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RESUMO

Sideroxylon obtusifolium (Roem. & Schult.), conhecida popularmente como
quixabeira, € uma planta tipica das regides do Cerrado brasileiro, sendo encontrada
também no bioma Caatinga. A sua casca é usada pelas comunidades tradicionais
para o tratamento de Ulcera, gastrite, azia, inflamac&o ovariana e como cicatrizante.
Neste contexto, o0 objetivo desse trabalho foi avaliar a toxicidade aguda,
citotoxicidade e as atividades antioxidante e cicatrizante in vitro dos extratos brutos
das folhas de Sideroxylon obtusifolium. Foram obtidos os extratos acetato de etila
(EASO0), etandlico (EES0) e metandlico (EMSo) das folhas de S. obtusifolium. As
principais classes de metabdlitos secundarios presentes nos extratos foram
identificadas por cromatografia em camada delgada (CCD). A atividade antioxidante
foi avaliada pelos métodos fosfomolibdénio DPPH, ABTS e eliminacdo dos radicais
superéxido (SOD), enquanto a atividade cicatrizante foi avaliada através da
migracgédo celular. A citotoxicidade foi feita em hemacias murinas e fibroblastos L929.
A toxicidade aguda foi feita segundo as normas da OECD 2001. A CCD apontou a
presenca de taninos hidrolisaveis, flavonoides, terpenoides/esteroides, mono e
sesquiterpenos. Na atividade antioxidante, todos os extratos apresentaram relevante
atividade em relacédo aos controles, tendo o EMSo alcancado o melhor resultado de
Clso no método DPPH (95,70 + 5,31 pg/mL), enquanto o EESo teve melhor
desempenho nos demais modelos. Na atividade citotdxica, os extratos de S.
obtusifolium ndo alteraram significativamente a viabilidade dos fibroblastos L929
nem causaram hemolise. Na atividade cicatrizante in vitro, o teste de migracao
celular demonstrou um aumento na taxa de confluéncia dos fibroblastos que
receberam EESo nos tempos 8, 10, 12 e 24 h e do EMSo nos tempos 10 e 12 h em
relacdo ao controle. No teste de toxicidade aguda, a DLso do extrato etandlico de S.
obtusifolium foi superior a 2000 mg/kg. Foi observado o aumento no ganho de
massa corporal dos animais do grupo tratado, além de alteracbes na massa dos
orgaos (figado e baco) e dos parametros hematolégicos (hemacias, hematdécrito e
CHCM). A partir dos resultados obtidos nesse trabalho, pode-se concluir que os
extratos brutos de S. obtusifolium apresentaram atividade antioxidante e cicatrizante

in vitro. Além disso, a espécie apresentou baixa toxicidade in vitro e in vivo.



Palavras-chave: Quixabeira; Plantas medicinais; Estresse oxidativo; Cicatrizacao;

Toxicidade.



ABSTRACT

Sideroxylon obtusifolium (Roem. & Schult.) Is a plant typical of the Brazilian Cerrado
regions, and is also found in the Caatinga biome. Its bark is used by traditional
communities to treat ulcers, gastritis, heartburn, ovarian inflammation and as a
healing agent. In this context, the aim of this work was to evaluate the acute toxicity,
cytotoxicity and the antioxidant and healing activities in vitro of the crude extracts of
the leaves of Sideroxylon obtusifolium. The ethyl acetate (EAS0), ethanolic (EES0)
and methanolic (EMSo0) extracts were obtained from the leaves of S. obtusifolium.
The main secondary metabolites present in the extracts were identified by thin layer
chromatography (CCD). The antioxidant activity was evaluated by the
phosphomolybdenum DPPH, ABTS and elimination of superoxide radicals (SOD)
methods, while the healing activity was evaluated through cell migration. Cytotoxicity
was performed on murine red blood cells and L929 fibroblasts. Acute toxicity was
carried out according to the OECD 2001 rules. The CCD pointed out the presence of
hydrolyzable tannins, flavonoids, terpenoids/steroids, mono and sesquiterpenes. In
the antioxidant activity, all extracts showed relevant activity in relation to the controls,
with the EMSo achieving the best ICso result in the DPPH method (95.70 + 5.31 pg /
ml), while the EESo had better performance in the other radicals. In cytotoxic activity,
extracts of S. obtusifolium did not significantly alter the viability of L929 fibroblasts,
nor did they cause hemolysis. In the healing activity in vitro, the cell migration test
demonstrated an increase in the confluence rate of fibroblasts that received EESo at
8, 10, 12 and 24 h and EMSo at 10 and 12 h compared to control. In the acute
toxicity test, the LDso of the ethanolic extract of S. obtusifolium was greater than 2000
mg/kg. It was observed an increase in the body mass gain of the animals in the
treated group, in addition to changes in the mass of the organs (liver and spleen) and
in hematological parameters (red blood cells, hematocrit and MCHC). From the
results obtained in this work, it can be concluded that the crude extracts of S.
obtusifolium showed antioxidant and healing activity in vitro. In addition, the species

showed low toxicity in vitro and in vivo.

Keywords: Quixabeira; Medicinal plants; Oxidative stress; Healing; Toxicity.
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1 INTRODUCAO

Espécies reativas (ER) estdo constantemente expondo 0s organismos vivos a
sua acao, levando a modificacdo de moléculas biolégicas e danos em diferentes
escalas (RIZzZO, 2010). Esses agentes oxidantes sdo mais frequentemente
encontrados na forma de espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas
de nitrogénio (ERN) que surgem na maioria das vezes do rompimento da
homeostase celular (R1ZZO, 2010; LUSHCHAK, 2014).

Em contrapartida, os sistemas antioxidantes sdo responsaveis por atrasar ou
inibir o dano oxidativo ocasionado pelas ERs através da estabilizacdo dessas
moléculas (KIRSCHWENG, 2017). Esses sistemas podem ser classificados como:
nao enzimaticos, como exemplo os flavonoides e o acido ascérbico; ou enzimaticos,
tais como a superoxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT) (SHALABY; SHANAB,
2013; IGHODARO; AKINLOYE, 2018). A disponibilidade de antioxidantes influencia
a resposta de diferentes células ao estresse oxidativo que é o resultado do
desequilibrio entre a quantidade de compostos oxidantes e antioxidantes,
favorecendo a maior quantidade de ERs (SHINDE, 2012).

As ERs podem ser provenientes tanto de fatores exégenos quanto
enddgenos. Os fatores exdgenos incluem agentes quimicos e radiacfes, enquanto
gue os enddgenos tém relacdo com o metabolismo celular e em decorréncia de
condicBes patoldégicas, como na formacéo de Ulceras de pressdo (BERRA; MENCK;
DI MASCIO, 2006; RANI, 2016; MOTEGI et al., 2017).

A cicatrizagdo é definida como uma coordenada cascata de eventos
moleculares, bioguimicos e celulares que interagem entre si para o conserto de uma
descontinuacédo tecidual (HAN; CEILLEY, 2017). Esse processo pode ser dividido
em trés etapas que se relacionam: fase inflamatoria, fase proliferativa e fase de
maturacdo (GURTNER et al., 2008). Ao longo dessas fases, ha o envolvimento de
uma grande variedade de células que visam estacionar a inflamacgéo, diminuir o
dano oxidativo e restaurar a integridade do tecido (REINKE; SORG, 2012; DREIFKE;
JAYASURIYA; JAYASURIYA, 2015; MEDEIROS; DANTAS-FILHO, 2016).

A maioria dos farmacos cicatrizantes € conhecida por causar efeitos adversos
aos usuarios e muitas vezes ndo conseguem ser eficientes, tendo em vista as
particularidades de cada caso (YU et al., 2017; ALAZZOUNI et al., 2020). A fim de

diminuir esses riscos, o estudo do processo cicatricial tem se tornado cada vez mais
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relevante, visto que ainda € alto o percentual de pessoas que necessitam de um
tratamento imediato e eficiente (HAN; CEILLEY, 2017; MADMOLI et al., 2019).

A utilizacdo de plantas na medicina popular € uma pratica milenar e ainda
hoje bastante comum em regifes mais pobres do Brasil, onde, na maioria das vezes,
€ 0 Unico recurso terapéutico dessas comunidades como alternativa a medicina
moderna (BESSA et al., 2013). Essas plantas constituem fontes naturais de diversas
substancias com potencial farmacologico. Essa riqueza de compostos fundamenta a
exploragcdo das espécies vegetais para fins de cura e prevencao de doengas (VELU,;
PALANICHAMY; RAJAN, 2018).

Plantas da Caatinga tém se mostrado promissoras fontes de compostos
bioativos, devendo isso as condi¢cdes ambientais extremas em que se encontram.
Essa influéncia de fatores bibticos e abidticos do meio impdem esses organismos
alteracdes adaptativas, tanto a nivel morfolégico como metabdlico. Por isso, muitas
espécies tém sido utilizadas pelos povos tradicionais para o tratamento de doencas
(BESSA et al., 2013; MAGALHAES et al., 2019). Essa utilizacéo se faz na forma de
extratos botanicos que podem possuir atividades antioxidante, anti-inflamatéria e
cicatrizante devido a presenca de compostos do metabolismo secundario vegetal em
sua constituicdo, como alcaloides, terpenos, flavonoides e esteroides (ERTANI et al.,
2016).

Sideroxylon obtusifolium (Roem. & Schult.) T. D. Penn é uma planta medicinal
da familia Sapotaceae, conhecida popularmente como "quixabeira” ou "rompe-gibao"
gue é amplamente distribuida no bioma Caatinga. A casca dessa espécie, seu 6rgao
mais explorado, € usada na medicina popular para o tratamento de inflamacdes,
lesbes, cicatrizacdo de feridas, limpeza de feridas uterinas (ALBUQUERQUE et al.,
2007; BARBOSA et al., 2020). Nesse contexto, 0 objetivo deste estudo foi avaliar as
atividades antioxidante e cicatrizante in vitro, além do efeito toxicolégico das folhas

de S. obtusifolium.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1Objetivo Geral

Avaliar as atividades antioxidante e cicatrizante in vitro, além da seguranca de
uso dos extratos brutos das folhas de Sideroxylon obtusifolium (Roem. & Schult.) T.
D. Penn.

