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RESUMO

Jacaranda decurrens subsp symmetrifoliolata (Farias e Proenca, 2003) é uma planta
endémica do cerrado brasileiro, conhecida popularmente como carobinha, caroba, ou caroba
do campo. No uso popular é utilizada no tratamento de doencas inflamatorias e infecgdes, na
forma de chés e garrafadas (extragdes alcodlicas). Devido sua eficAcia como planta medicinal,
e propriedades farmacoldgicas confirmadas na literatura, o presente estudo desenvolveu um
extrato aquoso seco pelo processo biotecnoldgico de spray drying (secagem por aspersao), das
raizes e folhas de J. decurrens, este processo permite a producdo de extratos quimicamente
mais estiveis.O efeito anti-inflamatério dos extratos foi testado mediante os modelos de
edema de pata induzido por carragenina, nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg e pleurisia
induzida por carragenina na dose de 300mg/kg. As doses de 30 e 100 mg/kg foram mais
eficientes na inibicdo do edema, no tempo de 4 horas apos a aplicacdo da carragenina, a
inibicdo do extratos obtido das folhasfoi de71+7%e o extrato obtido de raizes foi de 79+9%na
dose de 30mg/kg, e de 68+13% para 0 extrato das raizes e 75+9% os obtidos das folhas na
dose de 100 mg/kg. Constatou-se também reducdo na migracdo de leucocitos para a cavidade
pleural significativa no modelo de pleurisia. Os resultados permitiram concluir que os extratos
das raizes e folhas de J. decurrens obtidos através de Spray Drying possuem significativo
potencial anti-inflamatério, preservando o composto bioativo no extrato.

Palavras-chave: J. decurrens, carobinha, spray drying, edema de pata, pleurisia.
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1-INTRODUCAO

Processos inflamatorios sdo respostas fisiopatoldgicas presentes com frequéncia na
populacdo. Muitos sdo os farmacos anti-inflamatérios disponiveis no mercado para tratamento
de inflamagBes que, propiciam varios efeitos adversos indesejiveis quando usados no
tratamento prolongando ou na predisposi¢do individual. Dentre as drogas anti-inflamatorias,
os glicocorticoides, sdo os mais eficazes ja conhecidos, atuam inibindo a migracdo de
leucécitos para sitios de inflamagdo, por provocar inibicdo daexpressdo génica de alguns
mediadores inflamatérios e também de fatores de transcricdo (por exemplo o fator nuclear
Kappa B).

Estudos de plantas utilizadas na medicina popular tém permitido a descoberta de
principios-ativos com potenciais anti-inflamatérios (ROGERIO, 2013). Segundo Calixto
(2000) metabdlitos secundarios derivados de plantas, podem ter a capacidade de inibir ou
modular o processo inflamatério, por provocar alteragdes nos segundos mensageiros, em

processos transcricionais, e na expressao de moléculas chave pré- inflamatorias.

Jacaranda decurrens subsp. symmetrifoliolata (Farias e Proenca, 2003)
(Bignoniaceae), conhecida popularmente como caroba, carobinha ou caroba-do-campo, € uma
planta endémica do cerrado brasileiro, que apresenta propriedades anti-inflamatorias e
antitumorais comprovadas (SUBBARAMAIH K, 2000) (SANTOS et al, 2012). A
biodiversidade do cerrado brasileiro esta sendo frequentemente ameacada, pela exploracédo
dos recursos naturais de maneira indevida. Pela notéria importancia das propriedades
apresentadas por J. decurrens, Bertoni (2010) realizou estudos de diversidade genética de
populacdes de J. decurrens, tais que podem ser Uteis em estratégias de protecdo de plantas

com ricas propriedades medicinais.

O Spray Drying € uma técnica de secagem por aspersao, a qual permite a producédo de
extratos secos biotecnoldgicos, que apresentam maior concentracdo de principio ativo e
estabilidade destes, sendo assim considerados pelo fato de envolverem a transformacao de
material biol6gico em um produto.O processo de secagem tem como objetivo a retirada da
agua do material vegetal, uma vez que esta pode propiciar desenvolvimentomicrobiol6gico e
reaces quimicas e fisicas (SANTOS e SHARAPIN, 2000; SOUZA, LIONZO e
PETROVICK, 2006).



A secagem por aspersdo acontece em trés fases fundamentais, na primeira ocorre a
dispersdo do fluido como goticulas, gerando elevada area superficial. Na segunda fase essas
goticulas entram em contato com uma corrente de ar aquecido, ocorrendo transferéncia de
calor. Por fim, na terceira, o solvente é evaporado, e forma-se a particula sélida
(BROADHEAD, EDMOND ROUAN e RHODES, 1992; RANKELL et al., 2001). Durante o
processo pode-se ajustar variaveis de acordo com o teor de umidade, estabilidade quimica e
rendimento desejado, e também a minimizacdo da aderéncia de particulas na camara de

secagem.

Este processo € considerado de grande importancia na producdo de fitoterapicos e de
pré-formulacbes na producdo industrial (LIST e SCHMIDT, 1989). Ao realizar o
processamento do extrato pode ocorrer a perda da eficiéncia, ou mesmoda atividade a ele
conferida, para tanto, testes foram realizados para a verificacdo da atividade anti-inflamatoria
nas raizes e folhas de J. decurrens (SANTOS e SHARAPIN, 2000).

