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RESUMO
As plantas medicinais sdo reconhecidas por fornecerem diversos beneficios a saude, assim
como relatado para diversas espécies da familia cucurbitaceae, como melancia, meldo e
abobora. Pertencente a esta familia, a espécie Apodanthera glaziovii despertou interesse para
estudos fitoquimicos e farmacoldgicos devido a escassez de pesquisas sobre seu potencial
terapéutico e seus constituintes quimicos. Neste estudo, foram empregadas abordagens
qualitativas e quantitativas para identificar os metabdlitos secundarios presentes na espécie em
questdo. Além disso, a anélise e o isolamento dos compostos foram realizados por meio de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Detec¢édo por Arranjo de Diodos (CLAE-
DAD). Para avaliar a atividade antimicrobiana do Extrato hidroetandlico (70%) liofilizado de
A. glaziovii (EHL-AQ), o teste de microdiluicdo em placa foi empregado, tanto para bactérias
quanto para fungos. Em relacdo a toxicidade, foram utilizados métodos para avaliar a atividade
hemolitica em eritrocitos humanos, bem como o teste de toxicidade aguda in vivo. Além disso,
foi conduzido o teste de genotoxicidade, determinando o nimero de eritrécitos policromaticos
micronucleados (MNPCE) de camundongos. Para investigar a atividade anti-inflamatoria,
foram empregados testes de edema de pata, peritonite e bolsdo de ar induzidos por carragenina.
Os resultados constataram que as saponinas sao 0s metabolitos predominantes nesta espécie.
Andlises cromatograficas identificaram comprimentos de onda caracteristicos de
caiaponosideos (nor-cucurbitacinas), levando ao isolamento de um composto conhecido como
Caiaponosideo D2. Embora o extrato de Apodanthera glaziovii ndo tenha demonstrado
atividade antimicrobiana para os micro-organismos testados, testes de toxicidade hemolitica
indicaram um baixo potencial hemolitico, com a maior concentragdo testada de 2000 ug /mL
correspondendo a apenas 4,80% de hemdlise. No teste de toxicidade aguda em camundongos
in vivo, 0 extrato apresentou sinais de toxicidade, na dose de 2.000 mg/kg, nos parametros
bioguimicos e hematoldgicos. Por outro lado, os resultados da atividade anti-inflamat6ria foram
promissores: 0 extrato reduziu significativamente o edema de pata em 55%, o influxo de
neutrofilos em 68% e o de leucdcitos em 62% na peritonite, além de diminuir em 70% o influxo
de neutréfilos no teste em bolsao de ar, todos na dose 100 mg/kg. Esses achados sugerem que
a Apodanthera glaziovii possui potencial anti-inflamatério, destacando a importancia da

pesquisa de novos agentes terapéuticos em plantas medicinais.

Palavras-chave: caatinga; Cucurbitaceae; saponinas triterpénicas; toxicidade; anti-

inflamatorio.



ABSTRACT

Medicinal plants are recognized for providing various health benefits, as reported for several
species of the cucurbitaceae family, such as watermelon, melon and pumpkin. Belonging to this
family, the species Apodanthera glaziovii has aroused interest in phytochemical and
pharmacological studies due to the scarcity of research into its therapeutic potential and
chemical constituents. In this study, qualitative and quantitative approaches were used to
identify the secondary metabolites present in the species in question. In addition, the
compounds were analyzed and isolated using High Performance Liquid Chromatography
coupled with Diode Array Detection (HPLC-DAD). To assess the antimicrobial activity of the
freeze-dried hydroethanolic extract (70%) of A. glaziovii (EHL-AQ), the microdilution plate test
was used, both for bacteria and fungi. With regard to toxicity, methods were used to assess
hemolytic activity in human erythrocytes, as well as the in vivo acute toxicity test. In addition,
a genotoxicity test was carried out, determining the number of micronucleated polychromatic
erythrocytes (MNPCE) in mice. To investigate anti-inflammatory activity, carrageenan-
induced paw edema, peritonitis and air pocket tests were used. The results showed that saponins
are the predominant metabolites in this species. Chromatographic analysis identified
characteristic wavelengths of cayponosides (nor-cucurbitacins), leading to the isolation of a
compound known as Cayponoside D2. Although the Apodanthera glaziovii extract did not
demonstrate antimicrobial activity for the microorganisms tested, hemolytic toxicity tests
indicated a low hemolytic potential, with the highest concentration tested of 2000 pg /mL
corresponding to only 4.80% hemolysis. In the acute toxicity test on mice in vivo, the extract
showed signs of toxicity in biochemical and hematological parameters at a dose of 2,000 mg/kg.
On the other hand, the results of the anti-inflammatory activity were promising: the extract
significantly reduced paw edema by 55%, neutrophil influx by 68% and leukocyte influx by
62% in peritonitis, as well as reducing neutrophil influx by 70% in the air pocket test, all at a
dose of 100 mg/kg. These findings suggest that Apodanthera glaziovii has anti-inflammatory
potential, highlighting the importance of research into new therapeutic agents in medicinal

plants.

Keywords: caatinga; Cucurbitaceae; triterpenic saponins; toxicity; anti-inflammatory.
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1 INTRODUCAO

As plantas apresentam grande importancia terapéutica com potencial de uso atual ou
futuro para a humanidade. A denominacdo de plantas medicinais € relacionada a vegetais que
possuem algum efeito terapéutico, que possa ser proveitosa para o estado de bem-estar fisico,
mental e social do homem (Moudgil and Venkatesha, 2023). De modo geral, a pesquisa de
novos compostos com potencial terapéutico é bastante discutida e visada no ambito dos
produtos naturais, visto que algumas familias botanicas sdo relevantes para o tratamento de
diversas enfermidades.

Nas terras brasileiras, as plantas representantes da familia Cucurbitaceae, conhecidas
popularmente como a familia das abdboras, em sua maioria, sdo plantas herbaceas ou lenhosas,
raramente arbustivas, dentre as quais, muitas possuem gavinhas (Lima, 2010). Séo cultivadas
para as mais diversas utilidades além da alimentac&o, por exemplo, em alguns lugares da india
e Bangladesh algumas tribos usam espécies da familia Cucurbitaceae para tratamento empirico
da diabetes, edema, problemas no trato gastrointestinal, eventos cardiovasculares e outros
(Rahmatullah, et al., 2012).

Na alimentacdo seus frutos possuem diversos beneficios, como o elevado teor de
carotenoides, propriedades antioxidantes e fibras (Yiblet, 2023). A familia das cucurbitaceas
também se destaca devido ao seu potencial econdmico, visto que muitos representantes dessa
familia s&o cultivados, visando o crescimento de frutos e sementes, que sdo utilizados como
fonte de alimento ou fins medicinais (Valduga, 2017). No Brasil, a producdo e comercializacdo
de produtos da familia Cucurbitaceae concentra-se principalmente em espécies como,
Cucurbita pepo (abobora do campo), Citrullus lanatus (melancia) e Cucumis melo (meldo
almiscarado) (Mukherjee, et al., 2022).

Sendo a regido Nordeste reconhecida como a principal area de producdo dos produtos
derivados da familia Cucurbitaceae, no Brasil (Fonseca, et al., 2015). Essa regido abriga
diversos biomas, como Cerrado (Oeste da Bahia, Piaui e Leste do Maranhdo), Mata Atlantica
(Litoral Nordestino, até o Rio Grande do Norte), Floresta Amazénia (Oeste do Maranhéo) e o
maior deles a Caatinga (Bahia, Pernambuco e Paraiba) (Silva, Almeida e Lima, 2019). A
Caatinga, em especial, € um dos biomas mais singulares. Com sua floresta semiarida,
fundamental para manutencéo dos ecossistemas locais e para a vida das pessoas que habitam
essa regiao.

Algumas caracteristicas dos vegetais sdo fundamentais para manutencdo do equilibrio

ecologico local, especialmente devido a escassez hidrica da regido da Caatinga (Brasil, 2024).
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Isso leva os vegetais a desenvolverem adaptacdes especificas, como o acimulo de seiva nos
caules e rizomas de algumas espécies, como ocorre no género Apodanthera (Shyaula;
Manandhar, 2021). O género Apodanthera, apesar de pouco relatado na literatura, revelou a
presenca de metabolitos como caiaponosideos, cabenosideos e cucurbitacinas, que sdo
triterpenos altamente oxigenados, que podem ser encontrados livres ou glicosilados.

Essas substancias apresentam diversas propriedades terapéuticas, incluindo potencial no
tratamento anticancer, imunorreguladora e anti-inflamatoria (Li, et al., 2023). Essas descobertas
bioldgicas contribuem para a busca de novas op¢des terapéuticas, promovendo a preservacdo
da biodiversidade e a sustentabilidade de espécies com potencial medicinal. Além disso,
impulsionam o avancgo cientifico em busca de alternativas terapéuticas, como novos anti-
inflamatorios (Noronha, et al., 2021). Embora amplamente utilizados para tratar os sintomas da
inflamacdo, os anti-inflamatdrios convencionais apresentam problemas que justificam a
necessidade de explorar produtos naturais, na busca por compostos terapéuticos ainda
desconhecidos. O género Apodanthera destaca-se com a pesquisa envolvendo A. congestiflora,
cujo extrato hidroetanolico dos caules demonstrou uma reducéo significativa do edema de pata,
atribuida a diminuigéo das celulas pro-inflamatorias (Silvestre, et al., 2021)

Dentre as espécies da familia Cucurbitaceae pode-se evidenciar Apodanthera glaziovii,
espécie endémica do Brasil, encontrada prevalentemente nas regides da Caatinga ou de
Carrasco dos estados da Bahia e de Pernambuco. Trata-se de uma planta trepadeira monoica
com uma notavel capacidade de sobreviver a baixa disponibilidade de agua (Lima, 2010). Neste
contexto, a espécie Apodanthera glaziovii assim como o género sofre com a escassez de
pesquisas voltadas para estudos fitoquimicos e farmacoldgicos, apresentando apenas um estudo
que avalia a capacidade de reversao dos efeitos toxicos do veneno de Bothrops jararaca da A.
glaziovii e da A. villosa. Salientando a importancia de maior embasamento investigativo da
comunidade cientifica para avaliacdo de seu potencial terapéutico (Vilar; Carvalho; Furtado,
2007).

Uma vez que a quimica de produtos naturais representa uma alternativa de sucesso, e
historicamente privilegiada, para a sintese e producdo de novos farmacos (Matos, 2009).
Especialmente em um cendrio no qual a bioeconomia é cada vez mais recorrente e a riqueza
bioldgica é uma fonte potencial para a criacdo de novos bioprodutos. Assim, diante do cenario
em que muitas espécies vegetais, como a A. glaziovii, carecem de estudos sobre seus
metabdlitos potencialmente terapéuticos, este estudo tem como objetivo principal realizar uma
prospeccao fitoquimica, toxicoldgica e farmacoldgica de A. glaziovii. A fim de avaliar sua

seguranca, potencial terapéutico e os metabolitos responsaveis por tais agoes.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Realizar uma prospec¢do fitoquimica, toxicoldgica e farmacologica de Apodanthera

glaziovii, a fim de conhecer seus constituintes quimicos e avaliar o seu potencial terapéutico.

2.2 Objetivos especifico

Esta pesquisa teve os seguintes objetivos especificos atendidos:

a)
b)

c)

d)

f)

9)

h)

)
K)

obter o Extrato Hidroetanolico Liofilizado (EHL) dos caules de Apodanthera
glaziovii;

fracionar o EHL por meio de uma particdo liquido:liquido;

realizar um screening fitoquimico do EHL e das fases por meio de uma triagem
qualitativa dos metabdlitos secundarios, taninos, flavonoides, alcaloides, saponinas,
catequinas, agucares redutores e polissacarideos;

realizar analise quantitativa dos metabdlitos secundéarios, polifendis totais,
flavonoides, taninos;

caracterizar cromatograficamente o extrato de A. glaziovii;

efetuar o isolamento de compostos quimicos da fase DCM através de técnicas
cromatograficas;

identificar as estruturas das moléculas isoladas por meio de analise de ressonancia
magnética nuclear (RMN) de *H e 3C, utilizando técnicas uni e bidimensionais;
avaliar a atividade antimicrobiana, a concentracdo inibitéria minima (CIM) e a
concentracdo fungicida minima (CFM) do EHL e das fases particionadas;

estimar a toxicidade do EHL e fases em eritrdcitos humanos e genotoxicidade in vivo;
realizar ensaios de toxicidade aguda in vivo;

investigar o potencial anti-inflamatério do EHL in vivo seguindo o modelo de edema

de pata induzido por carragenina, peritonite e bolséo de ar induzidos por carragenina.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Familia Cucurbitaceae

Devido a sua ampla distribuicdo mundial, a familia Cucurbitaceae A.Juss. é bastante
conhecida por produtos alimenticios, como melancia (Citrullus lanatus), abéboras (Cucurbita
sp.) e meldo (Cucumis melo L.). Tal fato que Ihe confere um alto poder econémico, uma vez
que seus frutos e sementes sdo altamente comercializados. A familia Cucurbitaceae apresenta,
aproximadamente, 125 géneros e 960 espécies distribuidas em todas as regides do mundo, em
especial no Sudeste da Asia e na Africa do Sul (Mukherjee, et al., 2022). No Brasil, além de
bem distribuida, sdo reportados 26 géneros e 160 espécies (Gomes-Klein, et al., 2024).

Assim, essa distribuicdo esta atrelada as suas caracteristicas botanicas, que compreende
plantas monoicas, dioicas, herbaceas e dispostas de gavinhas, estruturas semelhantes a
‘elasticos’ que lhes conferem uma caracteristica trepadeira, que se agarram a outras estruturas
fixas como galhos e cercas, de forma a possibilitar a aderéncia das plantas, fato que evidencia
a caracteristica trepadeira da espécie em questdo (Gongalves, 2019). Possui como
particularidade da familia a ocorréncia de dente foliar do tipo cucurbitoide, e fruto geralmente
bacoide ou peponideo, que sdo frutos com casca resistente, interior suculento e carnoso, com
sementes embutidas na polpa. (Lima, 2010).

Como caracteristica fisica as cucurbitaceas sao sensiveis a temperaturas de congelamento,
embora algumas espécies sejam mais resistentes devido a presenca de tubérculos subterraneos
(Lima, 2010). No entanto, tais diferencas entre as espéecies ficaram mais bem permitidas na
divisdo em tribos, intrafamiliar. Belgrano e Pozner (2017) relataram que a familia
Cucurbitaceae apresentava-se com uma divisdo em duas subfamilias, a Nhandiroboideae e a
Cucurbitoideae, devido a presenca de caracteristicas morfoldgicas distintas. No caso do género
Apodanthera, expressava-se na subfamilia Cucurbitoideae pertencente a tribo Coniandreae.

Essa familia j& se demonstrou economicamente importante, devido a comercializagéo de
seus produtos. No entanto, também tem despertado interesse académico devido a presenca de
compostos bioativos, como as cucurbitacinas, encontradas em espécies como Citrullus lanatus
(melancia), Cucumis sativus (pepino) e o meldo (Cucumis melo L.) (Palmitessa, et al., 2023;
Qing, et al., 2022; Zamuz, et al., 2021). Dentre as atividades terapéuticas relatadas para essa
familia, as cucurbitaceas apresentam importante atividade anti-inflamatoria, antimicrobiana e,

principalmente, antitumoral (Machado; Costa, 2019).
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Como mencionado, a familia Cucurbitaceae é valiosa por seu conteido de metabélitos
secundarios. No México o uso de algumas espécies da familia Cucurbitaceae ocorre
tradicionalmente como agente de lavanderia e de controle de algumas pragas, além de sua
utilizacéo terapéutica na forma de infusdo para o tratamento de diferentes tipos de dermatites e
dor de estbmago (Morales-Vela; Pérez-Sanchez; Padrén, 2019). No caso das dermatites, ja se
sabe que a cucurbitacina B possui potencial inibitorio sobre a inflamacéo dos queratinécitos. E
possivel que essa saponina esteja presente em espéecies comumente utilizadas no México (Li, et
al., 2015).

