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RESUMO

As plantas Vitex montevidensis, Campomanesia xantocarpa e
Allophylus edulis sdo espécies nativas presentes na regido Sul do Brasil.
Atualmente sua utilizacdo e conhecimento vem quase que inteiramente
da cultura popular, que utiliza a infusdo de suas folhas para diminuicdo
dos niveis lipidicos. Sendo assim, este estudo teve como objetivo
investigar os efeitos anticolesterémicos e antiaterogénico dos extrato e
fracdes das plantas em camundongos geneticamente modificados
tratados com dieta rica em gordura. Apds realizacdo das etapas botanica
e fitoquimica, as trés plantas foram submetidas a realizacdo de testes
farmacoldgicos onde foi possivel observar que os extratos e as fraces
residual e n-butanol da planta Vitex montevidensis foram capazes de
reduzir os niveis de colesterol total, triglicéridos e LDL-C além de
diminuir a area da lesdo aterosclerética e o indice aterogénico. Além
disso, o tratamento ndo mostrou nenhum indicio de toxicidade aguda,
evidenciado pela auséncia de sinais clinicos relevantes, bem como
auséncia de morte em todo o periodo de observacao. Através de analises
fitoquimicas foi possivel identificar que a planta é rica em
glicoflavondides sendo a vitexina, isovitexina, orientina e isoorientina,
flavondides presentes em grande quantidade na planta, podendo ser
responsaveis pelos efeitos farmacologicos encontrados. Estes resultados
suportam o0 potencial terapéutico do extrato da planta Vitex
montevidensis para o tratamento de doencas cardiovasculares.

Palavras chave: Vitex montevidensis, hipocolesterolemia, aterosclerose,
flavondides, camundongos C57/bl6 KO LDLyr.






ABSTRACT

The plants Vitex montevidensis, Campomanesia Xantocarpa and
Allophylus edulis species are present in Southern Brazil. Currently their
use and knowledge come almost entirely from popular culture, which
uses the infusion of its leaves to decrease lipid levels. Therefore, this
study aimed to investigate the anticholesteremic and antiatherogenic
effects of the plant extract and fractions in genetically modified mice
treated with high fat diet. After performing the botanical and
phytochemical steps, the three plants were submitted to the
pharmacological tests where it was observed that the extracts and
fractions of Vitex montevidensis were able to reduce levels of total
cholesterol, triglycerides and LDL besides reducing the area of
atherosclerotic lesion and the atherogenic index. Moreover, this
treatment showed no sign of acute toxicity, as evidenced by the absence
of relevant clinical signs as well as the absence of death throughout the
observation period. Through the phytochemical analysis was possible to
identify that the plant is rich in glicoflavonoids being vitexin, isovitexin,
orientin and isoorientin flavonoids present in large quantities in the
plant, and these flavonoids may be responsible for the pharmacological
effects here found. These results support the therapeutic potential of the
extract of the plant Vitex montevidensis for the treatment of
cardiovascular diseases.

Keywords: Vitex montevidensis, hypocholesterolaemia, atherogenic
index, flavonoids, C57/bl6 LDLr KO mice.
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1. INTRODUCAO

Desde a pré-historia, 0 homem vem utilizando os recursos da
flora no tratamento de diversas patologias. Registros fosseis datam o uso
humano de plantas como medicamento ha pelo menos 60.000 anos
(Fabricant e Farnsworth, 2001). Foi através da observacdo animal e da
experimentacdo pelos povos primitivos que as propriedades terapéuticas
de determinadas plantas foram descobertas e propagadas de geracdo em
geracdo, integrando-se a cultura popular (Tyler, 1996; Ko, 1999).

Na antiguidade, na busca pela cura das doencas, as pessoas
utilizavam as opcBes disponiveis na natureza. Os primordios da
utilizacdo das plantas medicinais eram instintivos, ja que neste contexto
ndo haviam informacgfes suficientes sobre as possiveis razfes e curas
das doencas. Com o tempo as razBes para 0 uso de plantas medicinais
foram sendo descobertas. Assim, o uso das plantas medicinais
abandonou gradualmente o quadro empirico e tornou-se fundamentado
em fatos. Estima-se que cerca de 25% dos farmacos empregados nos
paises industrializados advém, direta ou indiretamente, de produtos
naturais, especialmente de plantas superiores (Calixto, 2001; Funari e
Ferro, 2005)

Galeno, no século Il d.C; divulgou o uso de extratos vegetais
para a cura de diversos males, emprestando seu nome as formulacdes
farmacéuticas, denominadas férmulas galénicas. Por volta do século XV,
com a invencdo da imprensa, suas teorias foram divulgadas e surgiram
os primeiros embriGes das farmacopeias - os herbarios - reunindo o
conhecimento acumulado sobre o uso dos medicamentos de origem
vegetal (Barreiro e Fraga, 2001).

Enguanto o0s povos antigos usavam plantas medicinais,
principalmente como formas farmacéuticas simples (infusées, decoccBes
e macerac@es), na Idade Média, e em particular entre os séculos 16 e 18,
a demanda por medicamentos foi aumentando. Em 10 de agosto de 1897
0 quimico alemdo Felix Hoffman transformou o acido salicilico
(extraido da casca do salgueiro — Salix alba), em acido acetilsalicilico
através de uma reacdo de esterificacdo, que foi patenteado em 1899 pelo
laboratério farmacéutico da Alemanha (Bayer) e € conhecido
mundialmente como ASPIRINA (Sneader, 2000).

Este capitulo da evolugdo da quimica, que marcou a revolucao
cientifica e tecnoldgica, levou ao desenvolvimento de técnicas de
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isolamento de substancias ativas presentes nas plantas, além de fomentar
o desenvolvimento de rotas de sintese de novas entidades quimicas e 0s
extratos vegetais, até entdo utilizados, foram substituidos por farmacos
sintéticos fabricados por grandes companhias farmacéuticas, que
passaram a realizar grandes investimentos em Pesquisa &
Desenvolvimento (P&D) voltados ao desenvolvimento de novos
farmacos (OMS, 2007). Mesmo com o desenvolvimento de grandes
conglomerados farmacéuticos e o advento dos farmacos sintéticos, as
plantas medicinais permaneceram como uma forma alternativa de
tratamento em varias partes do mundo devido ao dificil acesso a
medicamentos em algumas regides e também devido a forte cultura
popular.

Nas ultimas décadas, observou-se uma revalorizagcdo da
utilizacdo de preparacdes fitoterapicas. O novo avanco nesta classe de
medicamentos, longe de ser uma volta ao passado, caracteriza-se pela
busca de uma producdo em escala industrial, diferentemente das formas
artesanais que caracterizaram 0s estagios iniciais de sua utilizacdo
(Sharma et. al., 2008). O valor comercial deste mercado estd cada vez
maior, fazendo com que a seguranca, eficacia e qualidade dos produtos
naturais sejam preocupacdes constantes das autoridades reguladoras
(OMS, 2002; Carvalho et al., 2008).

Estratégias de busca de medicamentos com base em plantas
ditas medicinais tém sido aplicadas no tratamento de diferentes doencas,
tais como o cancer (Jang et al., 2003; Balunas e Kinghorn, 2005). A
utilizacdo das plantas medicinais, a partir da adocdo por sociedades
autoctones de tradicdo oral, pode ser atil na elaboracdo de estudos
farmacoldgicos, fitoquimicos e agronémicos sobre elas, evitando perdas
econdmicas e de tempo, além de demonstrar que é possivel planejar a
pesquisa a partir do conhecimento tradicional sobre plantas medicinais,
consagrado pelo uso continuo nas sociedades tradicionais (Brasil, 2012).

Assim o “renascimento” dos fitoterapicos cria oportunidades
para a industria farmacéutica brasileira, pois desde a expansdo dos
farmacos sintéticos a partir de grandes laboratdrios que os produzem em
escala mundial, o Brasil esteve a margem do processo de
desenvolvimento de novos farmacos. Nas Gltimas décadas, a indUstria
farmacéutica instalada no Brasil se desenvolveu na producdo de
especialidades farmacéuticas, mas € ausente em desenvolvimento e
producdo de novos farmacos, ja que o elevado volume de capital
envolvido nesta area estd concentrado em grandes companhias de base
mundial de producdo, o que imp6e barreiras de dificil transposicdo a
entrada de novas empresas. Para o desenvolvimento de fitofarmacos,
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entretanto, a situacdo pode ser diferente. O pais dispde da maior
biodiversidade do planeta, além de capacidade cientifica que podera
permitir 0 seu avanco em direcdo a esse segmento promissor da
indUstria farmacéutica. Por essa razdo, as plantas medicinais possuem
hoje um papel muito importante na pesquisa farmacoldgica e/ou
farmacéutica, ndo apenas pela utilizacdo direta de seus constituintes
como agente terapéutico, mas como precursores na sintese de novas
drogas e de compostos farmacologicamente ativos.

O mercado mundial de medicamentos fitoterapicos foi estimado
em 14 bilhGes doélares anuais em 2008, e continua com taxa de
crescimento exponencial (OMS, 2011). No Brasil, o setor fitoterapico
conta com duzentas empresas que movimentam em torno de US$ 400
milhdes, 0 que representa 6,7% das vendas de medicamentos em toda
cadeia produtiva, e emprega mais de cem mil pessoas no pais (Alves et.
al, 2008). O fator de atragdo € o ritmo de crescimento das vendas, mais
de 15% anuais, contra 4% do que evoluem as vendas dos medicamentos
sintéticos (FEBRAFARMA, 2007).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O uso dos medicamentos fitoterapicos

Os fitoterapicos sdo amplamente utilizados em grande parte do
planeta. Na Africa, por exemplo, 70-80% da populacio consulta
“médicos tradicionais” que empregam somente fitoterapicos em seus
tratamentos, os quais representam uma alternativa frente ao alto custo
dos farmacos sintéticos (Cunningham, 1993). Ja nos paises mais
desenvolvidos, o uso de fitoterdpicos €& igualmente significativo:
Canada, Franca, Alemanha e Italia, por exemplo, relatam que entre 70%
a 90% de suas populacbes fazem uso de fitoterapicos sob titulo de
tratamentos complementares ou alternativos (OMS, 2011).

Além disso, as plantas medicinais desempenham um papel
muito importante na medicina, pois podem fornecer farmacos
extremamente importantes, os quais dificilmente seriam obtidos via
sintese quimica, como por exemplo, os alcaloides obtidos da Papaver
somniferum e os glicosideos cardiotonicos da Digitalis sp. As fontes
naturais fornecem compostos que podem ser modificados, tornando-os
mais eficazes e/ou menos toxicos. Portanto, baseado nisso os produtos
naturais podem ser utilizados como protétipos para obtencdo de
farmacos com atividades terapéuticas semelhantes a dos compostos
originais (Robbers et al., 1996).

Segundo a definicdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS,
2011), os medicamentos fitoterapicos sdo produtos medicinais que
contém como principio ativo plantas ou partes de plantas em seu estado
natural ou em estado processado, na forma de extratos, tinturas, gomas,
Oleos essenciais, entre outros. Podem ser constituidos de misturas
complexas de uma ou mais plantas, além de excipientes, solventes,
diluentes ou conservantes. A associacao destes produtos medicinais com
substancias ativas quimicamente definidas ndo é considerada um
medicamento fitoterapico.

Entre as principais caracteristicas dos medicamentos obtidos a
partir de fontes naturais estd a presenca de uma grande variedade de
principios ativos e outras substancias em uma mesma planta. Os efeitos
terapéuticos sdo provenientes da acdo sinérgica destas substancias
ativas, e ndo das substancias isoladas. Pode-se citar como exemplo o
Hypericum perforatum, conhecido popularmente como Erva-de-Séo
Jodo, com eficidcia comprovada na depressdo leve a moderada em
numerosos estudos pré-clinicos e clinicos (Reis et al., 2013, Russo et
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al., 2013, Gastpar, 2013). Diversos estudos fitoquimicos, bioquimicos e
farmacoldgicos foram realizados com o Hypericum perforatum, sendo
identificados diversos grupos de substancias naturais como as
naftodiantronas, os flavondides, entre outros. Os grupos responsaveis
pelos efeitos no sistema nervoso central sdo as naftodiantronas, que
inclui a hipericina e a hiperforina, principais responsaveis pelos efeitos
antidepressivos (Yunes et al., 2001).

As substdncias provenientes o metabolismo secundario
presentes nas plantas medicinais também tém papel importante nos
efeitos farmacoldgicos. Elas podem aumentar a estabilidade da
substancia ativa, possibilitando um melhor efeito terapéutico, com
menor ocorréncia de efeitos indesejaveis, como fazem o0s
polissacarideos na camomila (Matricaria recutita), os quais aumentam a
atividade anti-inflamatdria da apigenina, luteolina e outras flavonas
(Lipp, 1996).

2.2. O desenvolvimento e registro de medicamentos fitoterapicos

O Brasil € o pais com a maior biodiversidade do mundo,
contando com um valor aproximado de mais de 20% do nimero total de
espécies vegetais do planeta, com um nimero de espécies superior a 55
mil descritas o0 que corresponde a 22% do total mundial (Brand&o et al.,
2006; Ferro et al., 2006). Esta rica biodiversidade é acompanhada por
uma longa aceitacdo de uso de plantas medicinais e conhecimento
tradicional associado (Rodrigues, 2006; Veiga e Melli, 2008). O Brasil
possui ainda uma experiente classe cientifica que hd muito estuda e
publica artigos sobre plantas medicinais. Reflexo disso é o crescente
aumento no ndmero de artigos publicados envolvendo plantas
medicinais no pais que vem crescendo muito mais que outras areas de
pesquisa (Calixto e Siqueira, 2008). Porém, percebemos uma grande
contradicdo quando observamos 0 numero de medicamentos
fitoterapicos registrados no pais, principalmente quando avaliamos a
origem geogréafica dos mesmos.

Existem atualmente 512 medicamentos fitoterapicos registrados
na Anvisa, sendo 80 associados e 432 simples. Dentre os medicamentos
fitoterapicos registrados as principais formas farmacéuticas foram as
capsulas (47,1%) e os comprimidos (20,6%). Observamos ainda que
existe 162 espécies vegetais com derivados registrados na Anvisa, sendo
que destes 28% sdo de origem asiatica, 27% européia, 34% da América
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do Sul (incluindo 55 espécies com distribuicdo no Brasil), 20%
originarias da América do Norte e/ou Central e 8% africanas. Dentre as
espécies de origem brasileira as que possuem maior nimero de registro
sdo a Mikania glomerata (guaco) - 14 registros cuja principal indicacdo
& como expectorante e bronco dilatador, Maytenus officinalis (espinheira
santa) - 13 registros cujo como principal indicacdo coadjuvante no
tratamento de Ulceras gastricas e a Paullinia cupana (guarand) - 12
registros com indicacdo principal como estimulante do Sistema Nervoso
Central (SNC). Nesta pesquisa foi observado também que o Unico
medicamento fitoterapico registrado atualmente no Brasil para o
tratamento das dislipidemias é derivado da planta Allium sativum (alho)
com 8 registros (Carvalho et al., 2008).

47.31%

Figura 1. Formas farmacéuticas de medicamentos fitoterapicos registradas na
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Fonte: Carvalho et al.,
(2008)

A pesquisa de novas plantas para o desenvolvimento de
medicamentos fitoterapicos € um processo moroso e custoso. Dentre as
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350.000 a 550.000 espécies de plantas conhecidas, apenas uma pequena
fracdo destas foi investigada fitoquimicamente e um ndmero ainda
menor tem sido apropriadamente estudado quanto a suas propriedades
farmacoldgicas (Nodari e Guerra, 2000).

Os investimentos em Pesquisa & Desenvolvimento na inddstria
farmacéutica dependem, em geral, da protecdo da inovacdo através do
reconhecimento de patentes. Isto porque o desenvolvimento de novos
produtos e processos estd sujeito a pequena probabilidade de sucesso e,
em geral, requer um grande nimero de tentativas frustradas para cada
acerto. O alto custo dessas tentativas s6 pode ser arcado pela industria
quando ha protecdo temporaria de seu mercado através do
reconhecimento de uma patente. Portanto o desenvolvimento de um
medicamento fitoterapico é um processo lento e bastante dificil, pois
exige conhecimento amplo de diversas areas da ciéncia e com isso torna
indispensavel uma equipe multidisciplinar totalmente focada neste
processo. Entre as principais etapas estdo a boténica, quimica,
farmacotécnica e etapas de estudos pré-clinico e clinico.

A etapa boténica é a etapa onde se faz a selecdo do material que
sera utilizado. A verificacdo botanica e a identificacdo da espécie da
planta utilizada sdo importantes para garantir a estabilidade e a
uniformidade do material utilizado durante todas as etapas da pesquisa,
além das partes da planta utilizadas para preparacdo e informacdes
detalhadas sobre as condi¢cBes de plantio, colheita e armazenamento
(OMS, 2000). J& na etapa farmacéutica, que é constituida pelas fases
quimica e farmacotécnica, determina-se e identifica-se as substancias
presentes na planta e desenvolve-se a formulacdo do medicamento. E
nesta etapa também que sdo realizados os estudos de estabilidade do
produto. Na etapa dos estudos pré-clinicos, o possivel medicamento é
testado em ensaios farmacodinamicos, farmacocinéticos e toxicolgicos
em animais de laboratério. Apds passagem e aprovacdo por todas as
fases anteriormente citadas o medicamento é submetido a fase de estudo
clinico. Esta fase é dividida em quatro seguimentos: na primeira etapa o
medicamento é testado em um pequeno nimero de pessoas sadias € 0
objetivo principal é investigar a seguranca do produto; a segunda etapa
testa 0 medicamento em doentes e visa avaliar a eficicia da medicacdo,
isto é, se apresenta acao frente a determinada patologia, e também obter
informacdes mais detalhadas sobre a seguranca; na terceira etapa
prolonga-se o tempo de uso e 0 novo tratamento testado é comparado
frente ao tratamento padrédo existente. Geralmente, os estudos desta fase
sdo randomizados; e na quarta e Ultima etapa sdo realizados estudos para
confirmar se os resultados obtidos na fase anterior (fase Ill) sdo
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aplicaveis em uma grande parte da populacdo doente. Nesta fase, o
medicamento ja foi aprovado para ser comercializado (Simdes et al.,
2007).

Uma estratégia de busca bastante utilizada na selecdo
etnofarmacologica é a observacdo do uso popular, pois ela nos fornece
indicios das possiveis indicacBes terapéuticas e facilita o processo de
escolha do melhor solvente extrator e via de administracdo. Porém,
somente as informac@es relacionadas ao uso popular ndo sdo suficientes
para garantir a eficAcia e seguranca de um novo medicamento
fitoterapico e estudos de eficacia e seguranca devem ser realizados,
assim como sdo realizados para os medicamentos sintéticos. Entretanto,
a realizacdo destes estudos para medicamentos fitoterapicos enfrenta
muitas dificuldades, principalmente na padronizacdo da preparacdao dos
extratos e na auséncia de legislacdes especificas (Calixto, 2000).

