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RESUMO

A espécie Varronia globosa, popularmente conhecida como “Maria Preta”, destaca-se por ser utilizada
pela populagdo no alivio das dores reumaticas e colicas menstruais. O objetivo do trabalho visa realizar
uma quantificagdo de flavonoides e avaliar a atividade anti-inflamat6ria do EEB do caule de V. globosa.
A metodologia adotada foi a usual de preparo do extrato etan6lico bruto (EEB) e o teste de acdo anti-
inflamatdria foi realizado de acordo com o modelo de peritonite aguda. Uma exsicata encontra-se
depositada no herbario Lauro Pires Xavier e catalogada com o nimero (JPB 36075). O p6 seco do caule
foi submetido a maceragéo com etanol, fornecendo 9,39 g de EEB. A quantificacdo de flavonoides foi
realizada por espectrofotdmetro, as anélises foram realizadas em triplicata. Para o ensaio da atividade,
camundongos foram divididos em quatro grupos, CN: Salina 0,9%, CP: Dexametasona 5 mg e o EEB
nas doses 250 mg/kg e 500 mg/kg. Ap6s 30 min do tratamento, realizou-se a inducédo da inflamag&o por
carragenina. Aguardou-se 4 horas, anestesiou—se 0s animais, e, administrou-se 2 mL de EDTA, o
exsudato foi colhido para realizar a contagem total de leucécitos. Para a analise estatistica foi realizado
o teste ANOVA e pos-teste de Dunnett com GraphPadPrism®. A quantificacdo de flavonoides mostrou
uma concentragdo de 10,55 mg/g. Diante dos resultados concluiu-se que o EEB reduziu
significativamente a migracao leucocitaria nas doses de 250 mg/kg 500 mg/kg, sugerindo uma possivel
atividade anti-inflamatéria do EEB do caule da espécie estudada.

Palavras-chaves: Maria Preta; Flavonoide; Atividade Anti-inflamatoria.
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1. INTRODUCAO
O Brasil ¢ um pais de grande biodiversidade vegetal, o que facilita a utilizacdo de
inUmeras plantas medicinais por grande parte da populagéo, seja na forma de fitoterapicos,
nutracéuticos ou alimentos. Além disso, a extracdo de matérias-primas como extratos, 6leos
essenciais e o isolamento de substancias quimicas, servem como material de partida no preparo
de moléculas semissintéticas ou modelos para obtencéo de analogos sintéticos com o intuito de
obter um fito medicamento. (CARVALHO, 2011)

As propriedades medicinais utilizadas por varias culturas acobertam aproximadamente
80% da populacdo mundial, o que torna essencial o estudo para a descoberta de novos
componentes bioativos em plantas, constituindo alternativas destinadas ao tratamento de
doengas, tais como cardiovasculares, diabetes, tumores e desordens do sistema nervoso central.
(WAGNER et al, 2009).

A variedade botanica da Caatinga é extensa, destacando a familia Boraginaceae, que
retine cerca de 2.500 espécies em 130 géneros, com suas representantes distribuidas nas regies
tropicais, subtropicais e temperadas, sendo poucas delas nas zonas temperadas do Hemisfério
Norte (AL-SHEHBAZ, 1991). Dentre suas espécies, aproximadamente 130 estdo alocadas em
10 géneros que ocorrem no Brasil, dispersas em todas as regides. Podem ser encontrados desde

ervas, subarbustos, arbustos e até arvores (DE MELO, 2006).

As Boraginaceas apresentam grande importancia econémica, possuindo varias espécies
que sdo cultivadas como ornamentais, principalmente aquelas dos géneros Heliotropium,
Mertensia, Myosotis e Borago. A familia também apresenta espécies usadas na fabricacdo de
cosméticos e na culinaria (HEYWOOD, 1996), como também algumas que sdo reconhecidas
pelo seu valor medicinal, como por exemplo, a espécie Varronia globosa. A decoc¢do ou
infusdo das folhas de V. globosa é utilizada para alivio de dores reumaticas, indigestdes e
cblicas menstruais. Ensaios farmacologicos constataram a atividade espasmolitica e

vasodilatadora do extrato etandlico (95%) em cobaias. Agra (2004)

A espécie Varronia globosa (Cordia globosa) teve sua constituicdo quimica elucidada
que descreve a presenca de flavononas SILVA (2010), sendo a Unica da familia Boraginaceae

a produzir tais metabolitos.
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Diante disso, esta analise foi direcionada a quantificacéo e estudo dos flavonoides desta
espécie, por fim, avaliar o potencial anti-inflamatério desta planta medicinal, de modo a

viabilizar estudos de prospeccédo para uma futura formulacao de fitoterapico.

