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RESUMO

Os compostos quimicos encontrados nas plantas revelam alta diversidade em termos de estrutura
e de propriedades quimico-biolégicas, muitos deles constituindo modelos para a sintese de um
grande nimero de farmacos.

O objectivo deste trabalho foi de determinar a composi¢éo fitoquimica e avaliar a actividade
antimicrobiana, antipirética, analgésica e antitripanossdmica de extractos de Vernonia polyanthes

(Funguza).

Foram preparados extractos brutos da casca do caule de Vernonia polyanthes, por maceragéo
com etanol a 70%, agua destilada e por extraccdo a Soxhlet com etanol a 90 %. Os extractos
obtidos foram submetidos a testes de identificagdo de fitoconstituintes, tendo-se encontrado
compostos tais como saponinas, taninos, esterdides/triterpendides, flavondides e antraguinonas.
Os extractos foram usados para aferir a actividade antimicrobiana, antipirética, analgésica e
antitripanossomica. No ensaio da actividade antimicrobiana, 0s extractos nas concentragtes de
125 mg.mL™, 250 mg.mL e mg.mL *apresentaram maior inibicgo do crescimento de bactérias
Gram+ (Staphylococcus aureus e Bacillus cereus), menor inibicdo do crescimento de bactérias
Gram- (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa) e ndo exibiram qualquer inibicdo do

crescimento de fungos (Candida sp).

Em relacdo & actividade antipirética, os extractos etandlicos na dose de 500 mg.kg™ revelaram

um efeito antipirético comparavel ao do paracetamol na dose de 120 mg.kg™.

Na actividade analgésica o extracto aquoso e os extractos etandlicos na dose de 500 mg.kg™
mostraram um aumento significativo do tempo de resposta ao estimulo nociceptivo térmico,

comparativamente ao paracetamol, usado como anal gésico padréo.

Na actividade antitripanossdomica o extracto etandlico obtido pel o método de maceragdo na dose

de 500 mg.kg™* ndo exibiu qual quer efeito contra Trypanossoma congolense.

Os resultados deste estudo corroboram com o uso tradicional da Vernonia polyanthes (Funguza)
e constituem importante contribuicdo para validagdo cientifica e para elaboragdo de
recomendacOes para uso seguro de medicamentos a base desta planta, particularmente para o

tratamento de infecgdes bacterianas, dor e febre.
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1. INTRODUCAO

O aumento da incidéncia de doengas tropicais como a maléria, das infecgbes bacterianas,
fangicas, bem como o registo crescente de resisténcia dos microrganismos aos antibioticos, tém
impulsionado a redlizacdo de estudos de prospeccdo de fitoquimicos com propriedades

antibacterianas, antifungicas, antiparasitarias e antipiréticas (Fontenelle et al., 2007).

Essas doencas tém afectado todas as faixas etérias da populacdo Mogambicana, colocando em
causa a salde publica e contribuindo dum certo modo no abrandamento do crescimento socio-

econoémico do pais.

As plantas sdo tradicionalmente usadas desde a antiguidade por populacbes de todos os
continentes no tratamento de doengas, sendo fonte importante de produtos naturais
biologicamente activos, muitos dos quais constituem modelos para a sintese de um grande
numero de farmacos. Estes produtos normamente revelam alta diversidade em termos de
estrutura e de propriedades quimico-biologicas (Simdes et al., 2001).

Mocambique apresenta uma vasta biodiversidade de plantas com valores terapéuticos, contudo,
tém sido pouco divulgadas informagdes relacionadas aos produtos de origem vegetal, o que tém
levado ao seu mau uso e aproveitamento (Bandeira et al., 2006).

A busca por uma droga antipirética ideal € um interminavel desafio. O paracetamol e outros
antitérmicos sintéticos populares bem como alguns antimicrobianos como a ciprofloxacina e
cetoconazol tém varios efeitos colaterais. Comummente acredita-se que materiais a base de
plantas sdo iguamente eficazes, menos toxicos e relativamente livres de efeitos colaterais
(Periyasamy et al., 2011).

Vernonia polyanthes (Funguza) é uma planta de extrema importancia, usada para terapia e
profilaxia de diversas enfermidades. Estdo contidos nas diferentes partes da planta varios
compostos quimicos com uma vasta utilidade farmacoldgica. Os fitoconstituintes que mais se
destacam na V. polyanthes sdo: Acidos gordos, Alcadides, Aminoécidos, Cumarinas,

Triterpenos, Antraquinonas, Flavondides, Saponinas e Taninos (Luciane, 2015).

O presente trabalho foi desenvolvido em diversas fases incluindo fundamental mente: pesquisa do

campo, pesquisa bibliogréfica e trabalho laboratorial.
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A pesqguisa de campo consistiu em entrevista com pessoas conhecedoras de plantas usadas para
fins terapéuticos ou profilaicos. A identificacdo botanica da planta em estudo, foi feita por
técnicos do Instituto de Investigacdo Agraria de Mocambique em Maputo e confirmada por

técnicos do Departamento de Ciéncias Biol6gicas da Universidade Eduardo Mondlane.

A pesquisa bibliografica consistiu na consulta de literatura cientifica publicada na forma de
artigos em revistas com revisio de pares bem como em literatura cinzenta® disponivel na forma
de relatérios e/ou relatos de utilizagdo de Vernonia polyanthes ou Funguza no tratamento de
diversas enfermidades, e ainda através de pesquisa na Internet usando as palavras-chave

Vernonia plantai, V. polyanthes+ Mocambique e Plantas medicinais+ Mogambique.

Trabalho laboratorial consistiu na preparacdo do material vegetal para posterior preparacdo de
extractos com recurso aos métodos de maceracdo e soxhlet. Com os extractos obtidos foram
realizados os testes de identificacdo dos fitoconstituintes bem como os testes de actividade
antimicrobiana, antipirética, analgésica e antitripanossomica.

Considera-se Literatura cinzenta publicacdes ndo-convencionais, evasivas e, &s vezes, efémeras. Podem incluir, mas
ndo estdo limitadas aos seguintes tipos de materiais. relatérios (pré-impresso, preliminar e avangados, técnicos,
relatorios estatisticos, memorandos, estudos de mercado), actas de conferéncias, especificacdes técnicas e normas,
traducBes ndo-comerciais, bibliografias, documentagdo técnica e comercial, bem como documentos oficiais nao

publicados comercialmente (Alberani et al., 1990).
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1.1. JUSTIFICATIVA

As doengas infecciosas constituem actualmente um importante ramo da medicina em virtude de
sua ata frequéncia na populagdo em geral e da gravidade dos quadros que podem apresentar.
Apesar dos recentes avangos na area preventiva, diagnostico e tratamento, as doencgas infecciosas
representam ainda importante problema médico em todo o mundo. Nos paises em
desenvolvimento as infecgdes bacterianas endogenas, as infeccbes hospitalares e outras,
geralmente de natureza endémica, causadas por bactérias, fungos, virus e protozoarios
constituem um importante problema de salde publica (Krog et al., 2006).

Em Mocambique a maioria da populagcéo ainda consiste em uma esfera social pouco beneficiada
economi camente e apresenta necessidades que estdo relacionadas com o atendimento médico e a
aquisicdo de alguns medicamentos. Em muitos casos tem-se verificado o agravamento das
enfermidades devido principamente a falta de recursos para adquirir medicamentos que |hes
auxiliem no tratamento e, como alternativa muitos recorrem as plantas medicinais (Krog et al.,
2006).

As plantas medicinais, diferentes dos medicamentos convencionais, tém baixo custo e algumas
vezes podem ser encontradas na prépria regido/localizacdo de moradia de muitos dos usuérios.
Contudo, a forma de uso, conservagao e indicacdo de tais plantas para fins terapéuticos ndo sdo
sempre feitas de forma correcta pelos usuérios levando ao risco de mau uso e agravamento da
situacdo de salide dos mesmos.

De acordo com Gaspar 2014, medicamentos a base de plantas sdo comercializados nos mercados
e diversas casas particulares em Mocambique. Um inquérito feito a ancidos que comercializam
plantas medicinais nos mercados informais de Xipamanine, Xiquelene e Compone na cidade de
Maputo no &mbito da preparacéo deste estudo, verificou que V. polyanthes (Funguza) € uma das
plantas amplamente comercializada e bastante usada no tratamento de febres e tosses, sendo que
as recomendacOes para 0 uso da mesma sd0 baseadas unicamente em conhecimentos
etnobotanicos, portanto sem nenhuma base cientifica que suporte a utilizacdo da planta,
colocando dessa forma os usuarios em risco de intoxicacfes e outros efeitos indesgjavels. Este
estudo pretende contribuir para aumentar o conhecimento cientifico sobre V. polyanthes e seus
usos como planta medicinal, contribuindo dessa forma para uma utilizacéo eficaz e segura da

mesma.
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2. OBJECTIVOS

2.1.