Assim como ja relatado, algumas espécies dessa familia, como Momordica charantia
L. (meldo-de-Sao-Caetano), possuem propriedades terapéuticas bem elucidadas. Entre essas
propriedades, destacam-se atividades antidiabética e laxativa. Essas atividades podem ser
justificadas pelos fitoquimicos descritos na literatura para a familia Cucurbitaceae,
especialmente pela presenca das cucurbitacinas, triterpenos altamente oxigenados que podem
ser encontrados na forma livre ou glicosilados (Santos, 2018). M. charantia também apresenta
atividade hipoglicemiante.

Alguns estudos avaliaram a estimulacdo da secrecdo de insulina in vitro com as
substancias isoladas de cinco triterpenoides da M. charantia, associando, assim, os efeitos
farmacolodgicos promovidos por esta espécie aos glicosideos triterpénicos (saponinas) dos
frutos e sementes da mesma (Hussain, et al., 2022; Santos, 2018). Além desse potencial
estudado, M. charantia tem suas folhas maceradas para o uso popular no tratamento de
inflamagdes externas (Cigek, 2022) .

Outra espécie desta familia é Gynostemma pentaphyllum, que foi avaliada na medicina
chinesa com potente atividade homeostatica da pressao arterial, boa reguladora dos niveis de
colesterol e fortalecedora do sistema imunoldgico. Apds os estudos, verificou-se em suas partes
aéreas saponinas do tipo ocotilona e gypenosideo, sendo este Ultimo o responsavel por sua acdo
hipoglicemiante, comprovada nos testes in vivo e in vitro (Ji; Shen; Guo, 2018).

A familia Cucurbitaceae apresenta uma forte caracteristica terapéutica que precisa ser
melhor abordada e justificada, sendo insuficiente a quantidade de pesquisas relacionadas a
composicdo quimica de espécies desta familia. Fato esse que chama a atencdo da éarea
académica para seu emprego na clinica, onde poderia além de fornecer valor cientifico e

cultural, em beneficio do seu uso popular, propiciar pesquisas de novos medicamentos.
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3.2 Género Apodanthera Arn.

O género Apodanthera Arn. pertence a classe das Angiospermas e ndo € endémico do
Brasil, embora conte com dez espécies das quais nove sdo endémicas do Brasil (Zappi, et al.,
2015). Sua distribuicdo geogréafica abrange areas no Nordeste (Bahia, Paraiba, Pernambuco,
Rio Grande do Norte), Sudeste (Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo) e Sul (Paran, Rio
Grande do Sul, Santa Catarina). Essas espécies vegetais tém preferéncia por habitats tipicos do
bioma da Caatinga e Mata Atlantica (Oeste da Bahia) (Figura 1), embora também possam ser
encontradas em outros ecossistemas, como no Cerrado e Pampa (Gomes-Klein, et al., 2024).

Figura 1- Distribuicdo por biomas tipicos do género Apodanthera no Brasil.

FPampa

Mata Atldntica Caatinga

Cerrado

Fonte: Reflora., 2024.

As caracteristicas botanicas dessas plantas incluem serem trepadeiras hemicriptéfitas, o
que significa que sdo vegetais que colocam parte do caule ou rizoma abaixo do solo em estacgdes
desfavoraveis para garantir sua sobrevivéncia e rebrota em condigdes mais favoraveis. Quanto
a reproducdo, podem ser didicas, com 6rgaos reprodutivos separados, ou mondicas, com 0rgaos
reprodutivos juntos. Seus caules podem ser delgados ou espessados, com variagbes em
suculéncia, e ocasionalmente podem desenvolver um paquipodio. As folhas variam de simples

a compostas, podendo ser inteiras ou profundamente pedato-palmatipartidas, e frequentemente
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exibem gavinhas. As flores estaminadas podem estar agrupadas em fasciculos nodais ou ocorrer
de forma dispersa (Gomes-Klein, et al., 2024; Lima, 2010).

No Brasil, o género Apodanthera apresenta 6 especies (A. argentea, A. glaziovii, A.
laciniosa, A. sagittifolia var. villosa e A. ulei) que habitam diversos ambientes, desde formagoes
florestais até areas campestres. Ainda podendo ser categorizadas como Pseudoapodanthera (A.
congestiflora, A. hindii, A. pedisecta, A. succulenta, A. trifoliata e A. villosa). De um modo
geral, sdo espécies que apresentam adaptacOes relacionadas ao estresse hidrico, como
armazenamento de &gua em paquipodios, e perda de folhas em época de estiagem, sendo todas
restritas as formagdes de caatinga e campos rupestres do nordeste brasileiro (Lima, 2010).

Um estudo recente investigou as relaces filogenéticas da familia Cucurbitaceae e seus
géneros, revelando associacbes do género Apodanthera com outros géneros. A espécie
Apodanthera sagittifolia foi filogeneticamente relacionada as espécies Psiguria triphylla,
Guarania sp, Wilbrandia Hibiscoides e Wilbrandia verticillata. Além disso, a espécie
Apodanthera aspera apresentou relacdes com o género Ibervillea (Chomicki; Schaefer; Renner,
2020; Guo, et al., 2020). Vale ressaltar que o género Wilbrandia, especificamente na espécie
Wilbrandia ebracteata Cogn, teve algumas cucurbitacinas isoladas de seus componentes
fitoquimicos, demonstrando atividades semelhantes as observadas na espécie Apodanthera
congestiflora (Krepsky, 2003; Videres, 2017).

Também pertencente a familia Cucurbitaceae, Apodanthera congestiflora Cogn.,
conhecida como "cabeca de nego,"” € utilizada na medicina popular, principalmente suas cascas,
na forma de lambedor, para tratar dores em geral, com relatos de efeito analgésico (Medeiros,
et al., 2019). A espécie também é mencionada na medicina popular para o controle de dores,
incluindo dores dentarias, e na medicina veterinaria, onde o tubérculo é utilizado na profilaxia
e tratamento da doenca de Newcastle em aves (Lobo, et al., 2020). Além disso, A. congestiflora
é referida como depurativa do sangue, e banhos com a planta eram utilizados para tratar
manchas de pele (Roque; Rocha; Loiola, 2010). A analise de sua composi¢do quimica revelou
a presenca de cabenosideos, caiaponosideos e cucurbitacinas, compostos com potencial anti-
inflamatorio (Silvestre, et al., 2021).

Embora haja uma escassez de estudos sobre as espécies deste género, propriedades
farmacoldgicas tém sido descritas em algumas delas, como A. congestiflora, A. villosa e A.
smilacifolia. Videres (2017) investigou trés tipos de extratos das raizes de A. congestiflora
hexanico, acetato de etila e metandlico, e identificou em todos os extratos a presencga de
terpenos e auséncia de taninos e flavonoides. Somente no extrato hexanico foram encontradas

cumarinas e antraquinonas, além de alcaloides no extrato com acetato de etila. Em termos de
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potencial terapéutico, o extrato hex&nico demonstrou ser o mais promissor na reducdo da
viabilidade das células cancerigenas, embora os outros extratos também tenham exibido
potencial antimicrobiano e antioxidante.

Recentemente, A. congestiflora demonstrou potencial anti-inflamatério em um estudo
especifico, onde o extrato hidroetanolico dos caules exibiu uma reducdo significativa do edema
(66,6%) no teste de edema de pata, alcancando sua eficadcia maxima na dose de 7,5 mg/kg.
Adicionalmente, apresentou baixa toxicidade hemolitica e toxicidade moderada em estudo in
vivo (Silvestre, et al., 2021). Para outra espécie do género, 0s extratos aquoso e metandélico das
cascas de A. smilacifolia revelaram a presenca de alcaloides, flavonoides e saponinas. Embora
n&o tenham demonstrado atividade antimicrobiana, esses extratos exibiram baixa toxicidade em

ensaio com Artemia salina, com uma DLso de 8.012 pg/mL™* (Ferreira, et al., 2018).
3.3 Apodanthera glaziovii Cogn.

Apodanthera glaziovii é uma espécie endémica do Brasil, ocorrendo nas regides da
Caatinga ou de carrasco dos estados da Bahia e de Pernambuco (Figura 2). No estudo descrito
por Lima (2010), esta espécie possui como sinonimia o nome de Acacia lasiocalyx, uma espécie

endémica do Peru.

Figura 2 — Distribui¢do geografica de duas espécies do género Apodanthera, em vermelho
Apodanthera glaziovii e em azul Apodanthera hindii.

Fonte: Lima (2010).
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Esta espécie caracteriza-se botanica e morfologicamente como uma planta trepadeira
monoica, de caule delgado, sulcado e piloso, com folhas de carater peciolo delgado e
pubescente com lamina foliar ovalada a ovalado-oblonga, podendo ainda ser 3-lobadas, de
margens inteiras ou denteadas. Ainda no estudo taxondmico de Lima (2010), suas gavinhas sdo

descritas como simples, delgadas e esparsamente pilosas, sendo possivel observar na Figura 3.

Figura 3 — Apodanthera glaziovii Cogn. a. Ramos com flores; b. flor estaminada; c. flor
estaminada dissecada; d. flor pistilada; e. fruto.
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Fonte: Lima (2010).

A falta de resultados cientificos sobre a espécie prejudica a avaliacdo de novas
substancias com potencial terapéutico relevante. Um estudo foi conduzido para avaliar a
capacidade de reversdo dos efeitos toxicos do veneno de Bothrops jararaca usando extratos
aquosos provenientes dos tubérculos de A. villosa e A. glaziovii em modelos in vivo. No entanto,
apenas o extrato de A. villosa demonstrou um efeito retardador na mortalidade desses animais
(Vilar; Carvalho; Furtado, 2007).
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3.4  Metabolitos Secundarios

As plantas sdo uma fonte de recursos terapéuticos com grande versatilidade. Elas
produzem metabolitos secundarios, com a funcdo primordial de protecdo para elas mesmas,
embora possuam valor nutricional e farmacoldgico agregado de suma importancia para o
organismo humano, além de outras funcionalidades como aditivos aromaticos e corantes
(Borges; Amorim, 2020). Os fitoconstituintes de um vegetal oferecem beneficios que vado além
dos micronutrientes e macronutrientes.

Esses componentes sdo produtos ndo nutritivos, porém apresentam propriedades
terapéuticas relevantes. Por exemplo, a curcumina presente no acafrdo (Curcuma Longa)
demonstra potencial anti-inflamatério. A morfina, extraida da flor da papoula (Papaver
rhoeas), possui propriedades analgésicas. O paclitaxel, obtido da casca de Taxus brevifolia,
exibe atividade antineoplasica. Além disso, a digitoxina, uma saponina derivada das plantas
Digitalis purpurea e Digitalis lanata, apresenta potencial antiarritmico e cardioténico
(Alamgir, 2018; Cermak, et al., 2020; Rana; Singh; Bisht, 2022).

Entretanto, os fitonutrientes sdo componentes nutricionais presentes em vegetais
comestiveis, tais como vitaminas e minerais, que também apresentam potencial terapéutico,
como a vitamina C (&cido ascorbico), que é categorizada como fitonutriente. Além disso, essas
categorias podem ser identificadas como metabdlitos, os quais sdo produzidos para o
crescimento e desenvolvimento do vegetal. Estes incluem acUcares, acidos graxos,
aminoacidos, lipideos, nucleotideos, proteinas, polissacarideos, DNA e RNA. Trata-se de
compostos gerados para atender as necessidades energéticas celulares, sendo assim
denominados como metabdlitos do metabolismo primario (Alamgir, 2018; Pereira; Cardoso,
2012)

Os metabolitos secundarios ou como descrito por Borges e Amorim (2020) os
metabolitos especializados, encontrados em pequenas concentra¢fes (quando comparadas aos
metabdlitos primarios), por sua vez, sdo mais complexos e especificos, realizando assim, um
papel importante na evolugdo e interagdo das espécies. Suas estruturas estdo relacionadas a
protecdo das plantas, de modo a favorecer a sua atividade em meio bioldgico, podendo surgir
em determinados grupos de vegetais, ja que 0s mesmos podem apresentar necessidades
metabdlicas diferentes.

A origem biossintética da maioria dos metabolitos correspondem ao ciclo de Krebs ou
pela via do chigquimato, usada para formacdo dos metabdlitos secundarios. Basicamente o
metabolismo secundario corresponde aos compostos organicos que sdo formados a partir do

metabolismo primario. Esses compostos complexos e especificos podem ser divididos em
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classes por sua origem metabolica, estrutura quimica e funcdo, sendo divididos em compostos

nitrogenados, os fenolicos e os terpenos (Figura 4) (Alamgir, 2018; Borges; Amorim, 2020).

Figura 4 — Esquema resumido da rota biossintética dos componentes do metabolismo
primario e secundario.
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Fonte: Alamgir, 2018; adaptado.

O metabolismo primario e secundario é intrinsicamente interligado e fundamental para
0 crescimento e sobrevivéncia dos vegetais. Em resumo, o metabolismo primério abrange as
vias metabdlicas essenciais para o crescimento e desenvolvimento das plantas. Por outro lado,
0 metabolismo secundario envolve a sintese de varios compostos especializados para garantir

a sobrevida do vegetal, que desempenham papel importante na fisiologia humana (Borges;
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Amorim, 2020). A busca por compreender e buscar novas opcles terapéuticas desses
metabdlitos especializados é fundamental para pesquisa de novos farmacos, garantindo insights
valiosos para a agricultura, medicina e conservacédo da biodiversidade vegetal.

Historicamente, os resultados de medicamentos com potencial terapéutico ou que
serviram de precursor para o desenvolvimento de novos farmacos tém sido promissores. Cada
classe de metabolitos contribuiu significativamente para o avanco cientifico, incluindo os
terpenos. Embora comumente utilizados como aromatizantes devido ao seu odor caracteristico,
os terpenos sdo frequentemente comercializados como 6leos essenciais, como é o caso do
eucalipto, lavanda, menta, entre outros (Dewick, 2008). Além disso, 0s terpenos tém aplicacBes
como biopesticidas e se destacam na industria farmacéutica, sendo o paclitaxel um dos

exemplos mais notaveis de antineoplasicos derivados de terpenos (Alamgir, 2018).

3.4.1 Terpenos

Os terpenos constituem um grupo diversificado de compostos presentes em plantas,
fungos e outros organismos vivos (Alamgir, 2018). Essas estruturas desempenham papéis
significativos na cosmetologia e aromaterapia, dada a predominancia de terpenos na
composicdo quimica dos 6leos essenciais, recentemente seu principal uso vem atrelado aos
pesticidas (Ninkuu, et al., 2021). Além disso, destaca-se 0 seu emprego na medicina tradicional
como agentes terapéuticos, exemplificado pelo paclitaxel (Figura 5), um antineoplasico

derivado de um diterpeno extraido da espécie Taxus brevifolia (Ninkuu, et al., 2021).

Figura 5 — Estrutura do Paclitaxel. Medicamento antineoplasico derivado de um diterpeno.
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Fonte: Autoria prépria.

A biossintese dessa classe de metabolitos é iniciada pela via do acido mevaldnico. Os

derivados isopentil pirofosfato (IPP) e dimetilalil pirofosfato (DMAPP) reagem e a enzima IPP
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isomerase converte o isopentil pirofosfato (IPP) em seu isdmero. Segue uma cascata de reacdo
apos a formacdo de um monoterpeno, o geranil pirofosfato, que sofre hidrolise e origina o
geraniol, este passa por uma condensacao e origina o farnesil pirofosfato. Outra sequéncia de
condensacao e adicdo de outra molécula de isopentil pirofosfato (IPP) leva a formacdo do
esqualeno (Figura 6), o principal percursor dos 6xido de esqualeno que possui 0 oxigénio no C-

3 convertidos em varios metabolitos, como esterois e saponinas (Dewick, 2008).