2. METODOLOGIA

2.1 Coleta e identificacdo do caule de V. globosa

V. globosa, foi coletada na zona rural no municipio de Santa Luzia - PB (S 06° 52' 20"/
W 36° 55' 07"). O material vegetal foi processado na cidade de Campina Grande — PB no
Laboratério de Fitoquimica na Universidade Estadual da Paraiba. A exsicata encontra-se no
Herbario Lauro Pires Xavier da Universidade Federal da Paraiba sob a inscricdo Varronia
globosa Jacq. Brasil: Paraiba: Santa Luzia, M. F. Agra 6561- 01/03/2006 (JPB 36075). O p6
seco do caule foi submetido a maceragdo exaustiva com etanol, fornecendo 9,39 g de extrato
etandlico bruto (EEB).

2.2 Analise fitoquimica quantitativa de flavonoides do EEB do caule de V. globosa

A determinacdo do contetdo de flavonoides MEDA et al (2005) iniciou — se a partir da
aliquota de 5 mL de cada solucdo (em metanol) do extrato foi adicionado 0 mesmo volume de
uma solucdo (em metanol) de AICIz a 2% (p/v). A mistura permaneceu em repouso por 10
minutos antes da leitura da absorbancia a 415 nm, contra um branco composto pela solugéo de
AICls. A curva de calibracgdo foi obtida a partir de uma solugéo padréo a 100 pg/mL, preparada
pela dissolucdo de 10 mg de quercetina em 100 mL de metanol. A partir dessa solugdo, foram
feitas diluicdes em triplicata, obtendo-se solugdes de quercetina nas concentragdes de 2, 4, 6,
8, 10, 13, 16, 19, 22, 26, 28 e 30 pg/mL. A concentracdo de flavonoides foi expressa em

miligramas equivalentes de quercetina. As analises foram realizadas em triplicata.

2.3 Ensaios atividade farmacolégica do EEB do caule de V. globosa

2.3.1 Animais para 0s experimentos in vivo

Foram utilizados 40 camundongos Swiss (Mus musculus), separados em grupos

machos e fémeas). Para realizacdo dos experimentos,
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o0s animais foram submetidos a um jejum de 12 h para a realizagéo do protocolo de atividade

anti-inflamatoria.

2.3.2 Ensaio da atividade anti-inflamatoéria in vivo — modelo de peritonite aguda Vinegar
et al (1973).

Para avaliagdo do potencial anti-inflamatorio do EEB de Varronia globosa (caule), os
animais foram divididos em quatro grupos, com 6 animais cada grupo, pesando entre 25 g-35
g, sendo os grupos controle negativo - Salina 0,9%, controle positivo - Dexametasona 5 mg e 0
EEB nas doses 250 mg/kg e 500 mg/kg. Apo6s 30 min do tratamento, foi induzida a inflamacéo
por meio da administragdo de carrageninaa 1 % no peritonio dos animais. Aguardou-se 4 horas,
anestesiou—se os animais com Ketamina 2% e Xilazina 5%, e, em seguida, administrou—se 2
mL de EDTA, massageando-se o peritdnio. Eutanasiou-se os animais por deslocamento
cervical, colheu-se o exsudato para realizar a contagem total de leucocitos em camara de

Neubauer.

2.3.3 Analise Estatistica

Os resultados obtidos nos ensaios de toxicidade aguda e de atividade anti-inflamatéria
foram expressos como média + desvio padrdo (dp) da média. Esses dados foram submetidos ao
teste t para toxicidade aguda e analise de variancia de uma via (ANOVA), seguido pelo pés-
teste de Dunnett para o protocolo de peritonite, analisados com o software GraphPad Prism 5.0,
San Diego, CA, EUA, considerando-se o nivel de significancia minimo p < 0,05.

