonstrar um
resultado interessante, porém nao suficiente para apresentar atividade
anti-inflamatoria eficiente. Sendo assim devemos rever o tempo e o
modelo experimental, ja que no modelo de edema de pata induzido por
carragenina o controle comegou a apresentar uma redugo no volume da
pata apos 4 horas. Frente a isso, é necessario um periodo maior de
analise, compreendendo o tempo das duas fases que ocorre neste modelo
experimental.

Segundo os relatos das agentes da Pastoral da Salde, a planta é
utilizada para processos inflamatdrios por via tdpica o que instiga a
realizacdo de testes futuros com outros modelos experimentais, ja que o
processo inflamatdrio se diferencia pelo tipo de tecido envolvido, agente
flogistico e mediador inflamatério liberado. O mecanismo da
carragenina envolve a liberacdo de prostanoides via ciclooxigenase, ja o
mecanismo do 6leo de créton na qual é utilizado para via topica para
induzir inflamagdo, envolve a ativagdo da fosfolipase A, que em
diferentes tecidos promove a liberacdo dos mediadores envolvidos na
formacdo do edema e no processo da quimiotaxia (ZANUSSO JUNIOR
etal., 2011; KONDOH; SATO; KANOH, 1995).
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8 CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho indicam que:

Os extratos brutos das flores possuem mais compostos quimicos
gue os do extrato bruto das folhas de Calea uniflora.

Na fracdo de acetato de etila foram identificados flavonoides e a
possivel presenca dos alcaloides e estes compostos podem ser
responsaveis pela acdo farmacoldgica da planta.

Os resultados encontrados demonstraram que 0s extratos brutos e
as fragbes de AcOEt e BUOH de C. uniflora apresentaram uma ICsg
maior que 58 pg/ml para linhagem HaCaT e 48 pg/ml para a linhagem
B-16, sendo assim esses valores ndo apresentaram citotoxicidade, sendo
assim a populacgdo pode utilizar a planta de forma segura. Ja a fracéo de
diclorometano apresentou ICsy de 18 pg/ml, mostrando inibicéo
significativa quando comparada aos controles vincristina e
doxorrubicina, necessitando de mais estudos, pois apresentou um
potencial citotdxico maior comparado com as demais fracdes.

A atividade antinociceptiva, tanto para estimulos quimicos como
térmicos, apresentaram um efeito significativo para o extrato bruto das
flores de C. uniflora, nas doses de 100 e 300 mg/kg. Esse efeito pode
estar relacionado com a presenga dos compostos quimicos como
alcaloides a nivel central e flavonoides a nivel periférico.

O extrato de C. uniflora ndo induz a incoordena¢do motora e
atividade relaxante muscular em camundongos.

Em relagdo a atividade anti-inflamatdria, mais estudos s&o
necessarios. A forma de administracdo também pode ser revista, sendo
alterada para uso topico, ja que a populacdo utiliza a planta desta forma.
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