Figura 6 — Biossintese dos terpenos.
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Fonte: autoria propria.

A classificagéo dos terpenos é baseada no numero de carbonos em suas estruturas,

consistindo predominantemente em hidrocarbonetos. No entanto, alguns terpenos podem conter
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grupos funcionais, principalmente compostos de oxigénio, sendo entdo referidos como
isoprenoides ou terpenoides. Terpenos com cinco atomos de carbono sdo denominados
hemiterpenos, enquanto aqueles que possuem grupos funcionais correspondentes sao chamados
de hemiterpenoides. Terpenos com dez atomos de carbono séo classificados como
monoterpenos ou monoterpenoides, enquanto os que tém 15 atomos de carbono sao designados
como sesquiterpenos, a Tabela 1 apresenta a descricdo de todos eles (Alamgir, 2018; Dewick,
2008).

Tabela 1 — Classificagdo dos terpenos.

Unidades de )

Carbono Formula Nome Exemplo
5 CsHs Hemiterpeno Acido isovalérico
10 C1oH1s6 Monoterpeno Geraniol
15 CisHa4 Sesquiterpeno Artemisinina
20 CaoHs2 Diterpeno Taxol
25 CasHao Sesterpeno Manoalide
30 CsoHas Triterpeno Esqualeno
40 CaoHea Tetraterpeno [S-caroteno

> 40 (CsHsg)n Politerpenos Borracha natural

Fonte: (Mabou; Yossa, 2021; adaptado).

Os terpenos apresentam importante papel na biossintese de alguns compostos, como as
saponinas. A glicosilagdo na estrutura dos terpenos o converte para esta outra classe,
denominada de saponinas. Estas sdo derivadas dos triterpenoides que podem ser modificados
através de reagdes enzimaticas subsequentes, resultando em uma variedade de estruturas de
saponinas. Esses metabolitos secundarios desempenham papéis importantes na defesa contra
herbivoros, interacbes planta-microrganismo e até mesmo na atracdo de polinizadores,
demonstrando a complexidade e a versatilidade dos terpenos na biologia vegetal (Alamagir,
2018; Mabou; Yossa, 2021).

3.4.1.1 Triterpenos - Esqueleto cucurbitano

As cucurbitacinas, pertencentes a classe dos triterpenos, compartilham origem e

propriedades quimicas semelhantes. Ambas sdo triterpenoides, altamente oxigenados
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encontrados em plantas, comumente nas espécies da familia Cucurbitaceae. As cucurbitacinas
representam metabolitos secundarios amplamente distribuidos em espécies pertencentes a
familia Cucurbitaceae, e a literatura cientifica contém numerosos relatos sobre o isolamento e
a elucidacdo estrutural desses compostos, bem como das saponinas, em varias espécies de
cucurbitaceas. O esqueleto bésico cucurbitano pode ser observado na Figura 7 (Kushiro T.;
Ebizuka, 2010; Wijesekera; Dissanayake, 2022).

Figura 7— Estrutura do esqueleto cucurbitano.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

A biossintese das cucurbitacinas é continuada a partir da via do 6xido de esqualeno
(Figura 8) que em sua conformacdo cadeira-cadeira-cadeira-barco favorece a formacgdo do
cation protosteril, que em suas migracdes forma uma ligacdo dupla entre os carbonos 5 e 6,
ligacdo caracteristica das estruturas de cucurbitacinas (Dewick, 2008). Reac¢des subsequentes
em sua estrutura favorece a formacdo do percussor das cucurbitacinas, o cucurbitadienol
(Zhang, et al., 2022). Ainda, as cucurbitacinas podem apresentar algumas diferencas estruturais,
quando ocorre a adicdo ou substituicdo de alguns grupos no esqueleto cucurbitano. Essas
alteragdes podem influenciar na atividade terapéutica dessas cucurbitacinas. (Samuel, 2019).

Figura 8 — Biossintese das cucurbitacinas.
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Conforme documentado por varias estruturas de cucurbitacinas presentes em espécies da

familia Cucurbitaceae, como A, E e Q (

30

Figura 9) foram investigadas quanto a sua atividade contra linhagens celulares de cancer de

pulmé&o, demonstrando efeitos significativos. Adicionalmente, a cucurbitacina D exibiu
eficacia contra linhagens celulares de leucemia e linfoma, enquanto a cucurbitacina B

demonstrou atividade contra a leucemia, além de mostrar citotoxicidade contra linhagens de

cancer de mama.



Figura 9 — Estruturas das cucurbitacinas A, E e Q.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Figura 10 — Estruturas de cucurbitacinas B e D.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
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Algumas estruturas de cucurbitacinas foram isoladas com unidades osidicas. Originarias
dos triterpenoides, as saponinas sdo caracterizadas pela presenca de um ou mais
monossacarideos unidos por uma ligacdo glicosidica de um atomo de oxigénio, geralmente
ligado ao carbono-3 da aglicona triterpenica. Como resultado, as saponinas sdo estruturas de
alto peso molecular e alta polaridade (Alamgir, 2018; Dewick, 2008; Wijesekera; Dissanayake,
2022). As saponinas podem ser classificadas quanto ao nucleo fundamental (porcéo aglicona)
que pode apresentar carater acido, basico ou neutro. A presenca de acido carboxilico na aglicona
ou na cadeia de agucar (glicona) confere uma carater &cido a essa saponina. Em contrapartida,
presenca de nitrogénio a torna com caracteristica basica e podem ser denominadas de
pseudoalcaloides (Alamgir, 2018; Wijesekera; Dissanayake, 2022).

As saponinas sdo reconhecidas por sua atividade saponificante, resultante de sua
natureza anfifilica, o que, por sua vez, foi associado a sua toxicidade frequentemente. Essa
teoria tem como base, que a caracteristica anfifilica possibilita a interacdo das saponinas com
as membranas plasmaticas, aumentando a permeabilidade e levando a lise dos eritrocitos
(Wijesekera; Dissanayake, 2022). No entanto, é crucial destacar que nem todas as saponinas
sdo prejudiciais, uma vez que sua toxicidade pode estar relacionada a estrutura quimica, a qual
pode ser modificada para contornar essa situagao. Por exemplo, algumas saponinas citotoxicas
com potencial antitumoral ndo apresentam hemolise (Chen, etal., 2018). Outras exibem notavel
potencial terapéutico, como propriedades anti-inflamatdrias, imunomoduladoras e antitumorais
(Silvestre; Lucena; Silva, 2022).

Essa estruturas de terpenos glicosilados presentes em espécies da familia cucurbitaceae
podem se apresentar ainda como caiaponoOsideo, uma classe de compostos quimicos
encontrados em diversas espécies de plantas da familia das cucurbitaceas, como a Cayaponia
tayuya. As raizes da espécie Cayaponia tayuya passaram por extracdo inicial com
diclorometano, seguida por extragdo metanolica. O extrato metandlico foi submetido a
cromatografia em coluna, resultando na obtengdo de fracdes glicosidicas com diferentes
polaridades. A fracdo considerada menos polar foi submetida a cromatografia em CLAE
preparativo, onde foram isolados os compostos denominados caiaponosideos A, B, C e D
(Figura 11 e Figura 12) (Himeno, et al., 1992).



Figura 11 — Caiaponosideos A e B.
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Figura 12 — Caiaponosideos C e D.
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Estruturas de caiaponosideos também foram observadas em Apodanthera, espécie
Apodanthera congestiflora mostrou a presenca do composto caiapondsideo Cs, (Figura 13)
identificado por meio de analises espectroscopicas e espectrométricas, na fracdo diclorometano,
obtido a partir do extrato etanolico dos caules (Silvestre, et al., 2021). A andlise do género
Apodanthera para presencga de cucurbitacinas sugere que ha necessidade de se investigar as
espécies desse género. Devido a falta de pesquisas detalhadas sobre a concentracdo de

compostos isolados neste grupo botéanico

Figura 13 — Estrutura do caiaponésido Csp.
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Posteriormente, os caiaponosideos foram reconhecidos como norcucurbitacinas, devido
a sua estrutura quimica que corresponde ao esqueleto cucurbitano, com a diferenca de que o
anel A é aromatizado, resultando na perda do C-29. Himeno e colaboradores (1994) isolaram
mais de 24 estruturas de caiaponosideos ou norcucurbitacinas, incluindo o caiaponosideo Csp,
identificado na fracdo diclorometano de Apodanthera congestiflora, conforme relatado por
(Silvestre, et al., 2021).

O caiaponosideo identificado na fracdo de diclorometano do estudo desenvolvido por
Silvestre e colaboradores (2021) apresentou potencial anti-inflamatorio pelo ensaio de edema
de pata, reduzindo a inflama¢do de maneira continua durante as 5 horas de observagdo. A
mesma fracdo foi avaliada para atividade antitumoral e apresentou inibi¢do do crescimento das
células tumorais, com remissao total do tumor no sétimo dia de administracao. Tais resultados
e estudos como os citados leva a considerar a importancia de testes com as plantas medicinais,

sobretudo com o género Apodanthera, para terapéutica de enfermidades.
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3.5  Processo inflamatorio e terapia anti-inflamatéria

O processo inflamatorio € desencadeado em resposta a uma lesao tecidual ou exposicédo
a um agente inflamatdrio, levando a uma cascata complexa de eventos. Esse processo envolve
a ativacdo e recrutamento de diversas células do sistema imunolégico, incluindo macréfagos,
neutrofilos e células especializadas, bem como a liberacdo de mediadores inflamatorios, como
citocinas, prostaglandinas, leucotrienos e citocinas pro-inflamatérias (como TNF-a, IL-15 e IL-
6). Essas células e mediadores sdo responsaveis por desencadear os sinais classicos da
inflamacdo, incluindo hiperemia, dor, neutrofilia e edema (TNF-a, IL-15, IL-6) (Fehrenbacher;
Mccarson, 2021; Ribas et al., 2008).

Portanto, substancias como a carragenina podem modular uma resposta inflamatoria,
recrutando essas células e promovendo a inflamagdo. Ensaios com drogas para avaliar o
potencial anti-inflamatério utilizam comumente a carragenina, que aumenta os mediadores da
inflamacdo uma hora apés a exposi¢do podendo haver picos em varios momentos depois disso
(Fehrenbacher; Mccarson, 2021). O potencial anti-inflamatério de uma substancia é
determinado pela sua capacidade de reduzir o recrutamento de células pro-inflamatorias e o
exsudato resultante da inflamagé&o.

Os anti-inflamatérios sdo a primeira escolha no tratamento da dor, febre e controle da
inflamacdo, e incluem tanto substancias esteroidais quanto nédo esteroidais (AINES) (Noronha,
etal., 2021). Os AINEs sdo amplamente utilizados e podem ser classificados como seletivos ou
ndo seletivos em relacdo a enzima ciclooxigenase-2 (COX-2), que é fundamental no processo
inflamatorio. Os AINEs ndo seletivos, devido a sua inespecificidade, também afetam a COX-
1, o que pode levar a efeitos adversos, como danos gastrointestinais, Ulceras pépticas,
enteropatia, além de aumentar o risco de complicacdes cardiovasculares e renais (Tai;
Mecalindon, 2021). Portanto, o desenvolvimento de novos AINEs com maior eficicia e menor
toxicidade é essencial para melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

Os anti-inflamatorios seletivos para a COX-2, conhecidos como coxibes, inibem
especificamente a COX-2, reduzindo a producdo de prostaglandinas inflamatorias e
apresentarem menos efeitos gastrointestinais, ha preocupacBes em relacdo a seguranca
cardiovascular desses medicamentos (Minhas; Nidhaan; Husni, 2023). J& os anti-inflamatérios
esteroidais, ou corticoides, apesar de sua eficacia anti-inflamatdria, estdo associados a efeitos
colaterais como alteragdes na pressdo arterial e edema corporal (Parreira; Silva; Rodrigues,
2021).



36

Considerando a atual demanda por medicamentos mais seguros, pesquisas alternativas
tém sido conduzidas em busca de melhores opcdes terapéuticas. Produtos naturais, como
plantas medicinais, sdo reconhecidos como fontes ricas de metabdlitos bioativos capazes de
modular vias inflamatérias de maneira Unica, proporcionando uma abordagem mais suave e
sustentavel para o controle da inflamacdo (Moudgil; Venkatesha, 2023). No entanto, apesar do
potencial dos produtos naturais, muitos desses compostos bioativos permanecem
desconhecidos devido a vasta cobertura vegetal ainda ndo explorada. Um exemplo, é a espéecie
Apodanthera glaziovii, que apresenta raros estudos relacionados ao seu potencial terapéutico e
constituintes quimicos. No entanto, ja foi relatado para seu género uma potencial atividade anti-

inflamatoria e antitumoral (Silvestre, et al., 2021).
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4 METODOLOGIA
4.1  Coleta e identificacdo botanica
A espécie A. glaziovii empregada nesse trabalho foi coletada por Maria Lorena de
Oliveira Andrade, P6s-Graduanda em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual da
Paraiba, em14 de janeiro de 2023 (periodo de seca), as 10:00 horas, no sitio Fazenda do Ouro
(Latitude 8°22'02.2"S e longitude 36°24'39.5"W), municipio de Belo Jardim, &rea rural de

Pernambuco (Figura 14).

Figura 14 — Localizagdo da cidade de Belo Jardim-PE.

BELO JARDIM

Fonte: Diério de Pernambuco, 2023, adaptado.

O material vegetal foi preparado para confeccdo da exsicata e enviado ao Herbario
Manuel de Arruda Camara (HACAM) da UEPB, para identificagdo botanica por Bernardo de
Farias Rocha, onde encontra-se registrada sob o numero 2554-HACAM. O acesso ao
Patriménio Genético (PG) foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob 0 numero AF48253.
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4.2 Processamento do material vegetal

A matéria-prima vegetal foi inspecionada para que ndo fossem utilizadas partes
indevidas, ou muito ressecadas. Foram separados os caules dos tubérculos e raizes e o material
foi levado a estufa. Os caules de A. glaziovii foram secos em estufa com circulagdo forcada de
ar, a temperatura maxima de 40 °C, por 7 dias. Posteriormente, os caules foram pulverizados
em moinho de facas e acondicionados em pote de vidro hermeticamente fechado, identificado
e armazenado em sala com temperatura ambiente amena (Figura 15). Foram processados 1,89
kg de material vegetal seco.

Figura 15 — A. Raizes e tubérculos separados do caule; B. Caule secando em estufa de
circulacdo forgada de ar; C. Material vegetal final pulverizado e armazenado.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

4.3  Obtencdo dos extratos

O po obtido foi pesado em aproximadamente 1,3 kg, armazenou os 500 g restante, e
submetido ao processo de extragdo por maceracdo em etanol 70%, fornecendo o extrato
hidroetandlico bruto (EHB). Foram realizadas extracdes e troca do solvente extrator em
intervalo de 72 horas por 3 semanas, no total foram realizadas 9 extragdes. Posteriormente o
material foi filtrado para retirada do sobrenadante em papel filtro e Funil de Buchner de
porcelana com placa porosa (Figura 16A). O etanol a 70% foi retirado em evaporador rotativo
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IKA (RV 3 eco) sob pressao reduzida com temperatura < 50 °C. A &gua residual foi eliminada
em liofilizador JJ Cientifica (LJJO5) (Figura 16B) e os extratos secos foram mantidos sob

refrigeracdo. O rendimento extrativo foi calculado e os resultados estao dispostos na Tabela 2.

Figura 16 — A. Filtragdo bastante espumosa do EHB de A. glaziovii; B. Eliminacdo de agua
residual para formacéo do EHL, com presenca de bastante espuma.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Tabela 2 — Rendimento extrativo do EHL de A. glaziovii obtidos por Maceracéo.