1.1.2 Objetivos Especificos

- Obter os extratos em acetato de etila, etanol e metanol das folhas de S.
obtusifolium;

- Realizar o screening fitoquimico e determinar os teores de fendis totais, taninos
totais e flavonoides totais dos extratos das folhas de S. obtusifolium;

- Avaliar o potencial antioxidante in vitro dos extratos das folhas de S. obtusifolium
pelos métodos de sequestros dos radicais livres DPPH e ABTS, eliminacdo dos
radicais superoxido (SOD) e capacidade antioxidante total (CAT);

- Determinar a capacidade hemolitica dos extratos das folhas de S. obtusifolium;

- Estudar o potencial cicatrizante in vitro dos extratos das folhas de S. obtusifolium;

- Avaliar a toxicidade aguda né&o clinica do extrato mais ativo das folhas de S.

obtusifolium.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 ESTRESSE OXIDATIVO

Os processos inflamatorios, como os que acontecem na formacéo de Ulceras,
envolvem prioritariamente a liberacdo de espécies reativas (ERs) (LOPEZ-DELIS,
2018). Os radicais livres sdo exemplos dessas moléculas, capazes de capturar
elétrons de outras moléculas estaveis e causar sua desestabilizacdo. Radicais livres
sdo produzidos em diversas reacdes fisiologicas, tendo um curto periodo de vida,
podem desencadear danos aos sistemas bioldgicos pela sua interferéncia nas
reacdes quimicas (VALKO, 2007; FIRUZI, 2011).

E conhecido que na natureza as substancias que tém destaque na producéo
de radicais livres sdo o oxigénio (Oz), o peréxido de hidrogénio (H202) e o Oxido
nitrico (NO), este ultimo pode ser encontrado tanto no ar atmosférico, quanto
sintetizado por inUmeras células, dentre elas os neutréfilos (HENSLEY; FLOYD,
2002). Estas células geram Espécias reativas de oxigénio (EROs) principalmente
quando atuam na interceptacdo de agentes infecciosos, como bactérias e virus
(HALLIWELL, 2009; BABIOR, 2004). Entretanto, a ER mais nociva para os sistemas
biolégicos € o OH-, por ser altamente reativo e possuir um periodo curto de meia
vida (BEHNEN, 2017).

Ao serem produzidas, as ERs podem afetar o funcionamento do organismo
provocando alteracdes que desencadeiam quadros inflamatérios, danos ao DNA,
proteinas e lipidios, entre outras desordens (MURATA, 2018).

A peroxidacédo lipidica, por exemplo, pode causar efeitos negativos diretos
nas funcbes celulares, causando citotoxicidade e mutagenicidade. Alteracbes em
nivel de membrana interferem na permeabilidade, causando a perda da seletividade
de varios nutrientes e modificando sua matriz extracelular (GASCHLER,;
STOCKWELL, 2017; PAN et al., 2019).

Por outro lado, algumas moléculas possuem a capacidade de doar elétrons
de sua estrutura para estabilizar outras moléculas instaveis, sendo por isso
conhecida como antioxidantes. Esses compostos podem ser divididos por meio do
seu comportamento em enzimaticos ou ndo enzimaticos (SHALABY; SHANAB,
2013). Grande parte dos antioxidantes ndo enzimaticos podem ser obtidos através

da dieta, principalmente de vegetais folhosos, sendo os polifendis a classe mais
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presente. Outras classes que se destacam sdo as vitaminas C e E, de extrema
importancia na alimentacdo humana (JAKUBCZYK et al., 2020).

Do lado dos antioxidantes enzimaticos, a superoxido dismutase (SOD) e a
catalase (CAT) tém maior representatividade por estarem presentes em todas as
células do corpo (SHALABY; SHANAB, 2013; IGHODARO; AKINLOYE, 2018). A
SOD é uma metaloproteina que produz o peréxido de hidrogénio por meio da
metabolizacdo do radical superdxido pelo processo de dismutacdo. A catalase, por
sua vez, converte o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio. Ela se encontra nos
peroxissomos e algumas outras organelas, como mitocdndrias e reticulo
endoplasmatico (IGHODARO; AKINLOYE, 2018). Quando had um desequilibrio na
quantidade de agentes oxidantes em detrimento dos antioxidantes é dito que ha um
“estresse oxidativo” (SHINDE, 2012) (Figura 1).

Figura 1. Danos celulares induzidos pelo estresse oxidativo

ERs

I

‘ Dano ha Membrana ‘
Estresse
\ Oxidativo
Membrana Plasmitica

/ ‘ Diminui¢do de Antioxidantes \

Peroxidagao Lipidica ‘ — l?anc_: A Ruptura do DNA

Oxidativo

7z N\

Necrose Apoptose

Fonte: Modificado de Finosh e Jayabalan (2013).

Esse quadro pode ser causado por diversos fatores, dentre eles estdo as
infeccdes virais ou bacterianas e os processos inflamatorios (RANNEH et al., 2017).
Durante as inflamagdes, os radicais livres ativam um vasto numero de células e, em

baixos niveis, eles conseguem ativar a migragédo e proliferacdo a fim de combater o
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quadro. Entretanto, quando em atividade exacerbada, 0 estresse oxidativo se
comporta de forma pro-inflamatoria e pode beneficiar patogéneses e levar a morte
de vérias células (WANG et al., 2016; RANNEH et al., 2017). Essa influéncia
negativa é responsavel por desestabilizar varios mecanismos fisiologicos do
organismo, incluindo processos cicatriciais, por envolverem a atividade de uma
variedade de células que podem ser eventualmente prejudicadas (SONEJA;
DREWS; MALINSKI, 2005).

2.2 CICATRIZACAO

A cicatrizacdo tem como base a interacdo entre eventos a niveis celular e
molecular, sendo esses processos que vao culminar na reconstituicdo tecidual por
meio da reepitelizacdo. Esse caminho de reparacdo percorrido é resultado do
esforco dos tecidos para restaurar a integridade estrutural até o seu estado normal,
com as suas devidas fungdes recuperadas, e para isso é necessario que haja um
aumento na migragdo e divisdo celular, mediadas por fatores de crescimento
(REINKE; SORG, 2012; EMING; MARTIN; TOMIC-CANIC, 2014; DREIFKE;
JAYASURIYA; JAYASURIYA, 2015).

Esse esfor¢o leva o organismo a voltar suas atenc¢des integralmente para o
reparo desse evento danoso, sendo primordial que tudo ocorra fisiologicamente
bem, pois qualquer comprometimento pode influenciar no tempo de cicatrizacédo e na
presenca de possiveis complicacdes, interferindo diretamente na qualidade da
cicatriz (MENON et al., 2012; XUE; JACKSON, 2015). O surgimento de feridas
crbnicas € comum, justamente em razdo da falha de um desses mecanismos,
principalmente na interacdo entre células que leva uma descompensacdo na
producdo de componentes da matriz celular (MENON et al., 2012).

Por sua complexidade, que envolve grande atividade quimiotatica, acdo de
mediadores quimicos e vascularizagdo extensa, a cicatrizacdo pode ser dividida em
trés fases, respectivamente: fase inflamatéria, fase proliferativa e fase de
remodelacao (Figura 2) (GURTNER et al., 2008).

A fase inflamatéria € iniciada no exato momento em que ocorre o trauma e
pode ser caracterizada pela tentativa do tecido em limitar a lesdo. Apdés o

extravasamento sanguineo pelos vasos comprometidos, inicia-se o0 processo de
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coagulacdo com a ativacao plaquetaria, levando a producdo da matriz de fibrina que
forma uma barreira protetora contra a entrada de agentes infecciosos e
impermeabiliza a ferida (ALTIOK; ALTIOK; TIHMINLIOGLU, 2010). Por outro lado,
mediadores vasoativos como as prostaglandinas, epinefrina e serotonina impedem
que a perda do sangue seja mantida, cenario que se torna favoravel para a
diapedese, o principal evento dessa fase (BUSTI, 2005). O efluxo de leucécitos para
o local de lesdo é mediado pela acdo de vasodilatadores como a histamina,
bradicinina e serotonina, e tem por finalidade a remoc¢do do tecido necrotico,
residuos e bactérias que possam existir no local (DUNNILL et al., 2017). Outro
sinalizador que tem funcdo tdo importante quanto os anteriores € a prostaglandina
que auxilia também no recrutamento leucocitario, influenciando na divisao celular e
favorecendo a producao de exsudato (MENDES et al., 2018).

Os polimorfonucleares, células envolvidas no processo de cicatrizacdo, tém
uma funcéo antimicrobiana importante na fase inflamatéria ao agirem contra a acao
de bactérias (MEDEIROS; DANTAS-FILHO, 2016). Os neutrdéfilos sao recrutados
para a regiao lesionada em motivo da degranulacao das plaquetas ao liberar o fator
plaquetario 4 (PF4) e fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)
(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; BEAR; HAUGH, 2014). Essas células
possuem atividade antibacteriana especifica que, ao fagocitar esses invasores,
liberam mediadores inflamatérios e EROs. A sintese de NO influenciada pelos
neutroéfilos resulta no recrutamento de mondcitos que, por sua vez, se diferenciam
em macrofagos (REINKE; SORG, 2012; MEDEIROS; DANTAS-FILHO, 2016).

Os macrofagos, apesar de atuarem na fagocitose, também desempenham
outro papel importante, sendo fonte de varios fatores de crescimento promotores da
proliferacdo e migracdo celular no processo cicatricial, como os fatores de
crescimento transformador alfa (TGF- a) e beta (TGF- (); fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF) e o fator de crescimento epidérmico (EGF)
(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; BEAR; HAUGH, 2014).