Com o crescimento do uso de produtos obtidos de plantas
medicinais, ocorreu também a preocupac¢do com a regulamentacdo do
setor no Brasil. A primeira legislacdo brasileira especifica para
medicamentos fitoterapicos foi estabelecida em 1967, a Portaria 22, que
embora ndo apresentasse o0 detalhamento técnico dos instrumentos
regulatérios atuais, continha todos os aspectos essenciais ao registro de
fitoterapicos, exigindo identificacdo botanica das espécies vegetais
utilizadas, padrdo de qualidade e identidade além de provas de
seguranca e eficacia que validassem as indicacGes terapéuticas (Brasil,
1967). Essa portaria ndo teve muita aceitacdo das industrias e a
fiscalizacdo ndo era suficientemente efetiva para que incentivasse essa
aderéncia.

Em 1995, o Ministério da Salde republicou a norma para
registro de medicamentos fitoterapicos, na forma da Portaria 06/1995,
que apresentou um novo conceito para 0s produtos fitoterapicos,
semelhante ao adotado atualmente. Ele estabeleceu prazos para
realizacdo e apresentacdo de estudos cientificos que comprovassem a
seguranga de uso (cinco anos) e a eficacia terapéutica (10 anos). Outra
novidade desta portaria foi dividir o registro de fitoterapicos em
diferentes classes: fitoterapicos isentos de registro, que eram o0s
constantes nos codigos oficiais, fitoterapico novo e fitoterapico similar,
que eram aqueles que comprovassem acgdo similar a outro previamente
registrado. Naquela época ja era exigida a reprodutibilidade e a
constincia da qualidade dos fitoterapicos a partir da analise de
marcadores vegetais, substancias utilizadas para avaliar o controle de
qualidade dos fitoterapicos (Brasil, 1995).
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Com a criacdo da Anvisa em 1999, a norma para registro de
medicamentos fitoterapicos foi novamente atualizada em 2000 através
da RDC 17/2000. Nesta resolucdo apareceu pela primeira vez a figura
do medicamento fitoterapico tradicional, sendo aplicados critérios
diferenciados no registro desses produtos. Havia ainda a isencdo de
registro para as formulagdes oficializadas no pais pela Farmacopeia
Brasileira (Brasil, 1998; Brasil, 1999; Brasil, 2000). A RDC trazia uma
lista com 11 espécies de registro simplificado, ou seja, para as quais ja
havia comprovacdo de seguranca e eficacia suficiente, ndo sendo
necessarias informacdes adicionais. Trazia ainda uma lista de 15
referéncias cientificas que poderiam ser utilizadas para comprovacao da
seguranga e eficacia dos medicamentos fitoterapicos (Brasil, 2000).

A RDC 17/2000 exerceu um papel educativo importante, porém,
ndo teve uma boa adesdo por parte das empresas, considerando que a
fiscalizacdo sanitaria era quase inexistente. Assim, em 2004, foi
novamente publicada como RDC 48/2004 que foi complementada por
varias resolugdes, como; a RE 88/2004 que atualizou a lista de
referéncias bibliograficas para avaliacdo de seguranca e eficacia; a RE
89/2004 que continha a lista de registro simplificado de fitoterapicos,
ampliando o anexo ja existente na RDC 17/2000, que compreendeu 34
derivados vegetais para os quais ja havia sido comprovada a seguranca e
eficacia de uso (Brasil, 2004); a RE 90/2004 que trazia o guia para
realizacdo dos testes de toxicidade pré-clinica de fitoterapicos e que esta
ainda vigente. A RDC 48/2004 trouxe ainda como novidade a exigéncia
de que a producdo de fitoterapicos seguisse as Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF), regulamentadas na época pela RDC 210/2003 (Brasil,
2003). Em 2010, foi publicada a RDC 14/2010 para atualizar o
regulamento para registro e as principais modificagdes propostas foram
em relagdo a adequacdo relativa aos conceitos e a adocéo de alternativas
ao controle de qualidade (Brasil, 2009).

2.3. Doengas cardiovasculares

Doencas cardiovasculares (DCV), como a doenca arterial
corondriana (DAC) e acidente vascular cerebral (AVC), estdo
intimamente associados aos efeitos da aterosclerose e das dislipidemias
(Insul, 2009; Weber, 2011; Libby, 2011). Estudos recentes sugerem que
hipercolesterolemia e HDL-C-colesterol diminuido aumentam o risco de
AVC e de DAC. Estes fatores também favorecem a formacéo de placas
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aterogénicas, cuja patogénese inicial ocorre a partir de lesbes do
endotélio vascular. Doengas cardiovasculares respondem por 20-30% de
todas as mortes no mundo, o que significa mais ou menos 14 milhdes
por ano (Lusis, 2000; Lewis, 2009; Laslett et. al., 2012). No Brasil, elas
estdo em terceiro lugar como causa de morte, tendendo a ocupar o
primeiro lugar. As doencas cardiovasculares, que incluem o Infarto
Agudo do Miocardio (IAM), as doencas isquémicas, a insuficiéncia
cardiaca congestiva (ICC), entre outras sdo a principal causa de
mortalidade nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento, sendo um
evento de grande relevancia clinica que requer internacdo hospitalar
(Mussi et. al., 2007; Azambuja, 2008; Borghi-Silva et. al., 2013). O
setor publico brasileiro € o principal financiador das internacGes
hospitalares e estima-se que, com variagdes regionais, 70 a 80% dessas
internacdes sejam financiadas pelo Sistema Unico de Satde (SUS)
(Melo et. al., 2004). Sendo assim, a prevencao e o tratamento das DCV
representam um importante problema econémico, pois estas doencas
comprometem os or¢camentos para o sistema de seguridade com o
aumento do pagamento de pensbes e diminuem os anos de vida
produtiva da populacdo. Os estudos apontam que, tal fato afete
igualmente homens e mulheres, além de que a doenca coronariana tem
afetado nos dltimos anos individuos cada vez mais jovens (Santiago,
2002).

A hipercolesterolemia é caracterizada pelo aumento do
colesterol total circulante no sangue e pode ser associada a obesidade,
alta ingestdo de alimentos ricos em colesterol, baixa ingestdo de fibras,
devido a alimentacdo inadequada ou ainda ser um problema de ordem
genética, manifestado por uma maior producdo endogena de colesterol
(Chacra et. al., 2005; Libby et. al., 2002). Ela é um dos principais
fatores de risco das doencas cardiovasculares (Lewis et. al., 2009;
Weber et. al., 2011) e sua prevaléncia esta crescente em criancas e
adolescentes nos ultimos anos. Este fato explica-se pelo novo estilo de
vida dos jovens, que se traduz num aumento do sedentarismo, da
ingestdo de gorduras e da obesidade infantil (Santiago, 2002). O maior
fator de risco para a doenga coronariana ¢ um elevado nivel de LDL
colesterol plasmatico que em conjunto com baixas concentracdes de
HDL-C colesterol (Insull, 2009; Lewis, 2009; Weber, 2011) e com
outros fatores de risco como: hipertensdo arterial, a obesidade, o
sedentarismo e o tabagismo podem favorecer o desenvolvimento da
aterosclerose (Brandao, 2008).
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Aterosclerose é uma terminologia empregada para descrever o
espessamento e endurecimento das lesdes nas artérias musculares de
grande e médio calibre (como carétidas e coronarias) e nas artérias
elasticas (como aorta e iliacas). E uma doenca inflamatéria cronica que
leva a obstrucdo das artérias e evolui com formagao de placas no interior
das mesmas. Comeca quando os mondcitos migram da corrente
sanguinea para a parede da artéria. Com o tempo, eles se acumulam e
provocam o espessamento, formando o ateroma que consiste, entdo, em
uma placa fibro gordurosa localizada na intima, tendo em seu ndcleo
lipideos. Geralmente os ateromas se formam nos locais de ramificacdo
das artérias e as paredes vo se tornando frageis. A medida que a doenca
avanca, o calibre das artérias vai diminuindo, comprometendo o fluxo
arterial. Esse processo dindmico é caracterizado por remodelamento na
parede arterial que pode permanecer silencioso por muito tempo, ou
pode manifestar-se como um evento vascular agudo, tornando-se
clinicamente aparente (Libby et. al., 2011; Weber et. al., 2011). Muitos
fatores contribuem para a patogénese da aterosclerose incluindo
disfuncdo endotelial, dislipidemia, fatores inflamatérios e imunol6gicos,
ruptura de placa e fumo. As manifestacOes clinicas de aterosclerose sao
bem conhecidas e incluem doenga coronariana, acidente vascular
encefalico e doenca vascular periférica (Rackley, 2006).

A lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) oxidada possui um
papel importante na aterogénese, ja que possui acao citotdxica na célula
endotelial. Essas células por sua vez atraem mondcitos que vao fagocitar
a LDL-C oxidada formando, assim, células espumosas, que Vvao
constituir a lesdo inicial do processo de aterosclerose (Insull, 2009;
Libby et. al., 2011).

Apesar da importancia destas patologias no quadro atual e
futuro de mortalidade no Brasil e no mundo, ainda é pequena a
diversidade de opgOes terapéuticas para tratamento destas patologias. A
principal familia de compostos que buscam a diminui¢do do colesterol
sdo as estatinas, seguidas de outros medicamentos como fibratos,
ezetimibe, colestiramina, &cido nicotinico e probucol.

Os medicamentos atualmente utilizados tém mostrado
beneficios na prevencdo de complicacBes cardiovasculares, tanto pela
acdo hipolipemiante como pela prote¢do do endotélio vascular. Porém,
ha inGmeras restricBes principalmente quanto aos efeitos colaterais € a
falta de mecanismos de acdo especificos na prevencdo da formacdo da
placa aterosclerdtica (Saini, 2005; Lewis, 2009).



39

Ja as estatinas sdo substancias originarias de culturas de fungos,
sendo a primeira substncia desta familia isolada, em 1976, de uma
cultura de Penicillium citrinum e batizada de Compactina (Fonseca,
2005). Todas as estatinas sdo substancias com a propriedade comum de
inibir a sintese de colesterol intracelular, por competicdo com a enzima
HMG-CoA redutase, impedindo a transformacdo da HMG-CoA em
acido mevalbnico. Ao ocorrer uma reducdo intracelular de colesterol, ha
estimulo a formacdo de LDL-receptores na membrana da célula. A
presenca de um maior nimero de receptores de LDL determina uma
maior captacdo das LDL-C em circulagdo, com diminuigcdo de seu nivel
plasmatico. Ha também evidéncias que demonstram que a diminuicdo
da sintese do colesterol leva a menor producdo hepatica das VLDL-C,
pois este esterdide é usado na formacdo dessas particulas. Portanto, as
estatinas tém efeito hipolipemiante semelhante, em fungdo do maior
catabolismo das LDL-C e da menor sintese enddgena das VLDL-C. O
resultado mais marcante é o de reducdo da LDL-C plasmatica, com
menor repercussao sobre a concentragdo sanguinea das VLDL-C (Saini,
2005; Lewis, 2009).

Até 0 momento apenas um medicamento fitoterapico teve o seu
registro aprovado pela ANVISA. Esse medicamento é derivado da
planta Allium sativum popularmente conhecido como alho. Existem, até
0 momento, onze registros de medicamentos derivados desta planta
sendo o seu mercado de aproximadamente 0,15 % do mercado das
estatinas (ANVISA, 2013 e IMS HEALTH, 2013). Medicamento
derivados da planta fazem parte da lista RENISUS e sdo utilizados como
coadjuvante no tratamento da hiperlipidemia e hipertensdo arterial leve,
além de auxiliar na prevencao da aterosclerose.

2.4. Plantas medicinais utilizadas para o tratamento de doencas
cardiovasculares

2.4.1. Vitex montevidensis

A planta Vitex montevidensis, ou sua sinonimia Vitex
megapotamica, pertence a familia Verbenaceae e caracteriza-se como
uma arvore de 3 a 10 metros de altura, com casca acinzentada escura,
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que desprende-se com laminas longitudinais. Apresenta folhas
compostas, digitadas, em geral com 5 foliolos elipticos-ovalados e de
apice agudo e peciolo longo. Possui flores numerosas, pequenas
terminais ou axilares, branco arroxeadas. E uma espécie que perde
parcialmente as folhas na seca, seus nomes populares variam de taruma,
azeitona do mato, azeitona brava, sombra de touro, cinco folhas a
copiliba. E encontrada desde Minas Gerais até o Rio Grande do Sul,
Uruguai, Paraguai e Argentina. Os frutos sdo comestiveis, adocicados,
muito procurados pela fauna e usados até como isca para pescaria. As
folhas em infusdo sdo usadas como diurético e depurativo do sangue.
Floresce de setembro a janeiro e frutifica de dezembro a fevereiro
(ESALQ, 2013).

De acordo com Alice et. al.,, (1991), as folhas da V.
montevidensis apresentam flavondides em grande quantidade, saponinas
e quantidade ndo detectaveis de alcaldides, cumarinas, antraguinonas ou
taninos.

Brandt et al. (2009) demonstraram o0 potencial
hipocolesterolémico da Vitex montevidensis. Para tanto, foi realizada
inducdo hiperlipidémica usando um modelo que preconiza o0 emprego de
propiltiuracil 1,25 mg/300g de peso e colesterol 200mg/kg de peso,
administrados via oral em ratos machos. A administracdo do extrato
bruto hidroalcodlico das folhas (300 mg/Kg) e aquoso (decocgdo a 1%)
das cascas, também foi via oral (gavagem) para o extrato hidroalcodlico
e troca da agua pelo decocto no bebedouro das gaiolas para o extrato
aquoso. Ja Zanatta et al. (2007), avaliaram o efeito do extrato bruto e
das fraces acetato de etila e n-butanol da Vitex montevidensis sobre a
hiperglicemia em ratos diabéticos. Os extratos foram administrados nas
doses de 400 e 800 mg/Kg, via oral. O extrato bruto foi capaz de reduzir
o0s niveis de glicose tanto nos ratos normais como nos diabéticos, ja as
fracdes acetato de etila e n-butanol reduziram a glicemia apenas nos
ratos diabéticos, sendo que a fracdo acetato de etila apresentou efeito
mais potente.
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Figura 2. Imagem da planta Vitex montevidensis. A: Arvore, B e C: Folhas e
frutos

2.4.2. Allophylus edulis

Allophylus edulis, pertencente a familia Sapindaceae, é
conhecida popularmente como vacum, vacunzeiro, chal-chal, baga de
morcego, fruto do pombo, murta vermelha, entre outros nomes
especificos para cada comunidade. No Brasil é encontrada no Cear3,
Amazonas, Bahia, Mato Grosso, Parana, Minas Gerais, Rio de Janeiro,
Sédo Paulo, Santa Catarina e Rio Grande do Sul e também faz parte da
flora nativa das Guianas, Paraguai, Bolivia, Uruguai e Argentina. Ocorre
na floresta Ombroéfila Mista Montana e Aluvial, tanto em locais com
luminosidade intensa como a sombra, predominando no interior da
floresta (Biondi et al., 2007).

Esta planta é de facil reconhecimento no campo pois apresenta
tronco geralmente tortuoso, ramificacdo dicotbmica, copa fechada em
funcdo da abundante ramificacdo, folhas trifolioladas, pecioladas, de
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bordo serrado e geralmente glabro, em contraste a sua copa de coloragdo
verde escuro, apresenta intensa floracdo branca e frutos vermelhos
(Klauberg et al., 2009). Possui pequeno porte, chegando até 10 metros
de altura, com fuste (tronco) de até 45 centimetros de diametro. O
florescimento ocorre durante os meses de setembro a novembro e a
frutificacdo de novembro a dezembro, anualmente produz grande
quantidade de frutos, e é possivel observar frutos com diferentes
estagios de maturacdo em uma mesma arvore (BIONDI, et. al., 2007).

Segundo Barbosa Filho et. al., (2006), esta planta apresenta
catequinas,  flavondides, compostos  fendlicos, heterosideos
cianogénicos, naftoquinonas, antraquinonas, alcal6ides e triterpendides.
As folhas tém propriedades medicinais e quando cozidas sdo utilizadas
para limpeza de ferimentos e contra pressao alta. O cha das folhas é
muito utilizado em inflamacBes da garganta, problemas intestinais,
digestivos e diarreias (KLAUBERG, et. al., 2009).

Diaz et al., (2008) relatam pela primeira vez o isolamento de I-
quebrachitol da planta Allophylus edulis. Durante a revisdo literaria os
autores destacam que a planta possui atividade anti-hepatotoxica e
atividade sobre a enzima conversora de angiotensina, afirmando
novamente as atividades contra a hipertensdo. E utilizada como fonte de
taninos presentes no seu cortex e éleos essenciais nas suas folhas. Possui
efeito positivo quando usado na forma de infusdo no controle da
diabetes, também demonstraram o efeito hipoglicemiante em testes pré-
clinicos utilizando ratos. Barbosa Filho et al., (2006) também relataram
em seu estudo que foi possivel observar que o extrato etandlico a 70% e
0 butandlico possui efeito na inibicdo da enzima conversora de
angiotensina, sendo que o extrato aquoso, hexanico e cloroférmio nédo
possuiram efeito.

Yajia et al. (1999), avaliaram o potencial genotoxico do extrato
aquoso (decoccdo) de Allophylus edulis nas seguintes concentragdes: 12,
6, 3, 1,5 e 0,75 g de planta/L de &gua. Para o teste foi utilizada a
metodologia do teste de toxicidade em Allium cepa L, através da qual
verifica-se 0 desenvolvimento da planta, avaliando-se possiveis
alteracdes celulares ou metabdlicas. Assim, observou-se que os efeitos
sobre o crescimento da raiz se mostraram dependente da concentracdo
do extrato, assim como as anomalias macroscopicas, tais como tumores
e necrose, sendo que o ensaio de indice mitético diminuiu
significativamente, em relacdo aos controles. Desta forma nota-se que



43

quanto maior a concentracdo do extrato, mais toxica foi sua acéo,
quando avaliada sobre a espécie Allium cepa L.

& ’ | &
Figura 3. Imagem da planta Allophylus edulis. A: Arvore, B: Folhas e frutos, C:
Folhas

2.4.3. Campomanesia xantocarpa

A planta Campomanesia xantocarpa pertence a familia
Myrtaceae, que compreende cerca de 3500 espécies. Esta familia
apresenta dois centros principais de desenvolvimento: a América
tropical e a Australia. Dentre seus nomes populares destacam-se
“guabirobeira”, “guabiroba”, “guabirova”, *“guabirobeira-do-mato”
(KLAFKE et al., 2009).

A planta é decidua (ndo perde as folhas facilmente), meséfita
até heliofita (desenvolve-se na presenca de luz), e seletiva higrdfita,
sendo abundante nas partes Umidas das matas de altitude. Ocorre em
Minas Gerais, Sdo Paulo e do Mato Grosso do Sul até o Rio Grande do
Sul, estando presente em quase todas as formas florestais. Floresce
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abundantemente durante os meses de setembro a hovembro e os frutos
amadurecem entre novembro a dezembro. A planta frutifica a partir de
um a dois anos apos o plantio (KLAFKE et al., 2009).

