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RESUMO

Apodanthera congestiflora Cogn. € uma Cucurbitacea endémica da Caatinga brasileira, utilizada
na medicina popular para tratar dores nas costas, manchas na pele e como depurativo do sangue.
Até 0 momento, os relatos sobre esta espécie sdo escassos, com poucas investigacdes cientificas
e referentes apenas as raizes. O objetivo deste trabalho foi realizar uma caracterizacdo fisico-
quimica da droga vegetal (DV) dos caules da espécie, avaliar a sua composi¢do quimica e o
perfil toxicoldgico e anti-inflamatério. Foi tracado um perfil de qualidade da DV em diferentes
tamanhos de particula, utilizando métodos farmacopeicos e andlise térmica (TG/DTA). A DV
foi, ainda, submetida a extracao por diferentes técnicas que renderam os extratos aquosos (EA’s),
0 extrato hidroalcodlico (EHC-Ac) e suas respectivas fases organicas: hexanica (FHC-Ac) e
diclorometano (FDC-Ac). Os EA’s passaram por triagem fitoquimica quantitativa apresentando
alto teor de saponinas. No estudo fitoquimico, FHC-Ac e FDC-Ac foram submetidas a técnicas
cromatogréficas, obtendo-se uma mistura de fitosterois conhecidos como B-sitosterol (Ac-1),
estigmasterol (Ac-2) e espinasterol (Ac-3), além de trés norcucurbitacinas, também em mistura,
denominadas cayaponosideo Csy (Ac-4), cabenosideo C (Ac-5) e fevicordina Cz glicosideo (A-
6), sendo esta Gltima inédita na literatura. A identificacédo estrutural foi realizada por IV e RMN
de 'H e 13C. Foi testada a toxicidade da FDC-Ac frente a eritrocitos humanos e em camundongos
Swiss. No teste in vitro ndo foi evidenciada toxicidade, porém no teste in vivo a FDC-Ac
apresentou toxicidade significativa, com alteracbes macroscopicas e bioquimicas. Ademais,
investigou-se a atividade anti-inflamatéria in vivo de FDC-Ac que se mostrou capaz de diminuir
os sinais inflamatdrios nas primeiras 5h, sendo 7,5 mg kg™ a dose mais eficaz na reducio do
edema (66,6 %). A identificacdo de trés cucurbitacinas na investigacdo fitoquimica, juntamente
com 0s ensaios biologicos realizados no presente estudo, demonstram que A. congestiflora é
uma espécie promissora na busca por inovacao terapéutica, pois carrega em sua COmposicao
substancias com alto potencial farmacoldgico. O controle de qualidade da droga vegetal
permitiu delinear um perfil fisico-quimico dos pds obtidos do caule de A. congestiflora que

podera servir de base para futuros estudos de pré-formulacdo de um produto fitoterapico.

Palavras-chave: Cabeca-de-nego. Cucurbitacinas. Analise Térmica. Toxicidade aguda.

Atividade anti-inflamatéria.



ABSTRACT

Apodanthera congestiflora Cogn. is a Cucurbitaceae endemic to the Brazilian Caatinga, used
in folk medicine to treat back pain, skin blemishes and as a blood purifier. Until now, reports
on this species are scarce, with a few scientific investigations and referring only to the roots.
The objective of this work was to carry out a physical-chemical characterization of the plant
drug (DV) of the species' stems, to evaluate its chemical composition, besides toxicological and
anti-inflammatory profile. A quality profile of the DV was drawn in different particle sizes,
using Pharmacopeial methods and thermal analysis (TG / DTA). DV was also subjected to
extraction by different techniques that yielded aqueous extracts (EA’s), hydroalcoholic extract
(EHC-AC) and their respective organic phases: hexane (FHC-Ac) and dichloromethane (FDC-
Ac). EA’s have undergone quantitative phytochemical screening presenting high saponin
content. In the phytochemical study, FHC-Ac and FDC-Ac were subjected to chromatographic
techniques, obtaining a mixture of phytosterols known as B-sitosterol (Ac-1), stigmasterol (Ac-
2) and spinasterol (Ac-3), as well as three norcucurbitacins, also in mixture, called
cayaponoside C5b (Ac-4), cabenoside C (Ac-5) and fevicordin C2 glycoside (Ac-6), the latter
being unprecedented in the literature. Structural identification was performed by IV, *H and *C
NMR. FDC-Ac has been tested for toxicity against human erythrocytes and in Swiss mice. In
the in vitro test totoxicity was not evidenced, however in the in vivo test, FDC-Ac presented
significant toxicity, with macroscopic and biochemical alterations. In addition, the in vivo anti-
inflammatory activity of FDC-Ac was investigated, which was shown to be able to reduce
inflammatory signs in the first 5 hours, with 7.5 mg kg™, being the most effective dose in
reducing edema (66.6 %). The identification of three cucurbitacins in the phytochemical
investigation, together with the biological tests performed in this study, demonstrate that A.
congestiflora is a promising species in the search for therapeutic innovation, as it carries
substances with high pharmacological potential in its composition. The quality control of the
vegetable drug allowed to outline a physical-chemical profile of the powders obtained from the
A. congestiflora stem that could serve as a basis for future studies of pre-formulation of an

herbal product.

Keywords: Cabeca-de-nego. Cucurbitacins. Thermal analysis. Acute toxicity. Anti-

inflammatory activiy.
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1 INTRODUCAO

A quimica dos produtos naturais € considerada uma ciéncia de ampla
interdisciplinaridade, sendo reconhecida desde os tempos da alquimia. Nessa época, iniciou-se
sua consolidacgdo gracas a grande dependéncia criada pela populacdo que ndo possuia recursos
e matéria-prima para producdo de medicamentos, recorrendo assim ao que a natureza oferecia
através das plantas medicinais (BERLINCK et al., 2017).

Ateé os dias de hoje, existem pesquisas envolvendo a utilizacdo de plantas para fins
farmacoldgicos. Entretanto, o surgimento da quimica combinatoria e da triagem bioldgica
automatizada (High Throughtput Screening, HTS) no final do século XX, que possibilitava o
acesso a milhares de estruturas quimicas e seus respectivos testes de intera¢do bioldgica in vitro,
fez com que a quimica medicinal se voltasse quase que totalmente para 0 mundo da descoberta
sintética, esquecendo e, em alguns casos, até ignorando os produtos naturais (PN) na busca por
farmacos (AMARAL et al., 2003).

Viegas Junior e Bolzani (2006) afirmam que, apesar do grande avan¢o da quimica
combinatdria, a sintese de entidades quimicas pelas vias sintéticas ndo cumpriu o papel de se
apresentar como fonte primaria de estruturas capazes de exercer atividade farmacoldgica.
Diante disso, 0s compostos naturais ressurgiram no &mbito das pesquisas como alternativa para
suprir a necessidade, cada vez mais urgente, de fornecimento de novos farmacos para a indUstria
farmacéutica.

Com o desenvolvimento de técnicas voltadas para extracdo, separacéo e identificacdo
de substancias advindas dos vegetais, 0 nimero de estudos cresceu consideravelmente,
sobretudo, nas primeiras décadas do século XXI, onde a moderniza¢do de métodos, como as
técnicas hifenadas, por exemplo, deu inicio a uma era bastante consistente para investigacao de
constituintes quimicos vegetais (CORREA; BERNARDI; GEHRKE, 2016).

No ano de 2015, o Dictionary of Natural Products (DNP) estimou que cerca de 80%
dos quase 160.000 compostos naturais catalogados apresentavam caracteristicas favoraveis
para serem considerados como potenciais modelos de farmacos (HARVEY; EDRADA-EBEL,
QUINN, 2015). Patridge et al. (2016) afirmaram que os produtos naturais e seus derivados
representam mais de um terco de todas as novas entidades moleculares aprovadas pela FDA
(Food and Drugs Administration), onde cerca de 25% destas séo de origem vegetal, ou seja, de
plantas medicinais.

Corréa, Bernardi e Gehrke (2016) estimam que sé no Brasil ha mais de 32 mil espécies

distribuidas por todo o pais, abrigadas em seus biomas, e aproximadamente 57% séo endémica
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destas regides. A riqueza de biodiversidade é indiscutivel, e, embora tenha aumento da
quantidade de pesquisas relacionadas a esta area nos ultimos anos, sabe-se que ainda resta uma
fonte inestimavel de recursos sequer descobertos.

A Caatinga, por exemplo, possui uma biodiversidade que ampara diferentes atividades
econdmicas voltadas para fins agricolas e industriais, especialmente nos ramos farmacéutico,
de cosméticos, quimico e de alimentos (BRASIL, 2019). De acordo com Rodal e Sampaio
(2002), esse bioma detém de espécies que compartilham certas caracteristicas entre si, como,
por exemplo, uma notavel capacidade de adaptacdo a baixa disponibilidade de agua. No entanto,
mesmo em escala local, apresenta diferentes formacgdes vegetacionais que variam de acordo
com os regimes de precipitagédo, temperatura e altitude (SAMPAIO, 2003).

De acordo com os dados levantados por Gomes-Klein e Lima (2010), dentre as varias
espécies endémicas da Caatinga utilizadas na medicina popular, Apodanthera congestiflora
Cogn ¢ uma Cucurbitaceae conhecida vulgarmente por “cabega-de-nego”, a qual se distribui
por todo semiarido nordestino, desde o sertdo do Piaui até o norte de Minhas Gerais. E citada
por Roque, Rocha e Loiola (2010) como planta medicinal utilizada para o alivio de dores na
coluna e como depurativo do sangue (“sangue grosso”). Silva et al. (2015) afirmam que seu cha
também ¢é indicado para uso externo na forma de banho para o tratamento de manchas na pele
e coceira.

Embora a espécie A. congestiflora seja citada na literatura como planta medicinal, a
auséncia de estudos relacionados a mesma é um fator que motiva a investigacdo quimico-
farmacologica que tem como principal objetivo a descoberta de agentes terapéuticos e o
desenvolvimento de novos medicamentos. Além disso, a realizacdo de pesquisas relacionadas
as plantas medicinais traz beneficios significativos as pessoas que fazem uso destes recursos,
embasando sua utilizacdo e proporcionando mais conhecimento e seguranca. A
qguimiotaxonomia da familia Curcubitaceae também €é beneficiada, recebendo mais incentivo

ao estudo de suas espécies.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Realizar um estudo de bioprospeccdo dos caules de Apodanthera congestiflora.