A fase de proliferacdo, segunda fase da cicatrizacdo, é caracterizada pelo
processo de fibroplasia, o qual abriga a sintese da matriz extracelular e a formacgéo
do tecido de granulacdo, podendo por isso também ser conhecida como fase de
granulacdo (DREIFKE; JAYASURIYA; JAYASURIYA, 2015). Isso desencadeara

outras etapas do desenvolvimento, como a angiogénese e a reepitelizacdo. Nesse
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processo, prevalecem os fatores de crescimento de fibroblastos (FGF2) e fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) (ZHANG et al., 2018; BARRIENTOS et al.,
2008).

Em funcdo da perda da irrigacdo vascular causada pela descontinuacdo do
tecido, a area lesionada sofre com a hipdxia. Por isso, a angiogénese, estimulada
pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF- a), € considerada essencial no processo de
nutricdo do tecido através da producdo de novos capilares responsaveis por esse
suporte a diversas células, como os fibroblastos (YAN et al., 2010; RODRIGUES et
al., 2019;).

Os fibroblastos podem ser considerados umas das células mais importantes
da cicatrizacdo. Sdo essas células que, associadas aos novos vasos sanguineos,
sdo responsaveis por formar o tecido de granulacdo por meio da substituicido da
matriz fibrinosa que serve de substrato para a migracdo de queratindcitos
(RODRIGUES et al., 2019). Ao sintetizar os componentes da matriz, os fibroblastos
depositam principalmente colageno na sua estrutura, enquanto os queratindcitos
produzem queratina para restaurar a funcéo protetiva do epitélio (GRINNELL, 1994).
A velocidade da reepitelizacdo dependerd do nivel de comprometimento da
membrana basal, pois caso esteja lesionada, vai ocorrer um esforco de restauracéo

da barreira protetora por meio da proliferacao celular (Figura 2) (GAO et al., 2013).
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Figura 2: Principais fases e eventos do processo cicatricial.
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Fonte: Modificado de Cancedda et al. (2017).

Na ultima fase, a de remodelacao tecidual ou fase de maturagédo, o processo
cicatricial sera finalizado com a diminuicdo do eritema. Essa fase é conhecida pela
reorganizacdo das fibras colagenas para substituicdo do tecido de granulacao
(KONDO; ISHIDA, 2010). Esse processo se da pela troca do colageno do tipo | para
o tipo Ill, tendo assim uma elevada atuacgao de fibroblastos que acabam por integrar
0 espaco antes ocupado por células inflamatorias (DIEGELMANN; EVANS, 2004).
Posteriormente, a quantidade de fibroblastos diminui, assim como o tecido de
granulacdo. Esses acontecimentos levam a formacao de cicatriz acelular revestida

por epiderme, agora tomando o espaco da leséo inicial (LORDANI, 2018).
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Na atualidade, os tratamentos para as lesfes e Ulceras dependem do tipo e
caracteristicas das mesmas, podendo se resumir a formulacbes semissolidas
quando em caso de feridas cutaneas, além de curativos que favoregcam o ambiente
ideal para cicatrizacdo (PROKSCH et al., 2017).

Diante disso, 0 presente trabalho buscou avaliar as atividades antioxidante e
cicatrizante in vitro e a seguranca de uso de S. obtusifolium, visando confirmar suas

indicagbes etnofarmacoldgicas.

2.3 PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPICOS

O uso de plantas com fins medicinais € uma das praticas mais antigas da
humanidade, considerado o primérdio da medicina moderna, pois era dessa forma
que o homem cuidava da sua saude inicialmente. Essa é uma pratica que perdura
até hoje, passada empiricamente de geracdo em geracdo, desde o0s tempos pré-
historicos (PIRES et al., 2014).

As espécies vegetais sao fontes de compostos biologicamente ativos,
tornando-as alvo de exploracdo pelas comunidades tradicionais para o tratamento
de diversas doencas, principalmente de paises em desenvolvimento (PIRIZ et al.,
2013). Esse é um fator que chama a atencdo da terapéutica para o auxilio nos
cuidados primarios de saude, compativel com a medicina convencional, tendo em
vista os insatisfatorios desempenhos que a grande maioria dos farmacos sintéticos
apresenta na forma de efeitos adversos em seus usuarios (GOLENIOWSKI et al.,
2006; SAHOO et al., 2010).

E nesse cenario que o mercado de produtos fitoterapicos ganha destaque,
como uma alternativa mais branda nos cuidados com a saude. Os fitoterapicos,
também conhecidos como fitomedicamentos, podem ser definidos como
medicamentos que usam plantas medicinais como base da sua formulagéo,
utilizados extratos vegetais com a mistura de varios componentes da forma natural
da planta. Em contrapartida, o uso de componentes ativos isolados das plantas
medicinais para a formulacéo farmacéutica € denominado fitofarmaco (DUTRA et al.,
2016; MARTINS et al., 2016; RIBEIRO et al., 2018).
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Com a criagdo do Sistema Unico de Saude (SUS), o uso da fitoterapia
comecou a ter maior atencdo dos pesquisadores com o intuito de diminuir o alto
custo dos remédios e a toxicidade dos mesmos, uma vez que medicamentos
fitoterapicos e plantas medicinais possuem menos efeitos adversos e sao de facil
acesso. E de extrema relevancia a implementacéo dessa politica no SUS para que
se abram perspectivas da criacdo de meétodos alternativos no tratamento dos
usuérios (BRASIL, 2006). Inimeros estudos cientificos vém sendo feitos no sentido
de validar as informacg@es populares referentes ao uso de plantas medicinais com o
objetivo de descobrir novos principios ativos (RODRIGUES et al., 2016).

Apesar da importancia do potencial terapéutico das plantas medicinais, as
pesquisas sobre sua comprovacao farmacoldgica e seguranca de uso ainda nao sédo
ideais (CALIXTO et al.,, 2005). Mesmo o Brasil sendo detentor de uma rica
biodiversidade, desconhece o valor econdmico de seus recursos botanicos e séao
necessarios mais estudos farmacologicos (DUTRA et al., 2016).

Entretanto, apesar do uso de produtos naturais apresentarem menor risco do
aparecimento de efeitos adversos, o uso irregular pode acarretar em problemas aos
usuarios. Nao é dificil encontrar relatos na literatura de acidentes envolvendo o uso
de plantas medicinais, especialmente se estas ndo foram corretamente estudadas e
identificadas (DA TRINDADE; DA SILVA; SETZER, 2018). Esses problemas se
devem ao fato de que a grande maioria das espécies vegetais, apesar de serem
benéficas quando corretamente utilizadas, produzirem substancias que podem ser
agressivas para a maioria dos seres vivos (LEGOUIN et al., 2017).

Estudos visando avaliar os efeitos toxicoldgicos das plantas sdo de grande
importancia como base para 0 uso seguro e correto das espécies na terapéutica,
visto que o potencial farmacoldgico delas € extremamente vasto para a saude em
geral (RUPPENTHAL, 2013). Para isso, a maioria das pesquisas leva em
consideracdo a analise de diversos fatores envolvidos para a seguranca de uso,
como a dose usada, a via e frequéncia de administracdo e a forma de utilizacdo. S&o
todos elementos que, se corretamente estudados, se tornam potencializadores dos
efeitos benéficos ao organismo, diminuindo os perigos ao usuario (BHARDWAJ;
GUPTA, 2012).
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2.4 FAMILIA SAPOTACEA

A familia Sapotacea, pertencente a ordem Ericales, é formada por 53 géneros
e mais de 1200 espécies, distribuidas em regides tropicais e subtropicais, com
altitudes inferiores a 1000 metros em relacdo ao nivel do mar e com alto indice
pluviométrico (GOVAERTS; FRODIN; PENNINGTON, 2001). No Brasil, foram
catalogados 14 géneros com cerca de 200 espécies, com maior ocorréncia na
Regido Nordeste, mas também podem ser encontradas na Floresta Amazonica e em
menor quantidade na Mata Atlantica (PENNINGTON et al., 1990).

Morfologicamente, a familia inclui espécies de arbustos e arvores frutiferos e
sementes oleaginosas, com destaque para seus frutos comestiveis e o latex de suas
cascas (PENNINGTON; KRUKOFF, 1991). Composto esse que tem grande
importancia econdémica por ser utilizado para a producédo de goma comercial. Dentre
0S géneros mais importantes pertencentes a familia, destacam-se o Chrysophyllum,
o Pouteria e o Sideroxylon (SWENSON; ANDERBERG, 2005; ANDERBERG,;
SWENSON, 2005).

2.4.1Género Sideroxylon

O género Sideroxylon consiste em cerca 75 espécies de arbustos e arvores,
geralmente espinhosos, distribuidas nas Américas, Africa e leste Asiatico
(SWENSON; ANDERBERG, 2005). Apesar da familia Sapotaceae apresentar sua
populacdo normalmente em regifes subtropicais e tropicais, neste género
predominam espécies geralmente encontradas em areas de floresta tropical
sazonalmente secas da Africa, bem como regides aridas e semi-aridas, como o
bioma Caatinga, presente em todo Nordeste brasileiro (AUBREVILLE, 1965).

Existem poucas pesquisas farmacologicas sobre esse género, embora haja
relatos na literatura envolvendo a presenca de compostos bioativos dos metabdlitos
secundarios com valor farmacolégico reconhecido, como triterpenos, saponinas e
flavonoides. Apesar disso, o0 potencial medicinal de algumas espécies ja foi
comprovado cientificamente, através do estudos com as espécies: Sideroxylon
inerme, Sideroxylon cubense e Sideroxylon obtusifolium (MOMTAZ et al.,, 2008;
LEITE et al., 2015; JIANG et al., 1994).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Chrysophyllum
https://pt.wikipedia.org/wiki/Pouteria
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2.4.2 Sideroxylon obtusifolium

Sideroxylon obtusifolium (Humb. ex Roem. & Schult.) T. D. Penn. é uma
espécie pertencente a familia Sapotaceae, conhecida popularmente como
quixabeira, macaranduba-da-praia, rompe-gibdo, sapotiaba, coronilha, entre outros
(DA SILVA; DANTAS, 2017). Anteriormente catalogada como Bumelia sartorum,
esta espécie € uma planta com ampla distribuicdo geografica da América Central a
América do Sul, correndo também em territorio brasileiro (LORENZI; MATOS, 2008).