OBJECTIVO GERAL

Determinar a composi¢éo fitoquimica e avaliar o efeito in vitro de extractos brutos de V.

polyanthes contra bactérias e contra fungos bem como a sua actividade analgésica,

antipirética e antitripanossdmica em murganhos.

2.2.

OBJECTIVOS ESPECIFICOS
Preparar extractos a partir da casca do caule de V. polyanthes;

Identificar as classes dos principais compostos contidos nos extractos da casca do

caule de V. polyanthes,

Determinar in vitro a actividade antimicrobiana de extractos da casca do caule de V.

polyanthes contra algumas bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos;

Determinar in vivo a actividade antipirética dos extractos da casca do caule de V.

polyanthes em murganhos;

Determinar in vivo a actividade analgésica dos extractos da casca do caule de V.

polyanthes em murganhos;

Determinar in vivo a actividade antitripanossomica dos extractos da casca do caule de

V. polyanthes em murganhos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 VERNONIA POLYANTHES: DESCRICAO MORFOLOGICA, Usos E COMPOSICAO

Quimica

Vernonia polyanthes pertence a familia Asteraceae, ordem Asterales, classe Magnoliopsida,
divisdo Magnoliophyta e reino Plantae. A familia Asteraceae destaca-se entre as angiospermas
por ser considerada a maior em nimero de espécies, tendo cerca de 1.535 géneros, 3 subfamilias
e aproximadamente 23 mil espécies. O género Vernonia € representado por mais de 1500
espécies (Lorenzi, 2000). Esta planta € muito predominante no Sul de Mocambique e é

vulgarmente conhecida por Funguza em Ronga ou Changana (Koening, 1993).

Vernonia polyanthes é uma planta medicina perene, que se espalha por meio de sementes. E

conhecida por ser uma planta daninha que cresce na beira das estradas, terrenos bal dios e esgotos
(Lorenzi, 2000).

Figura 1. Folhas e flores de Vernonia polyanthes. Fonte: Luciane, 2015.
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3.1.1. Uso MEDICINAL DE VERNONIA POLYANTHES

Vé&rias partes da planta tém sido usadas pelas populagdes, alegando apresentarem actividade
antipirética, diurética, analgésica, hemostatica, antiasmética, anti-hemorroidal entre outras. A
utilizaco da planta é ainda indicada para afec¢bes da pele, Utero; indicada também para asma,
dor muscular, pneumonia, calculos renais, gripe, reumatismo e pontadas nas costas e no peito
(Sanguinetti, 1989).

A infusdo de toda a planta é utilizada como antifebril, em bronquites, gripes e tosses. As folhas e
raizes desta espécie sdo usadas na forma compressa e na forma de cha, para eliminacdo de
caculos renais e conferem melhoria consideravel em tosses persistentes (Rodrigues e Carvalho,
2001; Lorenzi, 2000).

Barbastefano (2003) em estudo realizado para avaiar a actividade antiulcerogénica do extracto
metandlico das folhas de V. polyanthes, obteve uma reducédo de lesdes gastricas que variou entre
63 e 83%.

3.1.2. ComMmPOSICAO FITOQUIMICA

Dentre as substancias identificadas em V. polyanthes estédo os &cidos gordos, aminoacidos,
cumarinas, flavonoides, taninos, acaldides, saponinas, triterpenos e antraquinonas (Luciane,
2015).

3.1.2.1.Flavondides

Os flavondides sdo um vasto grupo de metabdlitos secundarios fendlicos com inimeras funcdes
na natureza e diversas actividades biolégicas. SGo0 moléculas de baixo peso molecular que se
encontram amplamente distribuidas no reino vegetal; estdo presentes em maior quantidade nas
partes aérea das plantas (Ross e Kasum, 2002).

Os flavondides apresentam uma estrutura geral com quinze d&omos de carbono, Cs-Cs-Cg, Na
gual dois anéis benzdicos se encontram ligados por uma cadeia de trés domos de carbono,
podendo ou ndo formar-se um terceiro anel. Os anéis sdo designados por A, B e C, e 0 sistemade
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numeracdo tem inicio no &omo de oxigénio do heterociclico, prosseguindo até aos carbonos
envolvidos najuncdo dos anéis (Ribereau-Gayon, 1968).

Figura 2. Esqueleto basico da molécula de flavonoides

Entre as propriedades terapéuticas atribuidas aos compostos fendlicos encontrados nas plantas
destacam-se: efeito cardioprotector e vasodilatador capaz de reduzir a mortalidade por doencas
coron&rias; a actividade antiperoxidativa e antioxidante a nivel das membranas celulares do
figado; a capacidade inibitéria da carcinogenese pulmonar e antitumora; a actividade
antibacteriana; a actividade inibitéria da proliferagdo celular tumoral; a actividade antidiarréica,
especidmente dos taninos, o efeito protector em relacdo a radiacdo solar; a actividade
estrogénica de algumas isoflavonas e a actividade ansiolitica de flavonas derivadas da luteolina
(2) (Cunha, 2005).

OH
H3C (@] O
O OH

OH O
Figura 3. Estrutura molecular da luteolina.

3.1.2.2.Taninos

Os taninos sdo substancias polifendlicas, polihidroxilicas, com alto peso molecular, de origem
vegetal, capazes de precipitar proteinas, pectinas, alcal6ides e metais pesados. Os taninos podem
ser classificados como: hidrolisiveis e condensados (Simdes et al., 2001).

Taninos hidrolisaveis sdo constituidos por misturas de fendis simples tais como o pirogalol (3) e

acido elagico (4) e também ésteres do acido galico (5), com agucares como a glucose (6).
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Figura 4. Estrutura molecular de pirogalol, acido elégico, &cido galico, glucose e &cido caféico.

Os taninos hidrolisaveis sdo unidos por ligagdes éster-carboxilo, sendo prontamente hidrolisévels
em condicdes &cidas ou basicas. A unidade basica estrutural desse tipo de tanino € um poliol,
usualmente D-glucose, com 0s seus grupos hidroxilos esterificados pelo acido galico — formando
gaotaninos ou pelo &cido hexadihidroxifénico — formando elagitaninos (Hemingway et al.,
1989).

8
ﬁH3 OH
HO
o o OH
(e} (@]
HO OH |
HO CHs

HO
Figura 5. Estrutura de taninos hidrolisaveis; (2) Ester galoil (tanino gdlico) e (3) Ester

hexahidroxidifenoil (tanino elagico).

Os taninos hidrolisaveis por hidrdlise acida libertam acidos fendlicos. gélico, caféico, elagico e
um aglcar. Esses acidos fendlicos, assim como os demais compostos fendlicos existentes em
diversos vegetais, apresentam actividade antioxidante, a qual é considerada uma importante

funcao fisiologica (Hagerman e Butler, 1981).
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Os taninos condensados ou proantocianidinas sdo polimeros constituidos por duas ou mais
unidades de flavan-3-ol. Eles estdo presentes em maior quantidade nos alimentos normal mente
consumidos (Salunkhe et al., 1990).

10

H 11
OH OH
HO W
OH O i :OH
"'IIIH
HO CH3 OH CH3

Figura 6. Estrutura da Galocatequina (10) e Catequina (11)

Os taninos condensados podem conter duas a cinquenta unidades flavondides, possuem
estruturagdo complexa; sdo resistentes a hidrélise, mas podem ser solUveis em solventes
organicos, dependendo da sua estrutura. Os pigmentos antocianidinas sd0 0s responsaveis pelas
tonalidades rosa, vermelha, violeta e azul em flores, folhas, frutos, sucos e vinhos. Também séo
responsaveis pela adstringéncia de frutas, sucos e vinhos (Pinto, 2003).

As aplicagtes de drogas com taninos estéo relacionadas, principa mente, com suas propriedades
adstringentes. Por via interna exercem efeito antidiarréico e antisséptico; por via externa
impermeabilizam as camadas mais expostas da pele e mucosas, protegendo assim as camadas
subjacentes. Ao precipitar proteinas, os taninos propiciam um efeito antimicrobiano e
antifingico. Ademais, os taninos séo hemostaticos e, como precipitam alcal6ides, podem servir
de antidoto em casos de intoxicagdes. Em processos de cura de feridas, queimaduras e
inflamagdes, os taninos auxiliam formando uma camada protectora (complexo tanino-proteina e
ou polissacarideo) sobre tecidos epiteliais lesionados, podendo, logo abaixo dessa camada, o
processo curativo ocorrer naturamente (Mello et al., 2001).