Objetivos Especificos

a)

b)

9)
h)

Elaborar um levantamento bibliogréafico a respeito da atuacdo das cucurbitacinas
no sistema imunolégico;

Tracar o perfil fisico-quimico da droga vegetal (DV) do caule de Apodanthera
congestiflora;

Obter extrato extratos aquosos (EA) dos p6s tamisados da DV e submeté-los a
triagem fitoquimica preliminar;

Obter extrato hidroalcodlico da DV e fraciona-lo em fases organicas;

Promover o isolamento de compostos quimicos das fases particionadas (hexanica
e diclorometano);

Determinar as estruturas quimicas desses compostos por anélises de IV e RMN de
He Bc;

Testar a toxicidade in vitro e in vivo da fase diclorometano;

Testar atividade anti-inflamatéria in vivo da fase diclorometano seguindo o

modelo de edema de pata induzido por carragenina.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Familia Cucurbitaceae

Com uma vasta distribuicdo mundial (Fig. 1) e um elevado nimero de espécies, a
familia Cucurbitaceae Juss. é considerada uma das familias mais importantes da flora mundial.
Estima-se que existam cerca de 98 géneros e 975 espécies, distribuidas essencialmente em
regides de clima tropical e subtropical, com relativamente poucas espécies atingindo as regides
temperadas do mundo (XU; CHANG, 2017).

Figura 1 — Mapa mundial com a distribuicdo geogréafica da familia Cucurbitaceae, onde a

ocorréncia das espécies € ilustrada pelos pontos coloridos

1-9
10-99

100-993

W 1000 -9939

M 10000-93999

W 100000 +

Fonte: Tropicos.org (2019).

Segundo Gomes-Klein, Hall e Gil (2016, p. 1319)

A familia [Cucurbitaceae] é constituida principalmente por plantas prostradas ou
trepadeiras, monoicas ou dioicas; geralmente com gavinhas; folhas alternas,
frequentemente palminérvias; flores unissexuadas, actinomorfas, diclamideas, com

hipanto em flores de ambos os sexos; [...] fruto geralmente bacoide ou peponideo.

A Figura 2 mostra trés espécies com anatomia tipica da familia Cucurbitaceae:

presenca de gavinhas — estruturas semelhantes a ‘elasticos’ que se agarram a outras estruturas
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fixas como galhos e cercas, possibilitando sua aderéncia, 0 que evidencia sua caracteristica

trepadeira.

Figura 2 — Principais tipos de gavinhas presentes em Cucurbitaceaes. (A) Neoalsomitra

sarcophylla; (B) Thladiantha dubia; (C) Luffa cylindrica

Fonte: Schaefer; Renner (2011).

A familia Cucurbitaceae detém grande relevancia econémica na maioria dos paises
tropicais e é valorizada pelo grande numero de espécies que apresenta (BHOWMICK; JHA,
2015). S6 no Brasil, sdo registrados 30 géneros e 160 espécies distribuidas em todas as regides
do pais (GOMES-KLEIN; HALL; GIL, 2016) e de acordo com Silva et al. (2016) estas possuem
uma importancia econdmica consideravel devido ao consumo de suas hortalicas que sdo
produzidas e valorizadas pela populacdo, como é o caso das espécies variantes de meldo
(Cucumis melo L.), melancia [Citrullus lanatus (Thunb. Matsum & Nakai)] e aboboras
(Cucurbita sp.).

Além de seus frutos, registros etnobotanicos apontam o uso de diversas espécies da
familia Cucurbitaceae na medicina popular e suas indicacdes variam de acordo com a planta e
a parte utilizada. A Tabela 1 mostra uma relacdo de espécies citadas na medicina popular ao

redor do mundo entre os anos de 2015 e 2019.
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Tabela 1. Espécies da familia Cucurbitaceae empregadas na medicina popular, finalidade de

uso, parte da planta utilizada e referéncia consultada

Espécie

Tratamento

Parte usada

Referéncia

Apodanthera
congestiflora Cogn.

dor na coluna, depurativo do
sangue, manchas de pele
coceira

raiz

ROQUE; ROCHA;
LOIOLA (2010); SILVA
et al. (2015)

Bryonia alba L. expectorante nédo PAULI et al. (2018)

informado

Bryonia cretica resfriado, maléria, picada de fruto RIVERA et al. (2019)

subsp. Dioica (Jacq.) aranha, dispepsia

Bryonia dioica cancer raiz BOURHIA et al. (2018)

Citrullus colocynthis  cancer de mama, diabetes fruto, SAMOUH et al. (2019);

semente TELLI; ESNAUT;
KHELIL (2016)

Citrullus lanatus circulagdo sanguinea, febre, casca do BUSSMAN; SHARON

(Thunberg) complicagdes renais e fruto, (2015); OTONI (2018)

Matsumura & intestinais semente

Nakai

Citrullus vulgaris diurética; pedra nos rins; cistite;  fruto, CARVALHO (2015)

Schrad. Ex Eckl. &  constipacdo intestinal, infeccdo  semente

Zeyh urinaria

Cucumis anguria L.  pneumonia néo BIESKI et al. (2015)

informado

Cucumis dipsaceus caspa, queda de cabelo fruto BUSSMAN; SHARON

Ehrenb. (2015)

Cucumis maléria, infertilidade fruto KIGEN et al. (2016)

prophetarum L.

Cucumis sativus L. perda de peso, inflamagéo do fruto BUSSMAN; SHARON
figado, indigestdo, azia, acidos (2015); RIVERA et al.
intestinais, hipertensdo (2019); BIESK I et al.

(2015)

Cucurbita maxima prevenir aborto, ansiedade, flor, folha, BUSSMAN; SHARON

Duch. doenca cardiaca, verruga, semente (2015); AGYARE et al.
cancer de pulmao, (2018); BIESK I et al.
hipercolesterolemia, parasitose, (2015); YAZBEK et al.
otite (2019)

Cucurbita moschata  prevenir aborto, ansiedade, flor, folha, BUSSMAN; SHARON

Duch. doenca cardiaca, verruga semente (2015)

Curcubita pepo L. parasitose intestinal, semente, BATISTA etal. (2019);
hemorroida, dor de ouvido flor BELTRESCHI; LIMA;

CRUZ (2019)

Cyclanthera pedata  diabetes, inflamag&o renal, planta ANTIH; CANIGUERAL;

L. Schrad. cefaleia inteira HEINRICH (2016);

BUSSMAN; SHARON
(2015)
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Fevillea trilobata cdlica menstrual, dor de semente, OTONI (2018)
estdbmago, epilepsia fruto
Lagenaria siceraria  amigdalite, febre, queimadura,  fruto, folna  SINGH; DEVE;
(Molina) Standl. diarreia SHARMA (2018);
WANGCHUK; YESHI;
JAMPHEL (2017)
Luffa operculata L.  dor, sinusite, febre, abortiva, raiz, fruto BITU et al. (2015);
Cogn. maléria SILVA et al. (2015);
SILVA (2018); SILVA;
SILVEIRA; GOMES
(2016)
Momordica cancer de pele folha AGYARE et al. (2018)
angustisepala Harms
Momordica maléria, figado, diarreia, fruto, VEIGA; SCUDELLER
charantia L. gueimadura, digestéo, dengue, semente, (2015); SILVA et al.
inflamacéo, infecgdo uterina, folhas (2015); HANSEN (2016);
diabetes, coqueluche, micose, GONCALVES; PASA
vermifugo, coceira, sintomas da (2015); SILVA (2017);
menopausa, combate a piolho, VILLARREAL-IBARRA
cancer de pele, cancer de mama, et al. (2015); PAULI et al.
cancer de estbmago, abortiva, (2018); OTONI (2018);
gastrite, dor local, febre, AGYARE et al. (2018);
desordens hepaticas, ulcera, SILVA; SILVEIRA;
escabiose GOMES (2016); SILVA;
BARROS; MOITA-
NETO (2015); BIESKI et
al. (2015); YAZBEK et
al. (2019)
Sechium edule Jacq. diabetes, circulagdo sanguinea,  fruto, folha, VILLARREAL-IBARRA
Sw. varizes, hipertensao, calmante casca et al. (2015); BUSSMAN;
SHARON (2015); Otoni
(2018); BIESKI et al.
(2015)
Siolmatra gastrite, inflamag&o muscular ndo BIESKI et al. (2015)
brasiliensis Cogn. informado
Baill.
Sycos baderoa H. et picada de serpente; toupeirade  semente, BUSSMAN; SHARON
A. pele folha (2015)
Wilbrandia sp. abortiva raiz SILVA; SILVEIRA;
GOMES (2016)
Wilbrandia gripe, pneumonia raiz SILVA; BARROS;
verticillata Cong. MOITA-NETO (2015)
Zehneria scabra artrite, reumatismo, ictericia, planta SINGH; DEVE;
Sond. diurese inteira SHARMA (2018)

Fonte: Autoria prdpria.
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Pode-se observar que existe uma variedade grande de usos na medicina popular, até
mesmo da mesma espécie, o que pode ser explicado pelo fato da familia apresentar espécies
que crescem em diferentes partes do mundo, as quais enfrentam ambientes climaticos
totalmente diferentes e, consequentemente, produzem compostos com propriedades bioldgicas
distintas. Além disso, a mudanca cultural afeta drasticamente o uso dessas plantas, pois a
medicina popular é uma forma de saber que se perpetua dentre as geragdes, sendo 0
conhecimento a respeito do uso das plantas herdado de pai para filho (OTONI, 2018).

A Figura 3 mostra um gréfico representativo das finalidades de uso das cucurbitaceas

em funcdo da porcentagem de citagOes observadas.

Figura 3 — Enfermidades mais citadas na medicina popular tratadas com plantas medicinais

da familia Cucurbitaceae
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Fonte: Autoria prépria.

Em pesquisas de campo, Madaleno (2011) e Roque e Loiola (2013) observaram que
na Caatinga do Nordeste brasileiro, as cucurbitaceas mais citadas nos estudos que relatam o uso
de suas espécies com fins medicinais sdo Apodanthera congestiflora Cogn. (cabeca-de-nego),
Luffa cylindrica M. Roem. (bucheira) e Luffa operculata (L.) Cogn (cabacinha).

Em outros continentes como Africa e Asia, também ha estudos avaliando o potencial
farmacoldgico de extratos vegetais dessa grandiosa familia. Um estudo realizado por Teugwa
et al. (2013) com animais mostrou que espécies como Telfairia occidentalis, Citrullus lanatus,
Lagenaria siceraria, Cucumeropsis mannii e Cucurbita moschata, ambas nativas da Africa,

apresentaram na composicdo de suas sementes, globulinas capazes de exercer atividade
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hipoglicemiante. Outro estudo, realizado em Bangladesh, por Houssain et al. (2012), mostrou
atividade anti-inflamatéria de extrato da raiz de Lagenaria siceraria em ratos Wistar,
corroborando seu uso pela populacéo local para o alivio de dor.

Embora a Cucurbitaceae apresente tamanha relevancia econémica e cientifica como
citando anteriormente, nota-se que ainda € escassa a quantidade de pesquisas relacionadas a

composigdo quimica de espécies desta familia, principalmente da América do Sul.