) Droga vegetal Extrato obtido Rendimento
Espécie Parte do vegetal
(2) total (g) (%m/m)
A. glaziovii Caule 1323,14 kg 241,23 ¢ 18,23%

Fonte: autoria propria.

Durante o processo de filtracdo ao longo de varios dias, foi observada uma mudanca na
coloracdo do extrato, como evidenciado na analise cromatogréafica apresentada na secdo de
resultados (Figura 26 a Figura 34) indicou perfis semelhantes entre as fragbes 1 a 5, o que
justificou sua unificacdo para prosseguir com o processo de fracionamento do extrato, ao final
foi obtido o Extrato Hidroetandlico Liofilizado de Apodanthera glaziovii das fragcbes 1 a 5
(EHL-Ag 1/5) e as fracdes 6,7, 8 e 9 ficaram acondicionadas em geladeira.

Em resposta a isso, o filtrado foi cuidadosamente armazenado separadamente a cada dia,
fornecendo 9 extratos, um para cada dia de filtracdo ao longo das 3 semanas, conforme
mostrado na Figura 19. Esses extratos foram subsequentemente submetidos a analise por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (método descrito no item 4.5.3) para
investigar possiveis variagdes na polaridade das substancias extraidas ao longo de um periodo

de trés semanas. A andlise cromatografica apresentada na secdo de resultados (Figura 26 a
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Figura 34) indicou perfis semelhantes entre as fracfes 1 a 5, o que justificou sua unificagdo para
prosseguir com o processo de fracionamento do extrato, ao final foi obtido o Extrato
Hidroetandlico Liofilizado de Apodanthera glaziovii das fracdes 1 a 5 (EHL-Ag 1/5) e as

fracdes 6,7, 8 e 9 ficaram acondicionadas em geladeira.

Figura 17 — Extracdo 1 a 4 apresentando coloracdo avermelhada.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
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Figura 19 — Extratos liofilizados e armazenados separadamente. Extratos dos dias 1 ao 5; e

T o »

extratos dos dias 6 ao 8, respectivamente.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

4.4  Fracionamento do EHL-Ag 1/5

Para realizar o fracionamento do Extrato Hidroetandlico Liofilizado de Apodanthera

glaziovii das fragcBes 1 a 5 (EHL-Ag 1/5), foi adotado o método de partigdo liquido:liquido

utilizando solventes de polaridades crescentes, incluindo n-hexano, diclorometano, acetato de

etila, butanol e metanol/agua. Inicialmente, 100 g do EHL-Ag 1/5 foram pesados e dissolvidos

em uma solucdo de metanol:agua (1:1, v/v) por meio de ultrassom, resultando em uma solucéo

hidroalcoolica. Posteriormente, essa solugdo foi submetida & particdo conforme descrito no

protocolo experimental abaixo (Figura 20).

Figura 20 — Particionamento dos caules de A. glaziovii.

EHL-Ag 1/5

(100 g)
[

Solugdo Metanol:a4gua
(1:1,VV)

F. Hexanica
(0,2907 g)

F. DCM

(5,1254 g)

F. EtOACc
(4,3351 )

F. n-Butanolica
(16,5570 g)

F. MeOH:H,0
(40,6681 g)

Legenda: (F.): Fase; (DCM): Diclorometano; (EtOAc): Acetato de etila; (MeOH:H,0): Metanol:agua.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
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As fases foram coletadas separadamente e o solvente foi retirado em evaporador rotativo
IKA (RV 3 eco) sob presséo reduzida com temperatura < 50 °C. Para a fracdo metanol/agua
apos evaporar o metanol, foi necessario utilizar o liofilizador (JJ Cientifica -LJJO5) para retirada

da agua residual. O rendimento foi calculado e apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 — Rendimento das fases obtidas por partigdo liquido:liquido do extrato
hidroetanolico de A. glaziovii.

Extrato F. Hexano F.DCM F. EtOAc F. n-Butandlica F. MeOH:H20

Massa(g) 100g 0,2907g 5,1254¢g 43351 ¢g 16,5570 g 40,6681g
Ren((l;n;emo 02907 % 5.12% 433 % 16,55% 40,66%
0

Legenda: F: fase; DCM: diclorometano; EtOAc: acetato de etila; MeOH: metanol; H,O: 4gua

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

45  Caracterizacdo fitoquimica do extrato hidroetandlico e fases de A. glaziovii

4.5.1 Screening fitoquimico

O screening fitoquimico para o EHL-Ag1/5e fases de A. glaziovii foi realizado para
avaliar a presenca de alcaloides, esteroides/triterpenoides, catequinas, flavonoides, aglcares
redutores, saponinas, polissacarideos e taninos, foi realizado de acordo com a metodologia
descrita por (Barbosa, 2001; Matos, 2009), especificadas na Tabela 4.

Tabela 4 — Pesquisa de metabolitos secundarios no EHL-Ag1/5e fases de A. glaziovii.

Metabolitos secundarios Reagentes
Alcaloides Drangedorf, Mayer, Bouchardat
Catequinas Reacao com 4cido cloridrico

Flavonoides Shinoda; oxalo-borico
Acucares redutores Reagdo de Benedict: Fehling
Saponinas Teste da espuma
Polissacarideos Lugol

' Solucao alcoolica de FeCls a 1%;
Taninos

Precipitacdo de proteinas

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
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4.5.2 Determinacdo do teor de metabolitos secundarios

A determinacdo do teor de polifendis totais, flavonoides e taninos condensados foi
realizada por espectrofotometria UV (Shimadzu UV-1900). Os métodos avaliaram a
absorbancia das solugbes preparadas do extrato e das fases, definidas em metodologias
especificas, frente a absorbancia de solugdes com reagentes padronizados, a qual expressou 0s
resultados baseados na concentragdo do metabolito secundario por miligramas equivalentes do
reagente padrdo. Inicialmente se obteve uma curva de calibracdo, especifica para cada
metabolito, feita a partir de uma solucéo do reagente padrdo referente. Todos 0s ensaios foram

realizados em triplicata e tratados estatisticamente por ANOVA (p < 0,005).

4.5.2.1 Teor de polifendis totais

Realizam-se leituras de amostras de solugdes de extratos vegetais e fases em presenca
de uma solucéo de reagente de Folin-Ciocalteau em meio alcalino, relacionando-se os valores
de absorbancia encontrados com a concentragdo de polifendis da solucdo, através de uma
relacdo matematica obtida pela curva de calibracdo, conforme descrito por Chandra e Mejia
(2004). Para a obtencdo da curva analitica, uma solucdo padrdo de &cido galico foi preparada
nas concentragdes de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 pg/mL™, e realizada leitura no comprimento
de onda de 757 nm. A concentracao de polifenois foi expressa em miligramas equivalentes de
acido galico. As analises foram realizadas em triplicata e a equacdo de calibracdo do acido
gélico foi y = 0,0195x - 0,0166 (R? = 0,9979).

4.5.2.2 Teor de flavonoides

Realizam-se leituras de amostras de solucdes de extratos vegetais e fases em presenca
de uma solucéo de cloreto de aluminio, relacionando-se os valores de absorbancia encontrados
com a concentracédo de flavonoides da solucéo, através de uma relacdo matematica obtida pela
curva de calibracdo. A curva de calibracdo foi construida a partir da solucdo do padrdo
quercetina em concentragdes de 1, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 pg/mL?, e c. O teor de flavonoides foi
expresso em miligramas equivalentes de quercetina. Todas as analises foram realizadas em
triplicata e a equacao de calibragdo da quercetina foi y = 0,0278x + 0,0145 (R?=0,9931) (Meda,
et al., 2005).
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4.5.2.3 Teor de taninos condensados

Realizam-se leituras de amostras de solucGes de extratos vegetais e fases em presenca
de uma solucdo de vanilina, em meio acido, relacionando-se os valores de absorbancia
encontrados com a concentracdo de taninos condensados da solucdo, através de uma relacdo
matematica obtida pela curva de calibracdo. A curva de calibracdo para este ensaio foi obtida a
partir das solugdes nas concentragdes de 5 a 500 pg/mL* do padrio catequina. A concentragio
de taninos condensados foi expressa em miligramas equivalentes de catequina. Todas as
andlises foram realizadas em triplicata e a equacdo de calibracdo da catequina foi y = 0,0049x
+0,0222 (R2 = 0,9985) (Makkar; Becker, 1993). A leitura das absorbancias foram realizadas

no comprimento de onda de 500 nm.

4.5.3 Caracterizagcdo cromatografica dos extratos de A. glaziovii

O perfil cromatografico de todos os extratos (1 a 9) foi obtido empregando a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), separadamente para cada um, utilizando
cromatografo da marca Shimadzu constituido de duas bombas de alta pressdo LC-10ADvp,
detector de arranjo de diodos SPD-M10Avp, forno CTO-10Avp, controlador SCL-10Avp,
degaseficador DGU-14a e injetor manual com alca de amostragem de 20 pL. A coluna
cromatografica usada foi da marca ACE C18, com 5 um de tamanho de particula e dimensdes
de 250 x 4,6 mm. Na preparacdo das solugdes utilizou-se filtros para seringa em PVDF com
0,45 um de diametro de poro e didmetro 30 mm (Allcrom) além do aparelho de banho de
ultrassom (TECNAL).

O volume de inje¢do das amostras foi de 20 uL, na concentragdo de 1 mg/mL,
dissolvidas em solucdo com proporc¢édo de 50% de MeOH grau cromatografico (Sigma-Aldrich)
e 50% de agua ultrapura (MilliQ), a amostra foi mantida em banho de ultrassom por 10 minutos,
filtrada e transferida para um vial. O fluxo de elui¢do foi de 1 mL/min, sendo a fase movel
constituida por agua ultrapura acidificada com 0,1% de &cido formico (Sigma-Aldrich) e
metanol (MeOH). A eluicgéo foi realizada com gradiente linear de 5% a 95% de MeOH em 60

minutos.
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4.5.4 Fracionamento cromatogréfico do extrato obtido na quinta extracéo

Apds a analise dos cromatogramas ao longo dos dias de filtracdo, a extragdo do 5° dia
ou 52 extracdo (EHL-Ag 5) foi escolhida para a cromatografia em coluna aberta (CC) utilizando
silica C18 com particulas de 5 pm, sem pressdo aplicada. Uma amostra de 100 mg foi
solubilizada em agua, filtrada, e apenas a porcao soluvel em agua foi eluida na coluna de C18.
A fase mdvel consistiu em agua:metanol, aplicados a coluna puros e/ou suas misturas binarias,
em gradiente decrescente de polaridade, resultando em 8 fragfes que foram analisadas em
Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA). A partir dessa primeira coluna, a fracdo
5 (C1/5) (60 mg), correspondente a fase movel 50% MeOH e 50% agua, solivel em metanol e
com aspecto amarelado foi escolhida para ser analisada por Espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) (Figura 21).

Figura 21 — Isolamento ¢ Identificagdo da fragdo 5(C1/5) do EHL-Ag 5.

4 N

EHL-Ag Parte Filtrado e

5 (100 solavel aplicado em 8 fracoes C1/5 RMN Composto 1
mg) em em agua coluna C18

solucéo

aquosa Insoluvel Filtrado e armazenado

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

455 Cromatografia liquida de média pressao da fase DCM

A fase DCM (5 g) foi submetida a Cromatografia Liquida de Média Pressdao (CLMP)
utilizando um sistema binario Buchi (Suica), modelo C-620, equipado com misturador para
gradiente Buchi (Suica), modelo C-660, e detector de UV Buchi (Sui¢a), modelo C-640. Uma
coluna empacotada com gel de silica de fase normal (Macherey-Nagel), com tamanho de
particula de 0,063-0,2 mm/70-230 mesh, foi utilizada como fase estacionaria, enquanto hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol puros e/ou misturas binarias foram empregados como
fase movel.

O processo resultou em 21 fragdes, o peso total recuperado de todas as fracGes foi de
4,74 g, 0 que corresponde a um rendimento de 94,8%. Todas as fragdes foram posteriormente

analisadas por Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA), utilizando diferentes
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sistemas de eluigdo. Fracdes semelhantes foram agrupadas com base em critérios apds analise
sob luz ultravioleta em dois comprimentos de onda (254 e 365 nm) (Figura 22 — Fracionamento

da fase diclorometano dos caules de A. glaziovii em CLMP. (Figura 22).

Figura 22 — Fracionamento da fase diclorometano dos caules de A. glaziovii em CLMP.

Fase Diclorometano

5g

YT s

(0,063-0,2 mm/70- :
230 mesh) Acetato de etila

Metanol
21 fragdes
Analise por CCD
Fr8.2 Reuniu Fr. ; .
r8. 8.3+8.4 Reuniu Fr. 9+10 Reuniu 14-16.2
0,6531 3+8.
g 0,6266 g 0,1181 g 0,2969 g

Fr= Fracao: 8.2/8.3/8.4 foram coletadas na mesma propor¢do de solvente em tempos diferentes.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

45.6 Coluna 2 dafracéo 8.2 da fase DCM

Foi realizada uma cromatografia em coluna (CC) com a fracdo 8.2 da fase DCM,
usando-se gel de silica de fase normal (Macherey-Nagel), 0,04-0,063mm/230-400 mesh, como
fase estacionaria e hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol puros e/ou misturas
binérias como fase mével. Ao final do processo, obteve-se 30 fragdes, que foram analisadas
comparativamente em CCDA utilizando diversos sistemas de elui¢do e reunidas, quando
semelhantes, mediante o0 uso de sistemas reveladores como luz ultravioleta, em dois
comprimentos de onda (254 e 365 nm). As fracGes 15 e 16 foram reunidas (FR-1516) e

passaram por um refracionamento em escala preparativa, como descrito na (Figura 23).
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Figura 23 — Fracionamento da fracao 8.2 da fase diclorometano dos caules de A. glaziovii em
CLMP.

Fase Diclorometano

Sz
CLMP

21 fragdes

Gel de silica de fase Hexano
C2 .
normal Fr82 Diclorometano
(0,04-0,063mm/230 - ’ Acetato de etila

400 mesh) Gl Metanol

30 fragdes
Analise por CCD

FR-1516
98,4 mg

CLAE preparativo

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

4.5.7 Refracionamento da amostra FR-1516 por CLAE em escala preparativa

A FR-1516 foi cromatografada em CLAE com escala preparativa (Shimadzu,
constituido de duas bombas de alta pressdo LC-10ADvp, detector de arranjo de diodos SPD-
M10Avp, forno CTO-10Avp, controlador SCL-10Avp, degaseficador DGU-14), utilizando
coluna de fase reversa (Shimadzu Shim-pack GIST Prep-C18, 20 x 250 mm, 5 pm). O volume
de injegdo das amostras foi de 200 puL na concentra¢do de 1 mg/mL dissolvidas em MeOH grau
cromatogréafico. Para solubilizacdo, a amostra foi mantida em banho de ultrassom por 10
minutos, filtrada em filtro para seringa em PVDF com 0,45 pm de didmetro de poro e diametro
30 mm (Allcrom) e transferida para um vial. O fluxo de eluigéo foi de 8 mL/min e a deteccéo
foi realizada em dois comprimentos de onda, 245 e 310 nm. O eluente utilizado foi agua

ultrapura acidificada com 0,1% de &cido formico (fase A) e MeOH (fase B), empregando-se 0
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gradiente de 55-85% em 20 min de MeOH, depois de 85-95% em 5 min de MeOH, seguida por
10 minutos em modo isocratico a 95% de MeOH para limpeza da coluna e 15 minutos para
retornar a condicdo inicial. A coleta das fracOes foi realizada manualmente e baseada nos
tempos de retencdo dos picos detectados no cromatograma (Figura 24 e Figura 25). Esse
procedimento foi repetido 15 vezes. O solvente organico foi eliminado em evaporador rotativo

IKA (RV 3 eco) sobre pressdo reduzida, a temperatura maxima de 50 °C.