No Brasil, possui grande densidade populacional em areas de Cerrado, mas
principalmente no bioma Caatinga, apesar de ser encontrada também na Mata
Atlantica e em praticamente todas as regides brasileiras (Norte, Nordeste, Centro-
oeste, Sudeste e Sul) (CARNEIRO et al., 2015). Estruturalmente, S. obtusifolium é
uma planta de porte arbéreo, com casca aspera superficialmente fissurada e galhos
espinhosos. Suas folhas séo do tipo coriaceas, geralmente em disposicdo oposta e
as flores se apresentam em aglomerados com coloragéo verde-amarelas. Seu fruto
do tipo drupa com sementes normalmente globosas é muito consumido por
populacdes tradicionais e pela fauna local, caracterizando a planta com um elevado
valor econdémico (Figura 3) (PENNINGTON, 1990; SILVA et al., 2012).
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Figura 3: A - Sideroxylon obtusifolium (quixabeira). B — Folhas coriaceas. C - Frutos verdes e

/A\

maduros.

Fonte: Tropical.theferns.info (2014).

A espécie possui um valor etnofarmacolégico importante, pois sua casca é
usada na medicina tradicional para o tratamento de Ulceras, gastrite, azia,
inflamacgéo, inclusive ovariana, diabetes, na cicatrizagdo de feridas
(ALBUQUERQUE, 2007a; ALBUQUERQUE, 2007b; AGRA et al., 2008).

Estudo farmacologicos comprovaram as suas atividades antioxidante
(SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2005), anti-inflamatéria (ARAUJO-NETO et al.,
2010), antimicrobiana (NETO et al.,, 2017) e hipoglicemiante (NAIK et al., 1991).
Essas propriedades farmacologicas estdo, muito provavelmente, atreladas a
presenca de metabdlitos secundarios em sua composi¢do. Na literatura, ja foram
descritas a presenca de taninos, flavonoides e triterpenos (OLIVEIRA et al., 2012).
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3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS
3.1 OBTENGAO DOS EXTRATOS DAS FOLHAS DE S. obtusifolium

As folhas da S. obtusifolium foram coletadas no municipio de Inga (7° 14" 17"
Sul, 35° 36' 57" Oeste — 247 m), zona metropolitana de Itabaiana, estado da
Paraiba, e foi identificada e depositada no Herbario UFP - Geraldo Mariz, localizado
no centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco, sob o numero de
tombamento 84.225. O material foi submetido & secagem em estufa a 40 °C por um
periodo de 14 dias e, em seguida, triturado com o auxilio de um moinho de facas.
Para obtencdo dos extratos acetato de etila (EASO0), etandlico (EESo) e metandlico
(EMSo), foram utilizadas 150 g do material vegetal para 1 L de cada solvente em
ordem crescente de polaridade (acetato de etila, alcool etilico e alcool metilico,
respectivamente), através do processo de maceracdo a temperatura ambiente
durante 72 h. Em seguida, os filtrados foram logo depois concentrados em
rotaevaporador sob pressado reduzida, a temperatura entre 40-50 °C e secados em
dessecador. Calculou-se o rendimento total dos extratos, de acordo com a férmula:
Re = (Mextrato/Mfolhas) x 100. Sendo Re = Rendimento total do extrato (%);
Mextrato = Massa do extrato rotaevaporado (g); MFolhas = Massa do p6 utilizado na

preparacdo do extrato.

3.2 ANALISE FITOQUIMICA DOS EXTRATOS DE S. obtusifolium

A andlise do perfil fitoquimico foi realizada por cromatografia em camada
delgada (CCD), segundo metodologia descrita por Wagner e Bladt (2009). Uma
amostra de cada extrato na concentracdo de 10 mg/mL foi aplicada em placas
cromatograficas de silica gel 60 (0,20 mm) como fase fixa e solventes organicos
como fase movel pré-selecionados. Apés a corrida cromatogréfica, as placas foram
irradiadas com luz UV 365 nm e reveladas, utilizando reagentes especificos de
acordo com a classe de metabdlitos pesquisados: flavonoides, triterpenos,
esteroides, mono e sesquiterpenos, alcaloides, taninos condensados e taninos
hidrolisaveis. Os padrdes e reveladores quimicos utilizados estdo descritos na
Tabela 1.



27

Tabela 1: Padr6es e reveladores quimicos.

Metabdélitos Padr6es Reveladores Fase mdével/Proporcéo

Taninos condensados Catequina Vanilina cloridrica Acetato de Etila: Acido Férmico: Acido
Acético glacial: Agua (100:11:11:27 v/v)
Acetato de Etila: Tolueno: Acido

Taninos hidrolisaveis Acido galico Aluminio de ferro a 1% Formico (10:3:1 v/v)
Alcaloides Pilocarpina Dragendorff Acetato de Etila: Acido Férmico: Acido
Acético glacial: Agua (100:11:11:27 v/v)
Flavonoides Quercetina NEU Acetato de Etila: Acido Férmico: Acido

Acético glacial: Agua (100:11:11:27 v/v)
Triterpenos e esteroides B-sitosterol Liebermann -Burchard Tolueno: Acetato de Etila (90:10 v/v)

Mono e sesquiterpenos Timol Anisaldeido sulfarico Tolueno: Acetato de Etila (97:3 v/v)

3.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO DE S. obtusifolium
3.3.1Avaliacéo da atividade antioxidante pelo método DPPH

A avaliacdo da atividade antioxidante do S. obtusifolium pelo método de
sequestro de radicais livres foi medida por doacao de hidrogénio utilizando o radical
estavel DPPH (BLOIS, 1958).

As medicBes foram realizadas em triplicata, utilizando 250 pyL da solucdo de
DPPH (1 mM) a 40 pL de diferentes concentracdes dos extratos (31,25; 62,5; 125;
250; 500; 1.000 pg/mL). As solucbes foram deixadas em repouso 30 minutos, ao
abrigo da luz, a temperatura ambiente. Logo apos, a absorbancia foi medida em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 517 nm e as atividades de inibicdo
foram calculadas com base na porcentagem de DPPH removida. Um analogo de
vitamina E (Trolox-Sigma-Aldrich, Alemanha) e BHT (Sigma-Aldrich, Alemanha)
foram usados como padréo. A porcentagem de inibigéo (%) foi calculada utilizando a

seguinte equacéao:

DPPH (%) = Absorbéancia do controle — Absorbancia da amostra  x 100

Absorbancia do controle
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3.3.2 Avaliacao da atividade antioxidante pelo método ABTS

A atividade antioxidante do S. obtusifolium pelo ensaio ABTS" (2,2-azobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato) foi baseada na geracéo do radical cromoforo catidonico
obtido da oxidacdo de 7 mM de ABTS com 140 mM de persulfato de potassio, os
quais foram incubados a temperatura ambiente e na auséncia de luz por 12-16 h
(tempo necessario para a formacdo do radical). Apos este periodo, a solugéo foi
diluida em etanol até a obtencdo de uma solucdo com absorbancia de 0,70 (+ 0,05)
a 734 nm. Sendo assim, foram misturados 30 pL de extrato de S. obtusifolium com 3
mL da solugdo, deixados em repouso durante 6 min antes de se medir a
absorbancia a 734 nm (RE et al., 1999).

Os experimentos foram realizadas em triplicata. Um analogo de vitamina E
(Trolox-Sigma-Aldrich, Alemanha) foi utilizado nas concentracdes de 100 a 2.00 mM
e BHT (Sigma Aldrich, Alemanha) foi usado como padrdo. A percentagem de
inibicdo (1%) foi calculada utilizando a seguinte equagao:

ABTS (%) = Absorbancia do controle — Absorbancia da amostra  x 100

Absorbancia do controle

3.3.3 Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de eliminacdo de

radicais superoxido (SOD)

A capacidade antioxidante foi avaliada de acordo com um procedimento
modificado baseado em Dasgupta (2004). Uma aliquota de 200 yL dos extratos de
S. obtusifolim foi misturada com 200 yL de tampé&o fosfato (50 mM, pH 7,4), 200 pL
de metionina 65 mM, 200 pl de solucdo EDTA 0,5 mM, 200 uL de cloreto de
nitrotetrazolium blue 0,375 mM (NBT) e 200 uL de riboflavina 0,5 mM.

Amostras de controle foram preparadas substituindo 200 L de amostra por
200 pL de tampao fosfato (50 mM, pH 7,4). A mistura foi incubada sob luz
fluorescente durante 15 min e a absorbancia lida a 560 nm contra o branco. A

atividade sequestradora de radicais livres foi calculada usando a formula:



29

SOD (%): Absorbancia do controle — Absorbancia da amostra x 100

Absorbancia do controle

3.3.4Avaliacéo da atividade antioxidante pelo método fosfomolibdénio

A capacidade antioxidante total foi determinada pelo método do
fosfomolibdénio (Prieto et al., 1999). Os extratos foram diluidos em metanol para
obter uma solu¢doo na concentragcdo de 1 mg/mL. Em seguida, 0,1 mL de cada
amostra foi misturada a 1 mL da solucdo de fosfomolibdénio (acido sulfurico 600
mM, fosfato de sédio 28 mM e molibdato de aménio 4 mM) e posteriormente
incubados a 95 °C por 90 min. As absorbancias das amostras foram medidas a 695
nm contra um branco (1 mL de solucéo de fosfomolibdénio e 0,1 mL do metanol).

