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“A capacidade de sonhar sempre foi o grande segredo daqueles que
mudaram o mundo. Os sonhos alimentam a alma e dao asas a inteligéncia.
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RESUMO

Inimeros estudos vém demonstrando a potencialidade e a eficacia das plantas
medicinais no combate a diversas doencas, entretanto existem sérios problemas em
relacdo ao uso indiscriminado de produtos de origem vegetal. Considerando o
potencial biotecnoldgico dos 6leos vegetais, neste estudo foi avaliado o potencial
bioativo do 6leo essencial de Calyptranthes dardanoi (Myrtaceae) quanto a toxicidade,
potencial antioxidante e anti-inflamatério. O 6leo essencial (OE) das folhas de C.
dardanoi oriundos da Unisa S&o José — Igarassu/ PE - Floresta Atlantica (FA) e Parque
Nacional Vale do Catimbau — Buique/PE - Caatinga (CA) foi obtido por hidrodestilacéo
e analisado por cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massas. O
potencial antioxidante foi avaliado pelo método Método de Fosfomolibdénio ou
Atividade Antioxidante Total (AAT%). O potencial anti-inflamatorio foi avaliado a partir
de modelos experimentais de inflamac&o aguda em camundongos, edema de pata
induzido por carragenina e peritonite aguda induzida por carragenina. E para a
avaliagdo da seguranca do uso, foi utilizado o ensaio de toxicidade aguda e atividade
hemolitica. Os resultados demosntram que o rendimento percentual médio do Oleo
essencial foliar da espécie apresentou diferencga significativa quanto ao ao local de
coleta (0,23% Floresta Atlantica e 0,33% Caatinga, respectivamente). Os
componentes majoritarios do 0leo essencial extraido das folhas coletadas na Floresta
Atlantica foram: (E) -Cariofileno (47,80%), Germacreno-D (10,07%) e a-Humuleno
(9,09%). Enquanto que o 6leo obtido da espécie coletada na Caatinga apresentou
como componentes majoritarios: (E) -Cariofileno (15,59%), cis-calameneno (11,40%),
Germacreno-D (10,22%) e a-Humuleno (9,86%). O 6leo essencial demonstra ser uma
fonta promissora de compostos com potencial antioxidante, apresentando capacidade
antioxidante total maior que o acido ascorbico (100%). Os 6leos essenciais de FA e
CA nédo apresentaram toxicidade aguda (2000 mg/Kg) e nem citotoxicidade a nivel de
membranas dos eritrocitos, além disso, ndo foram observadas alteracdes nas analises
bioguimicas, hematologicas e histopatoldgicas. No teste de edema de pata, foi
observada uma diminuic¢éo significativa (67,42% FA e 69,06% CA, respectivamente)
na maior concentracao testada (200 mg/Kg) em relacéo ao grupo tratado com veiculo.
No modelo de peritonite aguda foi observado que o 6leo essencial apresentou uma
reducdo na expressao do TNF-a de 48,44% FA e 45,59% CA na concentracao de 200



mg/Kg e a droga controle indometacina reduziu 66,35% a expressao do TNF-a
induzida por carragenina para a cavidade peritoneal. Os resultados sugeriram o OE
de C. dardanoi como uma fonte promissora de constituinte antioxidante, anti-
inflamatorio e ndo téxico. Diante disso, a fracdo da planta pode ser de interesse na
pesquisa de novas de moléculas que apresentam o estresse oxidativo e processo
inflamatério como fenomenologia basica podendo ser aplicado na industria

farmacéutica.

Palavras-chave: Anti-inflamatéria. Antioxidante. Cariofileno. Toxicidade Aguda.



ABSTRACT

Numerous studies have demonstrated the potential and effectiveness of medicinal
plants in combating various diseases, however there are serious problems in relation
to the indiscriminate use of products of plant origin. Considering the biotechnological
potential of vegetable oils, in this study the bioactive potential of the essential oil of
Calyptranthes dardanoi (Myrtaceae) was evaluated in terms of toxicity, antioxidant and
anti-inflammatory potential. The essential oil (OE) of C. dardanoi leaves from Unisa
Sao José - Igarassu/PE - Atlantic Forest (FA) and Vale do Catimbau National Park -
Buigue/PE - Caatinga (CA) was obtained by hydrodistillation and analyzed by
chromatography gas coupled to mass spectrometry. The antioxidant potential was
evaluated using the Phosphomolybdenum Method or Total Antioxidant Activity
(AAT%). The anti-inflammatory potential was evaluated using experimental models of
acute inflammation in mice, carrageenan-induced paw edema and carrageenan-
induced acute peritonitis. And to assess the safety of use, the acute toxicity and
hemolytic activity test was used. The results show that the average percentage yield
of the essential oil of the species showed a significant difference in relation to the place
of collection (0.23% Atlantic Forest and 0.33% Caatinga, respectively). The major
components of essential oil extracted from leaves collected in the Atlantic Forest were:
(E) -Karyophylene (47.80%), Germacrene-D (10.07%) and a-Humulene (9.09%).
While the oil obtained from the species collected in the Caatinga showed as major
components: (E) -Karyophylene (15.59%), cis-calamenene (11.40%), Germacrene-D
(10.22%) and a-Humulene (9.86%). The essential oil proves to be a promising source
of compounds with antioxidant potential, presenting a total antioxidant capacity greater
than ascorbic acid (100%). The essential oils of FA and CA did not present acute
toxicity (2000 mg / Kg) nor cytotoxicity at the level of erythrocyte membranes, in
addition, no changes were observed in biochemical, hematological and
histopathological analyzes. In the paw edema test, a significant decrease (67.42% FA
and 69.06% CA, respectively) was observed in the highest concentration tested (200
mg / Kg) in relation to the vehicle treated group. In the acute peritonitis model, it was
observed that the essential oil showed a reduction in TNF-a expression of 48.44% FA
and 45.59% CA at a concentration of 200 mg / kg and the control drug indomethacin

reduced 66.35% a carrageenan-induced TNF-a expression into the peritoneal cavity.



The results suggested the C. dardanoi OE as a promising source of antioxidant, anti-
inflammatory and non-toxic constituent. Therefore, the fraction of the plant may be of
interest in the search for new molecules that present oxidative stress and inflammatory

process as basic phenomenology and can be applied in the pharmaceutical industry.

Keywords: Anti-inflammatory. Antioxidant. Caryophyllene. Acute Toxicity.
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1 INTRODUCAO

Os oOleos essenciais (OEs) sdo compostos naturais, volateis e complexos
formados a partir do metabolismo secundario de plantas que sdo amplamente usados
na medicina popular, em alimentos, em perfumaria e na obtengado de medicamentos.
Os componentes majoritarios determinam as propriedades biolégicas que tém sido
atribuidas a presenca de uma mistura de componentes caracteristicos em que os tipos
mais abundantes de compostos quimicos sdo terpenoides especificamente
monoterpenos e sesquiterpenos (BURT, 2004; BAKKALI et al., 2008). Eles constituem
0s elementos volateis contidos em muitos 6rgdos vegetais e estdo relacionados com
diversas fungcBes necessarias a sobrevivéncia vegetal, exercendo papel fundamental

na defesa contra microrganismos (SIQUI et al., 2000).

A composi¢do quimica e o teor de 0Oleo essencial podem sofrer alteracdes
durante as estacGes do ano. Variagdes temporais e espaciais no contetdo total, bem
como as proporcdes relativas de metabdlitos secundarios em plantas ocorrem em
diferentes niveis (sazonais e diarias; intraplanta, inter- e intraespecifica) e, apesar da
existéncia de um controle genético, a expressao pode sofrer modificacfes resultantes
da interagdo de processos bioquimicos, fisiologicos, ecologicos e evolutivos
(LINDROTH et al., 1987; HARTMANN, 1996). De fato, os metabdlitos secundarios
representam uma interface quimica entre as plantas e o ambiente circundante,
portanto, sua sintese é frequentemente afetada por condigcdes ambientais (KUTCHAN,
2001).

Dentre os biomas brasileiros, a Floresta Atlantica € um importante ecossistema
brasileiro que apresenta elevada biodiversidade sendo considerada um dos maiores
repositorios de biodiversidade do planeta e um dos cinco mais importantes “hotspots”
mundiais devido as variacdes de relevo, solo, latitudinal e regimes pluviométricos, o
gue resulta em diferentes unidades fitogeograficas (RAMBALDI et al., 2003; PINTO et
al., 2006). Acredita-se que a regido abrigue de 1 a 8% da biodiversidade mundial, com
20.000 espécies de plantas, sendo 40% endémicas (MYERS et al., 2000;
MITTERMEIER et al., 2004). Uma das atividades que tem se intensificado na Floresta
Atlantica é a extracdo ou exploragdo de plantas medicinais, onde, essa atividade é
incentivada por um mercado promissor (PAVAN-FRUEHAUF, 2000).
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Diferentemente da Floresta Atlantica, o dominio fitogeografico da Caatinga é
provavelmente o menos conhecido e o mais desvalorizado, dada a reduzida explora-
¢cao sustentavel dos recursos naturais e a elevada proporcao de terras desmatadas
para pecuaria (GIULIETTI et al., 2010). Uma das alternativas para uma exploragao
sustentavel desse bioma € o uso racional de seus bioprodutos. Uma opc¢&o promissora
€ 0 uso da flora para fins farmacologicos em diversas patologias, visto que vem
crescendo nos ultimos 30 anos a aprovacao de novas drogas para consumo humano,
com destaque para os produtos naturais e suas estruturas quimicas (NEWMAN E
CRAGG, 2012).

As espécies vegetais dos referidos biomas, Zona da Mata e Caatinga,
apresentam potencial para a industria de cosméticos e de preservacédo de alimentos,
por meio da extracdo de Oleos essenciais, que neste tipo de vegetacdo constituem
fontes potenciais de antioxidantes naturais (HYLDGAARD et al., 2012). Além disso,
estudos diversos apontam que essas substancias possuem efeito antifingico
(MACHADO et al., 2013), anti-inflamatorios, antinociceptivo e antiespasmaodico
(DANIEL et al.,, 2009; ADORJAN; BUCHBAUER, 2010; PINHO et al.,, 2012),
antitumoral (WANG et al., 2012; QUASSINTI et al., 2013) e inseticida (LIMA et al.,

2014), dentre outras atividades cientificamente comprovadas.

Neste contexto, a escolha da planta Calyptranthes dardanoi Mattos pertencente
a familia Myrtaceae, teve como base sua aplicacdo etnofarmacoldgica e vem ao
encontro das necessidades cientificas, uma vez que seus potenciais farmacoldgicos
e componentes bioativos ndo s&do conhecidos. Nao foram encontrados relatos
referentes & composi¢cdo quimica do Oleo essencial da espécie até o presente,
havendo apenas registros da presenca de propriedades farmacologicas associadas a
outras espécies desta mesma familia e alguns relatos do potencial bioativo do género
(BANSAL et al., 2006; DELVING, 2015; DEXHEIMER, 2017; KICH et al., 2016).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 AREAS DE ESTUDO
2.1.1 Caatinga

A Caatinga é um dominio fitogeogréafico exclusivamente brasileiro, ocupando
uma area de 844.453 Km?, sendo o principal ecossistema da regidao nordeste (MMA,
2012). Estende-se pelos estados do Ceard (100%), Rio Grande do Norte (95%),
Paraiba (92%), Pernambuco (83%), Piaui (63%), Bahia (54%), Sergipe (49%),
Alagoas (48%), até uma pequena porcdo no Maranhdo (1%) e Minas Gerais (2%)
(ALMEIDA et al., 2015) (Figura 1).

Figura 1 — Mapa dos biomas do Brasil.
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Fonte: IBGE - SFB (Servico Florestal Brasileiro), 2016 (adaptado).

Seu clima é caracterizado como semiarido (Képpen BSh) e, em comparacao
com as outras formacdes brasileiras, possui caracteristicas extremas diante 0s
parametros meteoroldgicos como: a mais alta radiacdo solar, baixa nebulosidade, a

mais alta temperatura média anual, as mais baixas taxas de umidade relativa do ar,
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evapotranspiragao potencial mais elevada e precipitacdes baixas e irregulares durante
um periodo muito curto no ano (PRADO, 2003; ARAUJO et al., 2007).

A Caatinga tem como caracteristica o potencial hidrico reduzido no solo com
acentuado periodo de estacdo seca, entre sete e dez meses, sua flora nativa
apresenta entdo caracteres anatdomicos, morfolégicos e funcionais especializados
para a sobrevivéncia destas plantas as condicdes adversas de clima e solo
(DRUMOND et al. 2000). Algumas dessas adptacdes sao: plantas caducifolias, estrato
herbaceo anual, suculéncia, aculeos e espinhos, predominancia de arbustos e arvores
de pequeno porte, cobertura descontinua de copas. Além disso, ha espécies
endémicas que s6 ocorrem em areas semiaridas e ndo nas areas arredores mais
umidas (GIULIETTI et al., 2004). Dessa forma, as plantas possuem caracteristicas
singulares, sendo assim excelentes alvos para a busca de novas substancias ativas.

Diante da velocidade do fendmeno de devastacdo da Caatinga, unidades de
conservacdo tém sido criadas. Atualmente, ela conta com 208 unidades de
conservacdo (UC) que somam 77.537 km?, aproximadamente 8,5% total UCs
(Cadastro Nacional de Unidades de Conservacao - CNUC/MMA, 2020). Dentre essas
unidades temos o Parque Nacional da Serra do Catimbau (PARNA Catimbau),
localizado no Sertdo Pernambucano, distribuida entre os municipios de Buique,
Ibimirim e Tupanatinga, com area de 607 km?. Criado em 13 de dezembro de 2002, o
PARNA Catimbau esta inserido em uma regidao definida como area prioritaria para
pesquisa cientifica (MMA, 2012) (Figura 2).
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Figura 2 — Parque Nacional Vale do Catimbau, Buique — PE.

Fonte: A autora.

Este dominio tem uma vegetacéo bastante diversificada, sendo representada
por aproximadamente 159 familias, 1.141 géneros e 4.547 espécies e dessas, 318
espécies sao consideradas endémicas distribuidas em 42 familias (PRADO, 2003;
GIULIETTI et al., 2004; FORZZA et al., 2013). Entre as diversas espécies encontradas
na Caatinga, vérias plantas sdo consideradas como medicamentosas de uso popular,
pois diversos tecidos como folhas, cascas e raizes sdo comercializados em calgcadas
e ruas das principais cidades, bem como em mercados e feiras livres (MOSCA, 2009).