Apresentando-se importancia, o presente estudo avaliou a atividade anti-inflamatoria
de extratos secos por aspersdo das folhas e raizes de J. decurrens. Uma vez ja comprovada a
atividade anti-inflamatoria de extratos hidroalcodlicos de J. decurrens por nosso grupo
(SANTOS et al., 2012), deu-se procedéncia nos estudos, a fim de desenvolver um extrato com
propriedades farmacoldgicas, fisico-quimicas e antimicrobianas maisestaveis e de cunho
biotecnolodgico, a partir do procedimento de secagem por aspersdo de extratos aquosos de J.

decurrens.



2-OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

e Avaliagdo da atividade anti-inflamatoria do extrato aquoso seco das folhas e raizes de
Jacaranda decurrens obtido por secagem por aspersdo(Spray Drying)em modelos

experimentais de inflamagdo em camundongos.

2.2 Objetivos especificos

e Auvaliar o efeito anti-inflamatorio do extrato aquaso seco das folhas e raizes de
Jacaranda decurrens obtido por secagem por aspersao (Spray Drying)em modelos de
inflamacdo em camundongos por tratamento sistémico.

e Avaliara possivel interferéncia do método de extracdo utilizado para a obtencdo dos
extratos (secagem por aspersao- Spray Drying) sobre a atividade anti-inflamatoria dos

extratos das raizes e folhas de J. decurrens.



3- REVISAO DE LITERATURA
3.1 Plantas medicinais e fitoterapia.

Desde as primeiras civilizagdes, acredita-se que o uso de plantas ja se fazia presente
no tratamento de enfermidades. SegundoCorréa, et al., (2001) até o inicio do século passado,
90% dos medicamentos eram obtidos de plantas medicinais. No entanto, devido as
dificuldades na manutencdo da estabilidade e producdo, o mercado da preferéncia aos
produtos sintetizados quimicamente, mas de acordo com dados de Ferreira et al., (1998) ainda
no final do século passado, 0 mercado consumidor passou a ter maiores interesses em
produtos derivados de plantas medicinais, proporcionando novas pesquisas no

desenvolvimento de fitoterapicos.

Dados atribuidos por grandes indastrias farmacéuticas nos ultimos 50 anos
comprovam que, o uso de plantas medicinais é relevante para producdo de novos farmacos
(FERRIS, 2001; NEWMAN e CRAGG, 2007). Incentivos a prética da utilizacdo de plantas
medicinais sdo mediados pela OMS (Organizacdo Mundial da Saude), visando a manutencéo
do costume popular de se utilizar as plantas comoremédios e 0 uso sustentavel da
biodiversidade da flora brasileira (WHO, 2003).

O desenvolvimento de fitoterapicos esta voltado para uma politica expansionista em se
tratando de opcOes terapéuticas no mercado farmacéutico, servindo como um tratamento
auxiliar, e ndo objetivando substituir farmacos alopaticos presentes no mercado. Essa pratica
faz parte da politica Nacional de fitoterapicos que visa complementar e integrar as terapias
atuais (BRASIL, 2009).

Cerca de 80% da populacdo mundial utiliza plantas medicinais no tratamento de
enfermidades (CHECHINEL FILHO e YUNES, 1998; REIS e MARIOT, 2001), justificando
a producdo de fitoterapicos, a qual necessita de fiscalizacdo da sua procedéncia, e de
propriedades como estabilidade, confiabilidade, e reprodutibilidade. Fiscalizacdes e registros
de fitoterapicos sdo feitas pela Agéncia de Vigilancia Sanitaria. No Brasil, fitoterapicos sdo
reconhecidos como medicamentos de acordo com a portaria n.° 22/ 1967 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitéaria e pela resolu¢do — RDC n0 17/2000 (DESTRO et al., 2006).

O cerrado é o segundo maior bioma brasileiro, ocupando 25% do territério nacional,
apresenta alto grau de endemismo e, é relevante com relagdo a preservacdo da biodiversidade.

Sua extensdo territorial e o contato com outros biomas explicam a sua diversidade bioldgica
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(BORLAUG, 2002). Apesar disso, cerca de 60% do cerrado ja foi desmatado (MACHADO et
al., 2004).

Plantas comumente apresentam compostos bioativos, os quais podem ser de grande
interesse para a industria farmacéutica, fazendo deste modo o uso sustentavel da
biodiversidade. Avancos na gestdo ambiental tem dado mais atencdo aos biomas brasileiros, a
fim de explora-los sustentavelmente e trazer beneficios para a populacdo brasileira. A
fitoterapia, como ciéncia, tem a funcdo de explorar estes recursos naturais, a fim de se
encontrar novas terapias e/ou principios ativos de interesse comercial, auxiliando e facilitando
o0 tratamento de algumas enfermidades (COSTA CAMPOS et al., 2004).

3.2 Jacaranda decurrens.

O estado de Mato Grosso do Sul e regido apresenta ampla variedade de espécies
endémicas do cerrado, dentre elas se encontra a Jacaranda decurrens subs. symmetrifoliolata

(Figura 1), conhecida popularmente como carobinha, caroba ou caroba-do-campo.