A Campomanesia xantocarpa apresenta taninos, ferro,
glicose, sais minerais, vitamina A e C, matéria amarela amarga, clorofila
e acido tanico. O 6leo volatil das folhas apresenta rendimento de 0,2% e
¢ rico em sesquiterpenos, destacando-se dentre eles o espatulenol
(9,9%), o globulol (6,2%) e o epi-globulol (2,0%); e entre os
monoterpenos, destaca-se o linalol (17,2%). As folhas desta planta
possuem flavondides, entre os quais pode-se citar quercetina e rutina,
além de saponinas e taninos. Apesar de seu uso medicinal, hd poucos
relatos das propriedades farmacoldgicas desta planta (KLAFKE et al.,
2009).

No estudo realizado por Biavati et. al., (2004), com a infusdo de
Campomanesia xantocarpa verificou-se o potencial desta planta na
diminuicdo dos niveis de colesterol e triglicerideos. Tais efeitos foram
avaliados em ratos que receberam dieta hipercal6rica e o extrato aquoso
desta planta por 30 dias. A administracdo oral do extrato reduziu
significativamente os niveis glicémicos em comparacdo ao grupo
controle, além de atuar como agente emagrecedor, entretanto ndo foram
verificadas diminui¢des significativas nos niveis séricos de lipideos.
Essa planta & popularmente conhecida pela sua utilizagdo como
depurativo, diurético, antirreumatico e na diminuicdo do colesterol do
sangue. J& no trabalho de Klafke (2009) que foi baseado no
conhecimento popular, e utilizou a mesma planta para analisar
parametros bioquimicos, hematoldgicos, antropométricos e de estresse
oxidativo em pacientes hipercolesterolémicos. Neste estudo foram
selecionados 33 pacientes, e divididos em grupo controle, grupo
experimental 1 e 2, verificou-se reducdo significativa no colesterol total
e do LDL-C e a diminuicdo da taxa de estresse oxidativo no grupo
hipercolesterolémico que recebeu 500mg de pé da planta seca
encapsulada. Ao verificar in vitro a atividade antioxidante e atividade
inibitéria da 3-hidroxi-metilglutaril coenzima A redutase o estudo
concluiu que a planta possui um elevado potencial antioxidante.

Markman et al., (2004) através da administracdo oral do extrato
hidroalcodlico das folhas da “guabiroba” verificaram que este mostrou-
se efetivo na prevencdo de ulceracdo gastrica em ratos, ndo produzindo
sintomas toxicos em camundongos em uma dose de 500 mg/Kg. Os
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autores atribuiram a atividade gastroprotetora a propriedade antioxidante
dos flavonoides e taninos, haja visto que os flavondides apresentaram
atividade citoprotetora em varios modelos

O e PN
Figura 4. Imagem da planta Campomanesia xantocarpa. A: Arvore, B: Folhas e
frutos

2.5. O papel dos flavonoides no tratamento da hipercolesterolemia e
da aterosclerose

Os flavondides ocorrem nas plantas em uma variedade de
formas estruturais, todas contendo 15 atomos de carbono em seu ndicleo
basico arranjado na configuracdo C6 —C3- C6, isto é, sdo dois anéis
aromaticos ligados por 3 carbonos unitarios que podem ou nao formar
um terceiro anel, ligados a varios substituintes. Eles podem ocorrer de
forma livre (agliconas) ou ligados a acUcares (glicosideos). S&o
classificados em 10 classes de compostos, de acordo com seu processo
de formacdo: antocianinas, proantocianidinas, flavonois, flavonas,
glicoflavonas, biflavonilas, chalconas, auronas, flavononas e isoflavonas
(Harborne et. al., 1975), sendo que mais de 4000 flavondides ja foram
identificados em plantas (Beecher, 1999).
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Os flavondides podem desempenhar importantes papeis na
ecologia das plantas: atuam como sinais visuais para polinizacdo, sdo
um sistema de defesa contra insetos nocivos e protegem contra radiacdo
solar na regido UV. Além do seu papel fisioldgico nas plantas, os
flavondides sdo importantes substancias na dieta humana, apresentando
diversos efeitos bioldgicos e farmacoldgicos, incluindo atividade
antibacteriana,  antiviral, anti-inflamatéria, antialérgica, anti-
hipertensiva, hipoglicemiantes e vasodilatadora (Havsteen, 1983; Cook
e Samman, 1996; Hollman e Katan, 1999; Konaté et. al., 2014) Além
disso, estas substancias inibem a peroxidacao lipidica e reduzem o risco
de doencas cardiovasculares, efeitos estes relacionados a sua atividade
antioxidante, caracterizada pela capacidade de sequestrar radicais em
organismos vivos (Sangkitikomol et. al., 2014; Pirie et. al., 2014).

Segundo Oliveira et al., (2002), os flavondides sdo eficientes no
controle da hipercolesterolemia. De acordo com 0 mesmo autor,
diversos mecanismos podem ser atribuidos aos flavondides para explicar
seus efeitos no metabolismo lipidico. J& MacDonald et al., (1983)
sugerem que as agOes dos flavondides no aumento de sais biliares nas
fezes e a capacidade de elevar a atividade do sistema microssomal
hepatico, aumentam o metabolismo lipidico. Kirki et al., (1998)
sugerem gue o0 aumento da atividade dos receptores de LDL, provocado
por esses compostos, seja um dos responsaveis pela reducdo nos niveis
de colesterol. Em modelos animais, as atividades antioxidantes dos
flavonoides presentes na uva, suco de uva e vinho tinto reduzem os
niveis lipidicos e previnem a formacéo das lesbes aterosclerdticas (Stein
et. al., 1999).

Juzwiak et al., (2005) também demonstraram que o flavondide
quercetina foi associado com a reducdo de placa aterosclerética em
artéria carétida e aorta em animais alimentados com dieta rica em
lipidios. J& que um dos passos chaves no desenvolvimento da
aterosclerose é a modificacdo oxidativa das LDLs, eliminadas por
macrofagos, levando a formacdo de células espumosas na parede dos
vasos (Esterbauer et al.,1992). O mecanismo antiaterosclerético da
quercetina pode ser devido as propriedades antioxidantes ja que se
evidenciou uma reducdo da formacdo de MDA em animais co-
administrados com flavonoides e dietas ricas em lipidios.

Durkar et al. (2014), mostraram o efeito hipolipemiante e
antioxidante do extrato etandlico da planta Symplocos racemosa em
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modelos de ratos hiperlipidémicos. Neste estudo o extrato, assim como a
sinvastatina (10 mg / kg) administrados por via oral, foram capazes de
reduzir os niveis de lipidicos elevados (TC, TG, VLDL-C, LDL),
restabelecer a diminui¢cdo do HDL-C e melhorar o indice aterogénico. O
tratamento também foi capaz de reduzir o aumento do colesterol no
figado, a atividade da HMG - CoA e o peso corporal dos ratos que foi
aumentado com a inducdo da dieta. Estes resultados demonstram que a
atividade anti hiperlipidemia e a atividade antioxidante pode ser direta
ou indiretamente relacionados a sua atividade antioxidante. J& que o
extrato possui compostos fendlicos, flavondides e esteroides.



48



49

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

Avaliar a atividade inibidora da aterogénese de trés espécies
nativas da flora brasileira: Vitex montevidensis, Campomanesia
xantocarpa e Allophylus edulis, a partir de estudos fitoquimicos e
farmacoldgicos.

3.2. Objetivos Especificos

e Realizar a coleta na regido do Oeste do Parand e identificacdo
botanica das plantas Vitex montevidensis, Campomanesia xantocarpa e
Allophylus edulis;

e Obter extratos das folhas das plantas Vitex montevidensis,
Campomanesia xantocarpa e Allophylus edulis;

o Realizar andlises fitoquimicas nos extratos obtidos das folhas
das plantas Vitex montevidensis, Campomanesia xantocarpa e
Allophylus edulis;

e Avaliar por meio de testes bioquimicos a atividade anti-
colesterolémica, dos extratos bruto e fracGes das plantas Vitex
montevidensis, Campomanesia xantocarpa e Allophylus edulis,
administrado por via oral em camundongos C57BL/6 LDL KO;

e Avaliar por meio de testes bioguimicos e histologicos a
atividade antiaterogénica, dos extratos bruto e fracdes da planta Vitex
montevidensis, administrado por via oral em camundongos C57BL/6
LDL KO;

e Avaliar por meio de testes comportamentais, bioguimicos e
patoldgicos a toxicidade aguda dos extratos e fracfes obtidos a partir das
folhas da planta Vitex montevidensis;

e Realizar a caracterizagdo quimica dos principais compostos
presentes nos extratos e fracdes da planta Vitex montevidensis;
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4.ETAPA BOTANICA
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4.1. Material e Métodos

As plantas selecionadas para o desenvolvimento deste estudo
foram Vitex montevidensis, Campomanesia xantocarpa e Allophylus
edulis e seguiram os seguintes critérios de escolha:

. Origem a partir dos biomas caracteristicos da flora
brasileira;

. Experiéncia reconhecida de utilizagdo a partir do
conhecimento tradicional e popular;

. Citacdo na literatura cientifica quanto aos aspectos
farmacoldgicos;

. Facilidade na producéo racional de matéria prima;

Com o material oriundo destas espécies medicinais foram
desenvolvidas as etapas botéanica e fitoquimica laboratorial. A partir dos
resultados obtidos nestas etapas foi selecionada a espécie mais
promissora para o desenvolvimento das etapas subsequentes. Para
extracdo e isolamento das fracdes a parte da planta utilizada foram as
folhas.

4.1.1. Obtencao e identificacdo do material vegetal

As folhas das plantas Vitex montevidensis, Campomanesia
xantocarpa e Allophylus edulis foram coletadas nos municipios de Vera
Cruz do Oeste e Foz do Iguacu, Parand, Brasil, entre dezembro de 2009
e marco de 2010. Foram feitas exsicatas contendo ramos e folhas das
espécies vegetais (planta estéril). As mesmas foram entregue ao Museu
Botanico Municipal de Curitiba-PR.

Foram selecionadas as folhas integras das espécies estudadas
para realizacdo deste estudo, sendo estas secas a temperatura ambiente
por 30 dias. Em seguida, o material foi armazenado a temperatura
ambiente, em recipiente fechado e identificado, at¢ o momento de sua
utilizacéo.
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4.1.2. Amostragem

Esta etapa teve como objetivo examinar a integridade dos
recipientes e embalagens e a natureza da planta neles contida. Para isso
a amostragem foi realizada manualmente retirando por¢fes iguais do
fundo, meio e de cima da embalagem, até completar 500g, tomando-se a
precaucdo de ndo aumentar seu grau de fragmentacdo durante a
manipulacéo.

Para a realizacdo das analises, foi realizado quarteamento a
partir da amostra obtida, até obter a quantidade de amostra necessaria
para a analise.

aspalhar dividir

s

amastra inicial

Figura 5. Representacdo esquematica do procedimento de quarteamento
(Simdes et. al., 2007)

4.1.3. Avaliacdo do Material

4.1.3.1. Descri¢do Macroscépica

A descricdo macroscopica consiste na visualizacdo da folha da
planta (limbo e peciolo) a olho nu ou com o auxilio de uma lente de
aumento. Foi observado as caracteristicas da amostra tais como:
consisténcia, cor, tamanho, forma, lamina foliar além do odor e sabor:
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4.1.3.2. Descricdo Microscdpica

Para realizacdo da analise microscopica foi colocado a amostra
seca em um vidro de relégio com &gua deionizada. Aqueceu-se esse
conjunto até a amostra apresentar-se hidratada. Realizou-se cortes
transversais, com auxilio de uma lamina de barbear, de forma que o
corte abranja todos os tecidos. Em seguida, realizou-se cortes
paradérmicos, com a finalidade de visualizar a epiderme abaxial e
adaxial da mesma. Transferiu-se os cortes para um vidro de reldgio
contendo hipoclorito de sddio para ser realizado a descoloracdo, até
ficarem esbranquicadas; e depois foram corados de azul com o corante
safrablau. O corte foi transferido para uma lamina e coberto por uma
laminula para que fosse possivel com o auxilio de um microscopio
visualizar os tecidos internos da folha.

4.1.4. Andlises Fisico-Quimica e Instrumental

4.1.4.1. Determinacédo de Perdas por Dessecagao

Foi pesado 4,0 g de amostras da droga vegetal, que foi
submetido ao aquecimento (110 °C), em balanca com fonte de
aquecimento que utiliza raios infravermelhos, pelo periodo de 1 h. Foi
realizada a leitura da massa inicial, e leituras posteriores em intervalos
de 1 h até que a massa das amostras ndo variasse mais do que 0,25%. Os
valores foram expressos em porcentagem (%, p/p), da média das
determinacoes.

4.1.4.2. Cinzas Totais

Esse teste permite a verificagcdo de impurezas inorganicas nao
volateis que podem estar presentes como contaminantes. Para isso, as
folhas das plantas foram trituradas com o auxilio de um liquidificador, e
passadas por um tamis de malha 40 mesh. Cadinhos previamente
calcinados e resfriados foram pesados e 3g da planta foi transferida para
cada cadinho. Com o auxilio de uma chapa de aquecimento, as amostras
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foram incineradas aumentando gradativamente a temperatura, ndo
ultrapassando 450°C. Quando a amostra ficou toda queimada foi
transferida para a mufla para incinerar por aproximadamente 3 h a 450°
C. Os cadinhos foram novamente pesados apds resfriamento a
temperatura ambiente

A porcentagem de cinzas em relacdo a amostra pesada inicialmente foi
calculada utilizando a equacéo:

% cinzas = Residuo x 100

Amostra

4.1.4.3. Cinzas Insoltaveis em Acido

Nessa analise foram utilizadas as cinzas obtidas do ensaio
anterior. Inicialmente o cadinho contendo as cinzas foi lavado com
25mL de HCI 7% e o material transferido para uma capsula de
porcelana. A capsula foi coberta com vidro de reldgio e fervida a uma
temperatura aproximada de 100°C, por aproximadamente 45 min. Foi
filtrado o residuo insolivel em acido em papel de filtro faixa preta
lavando-o com agua deionizada até que o filtrado se mostrasse com o
mesmo pH da 4gua deionizada utilizada.

O papel filtro contendo o residuo foi transferido para o cadinho
original que foi seco sobre a chapa quente, aumentando gradativamente
a temperatura, e iniciando a carbonizacdo do mesmo. Na sequéncia, 0
material foi transferido para a mufla e incinerado a cerca de 500°C por
aproximadamente 2 h. Apos esta etapa o cadinho foi retirado da mufla e
resfriado a temperatura ambiente para realizacdo de sua pesagem. A
operacdo foi repetida varias vezes até que duas pesagens consecutivas
ndo ultrapassassem uma diferenca de peso de 5%.

A porcentagem de cinzas insollveis em acido em relacdo a droga foi
calculada utilizando a equacéo:

% cinzas insolluveis =_Residuo x 100

Amostra
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4.1.4.4. Substancias Extraiveis por Alcool

As folhas das plantas foram trituradas com o auxilio de um
liquidificador e passadas por um tamis de malha 40 mesh. Em uma
balanca foi colocado um becker, tarado e pesado o cartucho de soxhlet
previamente seco e resfriado, anotou-se o0 peso exato do cartucho, tarou-
se e pesou-se 2¢g da droga vegetal triturada e tamisada, anotando o peso
exato da amostra. No baldo do extrator foi colocado 200 mg de
hidroxido de sédio e 150 ml de etanol absoluto e pérolas de vidro. O
cartucho com as amostras foi introduzido no extrator Soxhlet onde
permaneceu extraindo por 5 h. Apos finalizada a extragdo, o cartucho
com o residuo foi retirado e seco em estufa a 105°C por 30 min. Em
seguida, foi transferido para um dessecador, resfriando por
aproximadamente 1 h. O cartucho com o residuo seco foi pesado para
realizacdo do calculo do teor de substancias extraiveis por etanol,
referindo o resultado ao peso da droga seca (descontando o valor da
umidade, em %, do peso da amostra inicial), através da diferenca entre o
peso da amostra e 0 peso do residuo seco, utilizando a equacéo:

% substancias extraiveis por alcool = [(Amostra — umidade) — residuo] x 100

(Amostra — umidade)
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4.2. Resultados

4.2.1. Obtencéo e identificacdo do material vegetal da planta Vitex
montevidensis

A coleta da planta Vitex montevidensis foi realizada dia 26 de
Janeiro de 2010 no interior do municipio de Vera Cruz do Oeste-PR. A
coleta procedeu-se as 14 h, a temperatura ambiente foi de 32 °C sem
registro de chuvas nos ultimos 6 dias. O local de coleta esta localizado
na regido Oeste Paranaense, com uma altitude de 560 metros, latitude
25° 03' 28" S e longitude 53° 52' 37" W. O clima é subtropical imido, a
vegetacdo é composta em sua maioria por florestas tropicais perenes, a
textura do solo é predominantemente argilosa.

A arvore tem altura média de 4 m, possui tronco cilindrico, com
didmetro de 20 cm e com copa em forma de taca. A casca é acinzentada
e escura de onde se desprende laminas longitudinais.

A folha da planta é verde escura, possui uma nervura central
visivel de onde saem nervuras secundarias, sendo do tipo peninérvea. A
folha é composta, com foliolos de consisténcia rigida e aspera, de
aproximadamente 7 cm de comprimento por 3 cm de largura. A face
abaxial dos foliolos é mais clara assim como a nervura. A margem do
foliolo é lisa simétrica com limbo integro, o seu contorno é lanceolado
com o apice agudo e a base cuneada. As folhas composta sdo do tipo
digitadas e possui de 3 a 5 foliolos. O peciolo é cilindrico, longo, reto e
com inserc¢do lateral e aspecto da sec¢do transversal é obtuso triangular.
As folhas sdo opostas e cruzadas. As folhas da planta apresentam odor
intenso que lembra acido salicilico e sabor suave.

4.2.1.1. Caracterizacdo Macroscdpica

A folha da planta é verde escura, possui uma nervura central
visivel de onde saem nervuras secundarias, sendo do tipo peninérvea. A
folha é composta, com foliolos de consisténcia rigida e aspera, de
aproximadamente 7 cm de comprimento por 3 cm de largura. A face
abaxial dos foliolos é mais clara assim como a nervura. A margem do
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foliolo é lisa simétrica com limbo integro, o seu contorno é lanceolado
com o0 apice agudo e a base cuneada. As folhas composta sdo do tipo
digitadas e possui de 3 a 5 foliolos. O peciolo é cilindrico, longo, reto e
com insercdo lateral e aspecto da sec¢do transversal é obtuso triangular.
As folhas sdo opostas e cruzadas. As folhas da planta apresentam odor
intenso que lembra acido salicilico e sabor suave.

4.2.1.2. Caracterizacdo Microscépica

A epiderme adaxial é formada por uma camada de células
grandes, com cuticula lisa e sem a presenca de estdbmatos (Est) (Figura
6A). Apresenta pélos tectores unisseriados, com parede finamente
espessada e superficie lisa (Figura 6B) e pelos secretores com pediculo
unicelular assim como a glandula globosa. A epiderme abaxial é
formada por células menores apresentando grande quantidade de
estdmatos anomociticos (Figura 6C) e pélos tectores semelhante aos
visualizados na face superior. Em corte paradérmico as células
epidérmicas possuem a parede sinuosa em ambas as superficies.