A Caatinga apresenta diversas espécies cuja presenca de 6leos essenciais tem
sido relatada e investigada perante diversas acdes biologicas ao longo dos anos
(ZENGIN et al., 2018; SILVA et al., 2019)
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2.1.2 Floresta Atlantica

A Floresta Atlantica € um dominio fitogeografico exclusivamente brasileiro,
ocupando uma area de 1.315.460 km?, sendo o principal ecossistema da regiao
nordeste (MMA, 2020). Estende-se pelos estados do A Mata Atlantica se estende ao
longo de 17 estados brasileiros: Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Séo
Paulo, Goias, Mato Grosso do Sul, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo,
Bahia, Alagoas, Sergipe, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Ceara e Piaui
(MMA, 2020) (Figura 1).

Este dominio fitogeografico, se estende do Rio Grande do Norte ao Rio Grande
do Sul, incluindo partes da Argentina e Paraguai (SILVA; CASTELETI, 2005),
ocorrendo em regibes costeiras e do interior sobre montanhas e platés. E constituida
pelas formagfes florestais conhecidas como: Floresta Ombréfila Densa; Floresta
Ombrofila Mista, Floresta Ombrofila Aberta; Floresta Estacional Semidecidual;
Floresta Estacional Decidual; Manguezais; Restingas; Campos de altitude; Brejos de
Altitude e Encraves Florestais do Nordeste (MMA, 2020).

O clima de Florestas Pluviais tropicais é definido por temperaturas
continuamente altas, umidade abundante, podendo receber até 2000 mm de
precipitacdo ao longo do ano (RICKLEFS, 2003). Segundo o mesmo autor, devido a
essas caracteristicas, essas florestas sdo detentoras de um acelerado processo de
reciclagem de nutrientes, o que garante a alta produtividade desses ecossistemas.

A Floresta Atlantica € um dos centros de diversidade da familia Myrtaceae, a
gual é a sexta mais representativa (STEHMANN et al., 2009) com 636 espécies, sendo
77,5% endémicas (SOBRAL et al., 2009).

Contudo, este dominio vem sofrendo um processo intensivo de destruicéo pelo
corte ilegal, cultivo e ocupacdo humana, onde cerca de 1,45 milhdes de km? foram
desmatados entre 2018 e 2019 (SOS MATA ATLANTICA, 2020). Isso torna a Mata
Atlantica uma das regides mais devastadas e seriamente ameacadas do planeta
(GALINDO-LEAL; CAMARA, 2005).

Neste contexto, a Usina Sao Jose (USJ) contém fragmentos de Floresta
Atlantica de Terras Baixas ao norte do estado de Pernambuco (Figura 3). Na USJ,
Myrtaceae esta entre as familias com maior diversidade taxon6mica, com 23 espécies
(ALVES-ARAUJO et al., 2008). Destas, Eugenia é o género mais representativo com

dez espécies, seguido de Myrcia com oito, Psidium com duas e Calyptranthes,
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Campomanesia e Myrciaria com uma espécie cada. A familia € composta por espécies
endémicas da Floresta Atlantica (proximo de 50%) e espécies que apresentam ampla
distribuicdo na América do Sul (AMORIM; ALVES 2011).

Figura 3 — Usina Sao José, lgarassu — PE.

Fonte: A autora.

2.2 A FAMILIA MYRTACEAE E O SEU POTENCIAL BIOATIVO

Myrtaceae compreende cerca de 130 géneros e 4000 espécies (SOUZA;
LORENZI, 2005), sendo seus maiores centros de dispersdo a América e a Oceania
(JOLY, 1998). Na flora brasileira € uma das maiores familias, com cerca de 23 géneros
e 1000 espécies (SOUZA; LORENZI, 2005). Ela corresponde a 1,32% do total das
Angiospermas conhecidas, o que é bastante representativo, considerando-se um total
de 400 familias (JUDD et al.,, 1999) e apresenta-se distribuida na maioria das
formagdes vegetais do Brasil (SOARES-SILVA, 2000).

S&o arvores ou arbustos lenhosos que tém folhas inteiras, peninérveas, de
disposicéo alterna (géneros ndo nativos) ou oposta, de margens inteiras e coloracao
sempre verde, com estipulas muito pequenas e pontos translicidos (cavidades
secretoras) (JOLY, 1998; SOUZA; LORENZI, 2005).



25

O grupo é rico em espécies frutiferas, como jabuticaba (Myrciaria spp.), pitanga
(Eugenia uniflora L.) goiaba (Psidium guajava L.), araca (Psidium cattleianum Sabine),
cereja-nacional (Eugenia retusa (O. Berg) Nied.), guabiroba (Campomanesia spp.) e
uvaia (Eugenia pyriformis Cambess.), entre outras.

Economicamente, Myrtaceae é muito importante; algumas espécies sao
cultivadas, como o Eucalipto spp., do qual a madeira é usada para produzir papel,
poste de luz e carvao, além de ser muito utilizada por ser uma planta aroméatica na
fabricacdo de produtos de limpeza. Outro exemplo é o cravo-da-india (Syzygium
aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry), que € utilizado como especiaria, e também o
jamboldo (Syzygium cumini (L.) Skeels), cujo fruto comestivel € comum no litoral
nordestino (METCALFE; CHALK, 1950; JOLY, 1988; SOUZA; LORENZI, 2005).

Ao longo do tempo, a familia Myrtaceae vem sendo amplamente empregada
na medicina popular. Algumas ja foram estudadas e tiveram sua composi¢cao quimica
e propriedades medicinais descritas na literatura, atuando no combate a doencas
infecciosas (CRUZ; KAPLAN, 2004; FRANCO et al., 2005; LEITAO et al., 2014).

Os componentes quimicos de maior valor econémico em Myrtaceae Sao 0s
terpenoides. Do ponto de vista da composicao fitoquimica na familia encontra-se
grande quantidade de taninos, enquanto os alcaloides e glicosideos, com raras
excecodes, sdo poucos conhecidos (FONT QUER, 1988).

Uma caracteristica marcante encontrada no grupo é a presenca de canais
oleiferos nas folhas, flores e frutos dessa familia (BARROSO, 1991; LANDRUM,;
KAWASAKI, 1997), Oleos volateis destilados de diversos membros da familia, como
por exemplo, o Gleo de eucalipto, apresentam uso medicinal amplamente difundido e
elevada importancia econémica (METCALFE; CHALK, 1950). Quimicamente a familia
Myrtaceae € bastante diversa, caracterizando-se pela producdo de taninos,
sesquiterpenos, estilbenos e de flavonoides, apresentando propriedades medicinais,
sendo algumas atribuidas ao género Calyptranthes. (CERQUEIRA, 2002).

Segundo Cruz e Kaplan (2004), as propriedades adstringentes da Myrtaceae
geralmente sdo usadas em afeccbes gastrointestinais, hemorragia e doencas
infecciosas, sendo que as partes mais utilizadas séo as folhas, cascas e os frutos. A
familia apresenta diversos géneros que apresentam propriedades biolégicas diversas
ja relatadas, incluindo a Eugenia spp (antipirético, anti-inflamatério, diurético,

hipoglicemiante, antioxidante, antitumorais, antidiarreicos e antimicrobianas), a
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Myrciaria spp, como por exemplo a Jaboticaba (Myrciaria cauliflora), rica em
compostos fendlicos e com atividades farmacoldgicas antioxidantes e antitumorais
(ANNADURAI et al., 2012; COLE, et al., 2007; WANG et al., 2014).

2.3 O GENERO Calyptranthes

Dentre as espécies pertencentes ao género Calyptranthes com propriedades
biol6gicas citadas na literatura, destaca-se C. pallens. Essa espécie, apresenta
predominéancia de terpenoides e mostrou citotoxicidade seletiva contra células
tumorais do cancer prostatico humano (LNCap) e moderada citotoxicidade contra
outras linhagens tumorais de pulm&o, mama e mucosa oral, conforme o estudo feito
por Echeverri-Lobo et al. (2005).

Estudos com C. grandifolia que € muito utilizada tradicionalmente para desordens
inflamatérias por uma populacéo local no sul do Brasil. Segundo Kich et al. (2016), a
espécie demonstrou ter a capacidade de reduzir o dano oxidativo e a apoptose. Além
disso, demonstrou grande efeito inibitério contra as enzimas relacionadas aos

neurodegenerativos.

O benzopireno ou cromeno, é um importante componente estrutural presente
em compostos naturais e apresenta uma atividade bioldgica importante (REN et al.,
2011). Alguns de seus derivados apresentam atividade antitumoral, antivascular,
antimicrobiana, antioxidante, inibidora de TNF-a, antifUngica, entre outras. Um
exemplo destes compostos como 2-metil-5,7-dimetéxi-2H-cromeno e 2,8-dimetil-5,7-
dimetdxi-31 2H-cromeno foram isolados do 6leo essencial de C. tricona o qual
apresentou atividade antifungica (HENRIETTE et al.,, 2004; CHETAN et al,2012;
MILAN et al., 2011; CHENG et al., 2003; SURESH et al., 2010).

O estudo de novas plantas com potencial anti-inflamatério, antioxidante
apresenta grande importancia biotecnoldgica, possibilitando o desenvolvimento de
novos farmacos para o tratamento de doencas. Apesar de ndo terem sido encontrados
registros na literatura cientifica especificamente associados a espécie C. dardanoi e
suas propriedades farmacoldgicas, outros géneros da familia Myrtaceae ja foram
relatados com diversas aplicagbes ou potenciais terapéuticos, como descrito no

subtitulo acima, indicando um caminho a ser explorado dentro desta familia.
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2.3.1 Calyptranthes dardanoi Mattos

O género Calyptranthes apresenta mais de 100 espécies diferentes
(LIMBERGER et al., 2002). C. dardanoi Mattos é uma espécie nativa, porém nao é
endémica do Brasil sendo encontrada no Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul, nos
dominios fitogeograficos de Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica. E definida como
arvoretas a arbustos ca. 3-5 m de altura (AMORIM; ALVES, 2011; FLORA DO
BRASIL, 2020) (Figura 4).

Figura 4 — Representante de Calyptranthes dardanoi

Fonte: A autora.
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2.4 METABOLISMO SECUNDARIO

Uma das caracteristicas dos seres vivos € a presenca de atividade metabdlica.
O metabolismo compreende um complexo de reacdes quimicas que ocorrem no
interior das células responsaveis pela sua atividade e reproducdo. As plantas
produzem uma larga e diversa ordem de componentes organicos divididos em
metabolitos primarios e secundarios. Os metabdlitos primarios possuem funcao
estrutural, plastica e de armazenamento de energia. Os metabdlitos secundarios,
produtos secundarios ou produtos naturais, aparentemente ndo possuem relacéo
direta com crescimento e desenvolvimento da planta, mas nem por iSso S&o menos
importantes (TAIZ; ZEIGER, 2006).

Os metabdlitos secundarios tém importantes funcdes ecoldgicas nas plantas,
tais como a protecdo das plantas contra herbivoros e patégenos, podem favorecer a
atracdo de polinizadores de dispersores de sementes por conferirem aroma, cor,
sabor as plantas, e funcionam como agentes de competicdo entre plantas e de
simbiose entre plantas e microrganismos (TAIZ; ZEIGER, 2006). Além disso, a
producdo destes componentes pode proteger a planta de fatores externos como
variacbes de temperatura, umidade, exposicdo a radiagdo ultravioleta (UV) e
deficiéncia de nutrientes minerais (ATSA, 1989).

Tem sido verificado que muitos dos compostos secundarios sao benéficos a
salude humana principalmente por suas ac¢bGes farmacoldgicas amplamente
evidenciada na literatura (PICOLI et al., 2010). Sao conhecidos por serem sintetizados
em células especializadas e em diferentes estagios de desenvolvimento, por isso cada
familia, género ou espécie de planta produz uma categoria quimica caracteristica ou
uma mistura deles, podendo em alguns casos serem utilizados para classificacéo
taxondmica dos vegetais (BELL et al., 1980).

Uma das estratégias de sobrevivéncia de plantas em ambientes adversos € o
aumento na sintese de produtos do metabolismo secundarios. A literatura tem
comprovado que esses compostos estdo envolvidos nos efeitos biolégicos das plantas
medicinais.

Os produtos resultantes deste metabolismo sdo comuns entre certos grupos
taxondmicos, ou exclusivos para determinado taxon. A quimica de produtos naturais

(QPN) de vegetais — fitoquimica, como € concebida atualmente, se dedica



29

principalmente a caracterizacao estrutural, avaliacdo de propriedades e investigacoes
biossintética de substancias naturais produzidas pelo metabolismo secundario de
organismos vivos (KERRIGAN, 1999).

Metabdlitos secundérios nas plantas podem ser divididos em trés grupos
distintos quimicamente: terpenos, compostos fendlicos e componentes contendo
nitrogénio (SHAHIDI, 1997; CROTEAU et al., 2000; SHAHIDI; NACZK, 2003;
SHAHIDI; HO, 2005; TAIZ; ZEIGER, 2006). Os compostos fendlicos sao derivados do
acido chiquimico e do acido malénico. Os terpenos sao produzidos a partir do acido
mevalbnico ou piruvato e 3-fosfoglicerato. Os alcaloides, compostos secundarios
nitrogenados, sao produzidos a partir de aminoacidos aromaticos, 0s quais séo
derivados do &cido chiquimico e de aminoacidos alifaticos. Flavonoides, taninos e
ligninas fazem parte dos compostos fendlicos; saponinas, carotenoides e a maioria

dos hormonios vegetais s&o terpenos (BELL et al., 1980) (Figura 5).
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Figura 5 — Esquema das principais vias de biossintese de metabdlitos primarios e secundarios.
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Fonte: TAIZ; ZIEGER, 2004.

2.4.1 Terpenos

Os terpenos ou terpenoides sdo compostos que ocorrem em todas as plantas
e compreendem uma classe de metabdlitos secundarios com uma grande variedade
estrutural (RAVEN et al., 2001). Sdo formados pela fusdo de unidades de cinco
carbonos (isopreno) e classificados de acordo com o numero dessas unidades:
hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos, (C15), diterpenos (C20),
triterpenos (C30) e carotenos (C40) (OLIVEIRA et al., 2003).

Os hemiterpenos séo referidos como o menor grupo dos terpenos e seu
representante mais conhecido e estudado é o isopreno, um produto volatil liberado de

tecidos fotossinteticamente ativos (CROTEAU et al., 2000). Os monoterpenos e 0s
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sesquiterpenos, devido a sua baixa massa molecular, costumam ser volateis, sendo
0s principais constituintes dos 6leos essenciais (OLIVEIRA et al., 2003).