Estudos na literatura confirmam o uso popular de extracbes de J. decurrens em
afeccOes cutaneas, Ulceras externas, depurativa do sangue, (RODRIGUES & CARVALHO,
2001). As atividades bioldgicas podem estar associadas a presenca de triterpenos, acidos
ursolico e oleandlico no seu extrato hidroalcodlico, que desencadeiam a¢fes antimicrobianas,
antivirais, heptaprotetora, imunorreguladora, e inibitéria de células cancerigenas
(CARDENAS et al., 2004).

Figura 1- Folhas e florese frutos de Jacaranda decurrens subsp. symmetrifoliolata.

Além dos compostos citados acima, pode-se encontrar na familia da J. decurrens

constituintes quimicos da classe das naftoquinonas do tipo lapachol e também seus derivados
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(alfa-lapachone e beta-lapachone), glicosideos iriddides, alcaloides, flavonas, triterpenos,
polifendis, taninos e 6leos de sementes (HEGNAUER, 1989).

Segundo Oguraet al., (2003), a espécie J. Caucana, integrante da mesma familia que
J. decurrens, possui as seguintes propriedades farmacoldgicas, citotdxicas, antitumorais,
antireumaticas, anti-hipertensivas, e anti-helminticas. Estudos conduzidos por Carvalho et al.,
(2009) apontam propriedades antioxidantes a espécie J. decurrens, Zatta (2009) demonstrou
atividades antimicrobiana, antitumoral (OGURA et al., 2003), antiviral, hepatoprotetora e
imunorreguladora (SUBBARAMAIAHet al., 2000). Estudos realizados por estes
colaboradores consideram que estas propriedades advindas estdo correlacionadas com a
presenca do acido ursolico.

Estudos realizados por Zatta (2009) indicam a presenca de flavonoidesheterosideos,
saponinas e cumarinas nas folhas de J. decurrens, tais compostos podem ser 0s responsaveis
pelas atividades anti-inflamatdria, antifungica, espermicida, expectorante, vasodilatadora e
diurética (SUBBARAMAIAH et al., 2000; CARVALHO et al., 2009).

Testes de toxicidade aguda em roedores realizados por Santos et al., (2012)
comprovaram que a administracdo oral de extratos de J. decurrens, ndo provocou alteracoes
comportamentais ou morte, demonstrando que a DL50 (dose letal) € superior a 2000 mg/Kkg.
Além de comprovarem a atividade anti-inflamatéria dos extratos hidroalcoolicos

tradicionalmente preparados das raizes de J. decurrens.

3.3 Quantificacdo de acido ursolico por CLAE (Cromatografia liquida de alt

eficiéncia)

O é&cido ursdlico é um triterpeno que apresenta atividade antimicrobiana, antiviral,
hepatoprotetora, imunorregulatora e inibitoria de células cancerigenas humanas (MAet al.,
2005). Sua identificacdo e quantificacdo é passivel de andlise por CLAE (Cromatografia

liquida de alta eficiéncia).

A CLAE iniciou-se nos anos 60, revelando um dos mais eficientes métodos de
cromatografia, devido a sua automatizacdo. Permitindo a otimizacdo com relacdo a
quantidade de amostra, melhor reprodutibilidade, e alta sensibilidade . Este sistema é
composto por quatro principais componentes, um sistema de inje¢do, uma bomba, uma coluna
de separacdo e um detector (SIMPSON, 1978).
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Segundo Dean (2003) um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia se resume em uma
coluna de fase estaciondria apropriada, por onde se passa uma fase mével. As amostrasséo
injetadas por um circuito de volume fixo que é conectado a uma valvula de injecdo de seis
portas na coluna, e ap6s a separacdo, a amostra é detectada. O detector gera um sinal
proporcional a concentracdo de analito presente na amostra. Os detectores podem ser, por luz
ultravioleta, arranjo de iodos, e espectroscopia de massa (NICHOLSON e BURCH, 2001).

3.4 Secagem por aspersdo (Spray Drying)

Segundo Carvalhoet al., (2008), no Brasil pode-se encontrar mais de 512
medicamentos fitoterdpicos, dentre os quais 70% sdo formas farmacéuticas solidas. Estas
formas farmacéuticas sdo produzidas a partir da secagem de extratos, e uma das técnicas mais
utilizadas para a producdo de extratos secos é a de secagem por aspersdo (spray drying). O
processo de secagem tem como objetivo a retirada da agua do material vegetal, uma vez que
esta pode propiciar desenvolvimento microbioldgico e alteracbes quimicas e fisicas (De
SOUZAet al., 2006; RANKELL et al., 2001; SANTOS, 2000).

Este processo € um passo mais avancado na obtencdo de produtos secos, sendo de
grande importancia na industria fitofarmacéutica. Deste modo, o presente estudo foi realizado

com extratos secos pela técnica de Spray Drying.