3.2  Género Apodanthera Arn.

Segundo Belgrano e Pozner (2017), o género Apodanthera Arn possui cerca de 45
espécies e 6 variacBGes, sendo dividido em trés secdes: Apodanthera, Cucurbitopsis e
Pseudoapodanthera distribuidas pela América do Norte e América do Sul (Fig. 4). No Brasil
prevalecem as espécies da secdo Apodanthera (A. argentea, A. glaziovii, A. laciniosa, A.
sagittifolia var. villosa e A. ulei) que habitam diversos ambientes, desde formagdes florestais
até areas campestres e Pseudoapodanthera (A. congestiflora, A. hindii, A. pedisecta, A.
succulenta, A. trifoliata e A. villosa), estas restritas as formacdes de Caatinga e campos
rupestres do Nordeste brasileiro (LIMA, 2010).

Figura 4 — Distribuicdo geogréfica das trés se¢fes do género Apodanthera Arn.:

Apodanthera, Cucurbitopsis e Pseudoapodanthera

Secio Apodanthera
Se¢dao Cucurbitopsis

Secdo Pseudopodanthera

100° é 8¢ 500 km
I 1

Fonte: Belgrano e Pozner (2017).

>
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De acordo com Lima (2010), as Pseudoapodantheras ocorrem mais frequentemente
em pequenas populacbes e estdo associadas a ambientes menores. De um modo geral,
apresentam adaptacGes relacionadas ao estresse hidrico, como armazenamento de agua em
paquipodios, podendo ocorrer nessas partes a presenca de nutrientes, tornando-as atrativas para
consumo alimenticio. Clark et al. (2012) mostraram o valor nutricional das raizes de
Apodanthera biflora, nas quais os teores de proteinas, carboidratos, fésforo e célcio
demonstram-se equivalentes ou superiores ao de culturas empregadas na alimentacéo.

Na literatura, os estudos quimicos e bioldgicos relacionados as espécies dos
subgéneros prevalentes no Brasil sdo escassos. Dentre estes, destacam-se 0s que envolvem as
espécies A. congestiflora, A. villosa e A. smilacifolia. Videres (2017) relatou que extratos das
raizes de A. congestiflora sdo fontes de compostos fendlicos, incluindo flavonoides e cumarinas,
com capacidade de reduzir a viabilidade das células cancerigenas, com maior seletividade em
relacdo as células normais, além de apresentar atividade antimicrobiana e antioxidante.

Vilar, Carvalho e Furtado (2007) demonstraram que o extrato aquoso de A. villosa
(batata-de-teiu) foi capaz de retardar a mortalidade de camundongos que receberam veneno de
Bothrops jararaca. Tal atividade antiofidica foi atribuida a presenca do composto pterocarpano
- (-) edunol na espécie, que € um tipo de isoflavonoide.

Ferreira et al. (2019) estudaram a espécie Apodanthera smilacifolia (cip6 azogue) que
é utilizada na medicina popular para o tratamento de algumas doengas infecciosas cuténeas,
como Ulcera dérmica, escabiose e herpes. O estudo constatou a presenca de alcaloides,
flavonoides, saponinas e taninos no extrato aquoso obtido da casca. Além disso, demonstrou
através do teste de letalidade sobre o microcrustaceo de Artemia salina que a espécie apresenta
baixa toxicidade celular, apresentando uma DLsp de 8.012 pg mL™.

Vale ressaltar, ainda, que A. smilacifolia é utilizada na medicina popular como
adjuvante no tratamento de cancer e moléstias da pele, sendo a Unica espécie do género a ser
incluida na lista da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) de fitoterapicos usados
em associacdo no Brasil (CARVALHO et al., 2008; OLIVEIRA; MACHADO; RODRIGUES,
2014).

Ainvestigacao cientifica das espécies do género Apodanthera Arn. que sdo endémicas
do Brasil, em especial as Pseudoapodantheras que habitam na regido da Caatinga, sdo de
extrema importancia para reunir informagfes ainda ndo coletadas a respeito da

etnofarmacologia, composi¢do quimica e potenciais farmacoldgicos destas plantas.
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3.3  Espécie Apodanthera congestiflora Cogn.

A espécie Apodanthera congestiflora, também denominada por Martinez Crovetto em
1954 como Melothria congestiflora Mart. Crov., possui maior distribuicdo geografica em
relagdo as demais espécies da se¢do Pseudoapodanthera, que vai desde o litoral piauiense até
Minas Gerais (Fig. 5).

Figura 5 — Distribuicdo geogréafica da espécie Apodanthera congestiflora Cogn.

Loy
N
>

Fonte: SiBBr.gov.br (2020).

De acordo com Videres (2017) Apodanthera congestiflora, conhecida popularmente
como “teit” e “cabega-de-nego”, € uma trepadeira lenhosa endémica do Brasil, nativa da regido
da Caatinga. Possui folhas trilobadas e gavinhas (Fig. 6) que se espiralam para cima e para
baixo, permitindo a aderéncia em estruturas vizinhas que servem como suporte para a
trepadeira. Apresenta uma estrutura tuberosa localizada entre o caule e a raiz chamada

paquipddio (Fig. 7-C), a qual fica exposta acima da terra e tem a funcdo de armazenar agua. Na
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época de estiagem a planta perde toda ou grande parte de sua folhagem, sobrevivendo gracgas a

esta agua armazenada nos tubérculos (LIMA, 2010).

Figura 6 — Apodanthera congestiflora: a. ramo em estado vegetativo com folhas e gavinhas;
b-c. folhas; d. flor estaminada; e. flor estaminada dessecada; f. flor pistilada; g. fruto; h-i.

sementes

Fonte: Lima (2010).
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Figura 7 — Apodanthera congestiflora coletada no semiérido paraibano: (A) e (B) Frutos; (C)

Paquipddio; (D) Caule

Fonte: Acervo proprio.

Roque, Rocha e Loiola (2010) afirmam que A. congestiflora é umas das plantas
medicinais mais utilizadas pela comunidade sertaneja, ingerida principalmente na forma de
cha/lambedor, para o alivio de dores na coluna e como depurativo do sangue (“‘sangue grosso”).
Seu cha também € indicado para uso externo na forma de banho para o tratamento de manchas
na pele e coceira (SILVA et al. 2015). Segundo Videres (2017) sua parte mais utilizada na
medicina popular € a raiz.

Uma caracterizacdo do extrato aquoso das raizes de A. congestiflora realizada por
Pereira et al. (2018) revelou a presenca de saponinas, alcaloides e polissacarideos. Outra
pesquisa desenvolvida por Cabral (2017) com animais, mostrou que o extrato das raizes de A.
congestiflora apresentou baixa toxicidade in vivo, além de consideravel atividade anti-
inflamatoria no teste de peritonite induzida por carragenina e atividade antinociceptiva em
analise de contor¢des abdominais, apontando um O6timo potencial para estudos posteriores,
especialmente com outras partes da planta, ja que a retirada das raizes ceifa a vida da mesma.

A medicina popular é, de fato, muito importante para o crescimento antropologico e
cultural de uma populacdo que faz uso desta em sua rotina, contudo ha uma necessidade real
em embasar o uso destas plantas, tanto para assegurar quem consome, quanto para buscar novas
perspectivas no &mbito cientifico. Muitas pesquisas etnofarmacolégicas sdo guiadas pelo saber
popular através de bases empiricas e resgatam, na maioria das vezes, comprovacdes cientificas
que vém a se estender a toda sociedade (CARVALHO, 2015).

A falta de estudos relacionados a espécie Apodanthera congestiflora revela a

importancia de investigages quimicas e bioldgicas visando evidenciar potenciais farmacos.
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34 Metabolitos Secundarios

O metabolismo é um conjunto de transformacgdes moleculares que ocorrem nas células
dos organismos vivos por meio de reacBes quimicas em cascata mediadas por enzimas. Esse
processo metabdlico que supre as necessidades energéticas das células é chamado metabolismo
primério. Porém, ha outros tipos de reagfes mais complexas onde ha sintese de substancias que
atuam direta ou indiretamente na sobrevivéncia da espécie (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Segundo Silva e Lima (2016), essas substancias sdo produtos do metabolismo
secundario encontrados nas plantas geralmente em pequenas concentragdes, quando
comparadas aos compostos do metabolismo primario, apresentando estruturas complexas e com
baixo peso molecular. Elas possuem grande potencial farmacologico, pois como desempenham
funcdes especializadas intrinsecas no vegetal, suas estruturas favorecem a atividade em meio
bioldgico. Embora sejam recorrentes em todas as espécies vegetais, surgem em determinados
grupos de plantas de acordo com suas necessidades metabdlicas. No passado quando ainda ndo
se conhecia ao certo as estruturas quimicas dos metabdlitos secundarios, estes eram
considerados produtos de excrecdo dos vegetais, porém atualmente com o avango eminente das
pesquisas relacionadas ao assunto sabe-se que eles sdo essenciais para a adequacéo do produtor
ao meio em que se encontra (POZER; MENTZ, 2007).

De acordo com Furlan, Baldoqui e Kato (2009), trata-se de fungGes adaptativas, as quais
estdo associadas aos mecanismos de interacdo da planta com micro-organismos, insetos e até
mesmo com outras plantas, onde os compostos produzidos podem atuar como fitoalexinas,
inseticidas e até mesmo atraentes polinizantes. Como dito anteriormente, muitos compostos do
metabolismo secundario apresentam atividade farmacol6gica, o que torna o reino vegetal uma
valiosa fonte de substancias uteis nas terapias que envolvem humanos.

Uma vez identificada atividade bioldgica e seguranca de um determinado metabolito
secundario, Branddo (2009) afirma que este é utilizado pela IndUstria Farmacéutica tanto na
producdo de fitofdrmacos, que é o metabdlito propriamente dito, quanto no desenvolvimento
de principios ativos utilizando sua estrutura quimica como modelo para uma nova droga.
Segundo Newman e Cragg (2020), a utilizacdo de produtos naturais, bem como variacGes
sintéticas de suas estruturas ainda é a principal fonte de novas entidades quimicas aprovadas
como farmacos pelos 6rgaos regulamentadores federais.

A Figura 8 mostra um grafico que classifica medicamentos de acordo com sua origem,
desde 01 de janeiro de 1981 até 30 de setembro de 20109.
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Figura 8 — Gréfico representativo de todos os medicamentos aprovados 1981-2019
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ND = derivado de produto natural; S = farmaco sintético; S/NM = sintético mimético ao produto natural; S* =
farmaco sintético com farmaco6foro de um produto natural; V = vacina.

Fonte: Newman e Cragg (2020).

Embora a quimica combinatéria tenha sido criada para ser uma ferramenta direcionada
a descoberta de entidades farmacéuticas, nem sempre obtém-se a partir dela uma boa
reprodutibilidade dos compostos e a prova disso é que, até 0 momento, apenas trés farmacos
oriundos exclusivamente da quimica combinatoria foram aprovados para uso clinico: o
antitumoral sorafenibe (Nexavar) da Bayer®, originalmente aprovado pelo FDA em 2005 para
tratamento de carcinoma de células renais; ataluren (Translarna), que foi aprovado pela Unido
Europeia para o tratamento de distrofia muscular de Duchenne; e vemurafenib (Zelboraf) da
Roche®, antitumoral aprovado pela FDA em 2011 (RYAN, 2014).