3.1.2.3.Alcaldides

Alcaldides sdo produtos naturais de baixo peso molecular, provenientes do metabolismo

secundario das plantas; caracterizados pela presenca de pelo menos um &omo de nitrogénio na
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sua estrutura basica. Os alcal6ides que contém o aomo de nitrogénio no anel heterociclico séo
chamados de alcal 6ides verdadeiros e classificados de acordo com o sistema anelar presente
na molécula. Os compostos com &omo de nitrogénio que ndo pertence a um sistema
heterociclico s8o chamados de protoalcaldides. Os compostos nitrogenados com e sem anel
heterociclico que ndo sdo derivados de aminoécidos sdo chamados de pseudoal cal 6ides (Simdes
et al., 2001).

Os acaldides sdo quase sempre incolores com excepcdo dagueles altamente conjugados como a
berberina (12) que apresenta cor amarela; sanguinarina (13) com cor cinzenta e urabaina (14) com
cor verde.

Os alcal6ides normamente sdo solidos a temperatura ambiente, com excepcao de a gumas bases
n&o oxigenadas como a nicotina (15) e a esparteina (16) (Simoes et al., 2001).

14

O O—CHj3

O—CHs

Figura 7. Estrutura molecular de berberina, sanguinarina, urabaina, nicotina e esparteina.

Na forma de base, sd0 sollveis em solventes organicos ndo polares como benzeno, éter etilico,
diclorometano, acetato de etilo e outros. Na forma salina, sdo sollvels em solventes polares

como agua, solucdes &cidas e hidroal codlicas (Acosta, 2008).
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Os alcadides so associados com acidos organicos que facilitam o transporte de substancias nas
plantas. Podem servir como produtos de armazenamento, metabolizagdo de nitrogénio e no
transporte do mesmo. Apresentam também uma funcéo de proteccdo contra viroses, bacterioses,
infeccbes fungicas e contra herbivoros. Também actuam como semioquimicos podendo ser

atraentes ou repel entes para outros organismos (Acosta, 2008; Evans, 2000).

3.1.2.4.Saponinas

Saponinas sdo glicosidos de esterdides ou de terpenos policiclicos. Esse tipo de estrutura possui
uma parte com caracteristicas lipofilicas (triterpeno ou esteréide) e uma parte hidrofilica
(agucares), 0 que determina a propriedade de reducéo da tensdo superficia da dgua e sua accéo
detergente e emulsificante (Simdes et al., 2001).

As saponinas sdo classificadas em saponinas esteroidais e triterpénicas.

18 HsC CHs

17
H3C
Hs CHs
CHs
CHs cH,

Figura 8. Esqueleto basico das saponinas: esqueleto esteroidal (17) e esqueleto triterpénico

pentaciclico (18)

O comportamento anfifilico das saponinas e a capacidade de formar complexos com esterdides,
proteinas e fosfolipidos de membranas determinam um numero variado de propriedades
biol6gicas para essas substancias, destacando-se a ac¢do sobre membranas celulares, alterando a
sua permeabilidade, ou causando a sua destruicdo. Relacionadas com essa acgdo sobre
membranas, estdp a actividade hemolitica e moluscida, frequentemente observadas. Para
algumas saponinas também foi relatada accdo espermicida, antimicrobiana, protozoarica,
antifingica, anti-inflamatoria e anti-helmintica (Simdes et al., 2001). As saponinas
triterpénicas possuem diversas actividades bioldgicas, entre as quais destacam-se actividade

anal gésica, antimicrobiana, antimutagénica, cardioprotectora e antitumoral (Luciane, 2015).

Salomao Américo Langa Licenciatura em Quimica UEM 11



]
Estudo da Composi¢éo Fitoquimica e Avaliagédo da Actividade Farmacol égica e Antimicrobiana de 2015
Extractos de Vernonia polyanthes

Um estudo fitoquimico do extracto cloroférmico de V. polyanthes feito por Benfatti et al. (2007),
permitiu o isolamento dos triterpenos como o lupeol (19), a amirina (20) e B amirina(21) conforme

ilustraafigura.

HsC

\\\\\
"

HsC

CH3

HaCc  CH3 HsC  CHs

Figura 9. Compostos isolados do extracto cloroférmico das folhas de V. polyanthes; Lupeol, o e

B - amirina.

3.1.2.5.Antraquinonas

As antraquinonas sdo quimicamente definidas como substancias fendlicas derivadas da dicetona
do antraceno.
22

0
Figura 10. Estrutura basi ca das antraquinonas; (x) Dicetona do antraceno:
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Os derivados antraquinénicos sdo freguentemente compostos alaranjados; sdo geramente
soltvel's em &gua quente ou dcool diluido; podem estar presentes nos farmacos naformalivre ou
na forma de glicosideo. O teste de Borntrager € frequentemente usado para deteccéo de
antraquinonas livres, onde uma coloracdo rosea, vermelha ou violeta € desenvolvida em meio
basico. A microssublimacdo também é empregada para a sua caracterizagdo, uma vez que as
antraguinonas passam directamente do estado solido para o gasoso, cristalizando-se sob a forma
de agulhas amarelas (Simdes et al., 2001).

As antraquinonas s@o empregadas terapeuticamente como laxativos e catarticos, por agirem
irritando o intestino grosso, aumentando a motilidade intestinal e, consequentemente, diminuindo

areabsorcdo de agua (Cunha, 2005).

3.2. MICRORGANISMOS COMO AGENTES DE DOENCA

Durante as Ultimas décadas, a incidéncia de infeccbes causadas por bactérias, fungos e
protozoarios em animais e seres humanos sofreu um aumento significativo. Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Candida sp séo alguns dos
microrganismos com maior taxa de patogenicidade em seres humanos, sendo comummente
reportados como causadores de infecgOes hospitalares e intoxicagbes aimentares. Estes
microrganismos sdo encontrados no ambiente de circulagdo do ser humano, sendo o préprio
homem o seu principal reservatério (Kaper et al., 2004).

O S aureus € uma bactéria esférica, do grupo dos cocos Gram-positivos. Esta bactéria pode ser
encontrada no meio ambiente, além de estar presente em diversas partes do corpo humano, como
fossas nasais, garganta, intestinos e pele. Desses sitios anatdmicos, as narinas possuem o maior
indice de colonizacdo, com uma prevaléncia de cerca de 40% na populacdo adulta, podendo ser
ainda maior dentro de hospitais. A bactéria pode provocar doencas, que vao desde uma simples
infecgcdo (causando espinhas, furdnculos e celulites) até infecgdes graves tais como pneumonia,
meningite, endocardite, sindrome do choque téxico e septicemias (Zygmunt et al., 1967).

Bacillus cereus é outra bactéria comummente implicada em afecgbes nos seres humanos. A
bactéria que pertence a familia bacillaceae, apresenta-se em forma de bastdo. B. cereus é uma
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bactéria Gram-positiva, aerdbica facultativa, mével e formadora de esporos esféricos em
presenca de oxigénio. A patogenicidade de B. cereus tem sido associada a sua capacidade de
produzir toxinas. Existem trés tipos de toxinas diarréicas por ela produzidas, quatro hemolisinas
etrés diferentes fosfolipases C (Kotirannta et al., 2000; Holt et al., 2000).

Escherichia coli, outra bactéria Gram-negativa anaerébia facultativa pertencente a familia
Enterobactereacea que coloniza o intestino da maioria dos animais de homeotérmicos, inclusive
o0 homem, como comensais, tem sido implicada em muitas afecgdes do trato gastro intestinal. O
contagio por E. coli d&se através da ingestdo de agua ou alimentos ndo processados e que
tiveram algum tipo de contaminagdo fecal durante a sua producdo, como por exemplo, leite ndo
pasteurizado (Kaper et al., 2004; lves, 2012).

O género Pseudomonas constitui a familia denominada Pseudomonadaceae. Os membros desta
familia caracterizam-se como bacilos Gram-negativos rectos ou ligeiramente curvos, aerébios
estritos; a maioria das cepas utiliza glicose e outros carbohidratos oxidativamente e em geral sdo
citocromo-oxidase-positivos. Pseudomonas aeruginosa é um agente patogénico oportunista que
pode causar doencas resultantes de infecgdes do trato urinério, infecgdes no sistema respiratério,
infeccbes da pele e dos tecidos moles, infeccdes oftalmoldgicas, infeccbes Osseas e articulares

entre outras infeccdes sistémicas (Koneman et al., 2001; Winn et al., 2008).