A secagem por aspersdo acontece em trés fases fundamentais, na primeira ocorre a
dispersdo do fluido como goticulas, gerando elevada area superficial. Na segunda fase essas
goticulas entram em contato com uma corrente de ar aquecido, ocorrendo transferéncia de
calor. Por fim, na terceira, o solvente é evaporado, e forma-se a particula solida (NONHEBEL
& MOSS, 1971; MASTERS, 1985; BROADHEAD et al., 1992; SHAW, 1997; RANKELL et
al., 2001).

Devido a evaporacao superficial da goticula, ocorre a formacdo de uma camada de
material seco externa, que permite ao liquido interno a goticula propagar-se para 0 meio
externo. A permeabilidade e a elasticidade da crosta influenciardo na formacdo de materiais

secos diferentes com relacdo a superficie, solidez ou preenchimento (RANKELLet al., 2001).

Durante o processo pode-se ajustar variaveis de acordo com o teor de umidade,

estabilidade quimica e rendimento desejado, e também a minimizacdo da aderéncia de
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particulas na camara de secagem. Fatores caracteristicos do material de entrada e do

processamento determinam as propriedades do produto.

Na técnica de aspersdo, € comum o uso de adjuvantes, sendo de fundamental
importancia sua selecdo e uso adequado. Este é responsavel pela determinacdo daestabilidade
e qualidade dos extratos secos. Um adjuvante utilizado com sucesso é o dioxido de silicio
coloidal (Aerosil 2000), tem elevada superficie especifica e poder sorvente (De CAMPQOS,
1996; De SOUZA, 1997).

Existem vérios fatores que influenciam diretamente nas caracteristicas do produto
final, por exemplo, o contetdo de solidos presentes no material que esta intimamente ligado
ao tamanho da particula e a densidade deste, € importante resaltar que quanto maior o
contetdo de sélidos, maior é a viscosidade do produto, aumentando a sua densidade. A
viscosidade da formulacdo a ser seca no spray dryer(Figura 2), é proporcional ao gasto
energético e a pressao utilizada neste, esta interfere na formacdo de goticulas esféricas, e se

muito elevada pode impedir a formagdo adequada das gotas na aspersdo resultando em
particulas grandes (SOARES, 2002).

Figura 2: Spray dryer do laboratério de farmacologia da UNIVALE - Itajai- S.C.
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3.5 Inflamacao

A inflamag&o constitui um processo estimulado por agente infeccioso, lesdes celulares
e teciduais, antigenos, etc. Ocorre inicialmente como um fenémeno de defesa do organismo
fim de reparar os tecidos afetados, e eliminar os agentes agressores (SHERWOOD e
TOLIVER-KINSKY, 2004).

O processo inflamatorio segundo Cornélio Celsius se apresenta em sinais cardinais,
sendo eles, calor, rubor, edema, dor e perda de funcdo. Estes sinais sdo decorrentes de
alteracOes vasculares e celulares que ocorrem durante o processo inflamatério, que ocasionam
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e migragdo celular. Tais mudancgas sdo
reguladas por mediadores do processo inflamatorio, que provém de proteinas plasmaticas, ou

podem ser produzidos por células do sistema imunolégico (MEDZHITOV, 2008).

No decorrer da inflamagéo, os leucdcitos sdo 0s principais responsaveis por realizar
fagocitose e eliminar os agentes invasores e tambem restos celulares. Os leucocitos se
localizam no limem de vasos sanguineos, e durante a inflamacéo, essas células migram para o
espaco extravascular e para o foco da inflamagéo. Sua funcionalidade, além da capacidade de
realizar fagocitose, também consiste em liberar espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e
enzimas proteoliticas. Ao transmigrar para o espaco extravascular, os leucécitos podem causar
lesGes nos vasos sanguineos, originando o edema (LANGER e CHAVAKIS, 2009).

3.6 Controle farmacoldgico da resposta inflamatéria

O controle do processo inflamatorio pode ser realizado por varios tipos de anti-
inflamatdrios, sendo os principais e mais comumente utilizados, os anti-inflamat6riosndo
esteroidais (AINES) e anti-inflamatoriosesteroidais (AIES). A dexametasona se enquadra na
classificagdo dos anti-inflamatériosesteroidais, apresentando também potente capacidade
imunossupressora, € analoga ao cortisol, e receptores celulares de glicocorticoides sdo seus
mediadores. Segundo dados apresentados por Santos et al.,(2012), a estrutura molecular da
dexametasona apresenta similaridade a estrutura molecular do acido ursolico presente nos
extratos das raizes de J. decurrens. Este fato viabiliza os estudos do potencial anti-

inflamatdrio desta espécie.
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3.6.1 Carragenina

A carragenina (Cg) é um polissacarideo cuja principal fonte advém da alga
Chondruscrispus, pertinente a Carragheen na Irlanda. Pode ser encontrada em varias espécies
de algas vermelhas da familia Rhodophyceae (BUCKet al., 2006).

Winter et al., (1962) introduziram o uso da Cg como agente irritante para inducdo de
edema na pata de ratos. Ao ser administrada subcutaneamente na regido plantar da pata do
animal, a Cg é capaz de desenvolver os sinais cardinais da inflamacédo, no entanto ndo se trata
de uma reacdo imune.