Utilizou-se acido ascorbico como referéncia e a capacidade antioxidante total
(CAT) foi expressa como equivalente de &cido ascorbico. A CAT (%) foi calculada

utilizando a seguinte férmula:

CAT (%) = Absorbancia do branco — Absorbancia da amostra  x 100

Absorbancia do acido ascoérbico — Absorbancia do

branco

3.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA IN VITRO DE S. obtusifolium
3.4.1 Avaliacéo da atividade hemolitica

A atividade hemolitica foi realizada em hemacias obtidas do sangue periférico
de camundongos. Os eritrécitos foram lavados trés vezes em solugéo salina (NaCl
0,9% + CaCl2 10 mM) e centrifugados (790 g/5 min). O sobrenadante foi descartado
e os eritrocitos foram ressuspendidos em solugdo de NaCl 0,9% para se obter uma

suspensao de eritrocitos a 2%.
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Este ensaio foi realizado em placas de 96 pocos, distribuidos da seguinte
forma: 100 uL de solucéo salina (controle negativo); 50 L da solucéo salina e 50 pL
do veiculo (branco); 80 pL de solugdo salina + 20 puL de Triton X — 100 a 1%
(controle positivo); 100 pL de solucéo salina + 100 pL dos extratos separadamente
diluidos em DMSO a 10% e distribuidos nos pocos. Em seguida, 100 pL da
suspensao de eritrocitos foram distribuidos em todos os pocos. Apds incubacédo de 1
h, sob agitacdo constante a temperatura ambiente, a placa permaneceu em repouso
por um periodo de 1 h, onde o sobrenadante foi transferido para outra placa e a
absorbancia foi medida em um leitor de microplacas no comprimento de onda de
540 nm. Amostras com valores de CH% (concentracdo capaz de hemolisar 50% das
hemécias) < 200 pg/mL foram consideradas hemoliticas (COSTA-LOTUFO et al.,
2002, com modificacdes).

3.4.2 Avaliacdo da viabilidade celular pelo método de MTT

Células L1929 (fibroblastos de camundongos) foram mantidas no
BIOFARMATOX do departamento de Antibidticos’lUFPE em meio DMEM
suplementado com 10% soro fetal bovino e 1% antibioticos (penicilina 1000 Ul/mL
contendo estreptomicina 250 mg/mL e 1% L-glutamina 200 mM), em uma atmosfera
Umida de 5% de CO2 a 37°C. O teste foi realizado pelo ensaio colorimétrico de MTT
[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio], conforme Alley et al. (1988). A linhagem
celular estudada na concentracédo de 10° células/ml foi distribuida em uma placa de
96 pocos e incubada por 24 h a 37 °C, em estufa enriquecida com CO2. Em seguida,
as amostras, dissolvidas em DMSO (0,1%), foram adicionadas aos poc¢os nas
concentragbes de 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25 e 50 pg/mL. Ap6s 72 h de
reincubacao, foi adicionado 25 pyL de MTT (5 mg/mL) e apds mais 3 h de incubacéo,
0 meio de cultura com o MTT foi aspirado e 100 pL de DMSO adicionado a cada
poco. A absorbancia foi medida em um leitor de microplacas no comprimento de
onda de 560 nm. Os experimentos foram realizados em triplicata e a doxorrubicina

foi utilizada como controle.
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3.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE CICATRIZANTE IN VITRO DE S. obtusifolium

Células L929 foram plaqueadas em placas de 24 poc¢os na concentracdo de 5
x 10* células/mL e cultivadas overnight para obter uma monocamada confluente. Em
seguida, foram feitos riscos (scratch) usando a ponta de uma pipeta estéril de 200
bUL. As células desprendidas foram removidas por lavagem em solucdo tampéao
fosfato (PBS).

O meio foi imediatamente substituido por meio fresco contendo 1% de soro
fetal bovino e os extratos S. obtusifolium nas concentragdes escolhidas de acordo
com o resultado do teste de citotoxicidade foram adicionados as placas. O controle
negativo foi incubado com meio contendo 0,1% de DMSO. As placas foram
incubadas por 48 h a 37 °C em 5% CO.. A borda da ferida riscada foi fotografada em
trés pontos por campo, em varios intervalos de tempo, utilizando um microscopio
invertido. Os experimentos foram feitos em triplicata. A area da fenda entre as
bordas da ferida foi medida usando o programa ImageJ. A percentagem de migracao
celular foi calculada a partir do tamanho da fenda em 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24 e 48 h

apos a formacao da ferida, comparada com a fenda da ferida inicial no tempo zero.

Taxa de confluéncia (%) = (A-B) x100
A

3.6 ENSAIO TOXICOLOGICO NAO CLINICO AGUDO

Foram utilizados camundongos albinos Swiss fémeas (massa = 30-35gQ),
provenientes do Biotério do Departamento de Antibiéticos da UFPE. Os animais
foram mantidos em caixas de polipropileno a temperatura de 22 + 2 °C, com ciclo
claro/escuro de 12 h recebendo racdo balanceada e agua ad libitum. O projeto foi
devidamente aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da
UFPE (Processo n° 0052/2020) (Anexo A). Grupos de trés camundongos albinos
Swiss fémeas foram submetidos a um jejum 8 h. Os grupos receberam o EESo por
via oral (gavagem) na dose de 2000 mg/kg e o grupo controle recebeu agua

destilada como veiculo.
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Os animais foram observados nas duas primeiras horas, e uma vez ao dia,
até completar 72 h apos a administracéo, pelo método de screening hipocréatico, com
intuito de avaliar alteracdes comportamentais e fisiolégicas (MALONE, ROBICHAUD,
1962).

Durante os 14 dias seguintes foram avaliados o consumo de agua, racao,
massa corporal e mortalidade. No 14° dia, os animais foram eutanasiados com uma
dose anestésica de cetamina (300 mg/kg) e xilazina (30 mg/kg) por via
intraperitoneal e foi realizada a coleta de sangue, por pun¢do cardiaca, para os
exames hematoldgicos e bioquimicos. Apds a eutanasia, foram coletados figado, rim
e baco para observacdo macroscopica.

O experimento foi repetido, sendo o n final igual a 6 animais por grupo
(OECD, 2001). A massa relativa dos 6rgaos foi mensurada pela formula (YAM et al.,
2009):

Massa relativa = Massa do 6rgéo x 100

Massa do animal

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo da média. Para
comparacao multipla de resultados paramétricos foi utilizado o teste “t” de Student e
ANOVA, seguido de pGs-teste de Tukey. Para o ensaio de citotoxicidade, foi utilizado
0 pos-teste Bonferroni. O nivel de significancia adotado foi p <0,05 e os dados foram
analisados através do software GraphPad Prism 7.0.
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4 ANALISE DOS RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OBTENCAO E RENDIMENTO DOS EXTRATOS DAS FOLHAS DE S.

obtusifolium

A partir das folhas de Sideroxylon obtusifolium, foi calculado que o rendimento
dos EASo, EESo e EMSo obtidos pelo método de maceracao, que foi 2,82%; 2,47%

e 2,67%, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2: Relagdo de pesos e rendimentos dos extratos brutos de S. obtusifolium.

Sideroxylon obtusifolium EASo EESo EMSo
Massa das folhas (g) 150 150 150
Massa do extrato seco (g) 4,230 3,815 4,013
Rendimento (%) 2,82 2,47 2,67

EASo — extrato acetato de etila de S. obtusifolium. EESo - extrato etandlico de S. obtusifolium.
EMSo — extrato metandlico de S. obtusifolium

S. obtusifolium, também conhecida como Bumelia sartorum ou Bumelia
obtusifolia, € amplamente utilizada pelas comunidades tradicionais para os cuidados
com inumeras enfermidades, sendo a sua casca a parte mais explorada na medicina
popular (ALBUQUERQUE et al., 2007; BELTRAO et al., 2008; BARBOSA et al.,
2020). Entretanto, esse uso significa na maioria das vezes um dano irreparavel para
a planta, e particularmente para a espécie, e resultou na sua inclusdo na lista de
plantas ameacadas de extincdo (SANTOS et al., 2018). Em contrapartida, o uso de
folhas pela medicina popular para a producdo de extratos vegetais € uma pratica
mais comum. Essa escolha deve-se ao fato desse érgao possuir a maior atividade
metabdlica em relacdo aos demais e pela facilidade de reconstituicdo apos a sua
coleta (AGRA et al., 2008; LEZOUL et al., 2020).

Para Singh (2008), os extratos vegetais, por se tratarem de misturas
complexas, oferecem uma vasta diversidade de compostos bioativos para o
desenvolvimento de novas drogas. A extracdo € um processo fisico-quimico de
transferéncia de massa que pode ser feita por diversas técnicas. Dentre as mais
utilizadas, se destacam a maceracao e a infusdo que podem fazer uso de solventes
organicos (ciclohexano, acetato de etila, butanol, etanol) e inorganicos (metanol e
agua) (GUNTERO; MANCINI; KNEETEMAN, 2017).
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Farias-Campomanes et al. (2013) afirmaram que o rendimento da extracédo de
compostos das espécies vegetais sofre influéncia de fatores como: tipo do solvente,
temperatura de extracdo e técnica implementada. A escolha especifica do solvente
vai indicar quais classes de compostos serdo extraidas por sua eficiéncia na captura
de compostos de mesma polaridade (SAFDAR et al., 2017).

Assim, o0 uso dos extratos brutos das folhas de S. obtusifolium por maceracéo
e o0s solventes utilizados podem fornecer subsidios para a busca de novos

compostos bioativos, a fim de confirmar suas atividades farmacoldgicas.

4.2 ANALISE FITOQUIMICA DOS EXTRATOS DE S. obtusifolium

A cromatografia em camada delgada é uma das técnicas mais utilizadas para a
identificacdo qualitativa de compostos vegetais devido a sua simplicidade e ao seu
baixo custo, fazendo uso de marcadores e reveladores especificos (CIURA et al.,
2017). A andlise por CCD apontou que as classes de metabdlitos secundarios
presentes na composicdo dos extratos de S. obtusifolium foram: taninos
hidrolisaveis, flavonoides, terpenoides/esteroides, mono e sesquiterpenos (Tabela
3).

Tabela 3: Classes de metabdlitos secundarios presentes nos extratos das folhas de S. obtusifolium.