Figura 24— Cromatograma do método desenvolvido para coluna preparativa nas condi¢es
descritas no item 4.5.7, no comprimento de 254 nm.

mau Max Intensity : 301.879 %
ps£nm 2nm| Time 40,526 Inten 0510 Conc.  2.45]

00 50 10,0 150 200 250 30,0 33, 40,0 450 50,0 55,0 60,0 65,0 min

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024:
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Figura 25— Cromatograma do método desenvolvido para coluna preparativa nas condi¢es
descritas no item 4.5.7, no comprimento de 330 nm.

mAU
75-330nm dnm| Tme 12,364 Tien 768 Conc 5,

0.0 s 16,0 150 200 250 360 < 400 450 50,0 550 600 &0 min

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

O desenvolvimento do método resultou na obtencao de sete picos isolados com peso e
tempos de retencdo descritos na Tabela 5. Todos esses picos apresentaram solubilidade em
DMSO.

Tabela 5— Descrigao dos tempos de retengdo dos picos coletados na CLAE preparativo

Picos isolados Tempo de retencdo (min) Quantidade (mg)

1 9,5 1mg

2 12,9 1,5mg
3 14 2,2mg
4 17,5 3,8mg
5 19,7 60mg
6 21,3 1,2mg
7 25,85 2mg

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
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4.6  Métodos Espectroscopicos

4.6.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram registrados em espectrometros BRUKER AVANCE I
operando a 500 MHz do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM), da
UFPB utilizando metanol-ds, como solvente. Os deslocamentos quimicos (¢) foram expressos
em partes por milh&o (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz. As multiplicidades dos
deslocamentos quimicos de RMN de 'H seréo indicadas segundo as convengdes.

4.7 Atividade antimicrobiana

4.7.1 Preparagdo das amostras

O EHL-Agl1/5 e as fases particionadas hexanica, diclorometano, acetato de etila,
butanodlica e aquosa foram solubilizadas em solucdo salina e DMSO a 1%, obtendo-se uma

concentracéo de 4.096pg/mL™ para as amostras.

4.7.2 Microrganismos

Os microrganismos utilizados nestes testes foram provenientes da American Type
Culture Collection (ATCC): Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (ATCC 33591), Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans (ATCC 10231), obtidas no Laboratério de
Desenvolvimento de medicamentos (LABDEM) da UEPB.

4.7.3 Determinacdo da Concentracgdo Inibitoria Minima (CIM)

O ensaio foi realizado pela técnica de microdiluicdo em placa, a qual utiliza microplacas
estéreis com 96 cavidades de fundo chato e tampa. A concentracao inibitéria minima (C1M) foi
determinada pela técnica de microdiluicdo para bactérias e para fungos pela Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI/NCCLS, 2005). Como meio de cultura foi utilizado caldo
Mueller-Hinton para as bactérias e caldo Sabouraud dextrose para a levedura.

A padronizagdo do in6culo para bactérias e leveduras foi realizada seguindo as

recomendagbes dos documentos do (CLSI/NCCLS, 2005). Para bactérias, col6nias isoladas
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foram inoculadas em caldo Mueller Hinton para atingir turbidez equivalente a 0,5 Mc na escala
de Farland (1,5 x10® unidades formadoras de coldnias/mL - UFC/mL). Em seguida, as
suspensdes bacterianas foram diluidas em solucédo salina para obtencdo do inoculo final (1,5
x10” UFC/mL). Quanto ao indculo para leveduras, as col6nias isoladas foram inoculadas na
solugdo salina estéril até turbidez equivalente a 0,5 da escala de Mc Farland (1,0 x10° até 5,0
x10% UFC/mL).

Os controles positivos foram ceftriaxona, cefepime, ceftazidima e cefoxitina e
anfotericina B. As placas foram incubadas a 37 £ 1 °C para as bactérias e a 24 + 1 °C para
levedura, durante 24 h, conforme o (CLSI/NCCLS, 2005). O crescimento microbiano foi
indicado pela adi¢ao de 20 puL de solugdo aquosa de resazurina (Sigma-Aldrich) a 0,01 %, com
nova incubagdo a 37 ° C £ 1 C por duas horas. A CIM foi definida como a concentracdo mais
baixa onde ndo houve crescimento microbiano visivel, determinada pela alteracdo de cor no

meio ao adicionar a resazurina. Os ensaios foram realizados em triplicata.

4.8 Toxicidade Hemolitica

O procedimento experimental foi realizado com sangue doado pelo Laboratério de
Analises Clinicas (LAC) da UEPB. Sangue do tipo O* foi colocado em tubo com EDTA. O
plasma foi retirado apds centrifugacao a 2500 rpm por 5 minutos. Posteriormente, a suspensdo
de hemacias foi lavada com solucéo salina 1% (trés vezes) a 2500 rpm/5 minutos. As hemacias
foram ressuspendidas em solucdo salina a 1% e a contracdo foi ajustada para 5%. Entdo,
colocou-se 1,0 mL da suspensdo de hemécia a 5% juntamente com 1,0 mL das solucgdes-teste
(Pinto, et al., 2012).

O EHL-AgQ1/5 e as fases particionadas hexanica, diclorometano, acetato de etila,
butandlica e aquosa foram solubilizadas em solucdo salina e DMSO a 1%, obtendo-se
concentragoes de 2.000, 1.000, 500, 250 e 125 ug/mL para o EHL-AgQL/5 e fases. Os tubos
foram incubados a temperatura ambiente durante 1 hora e, posteriormente, centrifugados a 2500
rpm por 10 minutos, sendo o sobrenadante retirado para leitura em espectrofotdémetro Shimadzu
UV-1900 no comprimento de onda de 540 nm. Como controle positivo foi utilizado Triton-X
100 (NEON) e como negativo, a solucdo salina a 1%. A anélise foi realizada em triplicata e o

calculo do potencial hemolisante das substancias foi realizado por meio da seguinte equacéao 1:

Equacdo 1 - Calcular o potencial hemolisante.
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Ae — Ab
h=—_"—~

100
At

Ph= Potencial Hemolisante (em porcentagem)
Ae = Absorbancia do extrato
Ab = Absorbéancia do branco (controle negativo)

At = Absorbancia do Triton-X 100 (controle positivo)
4.9  Avaliacédo da toxicidade in vivo

4.9.1 Teste de toxicidade aguda

Para o ensaio de toxicidade aguda os parametros seguidos foram descritos no protocolo
423 das diretrizes da Organizacdo para Cooperacdo Econémica e Desenvolvimento
(OECD/OCDE 423, 2001). Como mencionado foram utilizados 6 animais (n= 6) que foram
divididos em grupos de trés (n=3). O grupo controle, recebeu solucéo salina (veiculo), e o grupo
experimental recebeu 2000 mg/kg do extrato de A. glaziovii por via oral. Os camundongos
foram observados inicialmente por 6 horas e diariamente por 14 dias, quanto aos sinais de
estado de consciéncia e disposicdo, atividade e coordenagdo do sistema motor, reflexos,
atividades sobre o sistema nervoso central e consumo de agua e racdo. Ao final de 14 dias, 0s
animais foram eutanasiados, o sangue foi coletado por pungéo cardiaca e armazenados em tubos
sem anticoagulante e contendo EDTA.

Com base nos resultados a serem descritos, o extrato hidroetandlico liofilizado de A.
glaziovii (EHL-Ag1/5) demonstrou sinais de toxicidade, embora ndo tenham sido registrados
oObitos. Portanto, uma avaliagdo em uma dose menor foi considerada necessaria. Foi selecionada
uma dose 10 vezes maior que a dose teste utilizada para as atividades anti-inflamatorias. Assim,
0 ensaio de toxicidade foi repetido, seguindo os parametros estabelecidos pela Organizacéo
para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (OECD/OCDE 423, 2001), utilizando uma
dose de 500 mg/kg.

4.9.2 Anélise bioquimica e hematoldgica

Ao final dos ensaios de toxicidade, foi coletado o sangue dos animais e utilizando o
analisador automéatico COBAS Mira Plus (Roche Diagnostics Systems, Basel, Suica) e kits

especificos (Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, Brasil) os seguintes parametros bioguimicos
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foram avaliados: proteina total, albumina, alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), fosfatase alcalina, gama-glutamil transferase (GGT), ureia e
creatinina. A analise hematoldgica foi realizada utilizando um analisador automatico (Sangue
de animal Counter-ABC Vet, Montpellier, Franga) e microscopia Optica; 0s parametros
avaliados foram: eritrdcitos, hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média

(CHCM) e analise total e diferenciada dos leucdcitos.

4.9.3 Genotoxicidade

4.9.3.1 Micronucleo

Para avaliar o perfil genotdxico do tratamento com o extrato de A. glaziovii foi utilizado
0 teste do micronucleo em eritrécitos de camundongos baseado no método descrito por
(Oliveira, et al., 2020) com pequenas modificacbes. Brevemente, 3 grupos de camundongos
machos (n=5) foram tratados com PBS (controle negativo), ciclofosfamida (50 mg/kg) ou A.
glaziovii (2.000 mg/kg) por via oral em dose unica. 24 e 48 h apos os tratamentos aliquotas (10
HL) de sangue periférico (cauda) foram aplicados em laminas previamente coradas com laranja
de acridina e analisado em microscopio de fluorescéncia. Um total de trés ldminas por animal
foram preparadas e a frequéncia de micronucleo foi determinada ap6s a contagem de 2.000

eritrocitos por lamina.

4.10 Avaliagdo da atividade anti-inflamatoria in vivo
4.10.1 Animais

Os camundongos (Swiss) de 8 a 10 semanas pesando entre 30 e 40 g foram adquiridas
pelo Biotério da Universidade Federal de Pernambuco e mantidas sob temperatura controlada
(22°C £ 1 °C), com ciclo claro/escuro de 12 h e com acesso livre a 4gua e ragdo. Cada grupo de
teste era composto por seis animais (n= 6), com exce¢do dos grupos para 0 ensaio de
genotoxicidade que tiveram grupos com cinco (n= 5), de acordo com o protocolo. Antes dos
ensaios serem realizados os animais foram aclimatados, jejuados por 6 a 8 horas e colocados
em restricdo de agua por 30 min. Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da UFPE (n° 0102/2023), de acordo com as diretrizes do

Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). Em todos os testes 0s
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animais foram eutanasiados utilizando inicialmente cetamina 100 mg/kg e xilazina 10 mg/kg,
para promover o efeito sedativo e, posteriormente, cetamina 300 mg/kg e xilazina 30 mg/kg
com o objetivo de seguir com a sedacao profunda acompanhada de eutanasia para minimizar o

sofrimento animal.

4.10.2 Ensaio de edema de pata induzido por carragenina

Camundongos machos foram agrupados em cinco grupos (n = 6) e foram tratados com
EHL-Ag1/5 (25, 50 ou 100 mg/kg, v.0.), solucdo salina (0,9% v.0.) ou dexametasona (10
mg/kg, i.p.) 30 minutos antes do inicio dos testes. Os animais tiveram o volume das patas
traseiras medido utilizando um paquimetro digital. Posteriormente, os animais foram tratados e
o edema da pata foi induzido com carragenina a 2% (15 pL) que foi injetada na regido suplantar
da pata direita. O tamanho das patas nos tempos 1, 2, 3 e 4 h foi determinado. Assim, a diferenca
entre o volume inicial das patas e o volume em tempos 15, 30, 60 e 120 min foram calculados
(Winter; Risley; Nuss, 1972).

4.10.3 Ensaio de peritonite

Camundongos machos foram agrupados em cinco grupos (n = 6) e foram tratados com
A. glaziovii (25, 50 ou 100 mg/kg, v.0.), solucéo salina (0,9% v.0.) ou dexametasona (10 mg/kg,
i.p.) 30 minutos antes do inicio do ensaio. Os animais receberam uma inje¢do intraperitoneal
de 1% de carragenina. Ap0s 4 h, os animais foram eutanasiados e 2 mL de PBS heparinizado
foram injetados na cavidade peritoneal e, logo em seguida, o exsudato foi removido. A
contagem de leucocitos da lavagem peritoneal foi realizada e expressa em porcentagem
(Cavalcante, et al., 2021; Lapa, et al., 2008).

4.10.4 Ensaio de bolsédo de ar

Foi realizado o ensaio de bolsdo de ar induzido por carragenina, um modelo de
inflamag@o muito utilizado para a triagem de farmacos com potencial agdo anti-inflamatéria
(Sedgwick; Lees, 1986). Cada grupo recebeu por via subcutanea 2,5 mL de ar estéril (1° e 4°
dia) na regido dorsal. No 7° dia, 30 minutos antes da administracdo da carragenina foram
administrados o extrato de A. glaziovii (25, 50 ou 100 mg/kg, v.0.) o farmaco padrédo

(indometacina) e o veiculo por via oral nos respectivos grupos, posteriormente, 1 mL de uma
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solucdo de carragenina (1% (p/v) foi injetada na cavidade. Ap0s 6 horas foi realizada contagem
total de leucocitos no bolsdo em analisador hematoldgico (Barros, et al., 2010; Kim, et al.,
2011).

411 Analise e estatistica

Os dados obtidos foram analisados no GraphPad Prism® versdo 8.0 e expressos em
valores médios com desvio padrdo (+ DP). As diferencas estatisticamente significantes foram
calculadas usando a andlise de variancia unidirecional (ANOVA) e teste de Tukey. Os valores
foram considerados significativamente diferentes em p <0,05 para avaliacdo da toxicidade e p
<0,001 para os testes anti-inflamatérios.

Esta pesquisa foi financiada pela FAPESQ-PB / Ministério da Educacao; Laboratério
de Avaliacdo e Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste, CERTBIO / UEPB; Laboratorio
de Desenvolvimento e Caracterizacao de Produtos Farmacéuticos, LDCPF / UEPB; Laboratério
de Desenvolvimento e Ensaios de Medicamentos, LABDEM / UEPB, Nucleo de Pesquisa e
Extensdo em Alimentos, NUPEA, e Instituto Nacional do Semiarido — INSA / Governo Federal,
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Instituto de Pesquisa em Farmacos e
Medicamentos, IPeFarM/UFPB, Laboratério Multiusuério de Caracterizacdo e Analises,
LMCA/UFPB.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1  Caracterizacao fitoquimica do EHL-Ag1/5 e fases de A. glaziovii

5.1.2 Screening fitoquimico e determinacao do teor de metabolitos secundarios

O screening fitoquimico apresentou resultados negativos para taninos no teste de
precipitacdo de proteinas e solucdo alcéolica de FeCls a 1%, flavonoides (Shinoda; oxalo-
borico), alcaloides (Drangedorf, Mayer, Bouchardat) e catequinas (reacdo com acido
cloridrico). Resultados da pesquisa por metabolitos secundarios pelo método qualitativo, sendo
positivo para saponinas, conforme demonstrado pelo teste de espuma. E relevante considerar
que os testes realizados podem ter limitacGes de sensibilidade para detectar metabdlitos em
concentragfes muito baixas. No entanto, nas condi¢fes experimentais empregadas, apenas as
saponinas foram identificadas no extrato dos caules de A. glaziovii.

O estudo conduzido com o extrato metandlico da casaca de Apodanthera smilacifolia
Cong. obteve resultados positivos para alcaloides, flavonoides, saponinas e taninos (Ferreira, et
al., 2018). Alguns fatores podem influenciar essas divergéncias como a diferenga na
constituicdo quimica para cada espécie, periodo de coleta e alteracdes na regido de cultivo
desses materiais vegetais. Assim como fatores biodticos e abidticos, como disponibilidade
hidrica e nutricional, temperatura, radiacdo ultravioleta, altitude, estimulos mecénicos ou
ataque de patégenos (Matos, 2009).