O modelo de edema de pata induzido por Cg foi de grande importancia para a
descoberta de anti-inflamatdrios comerciais, atribuindo credibilidade aos estudos que
empregam este modelo. (MORRIS, 2003; WILLOUGHBY, 2003).

3.6.2 Inflamacdo induzida pela carragenina

Pode-se dividir o edema de pata em trés fases, uma hora apds a inducao do edema pela
Cg tem-se a liberacdo de histamina, serotonina e bradicinina, ja na segunda fase de 2 horas
apos a aplicacdo a liberacdo de cininas promove aumento da permeabilidade vascular, a
ultima fase, de 3 a 4 horas esta diretamente relacionada a liberacdo de prostaglandinas agindo
na permeabilidade capilar (LEMQOS, 2007).

A resposta inflamatdria aguda induzida pelo edema de pata gera aumento da pressao
hidrostatica na microcirculacdo, e da permeabilidade de proteinas plasmaticas em pequenos
vasos. Ao migrar dos vasos para o intersticio, tem-se um aumento da pressao osmatica com
liberacdo de mais fluidos para o intersticio, causando o edema e estase sanguinea gque consiste
no aumento da viscosidade do sangue, esta permite a formacdo do exsudato inflamatério pela

adesdo de leucocitos, caracterizando a resposta inflamatdria aguda (SANTOSet al., 2012).

3.6. 3 Pleurisia

O modelo de pleurisia induzida por carragenina é considerado um modelo de
inflamacdo com resposta predominante neutrofilica. A partir do lavado pleural, pode-se
analisar parametros inflamatérios, tais como; mediadores inflamatérios, celularidade e
exsudacdo (De BRITO, 1989; SALEH et al., 1999). Quatro horas ap0s a administracdo do
agente flogistico, ocorre um aumento na exsudagdo na cavidade pleural, e também um
aumento da quantidade de leucocitos polimorfonucleares(SALEH et al., 1996; DALMARCO
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et al., 2002). O exsudado pleural é rico em proteinas plasméticas, 0 que caracteriza 0 processo
inflamatorio induzido. O extravasamento de proteinas sera avaliado pela reacdo de Bradford,
que consiste em uma técnica para determinacdo de proteinas totais, a partir do corante
Coomassiebrilliant blue — BG 250, este corante interage com macromoléculas de proteinas, o
que promove o deslocamento do equilibrio do corante para sua forma aniénica, a qual € capaz
de absorver luminosidade a 595 nm(BRADFORD, 1978). Este é considerado um modelo
altamente eficiente pela sua facilidade de reproducédo, sendo considerado por alguns autores
preferencial ao modelo de edema de pata (SPECTOR, 1956).
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4- METODOLOGIA
4.1 Producéo dos extratos

As raizes e folhas de J. decurrens, foram coletadas do Horto de Plantas Medicinais sob
a responsabilidade da professora Dra. Maria do Carmo Vieira da Faculdade de Ciéncias
Agrérias, na Universidade Federal da Grande Dourados. Apos coletadas as folhas e raizes
foram pesadas e colocadas em estufas ventiladas para ter-se a secagem do material. O material
foi avaliado e pesado respectivamente todos os dias, no mesmo horario até que se constatasse

um peso constante, indicando que toda a agua foi perdida.

Depois de secos, as folhas e raizes foram trituradas separadamente em moinhos de
faca. Este material foi levado para a Universidade do Vale do Itajai- S. C. e com o auxilio da
professora Dra. Angélica Couto deu-se procedéncia a confeccdo dos extratos. Foram feitos

testes bromatologicos para a avaliacdo das particulas presentes nos extratos.

Para 0 processo de extracdo realizou-se a decoccdo das raizes, em que 300g das
mesmas foram colocados em um béquer de vidro com 3 litros de &gua filtrada. O béquer foi
levado a uma chapa aquecedora. O processo foi mediado por agitacdo, com duracdo de 20
minutos, a uma temperatura de 95 graus. Apés a decoccdo o material foi filtrado em filtros de

tecido, com a ajuda de um funil.

Para as folhas o processo foi feito por infusdo, uma amostra de 100g de folhas secas e
trituradas foi colocada em um béquer com 3 litros de agua filtrada fervendo, este béquer foi

abafado por 10 minutos, passando por posterior filtragéo.

A agua dos filtrados foi evaporada em rota- evaporadores em até 50% para facilitar o
processo de aspersdo no spray dryer. O filtrado ja concentrado foi colocado em um béquer,
adicionando-se 30% de aerosil, e levado ao spray-dryer, onde uma mangueira de aspersao fica
submersa ao liquido. O liquido sofre agitacdo por barras de imas atraidas por agitadores
magnéticos. O secador foi alimentado por este liquido, seguidamente foi realizada a

evaporacdo da umidade livre, evaporacdo da umidade ligada, e recuperacdo do produto.

O spray dryer foi ajustado a condicdes do processo, com temperatura de entrada de

150°C, temperatura de saida de 81-78°C, e fluxo de saida de 5 mililitros por minuto.

4.2 Animais e administracdo dos extratos
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Os experimentos foram conduzidos de acordo com as orientagOes para os cuidados
com animais de laboratorio e consideracdes éticas com os protocolos experimentais aprovados
pelo Comité de Etica de Uso de Animal da Universidade Federal da Grande Dourados,
gerando o protocolo de nimero 334/10.