Classe de metabdlitos secundarios EASo EESo EMSo
Flavonoides - ++ +++
Triterpenos e esteroides ++ ++ ++
Mono e sesquiterpenos + + -
Alcaloides - - -
Taninos condensados ++ ++ +
Taninos hidrolisaveis ++ ++ +

(+++) forte; (++) médio; (+) fraco; (-) ausente

Os polifendis sdo compostos do metabolismo secundario das plantas que
apresentam uma capacidade redutora em funcédo da sua estrutura, caracterizando
uma defesa contra danos oxidativos. Os flavonoides e taninos s&o os principais
compostos fenolicos presentes na dieta humana (MOREIRA et al., 2012). O
consumo de compostos fendlicos tem efeito benéfico no tratamento de varias
doencas, incluindo desordens inflamatérias, cardiovasculares e oxidativas e cancer
(CLERE et al., 2011; SOUZA.; MARCADENTI; PORTAL, 2017; LUTZ et al., 2019).
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Taninos sdo moléculas que possuem alta reatividade com materiais oxidativos
e apresentam grande variabilidade de estruturas, sendo os taninos condensados e
hidrolisaveis 0s mais conhecidos (SIENIAWSKA; BAJ, 2017; SHIRMOHAMMADLI;
EFHAMISISI; P1ZZI, 2018). A grande maioria dos taninos presentes nas plantas tém
sido estudados por apresentam diversas atividades farmacoldgicas, tais como anti-
inflamatoria, inibidora de peroxidacdo lipidica, antimicrobiana e antiulcerogénica
(FUMAGALLI et al., 2016; KURHEKAR, 2016; POTROKHOV; ZINKOVSKIY;
GORBUNOVA, 2020). Segundo Pavini (2019), atividade cicatrizante dos taninos se
deve a capacidade de precipitar microproteinas formando uma camada protetora
gue evita a acao de agentes agressivos, como oxidantes e micro-organismos.

Os flavonoides sdo um grupo de metabdlitos secundarios, geralmente
presentes em grandes concentragcdes em algumas plantas. Eles participam de
funcbes importantes no metabolismo vegetal, atuando no desenvolvimento,
crescimento e defesa contra herbivoria (PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016). Os
flavonoides sdo subdividos nas principais classes: flavonas, flavondis, chalconas,
auronas, flavanonas, flavanas, antocianidinas, leucoantocianidinas,
proantocianidinas, isoflavonas e neoflavonoides (SANTOS et al., 2017; BRAVO,
1998). A atuacdo desses compostos € mais reconhecida na categoria de
antioxidantes, capturando ERs para conferir estabilidade aos radicais formados
(DAVID; ARULMOLI; PARASURAMAN, 2016).

Associada a essa capacidade antioxidante, os flavonoides também sao
conhecidos por outras atividades farmacoldgicas, como atividades anticancer,
antibacteriana, anti-inflamatoria, antitromboética e contra alteracbes causas pelo
oxido nitrico (PEREZ-VIZCAINO, 2018; ABOTALEB et al., 2019; MALEKI; CRESPO;
CABANILLAS, 2019). Para essa ultima atividade, Qian et al. (2017) afirmaram que
os flavonoides influenciam na biodisponibilidade de éxido nitrico pelo endotélio. Isso
pode causar a inibicdo da agregacao plaquetaria e, consequentemente, diminui¢cao
dos riscos de trombose e favorecimento dos processos de cicatrizacdo (FAGGIO et
al., 2017).

Terpenos constituem uma familia de substancias naturais encontradas em
sementes, flores, folhas, raizes de plantas. Eles sdo derivados de isoprenos, uma
molécula com 5 atomos de carbono ou unidade C5, devendo sua classificacdo a

quantidade de unidades isoprénicas. O terpenos podem ser classificados em
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hemiterpenos (C5) monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20),
sesterterpenos (C25), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40), sendo os esteroides
modificacdes de triterpenos (GERSHENZON; KREIS, 2018). Os esteroides e
triterpenos sdo considerados metabdlitos secundarios de origem natural com
capacidades farmacoldgicas promissoras, em especial por sua atividade anti-
inflamatéria (ROMERO-ESTRADA et al., 2016; PALIT; MANDAL.; BHUNIA, 2016).

O resultado da andlise fitoquimica do presente estudo estd de acordo com 0s
achados de Oliveira et al. (2012) que, através da andlise por UPLC-PDA-MS,
identificou flavonoides como os principais constituintes presentes nas folhas da S.
obtusifolum. Nakano e Hasegawa (1975) conseguiram isolar triterpenos das partes
aéreas da Bumelia obtusifolia (S. obtusifolium) coletada na Venezuela, dentre eles o
lupeol e o taraxerol. Polifenéis também foram achados por Ruela et al. (2011) e
Bobach et al. (2014) nos extratos acetato de etila da casca de S. obtusifolium
(Bumelia sartorum). O género Sideroxylon também tem indicacbes da presenca
desses compostos, como confirmou Momtaz et al. (2008) ao identificar flavonoides

no extrato metandlico da casca de Sideroxylon inerme.

4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO DE S. obtusifolium

Foram realizadas quatro metodologias diferentes para a analise antioxidante,
pois por se tratarem de diferentes métodos, estes podem estar correlacionados ou
nao, e sdo considerados complementares ao avaliar a capacidade antioxidante das
plantas (PISOSCHI; NEGULESCU, 2011).

4.3.1Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método DPPH

O meétodo de DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) é comumente usado para
determinar a capacidade antioxidante de plantas e considerado na literatura como
um meétodo facil e econdmico. Baseia-se na eliminagdo de um radical lipofilico livre,
havendo uma mudanca da coloracdo purpura para amarela e seus resultados sao
expressos pelo valor da Clso (SIRIVIBULKOVIT; NOUANTHAVONG; SAMEENOI,
2018).0 resultado da avaliagdo antioxidante dos extratos de S. obtusifolium pelo

método de sequestro de radicais livres DPPH esta representado na Tabela 4. Os



37

valores de Clso dos extratos foram estimados em 350,66 + 0,02 ug/mL para EASo;
280,62 + 0,01 yg/mL para EESo e 95,70 + 5,31 pg/mL para EMSo, sendo o ultimo o
extrato que apresentou melhor resultado neste método em relagdo aos padrbes
Trolox (51,12 + 0,06 pg/mL) e BHT (266,53 £ 0,10 pug/mL).

4.3.2 Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método ABTS

O teste de captura de radicais livres ABTS (2,2-azobis-(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonato) apresenta vantagens em relacdo as demais testes por ser um teste rapido
e estavel, podendo detectar a atividade antioxidante em amostras organicas e
aquosas, extratos vegetais brutos ou compostos isolados. O processo se da pela
oxidacdo do sal por persulfato de potassio, seguido da perda de cor da amostra
(ILYASOV; BELOBORODOV; SELIVANOVA, 2018).

A atividade antioxidante dos extratos das folhas de S. obtusifolium para os
radicais ABTS, representada na Tabela 4, apresentou os valores médios de Clso de
723,18 + 0,05 uyg/mL para EASo; 482,12 + 0,00 ug/mL para EESo; e 1644,00 *
107,79 ug/mL para EMSo. Comparado aos padrdes Trolox (112,93 0,00 uyg/mL) e
BHT (482,38 + 0,01 pg/mL), o EESo apresentou o melhor desempenho neste teste.

4.3.3Avaliacao da atividade antioxidante pelo método de eliminacédo de
radicais superoxido (SOD)

A atividade da SOD foi avaliada segundo a capacidade de catalisacdo da
reacdo entre o anion superoxido e prétons, resultando em peroxido de hidrogénio
(IGHODARO; AKINLOYE, 2018). Para esse método, o resultado da avaliacdo dos
EASoO e EESo esta descrito na Tabela 4.

4.3.4Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método fosfomolibdénio.

Como mostrado na Tabela 4, o método fosfomolibdénio indicou que o EESo

foi o mais ativo, com valor de Clso 349,24 + 0,01 pg/mL. Os padrdes utilizados para
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esse teste foram o BHT (782,91 + 0,08 ug/mL) e o acido ascorbico (500,00 £ 0,00
Mg/mL).

Tabela 4: Analise da atividade antioxidante dos extratos de S. obtusifolium pelos métodos de DPPH,
ABTS, fosfomilibdénio e SOD.

DPPH"*/Clso ABTS™*/Clso Fosfomolibdénio/

Extrato (ug/mL) (ug/mL) Clso (ug/mL) SOD/Clso (ug/mL)
EASo 350,66 + 0,02 723,18 £ 0,05 428,15 + 0,01 685,29 + 0,03
EESo 280,62 + 0,01 482,12 + 0,00 349,24 + 0,01 478,29 + 0,07
EMSo 95,70 £5,31 164,4 + 107,79 N.T. N.T.
Trolox 51,12 + 0,06 112,93 £ 0,00 N.T. N.T.

BHT 266,53 £ 0,10 482,38 £ 0,01 782,91 £ 0,08 N.T.

Acido ascérbico N.T. N.T. 500,00 + 0,00 723,49 £ 0,00

Valores em médias + desvio padrdo. EASo — extrato acetato de etila de S. obtusifolium. EESo -
extrato etandlico de S. obtusifolium. EMSO - extrato metandlico de S. obtusifolium. BHT -
hidroxitolueno butilado. N.T. — Nao testado.

Os antioxidantes naturais sdo intensamente explorados por sua agdo através
de variados mecanismos, de forma a conferir defesa contra o ataque de ERs
(HASANUZZAMAN et al.,, 2020). Os metabdlitos secundarios encontrados nas
plantas estdo diretamente relacionados a essa capacidade antioxidante. Compostos
fendlicos, por exemplo, estdo envolvidos principalmente no sequestro de radicais
livres, entretanto, eles também podem atuar por outras vias, como 0s taninos ao se
ligarem as proteinas, suprimindo sua atividade enzimatica; e os flavonoides, levando
a protecdo dos efeitos de espécies reativas de oxigénio (ALl et al.,, 2016;
RUVANTHIKA; MANIKANDAN, 2019).