O mesofilo é heterogéneo assimétrico, formado por duas
camadas de células do parénquima palicadico (Pp) relativamente longas
e sem espacamento. Trés a quatro camadas de parénguima lacunoso
(PI), pouco compactado (Figura 6D). Os feixes vasculares podem ser
observados na nervura mediana, internamente xilema (Xil) radial
circundado por pequena camada de floema (Flo) e esclerénquima do
tipo fibras com intensa lignificacdo (Figura 6E). Envolvendo essas
células pode-se observar uma espessa camada de parénquima com
células isodiamétricas e coléngquima angular de células arredondadas. A
nervura central em seccdo transversal apresenta-se ligeiramente concava
do lado superior, e convexa do lado inferior. Apresenta uma fina camada
monoestratificada de células epidérmicas pequenas nas faces superior e
inferior.



Parede sinupsa

Estfimatos

Figura 6. Cortes histolégicos das folhas da planta Vitex montevidensis. A: Corte
paradérmico com células de parede sinuosa. B: Presenca de pelos unisseriados.
C: Corte paradérmico, vista abaxial com presenga de estdmatos anomociticos.
D: Corte transversal do limbo foliar, visualizacdo do parénquima lacunoso (PI)
e parénquima palicadico (Pp). E: Corte transversal da nervura central da folha,
visualizagdo da (Ep sup): Epiderme Superior; (Xil): Xilema; (Flo): Floema; (Ep
Inf): Epiderme Inferior.
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4.2.2. Obtencdo e ldentificacdo do Material Vegetal da Planta
Campomanesia xantocarpa

A coleta da planta Campomanesia xantocarpa foi realizada no
dia 13 de Outubro de 2009 no Horto Florestal no municipio de Vera
Cruz do Oeste, localizado na regido Oeste Paranaense, a uma altitude de
560 metros, latitude 25° 03' 28" S e longitude 53° 52' 37" W. O clima ¢
subtropical imido, a vegetacdo € composta em sua maioria por floresta
tropical perenes, a textura do solo é predominantemente argilosa. A
coleta procedeu-se as 13 h e 30 min, a temperatura média era de 30° C,
sem registro de chuvas nos ltimos 4 dias.

A arvore é uma planta heliofila que tem altura média de 6 m, o
tronco € cilindrico, ereto, com casca descamante e intenso esgalhamento
a com diametro de 30 cm. A copa é globosa e densa, as folhas sdo
simples, deciduas, glandulares, membranacea, pecioladas de superficie
lisa, limbo inteiro de apice cuspidado, possuem largura média de 4 cm e
comprimento médio de 8 cm. As flores sdo pequenas, pediceladas que
brotam de um n6 de onde saem em média 5 flores hermafroditas, com
corola pentdmera e pétalas dialipétala, actinomorfas, dialipétala, caduca,
de coloracdo creme-esbranquicada, o0s estames sdo livres,
heterodinamos, dialisttmone e polistémone.

4.2.2.1. Caracterizacdo Macroscépica

As folhas da planta Campomanesia xantocarpa possuem de 4 a
8 cm de comprimento, 3 a 5 cm de largura e peciolo de 6 a 11 cm. O
odor é aromatico de forte intensidade e auséncia de sabor, sua cor é
verde oliva na face adaxial e um pouco mais clara na face abaxial, sdo
membrandceas, opostas, simples, elipticas e ovaladas. Apresentam o
bordo ondulado, com &pice acuminado, unifoliadas e sdo opostas
(Figura 4).
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4.2.2.2.Caracterizacdo Microscépica

A epiderme da folha é constituida de uma Unica camada de
células tanto na face adaxial (Fd) como na face abaxial (Fb), em ambas
as epidermes observa-se também tricomas tectores unicelulares (Figura
7B).

Os estdmatos (Est) sdo do tipo paracitico e foram visualizados
apenas na epiderme abaxial (Figura 7A). Na epiderme adaxial
observam-se células paradérmicas com parede ondeada, podendo conter
prismas de oxalato de célcio.

O mesofilo é heterogéneo assimétrico e diferenciado em
palicadico e lacunoso, as células do parénquima palicadico (Pp) sdo
alongadas dispostas em uma Unica camada. As folhas sdo dorsiventrais,
pois o palicadico aparece somente na superficie adaxial. O parénguima
lacunoso (PI) consiste de células irregulares, disposto em sete a nove
camadas, ramificadas e com espacos intercelulares (Figura 7B).

Na regido da nervura principal do limbo observa-se tecido
colenquimatico do tipo lacunar, localizado logo abaixo das epidermes
adaxial e abaxial. Em seguida podem-se visualizar células lignificadas,
sendo o tecido esclerenquimatico, circundando os feixes vasculares,
xilema (Xil) e floema (Flo) (Figura 7C) e em seguida, novamente tem-se
a presenca de células lignificadas.
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Figura 7. Cortes histoldgicos das folhas da planta Campomanesia xantocarpa.
A: Vista adaxial da planta, presenca de estdmatos (Est). B: Corte transversal do
limbo foliar da planta, visualizacdo de células do parénquima palicadico (Pp) e
lacunoso (PI). C: Corte transversal da nervura central da folha, (Xil): Xilema;
(Flo): Floema
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4.2.3. Obtengdo e identificacdo do material vegetal da planta
Allophylus edulis

A coleta da planta Allophylus edulis foi realizada no dia 13 de
novembro de 2009 no Reflgio Bioldgico Bela Vista, no municipio de
Foz do lIguacu - PR. O Reflugio Bioldgico Bela Vista encontra-se as
margens do reservatorio da Central Hidrelétrica de Itaipu. A érea do
Reflgio compreende uma extensdo de 1.920 ha, tendo como limite sul a
barragem de terra, a leste a Vila "C", a oeste o reservatorio e a norte
areas de reflorestamento e preservacdo. A coleta procedeu-se as 9 h,
com temperatura média de 30°C sem registros de chuvas nos Gltimos
dois dias. O local de coleta estd localizado na regido Oeste Paranaense,
com longitude oeste 54° 35' 07” e latitude sul 25° 32' 45” e altitude
média de 192 metros. O clima de Foz de Iguacu € subtropical umido
mesotérmico, a vegetacdo € composta em sua maioria por floresta
estacional semidecidual.

A arvore tem uma altura média de 2,5 m. Possui tronco ereto,
descamante em placas, casca fina, pardo-escura, ramos acinzentado com
lenticelas. Folhas compostas, trifoliadas, de 10 a 15 cm de comprimento,
foliolos oblongo-lanceolados, glabros ou pubescentes proximo as
nervuras principais, margem serreada, apice acuminado, peciolo com
canal bem definido, de 3 a 5 cm de comprimento. Inflorescéncia
composta, com ramos centrais mais longos, terminais ou na axila das
folhas do &pice dos ramos vegetativos. Flores pediceladas, branco-
esverdeadas, de 2 a 5 mm de comprimento.

4.2.3.1. Caracterizacdo Macroscdpica

A folha possui de 7 a 10 cm de comprimento com coloracao
verde escuro na face adaxial e verde claro na face abaxial, o odor é
adocicado e com sabor indefinido. E uma folha peciolada, de
consisténcia membranacea, de superficie lisa, limbo eliptico com bordo
dentado, apice acuminado e base obliqua. E composta, trifoliada com
disposicdo alternada.
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4.2.3.2. Caracterizacdo Microscdpica

O tecido da epiderme foliar é constituido por uma Unica camada
de células cutinizadas e em ambas as faces, adaxial e abaxial, ndo se
observou a presenca de tricomas. As folhas possuem estdmatos (Est)
hipoestomaticos anomociticos (Figura 8A). O mesofilo é heterogéneo
assimétrico, sendo as células parenquimaticas do tipo clorofiliano,
diferenciadas em palicadico e lacunoso. O parénquima palicadico (Pp) é
constituido por células alongadas e reunidas em duas camadas, sendo
dorsiventrais. O parénquima lacunoso (Pl) consiste de células
irregulares, ramificadas e dispostas em quatro a cinco camadas,
separadas por grandes espacos (Figura 8B).

O feixe vascular do tipo bicolateral é observado na nervura
central. Na face adaxial (Fd) observa-se uma protuberancia com células
colenquimaticas bem desenvolvidas, sendo bem caracteristico da planta.
No corte transversal do feixe vascular, pode-se observar o xilema (Xil)
internamente e circundado pelo floema (Flo) ambos circundado pelo
esclerénquima seguido de colénguima (Figura 8C). No corte
paradérmico adaxial observa-se células com paredes ondeadas (Figura
8D).
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Ondeada

Figura 8. Cortes histolégicos das folhas da planta Allophylus edulis. A: Vista
adaxial da planta, presenga de estdmatos (Est). B: Corte transversal do limbo
foliar da planta, (Fd) face adaxial, (Fb) face adaxial; (Pp) parénquima
paligadico; (PI) parénquima lacunoso. C: Corte transversal da nervura central da
folha: (Xil): Xilema; (Flo): Floema. D: Estrutura da epiderme da planta com
células de parede ondeada.
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4.2.4. Padronizacdo de Matéria-Prima - Controle de Qualidade das
Plantas

Os ensaios fisico-quimicos de perdas por dessecacdo, cinzas
totais, cinzas insollveis em acido e substancias extraiveis por alcool
foram realizados de acordo com metodologia previamente descrita.
Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

A Tabela 1 apresenta os resultados do controle de matéria prima
das plantas Vitex montevidensis, Campomanesia xantocarpa e
Allophylus edulis.

A Farmacopeia Brasileira 5° edicdo ndo apresenta valores
limites para os ensaios de controle de qualidade com matéria-prima de
origem vegetal, sendo que apenas para o teor de umidade é estabelecido
uma faixa entre 8 a 14%, que é um nivel de umidade aceitavel para que
ndo ocorra proliferacdo de microrganismos.

Tabela 1. Resultados dos valores médios das analises de controle de qualidade
da matéria-prima das plantas Vitex montevidensis, Campomanesia xantocarpa e
Allophylus edulis.

Cinzas Substancias
insolUveis | extraiveis
emacido | por alcool

Perdas  por | Cinzas

Planta dessecacdo | Totais

10,09% 5,86% |0,32% 12,54%
Vitex montevidensis

9,86% 592% |0,60% 14,99%
Allophylus edulis
Campomanesia 9,73% 7,09% | 0,05% 8,65%

xantocarpa
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5. ETAPAFITOQUIMICA
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5.1. Material e Métodos

5.1.1. Analise Fitoquimica Preliminar

No presente trabalho, as classes fitoquimicas pesquisadas nas
folhas das plantas Vitex montevidensis, Campomanesia xantocarpa e
Allophylus edulis foram cumarinas volateis, polifendis (taninos,
catequinas, flavondides, heterosideos antocidnicos e antraguinonas),
alcaldides, metilxantinas e saponinas, conforme descrito abaixo:

5.1.1.1. Analise Fitogquimica de Cumarinas Volateis

As cumarinas sdo caracterizadas pela observacdo sob luz
ultravioleta (360 nm), pois a maioria possui fluorescéncia azul brilhante
ou verde. As cumarinas em solucdo alcalina desenvolvem cor amarela,
devido ao rompimento do anel lacténico. Essa reagdo é revertida pela
adicdo de uma solucgéo acida.

A pesquisa baseia-se na conversdo em sal alcalino fluorescente
do &cido hidroxi cindmico, por meio da dissolucdo das cumarinas em
alcali caustico com clivagem do anel pirrélico e consequente formacéo
do &cido hidroxi cindmico ou sais de seu &nion. Ao irradiar luz
ultravioleta, a forma cis migra para forma trans, que exibe coloragdo
azul ou verde amarelada em poucos minutos (COSTA, 2000; SIMOES
et. al., 2007).

Procedimento experimental: Em um tubo de ensaio, pesou-se 1
g da planta, previamente triturada. O mesmo foi coberto com papel filtro
umedecido com uma solucdo de hidroxido de sdédio a 5% (p/v).
Agueceu-se 0 tubo de ensaio em banho-maria fervente por 5 min.
Retirou-se o papel filtro e 0 mesmo foi observado em luz ultravioleta,
observando-se a coloracdo formada. O aparecimento de coloracdo azul
ou verde amarelada indica a presenca de cumarinas volateis (COSTA,
2000; SIMOES et. al., 2007).
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5.1.1.2. Analise Fitoquimica de Polifendis

Os polifendis sdo substancias redutoras, oxidando-se com
facilidade e resultando em substancias coradas. A cor desses produtos de
oxidacdo deve-se ao elevado grau de conjugacdo. Oxidantes como
cloreto férrico (FeCls), sdo empregados para a caracterizacdo de
polifendis em geral. Neste caso, considera-se positivo quando é
observada a coloracdo azul ou verde-azulada. Para melhor caracterizar a
classe especifica a que pertencem, passa-se a realizar reagdes
particulares para cada grupo.

Procedimento experimental: Preparou-se uma solucdo extrativa
com 2 g da planta previamente triturada e 100 ml de agua destilada,
deixando-a sob fervura por 5 min, e em seguida filtrada. Realizaram-se
as reacdes abaixo:

. Reacdo de precipitacdo com cloreto férrico:

Separou-se dois tubos de ensaio, um para a solugdo extrativa e o
outro para o controle positivo. Em um dos tubos, adicionou-se 1 ml de
solucdo extrativa, 10 ml de 4gua deionizada e uma gota de cloreto
férrico a 1% (p/v), homogeneizando lentamente. A formacdo de
precipitado ¢ indicativa da presenca de compostos fendlicos.

5.1.1.3. Analise Fitoquimica de Taninos

Os taninos sdo classificados em dois grupos segundo a sua
estrutura quimica, sendo os taninos hidrolisdveis e 0s taninos
condensados.

Os taninos, de modo geral, podem ser caracterizados por
reacOes de coloracdo ou de precipitacdo. As reacdes comumente
utilizadas sdo de precipitacdo com gelatina ou p6é de pele, sais de
alcaloides e metais pesados. Taninos hidrolisaveis e condensados podem
ser diferenciados através da reacdo de Stiasny (HCI concentrado e
formol), ocorrendo precipitacdo destes Ultimos. No sobrenadante, pode-
se detectar a presenca de taninos hidrolisaveis através da reacdo de
cloreto férrico, desenvolvendo coloracdo azul (SIMOES et. al., 2007).
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Procedimento experimental: Preparou-se uma solucdo extrativa
com 2 g da planta previamente triturada e 100 ml de agua destilada,
deixando-a sob fervura por 5 min e, em seguida, filtrada. Realizaram-se
as reacdes abaixo:

. Reacdo de precipitagdo com gelatina:

Separou-se dois tubos de ensaio, um para a solugdo extrativa e o
outro para o controle positivo. Em um dos tubos, adicionou-se 1 ml de
solucdo extrativa e uma gota de acido cloridrico a 20% (V/v).
Adicionou-se gota-a-gota a solucdo de gelatina a 25% (p/v). A formacéo
de precipitado € indicativo da presenca de taninos.

. Reacdo de precipitacdo com alcaloides:

Separou-se dois tubos de ensaio, um para a solugdo extrativa e o
outro para o controle positivo. Em um dos tubos, adicionou-se 1 ml de
solucdo extrativa e uma gota de acido cloridrico a 20% (V/v).
Adicionou-se 2 gotas de uma solucdo de sal de alcaloides a 0,1% (p/v)
(atropina). A formacdo de precipitado é indicativa da presenca de
taninos.

5.1.1.4. Analise Fitoquimica de Catequinas

As catequinas sdo classificadas como sendo taninos
condensados. As mesmas Sd30 sintetizadas a partir das
leucoantocianidinas para, posteriormente, sofrerem reducdo na posicdo
C-4. Essa reacdo é catalisada pela flavan-3,4-cis-diol-redutase (SIMOES
et. al., 2007).

Catequinas sdo compostos cristalinos, ligeiramente solUveis
na agua fria e no éter e insollveis no cloroférmio e benzeno. Coram-se
de verde pelo cloreto de ferro, porém ndo sdo observadas outras
propriedades dos taninos (como a rea¢do com po de pele).

Procedimento experimental: Preparou-se uma solucédo
extrativa com 1 g da planta, previamente triturada, e 100 ml de uma
solucdo etandlica a 70% (v/v). Deixou-se em agitacao por 3 h. Filtrou-se
em seguida. Um palito de madeira foi embebido na solugdo extrativa por
3 h. Evaporou-se o0 solvente até a quase secura do palito. Em seguida,
foi umedecido uma das extremidades do palito com &cido cloridrico
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concentrado. Secou-se 0 palito ao calor de uma chama forte, evitando a
sua carbonizacdo. O aparecimento de coloracdo vermelha ou pardo-
avermelhado indica a presenca de catequinas.

5.1.1.5. Analise Fitoquimica de Flavonoides

Os flavonodides sdo biossintetizados a partir da via dos
fenilpropandides. Eles constituem uma importante classe de polifendis,
presentes em relativa abundancia entre os metabolitos em plantas,
responsaveis por diversas funcdes, como protecdo dos vegetais contra a
incidéncia de raios ultravioleta e visivel, além da protecdo contra
insetos, fungos, virus e bactérias; atracdo de animais com finalidade de
polinizagdo; antioxidantes; controle da acdo de hormonios vegetais e
inibidores de enzimas (SIMOES et. al., 2007).

Podem ser encontradas diversas formas estruturais de
flavondides. Entretanto, a maioria dos representantes desta classe possui
15 atomos de carbono em seu nucleo fundamental, constituido de duas
fenilas ligadas por uma cadeia de trés carbonos entre elas, conforme
ilustrado na Figura 9 (SIMOES et. al., 2007).

Figura 9. Estrutura basica dos flavondides. Fonte: Simdes et. al., (2007)

Para a caracterizacdo de flavonodides, podem ser utilizadas
diversas reagfes, sendo que uma complementa a outra. A reagdo da
cianidina ou Shinoda (HCI concentrado e magnésio em po) é o mais
comumente utilizada, uma vez que é caracteristico para a maioria das
substancias desta classe que apresentam nucleo a-benzopirona,
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produzindo coloragdo laranja. Esse teste apresenta uma limitacdo, pois
chalconas e isoflavonas ndo produzem coloragéo.

Além das reac0es citadas acima, tem-se também a realizacdo de

reacdes com o cloreto de antiménio, com hidréxidos alcalinos, com
cloreto férrico e com cloreto de aluminio, cada qual com suas
particularidades (COSTA, 2000). Na Tabela 2 tem-se um resumo das
coloragBes originadas em algumas reacGes cromaticas conforme o
composto presente na amostra.