O cenario muda quando ja se conhece o esqueleto quimico da molécula que se quer
trabalhar. A utilizacdo das bibliotecas combinatorias, nesse caso, permite a otimizacdo de
compostos ja evidenciados, exercendo um papel fundamental no desenvolvimento de fa&rmacos
derivados, hibridos e miméticos (NEWMAN; CRAGG, 2020). Nessa perspectiva, 0s produtos
naturais de plantas medicinais acendem novamente a luz da inovacdo, trazendo a tona a
importancia da busca de novos modelos de estruturas quimicas que o reino vegetal com toda
sua biodiversidade pode oferecer.

Willis (2017) estimou que existam aproximadamente 400 mil espécies de plantas
vasculares espalhadas pelo planeta. Segundo Fang, Fernie e Luo (2018), o reino vegetal pode

conter até 1 milhdo de metabdlitos diferentes e que uma Unica espéecie pode produzir entre 5000
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e dezenas de milhares de metabdlitos. O Brasil é o pais com a maior diversidade de espécies no
mundo, espalhadas nos seis biomas terrestres. Sdo mais de 43.020 espécies vegetais conhecidas
em territorio nacional e, em sua grande maioria, muito pouco estudadas quanto a composicao
quimica e potencial biolégico (BRASIL, 2020).

De acordo com Wang et al. (2019) as principais estruturas quimicas produzidas pelo
metabolismo secundario das plantas sdo: compostos nitrogenados (se enquadram na classe dos
alcaloides), fendlicos, benzenoides, flavonoides e terpenoides. Alguns exemplos séo citados na

Figura 9:

Figura 9 — Nucleos de metabolitos secundarios de plantas organizadas pelas principais classes

Compostos
fendlicos

Fonte: Wang et al. (2019) adaptado.
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3.4.1 Terpenoides

A classe dos terpenoides é considerada a mais numerosa e diversificada dentre 0s grupos
de metabodlitos secundarios conhecidos e inclui compostos aciclicos, monociclicos e
policiclicos. O termo “terpenoides” abrange todas as substancias cuja origem biossintética
deriva de unidades de isopreno (2-metilbutadieno) e embora a classificagdo dos terpenos se dé
a partir da quantidade de unidades isoprénicas, 0s precursores na biossintese destes metabolitos
sdo 0 mavelonato ou acido mavel6nico e deoxi-xilulose fosfato, sendo a via do mavelonato
(Fig. 10) a mais conhecida (DEWIK, 2002).

A biogénese do mavelonato (MVA) sugere que todos os carbonos do isopentenilalil
difosfato (IPP) e dimetilalil difosfato (DMAPP), que ddo origem & unidade isoprenoide, sdo
derivados do acetil-coenzima A (CoA), descoberta que rendeu a Konrad Bloch e Feodor Lynen
0 Nobel de Fisiologia ou Medicina de 1964 (BLOCH, 1992; EISENREICH et al, 2004).

Figura 10 — Via do acido mevaldnico (MVA) para a biossintese de isopentenil difosfato (IPP)
e dimetilalil difosfato (DMAPP)
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Fonte: Valente (2007).
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A Figura 11 apresenta a unido das unidades isoprénicas a partir de IPP e DMAPP para

formar os principais precursores das classes de terpenoides:

Figura 11 — Formacé&o dos precursores das classes terpénicas
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Fonte: Valente, (2007) adaptado.

Como ja foi citado, a unido de unidades de isopreno forma os terpenoides e a
classificacdo destes é baseada na quantidade de isoprenos que os compdem (Tab. 2). Uma
unidade de isopreno equivale aos hemiterpenos (Cs), duas unidades aos monoterpenos (Cio),
trés unidades sesquiterpenos (Cis), quatro unidades diterpenos (C2o), cinco unidades
sesterterpenos (Cos), seis unidadades triterpenos (Cazo) e oito unidades tetraterpenos (Cao)
(MARQUES, 2010).
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Mono e sesquiterpenos sdo as principais substancias que compde os chamados 06leos
volateis. Geralmente tem odor caracteristico e sdo muito utilizados para conferir esséncia em
formulacdes, como o geraniol e citronelol por exemplo, os quais compdem o dleo essencial de
geranio extraido das rosas de Pelargonium graveolens e vastamente utilizado na industria
cosmecéutica (PATIAS et al., 2016). Os diterpenos sdo comuns em 6leos fixos, como é o caso
do cafestol e caveol encontrados nos grdos de café (Coffea arabica) (TSUKUI, OIGMAN,

REZENDE, 2013). A Figura 12 mostra exemplos de mono-, di- e sesquiterpenos.

Tabela 2 — Condensacéo de unidades de isopreno na formacao de terpenoides

N° de N° de atomos de carbono Nome ou Classe
und.

1 5 )\/ Isopreno

2 10 /L/\)\/ Monoterpenoides
3 15 W/ Sesquiterpenoides
4 20 )\/\/L/\/L/\/L/ Diterpenoides

5 25 Sesteterrpenoides
6 30 Triterpenoides
8 40 Tetraterpenoides
>8 >40 Polisoprenoides

Fonte: Simdes (2007) adaptado.

Figura 12 — Mono-, diterpenos: geraniol (1); citronelol (2); caveol (3) e cafestol (4)
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Fonte: Autoria propria.
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Os triterpenos sdo usualmente encontrados em sua forma livre ou glicosilados
(saponinas) e esterificados pela hidroxila no carbono C-3 ou em outras posi¢des. A sintese dos
triterpenos se da a partir do esqualeno, o qual € originado a partir de duas unidades farnesil
ligadas em mecanismo cauda-cauda (Fig. 13). A mesma rota sintética também ocorre para
formacdo dos esteroides até a formacdo do 2,3-epoxido esqualeno, que sofre um processo de
ciclizacdo que pode derivar uma grande diversidade de conférmeros (Fig. 14). Podem ocorrer
também rearranjos envolvendo metilas e hidrogéncios, com consequente formacdo de cadeias
carbdnicas especificas de alguns triterpenos (SIMOES; SPITZER, 2007).
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Figura 13 — Formacéo do Esqualeno a partir do farnesil
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Fonte: Valente (2007).
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Figura 14 —Ciclizagdo do 2,3-epoxido esqualeno seguida de formacdo dos nucleos

triterpénicos e esteroides

|
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|
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Fonte: Valente (2007) adaptado.

O esqualeno € o precursor mais importante da sintese de triterpenos e esteroides,

incluindo colesterol, o qual em plantas e animais associa-se a outros precursores podendo
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originar 200 diferentes tipos de esqueletos triterpénicos. A Figura 15 mostra algumas

correlagdes entre principais estruturas triterpénicas oriundas da ciclizacdo do esqualeno.

Figura 15 — Correlagdo esquematica entre as principais estruturas triterpénicas
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FPS, farnesil pirofosfato sintase; SQS, esqualeno sintase; SQE, esqualeno monooxigenase ou epoxidase; SHC,
esqualeno-hopeno ciclase; LAS, lanosterol sintase; CAS, cicloartenol sintase; CPQ, cucurbitadienol sintase; BAS,
B-amirina sintase. Outras abreviac@es: CBC, cadeira-barco-cadeira; CCC, cadeira-cadeira-cadeira.

Fonte:Thimmappa et al. (2014) adaptado.
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Segundo Croteau et al. (2000) os terpenos fazem parte do grupo de metabdlitos mais
abundantes das plantas, junto dos alcaloides e compostos fenolicos, com base em seus nimeros
e diversidade, oferecem muito potencial em uma variedade de aplicagdes medicinais. S&o
descritas na literatura inimeras atividades farmacoldgicas atribuidas aos triterpenos, dentre
estas propriedades se destacam a acdo anti-inflamatoria, antibacteriana, fungicida, antiviral,
analgeésica, cardiovascular e antitumoral (ZWENGER; BASU, 2008).
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4 METODOLOGIA

4.1  Pesquisa Bibliogréafica

As bases de dados utilizadas para pesquisa de trabalhos cientificos foram Peri6dicos
CAPES, Science Direct, Scielo e PubMed. Foram incluidos artigos originais e de revisao,
monografias, capitulos de livros e publicacdes em sites oficiais do Estado. As palavras-chave
utilizadas na pesquisa foram: familia Cucurbitaceae, Apodanthera congestiflora, metabdlitos
secundarios, terpenoides, saponinas, cucurbitacinas e atividade farmacoldgica. As palavras
foram digitadas aos pares a cada busca, nos idiomas inglés e portugués. Foram priorizados
documentos dos ultimos 10 anos, contudo o aporte bibliografico para alguns termos é escasso

e foi necessaria a inclusao de trabalhos mais antigos para completude do estudo.
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5 RESULTADOS

51  Artigo Cientifico |

Cucurbitacinas e Sistema imune: avancos na pesquisa sobre mecanismos anti-

inflamatorios, antioxidantes e imunomoduladores

Geovana Ferreira Guedes Silvestre!, Renally Pereira Lucena!, Harley da Silva Alves™

!Departamento de Farmacia, Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade

Estadual da Paraiba, Campina Grande-Brasil.

Resumo

As cucurbitacinas fazem parte de um vasto grupo de produtos naturais encontrados em varias
familias de plantas, especialmente na familia Cucurbitaceae. Na ultima década houve um
aumento significativo de estudos buscando identificar novas atividades bioldgicas das
cucurbitacinas e desvendar seus mecanismos de agdo. Dentre as fung¢Bes farmacoldgicas mais
conhecidas, encontram-se a atividade antineoplasica e anti-inflamatoria, sendo a primeira
revisada recentemente. O presente trabalho traz uma revisao narrativa a respeito do potencial
anti-inflamatdrio, antioxidante e imunomodulador das cucurbitacinas, com o objetivo de
identificar os compostos mais citados nesse ambito e explorar seus mecanismos de agéo ja
estudados. Ademais, foi feita uma breve abordagem sobre as principais caracteristicas
estruturais das cucurbitacinas, além de uma atualizacdo das atividades bioldgicas atribuidas a
esta classe nos ultimos 5 anos. A cucurbitacina B e cucurbitacina E foram identificadas como
as mais investigadas quando se trata de resposta imunologica, desempenhando fung@es tanto na
imunidade inata quanto na adaptativa. Dentre os mecanismos evidenciados, é possivel citar a
inibicdo de COX-2 e NOS, diminuicdo do estresse oxidativo, supressdo de citocinas e
mediadores quimicos envolvidos na inflamacdo, modulacdo de proteinas da imunidade
adquirida e proliferacdo/ativacédo de leucdcitos. Foi possivel constatar que as cucurbitacinas sao
moléculas promissoras na busca por inovagdo terapéutica e apresentam ampla versatilidade na

resposta imunoldgica.