Momtaz (2008) avaliou que uma espécie do género Sideroxylon, a
Sideroxylon inerme L., possui uma atividade antioxidante importante através da
utilizacdo do extrato metandlico da casca para o ensaio de DPPH. Resultados
semelhantes foram observados por Schmeda-Hirschmann et al. (2005) e Ruela et al.
(2011) ao avaliarem os extratos metanodlicos dos frutos e da casca de Bumelia
sartorum, respectivamente. Desmarchelier et al. (1999) mostraram que 0s extratos
metandlico e aquoso da casca de S. obtusifolium possuem atividade antioxidante
relevante sobre a peroxidagéo lipidica, um mecanismo envolvido na inflamacéo e

formacéao de ulceras.
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A atividade antioxidante dos extratos de S. obtusifolium se mostrou
promissora. Essa capacidade pode se dever a presenca de compostos bioativos

confirmados pela analise fitoquimica, como compostos fendlicos.

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA IN VITRO DE S. obtusifolium

Os resultados da citotoxicidade e da atividade hemolitica dos extratos de S.
obtusifolium estdo descritos na Tabela 5 e indicaram baixa toxicidade celular dos
extratos em relacéo ao controle doxorrubicina (2,40 + 0,4 pg/mL).

Tabela 5: Valores de Clso% (concentra¢éo capaz de inibir 50% do crescimento celular) em pg/mL) e

intervalo de confianca de 95%, realizado pelo teste do MTT ap6s 72 h de incubacdo e CHso
(concentracdo capaz de causar hemolise em 50% das hemacias).

Amostras Clso (ug/mL) CHso (ug/mL)
EASo > 50 > 200
EESo > 50 > 200
EMSo > 50 > 200

4.4.1 Avaliacéo da atividade hemolitica

A avaliacdo da capacidade hemolitica pode ser estudada para medir o nivel
de citotoxicidade de compostos, caracterizando uma etapa importante na triagem in
vitro de substancias. Por se tratarem de células de facil disponibilidade, as hemacias
sdo bons indicadores de efeitos toxicos causados pela administracdo de drogas por
sua estabilidade mecanica de membrana (PHRUEKSANAN; YIBCHOK-ANUN;
ADISAKWATTANA, 2014; ZOHRA; FAWZIA, 2014). Pesquisas apontam que
substancias naturais isoladas podem causar a lise da membrana dos eritrocitos. O
rompimento dessa protecdo pode levar a desordens fisiolégicas associadas ou ndo
ao estresse oxidativo, tais como problemas cardiacos, respiratérios e hepaticos
(NSIAH et al., 2011; VO; FUKUSHIMA; MURANAKA, 2017; ZHANG et al., 2018).

Verificou-se que os EASo, EESo e EMSo apresentaram CHso superiores a
200 pg/mL, ndo sendo capazes de induzir hemdlise quando comparados ao grupo
controle. Esses resultados indicam que os extratos de S. obtusifolium possuem
baixa capacidade hemolitica nas concentracbes testadas, dando margem para a

possibilidade da sua utilizagdo em testes in vivo.
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4.4.2 Avaliacdo da viabilidade celular pelo método de MTT

O ensaio de MTT € o método mais comum utilizado para avaliacdo da
citotoxicidade, seja de produtos naturais ou sintéticos. O MTT é um sal de coloracéo
amarela que sofre um processo de reducéo pela enzima succinato desidrogenase,
dentro das mitocondrias de células viaveis, formando os cristais de formazan, de
coloracdo purpura. A quantidade de cristais formados é considerada diretamente
proporcional ao numero de células com metabolismo ativo (VAN MEERLOO;
KASPERS; CLOOS, 2011; BAHUGUNA et al., 2017).

Os resultados do teste de viabilidade celular sobre a linhagem de fibroblastos
murinos L929 apontam que, quando comparados ao controle, os EASo e EESo
reduziram significativamente a proliferacdo celular em todas as concentracfes
testadas (p<0,001), enquanto que o EMSo ndo diferiu estatisticamente. Os
resultados obtidos pelo ensaio colorimétrico de MTT estéo representados na Figura
4.
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Figura 4: Avaliacdo citotoxica dos extratos EASo, EESo e EMSo de S. obtusifolium sobre a
viabilidade celular (%) da linhagem fibroblastos L929 apds 72 h de tratamento pelo ensaio do MTT
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Os testes in vitro sdo geralmente utilizados para a triagem inicial de um
produto, sendo utilizadas células como alvo para avaliar possiveis niveis danosos
(ANKAMWAR et al.,, 2011). Normalmente, nesse tipo de teste, faz-se uso de
linhagens celulares de cultura primaria de facil cultivo e proliferagdo para analisar
alteracdes de permeabilidade de membrana e apoptose. Podem ser utilizadas as
células humanas ou murinas, pois ambas apresentam comportamento similar (LIU et
al., 2016). Segundo Rekha & Anila (2019), os fibroblastos L929 séo células modelo
para ensaios de citotoxicidade por sua rapida facilidade de se proliferar.

Os efeitos citotdxicos de S. obtusifolium ja haviam sido relatados por Bobach
et al. (2014) sobre a linhagem de cancer de préstata LNCaP, onde o extrato acetato
de etila da casca inibiu a proliferacdo dessas células neoplasicas. A fracdo n-butanol
do extrato hidroalcoolico das folhas de S. obtusifolium, diminuiu a viabilidade de
macrofagos RAW 264.7 e de queratindcitos humanos nas concentracdes de 100 e
200 pg/mL (PEREIRA et al. 2016). Entretanto, Souza et al. (2012) ao utilizar o
extrato aquoso de Pouteria torta indicou que espécies da familia Sapotaceae podem
ter efeitos proliferativos em queratinécitos HaCat e fibroblastos L929, pelo extrato ter
conseguido induzir a proliferacdo celular em ambas as linhagens.

Os resultados encontrados neste trabalho mostraram que os extratos acetato
de etila e etandlico de S. obtusifolium apresentaram baixa toxicidade em fibroblastos
L929 por apresentar Clso > 50 pg/mL. Esses resultados associados aos dados da

literatura asseguram a continuidade dos estudos com a espécie.

4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE CICATRIZANTE IN VITRO DE S. obtusifolium

A cicatrizacdo é um processo complexo que exige a atividade cooperativa de
diversas células. Para isso, mecanismos de migracdo celular sdo ativados pela
atividade de sinalizadores celulares e células da matriz extracelular (BALBINO;
PEREIRA; CURI et al., 2005; GALLEGO-MUNOZ et al., 2018). Os fibroblastos s&o
células essenciais para esse processo, pois € por meio deles que sao sintetizados
inimeros componentes da matriz extracelular, como o colageno, que irdo servir para
restaurar a integridade do tecido apdés a descontinuidade (PECHERSKY et al.,
2016).
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A avaliacdo da cicatrizacdo in vitro pode ser realizada pelo método de
migracado celular ou scratch, que consiste na observacdo da taxa migratéria das
células apds a inducao artificial de uma fenda entre as elas, simulando uma leséo
(ZHANG et al., 2018; LASOCKA et al., 2018). Para isso, as células ficam dispostas
em uma camada Unica, que se moverem na direcdo da fenda, a fim de fecha-la. A
taxa de confluéncia é medida por registros fotograficos em intervalos de tempo
determinados para posterior calculo da diminuicdo da &rea da fenda em relagdo ao
controle (HU et al, 2019; CHEN,; SALISBURY; PERCIVAL, 2019). A
fitohemaglutinina normalmente € usada como padrdo por se apresentar como um
agente mitogénico promissor (FEDERICO et al., 2018).

De acordo com Goetsch e Niesler (2011), o ensaio de migracao celular por
scratch, além de ser um experimento econdémico, simula mecanismos de
cicatrizacdo in vivo por estimular agentes quimiotaticos que sao liberados pelas
células rompidas. Outro ponto positivo € a precisdo na analise morfoldgica e proteica
das células.

O teste de migracdo celular (Figura 5) avaliado pela porcentagem de
confluéncia dos fibroblastos L1929 indicou que, quando comparado a
fitohemaglutinina, o EESo mostrou um aumento significativo na taxa de migracéo
celular da 82 a 242 h com maior atividade nos tempos 10 e 12 (p<0,001). O EMSo
proporcionou o aumento da confluéncia nos tempos 10 h (p<0,001) e 12 h (p<0,01),
enquanto que o EASo apresentou uma menor taxa de confluéncia em relacdo ao

controle negativo.
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Figura 5: A porcentagem de confluéncia indica a taxa de fechamento endotelial da lesdo em
diferentes intervalos de tempo.

100+
~ 80+
£
g
£ 60
L)
©
g
g 40+ -e- controle
= -»- Fitohemaglutinina
H 3
© 201 -+ EASo 50 mg/mL
0' M T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 24 48h
Time (hour)
100+
~ 80+
£
g
£ 60
=
©
:
g 40+ - controle
= -» Fitohemaglutinina
S 5 ~+ EESo 50 mg/mL
04
48h
100+
~ 804
£
g
2 001
3
g
3 404 -~ controle
= -# Fitohemaglutinina
S i ~ EMS0 50 ug/ml
0-

48h

Time (hour)

Valores em média + desvio padrdo. Foi utilizada a analise de variancia de uma via (ANOVA), seguido
do teste de Tukey: **p<0,01, ***p<0,001 e ***p<0,0001 comparados ao controle.