Tabela 2. Relagdo entre reagdes cromaticas e a coloragdo obtida conforme o
tipo de flavondide presente na amostra analisada. Fonte: Costa (2000).
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Cianidi . .
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antimén | a .
: violeta
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Amarel | Amarelo-
do de Amarela Amarela | Amarela
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Cloreto Verde- Verde-
. Verde Amarela | Verde
Férrico castanha castanha-
Cloreto Fluorescén
de Amarel cia azul- Amarelo-
.. Amarela Amarela

alumini | o-verde verde castanha
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Procedimento experimental: Preparou-se um extrato vegetal
aquecendo em banho-maria 2 g de planta previamente triturada com 50
ml de alcool 70% por 10 min. Filtrou-se a quente. Separou-se 0 extrato
para realizar os seguintes ensaios:

. Reacdo de Cianidina/Shinoda:

Adicionou-se 5 ml do extrato em um tubo de ensaio. Em
seguida, adicionou-se 100 mg de magnésio em fita (pequenos pedagos) e
1 ml de &cido cloridrico concentrado pelas paredes do tubo inclinado. A
formacdo de coloracdo avermelhada é indicativa da presenca de
flavonoides.

. Reacdo de Oxalo-Bodrica:

Colocou-se 8 ml do extrato em uma céapsula de porcelana,
levando a secura em banho-maria. Adicionou-se ao residuo 3 ml de uma
solucdo de &cido bdrico a 3% (p/v) e 1 mL de acido oxalico a 1% (p/v).
Evaporou-se novamente até residuo. Deixou-se esfriar. Na capsula fria,
dissolveu-se o residuo com 10 ml de éter etilico. Transferiu-se a solugdo
etérea através de pipeta de Pasteur, para um tubo de ensaio. Verificou-se
a presenca de fluorescéncia na solucao.

. Reacdo com Hidroxido de Sodio:

Colocou-se 5 ml do extrato em uma céapsula de porcelana,
levando a secura em banho-maria. Deixou-se esfriar e adicionou-se 3 ml
de uma solucdo de hidréxido de sodio a 5% (p/v). Na presenca de
Flavonoides a solucdo adquire coloracdo amarela.

. Reacdo com Cloreto Férrico:

Colocou-se 5 ml do extrato em uma céapsula de porcelana,
levando a secura em banho-maria. Deixou-se esfriar e adicionaram-se
algumas gotas de uma solucdo de cloreto férrico a 4,5% (p/v).
Observou-se a coloracédo obtida.

5.1.1.6. Analise Fitoquimica de Heterosideos Antocianicos

Heterosideos sdo compostos resultantes da ligacdo covalente
formada entre uma ou mais unidades de acUcar e outra estrutura
diferente, chamada de aglicona. As antocianidinas (forma livre) sdo
flavondides que podem ser encontrados nas plantas na forma de
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heterosideos, sendo a sua forma mais estavel. Esta forma <~§ conhecida
como heterosideos antocianicos ou antocianosideos (SIMOES et. al.,
2007).

Pigmentos antocianosideos sdo responsaveis pelas cores
vermelho, azul e violeta das flores, frutos e também das cascas das
plantas. Estes sdo muito sollveis em agua e em alcool, porém sdo
insoliveis no cloroférmio, éter ou benzeno. Por hidrélise, resultam em
anticiandis ou antocianidinas facilmente solUveis no alcool, porém
muitas vezes insolUvel na agua.

Os heterosideos antocianicos, com sais de chumbo, formam
precipitados insollveis de cor azul-esverdeado, vermelho ou amarelo.
Com a adicdo de &cido sulfurico diluido, tem-se a decomposicdo da
estrutura, regenerando os antocianosideos. A cor das solugdes dos
compostos antocianicos varia conforme os valores de pH: vermelho em
meio acido, violeta em meio proximo a neutralidade e azul em meio
alcalino.

S&0 poucas as técnicas para a caracterizacdo de antociandis e
seus heterosideos, pois a maioria baseia-se pela solubilidade. Algumas
técnicas baseiam-se na decomposicdo das moléculas de heterosideos
antocianicos e identificacdo dos seus respectivos produtos. Isto pode ser
obtido pela rea¢do com acido formico diluido.

Procedimento experimental: Preparou-se uma solucdo extrativa
com 1 g de planta, previamente triturada, e 15 ml de solugdo de &cido
férmico a 5% (v/v), deixando sob agitacdo por 1 h. Em seguida,
aqueceu-se a solugdo em banho-maria fervente por 5 min. Na presenca
de compostos antocianicos observa-se, dentro de um curto espago de
tempo, a cor rosa ou vermelha.

5.1.1.6. Analise Fitoquimica de Antragquinonas

As quinonas sd3o compostos organicos que podem ser
considerados como produtos de oxidacdo de fendis, podendo as
quinonas serem reduzidas e originarem os fenois. Sua principal
caracteristica € a presenca de dois grupos carbonilicos que formam um
sistema conjugado com pelo menos duas ligacbes duplas C-C. Em
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funcdo do tipo de ciclo no qual o sistema de ligas duplas e cetonas
conjugadas estdo inseridos, tém-se trés grupos principais de quinonas:
naftoquinonas, antraquinonas e benzogquinonas.

Como os derivados antraquindnicos ocorrem nos vegetais em
varios niveis de oxidacdo, o material deve ser tratado para que ocorra a
oxidacdo total destes até antraquinonas. Para isto, o material vegetal
deve ser submetido ao aquecimento com mistura de KOH 0,5M e
peroxido de hidrogénio diluido (reacdo de Borntréeger). Pelo fato do
meio dessa reacdo ser apolar, ela é direcionada para a deteccdo de
compostos antraquindnicos livres através da solubilidade destes
constituintes nos solventes organicos e na solubilidade dos respectivos
fenatos alcalinos na dgua, em solucdo de amonia. Os derivados 1,8-di-
hidroxi-antroquinonas coram-se em vermelho (COSTA, 2000; SIMOES
et. al., 2007).

Procedimento experimental: Para a analise fitoquimica de
antraquinonas, realizou-se o ensaio em 3 etapas:

o Etapa 1:

Em um tubo de ensaio adicionou-se 0,1 g de planta previamente
triturada e 10 ml de uma solucgdo de hidroxido de sédio 2 M. Ferveu-se
em banho-maria por 2 min. Deixou-se resfriar, decantar e filtrou-se.
Considera-se positivo quando a solucéo apresenta colorac¢do vermelha.

. Etapa 2:

Em um segundo tubo de ensaio, transferiu-se 5 ml da solucdo da
Etapa 1, e adicionou-se 10 ml de uma solucdo de acido cloridrico a 20%
(v/v). Considera-se positivo quando ocorrer a formacdo de um
precipitado amarelo de compostos antraquindnicos.

. Etapa 3:

No tubo de ensaio da Etapa 1, adicionou-se 5 ml de tolueno,
agitando-se lentamente. Decantou-se parte da solucdo toluénica corada
de amarelo. Transferiu-se 2 ml desta para um terceiro tubo de ensaio,
adicionando 2 ml de uma solugdo de hidroxido de aménio a 50% (V/v).
O aparecimento de coloracédo rosa ou vermelho-cereja na fase amoniacal
- indica a presenca de compostos antraquindnicos reduzidos - e a
permanéncia de coloracdo amarela na fase toluénica indica a presenca de
antraquinonas livres.
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5.1.1.7. Analise Fitoquimica de Alcaldides

Alcaldides sdo compostos nitrogenados farmacologicamente
ativos, de estrutura quimica complexa, sendo dificil a separacdo entre
alcaldides propriamente ditos e aminas complexas de ocorréncia natural.
Desta forma, classificam-se como alcaldides substancias orgéanicas, de
origem natural, ciclica, contendo um nitrogénio em um estado de
oxidacdo negativo e cuja distribuicdo é sob a forma de sais de acidos
organicos, solubilizados no suco celular, predominante em plantas
angiospermas (COSTA, 2000; SIMOES et. al., 2007).

As reacOes gerais para alcaldides baseiam-se na formacéo de
complexos insoltveis (precipitados). Como resultados falso-positivos
sdo bastante comuns para essas reacdes, previamente a analise, 0
material a ser analisado deve ser submetido a extracdes acido/base. As
reacdes gerais empregam os reagentes de Dragendorff (iodo-bismuto de
potassio), Mayer (iodo-mercurato de potassio), Wagner (iodo-iodeto de
potassio) e Bertrand (4cido silico-tingstico) (COSTA, 2000; SIMOES
et. al., 2007).

Procedimento experimental: Preparou-se uma solucdo extrativa
levando-se a fervura 2 g de planta previamente triturada, juntamente
com 20 ml de &cido cloridrico a 10% (v/v). A mesma foi filtrada, e
posteriormente alcalinizada com uma solugédo de hidréxido de aménio a
50% (pH 10). Transferiu-se a solucdo para um funil de separacdo e
adicionou-se 10 ml de cloroférmio, agitando delicadamente e deixando
em repouso. Separou-se a solucdo cloroférmica e repetiu-se este
processo por mais 2 vezes. As solugbes cloroférmicas foram juntadas e
colocou-se 20 ml da solucéo extrativa em uma capsula e evaporou-se o
cloroférmio em banho-maria até a secura. Adicionou-se 15 ml de cido
cloridrico a 10% (v/v) e transferiu-se o liquido para tubos de ensaios
numerados, prosseguindo conforme descrito abaixo:

o Tubo 1:

Adicionou-se 3 gotas do reagente de Dragendorff. Em caso de
reacdo positiva para alcaldides, a solucdo se torna turva ou com
precipitado;

. Tubo 2:
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Adicionou-se 3 gotas do reagente de Mayer. Em caso de reacédo
positiva para alcaldides, a solucéo se torna turva ou com precipitado;

o Tubo 3:

Adicionou-se 3 gotas do reagente de Bertrand. Em caso de
reacdo positiva para alcaldides, a solucdo se torna turva ou com
precipitado.

5.1.1.8. Analise Fitoquimica de Metilxantinas

As metilxantinas sdo constituintes quimicos importantes de
varias bebidas alimenticias ou estimulantes ndo alcodlicos, como café,
cha-da-india, guarand, cola e chocolate, consumidos em todo o mundo,
com grande importancia econbémica e cultural. As metilxantinas mais
abundantes sdo a cafeina, teofilina e teobromina (SIM()ES et. al., 2007).

Por tratarem-se de alcaloides, as metilxantinas sdo extraidas do
mesmo modo que os alcalbides. A reacdo de caracterizacdo desta classe
é conhecida como ensaio de murexida, que se baseia na oxidacdo das
metilxantinas nos derivados metilados do &cido purpurico, que
apresentam coloracdo vermelha. Isto pode ser feito através de diversas
técnicas, como por aguecimento com &cido azético, por evaporacdo a
temperatura moderada de agua saturada de bromo ou cloro e por umas
gotas de perdxido de hidrogénio ou de solucdo de clorato de potassio em
meio acidulado pelo &cido cloridrico. Por adicionamento de amoénia,
forma-se o respectivo sal de aménio, conhecido por murexido, de
coloracdo purpura (COSTA, 2000).

Procedimento experimental: Preparou-se uma solucdo extrativa
levando-se a fervura 2 g de planta previamente triturada, juntamente
com 20 ml de &cido cloridrico a 10% (v/v). A mesma foi filtrada, e
posteriormente alcalinizada com uma solugédo de hidréxido de aménio a
50% (pH 10). Transferiu-se a solucdo para um funil de separacdo e
adicionou-se 10 ml de cloroférmio, agitando delicadamente e deixando
em repouso. Separou-se a solucdo cloroférmica. Repetiu-se este
processo por mais 2 vezes. Juntaram-se as solugdes cloroférmica.
Colocou-se 10 ml da solucdo extrativa em uma capsula e evaporou-se o
cloroférmio em banho-maria até a secura. Adicionou-se 5 gotas de uma
solucdo de &cido cloridrico 6 M e 5 gotas de uma solucdo de perdxido
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de hidrogénio a 50% (v/v). Evaporou-se em banho-maria. Adicionaram-
se ao residuo da evaporagdo algumas gotas de hidroxido de amdnio a
50% (v/v). Na reacdo positiva para metilxantinas o liquido adquire
coloragdo purpura.

5.1.1.9. Analise Fitoquimica de Saponinas

Saponinas sdo glicosideos de esterdides ou de terpenos
policiclicos. Sua estrutura apresenta parte com caracteristica lipofilica
(triterpeno  ou esterdide) e outra parte hidrofilica (agucar),
proporcionando a propriedade de reducdo da tensdo superficial da agua
e suas acoes detergentes e emulsificantes (SIMOES et. al., 2007).

As reac0es para caracterizacdo de saponinas sao restritas, sendo
normalmente associadas a rea¢cfes gerais para a deteccdo de triterpenos e
esterdides. A reacdo de Liebermann-Burchard (anidrido acético-acido
sulfarico concentrado) é empregada para a deteccdo de esterdides e
triterpenos. Para a deteccdo de esterdides insaturados, também pode ser
empregada a reacdo de Salkowsky (&cido sulfurico concentrado). Para
detectar saponinas emprega-se o teste de formacdo de espuma, sendo
que esta devera permanecer estavel na presenca de &cidos minerais
diluidos.

Procedimento experimental: Para a avaliacdo de saponinas,
realizou-se as reagdes descritas abaixo:

. Reacdo de Liebermann-Buchard:

Preparou-se uma solucdo extrativa com 1 g de planta,
previamente triturada, e 50 ml de agua deionizada, levando a fervura por
30 min. Deixou-se esfriar e filtrou-se. Transferiu-se a solucdo para um
baldo volumétrico, completando o volume com 4gua deionizada até 50
ml, homogeneizando em seguida. Transferiu-se 10 ml da solucdo
extrativa para uma capsula de porcelana, evaporando o solvente em
banho-maria até a secura. Depois de frio, adicionou-se na capsula 1,0 ml
de anidrido acético. Transferiu-se o conteldo da cdpsula para um tubo
de ensaio. Adicionou-se ao tubo de ensaio 1,0 ml de acido sulfirico
concentrado pelas paredes do tubo, sem agitar. A presenca de coloracédo
azul ou verde € indicativa da presenca de nucleo esteroidal. Coloracédo
vermelha, rosa, purpura ou violeta é indicativa de nicleo terpénico.
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. Reacdo de Salkowski:

Preparou-se uma solucdo extrativa com 1,0 g de planta,
previamente triturada, e 50 ml de agua deionizada, levando a fervura por
30 min. Deixou-se esfriar e filtrou-se. Transferiu-se a solucdo para um
baldo volumétrico, completando o volume com 4gua deionizada até 50
ml, homogeneizando em seguida. Transferiu-se 10 ml da solucdo
extrativa para uma capsula de porcelana, evaporando o solvente em
banho-maria até a secura. Depois de frio, adicionou-se 1 ml acido
sulfarico concentrado. O aparecimento de coloracdo castanho-escuro-
avermelhado indica a presenca de nucleo esteroidal.

. Presenca e permanéncia de espuma:

Preparou-se uma solucdo extrativa com 1 g de planta,
previamente triturada, e 100 ml de &gua deionizada, levando a fervura
por 30 min. Durante a fervura, adicionou-se gota-a-gota de uma solucao
de Na,CO3 a 10% (p/v), para neutralizar a solugdo. Deixou-se resfriar a
solucdo. Em seguida, filtrou-se e transferiu-se a mesma para um balédo
volumétrico, completando o volume com &gua deionizada para 100 ml.
Homogeneizou-se. Separou-se e numerou-se 10 tubos de ensaio
idénticos (de 1 a 10). Adicionou-se solucdo extrativa e agua nos
mesmos, obtendo-se um volume total de 10 ml para cada tubo, conforme
representado na Tabela 3. Agitou-se cada tubo durante 15 segundos com
a mesma frequéncia. Deixou-se em repouso por 15 min. Apds o
repouso, anotaram-se as alturas das espumas para cada tubo. Adicionou-
se 1,0 ml de uma solucéo de &cido cloridrico a 20% (v/v) e observou-se
a permanéncia da espuma. Anotaram-se as alturas das espumas para
cada tubo apds a adicdo do acido. A presenca de espuma, mesmo com a
presenca de acido mineral diluida indica a presenga de saponinas.



83

Tabela 3. Dilui¢do das solugdes extrativas, representando a quantidade em ml
de solugdo extrativa e agua, por tubo de ensaio, para a realizacdo do teste de
permanéncia de espuma como indicativo para a presenca de saponinas

Tubos de |, 5 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10
ensalo

Vol. dasol. |9 |2 |3 (4 |5 |6 |7 |8 |9 |10
Extrativa

Volume de |9 |8 |7 |6 |5 |4 |3 |2 |1 |-
agua

Volume 10 |10 |10 |10 |10 |10 |10 |10 |10 |10

Total
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5.2. Resultados

5.2.1. Analise Fitoquimica Preliminar

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados para os testes
realizados para a avaliacdo fitoquimica preliminar de grupos quimicos
de metabdlitos encontrados nas folhas das plantas Vitex montevidensis,
Campomanesia xantocarpa e Allophylus edulis. Como pode ser
observado, para a Vitex montevidensis as reacdes foram positivas para
catequinas, flavonoides, saponinas e taninos. J4 para a planta
Campomanesia xantocarpa as reagfes foram positivas para flavondides,
heterosideos cardioativos, saponinas e taninos. Na planta Allophylus
edulis os grupos encontrados foram catequinas, flavondides,
heterosideos cardioativos, heterosideos cianogénicos, saponinas e
taninos.
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Tabela 4. Resultado das analises do perfil fitoquimico preliminar das plantas
Vitex montevidensis, Campomanesia xantocarpa e Allophylus edulis ( - ausente;
+ presente).

Ensaios Vitex Allophylus Campomanesia
Fitoquimicos montevidensis | edulis xantocarpa

Antraquinonas - - -

Alcaloides - - -

Metilxantina - - -

Catequinas + + -

Cumarinas
Volateis

Flavondides ++ + ++

Heterosideos
Antocianicos

Heterosideos

L - + +
Cardioativos
Heterosideos
. g - ++ -
Cianogénicos
Saponinas ++ ++ +++

Taninos + ++ +++




87

6. OBTENCAO DOS EXTRATOS
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6.1. Material e Métodos

6.1.1. Obtencdo dos extratos bruto das plantas Vitex montevidensis,
Campomanesia xantocarpa e Allophylus edulis

Neste trabalho foram produzidos 3 tipos de extratos: Etandlico
utilizando etanol a 96 % (p/v), Hidroalcodlico utilizando etanol a 70 %
(p/v) e aquoso a quente (infusdo). Para todos os extratos fixou-se a
proporcdo planta/extrator em 7,0% (p/v), ou seja, 7,0 g de planta para
cada 100 ml de extrator.

Inicialmente, produziram-se extratos em pequena escala (200
ml) para a previsdo de rendimento. As condicdes de extracdo em
pequena escala foram transpostas para média escala (2000 ml) e
modificadas a fim de obter-se um rendimento similar.

Os extratos produzidos em média escala foram os utilizados nos
tratamentos para verificacdo de eficicia e seguranca das plantas. Nestes
tratamentos foram administrados os extratos secos tanto hidroalcodlicos
quanto etandlicos. Os extratos aquosos ndo foram liofilizados, sendo
entdo administrados na forma de cha. Apenas para 0S ensaios em
pequena escala, os extratos aquosos foram liofilizados com o objetivo de
se verificar o rendimento préatico. Para os extratos hidroalcodlicos e
etanolicos, as doses administradas foram baseadas na massa de extrato
Seco, ja os extratos aquosos foram relacionados com a massa de planta.