Candida sp sd0 microorganismos pertencentes ao reino Fungi.
Geralmente séo leveduras comensais do trato gastrointestinal, respiratério e membranas mucosas
de animais domésticos. Entretanto, se presente em individuos imunocomprometidos,
especialmente os portadores de HIV ou SIDA, em cerca de 74 % dos individuos, os fungos

causam lesdes na mucosa bucal (Sudbery et al., 2004).

Trypanossoma congolense é provavel mente o tripanossoma patogénico mais comum e difundido
na Africatropical, sendo encontrado em ruminantes, suinos, caes e outros animais domésticos ao
longo do cinturdo da mosca tsé-tsé. O seu ciclo de vida complexo é dividido em duas fases, uma
no vector (mosca tsé-tsé) e uma na corrente sanguinea do hospedeiro mamifero. O T. congolense
pertence a familia Trypanosomatidae e reino Protista (Stephen, 1986).
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3.3. FEBRE
Febre € definida como elevagcdo anormal da temperatura corporal; uma resposta devido a danos
nos tecidos, inflamacio ou doenca maligna. E muitas vezes acompanhada por certas
caracteristicas comportamentais de doenca tais como depressao, sonoléncia, letargia, hiperalgesia
e anorexia. A febre ocorre quando ha um distirbio na regulacdo da temperatura corporal no
hipotdlamo. As citoquinas sdo formadas em grande quantidade nessa condic¢do, resultando num
aumento da formacgdo de prostanglandina E, (PGE;) que por sua vez estimulam o hipotdamo
para elevar a temperatura do corpo. Mecanicamente, o hipotalamo controla 0 mecanismo efector
de calor através do sistema nervoso auténomo quer por aumento de producéo do calor ou

prevencdo da perdade calor por vasoconstri¢éo (Duraisankar e Ravichandran, 2012).

Antipiréticos sdo substéncias capazes de reduzir a elevacdo da temperatura corporal ou segja
substéncias que podem produzir antipirese agindo centralmente no hipotdlamo, ao nivel do
centro regulador do calor, produzindo vasodilatacdo periférica, tendo como resultado um
aumento do fluxo sanguineo cutaneo, da sudacdo e perda de calor. Uma accéo central pode
envolver a inibicdo da sintese de prostaglandinas a nivel do hipotdamo (Periyasamy et al.,
2011).

O paracetamol é um dos antipiréticos mais usados apesar dos seus efeitos adversos. Paracetamol
produz analgesia e antipirese por inibicdo da ciclooxigenase no sistema nervoso central
(Periyasamy et al., 2011).

3.4. DoR E NOCICEPCAO

A dor pode ser definida como uma experiéncia subjectiva que pode estar associada a lesdo real
ou potencia nos tecidos. A dor é considerada como uma experiéncia, uma sensacao
desagradavel, genuinamente subjectiva e pessoal. A dor tem aspectos sensoriais, afectivos,
autonomicos e comportamentais (Vanegas e Schaible, 2001).

A nocicepcdo € uma forma especializada de sinalizacéo sensorial, que converte informacéo sobre
lesBes teciduais. Assim, enquanto a dor envolve a percepcdo de um estimulo agressivo e exige a
capacidade de abstraccdo e elaboracdo de impulsos sensoriais, a nocicepcdo refere-se as
manifestagdes neurofisiol bgicas geradas pelo estimulo nocivo (Farquhar-Smith, 2007).
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A informagdo nociceptiva é traduzida em sinais electrofisiologicos que sdo transmitidos por
neurotransmissores. Esta transmissdo € mediada por diversos mecanismos, incluindo
sensibilizacdo periférica/primaria e central/secundaria e é formada por um conjunto de
mediadores quimicos gque actuam perifericamente e na medula, comparaveis a complexidade dos
neurotransmissores no cérebro (Farquhar-Smith, 2007).
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. LocAL DE REALIZACAO DO ESTUDO

A preparagdo de extractos da casca do caule de V. polyanthes e os testes da actividade
antipirética, analgésica e antitripanossomica foram realizados na Sec¢do de Farmacologia da
Faculdade de Veterinaria, UEM.

A andlise fitoquimica dos extractos foi realizada no Laboratorio de Produtos Naturais da

Faculdade de Ciéncias, Departamento de Quimica, UEM.

O teste da actividade antimicrobiana dos extractos foi realizado nos Laboratérios de

Microbiologia e de Higiene e Tecnologia de Alimentos da Faculdade de V eterinaria, UEM.

4.2. MATERIAL VEGETAL

A casca do caule de V. polyanthes foi adquirida de vendedores informais no mercado de
Xipamanine localizado no centro da cidade de Maputo. ApOs a compra, a casca foi fragmentada
e depois, triturada em particulas finas seguidamente conservadas em frasco de vidro no

Laboratdrio de Nutricdo da Faculdade de Veterinaria, UEM até a preparacéo dos extractos.

4.2.1. PREPARACAO DOSEXTRACTOS

A preparacdo de extractos da casca do caule de V. polyanthes foi feita com recurso aos métodos

de Maceragéo e de Soxhlet.

Para preparacdo do extracto etandlico 50,0 g de fragmentos secos de casca do caule de V.
polyanthes foram misturados com 250 mL de etanol a 70 %. A misturafoi vigorosamente agitada
e depois deixada em repouso; e com agitagdes subsequentes em intervalos de 24 horas, durante
72 horas.

Para preparacéo do extracto agquoso, seguiu-se o procedimento descrito para o extracto etandlico,

tendo no entanto sido usada agua ao invés de etanol.
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Apbs 72 horas de extracgdo, as misturas foram decantadas, filtradas num papel de filtro
Whatman N° 2 e concentradas numa estufa de ventilagdo com temperatura em torno dos 25-30
°C. Os extractos obtidos foram pesados, devidamente rotulados e conservados numa geleira a

4°C até posterior uso.

Num aparelho de Soxhlet foram colocados 50,0 g de fragmentos da casca de caule de V.
polyanthes, embrulhados num cartucho apropriado. De seguida, foram adicionados 250 mL de
etanol a 96 % e redlizada a extracgdo até descoloracdo do material vegetal. ApOs a extracgdo, o
extracto foi concentrado num vaporizador rotativo até a remocdo completa do solvente,
seguindo-se a pesagem e conservacdo hum ambiente com ausénciade luz a4 °C até o seu uso em

fases posteriores do estudo.

Cascadecaule

”

Secagem

;

l Fragmentacéo

y ‘

M acer acéo (Etanol 70%) M acer acéo (H,0) Soxhlet (Etanol 96%)

| el

» Remocao do solvente <

!

Residuo —1— E.Etandlico-Mac || Residuo ~X— E.Aquoso- Mac Residuo AL E. Etandlico - Sox

Figura 11. Esguema de preparacao de extractos a partir da casca do caule de V. polyanthes.
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4.3. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram usados 60 murganhos (Mus musculus) de ambos 0s sexos, com peso de 24-42 ¢
adquiridos no biotério do Instituto de Investigagdo Agraria de Mocgambique (IIAM),
Departamento de Ciéncias Animais (DCA). Os animais foram mantidos em gaiolas metélicas
Inox, com racdo e agua fornecidos ad-libitum. Para os experimentos em que a administracdo das
solucdes foi realizada por via oral, os animais foram mantidos em jejum num periodo de 14

horas antes dos experimentos, com acesso livre a &gua.

Figura 12. Animais usados nos ensai 0s e respectivas gaiolas de acomodacéo.

4.4, ANALISE FITOQUIMICA

Os extractos foram submetidos a ensaios qualitativos para identificacdo das classes de
fitoconstituintes quimicos. Os extractos secos foram reconstituidos com o solvente usado para
extraccao, e seguidamente analisados de acordo com o proposto por Simdes et al. (2001) e
apresentado na Tabela 1.

Tabela 1.Teste para reconhecimento de metabdlitos secundérios em material vegetal.

M etabdlitos secundarios Reagente Reaccdo positiva
Flavondides Acido cloridrico concentrado e fitade Mg Coloracéo Castanha
Alcaldides Reagente de Mayer e Wagner Precipitado Vermelho ou amorfo
Saponinas Cloroformio e égua destilada Formacado de Espuma

Esterdides/triterpendides | Anidrido acético e écido sulfarico concentrado Coloracdo Amarela dourada

Antraquinonas Cloroférmio e Hidroxido de Sodio a 1% Coloracdo Amarela

Taninos Cloreto férrico a 2% Precipitado de cor Azul ou Verde
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45, AVALIACAO DA ACTIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para os testes de actividade antibacteriana, foram usadas as bactérias Escherichia coli,
Saphylococcus aureus, Bacilius cereus e Pseudomonas aeruginosa e para actividade antifingica
foi usado Candida sp.