45

Aquino et al. (2019) avaliaram o efeito cicatrizante do composto N-Metil-
(2S,4R)-trans-4-Hidroxi-L-Proline (NMP), um derivado natural da L-prolina isolado
das folhas de S. obtusifolium. O composto NMP incorporado em um gel induziu a
cicatrizacdo das feridas cutidneas de camundongos em até 58% de érea,
aumentando a proliferacao de fibroblastos, matriz extracelular e fibras colagenas. De
Aquino et al. (2017) ja haviam mostrado que o NMP apresentou atividade anti-
inflamatodria na atenuagcdo da NO e prostaglandinas. Resultado semelhante ao que o
extrato etandlico da casca de S. obtusifolium alcancou no estudo de Araujo-Neto et
al. (2010)

Segundo Aslam et al. (2018), a presenca de flavonoides em extratos vegetais
pode significar um bom instrumento para o processo cicatricial em modelos in vivo.
Essa caracteristica dos flavonoides esta relacionada as atividades anti-inflamatdérias
e antioxidantes dos compostos fendlicos em geral (SILVA et al., 2012; AMBRIZ-
PEREZ et al., 2016).

Os resultados do teste de migracdo celular sugerem que S. obtusifolium
exerce uma importante atividade proliferativa em fibroblastos, podendo potencializar
a cicatrizacdo de feridas. Além disso, essa atividade pode estar relacionada a

presenca de compostos fendlicos nos extratos da planta.

4.6 ENSAIO TOXICOLOGICO NAO CLINICO AGUDO

Para o ensaio toxicologico in vivo, 0 EESo foi escolhido com base nos testes
in vitro. O estudo da toxicidade aguda consiste na administracdo Unica de uma dose
pré-determinada em animais para posterior avaliacdo de possiveis alteracdes
comportamentais e fisiologicas, além de indices de mortalidade. Esse teste fornece
informacgdes sobre os riscos da exposicdo aguda a substancias e seleciona doses
para estudos posteriores (AKHILA; SHYAMJITH; ALWAR, 2007; BHARDWAJ,
GUPTA, 2012).

O resultado do teste indicou que a DLso do EESo € superior a 2000 mg/kg de
peso corporal, sendo classificado na categoria 5 de toxicidade, segundo a Globally
Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals (GHS) (OECD,
2001).



46

Os animais que receberam EESo por via oral na dose de 2000 mg/kg nao
apresentaram sinais de toxicidade durante a monitoracdo diaria e néo foi registrada
mortalidade. O ganho de massa corporal foi significativamente maior para 0s
animais do grupo tratado (p<0,0001) em relacdo ao controle e também foi
constatada alteracdo na massa dos figados (p<0,05) e bacos dos animais desse
grupo (p<0,01) (Tabela 6).

Tabela 6: Efeitos da administragcao aguda do extrato etandlico de S. obtusifolium (EES0) na dose de
2000 mg/kg sobre a massa corporal, 0 consumo de racao, ingestéo hidrica e o indice de érgdos dos
animais durante 14 dias.

Parédmetros Controle EESo 2000 mg/kg
Consumo de racao (g) 31,3+2,47 34,1+5,03
Consumo de agua (mL) 19,56+1,22 19,2+ 1,15
Ganho de massa corporal 3,16 £ 1,07 6,66 £ 1,93****

(9

lindice de 6rgéos (g/g)

Figado 7,02+0,53 6,22 + 0,33*
Rim esquerdo 0,61 + 0,09 0,55+ 0,04
Rim direito 0,64 £ 0,07 0,58 £ 0,03
Baco 0,86 £ 0,11 0,55 + 0,18**

Valores em média = desvio padrdo (n=6). Analise por teste “t” de Student. *p<0,05,**
p<0,01, **** p<0,0001 em relagdo ao controle.

ApoOs a realizacao dos testes de citotoxicidade, a avaliacdo da seguranca de
uso pode avancar para a testagem em animais. Os modelos animais sao
amplamente explorados por suas vantagens ao considerar a farmacocinética e
farmacodindmica em organismos vivos e com o0 objetivo de simular e proteger a
fisiologia humana (BEDNARCZUK et al., 2010; SUN et al., 2010). Os critérios para
escolha de espécies se fundamentam em caracteristicas metabdlicas de animais
saudaveis, com pesos e idade ideias e de procedéncia conhecida (BHARDWAJ;
GUPTA, 2012). A avaliacdo de alguns parametros, tais como hematoldgicos,
bioquimicos, massa e integridade macroscoépicas dos érgdos sdo de fundamental
importancia para indicar possiveis alteracbes fisiopatologicas causadas por
substancias toxicas na disfuncdo de reacdes metabdlicas (MUTMAINNA;
PURNAMASARI; PARAWANSA, 2019; VARIYA et al., 2019).

Os parametros hematologicos do grupo tratado indicaram alteragfes (p<0,05)

na quantidade de hemacias, no percentual de hematocrito e nos niveis de CHCM. A
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analise bioquimica ndo apresentou diferenca estatistica entre o grupo tratado em

relacdo ao grupo controle. Os dados estdo expressos na Tabela 7.

Tabela 7: Efeitos da administracéo aguda do extrato etandlico de S. obtusifolium (EESo) na dose de
2000 mg/kg sobre os parametros hematolégicos e bioguimicos de camundongos durante 14 dias.

Pardmetros Controle EESo 2000 mg/kg
Analise Hematolégica

Leucécitos (103/mm3 6,00 £ 2,09 535+1,13
HemaAcias (10/mm?3 8,63 + 0,53 7,91 + 0,24*
Hemoglobina (g/dL) 9,53+ 2,39 11,03 +1,80
Hematdcrito (%) 28,06 + 1,95 25,43 +£0,87*
VCM (fm3 32,33+0,51 32,00 £ 0,00
HCM (pg) 10,98 + 2,55 13,90 + 2,03
CHCM (g/dL) 33,78 +7,82 43,30 + 6,16*
Linfécitos (%) 90,95+ 5,16 93,80+ 2,81
Mondcitos (%) 6,26 + 3,19 3,38+ 1,15
Granulécitos (%) 2,78 + 2,07 2,81 +1,80
Anélise Biogquimica

TGO/AST (U/L) 68,2 + 17,00 76,66 £ 24,01
TGP/ALT (U/L) 32,2+ 13,23 33,66 £ 12,12
Ureia (mg/dL) 43,8 + 3,83 46,83 £ 5,34
Creatinina (mg/dL) 0,14 £ 0,01 0,13+0,01
Fosfatase alcalina (mg/dL) 101 + 15,85 96,33+ 11,36
Proteinas totais (mg/dL) 4,84 +0,32 5,10 £ 0,16

Valores expressos em média + desvio padrdo (n=6). Analise por teste “t” de Student.
*p<0,05 em relacdo ao controle.

O ganho de massa corporal elevado dos animais ndo acompanhado do
aumento do consumo alimentar pode referenciar a ativagdo de mecanismos de
estimulacdo da miogénse, influenciando no ganho de massa muscular (PRATIWI et
al., 2018). J4 em relacdo a massa dos 6rgaos, segundo Papineni et al. (2018), se
roedores forem submetidos a substancias possivelmente toxicas, elas podem causar
certo grau de dano ao 6rgdo-alvo, diminuindo ou aumentando sua massa tanto
guanto a razdo massa oOrgdo/corpo. No que diz respeito aos parametros
hematoldgicos, uma eventual queda no nimero de hemacias leva a redugdo da
eficiéncia do transporte de oxigénio, que por sua vez esta relacionada a um baixo
percentual da relacdo hematdcrito/viscosidade sanguinea (CONNES, 2013). Para
Trzeciak e Meissner (2018), a diminuicdo do CHCM se relaciona com a diminuigéo
da resisténcia da membrada das hemécias, permitindo alteracbes de
permeabilidade. Apesar disso, na analise macroscoépica foi observada a manutencao

da integridade tecidual dos orgaos, sendo provavel que a administracdo do extrato
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nao influencie na integridade das hemacias em maior escala, visto que na avaliacao
in vitro os extratos ndo induziram hemolise.

As espécies da familia Sapotaceae podem ser conhecidas por sua baixa
toxicidade na utilizagdo de seus extratos vegetais em testes de toxicidade in vivo
(KUETE et al.,, 2006; MBAYA; NWOSU; ONYEYILI, 2007; KYARI et al., 2016;
BAFOR et al., 2020). No estudo de toxicidade aguda, realizado por Ruela et al.
(2011), os animais que receberam por via intraperitoneal a fracdo acetato de etila
(EtOAc) da casca de Bumelia sartorum nas doses de 1500, 1000 e 500 mg/kg
apresentaram sedacdo apo6s a administracdo e tiveram mortalidade de 100, 80 e
20%, respectivamente, sendo a DLso calculada em 777 mg/kg. Anteriormente,
Almeida et al. (1985) haviam encontrado efeitos de sedagdo semelhantes causado
pelo extrato etandlico em ratos e camundongos por via oral nas doses de 250-1000
mg/kg. Ja as doses de 2000 e 4000 mg/kg, neste mesmo estudo, intensificaram
esses efeitos levando ao oObito de animais.

Os resultados toxicolégicos desse trabalho somados aos achados da
literatura sugerem que a espécie apresenta baixa toxicidade, entretanto, mais testes

precisam ser realizados para elucidar sua seguranca de uso.
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5 CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, € possivel concluir que:

v

Os extratos de S. obtusifolium contém taninos hidrolisaveis, flavonoides,
terpenoides/esteroides, mono e sesquiterpenos;

Todos os extratos de S. obtusifolium apresentaram significativa atividade
antioxidante in vitro, de acordo com os métodos testados;

Os extratos das folhas de S. obtusifolium apresentaram baixa citotoxicidade e
nao promoveram de hemdlise;

Os EESo e EMSo apresentaram atividade cicatrizante in vitro;

EESo apresentou baixa toxicidade e a DLso do EESo € superior a 2000 mg/kg

de massa corporal nas condi¢cdes avaliadas.
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Espécie/linhagem/raca Camundongo heterogénico

N° de animais 114

Peso/ldade 25-30g / 60 dias

Sexo (102) machos + (12) fémeas

Origem: Biotério de Criagéo Biotério do Departamen‘to de

Antibidticos.

Destino: Biotério de Experimentacéo Biotério do Departamento de
Antibidticos e Biotério do
Departamento de Farmacia da
Universidade Federal de Pernambuco.
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