Os diterpenos compreendem um grande grupo de compostos nao volateis,
possuindo uma vasta gama de atividades diferentes que incluem os horménios, 4cidos
resinicos e agentes anticancerigenos e antimicrobianos (ROBBERS et al., 1997,
CROTEAU et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2003).

Os triterpenos formam os componentes das resinas, latex e, ceras cuticulares
das plantas. Entre os triterpenos encontra-se uma importante classe de substancias,
0s esteroides, 0s quais sdo componentes dos lipidios de membrana e precursores de
horménios esteroides em mamiferos, plantas e insetos. Outra classe importante de
triterpenos sdo as saponinas, que nas plantas desempenham um importante papel na
defesa contra insetos e microrganismos (PERES, 2004).

Os carotenoides sé@o pigmentos responsaveis pela coloracdo amarela, laranja,
vermelha e purpura dos vegetais, apresentando funcéo essencial na fotossintese e,
especialmente, na pigmentacdo de flores e frutos. Os politerpenoides sdo aqueles
com mais de oito unidades de isopreno, ou seja, com mais de 40 carbonos na sua
estrutura, como os longos polimeros encontrados na borracha (ROBBERS et al.,
1997; CROTEAU et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2003).

Os terpenos apresentam inUmeras atividades biologicas de interesse
farmacéutico, dentre elas estdo as acfes anestésica local (DOLARA et al., 2000),
citotoxica (KHIEV et al., 2009), anti-helmintica (NIRMAL et al., 2007) e, mais
notadamente, antimicrobiana (GALVAO et al., 2012).

2.5 OLEOS ESSENCIAIS

2.5.1 Caracteristica, Composicao e Biossintese

O termo 6leo essencial parece proceder da alquimia, praticada na Idade Média.
A palavra oleo indica insolubilidade em agua, e solubilidade em solventes organicos e
gorduras (SIMOES et al., 1999; PROENCA DA CUNHA et al., 2012). O qualificativo
“‘essencial” resulta do “destilado” ter sido considerado um produto ativo e essencial da
planta (MORALES, 1986).

Esses compostos sdo normalmente misturas complexas e singulares de

compostos volateis aromaticos resultantes do metabolismo secundario das plantas
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(BAKKALI et al., 2008). Sao caracterizados pelo seu aspecto oleoso, por possuirem
um forte odor, por serem raramente coloridos e, em geral, possuirem uma densidade
menor que a da agua (SIMOES et al., 1999; MIGUEL, 2010).

Extraidos a partir de diversos 6rgdos da planta (flores, folhas, sementes,
cascas, madeira, frutos e raizes) (PROENCA DA CUNHA et al., 2012), sédo produzidos
majoritariamente em células secretoras, bolsas, canais, células epidérmicas ou
tricomas glandulares (BURT, 2004; BAKKALI et al., 2008). E conferem importantes
caracteristicas as plantas que os produzem, sendo muito utilizados nas industrias
alimentar, cosmética e farmacéutica (BURT, 2004; EDRIS, 2007).

A composicao e rendimento dos 6leos essenciais nas plantas depende néo s6
da diversidade genética, mas também de outros fatores conhecidos por influenciar o
seu rendimento e composicado. Entre estes fatores estdo, a evolucdo das espécies,
variacoes fisioldgicas, condicdes ambientais e variages geogréfica (FIGUEIREDO et
al., 2007).

Constituidos, muitas vezes, por varias dezenas de compostos em diferentes
concentracdes, nos Oleos essenciais predominam 0sS compostos terpénicos e/ou
fenilpropanoides (TAPPIN et al., 2004). Biogeneticamente, os terpenoides e
fenilpropanoides tém diferentes precursores metabdlicos e sdo gerados por meio de
diferentes vias biossintéticas. As vias envolvidas nos terpenoides sdo a do acido
mevalbnico e a via independente do acido mevaldnico, enquanto que o0s
fenilpropanoides séo originados através da via do acido chiquimico (DEWICK, 2002;
TOLONEN, 2003).

Frequentemente sujeitos a fatores abibticos, os compostos terpénicos volateis
sdo os mais frequentes nos oOleos essenciais (LIMA et al., 2003), sendo os
monoterpenos e sesquiterpenos 0s que ocorrem com mais frequéncia nos 6leos
essenciais (BAKKALI et al., 2008). Estes sdo responsaveis pelas propriedades
odoriferas, pelas caracteristicas farmacoldgicas, relacionadas com a atividade da
planta aromética de onde provem, e pelos produtos aromaticos industriais deles
obtidos (PROENCA DA CUNHA et al., 2012).

A biossintese dos compostos terpénicos (Figura 6) inicia-se com a
condensacdo de dois compostos com cinco atomos de carbono, o pirofosfato de
isopentenilo (PPI) e o seu isémero, o pirofosfato de dimetilalilo (PPDMA), que séo
produtos da via do acetatomevalonato (MCGARVEY; CROTEAU, 1995; PROENCA
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DA CUNHA et al., 2010). Esta condensacgdo origina um composto intermediario em
C10, o pirofosfato de geranilo, percussor imediato dos monoterpenos. O pirofosfato
de geranilo, por sua vez, pode condensar com outra unidade de PPI e formar um novo
intermediério em C15, o pirofosfato de farnesilo, precursor dos sesquiterpenos. Uma
nova condensacédo do intermediario em C15 com o PPI vai originar o pirofosfato de
geranilgeranilo, precursor dos diterpenos, terpendides em C20, sendo estes ultimos
menos frequente nos 6leos essenciais, principalmente nos que séo isolados por
destilacdo (MCGARVEY; CROTEAU, 1995; PROENCA DA CUNHA et al., 2010).

Figura 6 — Biossintese de compostos terpénicos.
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2.6 ATIVIDADES BIOLOGICAS

De maneira indireta, a utilizacdo de plantas na medicina popular, através dos
séculos, trouxe a comunidade cientifica um grande interesse em ampliar, de forma

multidisciplinar — através da etnobotanica, fitoquimica e farmacologia - o0s



34

conhecimentos sobre a flora mundial, sempre a procura de subsidios que possam
determinar ou n&o a sua utilizagdo como “medicamento” (MACIEL et al., 2002).

As plantas aromaticas e medicinais, nomeadamente 0s seus 0leos essenciais,
apresentam inimeras potencialidades, e sdo diversas as atividades bioldgicas que
lhes sdo atribuidas, tais como: antioxidantes, bactericidas, fungicidas, antivirais,
antiparasitarias, inseticidas, anti-inflamatoérias, sendo a atividade antioxidante e anti-
inflamatéria de grande interesse para as industrias alimentar, cosmética e
farmacéutica (BAKKALI et al., 2008; EDRIS, 2007; INOUYE et al., 2001; MIGUEL,
2010; ZUZARTE et al., 2011).

Os Oleos essenciais e seus constituintes aplicam-se a nivel da satde humana
e animal, pelas suas propriedades com interesse terapéutico, resultantes da acéao de
algum dos seus multiplos constituintes ou sinergismos entres varios deles (PROENCA
DA CUNHA et al., 2010). Com efeito, muitas vezes a bioatividade dos 6leos essenciais
€ devida, ndo apenas a um componente, mas sim a a¢do combinada dos seus
diversos constituintes.

Diversas plantas aromaticas que sdo amplamente utilizadas na medicina
tradicional nunca foram caracterizadas quimicamente, tampouco foram submetidas a
avaliacbes do potencial bioativo que possuem. Todavia, torna-se imprescindivel a
busca pelo conhecimento nesta area de conhecimento, de forma que essas espécies
de plantas medicinais possam vir a serem utilizadas tendo por base critérios de
gualidade, eficacia e seguranca toxicologica (RODRIGUES, 2014).

Observando o vasto percentual de plantas que ainda nao foram cientificamente
investigadas, ou sdo desconhecidas, existe um importante reservatorio de compostos
a serem descobertos e que podem exercer atividade farmacoldgica, inclusive podendo
apresentar propriedades anticarcinogénicas. O Brasil por deter quase um terco do
total da flora mundial com grande biodiversidade, dispde de uma variedade de

compostos fitoquimicos a serem explorados (GRANATO et al., 2013).

2.6.1 Atividade Antioxidante

Nas plantas, a sintese de metabdlitos secundarios antioxidantes que absorvem

em 300-400 nm é significantemente aumentada por radiacdo UV (GOTTLIEB et al.,
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1996) fornecendo, portanto, um alto nivel de protecdo contra oxidantes prejudiciais
gerados termicamente ou pela luz (LARSON, 1998).

Em sistemas bioldgicos os radicais livres reagem com os elétrons das
biomoléculas que estdo a sua volta, ou seja, proteinas, lipidios, carboidratos e acidos
nucleicos. Estas reacfes podem, consequentemente, levar a alteracdes de funcéo e
a morte celular (LAGUERRE et al., 2007).

Espécies Reativas de Oxigénio (EROS) e as Espécies Reativas de Nitrogénio
(ERNSs) sdo compostos formados quando as moléculas de oxigénio ou nitrogénio se
combinam com outras moléculas gerando um grande numero de elétrons livres
(SILVA et al., 2010).

No organismo humano sdo formados compostos que contém um ou mais
elétrons ndo pareados, conhecidos como radicais livres. S&o moléculas extremamente
reativas, que causam danos oxidativos nas células e tecidos, os quais tém sido
relacionados com a citologia de varias doencas, dentre aquelas degenerativas como
0 cancer, aterosclerose e cardiopatias, dentre outras (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

A formacéao de radicais livres conduz ao estresse oxidativo, processo no qual
uma série de reacgdes € iniciada originando alteracdes em proteinas extracelulares e
modificagdes celulares sendo que o maior dano é a peroxidagdo de acidos graxos
presentes na dupla camada lipidica das células causando morte celular (PODSEDEK,
2007).

Assim, devido a formacdo desses radicais, a utilizacdo de elementos
antioxidantes na alimentacdo e em bebidas podem ajudar a combate-lo. Varios
compostos presentes em plantas possuem esta atividade, como séo os exemplos das
vitaminas (a-tocoferol, - caroteno, &acido ascorbico), clorofilina, curcumina,
flavonoides e também alguns 6leos essenciais (BIANCHI; ANTUNES, 1999;
RUBERTO; BARATTA, 2000).

Os compostos responsaveis pela atividade antioxidante conferida a alguns
Oleos essenciais, sdo principalmente aqueles que possuem um ou mais grupos
hidroxila (OH) ligados ao anel aromatico, instauracfes e elétrons disponiveis para
serem doados (CARVALHO, 2004). O timol (1) e o carvacrol (2) (Figura 7), comumente
encontrados em 6leos essenciais do género Tymus e Origanum, da familia
Lamiaceae, sdo exemplos de terpenoides antioxidantes (possuem um grupo hidroxila

ligado ao anel aromatico).
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Outros compostos estudados que apresentam atividade antioxidante sdo os
fenilpropanoides, que apresentam em sua estrutura os grupos metoxi (CHsO) e
hidroxila (OH). Dentre estes, citam-se o trans-anetol (3), miristicina (4), apiol (5),
eugenol (6) e metil-eugenol (7). Por outro lado, o a-pineno (8), B-pineno (9), y-
terpineno (10) e p-cimeno (11) citados por Ruberto e Baratta (2000); Zhang et al.
(2006), apresentam baixa atividade, sendo, entretanto, capazes de aumentar a
atividade ao agir sinergisticamente com outros compostos (DORMAN et al., 1995)
(Figura 7).

Figura 7 — Estrutura dos compostos que apresentam atividade antioxidante.
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Fonte: LIMA E CARDOSO, 2007.

2.6.2 Potencial Anti-inflamatdrio

A inflamacao é uma resposta bioldégica complexa do hospedeiro contra agentes
agressivos, tais como agentes patogénicos, irritantes, ou células danificadas. Pode

ser classificada como aguda ou cronica e envolve uma cascata de eventos
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bioguimicos que constituem o sistema vascular local, o sistema imunoldgico, e
diferentes tipos de células encontradas no tecido lesionado. A inflamacdo aguda é a
resposta inicial e € caracterizada pelo recrutamento e ativacdo de células do sistema
imune inato, tais como neutréfilos e mondcitos, do sangue para os tecidos lesionados.
A inflamacdo cronica, por sua vez, refere-se a uma mudanca progressiva no tipo de
células presentes no local da reacao inflamatoria e caracteriza-se pela destruicédo e
posterior cicatrizac&do do tecido lesionado (FERRERO-MILIANI et al., 2007).

Independentemente do fator desencadeante, os mecanismos envolvidos no
processo inflamatério sdo comuns a todos os sinais padrdo e de inflamacéo, e séo
expressos por um aumento do fluxo de sangue, elevado metabolismo celular,
vasodilatacao, libertacdo de mediadores soluveis, extravasamento de fluidos e influxo
celular (FERRERO-MILIANI et al., 2007).

O fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) € altamente ativo em locais de
inflamacdo em diversas patologias e pode induzir a transcricdo de citocinas pro-
inflamatérias, quimiocinas, isoforma indutivel da sintase do éxido nitrico (iNOS) e
cicloxigenase-2 (COX-2) (TAK; FIRESTEIN, 2001).

O aumento da expressao de diversas citocinas, tais como o fator de necrose
tumoral (TNF-a), interleucina (IL) -18 e IL-6, facilitam a migragéo de leucdcitos para o
local da inflamacé&o. A producéo destas citocinas pro-inflamatérias pode ser induzida
por lipopolissacarideo (LPS), que esta localizada na parede celular de bactérias Gram-
negativas, capazes de ativar macrofagos que libertam mediadores inflamatorios,
incluido o oxido nitrico (NO), exercendo fung¢des regulatérias a fim de restaurar a
homeostase do tecido (SILVEIRA E SA et al., 2014).

Neste sentido a utilizacdo de farmacos anti-inflamatorios constitui uma
ferramenta eficaz na prevencdo ou tratamento de doencas associadas a um
componente inflamatoério. Neste contexto, as plantas medicinais e seus metabolitos
sdo muito utilizados na medicina popular para o tratamento de diferentes condi¢bes
inflamatorias (SILVEIRA E SA et al., 2013). A titulo de exemplo, os 6leos essenciais
do eucalipto, rosmaninho, lavanda, milefélio, juntamente com outras plantas (pinho,
cravo e mirra) que tém sido utilizados em formulagdes mistas como agentes anti-
inflamatérios (DARSHAN; DORESWAMY, 2004).