—_— e ‘-‘;
Figura 13. Placas de Petri com col6nias frescas de Escherichia coli (A) e Candida sp (B).

Foram usados os meios de culturas Manitol, Endo Agar/fuscina basica, Agar Mueller Hinton
para bactérias, e Agar Sabouraud para fungos.

Foram preparadas solugBes de 3.2 mg.mL™ do antibacteriano ciprofloxacina e de 6.4 mg.mL™ do
antifingico cetoconazole. Os trés extractos preparados pelas técnicas de Maceracdo e Soxhlet
foram reconstituidos cada um em etanol a 50 % e &gua destilada estéril nas concentrages 500,
250 e 125 mg.mL™. Na preparacdo de solucBes antimicrobianas para os trés extractos foram
realizadas diluicOes seriadas conforme detalhado no experimento descrito abaixo. Foi perfurado
um disco de pape de filtro (Whatman N° 2), com uma perfuradora de papel de escritorio,
formando mini-discos de 5 mm de didmetro, seguidamente levado para esterilizagdo numa auto-
clave a120°C. Ap06s arrefecimento e secagem, os mini-discos de papd de filtro foram embebidos
em 5 pl das diversas solugfes antimicrobianas (extractos, antibacteriano e antifingico padréo e
veiculo) atestar. Foi usado o método de difusdo em placa (Kirby-Bauer) para aferir a actividade
antimicrobiana das diversas preparacoes.

Foram preparadas colénias frescas de cada microrganismo a partir de culturas criopreservadas
existentes no banco de microrganismos da Seccéo de Microbiologia da Faculdade de Veterinaria.
Culturas frescas inicialmente semeadas em placas foram novamente semeadas em meio liquido
apropriado, seguindo as normas recomendadas pelo National Commitee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS, 2002).
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A partir de culturas semeadas em meio liguido foram feitas sementeiras em placas, com recurso a
umaansa de vidro (ansa L) para espalhamento em toda a superficie do meio.
Em seguida, cada placa foi dividida em 4 quadrantes através de linhas tracadas na parte externa
da base da placa. Cada quadrante foi usado para avaiar o crescimento conforme ilustrado na
figura 14.

Legenda
Crescimento normal (henhuma soluc&o aplicada)
Controle negativo (veiculo de reconstituicao);

Controle positivo (ciprofloxacina ou cetaconazol);
Extractos de V. polyanthes

L] ]

OEmU

o | =2

Figura 14. Representacéo esquematica da placa de Petri para antibiograma

Apobs sementeira, os discos de pape de filtro impregnados em 5 pL do antimicrobiano foram
colocados sobre 0 meio de cultura e comprimidos ligeiramente usando uma pinca estéril. As
placas foram de seguida levadas a incubar a 37 °C para bactérias e 30 °C para fungos, durante 24
horas. Apés este periodo cada placa foi examinada e medido o didmetro de inibicdo de

crescimento dos microorganismos.

Figura 15. Placas de Petri com indicacéo das areas de inibicéo de crescimento de S. aureus (1) e

B. cereus (2). P - padréo, E — extracto e V — veiculo.

4.6. AVALIACAO DA ACTIVIDADE FARMACOLOGICA

4.6.1. AVALIAGAO DA ACTIVIDADE ANTIPIRETICA
Antes da administragcdo do agente indutor da febre (suspensao de 20% de levedura para pao em
&gua destilada a 30 °C), foram feitas duas medicbes da temperatura corporal de cada animal dos
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4 grupos de 4 animais cada, em intervalos de 30 minutos, através daintroducdo dum termémetro
digital no recto dos animais. A temperatura média nestas condicoes foi considerada temperatura
inicial do animal. Em seguida administrou-se o agente indutor da febre por via subcutanea numa
administracéo Unica de 10 ml.kg ™ de peso vivo do animal. 19 horas depois da administracdo do
agente indutor da febre, e apos 14 horas de jgjum, os murganhos do grupo de controlo positivo
(grupo 1) foram tratados com suspensdo de paracetamol e os animais dos grupos II, 11l e IV
foram com extractos por via oral conforme o apresentado na Tabela 2. ApGs os tratamentos a
temperatura corpora de cada animal foi medida em intervalos de uma hora, durante trés horas,

antes da Ultima medi¢éo, vinte e quatro horas depois dos tratamentos.

Tabela 2. Grupos de animais para o teste da actividade antipirética V. polyanthes

Grupo Tratamento # Animais | Agenteindutor | Antipirético | Concentracao
defebre (mg.kg™) antipirética
(mL kg™ (mg.mL™)
I Paracetamol 4 10 120 24
I Extracto etandlico — Maceracéo 4 10 500 100
1 Extracto aguoso - Maceracéo 4 10 500 100
vV Extracto etandlico — Soxhlet 4 10 500 100

4.6.2. AVALIACAO DA ACTIVIDADE ANALGESICA

Para actividade analgésica de extractos do caule de V. polyanthes foi utilizado o método de placa
guente descrito por Eddy e Leimback (1953), com algumas modificagbes. Foram formados 4
grupos dos 4 animais cada. Cada murganho, em jggum de 8 horas, foi tratado por via oral com
paracetamol (controle positivo), extracto da planta (substancia teste) e colocado individua mente
num copo sobre uma placa metédlica aquecida a (51 + 1) °C. O tempo para 0 animal apresentar o
reflexo de lamber as patas (tempo de laténcia para a resposta nociceptiva), “sapatear” — bater
rapido das patas e/ou sdltitar, e 0 tempo para 0 animal saltar para fora do copo foram registados
antes da administracdo de qualquer tratamento e de 30 em 30 minutos, até 2 horas apos

administracdo das solucdes a testar, bem como uma Ultima avaliacdo da actividade
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antinociceptiva, 24 horas ap0s tratamento com extractos de V. polyanthes. O tempo de reaccédo
dos animais foi registado com auxilio de um crondémetro, sendo o tempo méaximo de

permanéncia do animal no copo de 90 segundos, para evitar |esdes nas patas do animal.

O efeito antinociceptivo — definido como aumento do tempo de reac¢do ao estimulo térmico — foi
determinado em funcdo do tempo de resposta ao estimulo nociceptivo antes e depois da

administracdo das solugdes em estudo.

Tabela 3. Grupos de animais para o teste da actividade analgésica V. polyanthes

Grupo Tratamento # Animais | Dose (mg.kg™) | Concentragdo do
analgésico (mg.mL™)
I Paracetamol 4 120 24
1 Extracto aguoso - Maceragcdo 4 500 100
[l Extracto etandlico — Maceragéo 4 500 100
v Extracto etandlico — Soxhlet 4 500 100
4.7. AVALIACAO DA ACTIVIDADE ANTITRIPANOSSOMICA

Para avaliacdo de actividade antiparasitéria, 0 extracto etandlico obtido por maceracéo foi
reconstituido en DM SO a 10%, na concentracdo de 100 mg.mL ™. Foram constituidos 3 grupos
contendo 4 animais cada, aos quais foram inoculados 100 pL de sangue contendo T. congolense,
colhido de murganhos previamente infectados, por viaintraperitoneal.

A parasitémia dos animais infectados foi monitorada duas vezes por semana até atingir uma
pontuacdo de 4+ na escala de Murray et al. (1983). Nesta atura, os animais foram tratados
através duma injeccdo intraperitoneal dos extractos reconstituidos em DMSO. Os animais dos
grupos de controlo foram tratados da mesma maneira exceptuando que, ao invés de serem
administrados extractos da planta, receberam agua destilada estéril (controlo negativo) ou

aceturato de diminazeno - Tryponil® (controlo positivo).