Os extratos aquosos foram feitos pelo método de infusdo, que
consiste em adicionar agua fervente em uma determinada certa
quantidade de planta, e abafar o recipiente por 15 minutos. Decorrido
este tempo, filtra-se o extrato e verifica-se seu volume final, retirando
uma aliquota de 10 ml para determinacdo do rendimento. Este
procedimento foi realizado em triplicata. Os extratos foram congelados
a -20 °C por 3 dias e liofilizados por 55 horas.

Para os extratos etandlicos e hidroalcodlicos foi utilizado o
método de turbo extracdo. Em média escala, fixou-se a velocidade 5
(24.000 rpm) por 18 min no aparelho Turrax (responsavel pela turbo
extracdo). Apés extracdo os solventes foram evaporados por um
rotaevaporador, congelados a -20 °C por 3 dias e liofilizados por 55 h.
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6.1.2. Obtencédo das fracdo a partir do extrato hidroalcodlico da
planta Vitex montevidensis

No tratamento farmacoldgico realizado com as plantas Vitex
montevidensis, Allophylus edulis e Campomanesia xantocarpa,
observou-se uma diminui¢cdo nos niveis de colesterol no grupo que
recebeu o extrato hidroalcodlico da planta Vitex montevidensis na dose
de 500 e 1000 mg/Kg. Sendo assim, desenvolveu-se e validou-se uma
metodologia para o fracionamento deste extrato, que posteriormente
teve as fragdes testadas em um novo ensaio pré-clinico para avaliacdo da
eficicia das particGes. Inicialmente, foram realizados testes em pequena
escala com o objetivo de definir o liquido usado na dissolugdo do
extrato seco e padronizar o fracionamento.

A gquantidade de extrato hidroalcodlico usada no fracionamento
dependerd da planta, no caso da planta Vitex montevidensis foram
utilizados 1,5 g de extrato seco para cada 100 ml de solvente (agua), ou
seja, 1,5% (m/v).

Para os testes de fracionamento em pequena escala, utilizou-se
uma propor¢do de 1:1, ou seja, 50 ml de solucdo de extrato
hidroalcodlico para 50 ml de solvente. Os solventes utilizados no
fracionamento foram hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol
e a técnica utilizada de fracionamento foi particéo liquido-liquido.

A particdo liquido-liquido consiste em agitar uma solucdo do
extrato bruto com um solvente organico em um funil de separacéo,
realizando a separacdo do extrato através da superficie de contado entre
os dois solventes (formacdo de duas fases). Aqueles compostos que tém
maior afinidade com o solvente organico passardo para esta fase,
ficando no extrato somente os compostos que ndo tem afinidade com o
solvente da particdo, com isso, pode-se realizar nova particdo com outro
solvente, para que este possa também separar outros componentes.

Sdo utilizados solventes com polaridades crescentes: hexano,
diclorometano, acetato de etila e n-butanol, para o fracionamento do
extrato bruto. A particdo com cada solvente é realizada com repeticoes,
até que todas as sustancias com afinidade aos solventes se esgotem na
amostra.

Para isto realizou-se 0 acompanhamento das amostras de cada
repeticdo das particbes por Cromatografia de Camada Delgada (CCD),
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verificando em qual das repeti¢fes jA ndo se tornam mais visiveis as
manchas presentes nas primeiras extra¢cdes, demonstrando assim que o
solvente ja haviam esgotado toda a substancia do extrato bruto, podendo
este ser particionado com outro solvente.

6.1.3. Rendimento dos extratos das plantas Vitex montevidensis,
Allophylus edulis e Campomanesia xantocarpa

Apos preparacdo dos extratos das folhas das plantas Vitex
montevidensis, Allophylus edulis e Campomanesia xantocarpa,
conforme técnica descrita anteriormente, anotou-se o volume final
obtido. Transferiu-se 10 ml do extrato para capsula de porcelana n° 80,
previamente seco e pesado. Em seguida, deixou-se em banho-maria até
secura. Transferiu-se a capsula de porcelana para dessecador, deixando
em repouso até resfriar. Pesou-se a capsula de porcelana e calculou-se o
rendimento do extrato, sendo o resultado expresso em porcentagem. O
experimento foi realizado em triplicata
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6.2. Resultados

6.2.1.Rendimento dos extratos das folhas das plantas Vitex
montevidensis, Campomanesia xantocarpa e Allophylus edulis.

A Tabela 5 apresenta os rendimentos das fracbes aquosa,
hidroalcodlica e etandlica das folhas das plantas Vitex montevidensis,
Campomanesia xantocarpa e Allophylus edulis. O rendimento foi
calculado ap6s a padronizacdo do processo de extracdo. Conhecer o
rendimento pratico das plantas que estdo em estudo é bastante
importante para prever a quantidade de material necessario para
realizacdo dos ensaios assim como para planejar o plantio e 0 consumo
da planta para um possivel desenvolvimento de um medicamento.

Tabela 5. Resultados das analises de rendimento dos extratos bruto das plantas
Vitex montevidensis, Campomanesia xantocarpa e Allophylus edulis.

Extratos Plantas
Vitex Campomanesia Allophylus
montevidensis xantocarpa edulis
Aguoso 8,66% 10,37% 10,71%

Hidroalcoolico 17.70% 15,26% 20,98%

Etandlico

7,10% 6,90% 15,78%
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7. EFICACIA
FARMACOLOGICA
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7.1. Materiais e Métodos
7.1.1. Dislipidemias
7.1.1.1. Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 - LDLr KO
(homozigotos com deficiéncia para receptores de lipoproteina de baixa
densidade), obtidos do Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine), com
12 semanas, que foram alojados em gaiolas plasticas, mantidos em

temperatura ambiente controlada (22 + 2 °C), com ciclo claro/escuro de
12 h. Os animais foram divididos em grupos (n = 10) e receberam dieta
hipercolesterolémica (DH) (contendo 1,25% de colesterol) obtida do
departamento de nutricdo da Universidade de Campinas (UNICAMP),
ou dieta comercial, durante 30 dias concomitantemente com o
tratamento com diferentes doses de extratos brutos, fracdes, veiculo
(dgua) ou sinvastatina (10 mg/kg). O protocolo com os procedimentos
experimentais realizados foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina e aprovado
pelo protocolo nimero PPO0572/CEUA.

7.1.1.2. Tratamentos

O tratamento dos animais com diferentes concentracdes de
extrato bruto (500 e 1000 mg/kg) ou fracdes (125 e 250 mg/kg) foi
realizado diariamente (sempre entre 8 e 9 h da manha), durante 30 dias,
por via oral (gavagem). O tratamento ocorreu simultaneamente a
exposicdo a dieta hipercolesterolémica (DH) ou comercial (DC). O peso
dos animais foi avaliado duas vezes por semana € a ingestdo de agua e
comida foi avaliada diariamente.

Os grupos experimentais para cada extrato ou fracbes das
plantas avaliadas foram os seguintes:
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Tabela 6. Grupos experimentais utilizados na avaliacdo da eficacia das plantas
Vitex montevidensis, Allophylus edulis e Campomanesia xantocarpa

Grupo | Dieta Tratamento Dose Cddigo
G1 Comercial | Veiculo - DC

G2 DH Veiculo - DH

G3 DH extrato aquoso V. montevidensis 500 mg/kg EAVM
G4 DH extrato aquoso V. montevidensis 1000mg/kg EAVM
G5 DH extrato hidroalcodlico V. montevidensis 500 mg/kg HEVM
G6 DH extrato hidroalcodlico V. montevidensis 1000mg/kg HEVM
G7 DH extrato etan6lico V. montevidensis 500 mg/kg EEVM
G8 DH extrato etanélico V. montevidensis 1000mg/kg EEVM
G9 DH extrato aquoso C. xantocarpa 500 mg/kg EACX
G10 DH extrato aquoso C. xantocarpa 1000mg/kg EACX
G11 DH extrato hidroalcodlico C. xantocarpa 500 mg/kg HECX
G12 DH extrato hidroalcodlico C. xantocarpa 1000mg/kg HECX
G13 DH extrato etandlico C. xantocarpa 500 mg/kg EECX
G14 DH extrato etandlico C. xantocarpa 1000mg/kg EECX
G15 DH extrato aquoso A. edulis 500 mg/kg EAAE
G16 DH extrato aquoso A. edulis 1000mg/kg EAAE
G17 DH extrato hidroalcodlico. edulis 500 mg/kg HEAE
G18 DH extrato hidroalcodlico. edulis 1000mg/kg HEAE
G19 DH extrato etandlicos A. edulis 500 mg/kg EEAE
G20 DH extrato etandlicos A. edulis 1000mg/kg EEAE
G21 DH Fracdo hexano V. montevidensis 125mg/kg FHVM
G22 DH Fracdo hexano V. montevidensis 250mg/kg FHVM
G23 DH Fracdo diclorometano V. montevidensis 125mg/kg FDMVM
G24 DH Fracdo diclorometano V. montevidensis 250mg/kg FDMVM
G25 DH Fracdo acetato de etila V. montevidensis 125mg/kg FACVM
G26 DH Fracdo acetato de etila V. montevidensis 250mg/kg FACVM
G27 DH Fracdo n-butanol V. montevidensis 125mg/kg FBUVM
G28 DH Fracdo n-butanol V. montevidensis 250mg/kg FBUVM
G29 DH Fracdo residual V. montevidensis 125mg/kg FRVM
G30 DH Fracdo residual V. montevidensis 250mg/kg FRVM
G31 DH Sinvastatina 10mg/kg SVTN
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7.1.1.3. Obtencéo do Soro e Determinacéo de Lipoproteinas

Apb6s o término do tratamento os animais foram anestesiados
com uma mistura de quetamina e xilazina (90/15 mg/kg, i.p.). Em
seguida, foi realizada uma laparotomia e a veia cava inferior foi
localizada e o sangue do animal foi removido e transferido para um
eppendorf. Apds coagulacgdo, o sangue foi centrifugado durante 15 min e
0 soro obtido foi posteriormente utilizado para as dosagens bioguimicas
(colesterol total, fragdo HDL-C-C, fragdo LDL-C, triglicerideos).

A determinacdo do colesterol total, da fragdo HDL-C-C e triglicerideos
no soro dos camundongos foram realizados utilizando-se reagentes
comerciais (Gold Analisa, Belo Horizonte, MG). J& a determinacgédo da
fracdo LDL-C foi realizada indiretamente, através da equacdo de
Friedewald :

LDL-C = Colesterol Total - HDL-C — (TG/5)

7.1.2. Aterosclerose

7.1.2.1. Determinacéo da Area de Lesao Aterosclerética

Os animais foram anestesiados com uma mistura de quetamina
e xilazina (90/15 mg/kg, i.p.). Apds a retirada da aorta o coracdo foi
perfundido através do ventriculo direito com salina seguido de
formaldeido 10%. O coracdo foi removido e fixado por 24 h em
formalina 10% e entdo embebido em gelatina 5, 10 e 25%. O
processamento histoldgico e coloracdo dos cortes foram realizados
como descrito por Paigen et al., (1987). Resumidamente, apds a
aplicacdo de Tissue Freezing Médium nos blocos de gelatina contendo
os coragdes, este foi cortado transversalmente em criostato a uma
temperatura de -25 °C com uma espessura de 20 um cada corte, a partir
do inicio da aorta, totalizando uma area de 480 um, utilizando-se para a
localizacdo desta area a visualizagdo microscopica das valvulas
semilunares. Os cortes serdo entdo corados com Oil Red e contra
corados com Light Green e Hematoxilina de Harris. As areas de lesdes
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foram expressas como a somatoria das lesGes em 6 cortes, com 80 pum
de distancia entre os cortes, em uma area total de 480 pm.

7.1.2.2. Determinacéo do Indice Aterogénico (I1A).

O indice aterogénico (IA), é o calculo da extensdo da lesdo
aterosclerdtica com base nos lipideos do soro. A medida foi determinada
nos animais dos grupos controle positivo e negativo, extrato bruto
hidroalcodlico e fracdo butandlica, jA que esses grupos experimentais
foram que os demonstraram efeitos mais significativos nas analises
anteriormente realizadas. O indice aterogénico é calculada utilizando-se
a formula IA= CT/ HDL-C (Balogun e Adebayo, 2007).

7.1.2.3. Estatistica.

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da
média (EPM) de 10 animais por grupo. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando a analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste
de Dunnett. Um valor de p inferior a 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. Os graficos foram desenhados utilizando
GraphPad Prism versdo 5.0 para Windows (GraphPad Software, San
Diego,CA,EUA).
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7.2. Resultados

7.2.1. Perfil lipidico dos animais tratados com extratos bruto
aquoso, hidroalcoolico e etandlicos das plantas Vitex montevidensis,
Campomanesia xantocarpa e Allophylus edulis

As plantas utilizadas para o desenvolvimento dos estudos de
eficacia farmacoldgica para o tratamento do colesterol e da aterosclerose
foram selecionadas por originarem-se a partir de biomas caracteristicos
da flora brasileira e ter experiéncia reconhecida de utilizacdo a partir do
conhecimento tradicional e popular. ApOs realizacdo das etapas
farmacobotanica e fitoquimica laboratorial as espécies Vitex
montevidensis; Campomanesia xantocarpa e Allophylus edulis foram
submetidas a etapa farmacoldgica e apresentaram o0s resultados
demonstrados abaixo.

Através dos resultados demonstrados na figura 10 é possivel
observar o aumento nos niveis de colesterol total dos animais tratados
com dieta DH (1076 + 66 mg /dL) quando comparado com os animais
do grupo controle (244 + 15 mg/dL - p < 0, 0001). Ap6s o final do
tratamento foi possivel observar que os camundongos que foram
tratados concomitantemente com dieta DH e extratos bruto
hidroalcodlico da planta Vitex montevidensis (HEVM) nas doses de 500
e 1000 mg / kg tiveram uma significante reducdo nos niveis do
colesterol total (682 £ 27 e 882 £ 27 mg / dl — p < 0.05), triglicerideos
(controle positivo: 103 £ 11 ; HEVM: 41 +58 €38 £3,9 - p<0.001) e
LDL-C (controle positivo: 1018 £ 74 ; HEVM: 839+ 16 e 864 £ 25— p
<0.001). No entanto, ao analisar os efeitos dos tratamentos sobre os
niveis de HDL-C, nenhum efeito significativo foi encontrado. Foi
possivel observar ainda que os niveis de CT, TG e LDL-C dos animais
dos grupos HEVM 500 e 1000 mg/kg sdo muito parecidos com o0s niveis
encontrados no soro dos animais tratados com sinvastatina (Figura 10).
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Figura 10. Efeito do extrato aquoso (EAVM), hidroalcodlico (HEVM) e
etandlico (EEVM) das folhas da planta V. montevidensis sobre o perfil lipidico
de camundongos C57 bl/6 KO LDLr. # diferenga significativa entre o grupo
controle tratado com dieta DC e o grupo controle tratado com deita DH (p <
0,05; ANOVA seguida pelo teste de Dunnett). * diferenca significativa entre o
grupo controle tratado com dieta DH e os diferentes extratos da planta Vitex
montevidensis (p < 0,05; ANOVA seguida pelo teste de Dunnett).

J& ao avaliar os mesmos parametros nos animais tratados com
extratos da planta Campomanesia xantocarpa observamos apenas uma
discreta diminuicdo nos niveis de CT e TG dos animais tratados com
extrato hidroalcodlico (HECX) na dose de 1000 mg/kg. Nenhum efeito
significativo foi observado nos niveis de HDL-C e LDL-C (Figura 11).
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Figura 11. Efeito do extrato aquoso (EACX), hidroalcodlico (HECX) e
etandlico (EECX) das folhas da planta C. xantocarpa sobre o perfil lipidico de
camundongos C57 bl/6 KO LDLr. # diferenca significativa entre o grupo
controle tratado com dieta DC e o grupo controle tratado com deita DH (p <
0,05; ANOVA seguida pelo teste de Dunnett). * diferenca significativa entre o
grupo controle tratado com dieta DH e os diferentes extratos da planta
Campomanesia xantocarpa (p < 0,05; ANOVA seguida pelo teste de Dunnett).

O mesmo procedimento experimental foi realizado para
avaliacdo do efeito do tratamento com a planta Allophylus edulis, porém
nenhuma diferenca significativa foi encontrada nos niveis de CT, TG,
HDL-C e LDL-C (Figura 12).
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Figura 12. Efeito do extrato aquoso (EAAE), hidroalcodlico (HEAE) e
etandlico (EEAE) das folhas da planta A. edulis sobre o perfil lipidico de
camundongos C57 bl/6 KO LDLr. # diferenca significativa entre o grupo
controle tratado com dieta DC e o grupo controle tratado com deita DH (p <
0,05; ANOVA seguida pelo teste de Dunnett). * diferenca significativa entre o
grupo controle tratado com dieta DH e os diferentes extratos da planta
Allophylus edulis (p< 0,05; ANOVA seguida pelo teste de Dunnett).

7.2.2. Perfil Lipidico dos Animais Tratados com Frac6es Obtidas do
Extrato Hidroalcoodlico da Planta Vitex montevidensis

Apos a obtengdo dos resultados demonstrados na figura 13 o
extrato bruto hidroalcodlico da planta Vitex montevidensis foi entdo
fracionado através da técnica de particdo sendo as fragBes butandlica,
acetato de etila, diclorometano e hexano, utilizadas nas doses 125
mg/Kg e 250 mg/Kg para verificacdo da potencializacdo do efeito e/ou
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para ajudar no direcionamento dos possiveis principios ativos presentes
na planta. Foi observado, que assim como, o extrato HEVM, as fracdes
residual (FRVM) e n-butanol (FBUVM) nas doses de 150 e 250 mg/kg
causaram reducdo nos niveis de CT, (FBUVM: 710 + 40 e 535 + 22
mg/dl - p < 0.001); (FRVM: 777 + 57 e 672 + 73 - p < 0,01)
respectivamente quando comparados ao grupo controle tratados com
dieta HD.

Figura 13. Efeito das fragbes (residual, n-butanol, acetato de etila,
diclorometano e hexano) do extrato das folhas da planta Vitex montevidensis
(125 e 250 mg/Kg) nos niveis lipidicos de camundongos C57BL/6 KO LDLr. #
diferenca significativa entre o grupo controle tratado com dieta DC e o grupo
controle tratado com dieta DH (p < 0,05; ANOVA seguida pelo teste de
Dunnett). * diferenca significativa entre o grupo controle tratado com dieta DH
e os diferentes extratos da planta Vitex montevidensis (p < 0,05; ANOVA
seguida pelo teste de Dunnett).
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Da mesma forma, as fragdes FBUVM (77 £3,6 e68 £ 5,2 -p <
0.0001) e FRVM (105 + 18 e 75 + 3,4 - p < 0, 05) causaram reducdo
expressiva nos niveis de TG e também nos niveis de LDL-C (controle
positivo: 889 + 47; FBUVM: 650 + 41 e 459 + 25 — p < 0,01 FRVM:
719 + 58 e 614 + 78 — p < 0,01). No entanto, ao analisar os efeitos dos
tratamentos sobre os niveis de HDL-C, nenhum efeito foi encontrado
(Figura 14). Além disso, os niveis de CT e LDL-C encontrados nos
grupos FBUVM 125 e 250 mg/kg, foi significativamente menor do que
os encontrados nos grupos HEVM 1000 mg/kg e sinvastatina (p <
0.005).