Se o0s 0Oleos essenciais sao capazes de eliminar alguns radicais livres, eles

também podem atuar como agentes anti-inflamatérios, uma vez que a resposta
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inflamatéria estd associada ao poder oxidativo que ocorre em diversas células
(mondécitos, neutrdfilos, eosindfilos e macrofagos). A atividade anti-inflamatoria dos
Oleos essenciais pode ser atribuida ndo apenas a sua atividade antioxidante, mas
também as suas interacdes com cascatas de sinalizacao intracelular que envolvem a
ativacao de fatores de transcricdo com consequente aumento da expressao de genes
pro-inflamatorios, nomeadamente citocinas (MIGUEL, 2010).

Na busca continua de novos produtos naturais anti-inflamatérios, os 6leos
essenciais e 0s seus compostos isolados séo cada vez mais referidos como uma fonte
rica em tais compostos bioativos (SILVEIRA E SA et al., 2013).

2.6.3 Estudos Toxicolégicos

A toxicologia € uma ciéncia que tem como objetivo estudar os efeitos nocivos
provocados por um agente téxico aos sistemas bioldgicos. Por meio de ensaios
toxicologicos, ela avalia as modificagcbes que ocorre no organismo vivo quando
expostos, em condi¢des propicias, a uma dada substancia. Essas alteracbes podem
ser reversiveis ou ndo, com efeito molecular, celular ou tecidual e até levar a morte do
individuo (TAHRAOUI, 2010; VALADARES, 2006).

Tendo em vista que varias substancias oriundas do reino vegetal apresentam
elevada toxicidade, as plantas medicinais ndo sdo 100% seguras como parece
(SANDINI et al.,, 2013). Vale salientar que o potencial toxico de uma substancia
guimica depende da dose, da via de administracdo e do tempo de exposi¢do. Sua
toxicidade pode ser avaliada pelo consumo alimentar, mudangas no comportamento,
peso ponderal, analise macroscopica dos orgaos e histologia dos tecidos. As analises
hematoldgicas e bioquimicas também sdo de extrema importancia, pois fornecem
informag0des relevantes de como a substancia teste influencia na homeostase e nos
parametros hepaticos e renais. Para serem consideradas seguras, as condi¢cbes de
exposicao devem estar abaixo dos niveis de tolerancia (OECD, 2001).

A execucdo dos testes toxicolégicos deve ser feita segundo os protocolos
aceitos pela comunidade cientifica. Mundialmente s&o aceitos o da Organisation for
Economic Cooperation and Development (OECD), da Food and Drug Administration
(FDA) e do ministério da Saude do Japao. No Brasil, a regulamentacéo desses testes
e feita pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2013;
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TUROLLA; NASCIMENTO, 2006). Esses testes sdo necessarios para assegurar 0 uso
das plantas medicinais (FERNANDES, 2016).

A toxicidade sistémica é dividida em dois parametros, os ensaios de dose Unica
e os de exposicéo repetida que séo realizados animais de laboratério sob condi¢cfes
adequadas, onde a escolha da espécie, via de administracao e dose sédo fundamentais
para o sucesso do teste além de ter aplicabilidade para espécie humana, uma vez que
a obtencdo de dados toxicologicos em seres humanos é bastante limitada, pois

esbarram nos principios legais, morais e éticos (VALADARES, 2006).

2.6.3.1 Toxicidade Aguda

O ensaio de toxicidade aguda € a etapa inicial para investigar o potencial téxico
sistémico de uma substancia administrada em Unica dose. Este teste pode sugerir a
escolha da dose para os testes de toxicidades adicionais e fornecer informacdes
relevantes sobre 0s riscos que essa substancia pode causar a saude animal e humana
(PURCHASE et al., 1998; HAYES; DISPASQUALE, 2001). O principal objetivo do
teste ndo é calcular a dose letal mediana (DLso), que representa a dose capaz de
matar metade dos animais em estudo, e sim obter informacfes suficientes para
permitir a classificacdo de acordo com o grau de toxicidade ou letalidade da
substancia. Para realizacdo do teste, a OECD recomenda que sejam utilizados
camundongos ou ratos fémeas e um numero de trés animais em cada etapa do
experimento, onde a auséncia ou presenca de morte dos animais tratados determinara
a necessidade de etapas seguintes (Figura 8). Além disso, a administracdo oral é a
mais aconselhada, e a dose limite de 2000 mg/Kg € suficiente para estimar a DLso
(OECD, 2001).
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Figura 8 — Procedimento experimental de dosagens iniciais para testes de toxicidade aguda com
produtos quimicos (OECD, 423).
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Diversas informacdes podem ser obtidas a partir da avaliacdo da toxicidade
sistémica aguda, como o potencial toxico em um 6rgao especifico, a relagcdo dose
resposta e indicativos sobre 0 mecanismo de acao toxica. Por isso, 0 estudo da
toxicidade aguda oral € fundamental para avaliar a seguranca de drogas vegetais e
fitoterdpicas (CUNHA et al., 2009; VALADARES, 2006).

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a composicao do 6leo essencial foliar de Calyptranthes dardanoi Mattos

ocorrente em areas de Floresta Atlantica (FA) e Caatinga (CA) do estado de

Pernambuco e seu potencial frente as atividades biolégicas.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO
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1) Obter o 6leo essencial foliar de C. dardanoi coletados no dominio fitogeografico de

Floresta Atlantica e Caatinga;
2) Caracterizar quimicamente o 6leo essencial e identificar os compostos majoritarios;
3) Avaliar o potencial antioxidante;

4) Avaliar o potencial anti-inflamatorio por peritonite aguda e edema de pata induzido

com carragenina;

5) Avaliar a toxicidade aguda em camundongos albinos Swiss (Mus musculus),
parametros hematolégicos, bioquimicos, histolégicos e patoldgicos dos camundongos

submetidos a toxicidade aguda;

7) Avaliar a toxicidade através do ensaio de toxicidade in vitro da atividade hemolitica.

4 METODOLOGIA

4.1 AREAS DE ESTUDO

Calyptranthes dardanoi foi coletada em maio de 2018 no Parque Nacional Vale
do Catimbau, Buique, PE (Caatinga) e dezembro de 2018 na Usina S&o Jose,
lgarassu, PE (Floresta Atlantica). A espécie foi identificada e depositada no Herbério
Déardano de Andrade de Lima — IPA com o voucher: 92921 (Vale do Catimbau) e 93554

(Usina Séo José).

O Parque Nacional Vale do Catimbau esta localizado a 285 Km do Recife e
situa-se entre o Agreste e o Sertdo de Pernambuco, abrangendo terras do municipio
de Buique. O Parque é formado por elevagBes montanhosas de topo suave, encostas
abruptas e vales abertos, a temperatura e precipitacdo médias anuais sdo de 25°C e
1.095,9 mm com maior pluviosidade entre abril a junho (SILVA; SCHLINDWEIN;
RAMALHO, 2007).

A Usina Séo José (USJ) localiza-se na Zona da Mata Norte, a 28 km de Recife,
no municipio de Igarassu, Pernambuco (7°40°21,25"- 7°55'50,92”S e 34°54°14,25"—
35°05'21,08"W) (TRINDADE et al., 2008). Possui uma area total de 280 km? e cerca

de 100 fragmentos florestais com diferentes areas e formatos.
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4.2 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

Apoés a coleta, o material foi seco em temperatura ambiente e posteriormente
triturado para atingir baixa granulometria. A extracdo do Oleo essencial das folhas foi
realizada por meio do processo de hidrodestilagdo por arraste a vapor em aparelho
do tipo Clevenger. As folhas da planta secas foram submetidas ao processo de
hidrodestilagdo na proporcéo de 1:15 material vegetal: dgua (m/m), durante 4 horas
(PEREIRA et al., 2011). ApGs 4 horas de extracdo, o Oleo essencial extraido foi
armazenado em frasco do tipo &mbar a temperatura de -15 °C. O rendimento do 6leo
essencial foi expresso em percentagem (%) volume/massa, ou seja, volume (mL) de

Oleo essencial por massa (g) de material vegetal (SANTOS et al., 2014).

4.3 CARACTERIZACAO QUIMICA

As andlises por cromatografia gasosa (GC) foram realizadas para determinar
as proporc¢des relativas dos componentes dos 6leos. A amostra, 1 uL da solucdo em
n-hexano (1 mg do 6leo essencial diluido em 1 mL de hexano biodestilado) foi injetada
e analisada em um cromatégrafo gasoso acoplado a um espectrémetro de massas
com analisador do tipo quadrupolo Agilent 5975C série GC/MSD (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, EUA) equipado com uma coluna apolar Agilent J&W HP-
5 (60 m x 0,25 mm diametro interno; espessura do filme 0,25 um) (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, EUA). As amostras foram analisadas sob as seguintes
condi¢des: temperatura inicial de 40 °C (mantida por 2 min), rampa de aquecimento
de 4°C/min e temperatura final de 230 °C, que foi mantida por 5 minutos. O hélio (He)
foi usado como gas de arraste a um fluxo 1 mL/min, mantido a uma pressao constante
de 7,0 psi. Os compostos eluidos da coluna cromatografica foram ionizados por
impacto de elétrons a 70 eV. A fonte de ionizacdo foi mantida a 230 °C e o quadrupolo
a 150 °C. Os espectros de massa foram obtidos no modo scan com velocidade de
0,5 scan por segundo, com faixa de varredura de m/z de 35 a 550. Uma aliquota de
1uL de cada 6leo essencial foi injetada em modo split 1:50. Os compostos foram
identificados por meio da analise dos espectros de massas de cada pico
cromatografico, comparacao com padrées auténticos e calculo de indices de retencao.
Foram calculados os indices de retencéo linear dos componentes do 6leo utilizando-
se o0s tempos de retencdo de cada composto e os tempos de retengao de n-alcanos
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(C9 a C25) analisados sob as mesmas condi¢gbes. Os valores calculados foram
comparados com os indices de retencéo publicados na literatura (Adams, 2007; NIST
WebBook, 2014).

4.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.4.1 Método de Fosfomolibdénio ou Atividade Antioxidante Total (AAT%)

A capacidade antioxidante total (CAT) foi baseada no método de Prieto et al.
(1999). Foi combinado 0,1mL de 6leo essencial com 1 mL da solucéo reagente (acido
sulfarico 0,6 M, Fosfato de sddio 28 mM e molibdato de amonio 4 mM). Os tubos com
as solugdes foram colocados em banho maria a 95 °C durante 90 minutos, depois
foram arrefecidas até a temperatura ambiente e a absorvéncia de cada amostra
medida a 695 nm contra um branco (1 mL de reagente e 0,1 mL de metanol). A curva
padréo foi construida utilizando solu¢des de acido ascoérbico nas concentragdes 100,
200, 300, 400, 500 e 600 pg/mL. Todas as analises foram realizadas em triplicata
(PRIETO et al., 1999).

A capacidade antioxidante das amostras foi expressa em relacdo ao Acido
Ascorbico (AA), considerando sua absorbéancia correspondente a 100% de atividade

antioxidante, de acordo com a férmula:

AAT (%)= Absorbancia da amostra - Absorbancia do controle « 100
°’~ Absorbancia do ac. ascorbico - Absorbancia do controle

4.5 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas e machos (60 dias e peso
corporal entre 28 g e 31 @), provenientes e mantidos no biotério setorial do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) —
Biotério do Laboratério de Farmacologia e Cancerologia Experimental (LAFAC). Os
animais receberam agua e racao ad libitum e foram mantidos em condicbes normais
de temperatura (22 + 2 °C) e umidade (60 £ 1%), sob ciclo natural claro e escuro de
12-12 horas. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em

Experimentacdo Animal da UFPE sob o processo n°0049/2019 (Anexo A)
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4.6 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

4.6.1 Edema de Pata Induzido por Carragenina

Os camundongos (machos) foram divididos em seis grupos de seis animais
cada. O edema de pata foi induzido por carragenina 2%, injetada em um volume de
15 pL/animal na regido subplantar da pata direita do camundongo (WINTER et al.,
1962) e 15 yL/animal de salina 0,9% na pata esquerda. Os animais foram pré-tratados
com: Oleo essencial de C. dardanoi — FA (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.), 6leo essencial
de C. dardanoi — CA (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.), veiculo (solucdo salina 0,9%) e
indometacina (20 mg/Kg, v.0.) 1 h antes das inje¢des subplantares. O volume da pata
foi mensurado por paquimetro por um perido de 1, 2, 3, 4 e 5h ap0s a injecdo (HUANG

et al., 2012). A inibicdo do edema foi calculada por (pataD-PataE).

4.6.2 Peritonite Induzida por Carragenina

Previamente, os camundongos (machos) foram separados em oito grupos de
seis animais cada, nos quais, 0os animais foram pré-tratados com: 6leo essencial de
C. dardanoi — FA (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.), 6leo essencial de C. dardanoi — CA (50,
100 e 200 mg/Kg, v.0.), veiculo (solucao salina 0,9%) e indometacina (20 mg/Kg, v.0.)
1 h antes.

Posteriormente, foi realizada a indugdo da peritonite aguda com carragenina
2%, injetada em um volume de 15 pL/animal na regido peritoneal do animal (SOUZA;
FERREIRA, 1985). Passado o periodo de 4 h de inducdo da peritonite, os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical e a cavidade peritoneal lavada,
injetando-se 3 mL de salina estéril contendo 5 pL/mL de heparina.

Apo6s massagem do peritbnio, a cavidade peritoneal foi aberta através de uma
incisdo longitudinal e o exsudato coletado em condicbes assépticas, para a
guantificacdo do fator de necrose tumoral (TNF-a) realizada a partir de kit
(eBioscience, USA).
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4.7 AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA E DETERMINACAO DA DL50

O teste de toxicidade aguda foi realizado de acordo com o protocolo
experimental proposto por Guideline 423 (OECD, 2001). Inicialmente um grupo com
trés animais foram submetidos a administracdo da dose méxima preconizada de 2000
mg/Kg do OE de C. dardonoi (Floresta Atlantica) e o outro grupo com trés animais
também serdo submetidos a administracdo da dose maxima de 2000 mg/Kg do OE
de C. dardonoi (Caatinga), caso fosse observado morte apds a administracao, essa
dose seria reduzida para 300 mg/Kg, e sequencialmente para 50 e 5 mg/Kg caso
necessario.

A administracdo foi realizada por gavagem e foi feita a observacao individual
nas duas primeiras horas apo0s receberem a dose inicial do tratamento, e
periodicamente durante 14 dias. Os animais foram privados da alimentag&o por duas
horas antes do inicio do procedimento experimental e por mais duas horas apés a
administracdo, por via oral, da substancia teste. A agua foi administrada ad libitum até
o término do experimento. Ao final do 14° dia de observagéo, os animais foram
anestesiados e eutanasiados por overdose de anestésicos (Ketamina (100 mg/Kg) +
Xilazina (10 mg/Kg), intraperitoneal).