Palavras-chave: Cucurbitaceae, Citocinas, Macrofagos, COX-2, Cucurbitacina B,

Cucurbitacina E, NF-xB, Linfécitos.
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Introducéo

As cucurbitacinas pertencem a um grupo de metabodlitos secundarios bastante
diversificado, que se apresentam na natureza na forma livre (aglicona) ou glicosilada
(KAUSHIK; AERI; MIR, 2015). As primeiras cucurbitacinas foram identificadas na familia
Cucurbitaceae e, posteriormente, observou-se que ndo eram restritas a esta, ocorrendo também
nas familias Brassicaceae, Scrophulariaceae, Begoniaceae, Elaeocarpaceae, Liliaceae,
Datiscaceae, Desfontainiaceae, Polemoniaceae, Primulaceae, Rubiaceae, Sterculiaceae,
Rosaceae, Thymelaeaceae, Cruciferae, Tropaeolaceae, Lauraceae, Chrysobalanaceae,
Flacourtiaceae, Saxifragaceae, Euphorbiaceae, além de alguns géneros de cogumelos incluindo
Russola e Hebeloma (ALI et al., 2019; CHEN et al., 2005; KAUSHIK; AERI; MIR, 2015;
VALENTE, 2004).

As espécies que contém cucurbitacinas estdo espalhadas por todo o planeta, inclusive
no Brasil, que é o pais com a maior diversidade de espécies no mundo, distribuidas em seus
seis biomas terrestres. Dentre estes, esta a Caatinga, regido que ocupa cerca de 11 % de todo o
territério nacional, abrangendo-se por 10 estados do pais. Sua biodiversidade ampara diferentes
atividades econémicas voltadas para fins agropecuarios e industriais, especialmente nos ramos
farmacéutico, cosmético, quimico e alimentos (BRASIL, 2020 a, b). Na Caatinga, encontram-
se diversas espécies que sdo utilizadas na medicina popular e, em muitas delas, ja foram
encontradas cucurbitacinas, tais como no género Wilbrandia spp. (MATOS et al., 1991; OCHI
et al., 2009) e Apodanthera (VIDERES, 2017), usadas frequentemente no tratamento de
diarreia, febre, lombalgia, reumatismo e inflamagdes cutaneas (SILVA et al., 2015).

Em uma densa revisdo bibliogréafica feita por Chen e colaboradores (2005), foram
apresentadas e discutidas mais de 200 cucurbitacinas diferentes, sendo o principal foco da
revisao as caracteristicas quimicas e atividades biologicas. Concluiu-se que essa classe possui
grande diversidade estrutural e apresenta amplo espectro de atividades bioldgicas. Kaushik
(2015) reporta que, dentre as principais bioatividades bem documentadas a respeito das
cucurbitacinas, estdo as atividades antitumoral, pelo fato de algumas apresentarem elevada
citotoxicidade, e a anti-inflamatdria, sendo a primeira mais revisada pela literatura atual.

O objetivo desta revisao foi reunir informacdes do potencial anti-inflamatério e da
capacidade de modulacdo do sistema imunoldgico das cucurbitacinas, reportando 0s
mecanismos de acdo ja documentados na literatura e relacionando com as revisdes
bibliograficas mais relevantes, além de realizar uma breve atualizacdo sobre as moléculas e as

atividades biologicas evidenciadas desta classe nos ultimos 5 anos.
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Cucurbitacinas: Visao Geral

A historia das cucurbitacinas é tdo antiga quanto o surgimento da fitoquimica. A
primeira cucurbitacina isolada data de 1831, denominada inicialmente como a-elaterina. Nesta
época, ainda ndo havia método eficiente de identificacdo estrutural e a elucidacdo s6 era
concluida muitos anos ap6s o isolamento. Com o avango das técnicas espectrais a elaterina foi
novamente analisada e, entdo, chamada de cucurbitacina E (BERG, 1906). A nomenclatura
atribuida as cucurbitacinas tem origem do prefixo “cucurbit” que faz referéncia ao nucleo
triterpénico cucurbitano e aos primeiros registros da ocorréncia dessas substancias que foi em
espécies da familia Cucurbitaceae (KAUSHIK; AERI; MIR, 2015). Sdo consideradas
cucurbitacinas todas as moléculas cujo nucleo seja do tipo cucurbitano, na forma livre
(aglicona) ou ligadas a uma ou mais moléculas de acucar (glicosideos).

A forma livre é a mais comum em decorréncia da acdo enzimética dos vegetais que
promove a desglicosilacéo das saponinas. Alguns estudos indicam que derivados glicosilados
apresentam menor toxicidade quando comparado as agliconas (MACHADO et al., 2015;
TANNIN-SPITZ et al., 2007). Outra nomenclatura comum é quando a cucurbitacina é
identificada pela primeira vez em determinada espécie, e esta, por sua vez, recebe 0 nome
similar ao do género acrescida do sufixo “ina” se for aglicona e “sideo” se for glicosideo, como
é o0 caso das fevicordinas isoladas das espécies Fevillea trilobata e Fevillea cordifolia
(ACHENBACH et al., 1993; VALENTE et al., 1994), cayaponosideos de Cayaponia tayuya
(HIMENO et al., 1994), bacobitacinas de Bacopa monnieri (BHANDARI et al., 2007) e
momordicosideos isolados de Momordica charanthia (WANG et al., 2001).

Os primeiros estudos que relacionam as cucurbitacinas a um potencial antitumoral
datam dos anos 1960 e foi por esta propriedade que a classe se tornou conhecida por ser
citotoxica. Esse fato pode embasar 0 uso das plantas que as contém para diversas finalidades
que envolvem, direta ou indiretamente, morte celular (MENDEZ-CUESTA et al., 2018;
MORALES-VELA etal., 2019). Contudo, a numerosa quantidade de estruturas e conformacgdes
que a classe apresenta permite uma variedade de farmaco6foros que atuam em diversas vias
farmacologicas, como as vias da inflamacdo e imunossupressdo por exemplo, revisadas
detalhadamente pela ultima vez em 2005 por Rios, Escandell e Recio (2005) e mais

superficialmente por Kaushik (2015).
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Estruturas Quimicas das Cucurbitacinas

A grande maioria das cucurbitacinas apresenta estruturas tetraciclicas de um nucleo
cucurbitano, com esqueleto do tipo 19(10—9f)-abeo-10a-lanostano (Figura 1), no qual ocorre
a presenca de uma metila na posicdo C-9 com configuracdo £ e um hidrogénio em « tornando
o nlcleo bioenergeticamente incomum (CARDENAS; ALMEIDA; BAK, 2019; CHEN et al.,
2005).

Figura 1 — Esqueleto basico das cucurbitacinas

Fonte: Autoria propria.

A nomenclatura adotada para proporcionar melhor assimilacdo destas substancias foi a
palavra “cucurbitacina” seguida por uma letra maitscula, sequenciando o padrao cucurbitacina
A, B, C... e, assim sucessivamente, contabilizando até o presente momento 12 principais
categorias. As subcategorias variam de acordo com as substituicfes (representadas pela letra
“R” na Figura 1), geralmente radicais hidroxil, metil, alquil, acetil e piranosil) e suas respectivas
posicdes, bem como o grau de oxigenacdo e instauracdo (CAl et al., 2015).

Ha moléculas que possuem esqueleto diferenciado e representam as excecdes da
classe, como é o caso das cucurbitacinas S e T (GAMLATH et al., 1988; HYLANDS;
MANSOUR, 1982) que apresentam um anel extra oriundo de um rearranjo da cadeia lateral,
quebrando o padréo tetraciclico. Nas nor-cucurbitacinas ocorre a auséncia de um grupamento
metila na posicdo C-28 ou C-29 fazendo com que se contabilize um numero de carbonos
diferente do nicleo cucurbitano tradicional, além do anel A que passa a ser aromatico
(ACHENBACH et al., 1993; HIMENO et al., 1994), e nas neocucurbitacinas o anel A é do tipo
lactona (JIANG et al., 2018; KAWAHARA et al.,, 2001). Além disso, como ja citado
anteriormente, é habitual a presenca de um ou mais radicais glicosidicos nas cucurbitacinas,

que geralmente estdo ligados aos oxigénios dos carbonos C-2 e/ou C-3 do anel A, C-16 do anel
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D e/ou nas substituicdes da cadeira lateral (CHEN et al., 2005; KAUSHIK; AERI; MIR, 2015).

A Figura 2 mostra as principais representantes de cada subclasse das cucurbitacinas.

Figura 2 — Estruturas quimicas das cucurbitacinas mais estudadas atualmente: Cucurbitacina A (1);
cucurbitacina B (2); cucurbitacina C (3); cucurbitacina D (4); cucurbitacina D glicosideo (5);
cucurbitacina E (6); hexanocucurbitacina | (7); cucurbitacina S (8); cucurbitacina T (9); fevicordina A
(10); fevicordina A glicosideo (11); neocucurbitacina A (12); neocucurbitacina B (13); andirobicina B
glicosideo (14)
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5 R=Glicose
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Fonte: Autoria propria.

Embora seja significativa a quantidade de diferentes cucurbitacinas que vem sendo
evidenciadas ao longo do século, nos ultimos cinco anos, os estudos publicados nas principais
bases de dados a respeito desta classe vem abordando a tematica biofarmacololdgica, a qual
busca comprovar as atividades bioldgicas relatadas in silico, in vitro e in vivo, além de
desvendar os mecanismos de atuacao e seus sitios de ligacdo (KUMAR et al., 2016; XU et al.,
2020). Estudos fitoquimicos visando identificar novas cucurbitacinas ainda séo realizados
substancialmente, contudo, com menor incidéncia de compostos inéditos quando comparado
com a década passada. Na Tabela 1 pode-se observar uma relacdo de novas cucurbitacinas

evidenciadas entre os anos de 2015 e 2020.