Para a avaliacdo das atividades anti-inflamatdria dos extratos das folhas e raizes de J.
decurrens, foram utilizados camundongos Swiss machos adultos, pesando 25-35g. Para cada
modelo foram utilizados os grupos: controle (veiculo), controle positivo (medicamento de
referéncia), EAFJD (extrato aquoso de folhas de J.decurrens)30, 100 e 300mg/kg, EARJD
(extrato aquoso de raizes de J.decurrens)30, 100 e 300mg/kg, sendo todos compostos por
n=>5.

4.3 Modelos experimentais para avaliacdo da atividade anti-inflamatoria
4.3.1 Edema de pata induzido por carragenina

Grupos distintos de camundongos machos com n=5 foram tratados por via oral (1 hora
antes da carragenina) com o EAFJD (30, 100 e 300 mg/kg), EARJD (30, 100, e 300 mg/kg),
ou com veiculo (controle). No grupo controle positivo, foi administrado o anti-inflamatério
esteroidaldexametasona na dose de 0,5 mg/kg por via subcutanea (30 minutos antes da
carragenina). Apds respectivos tratamentos, 0s animais receberam na pata direita 50 pl de
solucdo de salina contendocarragenina (300 ug/pata traseira direita). A pata esquerda recebeu
0 mesmo volume de salina, sendo esta utilizada como controle. A medida do edema foi
realizada em ambas patas através de um auxilio de um pletismémetro apos 0,5, 1, 2, 4 hs da

aplicacdo de carragenina(ASHOK et al., 2010).
4.3. 2 Pleurisia induzida por carragenina

Grupos distintos de camundongos fémeas com n=5 foram tratados por via oral (1 hora
antes da pleurisia) com o EAFJD (300mg/kg), EARJD (300 mg/kg) , ou com veiculo
(controle). No grupo controle positivo, administra-se dexametasona na dose de 0,5 mg/kg por
via subcutanea (30 minutos antes da pleurisia). Foi adicionado um grupo naive(animais
normais que, ndo receberam tratamento e nem inducdo da pleurisia, para a comparagdo de
resultados). A pleurisia foi induzida por injecdo de 0,25 mL de uma suspenséao de carragenina
(200 pg) na cavidade intrapleural. A carragenina é diluida em solugéo salina tamponada com
fosfato (PBS, pH=7.4). Quatro horas apds a inducdo de pleurisia, os animais foram
eutanasiados, e o exsudato inflamatdrio foi coletado através de um lavado da cavidade pleural

com Tampéo PBS. Do lavado obtido, uma aliquota de 50 pL foi diluida em solugdo de Turk



19

(01:20) e usada para determinar o numero total de leucécitos em camara de Neubauer. O
extravasamento de proteinasfoi avaliadodiretamente com o lavadopela reacdode Bradford,
utilizando o kitdisponivel comercialmenteBradford(Bioagency, Séo Paulo, Brasil).

4.4 Quantificacdo de &cido ursolico nos extratos de J. decurrens
4.4.1 Reagentes e solucdes

A anélise de quantificacdo de acido ursolico nos extratos das folhas e raizes de J.
decurrens foi realizada sob responsabilidade da professora Dra. Claudia Cardoso na
Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul (UEMS). O acido ursélico foi purificado em no
proprio laboratorio e sua estrutura determinada por RMN e sua pureza foi avaliada por CLAE.
A acetonitrila e 0 metanol de grau cromatografico foram adquiridos da TEDIA. A agua foi
obtida pelo Sistema Human UP 900/Scholar-UV.

As solucdes-padrao foram preparadas a partir de diluigdes de uma solucdo estoque do acido

ursdlico 50 pg mL* em acetonitrila.
4.4 .2 Determinacgdo do comprimento de onda de absor¢do maxima

Foi realizada varredura em espectrofotometro UV-vis Femto 700 (Brasil) na faixa de
190 a 400 nm a fim de determinar o comprimento de onda de absorcdo maxima do &cido

ursolico (A).
4.4. 3 CondicGes cromatograficas

As analises por CLAE foram realizadas em cromatdgrafo liquido (Varian) com
detector de arranjo de diodos constituido por sistema ternario de bombeamento, comprimento
empregado nas analises de 203 nm. A fase estacionaria foi composta por uma coluna C18
PhenomenexGemini (25cm x 4,6mm; 5 um) e uma pré-coluna de mesma fase. A fase movel
foi constituida de acetonitrila:dgua (80:20, v/v). As analises foram realizadas em temperatura
ambiente controlada (24,0 + 1,0 °C) utilizando uma vazdo de 1,0 mL minte volume de

injecdo de 10 pL. As amostras foram filtradas em membrana 0,22 um antes da injecao.
4.4. 4 Limites de deteccédo e quantificagédo

O limite de detecgéo foi determinado por injecGes de 10 pL (n = 5) de solugdo de

concentracdo conhecida do acido ursélico e, em seguida, diminuindo as concentracdes até a
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deteccdo de um pico com uma relacdo sinal/ruido de trés. A concentragdo correspondente das
amostras foi considerada como sendo a concentracdo minima detectavel. Os limites de
quantificacdo foram determinados empregando a mesma metodologia, porém foi considerado