Em contrapartida, os testes de quantificacdo das fases acetato de etila, diclorometano e
n-butanol mostraram resultados positivos, para flavonoides, com concentracdes (equivalentes
de quercetina), de 1,74 pug EQ/mL™ (teor de 0,17%), de 6,72 ug EQ/mL™ (teor de 0,67%) e
1,07 pg EQ/mL™ (teor de 0,10%) para as trés fases, respectivamente. A fase MeOH:H20 e o
EHL-Ag1/5 ndo apresentaram valores quantificaveis para flavonoides. Também apresentaram
teor de polifendis (equivalentes de acido galico) semelhantes ao padrdo no EHL-Ag1/5 e em
todas as fases, destacando-se a n-butandlica com 38,59 ug EAG/mL™ (teor de 3,85%) (Tabela
6). Na determinacdo de taninos, os resultados foram consistentes com os dados do ensaio

qualitativo, os quais ndo foram detectados no EHL-Ag1/5 e fases em niveis quantificaveis.
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Tabela 6 — Teor de metabdlitos secundarios presentes nos caules de A. glaziovii.

Amostra Teor de Flavonoides totais Teor de Polifendis totais
EHL - 3,4%
F. DCM 0,67% 1,97%
F. AcOEt 0,17% 2,03%
F. Butanolica 0,10% 3,85%
F. MeOH:H>0 - 2,88%

Legenda: EHL: Extrato hidroetanolico liofilizado; F: fase; DCM: diclorometano; AcOEt: acetato de etila;

MeOH: metanol; H,O: agua.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

A quantificacdo de compostos fendlicos e flavonoides no extrato hidroetandlico das
raizes de Apodanthera congestiflora apontaram teor de 14,89+1,87 mg AT/g (mg equivalente
de &cido tanico) e 11,83+1,94 mg RUT/g (mg equivalentes de rutina), apesar de baixo teor ainda
foram maiores que os de A. glaziovii. No entanto, os resultados para taninos corroboram ao
encontrado para a espécie de estudo, com auséncia desse metabolito em ambas as espécies do
género Apodanthera (Videres, 2017).

Uma caracteristica marcante da familia Cucurbitaceae é a alta quantidade de seiva
suculenta, que alguns de seus géneros desenvolveram como adaptacéo a escassez de agua. 1sso
pode explicar o elevado teor de saponinas nos caules dessas plantas, logo, os resultados para
espécie A. glaziovii sendo da mesma familia sdo congruentes (Shyaula; Manandhar, 2021).
Grande parte do potencial terapéutico relatado para espécies da familia Cucurbitaceae e do
género Apodanthera estdo atreladas as saponinas presentes nesses vegetais. Diversos estudos
atribuem atividades como cardiovascular, hepatoprotetora, imunorreguladora e anti-
inflamatoria a essa familia e as cucurbitacinas (saponinas triterpénicas) presentes nela (Rolnik;
Olas, 2020).

5.1.3 Caracterizacdo cromatogréafica dos extratos hidroetandlico de A. glaziovii

A analise do perfil cromatografico simplifica a amostra, permitindo a observacao das
caracteristicas de absorcdo dos compostos presentes no material vegetal. Além disso, essas
técnicas podem reduzir a complexidade da amostra por meio de métodos de separagdo, como
cromatografia em coluna e CLAE preparativa (Prado, 2012).

A variacdo na coloracdo dos extratos de A. glaziovii foi atribuida a diferenca de

polaridade dos compostos extraidos. Nos estagios iniciais das extracfes, ocorreu uma
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predominancia na extracdo de compostos polares, resultando em uma coloragdo mais intensa,
avermelhada, atribuida as extraces dos dias 1 ao dia 5 (Figura 26 a Figura 30). A medida que
0 processo de extracdo avangou, 0s compostos apolares foram sendo extraidos em maior
quantidade, levando a uma alteracdo na coloracdo, para esverdeada, atribuida aos dias 6 ao 9
(Figura 31 e Figura 34). Isso pode ser observado nos cromatogramas abaixo (Figura 26 a Figura
34).

Figura 26 — Perfil cromatogréfico da primeira extragdo (dia 1) do EHL de A. glaziovii. Sob
condicdes cromatograficas: vide parte experimental (item 4.5.3).
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1 25,0
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Figura 27 — Perfil cromatogréfico da segunda extracdo (dia 2) do EHL de A. glaziovii. Sob
condigOes cromatograficas: vide parte experimental (item 4.5.3).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
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Figura 28 — Perfil cromatogréafico da terceira extracdo (dia 3) do EHL de A. glaziovii. Sob

condigdes cromatogréaficas: vide parte experimental (item 4.5.3).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Figura 29 — Perfil cromatografico da quarta extracdo (dia 4) do EHL de A. glaziovii. Sob

condicdes cromatograficas: vide parte experimental (item 4.5.3).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Figura 30 — Perfil cromatogréafico da quinta extracdo (dia 5) do EHL de A. glaziovii. Sob
) ~__ condigOes cromatograficas: vide parte experimental (item 4.5.3).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
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Figura 31 — Perfil cromatogréfico da sexta extracdo (dia 6) do EHL de A. glaziovii. Sob
condicdes cromatograficas: vide parte experimental (item 4.5.3).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Figura 32 — Perfil cromatografico da sétima extracdo (dia 7) do EHL de A. glaziovii. Sob
condicdes cromatograficas: vide parte experimental (item 4.5.3).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Figura 33 — Perfil cromatografico da oitava extracdo (dia 8) do EHL de A. glaziovii. Sob
condicdes cromatograficas: vide parte experimental (item 4.5.3).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
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Figura 34 — Perfil cromatografico da nona extracdo (dia 9) do EHL de A. glaziovii. Sob
condicdes cromatograficas: vide parte experimental (item 4.5.3).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Nas etapas iniciais das extracdes, observam-se picos mais proeminentes e proXimos a
fase movel no tempo inicial, na proporcéo em que o solvente, neste caso a dgua acidificada, é
mais polar. Conforme as extracOes avancam para os dias 6 a 9 (Figura 31 e Figura 34), a
intensidade dos picos diminui, e ocorre uma maior extragdo de compostos proximos ao solvente
menos polar utilizado, como o metanol. Também foi possivel observar algumas caracteristicas
dos constituintes quimicos do extrato por CLAE, realizada empregando um gradiente
exploratorio de eluicdo (5 - 95% de MeOH em 60 min).

Como é possivel observar, a regido entre 50 e 70 minutos altera conforme as extragdes
foram ocorrendo, mesma regido que possui maior concentracdo do solvente B MeOH, o que
caracteriza uma maior extracdo de compostos apolares, para a sexta extracao (dia 6), sétima
extracao (dia 7), oitava extracédo (dia 8), e, nona extragdo (dia 9). A partir da avaliagdo desses
cromatogramas foram reunidas as extrac6es de 1 a 5 e desta foi realizada o processo de particao
liquido:liquido.

Os picos principais identificados no cromatograma (Figura 35) foram numerados de 1 a
6. O pico 1, com tempo de retencéo (Rt) de 7,2 min e bandas de absorcdo de 233 e 254 nm, esta
substancia de alta polaridade é sugestiva de um composto fendlico, que corresponde a este
comprimento de onda. Os picos 2 e 3, com Rt de 48,8; 51,4 min; e 0s picos 4, 5, e 6,
correspondentes aos Rt 53,5; 55,4; 64,9 min, respetivamente, apresentaram espectros de
absorcdo semelhantes no PDA, com picos de absorcdo de 235, 275 e 315 nm. Este perfil de
absorcdo € indicativo das norcucurbitacinas, também conhecidas como cayapondésidos, que sdo

saponinas triterpendides com um anel A aromatico (Himeno, et al., 1992).

Figura 35 — Perfil cromatografico do EHL-Ag1/5 dos caules de A. glaziovii. Sob condi¢bes
cromatograficas: vide parte experimental (item 4.5.3).
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No espectro de RMN de *H (DMSO 500) do EHL-Ag1/5 (Figura 36) foram observados
sinais entre de deslocamento quimico Jn 6,84 e 5,67, indicativos de hidrogénio ligados a
carbonos sp? com 0 pico em Jn 6,41 (s, 1H) caracteristico de hidrogénio aromatico presente em
estruturas do tipo norcucurbitacinas (Achenbach, et al., 1993). Foi visualizado, também, um
envelope de sinais entre on 3,06 e 1,00 indicativos e grupos metilénicos e metilicos, o que
reforca a presenca de ndcleo trierpenoide. Foi possivel verificar, ainda, sinais entre Jn 3,83 e
3,06 indicando presenca de unidades osidicas no extrato, além de sinais em Jn 4,90 (M) e on
4,26 (d) indicativos de hidrogénios anomérico e caracteristico da presenca de acglcares nas
moléculas, 0 que sugere presenca de saponinas como compostos majoritarios presentes no
espectro (Achenboch et al 1993, Nokomo et al, 1994).

No espectro de RMN de **C (DMSO 500) (Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Figura 37) foram visualizados sinais de deslocamento quimico entre dc 144 e 125 ppm
indicativos da presenca de carbonos aromaticos de ndcleos de norcucurbitacinas (Achenbach,
et al., 1993). Os sinais entre doc 53 e 42 ppm podem ser atribuidos a carbonos metinicos e
metilénicos de estrutura triterpénicas, além dos sinais entre oc 30 e 11 ppm caracteristicas de
metilas de ndcleo cucurbitano. Foram observados ainda de dc 76 a 61 ppm e em Jc 104 e 102

ppm sinais de carbonos oximetinicos e de carbonos anomérico que indicam a presenca de



63

acucares no espectro e permitem sugerir que 0s compostos majoritarios do extrato sdo saponinas

triterpénicas (Himeno, et al., 1992).



Figura 36. —Espectro de RMN *H do Extrato Hidroetanolico Liofilizado de Apodanthera glaziovii (EHL-Ag1/5) (DMSO, 500 MHz).
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Figura 37 —Espectro de RMN *C do Extrato Hidroetandlico Liofilizado de Apodanthera glaziovii (EHL-Ag1/5) (DMSO, 500 MHz).
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5.1.4 Identificacdo do composto 1 do EHL-Ag1/5

O composto 1 apresentou-se como solido amorfo de cor amarela, solivel em metanol.
O espectro de RMN de 'H (500 MHz, MeOD) mostrou um envelope de sinais caracteristicos
de nuacleo esteroidal e/ou triterpénico, além de sinais entre on 4,61 e 3,47 que sugerem a
presenca de uma unidade de acUcar, evidenciando a presenca de uma saponina. Em dy 6,54 (s,
1H) foi visto um sinal sugestivo de hidrogénio da posicédo 1 de cucurbitacinas que tem o anel A
aromatico pentassubstituido, denominadas de norcucurbitacinas (Himeno, et al., 1994).

Na expansdo do espectro de RMN de *H foi visto um sinal em 4 6,91 (d, J=10,1 Hz,
1H) sugestivo da presenca de insaturacdo entre os C-6 e C-7, além de mais 2 sinais em on 5,77
(dd, J =5,4 e 15,7 Hz, 1H) e 05,84 sugestivos de mais uma insaturacao entre os C-23 e C-24.
O sinal de hidrogénio em J1 3,96 que esta vizinho ao lado do C-23 citado acima, é sugestivo
para o carbono C-22 (Tabela 7) (Himeno, et al., 1994).

Foram observaddos ainda os sinais em on 2,24 (s, 3H), 1,23 (s, 3H), 1,24 (s, 3H), 0,92
(s, 3H), 1,05 (s, 3H) e 1,27 (s, 6H). Todos eles sdo caracteristicos da presenca de metilas com
destaque para o0s sinais em on 2,24, 1,21 e 1,27 (6H) que podem caracterizar a presenca dos
grupos metilicos das posicOes 28, 21 e 26 e 27, respectivamente. Isso fornece suporte ao grau
de substituicdo do anel A, a presenca de um carbono quaternario em C-20 ligado a uma hidroxila
e uma metila em C-21 e das metilas terminais da cadeia lateral C-26 e C-27 ligadas a mais um
carbono quaternario oxigenado, respectivamente (Himeno, et al., 1994).

A presenca dos sinais de deslocamento quimico entre 6+ 3,39 - 3,56 em ¢ Ho 3,83 (d,
J=4,1 Hz, 1H) e 1 3,95 (d, J=4,3 Hz, 1H), sendo estes 2 ultimos sugestivos dos H6a e H6b
indicam presenca de uma unidade osidica. Além disso, o sinal em 61 4,61 (d, J=7,3 Hz, 1H) é
caracteristico do Hidrogénio anomeérico. Tais dados sugerem a presenca de uma S-glicose ligada
a molécula (Achenbach, et al., 1993; Silvestre, et al., 2021).

Os dados de RMN de 'H juntamente com os valores comparados a literatura citada,
permitem identificar o composto 1 como sendo o caiaponosideo D2 (

Figura 38), isolado pela primeira vez em A. glaziovii e citado anteriormente em

Cayaponia tayuya Cogn. do género Cayaponia e mesma familia de A. glaziovii.

Figura 38 — Estrutura da substancia caiaponosideo D2.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Tabela 7 — Dados comparativos com a literatura dos espectros de RMN de *H do composto

caiaponosideo D2.

caiaponosideo D2

Referéncia (Himeno,

Carbono 1994b)
oH SH
oH (Jem Hz)
1 6,54 () 6,53 ()
6 6,91 (d, 10,1) 6,88 (d, 10)
7 5,88 (d, 6,9) 5,82 (dd, 6, 10)
8 2,58 (d, 6,25) 2,57 (d, 6)
1 2,73 (d, 14,55) 2,67 (d, 15)
2,90 (d, 14,75) 2,88 (d, 15)
15 1,50 (d, 13,45) 1,47 (d, 14)
2,10 (dd, 9,05, 13,6) 2,08 (dd, 9, 14)
16 4,65 (m) 4,64 (dd, 7, 9)
17 2,31 (d, 6,7) 2,29 (d, 7)
18 0,92 (s) 0,92 (s)
19 1,23 (s) 1,22 (s)
21 1,21 (s) 1,21 (s)
22 3,96 (m) 3,96 (dd, 1,0 e 6,0)
23 5,77 (dd, 5,4, 15,7) 5,75 (dd, 6, 15)
24 5,86 (d, 6,05) 5,83 (dd, 1, 15)
26 1,27 (s) 1,25 (s)
27 1,27 (s) 1,25 (s)




28

2,24 (s)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

2,23 (s)
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Figura 40 — Expanséo do espectro de RMN de *H (MeOD-d4, 500 MHz) do Calapon03|deo D2, naregido de 0,85 a 2,0 ppm
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Figura 41 — Expans&o do espectro de RMN de *H (MeOD-d4, 500 MHz) do Caiaponosideo D2, na regido de 2,05 a 3,0 ppm.
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Figura 42 — Expansdo do espectro de RMN de *H (MeOD-d4, 500 MHz) do Caiaponosideo D2, na
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Figura 43 — Expanséo do espectro de RMN de *H (MeOD-d4, 500 MHz) do Caiaponosideo D2, na regido de 4,0 a 5,0 ppm.

1400000

4.596
~3.9902

1300000
1200000
1100000
_~/,/,,——/’/’/—— _’/r;1000000
900000
800000
700000
600000
500000
400000
300000

200000

|'
100000
A ! L
i
8
-

ro

: +-100000

5.00 4.95 4.90 4.85 4.80 4.75 4.70 4.65 4.60 4.55 4.50 4.45 4.40 4.35 4.30 4.25 4.20 4.15 4.10 4.05 4.00
f1 (ppm)
Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.



Figura 44 — Expanséo do espectro de RMN de 1H (MeOD-d4, 500 MHz) do Caiaponosideo D2, na regiéo de 5,05 a 6,0 ppm.