A parasitémia — presenca de parasitas no sangue — foi monitorada por exame do sangue
periférico colhido de vasos sanguineos da cauda de cada animal, usando o método de buffy-coat
e observagdo ao microscopio optico, sob ampliagdo de 400X, em dias alternados até a morte dos

animais tratados e ndo curados.
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Tabela 4. Formagdo de grupos de murganhos para o teste da actividade antitripanossomica V.

polyanthes.
Tratamento Grupo # Animais | Dose (mg.kg'p.v) | Concentracdo
(mg.mL ™)
Tryponil ® Controlo + I 4 35 0,16
DMSO a10 % - Veiculo [l 4 500 10%
Extracto etandlico - Macerado [l 4 500 100

E. Aquoso - Mac

E. Etandlico - Mac

E. Etandlico - Sox

Testes Fitoquimicos

Testes Farmacol 6gicos

Teste Antiparasitario

Testes Microbiol 6gicos

y

I dentificagcdo dos
fitoconstituintes

A

Actividade Antitripanossomica

Actividade antipirética Y 1 Actividade analgésica Antibacteriano Y] Antifangico
Figura 16. Esquema geral dos testes realizados com os extractos V. polyanthes.
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5. RESULTADOSE DISCUSSAO

5.1. RENDIMENTO DO PROCESSO DE EXTRACCAO

Efecturam—se extraccoes do material vegetal (casca do caule de V. polyanthes) pelos métodos de
maceracdo e Soxhlet, usando solventes como agua, etanol a 70% e a 90%. Empregaram-se
tempos de 72 horas na extraccdo por maceracdo e 10 horas na extracgdo por Soxhlet, para
conseguir o esgotamento do material vegetal.

Nos trés extractos preparados a partir da casca do caule de V. polyanthes, verificou-se um
rendimento percentual maior (14,08%) para o0 extracto etandlico obtido por Soxhlet comparado

com os extractos aquoso (10,40%) e etandlico (12,02) obtidos pela maceracdo (vide Tabelab).

Tabela 5. Rendimento do processo de extrac¢do da casca de caule de V. polyanthes.

Extractos Quantidadeinicial (g) | Quantidadefinal (g) | Rendimento (%)
Etandlico — Maceragdo 50 6,01 12,02
AQuoso - Maceracdo 50 5,20 10,40
Etanolico - Soxhlet 50 7,04 14,08

O maior rendimento percentual do extracto preparado pelo método de Soxhlet comparado com
os dois extractos obtidos pela maceracdo, pode estar associado as caracteristicas dos dois
métodos. O método Soxhlet € continuo, podendo o tempo de extraccdo variar de 1 a 72 horas e
permite extraccdo de compostos com maior peso molecular num curto periodo de tempo. Neste
processo, 0 solvente extrai 0 material organico retido naamostra (Miguel et al., 1989).

A maceracdo € mais lenta, exaustiva e além de requerer um tempo relativamente longo (2 a 14
dias de extracgdo) dependendo do material, ndo consegue extrair todos compostos presentes nas
plantas (Miguel et al., 1989).
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5.2. ANALISE FITOQUIMICA

Os resultados dos ensaios de reconhecimento dos fitoconstituintes da casca de caule de V.
polyanthes estéo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Resultados dos testes fitoquimicos da casca de caule de V. polyanthes.

M etabdlitos secundarios Extracto
Aquoso — Maceragdo | Etandlico — Maceracdo | Etanolico — Soxhlet

Flavonoides (+) (+) (+)
Alcal6ides (-) -) (-)
Saponinas (+) Q) )
Esteroides /triterpendides (+) (+) (+)
Antraquinonas (+) (+) (+)
Taninos (+) (+) (+)

Legenda: (-) ndo apresenta, (+) apresenta.

Na andlise qualitativa realizada com os extractos para identificaco de fitoconstituintes detectou-
se gque flavondides, saponinas, antraquinonas, taninos e esterdides/triterpendides foram as classes
de compostos presentes em todos os extractos preparados. Estes resultados corroboram
parcialmente com os resultados obtidos por Luciane (2015) onde foram detectados compostos
tais como: &cidos gordos, aminoacidos, cumarinas, alcalbides, saponinas, triterpenos,

antraquinonas, flavondides, taninos e alcal Gides nas vérias partes da planta V. polyanthes.

Os resultados obtidos vao ainda de acordo com os relatados por Sousa et al. (2008) num estudo
feito para caracterizagdo fitoquimica das partes aéreas de V. polyanthes onde foram detectados;
acidos gordos, acaldides, cumarinas, esterdides e/ou triterpenos, glicosideos antraquinonicos,

glicosideos flavonicos, glicosideos saponinicos e taninos hidrolisévels.

Uma triagem fitoquimica do extracto etandlico de V. polyanthes feita por Alves et al. (2012)
indicou a presenca de flavondides, taninos, cumarinas, terpendides, esterGides, saponinas e

alcaldides. Neste estudo ndo foi detectada a presenca de alcaldides em todos os extractos
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preparados. Tal auséncia pode ser atribuida a presenca desta classe de substancias, em pequenas

guantidades ndo detectavels pelos métodos usados.

Segundo Sousa et al. (2008) a presenca de metabolitos secundérios nas plantas esta relacionada

com vérias funcbes ecoldgicas, entre elas. defesa contra ataques de herbivoros e de patégenos;

atractivo (odor, cor e sabor) para animais polinizadores, microrganismos simbidticos, funcdo

estrutural e proteccdo contra stresses hioticos (radiacdo solar, mudanca de temperatura,

deficiéncia de nutrientes minerais) entre outras funcdes.

Com base nos resultados apresentados na tabela 6 comprovou-se que a planta V. polyanthes

sintetiza metabdlitos secundérios responsaveis pelas diversas acgdes biol bgicas.

5.3.

ACTIVIDADE ANTIMICROBIANA

O teste da actividade antimicrobiana realizado usando método de difusdo em disco apresentou 0s

resultados apresentados nas tabelas 7 a 11 efiguras 17 a 21.

Tabela 7. Resultados da actividade antibacteriana dos extractos de V. polyanthes frentea S.

aureus.
Concentracao Halos deinibicdo (mm)
?:1 exr;quci;o Etandlico— | Aquoso— | Etandlico- | Veiculo (Agua | Ciprofloxacina
g Maceracdo | Maceracdo | Soxhlet ou Etanol)
500 17 14 18 0 36
250 14 12 12 0 37
125 10 11 11 0 36
8 40 S-aureus
3 30 —
£
220 @ 500mg.mL*
o E 1o - —
© B 250mgmL*
£ 0 -
a Extracto etandlico| Extracto aquoso |Extracto etanolico Veiculo Ciprofloxacina® 250 mgmL™
Maceragdo soxhlet |
Figura 17. Representacdo gréfica da actividade inibitéria do crescimento de S aureus por
extractos de V. polyanthes.
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Tabela 8. Resultados da actividade antibacteriana dos extractos de V. polyanthes frente a E. coli.

Concentracao Halos deinibicdo (mm)

do extr 8{?0 Etanolico— | Aquoso— | Etandlico- | Veiculo (Agua | Ciprofloxacina

(mg.mL ™) Maceracdo | Maceracdo | Soxhlet ou Etanol)

500 8 0 7 0 36

250 0 0 0 0 34

125 0 0 0 0 36
g X E. coli
% E [~ -1
o é 20 B8 500 mg.mL
g 10 — ® 250mgmL?
§ o/ e ’

-1
e Extracto etandlico | Extracto aquoso | Extracto etandlico Veiculo Ciprofloxacina 250 mg mL
Maceraco Soxhlet

Figura 18. Representacdo gréfica da actividade inibitoria do crescimento de E. coli por extractos

de V. polyanthes.

Tabela 9. Resultados da actividade antibacteriana dos extractos de V. polyanthes frente a B.

cereus.
Concentracao Halos deinibicdo (mm)
?rz exr:]rLafc;,;o Etandlico — AQuoso — Etandlico- | Veiculo (Agua | Ciprofloxacina
9 Maceracao Maceracdo | Soxhlet ou Etanol)
500 19 15 16 0 35
250 14 10 12 0 34
125 13 7 9 0 34
o 40
18 B cereus
5 30 -
.C —_ ~
TE 20 ¥ 500mg.mL*
°E . -
o 0 o 1
@] - - . . . 250 mg mL
Extracto etandlico| Extracto agquoso |Extracto etandlico Veiculo Ciprofloxacina
Maceragdo Soxhlet

Figura 19. Representacdo grafica da actividade inibitoria do crescimento de B. cereus por
extractos de V. polyanthes.
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Tabela 10. Resultados da actividade antibacteriana dos extractos de V. polyanthes frente a P.
aeruginosa.

Concentracao Halos deinibi¢cdo (mm)
do extr acto Etandlico— | Aquoso— | Etandlico- | Veiculo (Agua | Ciprofloxacina
(mg.mL™) Maceracdo | Maceraco | Soxhlet ou Etanol)
500 7 0 6 0 31
250 0 0 0 0 33
125 0 0 0 0 32
(@]
g 40 P. aeruginosa
2 30 —
=
LE 20 —
° - 10 ' m 500mg.mL*?
= —
= 0 . (- “& 250mgmL?
[a) Extracto etandlico | Extracto aquoso | Extracto etandlico Veiculo Ciprofloxacina 1
Maceracio Soxhlet o 250mgmL
Halos de inibigdo (mm) ‘

Figura 20. Representacdo gréfica da actividade inibitoria do crescimento de P. aeruginosa por
extractos de V. polyanthes.