0 pico cromatogréafico com uma relagdo sinal/ruido de dez.
4.4 5 Linearidade

A partir da solucdo estoque de &cido ursélico (50,0 pg mL™) foram preparadas
soluges em concentragdes de 0,25; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 e 25,0 pg mL™. A curva
analitica foi construida relacionando-se os valores da concentracdo em pg mL™, no eixo das
abscissas, com os valores das areas obtidas, no eixo das ordenadas. O intervalo linear foi
calculado através da verificacdo da proporcionalidade entre a concentracdo e a resposta a
partir do célculo do coeficiente linear (b), do coeficiente angular (a) e do coeficiente de

determinagéo (r?).
4.4 .6 Determinacdo do teor de acido ursolico nas amostras

Para determinag&o do teor, amostras dos extratos (5 mg) foram dispersas em 1 mL™ de
acetonitrila e o seu volume foi elevado para 5 mL em baldo volumétrico. As amostras

posteriormente filtradas em membrana 0,22 um e entdo analisadas por CLAE.
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

No tempo de 2 horas apds a aplicacdo de Cg as inibigdes, foi possivel verificar que o
tratamento na dose de 30, 100 e 300 mg/kg reduziu significativamente o edema provocado
pelo agente flogisticocom redugdes de para o extrato das raizes de 52+16%, 80+5% e 58+9%,
respectivamente, e 35+4%, 35+8% e 29+6% para 0 extrato obtido das folhas,
respectivamente, conforme ilustrado na Figura 3. O mesmo foi observado no tempo de 4
horas, no qual os resultados ainda mantiveram-se significativos na inibicdo do edema em
ambos extratos testados, apresentando inibicao significativa do edema em 79+9%, 68+13% e
59+6%, respectivamente, parao extrato das raizes e 71+7%, 75+9% e 49+15%,
respectivamente, parao extrato das folhas(Figura 4).

De maneira similar, o grupo tratado com dexametasona, anti-inflamatorio de
referéncia reduziu significativamente o edema, como esperado, uma vez que € um efetivo
anti-inflamatorio esteroidal. Pode-se verificar que em todos os tempos de avaliacdo, 0 grupo
previamente tratado com aerosil 2000 ou silicio coloidal, (adjuvante utilizado na fabricacéo
do extrato seco por aspersdo) ndo apresenta atividade anti-inflamatoria, excluindo assim a
possibilidade de este ser o principio ativo do extrato, ou interferir na atividade anti-

inflamatdria esperada pelo extrato.
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Figura 3: Efeito dos extratos secos por aspersdo das raizes (A) e folhas (B) de J. decurrens na dose de 30, 100 e
300mg/kg. Cada barra representa a média + EPM da espessura (microlitros) da pata dos animais 2 horas ap6s a
injecdo de Cg. As diferengas entre os grupos foram analisadas por andlise de varidncia (ANOVA) seguida pelo
teste de Bonferroni. Valores de P<0.05 foram considerados significativos. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001,V,
veiculo.
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Figura 4:Efeito dos extratos secos por aspersao das raizes (A) e folhas (B) de J. decurrens na dose de 30, 100 e
300mg/kg. Cada barra representa a média + EPM da espessura (microlitros) da pata dos animais 4 horas apés a
injecdo de Cg. As diferencas entre os grupos foram analisadas por analise de variancia (ANOVA) seguida pelo
teste de Bonferroni. Valores de P<0.05 foram considerados significativos. * P<0.05, ** P<0.01,*** P<0.001,V,
veiculo.

Na pleurisia, a administracdo oral do extrato aquoso de folhas e raizes de J. decurrens
na dose de 300mg/Kg inibiu de maneira significativa o processo inflamatério, evidenciado
pela reducdo da migracédo de leucocitos para a cavidade pleural, com inibicdo de 76+4% para
as raizes e 76+13% para as folhas, 4 horas apos a administracdo do agente flogistico. Da
mesma forma, inibiu de maneira significativa o extravasamento de proteinas para a cavidade
pleural, com inibicdo de 35+6% para as folhas e 55+4% para as raizes conforme ilustrado na

Figura 5.
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Figura 5: Efeito dos extratos secos por asperséo das folhas e raizes de J. decurrens administracdo por via oral na
dose de 300mg/kg e seus respectivos controles sobre os leucdcitos totais (A) e extravasamento de proteina (B)
induzida por carragenina na cavidade pleural de camundongos. As barras expressam a meédia +EPM de 5
animais, em comparacdo com o grupo veiculo (V) vs tratado onde, * P <0,05,** P<0.01, *** P<0.001 Por
andlise estatistica ANOVAone-way seguido de Student-Newman-Keuls.# representa o grupo controle negativo.
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O modelo experimental de pleurisia induzida por carragenina tem a capacidade de
representar os principais eventos da inflamacdo aguda de maneira similar a que ocorre em
humanos, assim este modelo pode ser considerado muito eficiente na investigagdo de efeitos
anti-inflamatorios em substancias potenciais (JANTZ e ANTONY, 2008; MOOREet al.,
2010).