Tabela 1 — Cucurbitacinas evidenciadas entre 2015 e 2020

Z
]

Cucurbitacina Referéncia
Kuguacina Il
Kuguacina Il1
Kuguacina IV Chen et al. (2015)
Kuguacina V
Kuguacina VI
Hemslepensideo B
Hemslepensideo C
Hemslepensideo D Li et al. (2015a)
Hemslepensideo F
16,25-O-diacetil-cucurbitano F
6’-acetil-2-O-4-D-glicocucurbitacina E
25-p-coumaroil-3'-acetil-2-O-$-D- Chawech et al. (2015)
glicocucurbitacina |
13 16-(2-prop-1-enila)-2-O- p-D-glicopiranosil
cucurbitacina |
14 16-(2-prop-1-enila)-25-O-acetil-2-O-4-D-
glicopiranosil cucurbitacina |
15 Jinfushanencina C Li et al. (2016)

© 00 N oo b~ WN B

[EY
o

e
N

Song et al. (2015)
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16 Jinfushanencina D
17 Jinfushanencina E
18 Jinfushanencina F
19 Hemslepencina A
20 Hemslepencina B
21 Hemslepencina C
22 Hemslepencina D .
23 Hemslepensideo F Lietal. (2017)
24 Hemslepensideo G
25 Hemslepensideo H
26 Hemslepensideo |
27 Hemslepensideo J
28 Hemslepensideo K
29 Hemslepensideo L
30 Hemslepensideo M Wang et al. (2018)
31 Hemslepensideo N
32 Hemslepensideo O
33 Hemslepensideo P
34 Neocucurbitacina D Jiang et al. (2018)
35 Hemsleyasina A
36 Hemsleyasina B
37 Hemsleyasina C
38 Hemsleyasina D
39 Hemsleyasina E
40 Hemsleyasina F Sunetal. (2019)
41 Hemsleyasina G
42 Hemsleyasina H
43 Hemsleyasina |
44 Hemsleyasina J
45 29-nor-243,204,25- trihidroxi-16a-acetil-
3,11,22-trioxo-cucurbita-4,23-dieno
46 29-nor-1,2,3,4,5,10-dihidro-3,15a,204-
trihidroxi-16a- acetil-11,22-dioxo-cucurbita- ]
23-en 2-0O-p-D-glicopiranosideo Douhore et al. (2020)
47 29-nor-2,15a,204- trihidroxy-16a-acetil-
3,11,22-trioxo-cucurbita-4,23-dien-2-O-$-D-

glicopiranosideo

48 Kurroaosideo D Morikawa et al. (2020)

Fonte: Autoria propria.
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Relatos Atuais sobre Atividades Bioldgicas das Cucurbitacinas

Quando se fala em potencial farmacologico das cucurbitacinas, & incontestavel a
predominéncia de estudos que demonstram a atuacdo destas moléculas na interrupcdo do
crescimento tumoral. Seu fator citotoxico, motivo pelo qual a classe ficou conhecida, tem sido
largamente explorado nas investigagdes atuais, sendo uma das principais linhas de pesquisa
abordada na literatura (ALI et al., 2019). Neste topico serdo discutidas as atividades bioldgicas
reportadas nos ultimos cinco anos (Tab. 2), com excecdo da acdo anticancer. Para obter mais
informacdes sobre esse tema, pode-se consultar as revisdes recentemente publicadas por Liang
e Dan (2019) e Ali et al. (2019).

A atividade hepatoprotetora de algumas cucurbitacinas ja havia sido descrita ha mais de
duas decadas, as quais ja sdo utilizadas para tratar determinadas doencas como hepatite e cancer
de figado. Relatos cientificos confirmaram o potencial de cucurbitacina D (CuD) e dihidro-
cucurbitacina D (DHCuD) para reduzir a hepatotoxicidade induzida quimicamente ao bloquear
a via do NF-xB e inibir a producao das citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-6 (ARJAIBI;
AHMED; HALAWEISH, 2017).

Tabela 2 — Atividades bioldgicas reportadas das cucurbitacinas entre 2015-2020

Cucurbitacina Atividade bioldgica Referéncia
Hepatoprotetora Sallam, Esmat e Abdel-
Antienvelhecimento Naim (2018)
Anti-hipertrofica e anti-fibrotica em | Lin et al. (2019);
células do miocardio Morikawa et al. (2020)

Cucurbitacina B | Antimicrobiana e antiviral Xiao et al. (2017)
Antiprurido Hassan et al. (2017)
Neuroprotetora Zhong et al. (2019)
Reducdo da expressédo de receptores | Li et al. (2019)
associados a periodontite Zhang et al. (2020)
Antidiabética Chen et al. (2015)

Cucurbitacina E Doenca intestinal Song et al. (2018)
Obesidade Murtaza et al. (2017)

Cucurbitacina | Anti-hipertrofica Jeong et al. (2015)

Cucurbitacina lla | Antidepressivo Zhou et al. (2017)

Dihidro- Hepatoprotetora Arjaibi; Ahmed,;

cucurbitacina D Halaweish (2017)

Fonte: Autoria propria.



43

Em outro estudo realizado também com células hepéticas, foi demonstrada a atividade
antidiabética de cucurbitacinas isoladas de Momordica charantia. Neste, foi observada a
diminuicdo da glicemia em consequéncia da inibi¢do da enzima PEPCK, a qual esta envolvida
diretamente na gliconeogénese (CHEN et al., 2015). Além disso, evidéncias apontam outras
vias de atuacdo de cucurbitacinas na reducdo da glicemia. Tais resultados mostram que
cucurbitacina E (CuE) mediou esses efeitos aumentando a captacdo de glicose em células do
tecido adiposo visceral e diminuindo a resisténcia a insulina em camundongos tratados. O
mecanismo de sensibilizacdo a insulina, neste caso, foi alcangado indiretamente, por inibir a
fosforilacdo de janes quinase (JAK), melhorando a atividade da proteina quinase AMPK nos
adipdcitos. A regulacdo via JAK-STAT3 afeta toda funcdo do tecido adiposo e desempenha
efeitos além da hipoglicemia, como a supressao da obesidade visceral, dislipidemia e resisténcia
a insulina no modelo de ratos com sindrome metabdlica, o que reforca a atuacdo da CUE como
excelente alternativa terapéutica para tratar este mal (MURTAZA et al., 2017).

Ademais, a CuE é citada em inimeros modelos de estudos bioldgicos, sendo uma das
mais investigadas da classe. Ela foi considerada alternativa no tratamento de desordens
intestinais a nivel epitelial, sendo capaz de inibir a proliferacdo e migracéo celular do epitélio
intestinal através da ativacao da cofilina, a qual induz a parada de fase G2/M, interrompendo a
dindmica da actina nas células epiteliais intestinais (SONG et al., 2018). Cofilina € uma proteina
pertencente a familia das ADF/cofilina que apresenta um importante papel na regulacdo da
polimerizacdo e despolimerizacdo dos filamentos de actina, a qual também é alvo da
Cucurbitacina B (CuB) em células neuronais. A fosforilagédo da cofilina nos neurénios pela CuB
ocasiona um efeito neuroprotetor (LI et al., 2019). O efeito neuroprotetor também é explorado
em pesquisa realizada in vivo utilizando modelos experimentais de depressdo, no qual a
cucurbitacina lla (Culla) mostrou possuir capacidade de equilibrar os niveis de glutamato e
receptores GABA, regulando a via CaMKII-CREB-BDNF, mostrando-se um potencial agente
terapéutico antidepressivo (ZHOU et al., 2017).

Em suma, a CuB também estd sempre em evidéncia quando se trata de propriedades
farmacologicas e € um dos destaques positivos na maioria dos testes, pois apresenta grande
versatilidade em termos de interacbes com diferentes alvos que vdo muito além da modulacao
de fatores transcricionais na expressao ou supressdo de genes relacionados a morte celular. Em
uma pesquisa sobre sua provavel acdo antienvelhecimento foram identificadas 44 proteinas que
ndo estdo associadas ao crescimento ou morfologia celular que séo alvos da CuB (LIN et al.,
2019). Um de seus derivados glicosidicos isolado de Picrorhiza kurroa, uma planta utilizada

na medicina tradicional Ayurvedica, promoveu significativamente a sintese de colageno entre
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10 e 30 uM, sem que nenhuma citotoxicidade fosse observada nas concentragdes efetivas, 0
que também pode ser atribuido como um potencial agente antienvelhecimento, ja que a
diminuicdo da producdo de colageno tipo I nas células da camada dérmica esta diretamente
relacionada ao envelhecimento. O mecanismo de inducdo de sintese ainda ndo esta bem
elucidado (MORIKAWA et al., 2020).

Sabe-se que a CuB possui afinidade por quinases, como revelou a triagem in vitro/in
silico realizada com a familia dessas proteinas. A atividade inibitoria mais forte foi encontrada
contra TrkA (90% de inibic&o), que é um receptor transmembrana de superficie tirosina quinase
para a neurotrofina, o qual desempenha um papel importante na patogénese da psoriase e
prurido associado, observando-se um efeito antiprurido relacionado a distarbios de ativagéo de
TrkA (ZHONG et al., 2019).

Para a CuB também foi atribuida a atividade antimicrobiana e antiviral. Em estudo
realizado in vitro foi investigado seu efeito sinérgico com antibioticos contra isolados clinicos
de Staphylococcus aureus e atividade antiviral frente a Herpes simplex (HSV-1). A CuB
exerceu atividade inibidora de crescimento direta contra todas as cepas de S. aureus testadas
com valores de MICs variando de 0,12 a 0,44 ug mL?, bem como efeito de sinergia com
tetraciclina ou oxacilina contra quatro das seis cepas de S. aureus testadas. A atividade anti-
HSV-1 foi notdvel em comparagdo com a do aciclovir com valores de ICso de 0,94 € 1,74 uM,
respectivamente (HASSAN et al., 2017).

Achados sugerem que a CuB tem acdo anti-hipertréfica e antifibrética em células do
miocardio. Foi demonstrada diminuicdo do peso cardiaco, da area de seccdo celular do
miocérdio e da fibrose intersticial em camundongos hipertréficos induzidos por sobrecarga de
pressdo. O mecanismo apontado pelo teste in vitro mostra que CuB protege o miocérdio contra
a hipertrofia cardiaca, aumentando o nivel de autofagia nos cardiomidcitos, o que esta associado
a inibicdo do eixo do sinal de Akt/mTOR/ FoxO3a (XIAO et al., 2017). Segundo Jeong et al.
(2015) a cucurbitacina I (Cul) também tem efeitos positivos nas células do coragdo que sofrem
de hipertrofia, porém descreve o mecanismo de acdo dependente da inibicdo de CTGF / MAPK
e eventos facilitados por TGF-f/Smad.

A CuB ainda é citada nos estudos de Sallam, Esmat e Abdel-Naim (2018) como agente
supressor de marcadores da fibrose hepética (inibindo fatores de crescimento) e no modelo
experimental de Zhong et al. (2020) como agente supressor de receptores importantes no
desenvolvimento de periodontite associada a perda déssea. Ademais, 0s testes recentes tém
demonstrado que o potencial farmacol6gico das cucurbitacinas ndo se limitam ao tratamento

do céancer, pelo contrario, os mecanismos ja desvendados que levam a diminuicdo da
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proliferacéo celular estdo intimamente ligados a outras atividades por ser, em sua maioria, a

nivel de expressdo génica de proteinas.

Atividade Anti-inflamatoéria

A inflamacdo desempenha um papel crucial no desenvolvimento de muitas doencas e
distarbios complexos como doencas autoimunes, sindrome metabdlica, doencas
neurodegenerativas, patologias cardiovasculares e cancer (FERRER et al., 2019). A busca pela
comprovacao da atividade anti-inflamatéria das cucurbitacinas tem origem no uso medicinal de
plantas que as continha em sua composi¢do quimica e eram empregadas para tratamento de
doencas relacionadas a dor crbnica e febre, como por exemplo Wilbrandia ebracteata
popularmente conhecida como “cabega-de-nego”, utilizada na medicina tradicional brasileira
para atenuar os sintomas da artrite reumatoide (ALMEIDA; RAO; MATQS, 1992).