MANTNOONWOMLL O 1400000

5.876
5.864
5.861
5.859
5.851
5.844
5.830
5.827
5.790
5.779
5.758
5.748

|
%

1300000
1200000
1100000
__‘_,f////r___’//”"//__ ;1000000
;900000
800000
700000
600000
;sooooo
400000
300000
200000

1 100000

ro

+-100000

1232 -

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
85 5.80 5.75 5.70 5.65 5.60 5.55 5.50 5.45 5.40 5.35 5.30 5.25 5.20 5.15 5.10 5.05
f1 (ppm)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.



Figura 45 — Expanséo do espectro de RMN de *H (MeOD-d4, 500 MHz) do Caiaponosideo D2, na regiéo de 6,0 a 7,0 ppm.
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Os caiaponosideos, cucurbitacinas mais polares que podem diferenciar-se quanto a
cadeia lateral, foram relatadas diversas vezes para familia Cucurbitaceae, no género Cayaponia,
Ziziphus Mill, Luffa e Apodanthera. Para o género Apodanthera foi isolado da espécie
Apodanthera congestiflora o Cs, (Krepsky, 2003; Santos, 2018; Silvestre, et al., 2021). No
entanto, mesmo sendo relatado para o género, o caiaponosideo D2 foi isolado pela primeira vez

para a espécie A. glaziovii.

5.2 Atividade Antimicrobiana

O teste de CIM, consta como a menor concentracdo necessaria dos produtos que inibe
0 crescimento bacteriano e fungico. Utiliza-se a resazurina como indicador de oxidacéo-
reducdo, quando ocorre inibi¢cdo do crescimento microbiano a colora¢do néo altera e continua
azul, ja quando ndo ha inibicdo ocorre a reducdo da resazurina, tornando-a rosa (Palomino, et
al., 2002). O método de microdilui¢do € o mais utilizado para testar a CIM, com revelacdo por
resazurina, sao considerados inibidores potentes, extratos que inibem o crescimento com
concentracdo de 100 pg/mL a 500 pg/mL, moderados os que inibem de 501 pg/mL e 1000
pg/mL e fracos aqueles com CIM de 1001 pg/mL a 2000 pug/mL (Freires, et al., 2015).

As figuras abaixo (Figura 46 e Figura 47) apontam que todos 0S pogos possuem
coloracdo rosa, com excecdo dos pocos com controles positivos, ceftriaxona, cefepime,
ceftazidima e cefoxitina, os demais indicam que houve reducdo da resazurina e crescimento dos
microorganismos  Staphylococcus aureus resistente a meticilina (ATCC 33591),
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 e Candida albicans (ATCC 10231).
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Figura 46 — Resultado negativo no teste de microdiluigdo para fase acetato de etila, extrato bruto
e fase butanodlica, para todos os microorganismos testados, respectivamente.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Figura 47 — Resultado negativo no teste de microdilui¢do para fase diclorometano e fase
aquosa, para todos 0s microorganismos testados, respectivamente.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Para a espécie A. glaziovii os resultados obtidos foram negativos tanto para o extrato
EHL-Ag1/5 quando para as fases testadas, indicando que ndo possuem efeito antimicrobianos
frente aos micro-organismos testados. Alguns fatores podem implicar nesse obtido, como as
caracteristicas intrinsecas da planta, a composi¢cdo quimica de seus constituintes e as
propriedades dos microrganismos testados podem influenciar essa atividade. Embora, possa

haver compostos ativos em espécies vegetais contra cepas bacterianas e fangicas, estes podem
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estar em concentragdes ineficientes (Biswas; Ahmed; Mondal, 2024). Pois, muitas vezes essa
atividade é relacionada a concentracéo do ativo na planta.

A sensibilidade dos microorganismos € influenciada por varios fatores, incluindo a
possibilidade de serem intrinsecamente resistentes aos compostos presentes nos vegetais
testados. Além disso, o metabolismo dos microorganismos pode neutralizar os efeitos dos
compostos testados. Um dos mecanismos intrinsecos dos microorganismos que contribuem
para a resisténcia aos antimicrobianos é o uso de bombas de efluxo, que podem inativar os
agentes antimicrobianos, removendo-o0s do ambiente celular e impedindo sua acumulagéo,
tornando-os ineficazes (Biswas; Ahmed; Mondal, 2024).

Para familia Cucurbitaceae, o extrato etandlico dos frutos de Luffa operculata Cogn.
inibiu o crescimento bacteriano. Concentra¢Ges de 100 mg/mL e 50 mg/mL foram testadas
contra Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, respectivamente. No entanto, as
cepas de Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli mostraram-se resistentes ao extrato
(Badin; Manacas; Souza, 2023). Esses resultados indicam que, apesar das variagcdes nos
métodos e nas diferentes partes vegetais utilizadas, a espécie Luffa operculata ndo apresentou
atividade contra as cepas testadas, o que é consistente com os achados observados para A.
glaziovii, outra especie da mesma familia, que também ndo demonstrou atividade contra
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.

No entanto, este mesmo extrato de Luffa operculata Cogn. inibiu o crescimento das
cepas de fungos Candida albicans, na concentracdo de 100 mg/mL e 50 mg/mL e Candida
tropicalis em 100 mg/mL, 50 mg/mL e 25 mg/mL, diferente de A. glaziovii que ndo mostrou
resultados positivos frente ao fungo Candida albicans (Badin; Managas; Souza, 2023).

Quanto ao género, o extrato metandlico das cascas de Apodanthera smilacifolia testada
contra as cepas de Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
pelo método de difusdo em disco, também nédo apresentou formacdo de halo, o que caracteriza
auséncia de atividade antibacteriana (Ferreira, et al., 2018). Esses achados estdo em
concordancia com os resultados deste estudo, apesar da utilizacao de técnicas diferentes.

Ainda no género Apodanthera, o extrato hexanico e fase acetato de etila da espécie A.
congestiflora apresentou baixa inibicdo para os microorganismos Escherichia coli (UFPEDA
224), Serratia marcescens (UFPEDA 352), Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 39),
Staphylococcus aureus (UFPEDA 01), Micrococcus luteus (UFPEDA 100), Bacillus subtilis
(UFPEDA 86) Enterococcus faecalis (UFPEDA 138), Mycobacterium smegmatis (UFPEDA
71) e Candida albicans (UFPEDA 1007), pelo método de microdilui¢do (Videres, 2017).
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Os metabdlitos secundarios como alcaloides, compostos fendlicos, terpenos e algumas
saponinas podem apresentar acdo antimicrobiana, mas alguns fatores podem interferir em sua
acao, como teor desses metabolitos presentes no extrato e a disponibilidade destes para
apresentar inibicdo do crescimento microbiano (Lima Neto, et al., 2015). Dessa forma, os
resultados obtidos nessa pesquisa inviabilizam a utilizagdo dessa espécie frente a uma infeccéo
por estes microrganismos resistentes. No entanto, os mesmos resultados estimulam a
continuidade de testes antimicrobianos com substancias isoladas, em concentracéo ideal, de A.

glaziovii considerando o uso de substancias naturais com potencial terapéutico antimicrobiano.

53 Toxicidade em hemacias

A avaliacdo do potencial dos extratos em provocar danos na membrana eritrocitaria foi
realizada por meio do ensaio hemolitico, o qual possibilita a investigacdo da habilidade de um
composto em induzir a formacéo de poros ou ocasionar a ruptura das membranas dos glébulos
vermelhos. Para que um composto seja considerado hemolitico seu CEsodeve ser <200 pg/mL
(Militdo, et al., 2012). Ainda, como definido por Espitia-Baena e colaboradores (2009) o
material vegetal ndo deve superar 10% de danos a membrana eritrocitaria. Tradicionalmente,
metabdlitos como saponinas e taninos sdo associados a um alto potencial hemolitico. No
entanto, os resultados deste estudo revelaram que mesmo o EHL-Agl/5 sendo rico em
saponinas, ndo apresentou atividade hemolitica.

A concentragdo hemolitica da maior concentragdo testada (2000 pg/mL) foi de 4,80%,
0 que indica que uma concentracdo 10 vezes maior resultou em apenas 5% de hemdlise.
Considerando que para ser hemolitico um composto deve induzir 50% ou mais de hemdlise em
200 pg/mL, ou apresentar 10% de hemdlise, o que ndo ocorreu. Além disso, um estudo
semelhante realizado com as raizes de A. congestiflora também identificou a presenca de
saponinas no ensaio qualitativo e auséncia de atividade hemolitica (Videres, 2017).

Por muito tempo, o potencial citotoxico e hemolitico das saponinas foi atribuido a sua
natureza quimica anfifilica. Correspondente a um componente hidrofobico porcdo aglicona
(triterpendide) e a porcdo hidrofilica relacionada a estrutura glicosidica (Oda, et al., 2000).
Entretanto, a por¢do mais polar das saponinas possui uma influéncia direta a capacidade
hemolitica e citotoxica. Pardmetros como ligacgdes interglicosidicas, tipos de unidades de agUcar
e padrdes de substituicdo podem influenciar tanto a atividade citotoxica quanto a hemolitica das

saponinas (Chwalek, et al., 2006).
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ModificagBes na estrutura da aglicona também desempenham um papel crucial na
atividade hemolitica e citotdxica das saponinas. Estudos com derivados sintéticos da Pulsatilla
saponina D revelaram que a dupla ligacdo no anel C, especialmente entre os carbonos C-12 e
C-13, era essencial para essas atividades. Além disso, observou-se que 0 aumento da
lipofilicidade estava correlacionado com um aumento na atividade citotoxica. Esses estudos
identificaram um derivado com essa dupla ligacdo entre os carbonos C-12 e C-13 que néo era
hemolitico, mas demonstrava potencial citotoxico (Chen, et al., 2018).

Considerando a estrutura das cucurbitacinas e caiaponosideos, que podem estar
presentes no EHL-Ag1/5, com base na familia boténica, nos dados dos ensaios fitoquimicos
preliminares e nas absorcdes na CLAE, observa-se que o anel C geralmente ndo apresenta a
dupla ligacdo associada a atividade citotoxica e hemolitica. Essas caracteristicas podem
explicar a auséncia de atividade hemolitica nessas substancias. Além disso, o tipo de agUcar
ligado a essas estruturas também pode exercer influéncia nesse processo. E importante ressaltar
gue, mesmo com a auséncia de atividade hemolitica, é necessario realizar ensaios de

citotoxicidade com o extrato, pois essas atividades ndo estdo necessariamente relacionadas.

54  Toxicidade aguda in vivo

Para definir o nivel de seguranca do EHL-Ag1/5 das doses de 2000 mg/kg e 500 mg/kg
foi conduzido o ensaio de toxicidade oral aguda. A dose oral de 2000 mg/kg induziu alteracdo
comportamental estimulante, como aumento da ambulacdo e movimento de autolimpeza,
observados nos primeiros 30 minutos e ap6s 60 minutos foram cessados. Também, a
administracdo do EHL-AgQ1/5 na concentracdo de 2000 mg/kg interferiu significativamente no
consumo de agua e comida (Tabela 8), dados que podem justificar os sinais de toxicidade
avaliados nos testes seguintes (hematoldgicos e biogquimicos), uma vez que 0s animais
consumiram menos 4gua e menos racdo comparado ao controle, pardmetro reprodutivo em

sinais de toxicidade (Breunig, 2021).

Tabela 8 — Avaliagdo do consumo alimentar, hidrico e ganho de peso dos grupos controles e
tratado com EHL-Ag1/5 durante 14 dias.

EHL-Ag1/5 (mg/kg)
Parametros Controle 2,000 500
Consumo de agua (mL) 23.09+1.50 19.07+1.04* 24.03+1.86

Consumo de comida () 14.11+0.55 10.96+0.97* 13.47+0.83
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Ganho de peso (9) 3.51+0.31 3.62+0.25 3.42+0.33

*Significativamente diferente (p < 0,05) do controle. A andlise estatistica foi realizada por analise de variancia
(ANOVA) seguida do teste de Bonferroni.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Mesmo que os resultados para dose de 2000 mg/kg ndo mostrassem registros de oObitos,
em razao dos parametros bioquimicos e hematoldgicos observados, o ensaio de toxicidade foi
realizado também para dose de 500 mg/kg, uma dose 10 vezes menor foi utilizada no ensaio
anti-inflamatorio, esta ndo apresentou alteracdo nos ensaios mencionados para avaliacdo
toxicoldgica. A dose de 500 mg/kg ndo apresentou sinais de alteracbes comportamentais ou de
toxicidade referente a consumo de agua e racdo observados durante os 14 dias, ou nos sinais
bioguimicos e hematoldgicos. Esses resultados juntamente aos demais inferiram que a dose de
2000 mg/kg apresentou uma leve toxicidade, e a dose de 500 mg/kg se mostrou segura para uso
em animais, sem indicios de toxicidade. Ambas as doses avaliadas ndo afetaram o peso relativo
dos 6rgdos e ndo promoveu alteragdes macroscopica no coracao, pulmao, figado, rim, baco ou

estdbmago apo6s os 14 dias de administracdo do extrato.

5.4.1 Analise Bioquimica e Hematoldgica

Os valores de ALB, ALT e AST apresentaram um aumento estatisticamente significativo
na dose de 2000 mg/kg. Diante dessas alteracdes observadas, os ensaios foram repetidos com a
dose de 500 mg/kg. Esta ultima ndo resultou em alteragcbes significativas nos parametros
bioquimicos ap6s 14 dias de administracdo do EHL-Ag1/5 (Tabela 9). Esses resultados sugerem

uma possivel toxicidade associada a dose de 2000 mg/kg, ausente na dose de 500 mg/kg.

Tabela 9 — Parametros bioquimicos do sangue de camundongos tratados com extrato do caule
de Apodanthera glaziovii por 14 dias.

Parimetros Extrato (mg/kg)
Controle 2,000 500
ALB (g/dL) 20.14+1.62 26.45+1.84* 20.76%1.54
ALT (U/L) 59.36%4.25 70.04+5.18* 60.25+4.34
AST (U/L) 92.05+7.18 115.77+5.39* 90.31+4.90
TP (g/dL) 66.09+5.13 68.29+4.23 65.50+5.68
ALP (1U/L) 11.14+0.42 10.91+0.31 10.77+0.65
GGT (U/L) 10.26+0.65 9.89+0.53 9.71+0.82
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Ureia (mg/dL) 0.32:+0.06 0.34+0.05 0.36:0.04
CREAT (mg/dL) 7.44+0.59 7.26+0.47 7.31+0.40
CT (mg/dL) 91.03+7.83 96.40+8.26 90.53+5.54
TG (mg/dL) 84.97+5.90 87.64+5.12 83.42+6.65

* Significativamente diferente (p < 0,05) do controle. A andlise estatistica foi realizada por andlise de variancia
(ANOVA) seguida do teste de Bonferroni. ALB: Albumina; ALT: Alanina aminotransferase; AST: Aspartato
transaminase; TP: Proteina total; Fosfatase Alcalina; FA: Fosfatase alcalina; GGT: gama-glutamil transferase;
CREAT: Creatinina; CT: Colesterol total; TG: Triglicerideos.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Os parametros hematoldgicos foram observados. E como resultado apresentou uma
reducdo para os valores de hematdcrito, hemoglobina e HCM, apresentando diferencas
estatisticas significativas para dose de 2000 mg/kg, diferente da dose de 500 mg/kg que ndo
mostrou alteracdes estatisticamente significativas apds os 14 dias de administracdo do EHL-
Agl/5 (Tabela 10). Os resultados indicam que houve uma baixa toxicidade apresentada para

dose de 2000 mg/kg que ndo aconteceu na dose menor de 500 mg/kg.