Os orgaos foram retirados e preservados em solucdo de formaldeido para
processamento histolégico e as amostras sanguineas foram coletadas por puncao
cardiaca, sendo alocado em dois tubos, um com EDTA para analise hematol6gica
de eritrécitos, leucocitos, hemoglobina e indices hematimétricos como: Volume
Corpuscular Médio (VCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) e Concentracao
de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) e outro tubo com gel
separador, o qual foi centrifugado por 15 minutos a uma velocidade de 3.500
Rotacdes por Minuto (RPM), para obtencdo de soro que foi utilizado para as

dosagens bioquimicas de: ureia, creatinina e transaminases.

4.8 ATIVIDADE HEMOLITICA

A atividade foi realizada seguindo a metodologia de Rangel et al. (1997). A
amostra de sangue (5 - 10 mL) foi obtida a partir voluntarios saudaveis, ndo-fumantes,
por puncgédo venosa, apos consentimento informado por escrito. Eritrocitos humanos a

partir de sangue tratado foram imediatamente isolados por centrifugagcéo a 1500 rpm
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por 10 min. Apds a remocao do plasma, os eritrocitos foram lavados trés vezes com
tampao fosfato-salina (PBS; pH 7,4) e posteriormente, uma suspensao de eritrocitos
a 1% foi preparado como mesmo tampé&o. Uma aliquota de 1,0 mL de suspenséo de
eritrécitos foi misturada a 5 pL de cada 6leo em varias concentragdes, ficando na
concentracéo de 5 pg/mL e a partir desta concentracao foram feitas diluicGes seriadas
(1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,625 pg/mL). O controle negativo e controle
positivo receberam 0,5 mL de Tween 80% e de Triton X-100, respectivamente. Apds
60 minutos de incubacao a temperatura ambiente, as células foram centrifugadas e o
sobrenadante foi usado para medir a absorbéancia da hemoglobina liberada a 540 nm.

O valor médio foi calculado a partir dos ensaios em triplicata.

A atividade hemolitica foi expressa pela formula seguinte: atividade hemolitica
(%) = (Aa - As) x 100/ (Ac - As), onde: Aa = absorbancia da amostra; As = absorbancia

do solvente (controle negativo); Ac = absorbancia do controle positivo (Triton X-100).

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo e analisados no
GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). As diferencas entre
os grupos foram determinadas por analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste
de Tukey ou Bonferroni. Foi fixado um nivel de significAncia de p <0,001 foi
considerado significativo (anti-inflamatoério) e um valor de p <0,05 foi considerado
significativo (composicdo quimica, potencial antioxidante, atividade hemolitica e

avaliagdo da toxicidade).
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5 RESULTADOS

5.1 ARTIGO A SER SUBMETIDO A INDUSTRIAL CROPS AND PRODUCTS

COMPOSICAO QUIMICA E POTENCIAL BIOATIVO DO OLEO ESSENCIAL
FOLIAR DE Calyptranthes dardanoi MATTOS (MYRTACEAE) A PARTIR DE
DIFERENTES LOCALIDADES

RESUMO

Neste estudo foi avaliado o potencial bioativo do 6éleo essencial de Calyptranthes
dardanoi (Myrtaceae) quanto a toxicidade, potencial antioxidante e anti-inflamatorio a
partir de dois diferentes dominios fitogeograficos brasileiro (Floresta Atlantica — FA e
Caatinga — CA). O 06leo essencial (OE) das folhas de C. dardanoi foi obtido por
hidrodestilagao e analisado por cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de
massas. A avaliacdo do potencial antioxidante foi realizada pelo Método de Atividade
Antioxidante Total (AAT%). O potencial anti-inflamatorio foi avaliado em modelos de
edema de pata e peritonite aguda induzida por carragenina. Para avaliacdo da
seguranca do uso, foi utilizado o ensaio de toxicidade aguda e atividade hemolitica. O
Oleo essencial foliar apresentou um rendimento percentual médio de 0,23% FA e
0,33% CA. Os componentes majoritarios do Oleo essencial extraido das folhas
coletadas em éareas de Floresta Atlantica (FA) foram: (E) -Cariofileno (47,80%),
Germacreno-D (10,07%) e a-Humuleno (9,09%). Por outro lado, o 6leo obtido da
espécie coletada em area de Caatinga (CA) apresentou como componentes
majoritarios: (E) -Cariofileno (15,59%), cis-calameneno (11,40%), Germacreno-D
(10,22%) e a-Humuleno (9,86%). A atividade antioxidante total do 6leo essencial de
C. dardanoi apresentou-se maior quando comparado ao acido ascérbico (100%) que
€ um padrdo utilizado. Nao foram observadas mortes de camundongos com a
administracdo oral do oleo essencial em 2000 mg/Kg, além disso, ndo foram
observadas  alteracbes nas andlises bioquimicas, hematolégicas e
histopatoldgicas. Os 6leos de ambas localidades também n&o apresentaram hemdlise

nas concentracdes testadas. No teste de edema de pata, foi observado que o OE
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apresentou uma diminuigéo significativa no edema (67,42% FA e 69,06% CA). No
modelo de peritonite aguda foi observado que o OE apresentou uma reducao na
expressao do TNF-a de 48,44% FA e 45,59% CA. Os resultados sugerem que o 0leo
essencial de C. dardanoi obtido de Floresta Atlantica e Caatinga é uma fonte

promissora de constituinte antioxidante, anti-inflamatério e ndo toxico.

Palavras-chave: Anti-inflamatoria. Antioxidante. Cariofileno. Seguranca toxicoldgica.
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INTRODUCAO

Em todo mundo, em especial em paises em subdesenvolvimento, as plantas
medicinais vém sendo utilizadas empiricamente pela populacdo. No Brasil, este
consumo é ainda mais evidente devido a grande biodiversidade do pais. Atualmente
0 uso de plantas medicinais ndo se restringe apenas as zonas rurais ou a regides
onde a assisténcia médica e farmacéutica sao precérias, essa pratica é também
adotada no ambiente urbano, como uma forma complementar aos medicamentos
alopaticos (CAMPOS et al., 2016).

Inimeros estudos vém demonstrando a potencialidade e a eficacia das plantas
medicinais no combate a diversas doencas, entretanto existem sérios problemas em
relacdo ao uso indiscriminado de produtos de origem vegetal. O principal deles é o
fato da populacdo subestimar a toxicidade de plantas medicinais acreditando que n&o
apresentam efeitos toxicos ao organismo (FERREIRA-MACHADO et al., 2014;
RODRIGUES et al., 2010).

As plantas constituem fontes naturais de diversas substancias e metabdlitos
secundarios. A riqueza destes compostos fundamenta a exploracdo das espécies
vegetais desde a antiguidade, pois sdo capazes de conferir resisténcia ao ataque de
pragas e de doencgas. Com isso, as plantas se tornaram uma importante fonte de
produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos quais, pode-se utilizar para a
producgéo de inumeros farmacos (WALL; WANI, 1996).

Dentre os agentes terapéuticos vegetais, 0os 6leos essenciais constituem um
grupo de substancias liquidas, volateis, responsaveis pelo odor aromatico de diversas
plantas (COSTA et al., 2008). No nordeste do Brasil, a Caatinga (Floresta Tropical
Sazonalmente Seca) apresenta-se como um dominio fitogeografico promissor para o
estudo de plantas medicinais como possiveis fontes de moléculas com atividade
farmacoldgica, devido suas condi¢cdes especificas de clima, solo, localizacdo
geografica, exposicdo a luz solar e temperatura.

A Floresta Atlantica representa um importante ecossistema brasileiro com
elevada biodiversidade, devido as variacdes de relevo, regimes pluviométricos e
unidades fitogeograficas (RAMBALDI et al., 2003; PINTO et al., 2006). Estima-se que
essas florestas abriguem de 1 a 8% da biodiversidade mundial, com 20.000 espécies
de plantas, sendo 40% endémicas (MYERS et al., 2000; MITTERMEIER et al., 2004).
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Tanto na Caatinga como na Floresta Atlantica inUmeras espécies endémicas
possuem um potencial medicinal subexplorado. Atualmente, o interesse e pesquisa
de novas substancias bioativas derivadas de produtos naturais esta crescendo, fato
atribuido a constante necessidade de tratamentos mais eficazes e acessiveis e de
facil obtencdo (MEOT-DUROS et al., 2008; SILVA-CARVALHO et al., 2015), entre
essas substancias se encontram os 6leos essenciais.

A familia Myrtaceae compreende cerca de 150 géneros, com aproximadamente
3.600 espécies. No Brasil, a familia abrange 23 géneros e cerca de 1.000 espécies
(SOBRAL et al.,, 2015) e é considerada uma das familias mais importantes
economicamente, ocupando a oitava posicdo em diversidade no Nordeste (SOBRAL;
PROENCA, 2006). Uma das caracteristicas marcantes desta familia € a presenca em
seus 6rgaos vegetativos e reprodutivos, de estruturas secretoras de 6leos essenciais
(CRONQUIST, 1981). O género Calyptranthes pertence a familia Myrtaceae e agrupa
cerca de 100 espécies distribuidas através de América, do México ao Uruguai.

Embora possuam alguns estudos relatando a composi¢cdo quimica do Oleo
essencial de algumas espécies do género Calyptranthes (CHAVES et al., 2007;
CORREA et al., 1972; LIMBERGER et al., 2002; COLE et al., 2007) o perfil quimico
do oleo essencial foliar de Calyptranthes dardanoi Mattos ainda é desconhecido,
assim como suas potencialidades bioativas. Deste modo, o OE de C. dardanoi
oriunda da Floresta Atlantica e Caatinga foi analisado e seu potencial anti-inflamatorio,

antioxidante e toxicologico avaliados.

MATERIAL E METODOS
MATERIAL VEGETAL E AREAS DE ESTUDO

Calyptranthes dardonoi foi coletada em maio de 2018 no Parque Nacional Vale
do Catimbau, Buigue, PE (Caatinga) e dezembro de 2018 na Usina S&o José,
Igarassu, PE (Floresta Atlantica). A espécie foi identificada e depositada no Herbario
Déardano de Andrade Lima — IPA com o voucher: 92921 (Vale do Catimbau) e 93554

(Usina Séo José).
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EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

ApoOs a coleta, o material foi seco em temperatura ambiente e posteriormente
triturado para atingir baixa granulometria. A extracdo do Oleo essencial das folhas foi
realizada por meio do processo de hidrodestilagdo por arraste a vapor em aparelho
do tipo Clevenger. As folhas da planta secas foram submetidas ao processo de
hidrodestilagdo na proporcéo de 1:15 material vegetal: dgua (m/m), durante 4 horas
(PEREIRA et al., 2011). ApGs 4 horas de extracdo, o Oleo essencial extraido foi
armazenado em frasco do tipo &mbar a temperatura de -15 °C. O rendimento do 6leo
essencial foi expresso em percentagem (%) volume/massa, ou seja, volume (mL) de

Oleo essencial por massa (g) de material vegetal (SANTOS et al., 2014).

CARACTERIZACAO QUIMICA

Para a analise quimica, 1 mg do 6leo essencial foi diluido em 1 mL de hexano
biodestilado e 1 uL da solugao foi injetada em um cromatografo gasoso acoplado a
um espectrémetro de massas com analisador do tipo quadrupolo Agilent 5975C série
GC/MSD (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA) equipado com uma coluna apolar
Agilent J&W HP-5 (60 m x 0,25 mm diametro interno; espessura do filme 0,25 pm)
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA). As amostras foram analisadas sob as
seguintes condi¢des: temperatura inicial de 40 °C (mantida por 2 min), rampa de
aguecimento de 4 °C/min e temperatura final de 230 °C, que foi mantida por 5 minutos.
O hélio foi usado como gas de arraste a um fluxo 1 mL/min, mantido a uma presséo
constante de 7,0 psi. Os compostos eluidos da coluna cromatografica foram ionizados
por impacto de elétrons a 70 eV. A fonte de ionizacdo foi mantida a 230 °C e o
guadrupolo a 150 °C. Os espectros de massas foram obtidos no modo scan com
velocidade de 0,5 scan por segundo, com faixa de varredura de m/z de 35 a 550. Uma
aliquota de 1 pL de cada dleo essencial foi injetada em modo split 1:50. Os compostos
foram identificados por meio da andlise dos espectros de massa de cada pico
cromatografico, comparacéo com padrdes auténticos e calculo de indices de retencao.
Foram calculados os indices de retencéao linear dos componentes do 6leo utilizando-
se os tempos de retencdo de cada composto e os tempos de retencédo de n-alcanos

(C9 a C25) analisados sob as mesmas condi¢cbes. Os valores calculados foram
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comparados com os indices de retencdo publicados na literatura (Adams, 2007; NIST
WebBook, 2014).

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
Método de Fosfomolibdénio ou Atividade Antioxidante Total (AAT%)

A capacidade antioxidante total (CAT) foi baseada no método de Prieto et al.
(1999). 0,1 mL de dleo essencial foi combinado com 1 mL da solucéo reagente (acido
sulfarico 0,6 M, Fosfato de sédio 28 mM e molibdato de amdnio 4 mM). Os tubos com
as solugdes foram colocados em banho maria a 95 °C durante 90 minutos, depois
foram arrefecidas até a temperatura ambiente e a absorvéncia de cada amostra
medida a 695 nm contra um branco (1 mL de reagente e 0,1 mL de metanol). A curva
padrao foi construida utilizando solu¢des de acido ascorbico nas concentracdes 100,
200, 300, 400, 500 e 600 pg/mL. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

A capacidade antioxidante das amostras foi expressa em relacdo ao Acido
Ascorbico (AA), considerando sua absorbancia correspondente a 100% de atividade

antioxidante.

ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss machos (60 dias e peso corporal entre
289 e 31g), provenientes do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE) — Biotério do Laboratério de Farmacologia e Cancerologia
Experimental (LAFAC). Os animais foram e mantidos no biotério do Departamento de
Bioquimica da mesma instituicdo e receberam agua e racdo ad libitum, e foram
mantidos em condi¢Bes agradaveis de temperatura (22 + 2 °C) e umidade (60 + 1%),
sob ciclo natural claro e escuro de 12 /12 horas. O protocolo experimental foi aprovado
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFPE sob o processo
n°0049/2019.
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ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Edema de Pata Induzido por Carragenina

Os camundongos (machos) foram divididos em seis grupos de seis animais
cada. O edema de pata foi induzido por carragenina 2%, injetada em um volume de
15 pL/animal na regido subplantar da pata direita do camundongo (WINTER et al.,
1962) e 15 pL/animal de salina 0,9% na pata esquerda. Os animais foram pré-tratados
com: 6leo essencial de C. dardanoi — FA (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.), 6leo essencial
de C. dardanoi — CA (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.), veiculo (solu¢do salina 0,9%) e
indometacina (20 mg/Kg, v.0.) 1 h antes das inje¢des subplantares. As concentracdes
foram definidas ap6s a toxcidiade aguda (2000mg/Kg). O volume da pata foi
mensurado por paqguimetro por um perido de 1, 2, 3, 4 e 5h ap0s a injecdo (HUANG

et al., 2012). A inibicdo do edema foi calculada por (pataD-PataE).

Peritonite Induzida por Carragenina

Previamente, os camundongos (machos) foram separados em oito grupos de
seis animais cada, nos quais, 0os animais foram pré-tratados com: 6leo essencial de
C. dardanoi — FA (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.), 6leo essencial de C. dardanoi — CA (50,
100 e 200 mg/Kg, v.0.), veiculo (solucao salina 0,9%) e indometacina (20 mg/Kg, v.0.)
1 h antes. As concentragdes foram definidas apoés a toxcidiade aguda (2000mg/Kg).

Posteriormente, foi realizada a indugéo da peritonite aguda com carragenina
2%, injetada em um volume de 15 pL/animal na regido peritoneal do animal (SOUZA;
FERREIRA, 1985). Passado o periodo de 4 h de inducdo da peritonite, os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical e a cavidade peritoneal lavada,
injetando-se 3 mL de salina estéril contendo 5 yL/mL de heparina. Apés massagem
do peritdnio, a cavidade peritoneal foi aberta através de uma inciséo longitudinal e o
exsudato coletado em condicBes assépticas, para a quantificacdo do fator de necrose

tumoral (TNF-a) realizada a partir de kit (eBioscience, USA).

AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA E DETERMINACAO DA DLso
O teste de toxicidade aguda foi realizado de acordo com o protocolo
experimental proposto por Guideline 423 (OECD, 2001). Inicialmente um grupo com

trés animais (fémeas) foram submetidos a administracdo da dose Unica preconizada
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de 2000mg/Kg do OE de C. dardonoi - FA e o outro grupo com trés animais também
foram submetidos a administracao da dose Unica de 2000mg/Kg do OE de C. dardonoi
- CA. A administracao foi realizada por gavagem e foi feita a observacao individual
nas duas primeiras horas apo0s receberem a dose inicial do tratamento, e
periodicamente durante 14 dias. A &gua foi administrada ad libitum até o término do
experimento. Ao final do 14° dia de observacdo, os animais foram anestesiados e
eutanasiados por overdose de anestésicos (Ketamina (100mg/Kg) + Xilazina (10
mg/Kg), intraperitoneal).

Os orgaos foram retirados e preservados para processamento histologico e as
amostras sanguineas foram coletadas por punc¢ao cardiaca, sendo alocado em dois
tubos, um com EDTA para andlise hematologica de eritrocitos, leucdcitos,
hemoglobina e indices hematimétricos como: Volume Corpuscular Médio (VCM),
Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) e Concentracdo de Hemoglobina
Corpuscular Média (CHCM) e outro tubo com gel separador, destinado a analises dos
parametros bioquimicos como ureia, creatinina e transaminases. Este tubo foi
centrifugado por 15 minutos a uma velocidade de 3.500 Rotac¢des por Minuto (RPM)
e armazenado a -20 °C.

Andlises histologicas do figado, rim, baco, pulméo e coragdo de camundongos
do grupo controle e dos grupos de tratamento foram realizadas por microscopia Optica.
As secbes dos orgaos foram fixadas em formalina tamponada (10%, v/v), desidratadas
por uma série de etanol graduado (70-100%), diafanizadas em xilol e embebidas em
parafina. Os cortes histologicos (5 ym) foram corados com hematoxilina-eosina e
montadas usando laminulas com resina Entellan (Merck, Alemanha) (KIERNAN,
2008).

ATIVIDADE HEMOLITICA

A atividade foi realizada segundo Rangel et al. (1997). Foram coletadas
amostra de sangue (5 - 10 mL) obtida a partir voluntarios saudaveis, nao-fumantes,
por puncao venosa, apos consentimento informado por escrito. Eritrécitos humanos a
partir de sangue tratado foram imediatamente isolados por centrifugagao a 1500 rpm
por 10 min. Apds a remocao do plasma, os eritrocitos foram lavados trés vezes com
tampao fosfato-salina (PBS; pH 7,4) e posteriormente, uma suspensao de eritrocitos

a 1% foi preparado como mesmo tampao. O 6leo essencial de C. dardanoi (FA e CA)
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foi testado em concentragdes de 1000 a 15,625 pg/mL. O controle negativo e controle
positivo receberam 0,5 mL de Tween e de Triton X-100, respectivamente. Apos
incubacao a temperatura ambiente durante 30 min, as células foram centrifugadas e
0 sobrenadante foi usado para medir a absorbancia da hemoglobina liberada a 540

nm. O valor médio foi calculado a partir dos ensaios em triplicata.

A atividade hemolitica foi expressa pela formula seguinte: atividade hemolitica
(%) = (Aa - As) x 100/ (Ac - As), onde: Aa = absorbancia da amostra; As = absorbancia

do solvente (controle negativo); Ac = absorbancia do controle positivo (Triton X-100).

RESULTADOS E DISCUSSAO
CARACTERIZACAO QUIMICA

A hidrodestilagdo do 6leo essencial das folhas de C. dardanoi (FA e CA),
produziram um 6leo transparente e limpido com rendimento percentual médio de
0,23% = 0,03 para as coletas realizadas na Floresta Atlantica (FA) e 0,33% + 0,05
para as amostras provenientes da Caatinga (CA). O ¢6leo essencial foliar da espécie
apresentou diferenca significativa (p>0,02) em relacdo ao local de coleta (Figura 9),
onde o 6leo de CA apresentou um rendimento percentual maior quando comparado
ao de FA. Essa diferenca observada, se deve a fatores que influenciam diretamente o
rendimento e a composi¢ado quimica, sao eles: a evolucdo das espécies, variacoes
fisioldgicas, condicdes ambientais e variagdes geogréafica (FIGUEIREDO et al., 2007).

Portanto, pode-se inferir, que o 6leo essencial da espécie obtido em ambiente
de Caatinga possui um maior rendimento devido a estratégia de sobrevivéncia das
plantas em ambientes adversos, que consistem em aumentar a sintese de produtos

do metabolismo secundario.



56

Figura 9: Rendimento percentual do dleo essencial foliar de Calyptranthes dardanoi (FA e CA).
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Simbolo diferente significa diferenca estatistica entre as amostras. Teste t ndo pareado, p<0,02.

Segundo a literatura, o teor de 6leo essencial de diferentes espécies de
Calyptranthes é muito variavel. O rendimento do 6leo destilado de C. spruceana Berg
ocorrente na Amazoénia, por exemplo foi de 1,7%, enquanto que para outra espécie
do género ndo identificada foi de 2,2% (CORREA et al., 1972), sendo maior que 0
obtido no presente estudo com C. dardanoi (Figura 9). Por outro lado, Cole et al.
(2007), extraiu o oOleo essencial foliar de C. pittieri coletadas nos Estados Unidos da
América e obteve um rendimento de 0,23%, valor este, semelhante ao encontrado no
presente estudo para C. dardanoi (Figura 9).

Em relacdo a composicdo quimica da espécie foram identificados 27
compostos presentes no 6leo essencial foliar de C. dardanoi da Floresta Atlantica (FA)
totalizando 96,62% de compostos identificados. Os componentes majoritarios do 6leo
essencial foram: (E) -Cariofileno (47,80%), Germacreno-D (10,07%), a-Humuleno
(9,09%), B-Elemeno (5,29%), bicyclogermacreno (3,99%) e oOxido de cariofileno
(2,78%) (Tabela 1).

Para o Oleo essencial foliar de C. dardanoi oriundos da Caatinga (CA) foram
identificados 33 compostos representando uma area total de 90,69% (Tabela 1). Para
a area da Caatinga, a espécie apresentou como componentes majoritarios: (E) -
Cariofileno (15,59%), cis-calameneno (11,40%), Germacreno-D (10,22%), a-
Humuleno (9,86%), bicyclogermacreno (9,62%) e B-Elemeno (4,56%) (Tabela 1).
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Tabela 1: Composicdo quimica do 6leo essencial de Calyptranthes dardanoi ocorrente na Floresta

Atlantica (FA) e na Caatinga (CA).

Composigao quimica

C. dardanoi - (FA)

C. dardanoi - (CA)

Composto RI 2 RI P % Composto RI 2 RIP %
a-pineno 932 930 0,06 a-pineno 932 930 0,03
-pineno 974 973 0,12 B-pineno 974 973 0,07
benzenor,n;irretoxM- 1015 1020 0.04 benzenor,n;irlnetoxw- 1015 1018 0,07
1,8-cineol 1026 1029 0,23 1,8-cineaol 1026 1029 0,14
fenchone 1083 1086 0,09 fenchone 1083 1086 0,07
- nonanal 1100 1104 0,02
o-elemeno 1335 1337 0,14 o-elemeno 1335 1337 0,76
a-cubebeno 1348 1349 1,00 a-cubebeno 1348 1349 1,51
a-copaeno 1376 1376 2,71 a-copaeno 1376 1376 2,83
B-bourboneno 1387 1385 2,21 B-bourboneno 1387 1385 1,45
B-elemeno 1389 1392 5,29 B-elemeno 1389 1392 4,56
- metil eugenol 1403 1400 0,94
a-gurjuneno 1409 1410 0,14 a-gurjuneno 1409 1409 0,75
(E)- cariofileno 1417 1421 47,80 (E)- cariofileno 1417 1420 15,59
B-copaeno 1430 1429 0,82 -copaeno 1430 1429 1,54
aromadendreno 1439 1439 0,19 aromadendreno 1439 1439 1,11
a-humuleno 1452 1454 9,09 a-humuleno 1452 1454 9,86
allo-aromadendreno 1458 1461 0,72 allo-aromadendreno 1458 1461 2,02
germacreno D 1480 1482 10,07 germacreno D 1484 1482 10,22
biciclogermacreno 1500 1496 3,99 biciclogermacreno 1500 1497 9,62
germacreno A 1508 1505 1,15 germacreno A 1508 1506 2,81
- cis-calameneno 1528 1524 11,40
y-cadineno 1513 1514 0,58
0-cadineno 1522 1524 3,80
rans cadina-1,4- 533 1533 gog | Uans-cadinald-ygaa 4533 547
dieno dieno
a-cadineno 1537 1538 0,15
a-calacoreno 1544 1544 0,07
- germacreno B 1559 1558 0,6
- palustrol 1567 1568 0,22
- espatulenol 1577 1578 1,99
Oxido de cariofileno 1582 1584 2,78
- hexadecano 1600 1597 1,6
- ledol 1602 1604 0,59
- humuleno epoxido Il 1608 1610 0,56
- epi-a-muurolol 1640 1643 1.4
a-muurolol 1644 1642 1,74
a-cadinol 1622 1655 1,39 a-cadinol 1652 1655 0,95
- heptadecano 1700 1698 2,54
- octadecano 1800 1797 0,23
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Total (%) 96,62 | Total (%) 90,69

RI? = literatura especializada sobre indice de retencéo; RI® = Taxa de retencéo determinada; % = area
do composto em relagéo ao OE de C. dardanoi (FA ou CA).

Em geral, a composicédo quimica do 6leo essencial da espécie foi semelhante
entre as diferentes areas de coleta, no entando, ha o destaque para o cis-calameneno
gue foi encontrado apenas no 6leo essencial da espécie coletada na Caatinga.

Os o6leos essenciais de folhas de algumas espécies de Calyptranthes j& foram
estudados e relatados na literatura, incluindo C. concinna, C. grandifolia, C. pallens,
C. spruceana e C. tricona. A composi¢cao quimica do 0leo dessas espécies mostra
variacdes quali e quantitativas (COLE et al., 2007).

Limberger et al. (2002), descrevem a composi¢cao quimica de trés espécies do
género Calyptranthes: C. concinna, C.lucida e C. rubella, o éleo essencial dessas
espécies tem a predominancia de sesquiterpenos pertencentes a diferentes grupos
como bisabolano, cariofileno e germacreno. A composi¢cao € semelhante a encontrada
no presente estudo, inclusive o cis-calameneno encontrado no 6leo essencial de C.
dardanoi (11,40%) coletado na Caatinga, também € encontrado em C. concinna
(10,3%).

Na Amazobnia sdo encontradas algumas espécies de Calyptranthes e a
comparacao do 6leo essencial de suas folhas varia de espécie para espécie. Segundo
Corréa et al. (1972) na composi¢cdo quimica obtida por cromatografia gasosa de
Calyptranthes spruceana Berg. foram observados os terpenos: a-pineno (5,8%), B-
pineno (8,1%), limoneno (54,6%), um alcool monoterpénico (1,2%), neral (2,0%),
geraniale (3,2%) e perilaldeido (25,0%); enquanto que o 6leo essencial destilado de
uma espécie de Calyptranthes nédo identificada, sua composi¢cdo quimica é de
natureza monoterpénica sendo rica em metilchavicol de alilbenzeno (98,7%) e uma

pequena quantidade de terpenos (1,3%).

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante total do 6leo essencial de C. dardanoi apresentou
diferenca estatistica entre as amostras que foram coletadas na Floresta Atlantica - FA
e na Caatinga - CA (111,48% e 115,33%, respectivamente), como também quando
comparado ao &cido ascoérbico (100%) que é um padrdo conhecido utilizado para
avaliar o potencial antioxidante (Figura 10).
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Figura 10 — Atividade Antioxidante Total do 6leo essencial de Calyptranthes dardanoi ocorrentes na
Floresta Atlantica (FA) e Caatinga (CA) em relagé@o ao &cido ascorbico.
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Simbolos diferentes significam diferenca estatistica entre os grupos tratados. Simbolos diferentes
significam diferenca estatistica entre os grupos. *p<0,0001 vs &cido ascorbico; #p 0,0008 vs FA,
ANOVA unidirecional, seguida de Teste de Bonferroni.