Estudos realizados com cucurbitacinas mostraram fortes indicios de atuacdo nos sinais
inflamatorios (Tab. 3), os quais sdo abordados neste topico frisando os principais mecanismos

de acdo ja descritos.

Inibigdo da inflamagé&o via COX/NO/RQOS

As ciclooxigenases (COXs) tém trés isoformas: COX-1, COX-2 e COX-3, das quais
COX-2 é conhecida ha tempos como alvo de tratamento para alivio de sinais cardinais da
inflamacéo, principalmente dor. Trata-se de uma proteina de membrana de acdo enzimética
responsavel pela geracdo de prostanoides e sua expressao basal ocorre apenas no estbmago,
rim, sistema nervoso central e sistema reprodutor feminino, ocorrendo em quantidade
desprezivel em células normais e exacerbada em células em estado inflamatério incluindo
células cancerigenas, sua producdo é regulada positivamente por citocinas, mitdgenos e
endotoxinas de muitos tipos (CHENG et al., 2013; HASHEMI GORADEL et al., 2019).



Tabela 3 — Estudos de cucurbitacinas envolvendo atividade anti-inflamatéria/imunomoduladora e seus respectivos mecanismos de a¢do

Referéncia Cucurbitacinas Modelo do estudo  Atividade farmacologica Mecanismo de a¢cdo proposto

PETERS et al. (1999) CuB in vivo Anti-inflamatéria Inibicdo de COX-2

JAYAPRAKASAM; CuB, CuD, CuE, invitro Anti-inflamatéria Inibicdo de COX-2

SEERAM; NAIR (2003)  Cul Antioxidante Inibicdo de peroxidacdo lipidica

ATTARD et al. (2004) CuE in vitro Antineoplésica Estimulacéo de linfdcitos T normais

PARK et al. (2004) DHCuD in vitro/in vivo Anti-inflamatdria Inibigdo de NO

SIQUEIRA JR et al. DHCuB in vitro/in vivo Anti-inflamatdria Inibigdo de COX-2

(2007)

TANNIN-SPITZ; CuB + CuE in vitro Antioxidante Inibicdo de ROS

BERGMAN,; glicosideos

GROSSMAN (2007)

ESCANDELL etal. CuR in vivo Anti-inflamatéria Supressdo de TNF-a, NO e PGE2

(2007)

U-PRATYAetal. (2010) CuB in vitro Imunomoduladora Supressao de NOS, COX-2, MHC-Il e
moléculas coestimuladoras de adesdo

ESCANDELL et al. CuR in vitro/in vivo Anti-inflamatéria Inibicdo de NFAT e citocinas

(2010)

ESCANDELL et al., CuR in vitro Imunomoduladora Inibicdo da proliferacdo de macrofagos

2010b) e linfocitos T

ABDELWAHAB et al. CuE in vitro/in vivo Anti-inflamatdria Inibigdo de COX-1 e COX-2

(2011) Antioxidante Inibigdo de RNS

SONG et al. (2013) CuD in vitro Imunomoduladora Ativacgéo de inflamassoma e aumento da
sinalizacdo de LPS

WANG et al. (2014) Cubll in vitro Anti-inflamatdria Inibicdo da proliferacédo de linfocitos T

Imunomoduladora
PARK; KIM; PARK CuB, CuE, Cul  invitro Anti-inflamatéria Supressdo de NOS e COX-2

(2015)
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LI etal. (2015b)
KIM et al. (2015)

WANG et al. (2015)
JIA et al. (2015)

JEVTIC et al. (2016)
HUSSEIN et al. (2017)
CUl et al. (2017)
SALLAM; ESMAT;
ABDEL-NAIM (2018)

KIM et al. (2018)

SHANG et al. (2019)
DU et al. (2019)

CuB
CuB

CuE
CuE

CuE

CUE glicosideo
Cul

CuB

CuE

CuE
MoG

in vitro
in vitro

in vitro
in vitro

in vitro

in vitro/in vivo

in vitro

in vitro/in vivo

in vitro/in vivo

in vitro
in vitro

Anti-inflamatoria
Anti-inflamatoria
Imunomoduladora
Imunomoduladora
Anti-inflamatoria

Imunomoduladora

Anti-inflamatoria
Antioxidante
Imunomoduladora
Anti-inflamatoria
Antioxidante
Imunomoduladora
Imunomoduladora

Anti-inflamatodria
Imunomoduladora
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Supressdo de mediadores inflamatorios
Supressao de mediadores inflamatorios
Supressdao de MHC-II

Supressao de citocinas proinflamatorias
Supressdo de citocinas pro-
inflamatorias

Supressao de citocinas pro-
inflamatorias

Inibicdo de COX-2

Inibigdo de ROS e RNS

Supresséo de IgE

Inibicdo de ROS

Supressao de marcadores inflamatorios

Supressdo de citocinas pro-
inflamatdrias

Supressao de citocinas e MUC5AC
Inibicdo da proliferacdo de macrofagos
M1

Fonte: Autoria prépria.
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Um estudo realizado com a CuB utilizando o modelo in vivo de edema pleural induzido
por carragenina demonstrou uma inibicao significativa do influxo celular e do extravasamento
de fluido da cavidade pleural, bem como reducdo dos niveis de prostaglandina E2 (PGE2) o
que sugere inibicdo da COX-2 (PETERS et al., 1999). A capacidade inibitéria de CuB frente as
enzimas COXs também foi testada por Jayaprakasam, Seeram e Nair (2003) que avaliou
também CuD, CuE e Cul constatando a eficacia destes compostos como inibidores seletivos
de COX-2. Além disso, o0 estudo mostrou que CuB e Cul inibiram a peroxidacéo lipidica em
59% e 23%, respectivamente.

A dihidro-cucurbitacina B (DHCuB) foi testada quanto a capacidade de inibir COX-1 e
COX-2, mostrando seletividade apenas para COX-2 durante processo de inflamacdo aguda
(SIQUEIRA JR. et al., 2007) corroborando Peters et al. (2003) que apontou resultados
semelhantes.

Outro estudo in vivo realizado com a CuE revelou significativa inibicdo do
desenvolvimento de edema de pata induzido por carragenina em ratos nas doses de 30 e 60 mg
kg (ABDELWAHAB et al., 2011). Vale salientar que a carragenina ¢ um agente flogistico que
induz um edema bifasico e estd intimamente associado a producéo de mediadores inflamatorios,
como as enzimas COXs, prostaglandinas, 0xido nitrico e citocinas, 0 que torna o metodo do
edema muito interessante na busca por novos farmacos anti-inflamatorios que atuem inibindo
a producdo destes mediadores, sendo um dos métodos de primeira escolha na maioria dos testes
in vivo relacionados as cucurbitacinas (HASHEMI GORADEL et al., 2019; HUSSEIN et al.,
2017; MARZOUK et al., 2013).

Ainda no estudo de Abdelwahab (2011) verificou-se por meio de um ensaio de
biossintese de prostaglandinas in vitro que a Cuk foi capaz de inibir COX-1 e COX-2 com mais
seletividade por COX-2 demonstrada pelos valores de 1Cso de 90 e 69 UM, respectivamente.
Além disso, constatou-se também que a CuE diminuiu a producdo de dxido nitrico (NO) em
macrofagos sem afetar a viabilidade dessas células. O 6xido nitrico € um gés radical livre que
desempenha fungbes importantes como segundo mensageiro em diversas respostas
imunoldgicas, cardiovasculares e neurolégicas. E sintetizado a partir de L-arginina pela familia
de enzimas Oxido nitrico sintases (NOS). A sua isoforma induzivel (iNOS) produz grandes e
sustentadas quantidades de NO e tem sua ativacdo a partir de estimulos inflamatorios, estando
intimamente associado a resposta inflamatéria (PETERS et al., 2003). E sabido que altas
concentracOes de NO pode potencializar a ativagdo de COX-2, contribuindo para respostas

inflamatorias mais intensas, como visto em muitos distarbios inflamatérios crénicos.
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Outro mecanismo de acdo plausivel para cucurbitacinas é a remocao de espécies de
oxigénio reativo (ROS) precursores dos radicais livres ativos perdxido de hidrogénio, radical
hidroxil e oxigénio singlete, que desempenham um papel importante no dano oxidativo a
lipidios, proteinas e DNA, induzindo dano tecidual e resposta inflamatéria aguda
(ABDELWAHARB et al., 2011; GULCIN, 2006).

Foi relatado por Abdelwahab (2011) que a CuE nédo foi capaz de atuar nessa via de
reducdo de ROS, apresentando fraca atividade antioxidante. Contudo, em estudo conduzido
utilizando métodos semelhantes, observou-se que o glicosideo da CuE e seus derivados
semissintéticos cucurbitacina E cinamil glicosideo e cucurbitacina E cafeoil glicosideos foram
capazes de reduzir significativamente os radicais superoxido, peroxido de hidrogénio e 6xido
nitrico, sugerindo dessa forma que os derivados glicosidicos podem atuar utilizando este
mecanismo melhor que as formas agliconas (HUSSEIN et al., 2017).

Sallam, Esmat e Abdel-Naim (2018) identificaram que a CuB reduziu o estresse
oxidativo induzido por CCls em células hepaticas. A resposta antioxidante da CuB foi dose-
dependente, sendo comprovada através do aumento do contetudo de GSH, atividade de CAT e
reducdo da peroxidacdo lipidica. Esses resultados corroboram os achados de Tannin-Spitz,
Bergman e Grossman (2007) que relataram a capacidade sequestradora de radicais livres de
glicosideos de cucurbitacinas (CuB + CuE glicosideos), indicando que esses compostos sdo

promissores na prevencao de doencas humanas envolvendo danos oxidativos.

Atividade Imunomoduladora

Modulagéo de citocinas e proteinas

O processo inflamatorio envolve diversas células leucocitarias como macrofagos,
neutrofilos e linfocitos que por sua vez liberam substancias quimicas capazes de mediar varios
mecanismos que vao desde a instalacdo da inflamagéo até a restauracdo da funcéo do tecido.
Dentre os mediadores inflamatérios pode-se incluir as aminas vasoativas, eicosanoides
(prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos), peptideos e proteinas (por exemplo NOS e
COXs) (ABDULKHALEQ et al., 2018).

As citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular (< 60 kD) e apresentam efeito
pleiotrépico, isto €, a mesma citocina atua em diferentes tipos de célula, produzindo reacdes
gue podem ser sinérgicas ou antagonicas, desempenhando papel fundamental no ajuste da

resposta imunologica. No entanto, o desequilibrio na liberacdo dessas citocinas pode causar
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danos ao tecido, promovendo exacerbacdo dos sinais inflamatorios e caracterizando quadros
patolégicos cronicos (GUPTA; KHAN; SINGH, 2020).

Um estudo realizado com células da microglia apontou que cucurbitacinas B, E e | foram
capazes de inibir as citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IL-1 3 e IL-6, as quais exercem papel
central na neuroinflamacéo, além de reduzir a expressdo de NOS e COX-2 (PARK; KIM;
PARK, 2015).