2.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Do total de 180,16 g de p6 do caule foi obtido 9,39 g do EEB como um rendimento
aproximado de 5,21 %. O teor de flavonoides foi determinado para amostra do EEB das folhas
de V. globosa, utilizando o ensaio com solugéo de cloreto de aluminio, segundo metodologia
descrita por MEDA et al., 2005. O céation aluminio forma complexos estaveis com 0s
flavonoides em MEOH, ocorrendo na analise em espectrofotdmetro uma maior intensidade na
absorcdo e maiores desvios em comprimentos de onda mais altos. Sendo assim, torna-se
possivel quantificar os flavonoides evitando a interferéncia de outras substancias com esqueleto
carbonico similar, promovendo assim uma leitura mais especifica das amostras a serem

analisadas.
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A quantificagdo de flavonoide, foi realizada a partir de uma curva de calibracdo, que
tornou possivel verificar a linearidade do método a partir o “R”, 0 qual se encontra dentro da
legislacdo vigente durante a realizacdo dos testes (RE 899, 2003 ANVISA), esta resolucédo
menciona que é possivel garantir a linearidade do método quando o R=0,99. A partir do gréafico
1, é possivel identificar o R=0,997, O “R = 0,997 indicando linearidade satisfatoria do método.
Portanto, a técnica aplicada possibilita resultados confidveis para quantificacdo de flavonoides.

A curva de calibracdo foi obtida a partir da leitura de absorbancia de variadas
concentracOes de Quercetina, por meio da delimitagdo do limite de quantificacdo (LQ = 0,884)

que justifica o fato da concentracdo de Quercetina ter sido iniciado em 2 pg/mL.

Gréafico 1. Curva de Calibracédo obtida para quantificacdo de flavonoides presentes no material

botéanico
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Fonte: dados da pesquisa

Logo, a partir do valor médio das absorbancias obtidas para as solu¢des dos extratos e
da equacdo da reta fornecida pela curva de calibracao (y = 0,034x - 0,0053) a concentracdo de
flavonoides foi obtida, e registrada na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados oriundos da quantificacdo de flavonoides

Conc. Flavonoides D.P. Flavonoides D.P.
(Mg/mL) (Mg/mL) (pg/mL) (mg/g) ( mg/g)
500 5,27 0,34 10,55 0,68

Fonte: dados da pesquisa

A partir do uso de uma regra de trés simples, p6de-se correlacionar a quantidade de

flavonoides obtida a partir da quantificacdo e a
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quantidade total do extrato etandlico bruto (9,39 g), fornecendo cerca de 99,09 mg de
flavonoides na quantidade total do extrato disponivel do caule de V. globosa. Realizado o teste
de quantificacdo dos flavonoides, revelando uma quantidade significativa desse metabdlito e
aliado ao uso na medicina tradicional optou-se por realizar a avaliacdo da atividade anti-
inflamatoria a partir do modelo de peritonite aguda em camundongo swiss, nos fornecendo
dados importantissimos a cerca dessa espécie, até entdo pouco estudada. Durante o
experimento, identificou-se como que o apice da migracédo leucocitaria ocorreu apos o periodo
de 4 horas da administracdo da carragenina, sendo que o resultado obtido encontra-se
representado no gréfico 2.

Gréfico 2. Migracdo leucocitaria no modelo experimental in vivo de peritonite aguda.
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A partir da analise do gréafico é possivel verificar que as doses de 250 mg/kg e 500 mg/kg

do EEB inibiram, significativamente, a migracdo leucocitaria em 41,06% e 64,3%,
respectivamente, em comparacao ao controle negativo. A dexametasona inibiu apenas 31,72%,

considerando-se inferior ao potencial anti-inflamatorio da espécie estudada.

Portanto, em alusdo aos indicios descritos, pode-se atribuir um potencial anti-
inflamatorio a espécie Varronia globosa, sendo que este esteja possivelmente ligado aos
flavonoides, metabdlitos secundarios conhecidos como detentores de efeitos farmacoldgicos. O
seguimento dos protocolos experimentais é bastante promissor, para consolidar a espécie como

uma alternativa terapéutica. (83) 3322.3222
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CONCLUSAO

Os flavonoides foram quantificados por um método simples, robusto e eficaz,
previamente validado, nos fornecendo a quantidade de flavonoides totais de 10,55 mg/g. A
partir do ensaio anti-inflamatdrio foi possivel afirmar que ao aumentar a dose do EEB nos
tratamentos, a atividade anti-inflamatdria se intensificou e que quando comparado aos grupos

controle negativo e controle positivo apresentou-se com resultado significativo.

Atraveés deste trabalho conclui-se que sdo necessarios ainda estudos mais aprofundados
dessa espécie para a verificagcdo dos compostos bioativos presentes e o isolamento dos mesmos,
para devidos testes bioldgicos com substancia isolada, visto que todos os testes até aqui foram

feitos com extrato (EEB).
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