Tabela 11. Resultados da actividade antifungica dos extractos de V. polyanthes frente a Candida
p.

Concentracao Halos deinibicdo (mm)

do extracto Etandlico— | Aquoso— | Etandlico- | Veiculo (Agua | cetoconazol
(mg.mL ™) Maceracdo | Maceracdo | Soxhlet ou Etanol)

500 0 0 0 0 11
250 0 0 0 0 12
125 0 0 0 0 11
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@ 500mg.mL?
Candida Sp H 250 mg m|_':L

O 250 mgmL™

=N
o O

Veiculo ‘ cetoconazol _‘

Figura 21. Representacéo gréfica da actividade inibitoria do crescimento de Candida sp por
extractos de V. polyanthes

o

Diametro deinibicdo
(mm)

Extracto etandlico
Maceracdo

Extracto etandlico
Soxhlet

Extracto aquoso

Os resultados da actividade antimicrobiana dos extractos indicam actividade inibidora do
crescimento para S. aureus, B. cereus, E. coli e P. aeruginosa. Os extractos ndo apresentaram
nenhuma inibicdo de crescimento para o fungo Candida sp. Estes resultados véo de certa
maneira de acordo com os obtidos por Jorgetto et al. (2011) num ensaio da ac¢éo antimicrobiana
dum extracto hidroalcodlico em 15 microrganismos, onde foram obtidos halos de inibicéo para S.
aureus, E. coli, B. cereus, Sreptococcus pyogenes, Salmonella typhimurium e Proteus mirabilis,
enquanto foi observadaresisténcia de P. aeruginosa e de Candida sp.

A actividade antimicrobiana é atribuida a produtos do metabolismo secundario das plantas, como
os terpendides, saponinas, taninos e flavondides que possivelmente lesionam as moléculas da
parede celular de bactérias e fungos. As saponinas alteram a permeabilidade das membranas
celulares dos microrganiSmos e causam a sua destruicao (Jorgetto et al., 2011; Alonso, 2008).
Este estudo revelou que os extractos de V. polyanthes apresentaram maior efeito antibacteriano
nas bactérias Gram+ (S. aureus e B.cereus), em todas as concentragOes testadas, sendo mais
activos na concentracdo de 500 mg.mL ™. Nas bactérias Gram- (E.coli e P.aeruginosa) apenas os
extractos etandlicos apresentaram alguma actividade (fraca) antibacteriana na concentracdo mais
alta testada, isto & 500 mg.mL™. A fraca actividade dos extractos frente a bactérias de Gram-
pode estar associada a composicao da parede destas bactérias, a qual tem uma camada fina de
peptidoglicanas e possui também uma segunda membrana lipoprotéica com lipopolissacarideos
diferenciados dos presentes na membrana das bactérias Gram+. Possivelmente, essas

propriedades conferem a esse grupo de bactérias uma capacidade de limitar a sua permeabilidade
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frente a substéncias estranhas exdgenas, incluindo as substéncias contidas nos extractos de V.

polyanthes e desse modo, maior resisténcia ao efeito nocivo dos antibioticos (Enoch et al., 2007).

Ao contrério das bactérias Gram-, as bactérias Gram+ s30 mais sensivels a varios antibioticos

sintéticos e extractos de plantas, visto que estes tipos de bactérias tém em sua parede, uma grossa

camada de peptideoglicanas que permitem uma boa permeabilidade e absor¢éo dos antibioticos

pel as paredes das bactérias (Enoch et al., 2007).

5.4.

ACTIVIDADE ANTIPIRETICA

No ensaio para avaliagéo da actividade antipirética dos extractos de V. polyanthes na dose de 500

mg.kg?, como anteriormente indicado, para inducdo da febre em murganhos, foi injectada

levedura para pdo, suspensa em agua destilada a 30 °C, por via subcutdnea e verificou-se

elevacdo datemperatura corporal, em média, na ordem de 1,1 °C em todos o0s animais, conforme

ilustraa Tabela 12 e Figura 22 apresentados abaixo.

Tabela 12. Resultados do teste da actividade antipirética dos extractos de V. polyanthes.

Agente Temperatura | Temperatura Temperatura ap6s tratamento (° C)
terapéutico inicial 19 horas apos

normal (°C) |inducdo da

febre (°C) lhora 2 horas 3 horas 24 horas

Paracetamol 3740+062 |3840+051 |3835+042 37,50+ 0,14 | 37,42+ 0,36 | 37,93+ 0,26
Ext. Etandlico - | 3648+0,05 |37,78+0,81 | 36,25+ 0,39 36,70+ 0,57 | 36,78+ 0,53 | 37,45+ 0,40
M acer acdo
Ext. Aquoso - |37,15+0,40 |37,78+0,61 | 37,55+ 0,60 37,10+ 0,55 | 36,90 + 0,65 | 37,00 + 0,26
M acer acao
Ext. Etandlico - | 37,13+0,17 |37,85+£0,24 | 37,08+0,78 36,68 + 0,63 | 36,98 + 0,28 | 37,25+ 0,30
Soxhlet
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Figura 22. Representacdo grafica dos resultados do ensaio da actividade antipirética dos

extractos de V. polyanthes

A tabela 12 e figura 19 demonstram que o extracto etandlico por maceracdo apresentou um efeito
mais acentuado na reducdo da temperatura corporal dos murganhos no estado febril do que o
extracto agquoso por maceracdo e 0 extracto etanolico por Soxhlet e o paracetamol. Os extractos
etandlicos (macerado e Soxhlet) na dose de 500 mgkg’ induziram uma diminuicdo da
temperatura corpora dos animais do que o paracetamol. O extracto aquoso por maceragéo, ta
como o paracetamol e os extractos etandlicos induziu uma diminuicdo da temperatura corporal
dos animais, e 0 seu efeito, ao ser comparado com o paracetamol ndo mostra grandes diferencas

na actividade antipirética.

Presume-se que o efeito antipirético dos extractos de V. polyanthes pode estar associado com a
presenca dos metabdlitos secundérios identificados na planta, particularmente os flavondides,
saponinas e triterpendides os quais podem produzir antipirese por ac¢do central no hipotaamo,
ao nivel do centro regulador do calor, reduzindo a concentracdo cerebral da prostaglandina E;
através da sua accdo sobre a COX, produzindo vasodilatagdo periférica e tendo como resultado

um aumento do fluxo sanguineo cuténeo, sudacéo e perdade calor (Periyasamy et al., 2011).
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Ignacimuthu e Ayyanar (2009) reportam aguns compostos como &acidos gordos, flavonoides,
polissacarideos e triterpenos encontrados no género Vernonia como sendo 0s responsavels pelo
efeito antipirético. Entretanto, tanto quanto sabemos ainda ndo foi realizado nenhum estudo que
tenhainvestigado especificamente o efeito de V. polyanthes sobre a producéo de PGs.

Os resultados obtidos neste estudo também corroboram com o estudo de Zakaria et al. (2007) no
gual compostos como os flavondides e saponinas sdo sugeridos como actuando sinergicamente
para exercer actividade farmacol 6gica observada.

Cdixto (2000) atribui efeito antipirético e analgésico de extractos de algumas plantas a

compostos fendlicos tais como flavondides e taninos encontrados nessas plantas.

5.5. ACTIVIDADE ANALGESICA

Os resultados do teste da actividade anal gésica estéo apresentados na tabela 13 e figura 23.

Tabela 13. Resultados do teste da actividade anal gésica da casca de caule de V. polyanthes.

Agenteterapéutico Tempo deresposta ao estimulo térmico ()
Medidainicial | 30 minutos | 60 minutos | 90 minutos | 120 minutos
Paracetamol 10,32 14,39 19,06 14,04 21,67
Ext. Etandlico — M acer acdo 13,67 25,75 42,02 55,04 55,04
Ext. AQuoso — M aceracao 9,48 40,35 33,06 45,70 43,71
Ext. Etanolico — Soxhlet 12,01 67,00 47,73 40,05 46,57
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Figura 23. Representacdo grafica dos resultados da avaliacdo da actividade analgésica de

extractos de V. polyanthes em murganhos.