Os testes realizados permitiram a avaliacdo da atividade anti-inflamatdria nos extratos
das raizes e das folhas de J. decurrens. No entanto mais testes estdo sendo realizados para

aprimoramento destes resultados.

Muitas sdo as doengas crbnicas que apresentam em seus quadros processos
inflamatdrios, como por exemplo, a asma, artrite reumatdide, doengas auto-imunes, doencas
degenerativas, e varias outras (PIORNEDO, 2010). Nestas doencas a inflamacéo € o principal
alvo para o diagnoéstico. Mediante a falta de medicamentos que supram a necessidade no
tratamento de algumas doencas, o estudo de novas plantas que possuam principios ativos com
potenciais anti-inflamatorios se faz de grande importancia. Segundo Newman et al., (2007)
um consideravel numero de drogas de origem natural foi identificado a partir de

conhecimentos da medicina popular.

Para 0 sucesso dos estudos na area de fitoterapia, necessita-se de modelos de avaliagdo
em animais altamente eficientes. Modelos de inflamagdo aguda permitem facil reproducéo e
avaliacOes de qualidade para a triagem novas drogas. O modelo de edema de pata induzido
por carragenina, € um modelo de inducdo de inflamacdo aguda que, foi de grande importancia
da descoberta de anti-inflamatérios comerciais, atribuindo credibilidade aos estudos que
empregam este modelo. (MORRIS, 2003; WILLOUGHBY, 2003).

Os resultados demonstraram que 0 processo de secagem por aspersdo confeccionando
extratos de J. decurrens ndo interfere na atividade anti-inflamatéria dessa planta,

provavelmente os principios ativos sdo conservados em ambas as técnicas de extracao.

Na analise por CLAE, o limite de quantificacdo de acido ursdlico, equivalente ao
menor nivel determinado com precisio e exatiddo aceitaveis, correspondeu a 0,83 pgmL* e o
limite de detecgéo foi de 0,25 pug mL™.

O método desenvolvido apresentou linearidade na faixa de 0,25 a 25,0 ug mL™. Apos
a regressao linear utilizando o método dos minimos quadrados, os valores das areas nas

amostras reais foram obtidos empregando a seguinte relacdo para o intervalo avaliado, [area =
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8.670 x concentragdo (ug mL™) + 134,32], com r?> = 0,9998.0s extratos das folhas e raizes
analisados apresentaram 1,12 mg g e 8,97 mg g%, respectivamente.

A quantificacdo do acido ursélico nos extratos de J. decurrens foi significativa, e a
similaridade molecular do 4&cido ursélico (figura 7) com o glicocorticoide
dexametasona(figura 6), utilizado neste estudo como controle positivo, pode justificar a acéo
anti-inflamatoria dos mesmos em camundongos machos adultos, uma vez que, a
dexametasona possui grupos funcionas essenciais para a atividade glicocorticoide como, o
grupo metila na posicdo C16, alfa-fluor na posicdo C9, hidroxila na posicdo C11 e C17, e
dupla ligacdo entre C1 e C2. No entanto, para confirmacgdo desta hipotese, faz-se necesséria a

realizacdo de estudos fitoquimicos aprofundados com os extratos de J. decurrens.

Figura 6: Férmula molecular da dexametasona (Bergamini, 2008).

Figura 7: Férmula molecular do acido ursélico(Silva, 2007).
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6- CONCLUSAO

O presente estudo permitiu a constatacdo da atividade anti-inflamatéria nos extratos
aquosos secos por aspersdo das raizes e folhas de J. decurrens. Durante o processamento do
extrato, este € exposto a condicdes de temperatura e pressdo que podem ocasionar a perda da
eficiéncia, ou mesmo a da atividade a ele conferida, para tanto, testes foram realizados para a
verificagdo da manutencgdo da atividade anti-inflamatéria nas raizes de J. decurrens, e também
para avaliar se as folhas da planta apresentam efeito anti-inflamatério significativo (SANTOS
e SHARAPIN, 2000). Pode-se verificar, que o processo de secagem por aspersao, utilizado na
confeccdo dos extratos de J. decurrens, ndo interferiu na atividade anti-inflamatéria dessa
planta, por provavelmente preservar os principios ativos em ambas as técnicas de extracao.

A administracdo oral de solucdo contendo extrato aquoso das folhas e raizes da J.
decurrens em camundongos, nas doses de 30, 100 e 300mg/kg inibiram significativamente o
edema de pata, controlando os efeitos do processo inflamatério. Ocasionando também a
inibicdo da migracdo dos leucocitos para a cavidade pleural, no modelo de pleurisia feito com
a avaliacdo da dose de 300mg/kg. Esta inibicdo é necessaria para a estabilizacdo do processo
inflamatario e recuperacgéo do local lesionado, como também o extravasamento proteico.

Nos extratos de J. decurrens pode-se constatar significativa quantidade de &cido
ursolico, considerado na literatura o responsavel pelas propriedades farmacologicas
caracteristicas de J. decurrens, entretanto, estudos fito-quimicos s@o necessarios para
evidenciar o possivel composto responsavel pelas atividades evidenciadas, bem como seu

mecanismo de acao.
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