Figura 14. Efeito do extrato hidroalcoélico (HEVM), fracdo residual (FRVM) e
fracdo n-butandlica (FBUVM) das folhas da planta Vitex montevidensis sobre o
perfil lipidico de camundongos C57BL/6 KO LDLr. # diferenga significativa
entre 0 grupo controle tratado com dieta DC e o grupo controle tratado com
dieta DH (p < 0,05; ANOVA seguida por teste de Dunnett). * diferenga
significativa entre o grupo controle tratado com dieta DH e os diferentes
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extratos e fragdes da planta Vitex montevidensis (p < 0,05; ANOVA seguida pelo
teste de Dunnett). + diferenca significativa entre o grupo tratado com as fragoes
RFVM ou n-BFVM e os grupos tratados com HEVM 1000 mg/kg ou
sinvastatina (p < 0,05; ANOVA seguida pelo teste de Dunnett).

7.2.3. Aterosclerose

7.2.3.1. Determinac&o da Area de Les&o Aterosclerdtica

O desenvolvimento da lesdo aterosclerética foi quantificada
ap6s 30 dias de tratamento com dieta DH. As areas de lesdes
ateroscleréticas sdo predominantemente composta de macrofagos
espumosos. Como pode ser observado os animais tratados com dieta rica
em gordura (DH) apresentaram uma proeminente formacdo da placa
aterosclerética quando comparado com o grupo controle. Ja os animais
que receberam o tratamento com o extrato HEVM 500mg/kg
concomitantemente com a dieta DH apresentaram uma reducdo
significativa da area de lesdo quando comparado com os animais que
receberam a dieta DH e veiculo (p< 0,0001).

Figura 15. Figuras representativas dos cortes histoldgicos da area de leséo da
raiz da aorta de camundongos C57 bl/6 KO LDLr corados com Oil Red. A
marcacdo em vermelho representa as areas de deposicdo de lipidios na luz do
vaso. (A): Corte representativo do grupo controle que recebeu dieta DC; (B):
Corte representativo do grupo controle que recebeu dieta DH; (C): Corte
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representativo do grupo tratado com extrato hidroalcodlico da planta Vitex

montevidensis na dose de 500mg/kg.
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Figura 16. Efeito do extrato hidroalcodlico (HEVM) das folhas da planta Vitex
montevidensis na medida da area de lesdo (um) dos cortes histolégicos da raiz
da aorta de camundongos C57 bl/6 KO LDLr corados com Oil Red. # diferenga
significativa entre o grupo controle tratado com dieta DC e o grupo controle
tratado com dieta DH (p < 0,001); * diferenca significativa entre o grupo
controle tratado com dieta DH e o grupo tratado com HEVM 500mg/kg (p <

0,001)
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7.2.3.2. Determinacéo do Indice Aterogénico

O indice aterogénico apresentou uma significativa elevacdo no
grupo controle tratado com dieta DH (2,8 + 0,4) apds os 30 dias de
tratamento. O tratamento com extrato hidroalcodlico da planta Vitex
montevidensis nas doses de 500 mg/kg (0,9 + 0,2) e 1000mg/kg (1,3
0,75) induziu uma reducédo significativa do indice (p < 0.01). De igual
modo, os camundongos tratados com a fracdo FBUVM 125 mg/kg (1,2
+ 0,1) e 250 mg/kg (1,0 £ 0,1) mostraram valores significativamente
menores do que o grupo DH sendo esses valores proximos aos
encontrados nos animais tratados com sinvastatina ou aos encontrados
no grupo controle (Figura 17).

Figura 17. Efeito do extrato hidroalcodlico (HEVM), fracdo residual (FRVM) e
fracdo n-butandlica (FBUVM) das folhas da planta Vitex montevidensis sobre o
indice aterogénico (IA = TC / HDL-C) de camundongos C57BL/6 KO LDLr. #
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diferenca significativa entre o grupo controle tratado com dieta DC e o grupo
controle tratado com dieta DH (p < 0,05; ANOVA seguida pelo teste de
Dunnett). * diferenca significativa entre o grupo controle tratado com dieta DH
e os diferentes extratos da planta Vitex montevidensis (p < 0,05; ANOVA
seguida pelo teste de Dunnett).
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8. ANALISE TOXICOLOGICA
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8.1.Material e Métodos

8.1.1.Teste hipocratico ou Teste de Irwin

O teste hipocratico, ou também conhecido como teste de Irwin
ou triagem farmacoldgica comportamental, € realizado por meio de
observagdes comportamentais sistematicas, fornecendo uma estimativa
geral da toxicidade da substancia sobre o estado consciente e disposicdo
geral, atividade e coordenacdo do sistema motor, reflexos e atividades
sobre o0 sistema nervoso central e sistema nervoso autbnomo (CUNHA
et. al., 2006; MALONE; ROBICHAUD, 1983).

Procedimento experimental: Para a realizacdo do teste
hipocratico, camundongos macho da linhagem C57/bl6 KO LDLr foram
divididos em seis grupos experimentais, sendo cada grupo composto por
trés animais, conforme demonstrado na Tabela 7.

Os animais foram tratados e observados 30 min, 1 h, 2 h, 4h, 8h
e 24 h apds a administracdo e, a partir de entdo, diariamente, até o
décimo quarto dia, uma vez ao dia sempre no mesmo horério, para
avaliar os efeitos relacionados as atividades do Sistema Nervoso Central
(estimulante, depressora, entre outros), do Sistema Nervoso Autdnomo
(salivacdo, diarreia, entre outros) e a mortalidade dos animais.

Os efeitos observados nos animais tratados foram registrados
respeitando uma escala de intensidade dos efeitos, sendo (0) sem efeito,
(-) efeito diminuido, (+) efeito presente e (++) efeito intenso, para
posteriormente serem analisados.

Os animais sobreviventes foram anestesiados com uma solucdo
de xilazina - quetamina e sacrificados por deslocamento cervical. Foram
realizadas analises macroscépicas dos 6rgaos e pesagem do figado e do
baco para determinacdo de possiveis efeitos toxicologico dos extratos.
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Tabela 7. Representacdo dos grupos, tratamentos, doses e vias de administracdo
dos animais avaliados no teste de triagem hipocratica.

Grupo Tratamento / Dose Via de
administragéo
Controle Salina 0,9% Via oral
Tratado 1000 mg/kg | EHA V. montevidensis — 1000 mg/kg | Via oral
Tratado 2000 mg/kg | EHA V. montevidensis — 2000 mg/kg | Via oral
Tratado 4000 mg/kg | EHA V. montevidensis — 4000 mg/kg | Via oral
Tratado 250 mg/kg FBU V. montevidensis — 250 mg/kg Via oral
Tratado 500 mg/kg FBU V. montevidensis — 500 mg/kg Via oral
Tratado 1000 mg/kg | FBU V. montevidensis — 1000 mg/kg | Via oral
Controle Salina 0,9% Via
intraperitoneal
Tratado 1000 mg/kg | EHA V. montevidensis — 1000 mg/kg | Via
intraperitoneal
Tratado 2000 mg/kg | EHA V. montevidensis — 2000 mg/kg | Via
intraperitoneal
Tratado 4000 mg/kg | EHA V. montevidensis — 4000 mg/kg | Via
intraperitoneal
Tratado 250 mg/kg FBU V. montevidensis — 250 mg/kg Via
intraperitoneal
Tratado 500 mg/kg FBU V. montevidensis — 500 mg/kg Via
intraperitoneal
Tratado 1000 mg/kg | FBU V. montevidensis — 1000 mg/kg | Via

intraperitoneal
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8.2. Resultados

8.2.1. Teste Hipocratico ou Teste de Irwin

Durante o teste hipocratico observou-se efeitos importantes,
tanto fisiol6gicos como comportamentais, que foram Gteis no momento
da selecdo de possiveis doses terapéuticas e para avaliacdo da toxicidade
aguda da planta. O teste proporcionou um direcionamento do estudo
qguanto aos possiveis efeitos que o extrato apresenta. Os principais
efeitos foram observados nos tempos de 30 min, 1 h e 2 h. A partir deste
tempo ndo foram observados efeitos significativos, quando comparados
com o grupo controle.

Dentre os efeitos observados, destacaram-se a analgesia (30 min
a 2 h), a sedacdo (30 mina 2 h) e a piloerecdo (30 min a 1 h), em grupos
tratados com FBU V. montevidensis — 1000 mg/kg por via i.p. Além
disso, foi possivel verificar que ndo houve alteracdo no peso ou nas
caracteristicas morfologicas dos oOrgdo (figado e baco) analisados
(Tabela 8) e também ndo houve mortalidade dos animais avaliados, o
que indica uma baixa toxicidade aguda desta planta.
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Tabela 8. Analise do peso dos 6rgdos dos animais apds realizagcdo do teste
Hipocratico ou Teste de Irwin.
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9.CARACTERIZACAO
QUIMICA
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9.1. Material e Métodos

9.1.1. Reagentes

Orientina, Isoorientina, Vitexina, Isovitexina e Vitexina-2-O-
Rhamnosida foram obtidos a partir da Farmacopeia USP e da
Farmacopéia Brasileira, com pureza de 99,9% para todas as substancias.
Acetonitrila, metanol, acido formico e formato de aménio grau HPLC,
acetato de etilo, butanol, diclorometano e n-hexano grau HPLC, foram
adquiridos a partir da Sharlau (Barcelona, Espanha). Agua ultra pura foi
obtida a partir de um sistema de purificacdo Gehaka Master System
(Gehaka, Sdo Paulo, Brasil).

9.1.2. Preparo das Solucdes Padrdo e Amostras para Analise
Instrumental

Para o preparo das solucBes estoque, padrdes dos flavonoides
orientina, isoorientina, vitexina, isovitexina e vitexina-2-o-rhamnosida
foram solubilizados em metanol e diluidos para se obter uma
concentracdo de 5 pg/ml.

As amostras obtidas a partir dos extratos foram diluidas em uma
proporcdo de 1:4 (v/v) com a fase movel (dgua:acetonitrila 95:5 v/iv). O
mesmo procedimento foi utilizado para a dilui¢cdo das solucGes estogque
dos padr@es de flavondides.

9.1.3. Equipamento e Colunas

Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia Acoplado a
Espectrometria de Massas, Ultra-Performance Liquid Chromatography
Electrospray Tandem Mass Spectrometry (UPLC-ESI-MS) foi realizada
em um equipamento ACQUITY UPLC H-Class equipado com
amostrador automatico refrigerado e forno para coluna com
aquecimento, acoplado a espectrdmetro de massa Waters Xevo-TQ com
interface de ionizacdo por electrospray (ESI) (Waters Corporation,
Milford, MA, EUA). Para a aquisicdo de dados e controle do sistema foi
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utilizadoo software Mass Lynx versdo 4.1 (Waters Corporation). Gas
nitrogénio foi produzido a partir de nitrogénio liquido (White Martins,
SC, Brasil). A separacdo cromatografica foi realizada através de uma
coluna ACQUITY UPLC BEH C18 (150 mm x 2,1 mm, 1,7 um) com
pré-coluna ACQUITY BEH C18 VanGuard, (5 mm x2,1 mm,1,7 pum)
(Waters Corporation).

9.1.4. Procedimento

Todas as separacOes cromatograficas foram realizadas com um
sistema de eluicdo por gradiente. A fase movel para as corridas
cromatograficas foi preparada a partir de uma solugdo de formato de
amonio a 10 mmolL™® e &cido férmico 0,1 % (v/v) (fase movel A) e
acetonitrila (fase mével B). O gradiente iniciou com 5 % de fase mdvel
B, aumentando linearmente para 12 % em 114 min, em seguida,
retornou a indicacdo inicial de 5 % de fase B em 115 minutos,
mantendo-se até 120 min. O fluxo foi de 0,4 ml min™. A temperatura da
coluna foi mantida a 40 ° C e o amostrador automatico ficou
condicionado em 6 ° C. O volume de injecéo foi de 7,5 ml.

A analise por espectrometria de massa foi realizada utilizando
uma fonte ESI no modo de ions negativos. As condic@es utilizadas para
a analise foram: (N) com fluxo de 800 L h%, fluxo de gas de cone foi de
150 L h™, a temperatura da fonte e do gés de dessolvatacdo foram de
150 © C e 500 ° C, respectivamente, a voltagem da fonte ESI foi de 2.5
kV e voltagem do cone de 30 V. Os espectros de massa de ions
negativos foram obtido sem uma faixa de massa/carga (m/z) de 50 a 800
m/z por varredura a cada 2 s. Através de comparagao entre os tempos de
retencdo dos picos gerados nos espectros de massas das amostras com 0s
gerados nas solucdes padrdo, foi possivel identificar as substancias
desconhecidas contidas nas amostras.
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9.2. Resultados

9.2.1. Identificacdo e caracterizacdo de possiveis marcadores dos
extratos e fragdes da planta Vitex montevidensis

As solugdes padrdo dos cinco flavonodides foram estudadas
através de MS operando em modo de ions negativos por meio de
varredura de ion precursor (MS SCAN). O tempo de retencdo das
flavonas e suas respectivas massas detectadas por espectrometria de
massa sdo apresentadas na Tabela 8. O cromatograma de uma mistura
dos padrdes de flavonas é apresentado na Figura 18. Como mostrado na
Figura 18D, foram identificados cinco picos principais (1, 2, 3, 4 e 5)
em diferentes tempos de retencdo (TR), 36,6, 37,9, 47,6, 54,1 e 57,0
min. Através da comparacgdo entre os cromatogramas em razdes de m/z
fixas, (Figura 18 A, B e C), esses picos foram atribuidos para orientina,
isoorientina,  vitexina, isovitexina e  vitexina-2-o-rhamnoside,
respectivamente. Os espectros de MS dos cinco picos dos padrdes
também foram medidos usando UPLC-ESI-MS e sdo apresentados na
Figura 19. Como mostrado, no TR 57 min, foi observado ions com 577
m/z, atribuidos ao vitexina-2-o-rhamnoside, no TR 36,5 e 37,9 min, ions
com 447,2 m/z, atribuidos a orientina e isoorientina, TR 47,6 e 54,1 min,
jons com 431,2 m/z atribuidos a vitexina e isovitexina. As massas
encontradas estdo condizentes com o esperando, sendo encontradas
massas com diferenca de uma unidade entre a teérica, tendo em vista a
perda de um préton no processo de ioniza¢do [M-H]".

Como pode ser visto na Figura 20, alguns dos compostos foram
identificados no extrato hidroalcodlico e nas fragdes n - butanol e
residuais. Os tempos de retencdo ndo sdo exatamente idénticos aos
compostos padrdo, possivelmente devido a efeitos de matriz e outras
substancias presentes no extrato que podem estar co-eluindo com os
compostos de interesse. No entanto, as espectrometrias de massa
apresentadas nas Figuras 21 e 22, confirmaram a presenca de orientina,
isoorientina, vitexina e isovitexina. O flavonoide vitexina-2-o-
rhamnoside ndo foi observado em nenhuma das amostras avaliadas.

Extratos organicos a partir de n-hexano e diclorometano
também foram estudados, porém em nenhum dos casos foram
observados a extracdo dos flavonoides. Esse fato se deve provavelmente
a baixa polaridade dos solventes extratores. Os flavondides estudados
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apresentam alta afinidade por solventes proticos polares, devido ao
grande nimero de hidroxilas e sitios polares em suas estruturas.
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Figura 18. Cromatogramas dos padrdes de flavonoides: A) ion extraido 577,0
m/z vitexina-2-o-rhamnoside em TR: 57 min, B) ions extraidos 447,2 m/z de
orientina em TR: 36,6 min e isoorientina TR: 37,9 min, C) ions extraidos 431,2
m/z de vitexina em TR: 47,6 min e isovitexina TR: 54,1 min, D) cromatograma
de ions totais.
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Figura 19. Espectros de massa dos cromatogramas dos padrdes de flavonoides:
A) fon extraido 577 m/z de vitexina-2-o-rhamnoside em TR: 57 min, B) e C)
fons extraidos 447,2 m/z de orientina TR: 36,5 min e isoorientina TR: 37,9 min,
C) e E) ions extraidos 431,2 m/z de vitexina TR: 47,6 min e isovitexina TR:
54,1 min.
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Tabela 9. Os compostos identificados por UPLC-MS/MS no modo negativo em
comparagdo com padréo.

Flavondides ST tr
identificado (min)
Extrato
L hidroalcodlico, 36.
Orientina .
butandlicos e 5
residual
Extrato
L hidroalcodlico, 37.
Isoorientina o
butandlicos e 9
residual
Extrato
L. hidroalcodlico, 47,
Vitexina o
butandlicos e 6
residual
Extrato
L. hidroalcodlico, 54,
Isovitexina o
butandlicos e 1
residual
Vitexina-2-o- 57.
rhamnoside 0
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Figura 20. Cromatogramas de ions totais de: A) pradrdes de flavonoides B)
extrato hidroalcodlico C) fragdo n-butanol e D) fracéo residual.
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Figura 21. Cromatogramas de ions totais e cromatogramas de fons extraidos em
577,0 m/z de vitexina-2-o-rhamnoside, 447,2 m/z de orientina e isoorientina,
431,2 m/z vitexina e isovitexina de A) extrato hidroalcodlico B) fracdo n-
butanol e C) fracéo residual.
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Figura 22. Espectro de massa das amostras A) extrato hidroalcodlico B) fracao
n-butanol e C) fracéo residual, picos atribuidos a vitexina-2-o-rhamnoside TR:
57 min, orientina TR: 36,5 min, isoorientina TR: 37,9 min, vitexina TR: 47,6
min e isovitexina TR: 54,1 min.
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10. DISCUSSAO

Apesar da quase inexistente disponibilidade no mercado de
alternativas terapéuticas para o tratamento de doencas do sistema
cardiovascular de origem natural, nos Ultimos anos sdo crescentes 0s
estudos que avaliam o efeito das plantas para estas patologias. Entre
estes estudos destacam-se aqueles que avaliam o efeito de plantas ricas
em flavondides, que apresentam efeitos importantes na diminuicdo da
oxidacdo das lipoproteinas plasmaticas, diminuindo assim o0s niveis
lipidicos e consequentemente, a formacao de placas de aterosclerose.

Diferentes trabalhos descrevem o efeito antioxidante e
hipolipemiantes de extratos, fracdes e compostos isolados obtidos a
partir de plantas que possuem os flavondides como constituintes
majoritarios, bem como 0s possiveis mecanismos de acdo envolvidos
nesses efeitos. Entre os principais efeitos cardioprotetores dos
flavondides, destacam-se: a reducdo nos niveis de lipidios sanguineos
através do aumento da sua metabolizacdo ou ainda pelo aumento das
taxas de degradacdo e reducdo na reabsorcdo intestinal, atividade anti-
inflamatoria e efeito vasodilatador (Sato et. al., 2011; Mainini et. al.,
2013; Wang et. al., 2013; Vazquez-Castilla et. al., 2013; Farhat et. al.,
2014; Pirie et. al., 2014).