Tabela 10 — Parametros hematologicos do sangue de camundongos tratados com EHL-Ag1/5

por 14 dias.
Parimetro Extrato (mg/kg)

Controle 2,000 500
Eritrocitos (10%/mm?) 6.21+0.42 6.07+0.58 6.59+0.41
Hematocrito (%) 31.18+2.63 27.68+2.02* 32.12+2.55
Hemoglobina (g/dL) 13.37+0.40 10.64+0.37* 13.27+0.45
VCM (fL) 38.55%+2.95 40.13+3.25 41.51+4.18
HCM (pg) 15.79+0.62 12.88+0.84* 15.10+0.98
CHCM (%) 30.67+2.43 31.02+2.72 32.13+3.06
Leucdcitos (103/mm?q) 7.68+0.56 7.33+0.49 7.09+0.52
Segmentados (%) 63.46+4.87 61.82+3.63 59.66+4.19
Linfocitos (%) 24.55+251 25.79+2.49 26.12+2.53
Mondcitos (%) 3.42+0.28 3.63+0.31 3.28+0.37

*Significativamente diferente (p < 0,05) do controle. A andlise estatistica foi realizada por analise de variancia
(ANOVA) seguida do teste de Bonferroni. VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular
média; CHCM: concentracdo média de hemoglobina corpuscular.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
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Os resultados observados para os parametros bioquimicos e hematoldgicos dos animais
testados com EHL-AQ1/5 na dose de 2000 mg/kg forneceram dados contundentes de toxicidade,
como alteragBes hepaticas (ALB, ALT, AST), no hematocrito e MCH. Considerando 0s
resultados negativos para o potencial hemolisante do extrato em eritrocitos humanos, pode-se
considerar que os efeitos toxicoldgicos hematicos identificados no ensaio in vivo sugerem que
ndo estdo relacionados a alteracBes das membranas eritrocitarias, mas com algum processo do
sistema hematopoiético, podendo esta relacionado a producdo dessas células.

As alteragBes bioquimicas relacionadas a atividade hepéatica também foram
mencionadas para a fase diclorometano de Apodanthera congestiflora, que mostrou sinais de
hepatomegalia no exame histolégico macroscopico e aumento no peso relativo do érgéo
(Silvestre, et al., 2021). Sendo o figado um dos principais 6rgdos de metabolizacdo de
substancias quimicas, potencialmente os componentes quimicos presentes na A. congestiflora
e A. glaziovii podem envolver a cascata metabdlica hepatica (Hall & Hall, 2021).

A avaliacdo da toxicidade de uma substancia ou extrato vegetal € um parametro
complexo que ndo envolve apenas a mortalidade do animal. Dessa forma, sinais de alteracdes
das atividades hepatica, renal, cardiaca e outras devem ser avaliados. Este estudo determinou
observando os parametros hepaticos e hematoldgicos dos animais, que a dose de 2000 mg/kg
apresentou alteracdes significativas para toxicidade. Sendo necessaria mais pesquisas para
identificar a via de toxicidade dessas fun¢Ges metabdlicas alteradas e procurar outras possiveis
alteragdes. Dessa forma, o EHL-Ag1/5 encontra-se na categoria 4 descrita pelo regulamento da
OECD/OCDE 423, (2001), considerando que a dose de 500 mg/kg ndo apresentou indicios de

toxicidade e demonstra-se segura no ensaio realizado.

5.4.2 Genotoxicidade

5.4.2.1 Micronucleo

Para avaliar se 0 EHL-Ag1/5 pode promover alteracdes nas células do sangue periférico
dos camundongos este ensaio foi realizado. Nos achados foi observado que o tratamento com
EHL-Ag1/5 ndo induziu a presenca alteragdes nucleares em eritrocitos em qualquer uma das
concentracOes avaliadas, mostrando um perfil semelhante ao grupo controle (Tabela 11). Esses
resultados implicam que nao houve alteracdo nos genes das células que tiveram contato com a
dose testada de 2000 mg/kg.
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Tabela 11 — Avaliagdo da genotoxicidade in vivo do EHL-Ag1/5, controle positivo da
ciclofosfamida (CPA, i.p.) para determinacdo do nimero de eritrocitos policromaticos
micronucleados (MNPCE) de camundongos.

Tempo de coleta MNPCE por animal MNPCE

Tratamentos

h Cl C2 C3 C4 C5

24 1 1 0 O 1 0.60 £ 0.04

Controle

48 0 1 1 0 1 0.60 £ 0.04

24 0 1 0o 1 1 0.60 £ 0.04
2.000 mg/kg

48 0 1 1 1 0 0.60 £ 0.04

24 26 28 31 28 26  27.50 + 2.42*

CPA 50 mg/kg
48 29 25 27 31 32 28.80 £ 2.30*

No controle negativo, os camundongos receberam solucdo salina por via oral. *Significativamente diferente do
controle (p < 0,05). C: Camundongo.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

O aumento na frequéncia de eritrdcitos policromaticos micronucleados (MNPCES) em
animais tratados ¢ um indicador de danos cromossdémicos induzidos nas células (Tice, et al.,
2000). Foi observada uma inducdo significativa de micronicleos (MN) nos eritrécitos dos
camundongos expostos a diferentes concentragdes do extrato aquoso de Momordica charantia
em comparacao com seus respectivos grupos controle (Adewumi; Oladele; Taiwo, 2019). Em
contraste, os resultados obtidos com A. glaziovii ndo demonstraram alteracdes, indicando que
essa espécie ndo é genotoxica.

Por outro lado, 0 meldo amargo (Momordica charantia), uma espécie da mesma familia
com uso popular para o controle da diabetes, mostrou inducdo significativa de MN nos
eritrocitos dos camundongos expostos a diferentes concentragfes do extrato aquoso. Isso sugere
que o meldo amargo pode ter efeitos mutagénicos e genotoxicos em modelos animais quando
administrado em doses mais elevadas, apesar de seus efeitos hipoglicémicos no controle da
diabetes (Adewumi; Oladele; Taiwo, 2019). Portanto, o perfil genotdxico do meldo amargo ndo
justifica seu uso empirico. Esses resultados enfatizam a importancia de estudos com produtos
naturais para evitar que seu uso popular cause danos significativos, como o uso prolongado de
uma espécie com efeitos genotoxico (BARDOLOI; SOREN, 2022).

5.4.3 Atividade anti-inflamatoria
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5.4.3.1 Edema de pata induzido por carragenina

Para verificar o potencial anti-inflamatério do EHL-Ag1/5 foi realizado o ensaio de
edema de pata. Neste ensaio, avalia-se o tecido edemaciado induzido pela carragenina, um
agente flogistico, e investiga-se se houve redugdo desse edema ap6s o tratamento. O tecido
edemaciado continuou a progredir apos a administracdao da carragenina, no entanto, 0S grupos
que receberam EHL-Ag1/5 mostraram inchaco com reducéo significativa nas concentracdes
testadas de 25 mg/kg (34.42%, p <0,001), 50 mg/kg (48.80%, p <0,001) e 100 mg/kg
(55.77%, p <0,001), mostrando ser dose dependente (Figura 48). Todos 0s grupos tratados
com EHL-Agl/5 apresentaram diferencas estatisticas significativas em comparacdo com o
grupo tratado com solucéo salina 4 horas apds a injecdo de carragenina. Os resultados implicam

que o EHL-Ag1/5 suprimiu a resposta inflamatdria aguda nos camundongos.

Figura 48 — Efeito do EHL-AQ1/5 no edema de pata induzido por carragenina em

camundongos.
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Legenda: (A) O edema de pata foi medido a cada hora por até 4 horas usando um paquimetro. (B) A porcentagem
de reducédo do edema apds 4 horas da administracéo de carragenina. O grupo tratado com solugdo
salina foi utilizado como grupo controle. Todos os resultados foram expressos como média + erro
padrdo da média (EPM). ns, ndo significativo. * p < 0.05.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Esse estudo utilizou 0 modelo de indugdo por carragenina para determinar a atividade

terapéutica anti-inflamatoéria do EHL-Ag1/5. O ensaio por edema de pata nas doses de 25, 50 e
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100 mg/kg, estabelecidas de acordo o ensaio de toxicidade aguda, no edema, porém, estudos
mais aprofundados da farmacocinética devem ser realizados para compreender 0 mecanismo.
Levantamentos etnofarmacoldgicos realizados com o género Apodanthera e a familia
Cucurbitaceae tambeém ressaltaram efeito anti-inflamatorio.

A fase diclorometano de A. congestiflora em ensaio de edema de pata semelhante ao
deste estudo, apresentou inibi¢do do edema nas doses testadas de maneira que o efeito da fase
ndo ¢é dose-dependente (Silvestre, et al., 2021). No entanto, observaram que o extrato da folha
e a fracdo cloroférmica de Zehneria scabra L.F, espécie pertencente a mesma familia,
Cucurbitaceae, promoveu efeitos anti-inflamat6rios no ensaio in vivo de edema de pata, se
comportando de maneira dose-dependente (Fisseha, et al., 2022).

Os levantamentos etnofarmacol6gicos sobre saponinas sugerem que grande parte de seu
mecanismo de acdo envolve a reducdo da resposta imunoldgica, modulando principalmente
citocinas inflamatdrias por vias como Nf-kB, TLR4 e MAPKs (Passos, et al., 2022). Em um
estudo com a cucurbitacina E (CuE), conduzido em modelos de condroblastos humanos
induzidos por IL-15 e avaliado por Western blot, observou uma reducédo dose-dependente na
expressdo de fatores induzidos por IL-15 (Wang, et al., 2023). Esses achados, aliados ao
resultado anti-inflamatdrio observado no modelo de edema de pata, sugerem algumas vias pelas

quais o EHL-AQ1/5 pode exercer sua atividade.

5.4.3.2 Ensaio de Peritonite

Apbs as analises dos exsudatos peritoneais, 0 nimero total de leucdcitos tratados com
veiculo (solugdo salina (0,9% v.0.) foi de 5.26 + 0.28 x 10° célula. O controle positivo
dexametasona (10 mg/kg) inibiu a migracdo leucocitaria em 60,27% quando comparada ao
grupo veiculo, sendo representada principalmente pelo influxo de neutréfilos correspondente a
65.65% quando comparada ao veiculo. O tratamento inicial com o EHL-Ag1/5 (25, 50 ou 100
mg/kg v.0) antes da administracdo do agente flogistico resultou na redu¢do no nimero de
leucdcitos, com efeito significativo nas trés doses, 25 mg/kg (21.86%, p <0.05), 50 mg/kg
(40.30%, p <0.05), 100 mg/kg (62.02%, p<0.05).

Nessa perspectiva, a maior migracao para cavidade peritoneal entre os leucdcitos dos
camundongos foi a dos neutréfilos na dose de 100 mg/kg (68.94%, p <0.05). Este estudo
demonstrou que a reducgdo da infiltracdo leucocitaria induzida por carragenina, ocorrendo de
maneira dose dependente cujo efeito em 100 mg/kg obteve 62,02% (2.05 * 0.23, p<0.05) de
inibicdo na migracao leucocitaria quando comparada ao veiculo (Figura 49).
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Figura 49— O Efeito do EHL-Ag1/5 na peritonite induzida por carragenina em camundongos.
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Legenda: (A) Leucdcitos totais e neutrdfilos no exsudato peritoneal. (B) Percentual de inibicdo de leucécitos. (C)
Percentual de inibicdo de neutréfilos. Todos os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média
(EPM). ns, ndo significativo. *p < 0.05, ** p < 0.01, **** p < 0.0001.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

5.4.3.3 Ensaio de Bolsao de ar

A fim de complementar a avaliacdo da atividade anti-inflamatoria do EHL-Ag1/5 o teste
de bolsdo de ar foi implementado, sendo avaliado a infiltracdo de leucdcitos no tecido
inflamado. Nesse modelo o EHL-Ag1/5 mostrou-se estatisticamente significativo para reducéo
da migracdo dos leucocitos em todas as doses testadas, sendo uma reducdo de 25.40, 52.67 e
70.53% para 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente (Figura 50). Também apresentou dose
dependente, com resultado positivo principalmente na dose de 100 mg/kg em comparagéo ao
grupo controle negativo. As repercussdes desse teste para o extrato hidroetanolico, corresponde

a uma reducdo significativa a migracao de leucdcitos para a bolsa de ar formada na regido dorsal
dos camundongos.
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Figura 50 — Efeito da administragcdo de EHL-Ag1/5 na migragédo de leucdcitos no modelo de

bolsa de ar.
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Legenda: (A) Leucdcitos totais e neutréfilos 6 horas ap6s a administracdo de carragenina. (B) Porcentagem de
inibicdo da migracdo de leucdcitos. Todos o0s resultados foram expressos como média + erro padrdo da média
(EPM). ns, ndo significativo. * p < 0.05, ** p < 0.01.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Os resultados para os ensaios anti-inflamatdrios desenvolvidos nesse estudo, permitiram
revelar atividade anti-inflamatdria significativa para as trés doses testadas do EHL-Ag1/5.
Ambos os estudos corroboram que a familia Cucurbitaceae, 0 género Apodanthera e com a
contribuicdo da atual pesquisa, a espécie A. glaziovii promovem a inibicdo dos parametros
inflamat6rios em modelos experimentais de inflamacédo in vivo. Pesquisas aprofundadas das
composigdes quimicas e etnofarmacoldgicas dos compostos presentes em A. glaziovii devem

ser realizadas para compreender os mecanismos pelos quais esses compostos atribuem contra o
processo inflamatorio.
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6 CONCLUSAO

A partir dos ensaios desenvolvidos observou-se que as saponinas triterpénicas sdo os
metabolitos em maior presenca nesta espécie, com a presenca de caiaponosideos (nor-
cucurbitacinas), incluindo o isolamento do composto conhecido como caiaponosideo D2. Para
atividade antimicrobiana, tanto o extrato quando as fases de Apodanthera glaziovii nédo
demonstraram atividade frente as cepas testadas. Esta espécie apresentou baixo potencial
hemolitico no ensaio de toxicidade hemolitica e em testes de toxicidade in vitro pelo ensaio de
genotoxicidade, para determinagdo do numero de eritrécitos policromaticos micronucleados
(MNPCE).

Entretanto, em ensaios de toxicidade in vivo, o extrato evidenciou sinais de toxicidade
nos parametros bioquimicos e hematol6gicos, quando foi utilizada a dose de 2000 mg/kg,
diferente da dose de 500 mg/kg que ndo apresentou sinais de toxicidade. Por outro lado, os
resultados da atividade anti-inflamatéria foram promissores, com reducdes significativas do
edema de pata, peritonite, e na quantidade de células pro-inflamatérias em testes in vivo, como
0 de bolséo de ar. Esses resultados sugerem que Apodanthera glaziovii apresenta potencial anti-

inflamatorio.
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Abstract: Background/objectives: Apodanthera glaziovii is an endemic species from the semi-arid Brazilian,which has limited toxicological and pharmacological studies. This species belongs to a
well-studied familyknown for its bioactive compounds used in treating inflammatory. This study aimed to identify secondarymetabolites in the stems from A. glaziovii, evaluate toxicity, and investigate
the anti-inflammatory potential of the stem hydroalcoholic extract (SHE-Ag). Methods: qualitative and quantitative assays were employedto identify secondary metabolites, along with chromatographic
analyses and lH and l3C NMR. Toxicity was assessed through in vitro hemolytic toxicity, in vivo genotoxicity, and oral acute toxicity tests before the pharmacological assays were conducted.
Results: phytochemical screening, HPLC and NMR analysessuggested the presence of saponins of the norcucurbitacin class. The SHE-Ag exhibited no hemolytic activity and no mutagenic
potential. However, in vivo toxicity at a dose of 2000 mg/kg revealed hematological and biochemical alterations, while the 500 mg/kg dose was safe. In the anti-inflammatory assays, SHE-Ag at
100 mg/kg reduced paw edema by 55.8%, and leukocyte and neutrophil migration by 62% and 68% in the peritonitis model, respectively; inflammatory cell migration by 70% in the air pouch
model, outperforming indomethacin, which showed a 54% reduction. Conclusions: these findingsindicate that SHE-Ag is rich in saponins, confirmed through HPLC and 1H and 13C

NMR analyses. The SHE-Ag also demonstrated low toxicity. The inflammation models used showed a reduction in inflammation,
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