Neste estudo foi avaliado o efeito antinociceptivo (analgésico) dos extractos de V. polyanthes na
dose de 500 mgkg®, tendo-se usado o método da placa quente para aferir o efeito
antinociceptivo em murganhos. A tabela 13 e figura 20, mostram os resultados obtidos, tendo-se
verificado um efeito dos extractos de V. polyanthes sobre o tempo de laténcia para percepcdo da

dor nos animais, manifestada pelo salto parafora do copo.

O extracto etandlico de V. polyanthes preparado por maceracdo na dose de 500 mg.kg
lapresentou maior actividade antinociceptiva visto que o aumento do tempo de reaccdo do
animal ao estimulo térmico nociceptivo nos animais tratados foi 0 mais longo, tendo o animal
permanecido no copo agquecido, 13,67 segundos antes do tratamento e 55,04 segundos depois do
tratamento. Este efeito foi semelhante para os extractos, etandlico obtido por Soxhlet (12,01 a
46,57 segundos) e o extracto aquoso (9,48 a 43,71 segundos). O controlo positivo (paracetamol)
apresentou pouca actividade antinociceptiva, tendo sido observados os tempos de laténcia de
10,32 segundos antes do tratamento e 21,67 segundos depois do tratamento comparativamente ao
efeito dos extractos embora o efeito antinociceptivo tenha sido verificado durante todo o tempo

daandise (0 - 120 minutos).
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Trinta minutos apds a administragdo oral dos trés extractos de V. polyanthes na dose de 500
mg.kg *houve um aumento do tempo de laténcia ao estimulo térmico nociceptivo em todos os
animais tratados em comparac&o com 0s animais do grupo de controlo. Os trés extractos obtidos
pel as duas técnicas apresentaram maior actividade anal gésica em comparagdo com o paracetamol

sobre tudo o extracto etandlico por maceracao.

Segundo Fargquhar-Smith (2007), a integracdo do estimulo nociceptivo ocorre devido a
estimulagdo de fibras C de conducéo lenta, que apresentam terminais ndo capsulados de
receptores termais e mecanicos e fibras do tipo Ad de conducdo rapida que induz ao reflexo de
retirada da pata pela activacéo de termorreceptores e a laténcia do reflexo de retirada da pata

ocorre por integracdo medular.

O estudo desenvolvido por Alves et al. (2012) mostrou que os extractos etandlicos preparados a
partir de varias partes de V. polyanthes exercem um efeito analgésico aumentando o tempo de
permanéncia dos animais sobre uma placa aquecida a +55 °C. Ta efeito foi atribuido a
compostos provenientes do metabolismo secundario da planta tais como saponinas e flavondides
gue tém a capacidade de inibir a producéo de prostaglandinas e ac¢bes de outras substancias que

sensibilizam os receptores da dor aos estimul os mecénicos, quimicos e térmicos.

O extracto etandlico obtido pelo método de Soxhlet exibiu na primeira medicdo (30 minutos apds
tratamento) o seu maior efeito antinociceptivo tendo-se verificado um decréscimo da sua
actividade nas restantes medi¢oes. Este facto pode ser explicado por provavelmente o extracto ter
pouca quantidade do principio activo com actividade analgésica que, apos sua administracéo, é

possivel mente rapidamente absorvido, distribuido, metabolizado e excretado.

5.6. ACTIVIDADE ANTITRIPANOSSOMICA

Os resultados do teste da actividade antitripanossomica estdo apresentados na tabela 14,
demonstram que o extracto etandlico de V. polyanthes na dose 500 mg.kg™, obtido pelo método
de maceragao, ndo foi eficaz frente a0 T. congolense em murganhos uma vez gque os animais,
embora tratados, morreram em decorréncia da parasitémia alta - na ordem de 5+ na escala de

Murray et al. (1983) - que apresentavam.
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O aceturato de diminazene na dose de 3,5 mg.kg™” dose Unica, eliminou a parasitémia, tendo-se
verificado cura de todos os animais do grupo de controlo, 7 dias ap6s o tratamento, altura em que
todos os animais foram humanamente sacrificados através da administracdo duma anestesia
terminal com éter.

Tabela 14. Resultados da actividade antitripanossomica do macerado etandlico.

Tratamento | Animal Controlo da parasitémia
Antesdo tratamento Depoisdo tratamento
4°dia 6°dia 8°dia 11°dia
Macerado 1 1+ 4+ 5+ Morto
etandlico 2 2+ 4+ 5+ Morto
3 Negativo 3+ 5+ Morto
4 Negativo 3+ 4+ 5+
Tryponil®- 1 3+ 5+ Negativo Negativo
Controlo + 2 1+ 4+ Negativo Negativo
3 2+ 5+ Negativo Negativo
DM SO a 1 Negativo 3+ 5+ Morto
10% 2 2+ 4+ S5+ Morto
3 3+ S5+ Morto Morto

Estudo conduzido por Fournet et al. (1993) no qual avaliaram os efeitos anti-T. cruzi de nove
alcaléides bisbenzilisoquinolinicos, seis acaldides demonstraram ser 100% efectivos contra
aquele parasita que, embora tenha caracteristicas distintas do T. congolense, incluindo o seu ciclo
de vida e a patogenia, pertence ab mesmo géenero. Os alcaldides que demonstraram actividade
tripanocida no estudo de Fournet et al. (1993) incluiam a cocsolina (23), dafnandrina (24) e
dafnolina (25), isolados da Albertisia cf. A. papuana Becc (Menispermaceag); limacina (26),
obtida de Caryomeneolivascens, girocarpina (27), isolados de Gyrocarpus americanus e

isochondrodendrina (28), oriundo de Curarea candicans.
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Cocsolina (23) R = CH3 = M e: Dafnandrina (24)
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Girocarpina (27) | sochondrodendrina (28)

Figura 24. Alcal 6ides com actividade anti-Trypanosoma cruzi.

Nascimentos et al. (2004) avaliaram as actividades tripanomicidas in vitro de compostos isolados
das plantas; Mikania stipulacea e Mikania hoehnel as quais demonstraram actividade anti-T.
cruz tendo reduzido o nimero de parasitas em 61,7, 62,8 e 69,4% nas concentragdes de 100, 250
e 500 pg.mL™, respectivamente.

O T. congolense geralmente € mais virulento do que T. vivax e consequentemente 0s animais
infectados com este parasita desenvolvem tolerancia para T. vivax mais prontamente e facilmente

do que para T. congolense (Stephen, 1986).

Apesar de V. polyanthes ndo ter apresentado nenhuma actividade antitripanossdmica é
importante real¢car que as plantas tém sido usadas como fontes contra vérios parasitas causadores
de enfermidades nos animais.
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6. CONCLUSOESE RECOMENDACOES

Com base nos resultados deste estudo verificou-se que V. polyanthes possui fitoconstituintes com

actividade antipirética, analgésica e antimicrobiana, sendo que:

a) Os extractos provenientes das duas técnicas de extracgdo apresentam metabolitos
secundarios que incluem flavondides, esterdides/triterpendides, saponinas, taninos e
antraquinonas os quai s estdo associados com as diversas accoes terapéuticas observadas.

b) Os trés extractos da planta revelaram boa actividade antibacteriana frente a bactérias de
Gram+, fraca actividade frente a bactérias Gram- e nenhuma actividade frente ao fungo
Candida sp.

c¢) Em relacdo a actividade farmacoldgica, conclui-se igualmente que os extractos de V.
polyanthes tém valor terapéutico como agentes antipiréticos e analgésicos e possuem
actividade mais intensa, embora de duragdo mais curta do que o paracetamol.

d) Para actividade antiparasitaria, conclui-se que o extracto de V. polyanthes testado néo

apresenta nenhuma actividade contra T. congolense.

Dados os resultados bastante positivos e 0 potencial da V. polyanthes como agente terapéutico
alternativo para diversas enfermidades humanas e animais, recomenda-se a realizacdo de estudos
adicionais para isolamento e caracterizacdo dos fitoconstituintes da planta e determinacéo da
actividade farmacol 6gica de cada classe de molécula ou de combinagdes de diversas moléculas,
contribuindo dessa forma para a preparagdo de novos farmacos.

Além do estudo mais aprofundado das actividades antimicrobianas, analgésica e antipirética de
V. polyanthes, recomenda-se também que sga feito um estudo para aferir a actividade

antiparasitaria dos extractos preparados a partir das vérias partes da planta.

Recomenda-se ainda a realizagdo dum estudo de toxicidade da planta, com vista a definir as
doses seguras para uso tanto em animaisS como nos seres humanos, particularmente para

tratamento de dor e febres.
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