Até 0 momento apenas um medicamento fitoterdpico para o
tratamento de doencas cardiovasculares, derivado da planta Allium
sativum, teve o seu registro aprovado pela ANVISA, esse nimero pode
estar relacionado a complexidade da investigacdo de eficicia e
seguranga para O tratamento destas patologias. Sendo assim, este
trabalho teve como principal objetivo a avaliagdo do potencial
terapéutico de plantas nativas com relatos da populacdo de eficacia para
o tratamento destas patologias. Para sua realizacdo foram utilizados
camundongos homozigotos com deficiéncia para receptores de
lipoproteina de baixa densidade — LDL (C57BL/6 LDLr KO). Os
animais foram divididos em grupos e receberam dieta
hipercolesterolémica, ou dieta comercial, durante 30 dias,
concomitantemente com o tratamento com diferentes doses dos extratos
testados, veiculo ou sinvastatina.

As plantas Vitex montevidensis, Campomanesia xantocarpa e
Allophylus edulis, utilizadas no presente trabalho foram selecionadas por
se originar a partir de biomas caracteristicos da flora brasileira e ter
reconhecida utilizacdo a partir do conhecimento tradicional e popular.

Das trés plantas avaliadas a Vitex montevidensis foi a que
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apresentou efeitos mais significativos, ja que o0 seu extrato
hidroalcodlico foi capaz de reduzir significativamente os niveis de CT,
TG e LDL-C. Assim sendo, foi entdo a planta selecionada para dar
continuidade as investigagcfes. Os extratos aquoso e etanodlico foram
desprovidos de efeitos.

A partir do fracionamento do extrato, tentou-se conhecer
melhor a constituicdo quimica e os principais constituintes dessa planta,
que foi tdo pouco estudada. Esta etapa foi de extrema importancia ja que
ela é determinante para garantir a padronizacao, controle de qualidade e
a constancia nos resultados da planta estudada.

O extrato hidroalcodlico da planta Vitex montevidensis foi
particionando com solventes de diferentes polaridades dando origem as
fragdes hexano, diclorometano, acetato de etila, n-butanol e residual.
Todas as fracGes foram testadas, sendo que as fragcdes n- butanol e
residual demonstraram ser as fracdes ativas com efeitos consistentes aos
encontrados com extrato HEVM. Esse resultado € indicativo de que os
compostos ativos presentes na planta provavelmente sdao mais polares e
estdo concentrados na fracdo n-butanol. Neste experimento observamos
ainda que os animais que receberam tratamento com a fracdo n-BFVM
tiveram uma reducdo significativamente maior nos niveis lipidicos do
que os animais que receberam o extrato HEVM, confirmando assim a
verificacdo da potencializacdo do efeito apés o fracionamento do
extrato.

Assim como o0 nosso estudo, Brandt et. al., (2009),
demonstraram o potencial hipocolesterolémico da Vitex montevidensis.
Para tanto, foi realizada inducédo hiperlipidémica usando um modelo que
preconiza o emprego de propiltiuracil 1,25 mg/300g de peso e colesterol
200 mg/kg de peso, aplicados via oral em ratos machos. A administracdo
do extrato bruto hidroalcodlico das folhas (300 mg/Kg) e aquoso
(decoccdo a 1%) das cascas, também foi via oral (gavagem) enguanto a
dgua de beber foi trocada pelo decocto. Outro estudo importante
realizado com essa planta foi o de Zanatta et. al., (2007), que avaliou o
efeito do extrato bruto e das fracBGes acetato de etila e n-butanol de V.
montevidensis sobre a hiperglicemia em ratos diabéticos. Os extratos
foram administrados nas doses de 400 e 800 mg/Kg via oral. O extrato
bruto reduziu os niveis de glicose tanto nos ratos normais como nos
diabéticos, ja as fracOes acetato de etila e n-butanol reduziram a
glicemia apenas nos ratos diabéticos, sendo que a fracdo acetato de etila
apresentou efeito mais potente.

Pela primeira vez, no nosso conhecimento, analises quimicas
mostraram que 0S compostos presentes em maiores quantidades no
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extrato ativo e fracdo foram flavondides do tipo C-glicosideo. Através
da técnica de espectrometria de massa confirmamos que 0s principais
picos cromatograficos encontrados sdo os flavondides orientina,
isorientina, vitexina e isovitexina.

Campos et al., (2014), demonstraram o efeito antioxidante dos
flavondides presentes na planta Cymbopogon citratus e, através de
analises por HPLC, foi encontrado que a isoorientina € um dos
principais flavonoides presentes na planta, além de sugerirem que as
propriedades antioxidantes do capim-liméo podem prevenir a disfuncao
endotelial associada a um desequilibrio oxidativo promovido por
diferentes estimulos. Ja no estudo de Kesavan et al., (2013) foi possivel
observar a acdo da planta Gentiana lutea na prevencdo do
desenvolvimento da aterosclerose, ja que a planta rica em flavondides,
entre eles a isovitexina, foi capaz de prevenir a proliferacdo de células
musculares lisas da aorta.

Mahendran el al., (2014), também investigaram o efeito da
planta Swertia corymbosa, rica em isovitexina, no tratamento do
diabetes. Concluiu-se que o extrato metandlico da planta possui
atividade antidiabéticos, antioxidantes e ainda foi capaz de diminuir os
niveis de CT, TG e LDL-C e aumentar os niveis de HDL-C.

Orrego et al., (2009), avaliaram o efeito inibitério de trés C-
glicoflavondides da planta Cymbopogon citratus sobre a oxidagdo do
LDL-C humano. Este estudo demonstrou que a isoorientina é um
inibidor eficaz de oxidacdo de LDL-C in vitro, e como a oxidacdo de
LDL-C é um evento chave na formagdo de lesdes ateroscleroticas, o uso
deste antioxidante natural pode ser benéfico para evitar ou atenuar a
aterosclerose.

Mali et al., (2012), avaliaram os efeitos anti-hipertensivos e
cardioprotetores do fruto da planta Lagenaria siceraria e demostraram
reducdo na hipertensdo induzida por L-NAME. Observaram também
uma reducdo significativa nos niveis de CT e auséncia de apoptose no
coracdo dos animais tratados com o fruto da planta. Os autores
sugeriram ainda que a atividade antioxidante dos flavondides orientina,
isoorientina e vitexina presentes na planta parece ser a responsavel por
reduzir o dano induzido pelo tratamento com L-NAME e apresentar
atividade anti-hipertensiva e cardioprotetora.

Relatos na literatura ja haviam mostrado que altas quantidades
de flavonoides e taninos condensados foram detectados na fracédo
acetato de etila obtida a partir do extrato da folha da planta Vitex
megapotamica, e que esses compostos podem estar correlacionados com
a inibicdo da peroxidagdo lipidica. Existem relatos também de que
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principais compostos quantificados por HPLC/DAD no extrato bruto e
fragdes foram acidos clorogénicos e rosmarinico (Brum et. al., 2013),
ambos com efeitos antioxidantes comprovados quando avaliados em
outras plantas (Sato et al., 2011; Farhat et al., 2014).

De acordo com Alice et al., 1991, as folhas da Vitex
montevidensis apresentam flavondides em grande quantidade, além de
esterdis/triterpenos e saponinas mas ndo apresentam alcalGides,
cumarinas, antraquinonas ou taninos. Em outros estudos, Rimpler,
(1969, 1972), isolou pterosterona, polipodin B, fitoecdisonas e iridéides.
Estes compostos, com exce¢do dos iridoides, pertencem a classe dos
triterpendides, tal como as saponinas triterpénicas e fitosterdis e sdo
sintetizados pelas plantas como uma defesa contra fitopatogenos. Estes
compostos sdo réplicas exatas de hormdnios usados por insetos e
crustaceos no processo de ecdise (processo de mudanca do
exoesqueleto). Santos et al., 2001, mostraram que espécies do género
Vitex apresentam ecdisteroides, sendo a 20-hidroecdisona o mais
comum.

Com o aumento do nimero de mortes causadas por doencas
cardiovasculares, uma variedade de modelos animais foram
desenvolvidos para imitar essa enfermidade humana e assim serem
utilizadas em estudos de novos tratamentos para essas doencgas. Dentre
0s modelos animais existentes os camundongos knockout tem recebido
bastante destaque. Esses animais possuem um gene ou funcdo
eliminados (Carvalho e Lopes, 2006). Os camundongos knockout mais
utilizados para o estudo de doencas cardiovasculares sdo os deficientes
em ApoE (ApoE -/-), que apresenta elevada hipercolesterolemia e
desenvolvimento espontdneo da aterosclerose e o0s camundongos
deficientes em receptores de LDL (LDLr -/-) que apresentam aumento
nos niveis lipidicos e formacdo de aterosclerose quando alimentados
com dieta rica em gordura (Zadelaar et al., 2007). Os camundongos
knockout deficientes em receptores de LDL sdo atualmente os animais
mais utilizados em estudos para investigacdo de novas opcdes
terapéutica para o tratamento das dislipidemias e da aterosclerose, pois o
desenvolvimento dos sintomas nestes animais sdo mais proximos aos
observados nos humanos e eles respondem melhor as opcdes
terapéuticas disponiveis hoje no mercado (Zadelaar et al., 2007).

Assim como descrito na literatura, no nosso estudo, 0s
camundongos C57/bl6 KO LDLr alimentados com uma dieta rica em
gordura tiveram elevacdo dos niveis lipidicos e induzir a formacéo da
placa de aterosclerose préximo as valvulas semi-lunares. Os niveis de
CT e de LDL-C aumentaram substancialmente, mas, diferente de alguns
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tipos de dislipidemias humana, os niveis de HDL-C e TG permaneceram
relativamente inalterados. Curiosamente a reducdo dos niveis de CT e
LDL-C causadas pelo tratamento com extrato hidroalcodlico e fracéo e
n-butanol ndo foi associada a varia¢fes nos niveis de HDL-C. 1sso nos
indica que o mecanismo de acdo dos compostos da planta responsavel
por esse efeito parece ser diferente de estatinas, que mesmo em
diferentes graus ndo impactam diretamente nos niveis de HDL-C (Saini,
2005; Lewis, 2009). As lesGes histoldgicas induzidas pela dislipidemia
também foram significativamente reduzidas, uma consequéncia
provavel da reducédo no indice aterosclerdtico. Este indice esta associado
a deposicdo de células espumosas, placas, lipidios ou &cidos graxos no
coracdo, artérias coronarias, aorta, rins e figado (Balogun e Adebayo,
2007). Assim, a prevencdo de lesbes ateroscleréticas parece estar
diretamente relacionada com a reducdo de lipidios plasmaticos
induzidos pelo extrato e fracGes.

Os resultados descritos aqui evidenciaram outro achado
interessante. Conforme descrito, os niveis de triglicerideos ndo foram
alterados pela dieta rica em gordura. No entanto, 0 extrato
hidroalcodlico e as fragfes n-butanol e residual causaram consistente
reducdo dos niveis dos TG plasmaticos trazendo seus indices a valores
abaixo dos niveis dos animais que ndo receberam a dieta rica em
gordura. Esse resultado € importante, pois de todos os compostos
farmacoldgicos disponiveis para o tratamento de dislipidemias, a classe
menos eficaz e mais propensa a induzir efeitos secundarios é aquela
usada para reduzir os niveis de triglicerideos, a classe dos fibratos. Estes
compostos apresentam efeitos colaterais importantes, entre eles a lesdo
muscular que pode ser potencializada pela associagdo dos fibratos com
estatinas. Levando-se em conta que as estatinas sdo hoje o principal
tratamento para reducdo do LDL-colesterol, e que apresenta efeito
discreto na reducdo dos niveis de triglicerideos e ainda possui o risco de
causar importantes efeitos adversos quando administrados em
associacdo com fibratos, uma nova alternativa de tratamento capaz de
reduzir os niveis de CT, LDL-C e ainda de TG se torna bastante
interessante (Lewis, 2009; Michael et. al., 2014).

Infelizmente ndo foi possivel investigar o mecanismo de acédo
do extrato ativo e fracBes envolvidas nos efeitos farmacologicos
encontrados. No entanto, sabe-se que os flavonodides sdo potentes
inibidores da oxidacdo de LDL-C in vitro, ex vivo, reduzem a
susceptibilidade do LDL-C a oxidacdo, impedem a destruicdo de
antioxidantes enddgenos e inibem a oxidacdo de LDL-C (Vaya et. al.,
2003; Quifiones, Miguel e Aleixandre, 2013). Além disso, o0s
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flavondides aumentam os niveis da paraoxonase 1 (PON1) no soro, uma
lipolactonase associada a HDL-C. A PON1 tem a capacidade de
proteger o LDL-C e o HDL-C de oxidac¢do, diminuir o estado oxidativo
de macréfagos, estimular o efluxo de colesterol a partir de macréfagos,
diminuir o estado oxidativo nas lesbes aterosclertticas e atenuar o
desenvolvimento da aterosclerose (Vaya et. al., 2003; Khateeb et. al.,
2010; Mehdi e Rizvi, 2012; Aharoni, Aviram e Fuhrman, 2013).

Apesar de ndo ter sido investigado o mecanismo de acdo da
planta, a identificacdo quimica realizada no presente trabalho mostrou a
presenca de flavondides do tipo C-glicosideo que tém sido fortemente
associados com a diminuicdo do risco de doencas cardiovasculares,
principalmente através dos efeitos vasodilatador, antitromboético, anti-
inflamatorio, anti-apoptético, efeitos hipolipemiantes e antiaterogénico
(Quifiones et al., 2013), tornando-os efetores provaveis os efeitos
benéficos do extrato e fracBes da planta Vitex montevidensis.

Embora preliminares e restritos, os resultados obtidos durante a
realizacdo do estudo hipocréatico nos levam a concluir que os extratos e
fracdes da planta Vitex montevidensis nas doses avaliadas néo
apresentaram indicios de efeitos toxicos agudos, uma vez que 0S
resultados mostraram que ndo houve morte de nenhum animal, néo
ocorreram diferencas significativas nas analises de aspectos
morfoldgicos e peso dos érgdos avaliados, além da auséncia de sinais
clinicos relevantes. Brandt et al., 2008 também avaliaram o efeito
toxicoldgico do extrato hidroalcodlico das folhas e da decoc¢do da casca
da planta Vitex megapotamica, verificando que ndo houve lesdo
cardiaca, hepéatica ou renal pelo extrato e decoc¢do utilizados nas
avaliacdes toxicologicas preliminares.

Como descrito anteriormente, as trés plantas selecionadas para
este estudo foram escolhidas devido a sua tradicional utilizacdo pela
populacdo brasileira para o tratamento de doengas cardiovasculares. No
entanto, apenas a planta Vitex montevidensis apresentou resultados
suficientes para subsidiar a continuidade das investigacdes. A ineficacia
das plantas Campomanesia xantocarpa e Alophylus edulis no modelo
experimental utilizado pode ter ocorrido devido a metodologia escolhida
ou ainda pelo fato de que muitas vezes plantas sdo utilizadas sem
evidéncias suficientes para garantir que o efeito descrito seja
efetivamente alcancado.

Os resultados verificados nos testes farmacoldgicos e
toxicoldgicos demostraram a eficdcia e seguranca da planta Vitex
montevidensis no tratamento da hipercolesterolemia e da aterosclerose
no modelo animal utilizado. Estes resultados, compilados com o0s
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resultados dos estudos fitoquimicos que evidenciaram a presenca de
quatro glicoflavondides na planta, sugerem que provavelmente os
flavondides sdo os responsaveis pelo efeito encontrado. Uma vasta
quantidade de artigos cientificos corrobora com esses resultados, ao
mostrarem os efeitos dos flavondides para o tratamento dessas
patologias, evidenciando o potencial farmacoldgico da planta avaliada e
nos direciona para Vvarios outros tipos de analises e experimentos que
serdo necessarios para continuidade da investigacdo do potencial
terapéutico da planta tais como estudos clinicos, identificagdo de
marcadores e do mecanismo de acao.

Por tratar-se de uma tentativa de desenvolvimento de produtos
obtidos de espécies nativas, este projeto tem impactos positivos sobre a
preservacdo da biodiversidade, aumentando a importancia da
preservacdo de remanescentes florestais onde estas espécies nativas sao
encontradas. A valorizagdo econbmica dos biomas naturais repercute na
sociedade que passa a se preocupar com sua preservacdo. O
desenvolvimento de medicamentos a partir de espécies nativas e
adaptadas podera incrementar a cadeia produtiva de diversas plantas
medicinais criando alternativa de renda para agricultores, estimulando a
preservacdo de recursos genéticos até entdo inexplorados e
desenvolvendo tecnologia propria na producdo de medicamentos
(Brasil, 2006).

O estudo de um novo medicamento trara a vantagem de uma
nova opcao terapéutica, com auséncia ou diminui¢cdo dos principais
efeitos colaterais das estatinas (cefaléia, flatuléncia, dispepsia, dores
musculares, prurido e exantema cutdneo), que formam a principal
familia de farmacos hipocolesterolémicos. Um novo produto
fitoterapico com eficicia e seguranca comprovadas, padronizacdo do
teor de ativos e mecanismo de acdo definidos trard a confianca
necessaria na sua utilizacdo pelos profissionais prescritores. Este fato
ndo ocorre na atualidade com os produtos existentes no mercado que
transitam entre suplementos alimentares e fitoterapicos com
comprovacao baseada apenas em informac@es de uso tradicional. A falta
de produtos validados e com teor de ativos definido € uma das principais
causas da falta de adesdo dos profissionais de salde na prescricdo de
fitoterapicos e tem dificultado o apoio dos drgdos reguladores na
expansao deste mercado.

A descoberta de um novo medicamento seria de extrema
importancia para salde publica, jA que o aumento dos niveis de
colesterol estd diretamente relacionado nas causas de diversas doencas
responsaveis por uma grande quantidade das mortes no Brasil.
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11. CONCLUSOES

. A eficdcia da planta Vitex montevidensis, que ¢é
utilizada popularmente para o tratamento de doencas cardiovasculares,
foi confirmada nos modelos experimentais utilizados;

. Os extratos brutos das plantas Campomanesia
xantocarpa e Alophylus edulis ndo apresentaram efeito nos testes de
eficécia para o tratamento do colesterol e da aterosclerose;

. O extrato hidroalcodlico e as fragcdes n-butanol e
residual da planta Vitex montevidensis foram eficazes na reducdo os
niveis de CT, TG e LDL-C no plasma de animais tratados com dieta
hipercolesterolémica;

. A formacdo de placa de aterosclerose na aorta de
camundongos dislipidémicos foi substancialmente reduzida nos animais
tratados com extrato hidroalcodlico da planta Vitex montevidensis;

. A planta Vitex montevidensis, nas doses avaliadas, ndo
apresentou indicios de toxicologia aguda, jA& que ndo houve sinais
clinicos relevantes ou morte de animais durante a realizacdo do estudo
hipocratico;

. Andlises fitogquimicas indicaram que 0s maiores
constituintes dos extratos ativos sdo os flavondides orientina,
isoorientina, vitexina e isovitexina.
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