No presente estudo € possivel verificar que o ensaio realizado com o método
de AAT% o 6leo essencial da espécie demostra uma atividade antioxidante total maior
gue o padréo (AA). Esse potencial evidenciado € corroborado com 0s componentes
majoritarios presentes na composi¢cdo quimica do OE (cariofileno, a-cubeno, (-
elemeno, e a-Humulene) que quando presentes, conferem um potencial antioxidante
a espécie. Nao ha relatos na literatura sobre o potencial antioxidante total do género
e nem de C. dardanoi.

Sendo comprovado esse potencial, a fracdo da planta pode ser de interesse na
pesquisa de novas de moléculas com possivel impacto em doencas que apresentam

0 estresse oxidativo como fenomenologia basica.

ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Edema de Pata Induzido por Carragenina

Diversos tipos de modelos experimentais de inflamacao podem ser utilizados
para avaliar a atividade anti-inflamatéria de drogas. No presente estudo, analisamos
o efeito anti-inflamatério do 6leo essencial de Calyptranthes dardanoi (FA e CA) em

dois modelos experimentais de inflamacéo aguda em camundongos: edema de pata



60

induzido por carragenina (WINTER et al., 1962) e peritonite aguda induzida por
carragenina (SOUZA; FERREIRA, 1985).

O dleo essencial de C. dardanoi oriundo de Floresta Atlantica e Caatinga (FA e
CA) nas doses de 50, 100 e 200 mg/Kg, reduziu cerca de 60% do edema de pata. Na
concentracdo mais alta testada (200 mg/Kg), o 6leo essencial oriundo de Floresta
Atlantica reduziu 67,42% o edema de pata, enquanto que o 6leo essencial obtido da
Caatinga reduziu 69,06%. Entre as concentracdes testadas dos 06leos obtidos dos
diferentes dominios fitogeograficos (FA e CA), ndao houve diferenca significativa entre
as amostras e as concentragdes testadas. No entanto, houve diferenga significativa
guando comparado ao veiculo (salina 0,9%) e a indometacina 20 mg/Kg v.o, onde, a
indometacina reduziu 92,59% do edema de pata (Figura 11). A indometacina € um

conhecido agente anti-inflamatério esteroidal.

Figura 11 — Resposta anti-inflamatdria do tratamento com o 6leo essencial de Calyptranthes dardanoi
ocorrentes na Floresta Atlantica (FA) e Caatinga (CA) avaliado pelo método de Edema de Pata induzido
por Carragenina.
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Simbolos diferentes significam diferencga estatistica entre os grupos tratados. *p<0.01 vs indometacina;
#p<0.01 vs veiculo, ANOVA bidirecional, seguida de Teste de Bonferroni.

Esses resultados mostram que o0 Oleo essencial da espécie possui
propriedades anti-inflamatérias, reduzindo significativamente o edema de pata
induzido por carragenina, corroborando com a caracterizacdo quimica do Oleo
essencial, uma vez que, alguns dos componentes majoritarios presentes na
composicao sao: o cariofileno (47,80% FA e 15,59% CA), germacrene D (10,07% FA
e 10,22% CA) e a-Humuleno (9,09% FA e 9,86% CA). O cariofileno € um agente anti-
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inflamatorio de natureza ndo esteroide, onde, além de acdes anti-inflamatorias, ele
tem acdo analgésica, antipirética e inibidora de plaquetas (FIDYT et al.,, 2016;
MACHADO et al., 2018; OLIVEIRA-TINTINO et al., 2018). O a-cubeno quando
presente no O6leo essencial confere a espécie um potencial anti-inflamatério e
antioxidante (SALLEH et al., 2015). O a-Humuleno é citado por ter potencial inseticida,
inibicdo da proliferacdo de células tumorais, além de possuir propriedades anti-
inflamatérias (FERNANDES et al., 2007; BENELLI et al., 2018; CHEN et al., 2019).

Espécies pertencentes a familia Myrtaceae apresentam potencial anti-
inflamatorio relatado na literatura. Os decoctos das folhas de Eugenia uniflora e
Eugenia jambos foram efetivos como agentes anti-inflamatérios nos modelos de
edema de pata e de artrite induzida em ratos (SLOWING et al., 1994).

O Oleo essencial de folhas de espécies de Psidium apresentou efeito
antinociceptivo, nos modelos de contor¢do induzida por formalina ou acido acético,
além de inibir o edema de pata em camundongos (SANTOS et al., 1996a; SANTOS
et al, 1996b; SANTOS et al., 1998).

Peritonite Induzida por Carragenina

Os 6leos essenciais da espécie obtida de Floresta Atlantica e Caatinga (FA e
CA, respectivamente) ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo a
localidade que a espécie foi coletada, apenas a concentracao de 50 mg/Kg CA, obteve
diferenca significativa em relagdo as outras concentragcdes de OE testadas. As
concentracoes testadas de FA (50, 100 e 200 mg/Kg) e CA (100 e 200 mg/Kg)
obtiveram diferenca significativa em relacdo a indometacina que é um agente anti-

inflamatério ndo esteroidal e em relacéo ao veiculo (salina 0,9%) (Figura 12).

Foi observada uma reducéo na expressao do TNF-a de 48,44% (FA) e 45,59%
(CA) na concentracdo de 200 mg/Kg. Os resultados obtidos com o grupo controle
apoiam o efeito do OE das folhas, uma vez que, o veiculo ndo apresentou atividade e
a droga controle indometacina (20 mg/Kg, 1 h antes, n=6) reduziu 66,35% a expressao

do TNF-a induzida por carragenina para a cavidade peritoneal (Figura 12).
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Figura 12 — Concentracao peritoneal de TNF-a em camundongos tratados com o 6leo essencial foliar
de Calyptranthes dardanoi ocorrentes na Floresta Atlantica (FA) e Caatinga (CA).
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Letras diferentes significam diferenca estatistica entre os grupos. p<0.01, ANOVA unidirecional,
seguida de Teste de Tukey.

Sabe-se apenas informalmente sobre o uso popular das folhas C. grandifolia
em forma de chas ou infusdes, principalmente para afeccbes gastrointestinais e
inflamatorias. No entanto, ndo foram encontrados registros na literatura cientifica
especificamente associados a espécie C. grandifolia e suas propriedades
farmacologicas. Outros géneros da familia Myrtaceae ja foram relatados com diversas
aplicacdes ou potenciais terapéuticos, indicando um caminho a ser explorado dentro
desta familia. Diante do exposto, foi realizado a avaliagdo do potencial anti-
inflamatorio do 6leo essencial de C. dardanoi afim de que seja explorado o género que
ja é relatado por reduzir a expressao de TNF-a NF-kB e p38a (DEXHEIMER, 2015).

E comprovado que compostos com potencial antioxidante ou que funcionem
como cofatores para elementos antioxidantes, é capaz de reduzir o estresse oxidativo
e o processo inflamatorio, principalmente por modular fatores de transcricdo génica
responsaveis pela geracéo de resposta a estimulos extracelulares ou de modificacdo
do meio interno da célula (MONTERA et al., 2007). Como 0s componentes majoritarios
presentes na composicdo quimica da espécie sao relatados por possui potencial
antioxidante, esse fator contribuiu para a reducéo do processo inflamatério induzido
pela carragenina nos modelos testados.

N&o hatrabalhos na literatura cientifica que referenciem as possiveis atividades
farmacoldgica atribuidas a espécie C. dardanoi. Entretanto varios outros estudos
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mostram que outras espécies de plantas ja estdo sendo testadas frente a citocinas,
entre elas o TNF-a, com resultados promissores, havendo evidéncias da supressao
da inflamacédo e do estresse oxidativo, com vias envolvendo o TNF-a e a MAPK, ou
de inibicdo da expressédo de receptores de citocinas (ex. TNF-R) potencialmente
envolvidos em migracdo celular e metastase (KIM et al., 2012; TAN et al., 2011).

AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA E DETERMINACAO DA DL50

Uma maneira de avaliar a seguranca das plantas medicinais é determinar sua
toxicidade. Portanto, foi avaliada a toxicidade aguda do Oleo essencial foliar de C.
dardanoi obtido de Floresta Atlantica e Caatinga (FA e CA, respectivamente) em
camundongos, além de avaliar seus possiveis efeitos sobre parametros

hematolégicos e bioquimicos e histologia de érgaos.

O dleo essencial foliar de C. dardanoi (FA e CA) na dose de 2.000 mg/Kg
administrado por via oral em camundongos fémeas, ndo produziu morte e ndo causou
alteracdo comportamental no periodo de 14 dias de observagdo. A massa corpérea,
0 consumo de agua e o consumo de racdo (Tabela 2) foram diferentes do grupo

controle.

Tabela 2: Efeito do 6leo essencial foliar de Calyptranthes dardanoi ocorrentes na Floresta Atlantica (FA)
e Caatinga (CA) (2000mg/Kg), por via oral sobre o peso corporal de camundongos Mus musculus

fémeas, consumo de agua e consumo de racao.

Variagdo de peso (q) Consumo de 4gua Consumo de racéo
¢ peso (g (mL/dia/animal) (g/dia/animal)
A 7° dia A 14° dia A 7° dia A 14° dia A7°dia  A14° dia
Controle 067+1,15 2,67+1,54 0 8 -9 4
FA 267+1,15 1,67 +2,08 8 4 4 -1
CA 2,33+0,57 0,67 £0,57 4 2 8 -1

Em relacédo ao peso corporal dos animais, o grupo controle do 7° ao 14° dia
apresentou ganho de peso, ja os grupos tratados com FA e CA obtiveram perda de
peso ao final do experimento (14° dia). O consumo de 4gua € possivel observar um
aumento no grupo controle partindo de 0 a 8 mL/dia/animal ao 14° dia, enquanto que,

0s grupos tratados (FA e CA) diminuiram o consumo de agua. Inicialmente ha uma
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reducao no consumo de racao observado no grupo controle, no entanto, a partir do 7°
dia até o final dos 14° dias houve aumento no consumo de racéo, e 0s grupos tratados
obtiveram uma diminuicdo no consumo (-1 g/dia/animal) ao 14° dia e finalizacdo do
experimento (Tabela 2). Apesar de haver variagdes no peso dos animais, no consumo
de 4gua e racdo entre o grupo controle e 0s grupos tratados, 0s animais nao

apresentaram patologias ou grandes alteracdes relacionadas a diferenca evidenciada.

A variacdo de massa corporal e o consumo de agua e racao sédo dados de facil
obtencdo, mas sdo variaveis de extrema importancia no que se refere a toxicidade.
Um rato saudavel pode ingerir até 20 g de alimento seco por dia, equivalente a 50
kcal. Alteracdes na massa e consumo de agua e alimentos de modo diferente do
esperado podem ser sinal do desenvolvimento de doencas e alteracdes tanto centrais
como periféricas (SUCKOW et al., 2006).

AlteracBes hematolégicas e bioquimicas também podem expressar a
toxicidade sistémica de uma substancia. Os parametros hematoldgicos sé&o
importantes devido a alta sensibilidade do sistema hematopoiético a agentes toxicos,

gue podem resultar em alteracdes transitorias ou permanentes (SILVA et al, 2015).

A Tabela 3 mostra o perfil hematoldgico dos animais controles e dos animais
tratados com o Oleo essencial foliar de C. dardanoi (FA e CA). Nao foi encontrada
nenhuma diferenca significativa nos parametros analisados no grupo das fémeas
tratadas em relacdo aos animais do grupo controle, como também né&o foi observado
diferenca significativa em relacdo aos dominios fitogeograficos em que os 6leos
essenciais foram obtidos. Este resultado sugere que C. dardanoi (FA e CA) néo
desencadeou nenhuma resposta inflamatoéria imunossupressora na andlise destes

parametros hematolégicos.
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Tabela 3: Efeito do 6leo essencial foliar de Calyptranthes dardanoi ocorrentes na Floresta Atlantica (FA)
e Caatinga (CA) (2000mg/Kg) administrado por via oral sobre os pardmetros hematoldgicos dos
camundongos Mus musculus fémeas tratadas por 14 dias consecutivos.

Parametros Hematoldgicos
C. dardanoi - FA

C. dardanoi - CA

Parametros Controle (2000 mg/Kg) (2000 mg/Kg)
Leucocitos (103/mm?) 7,50 £ 0,95 5,83 +£3,54 8,23+3,11
Hemaéacias (10%/mm?3) 7,15 £ 0,50 7,0+0,51 7,37 +£0,13
Hemoglobina (g/dL) 13,87 + 0,68 14,40 + 0,66 13,10 £ 1,10
Hematdcrito % 22,67 + 1,64 22,07 +1,63 23,30+ 0,36
VCM (fm3) 32,000 31,33+£0,58 32,000
HCM (pg) 19,40 £ 0,44 20,63 +1,03 17,77 £ 1,62
CHCM (g/dL) 61,20 £1,39 65,57 £ 3,36 56,23 £ 5,10
RDW (%) 8,23 + 0,06 8,27 + 0,06 8,30+0
Linfécito (%) 88,53 + 3,33 90,33 +2,61 87,97 £ 5,24
Mondcito (%) 8,23+ 0,60 7,20 + 2,59 9,60 + 3,14
Granulécito (%) 3,23+ 3,18 2,47 + 2,00 2,43 +2.24

Valores representam a média + desvio padrdo da média (n = 3/ grupo). Ndo houve diferenca estatistica
entre os parametros dos grupos tratados e o controle. p<0,05*, ANOVA unidirecional, seguida de Teste
de Tukey. VCM: Volume Corpuscular Médio, HCM: Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM:
Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média, RDW: Amplitude da Distribuicdo das Hemacias.

As Tabela 4 mostra os parametros bioquimicos dos animais dos grupos
controle e tratado. Nao foram observadas diferengas nos niveis de creatinina,
colesterol total, glicose, ALT (alanina aminotransferase), AST (aspartato
aminotransferase) e ureia em relacdo aos grupos tratados (2.000 mg/Kg) e o grupo
controle. Como também nédo foi observado diferenca significativa em relacdo aos
dominios fitogeograficos em que o 6leo essencial da espécie foi obtido (Floresta
Atlantica — FA e Caatinga — CA).
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Tabela 4: Efeito do 6leo essencial foliar de Calyptranthes dardanoi ocorrentes na Floresta Atlantica (FA)
e Caatinga (CA) (2000mg/Kg) administrado por via oral sobre os parametros bioquimicos dos
camundongos Mus musculus fémeas tratadas por 14 dias consecutivos.

Parametros Bioquimicos

Parametro Controle C. dardanoi - FA C. dardanoi - CA
(2000 mg/KQ) (2000 mg/KgQ)
Creatinina (mg/dL) 0,38 £ 0,03 0,50 £ 0,09 0,47 £0,03
Colesterol Total (mg/dL) 164,70 + 7,33 156,31 + 0,10 159,61 + 5,19
Glicose (mg/dL) 201,73 +11,95 215,29 + 8,51 182,64 £ 10,71
ALT (U.L/L) 53,38 + 3,87 51,27 £ 6,47 95,32 £ 5,95
AST (U.L/L) 184,77 £ 6,18 189,05 + 10,06 177,07 £ 10,27
Ureia (mg/dL) 48,91 £ 4,18 41,46 + 4,08 45,09 + 2,97

Valores representam a média + desvio padrao da média (n = 3/ grupo). Nao houve diferenca estatistica
entre os pardmetros dos grupos tratados e o controle. p<0,05*, ANOVA unidirecional, seguida de Teste
de Tukey. ALT: alanina aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase.

A creatinina é o biomarcador mais utilizado para avaliacdo da injaria renal,
um produto residual da creatina e produzida em uma taxa praticamente constante no
corpo. Ela é livremente filtrada pelos glomérulos e ndo é reabsorvida nos tubulos
renais, além disso, 0s niveis séricos da creatinina ndo séo influenciados pela idade,
sexo ou dieta (SODRE et al., 2007; SA, 2014).

A ureia, principal metabdlito derivado da degradacéo proteica, é 90% excretada
pelos rins, e também utilizada como marcador da funcéo renal. Entretanto, apesar de
ser livremente filtrada pelo glomérulo, 40% desse produto é reabsorvido pelos tabulos
renais, com isso, 0s niveis plasmaticos da ureia pode subestimar a taxa de filtracédo
glomerular (COSTA et al., 2012).

A elevacédo desses marcadores (ureia e creatinina) no plasma fornece indicios
de sobrecarga renal e insuficiéncia renal aguda (SODRE et al., 2007). No presente
trabalho, o 6leo essencial foliar de C. dardanoi (FA e CA) nao foi capaz de causar
alteracdes significativas nos marcadores de lesdo renal, independente do dominio
fitogeografico em que foi obtido (Floresta Atlantica e Caatinga), sugerindo que a

administracdo subaguda do 6leo essencial da espécie ndo provoca toxicidade renal.

AlteracBes nos valores séricos das transaminases (AST e ALT) e da fosfatase
alcalina sao importantes indicadores de lesdes no figado. Varios processos
patolégicos podem causar perturbacdes hepaticas e com isso elevar os niveis dessas
enzimas, como por exemplo, mudancas induzidas por farmacos (SHARON; CENTER,

1995). A aspartato aminotransferase € encontrada em diversos tecidos como coracao,
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musculos, rins, pancreas e figado, € liberada no sangue quando existe algum dano
tecidual. A aminotransferase de alanina esta presente no citosol e na mitocéndria dos
hepatocitos. Quando ocorre um dano hepatico, a ALT € logo liberada na circulacao
sanguinea tornando-a um indicador bastante especifico do estado do figado. AST e
ALT podem fornecer uma avaliacdo quantitativa do grau de danos sofridos pelos
hepatocitos (AL-HABORI et al., 2002; MILLER; GONCALVES, 1999). O 6leo essencial
de C. dardanoi (FA e CA) nédo provocou alteracdes nos niveis séricos de ALT e AST,

ou seja, a administracao via oral ndo causou danos ao figado dos animais tratados.

A toxicidade sistémica de uma substancia também pode se manifestar por meio
de alterac6es na massa relativa dos 6rgaos (PIRES JR et al., 2010). Como os 6leos
essenciais ndo ocasionaram Obito aos animais, ao fim do periodo de observacéo de
catorze dias os mesmos foram eutanasiados. Os 6rgdos de todos os animais dos
grupos C. dardanoi — FA e CA foram submetidos a analise macroscoépica externa dos
orgaos e ndo demonstrou alteracdes na cor ou textura, quando comparados ao grupo
controle. A administracdo do 6leo essencial de C. dardanoi (FA e CA) alterou o peso
absoluto e relativo do figado (FA e CA), rim (CA) e baco (FA e CA) das fémeas tratadas
(Figura 13).

Figura 13 - Efeito do dleo essencial foliar de Calyptranthes dardanoi ocorrentes na Floresta Atlantica
(FA) e Caatinga (CA) (2000mg/Kg) administrado por via oral sobre a massa absoluta (g) do Figado,
Rim, Bago e Pulm&o de camundongos Mus musculus fémeas tratadas por 14 dias consecutivos.

Orgédos
37 Il Controle
. = 3 C. dardanoi - FA
24 1T 3 C. dardanoi- CA

peso (g)

0- : Il—I. ..l:l_-_._l:l_-_

Figado Bago Pulmao

Simbolos diferentes significam diferenca estatistica em relacdo ao controle. Simbolos diferentes
significam diferenca estatistica entre os grupos. *p<0,05, ANOVA unidirecional, seguida de Teste de
Tukey.
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7

Nos estudos de toxicidade, € mais comum observar o aumento da massa
relativa dos 6rgaos como sinal de alteracdes estruturais decorrentes da toxicidade da
preparacao avaliada (DIALLO et al., 2010; BEVILACQUA et al., 2011). O aumento da
massa tecidual pode caracterizar uma resposta inespecifica do organismo frente a
droga e pode ocorrer devido a formagédo de edema, nddulos ou expanséo fibrosa, por
exemplo (BOGLIOLO, 2006). O aumento de massa absoluta dos érgéos foi observado

para alguns érgdos no presente estudo com C. dardanoi (FA e CA).

A Figura 14 apresenta fotomicrografias do figado, rim, baco e pulmdes dos
grupos controle e tratados. O figado de camundongos tratados com o 6leo essencial
de C. dardanoi (FA e CA) revelou hepatdcitos bem delimitados, nicleos com
cromatina visivel, ductos biliares, veias lobulares centrais com caracteristicas
preservadas e auséncia de fibrose. N&o foram observadas alteragbes nos rins,
sugerindo que camundongos tratados com a dose mais alta ndo apresentaram
processo patoldgico. O baco dos camundongos tratados ndo apresentou alteracdes
histologicas quando comparado aos controles e ndo apresentou ativacdo dos
linfonodos. Além disso, o parénquima e 0s septos interalveolares nos pulmdes dos
grupos de camundongos tratados nao apresentaram alteracbes. De maneira geral a
diferenca de locais de coleta e obtencdo do Oleo essencial da espécie (Floresta
Atlantica — FA e Caatinga — CA) né&o alterou os resultados de toxicidade aguda nos

animais testados.
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Figura 14 - Fotomicrografias representativas do figado, rim, baco e pulmdo de camundongos Mus
musculus do grupo controle e dos grupos tratados com o 6leo essencial foliar de Calyptranthes dardanoi
ocorrentes na Floresta Atlantica (FA) e Caatinga (CA) na dose de 2000 mg/Kg.

ontrole - { m - | m
C | OECD -FA (2.000 mg/kg OECD -CA (2.000 mg/kg

OECD - FA: C. dardanoi — FA; OECD - CA: C. dardanoi — CA. Figado: a veia centrolobular (v) é vista
em todas as imagens. No controle e nos grupos tratados, os feixes de hepatdcitos (pontas de seta) sdo
preservados e ordenados. Rim: glomérulos renais (*) e tdbulos contorcidos, sem alteracdes visiveis
nos grupos controle e tratados com o dleo essencial. Bago: o grupo controle e os grupos tratados com
0 6leo essencial de C. dardanoi (FA e CA) nas doses de 2000 mg/Kg ndo demonstra alteracdes. Os
linfonodos (Lf) estdo bem definidos nos grupos controle e tratado. Pulmé&o: bronquiolo (Br), saco
alveolar (As) e septos interalveolares podem ser visualizados, com arquitetura preservada no controle
€ nos grupos tratados com tratados com C. dardanoi (FA e CA) na concentracdo de 2000 mg/Kg. O
ducto alveolar também pode ser visto em uma imagem. Ndo h& sinais de degeneracéo,
necrosef/inflamacdo ou outras alteracdes. Em todas as preparacdes foi utilizada coloragdo com
hematoxilina-eosina e as fotomicrografias retiradas com ampliagédo 100x.



70

Determinacado de tais parametros é importante no estudo da seguranca de um
produto com finalidade terapéutica, como nutrientes adequados e ingestdo de agua
sendo essencial para o estado fisiologico dos animais (IVERSEN; NICOLAYSEN,
2003). Podemos ressaltar que nenhuma mortalidade foi observada, com DLso> 2000
mg/Kg; classificando o 6leo essencial de C. dardanoi (FA e CA) como seguro, de
acordo com as diretrizes da OCDE (2001). Portanto, o 6leo volatil da espécie poderia
ser incluido na categoria 5 (baixo toxico ou atéxico), de acordo com a classificacédo do
Sistema Harmonizado Globalmente de Classificagdo e Rotulagem de Produtos
Quimicos (GHS).

ATIVIDADE HEMOLITICA

Brito (1994) e Vasconcellos et al. (2005) apontaram a importancia dos ensaios
hemoliticos resultantes da relevancia e sua aplicagdo ao desenvolvimento de
pesquisas cientificas com materiais derivados de plantas, uma vez que determina o
potencial toxico da planta e a continuidade dos estudos.

No teste de hemdlise em eritrocitos de humanos in vitro, as taxas de hemdlise
variaram de (8,73% = 0,49 FA a 9,44% + 0,49 CA) na concentracdo mais alta testada
(2.000 pg/mL), permanecendo limpida a solugdo de soro fisiologico apds a
centrifugacéo, ou seja, as hemacias permaneceram integras no fundo dos tubos, com
a formacdo de um precipitado, sem que tenha havido a lise das células. Houve
diferenca significativa apenas na concentracdo de 250 pg/mL entre os 6leos de FA e
CA, enquanto que as outras concentracfes testadas n&do apresentaram diferenca
significativa entre os 6leos obtidos dos dois dominios fitogeograficos (FA — Floresta
Atlantica e CA — Caatinga) (Figura 15).

Esse resultado demonstrou que o 6leo essencial de C. dardanoi (FA e CA)
possui baixa toxicidade, uma vez que, a falta de atividade hemolitica e ndo danifica
as membranas (JIMENEZ et al., 2003).

A realizacdo deste teste torna-se necessario, pois a hemolise é caracterizada
pela ruptura do eritrocito com liberacdo de hemoglobina e a hemoglobina livre no
plasma é prejudicial a saide causando sérios danos em 6rgaos vitais tais como figado,
rins e coragdo, sendo necessario dessa maneira a observacdo da referida atividade
(CARVALHO et al., 2007). O teste da hemodlise é preconizado pela OMS no seu
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manual de controle de qualidade de produtos vegetais (WHO, 1998), e também é
encontrado como parte dos ensaios toxicolégicos recomendados no Guia para

Avaliacdo da Seguranca de Produtos Cosméticos (ANVISA, 2003).

Figura 15 — Avaliagdo da atividade hemolitica do 6leo essencial foliar de Calyptranthes dardanoi
ocorrentes na Floresta Atlantica (FA) e Caatinga (CA).

15—
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= C. dardanoi - CA
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|_|
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[3,]
1

Concentragdo (ng/mL)

Simbolos diferentes significam que houve diferenca estatistica entre os 6leos essenciais para a mesma
concentragdo. Teste t, ndo pareado *p< 0,0001 (FA e CA).

Na busca por novas substancias que tem promissora atividade farmacol6gica
e que nao causem efeitos nocivos para o corpo, ensaios investigando a capacidade
dos produtos naturais de causar acdo hemolitica, dissolvendo ou aumentando a
permeabilidade da membrana celular dos eritrocitos, sdo amplamente usados
(ARAUJO et al., 2013).

CONCLUSAO

As folhas de Calyptranthes dardadnoi (FA e CA) proporcionaram uma
composicao quimica semelhante com predominio de (E) - cariofileno. O 6leo essencial
nao apresentou toxicidade na dose de 2.000 mg/Kg a mais alta preconizada pela
OECD 423, como também néo foi observado toxicidade as membranas dos eritrocitos
avaliados pelo ensaio da atividade hemolitica. Foi evidenciado um potencial
antioxidante e uma reducao no processo inflamatoério do edema de pata e reducdo na

expressdo de TNF-a observada nos modelos de inflamacdo aguda induzida por
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carragenina, o que pode estar relacionada a capacidade de reducdo de migragéo
celular. Pela primeira vez foi demonstrada a atividade farmacoldgica in vivo do 6leo
essencial de C. dardanoi, o que contribui para a validacdo dos dados
etnofarmacoldgicos que ja forma relatadas do género. No geral, o estudo indica o OE
de C. dardanoi (FA e CA) como uma fonte natural promissora de substancias
guimicas, compostos com baixos efeitos colaterais e potencial antioxidante e anti-

inflamatério, que garante a seguridade para uso medicinal.

6 CONCLUSAO

As folhas de Calyptranthes dardanoi coletadas em dominios fitogeogréficos de
Floresta Atlantica (FA) e Caatinga (CA) proporcionaram uma composi¢cao quimica
semelhante com predominio de (E) - cariofileno. Além disso, ndo foi apresentada
toxicidade aguda do OE foliar da espécie (FA e CA) na dose (2.000mg/Kg) mais alta
preconizada pela OECD 423, como também ndo foi observado toxicidade as
membranas dos eritrécitos avaliados pelo ensaio da atividade hemolitica.

Observou-se uma reducao do processo inflamatorio no edema de pata e uma
reducdo significativa da expressao de TNF-a no teste de peritonite aguda, ambos
modelos de inflamag¢é&o aguda induzida por carragenina. O que pode estar relacionado
a capacidade de C. dardanoi reduzir a migragéo celular.

Este estudo indicou C. dardanoi como uma fonte natural promissora de
compostos quimicos com baixos efeitos colaterais e potencial antioxidante e anti-
inflamatorio, o que garante a seguridade para uso medicinal. Pela primeira vez foi
demonstrada a atividade farmacolégica in vivo do 6leo essencial de C. dardanoi, o que
contribui para a validacado dos dados etnofarmacolégicos que ja forma relatadas do

género.
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Apéndice A — Cromatograma caracterizacdo quimica do Oleo essencial foliar de
Calyptranthes dardanoi ocorrente na Floresta Atlantica (FA).
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Apéndice B — Cromatograma da caracterizagdo quimica do 6leo essencial foliar de
Calyptranthes dardanoi ocorrente na Caatinga (CA).
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