A CuB também foi avaliada frente a outras citocinas como IL-8, CCL20 em
queratindcitos (LI et al., 2015b) e IL-12 em linfécitos circulantes (U-PRATYA et al., 2010),
apresentando inibicao significativa. Esses resultados foram corroborados por Kim et al. (2015)
que verificaram que a CuB, além de bloguear a liberacdo de mediadores pré-inflamatdrios
(ROS, NO, PGE2, TNF- a, IL-6, IL-12, IL-1B), também atenuou a expressdo de NOS, COX-2,
MHC-I1 e moléculas coestimuladoras de adesdo (CD40, CD54, CD80 e CD86) em macrofagos,
indicando que este composto possui efeitos imunomoduladores.

A CuE foi avaliada por Jia et al. (2015) quanto ao seu efeito anti-inflamatdrio na artrite
reumatoide (AR) e demonstrou supressao significativa das citocinas inflamatorias induzida por
TNF-o em células MH7A de sinovidcitos humanos por meio da modulacdo da via
PI3K/AKt/NF-kB. Esses achados indicaram que CuE ¢ um candidato potencial para terapia de
AR. O tratamento com CUuE também se mostrou eficaz na reducédo da lesdo provocada por LPS
em células epiteliais bronquicas, mostrando ser um potencial agente antiasmatico. Nesse
estudo, a CUE melhorou a resposta inflamatdria através da supressdo de citocinas e reducao de
MUC5AC, uma proteina de muco proverbial que é secretada do epitélio da superficie das vias
aéreas e exerce papéis criticos na progressao da asma (SHANG et al., 2019).

Wang et al. (2015) constataram que a CuE inibiu significativamente a producao de IL-
2, TNF-a ¢ IFN-y em meio de cultura de células tratadas com forbol 12,13-dibutirato (PDB)
mais ionomicina (ion). Além disso, os niveis de MRNA dessas citocinas em células T Jurkat
ativadas também diminuiram com o tratamento da CuE, sugerindo um potencial efeito
modulador nas vias de sinalizagdo criticas para a expressao de citocinas, incluindo NF-xB ou
ativado por MAPKSs. Em apoio ao seu efeito na via de sinalizacdo de NF-kB, CucE diminuiu
os niveis de fosforilagdo do inibidor de kB (IkB) ¢ NF-kB / p65 em células estimuladas com
PDB + ion. Ademais, Jevti¢ et al. (2016) e Kim et al. (2018) corroboram a acao
imunomoduladora da CUuE na expressdo de citocinas pré-inflamatérias como IL-17, IFN-y,
mediados pelas vias STAT-3, NF-kB, MAPK e sinalizacdo miR-146.

Em outro estudo, desta vez utilizando a dihidro-cucurbitacina D (DHCuD), foi

demonstrada sua capacidade em bloquear a ativacdo de NF-«kB inviabilizando a transcri¢do de
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iNOS. Sabe-se que a via do NF-xB ¢ importante ndo s6 para o estimulo da sintese de NO, mas
de diversas outras proteinas e citocinas pré-inflamatoérias (PARK et al., 2004).

O fator nuclear-kappa B (NF-xB) é um fator de transcrigéo critico que regula a expressao
de citocinas pré-inflamatdrias durante a inflamagdo. O complexo NF-kB contém os
componentes da familia Rel, Rel A/p65, c-Rel e Rel B, bem como os componentes NF-kB p50
(p105) e p52 (p100). Em células ndo estimuladas, o complexo NF-kB ¢ preso no citoplasma
através da ligacdo as proteinas IjB inibitorias (1jBa, 1jBb, 1jBc, 1jBe e Bcl3). Quando as células
sd0 expostas a sinais de perigo, como lipopolissacarideo bacteriano (LPS), estresse oxidativo e
luz ultravioleta (UV), 1jB é fosforilado, resultando em ubiquitinacdo e degradacao por meio da
via do proteassoma. NF-«xB ¢, entdo, liberado e translocado para o nicleo, onde ativa uma série
de genes, codificando citocinas (QIAO et al., 2013).

Foi observado no estudo in vivo realizado por Hua e colaboradores (2017) que a CuB
diminuiu significativamente as contagens de células (células totais, neutrofilos e linfdcitos) de
BALF e reduziu drasticamente os niveis de citocinas de TNF-a e IL-6 no BALF. Além disso,
os resultados da morfologia pulmonar mostraram que a CuB pode reduzir de forma dose-
dependente a infiltracdo de células inflamatorias. A partir disso, concluiu-se que a CuB pode
efetivamente melhorar a funcdo de troca gasosa pulmonar, reduzir o edema e proporcionar
efeito protetor no pulméo com leséo aguda induzida por sepse, tornando-se um agente potencial
no tratamento da LPA ao bloquear a liberacdo de fatores inflamatorios e inibir a ativagdo da via
do NF-«xB.

A curcubitacina R (CuR) também é citada como potencial modulador de citocinas. Nos
experimentos de Escandell et al. (2007, 2010) s&o descritas as atividades imunossupressoras de
TNF-q, IL-2, IL-4, IL-10 e IFN- y. Além disso, a CuR foi capaz de inibir a producgdo de enzimas
pré-inflamatorias e proliferacao de linfécitos T através da inibicdo seletiva do fator nuclear AT
(NFAT), o qual compde uma familia de fatores de transcri¢do que regula a expressdo induzivel
de diferentes citocinas e receptores de superficie celular criticos para a resposta imune (LEE;
PARK, 2006).

Modulac¢éo da atividade leucocitaria

Na secdo anterior foi relatada sumariamente a capacidade de algumas cucurbitacinas de
modular a producéo de citocinas e outros mediadores quimicos em celulas leucocitérias, o0 que
ja as caracteriza como potenciais agentes imunomoduladores. Além disso, também € possivel

encontrar na literatura mencéo a fungées antiproliferativas de células envolvidas na inflamacéo,
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em especial macrofagos e linfocitos. Vale salientar que a ativacdo de granuldcitos, bem como
sua infiltracdo exacerbada acarreta aumento dos sinais inflamatérios, como tempestade de
citocinas, que podem agravar quadros de infeccBes, neoplasias e doencas autoimunes. A
manutencdo da atividade linfocitaria é uma via importante, principalmente na inflamacéo
cronica que geralmente estd ligada a distarbios imunoldgicos e cancer (NEFEDOVA et al.,
2005).

A atividade imunomoduladora da CuR demonstrada por Escandell et al. (2010a, 2010b)
envolveu a inibicdo da proliferacdo de macréfagos e linfécitos T. Verificou-se que a CuR
induziu a apoptose em macréfagos RAW 264.7 estimulados por LPS, interrompendo o ciclo
celular (fase G2/M) e diminuindo a expressao da proteina anti-apoptética Bel-2. A CuR também
foi capaz de modificar o ciclo celular de linfocitos T humanos e, consequentemente, a producao
de citocinas e ciclinas importantes na patogénese de doencas autoimunes como artrite e DTH.

Os macrofagos e mondcitos representam papel importante no direcionamento da
resposta imune inata e na regulacdo da imunidade adquirida. Dentre 0s mecanismos mais
conhecidos esta a ativacdo do inflamassoma, um complexo protéico oligomérico que inclui
proteinas como caspase-1, NALP, ASC, dentre outras capazes de maturar citocinas e sinalizar
processos imunoefetores. Song et al. (2013) relataram que uma baixa dose de CuD (0,25 ug
mL?) apresentou atividade imunomoduladora em macréfagos por meio de ativacdo de
inflamassoma e aumento da sinaliza¢do de LPS, induzindo resposta imune adquirida.

Outra fungdo especializada da imunidade adaptativa é a sintese de proteinas de
superficie produzidas por macréfagos apresentadores de antigenos. De acordo com Kim et al.
(2015) a CuB reduziu significativamente a expressdo de molécula do complexo principal de
histocompatibilidade Il (MHC I1) e moléculas coestimuladoras de adesdo (CD40, CD54 e
CDB80) em macrdfagos, as quais estdo diretamente envolvidas na ativacao de células do sistema
imune, como células T por exemplo, apos o contato com produtos microbianos. Diante disso, a
CuB se torna um agente imunossupressor capaz de atenuar resposta inflamatéria celular
exacerbada em doencas que apresentam essas caracteristicas, como a periodontite (KANAYA
etal., 2004).

Du et al. (2019) testaram uma cucurbitacina isolada de Momordica charantia,
denominada momordicosideo G (MoG) em um modelo de lesdo pulmonar induzida por LPS.
O estudo identificou que MoG suprime seletivamente macréfagos M1, estimulando o reparo de
lesdo pulmonar e prevenindo, consequentemente, carcinogénese associada a inflamagdo. O

mecanismo sugerido envolve a diminuicdo de ROS, autofagia e inducdo de apoptose dos
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macrofagos M1, no entanto, foi observado um aumento de macréfagos do tipo M2 que
proporcionou sinergicamente a melhora do quadro da lesdo pulmonar.

Além de macrofagos de diferentes linhagens, também tem sido demonstrado que 0s
linfdcitos sdo potenciais alvos de agdo das cucurbitacinas. Foi verificado por Wang et al. (2014)
que Cullb inibiu a proliferacédo de linfocitos T ativados por concavalina A (con A) por maltiplas
vias de sinalizagéo celular, dentre elas a supressdo de marcadores de ativagdo CD69/CD25 e
ruptura do citoesqueleto de actina e modulacdo dos niveis de p27Kipl e ciclina levando a
interrupgdo do ciclo celular. Ademais, a Cullb foi capaz de diminuir significativamente os
niveis de mMRNA de IkBa e TNF-a, dois genes alvo do NF-kB, regulou negativamente a
fosforilagédo de STAT3 induzida por Con A e aumentou a apoptose celular.

Embora a proliferacdo de linfocitos seja prejudicial em determinados desordens
imunoldgicas, devido ao fato de haver producdo excessiva de quimiocinas, fatores de
crescimento e espécies reativas de oxigénio, a ativacao deles é necessaria para 0 combate de
células mutagénicas e micro-organismos invasores. Esse equilibrio homeostatico é um ponto
crucial para a manutencdo do sistema imunoldgico e que depende de diversos parametros
complexos, muitos ainda inexplorados. Curiosamente, algumas substancias desempenham
papel “dual” chegando a ser conflitante, como ¢ o caso da CuE. O estudo de Attard et al. (2004),
realizado com dois modelos de linfocitos revelou que a CuE estimulou a proliferacao sustentada
de linfécitos T normais. Entretanto, é importante ressaltar que 0s mesmos sinais que sdo
necessarios para estimular a producao de citocinas e eventual proliferacdo de células T também
parecem ser necessarios para inibir o crescimento e iniciar a apoptose nas celulas T ativadas, o
que sugere que CuE pode exercer a¢Oes parcialmente competitivas.

A producéo de anticorpos pelas células B especializadas também é um mecanismo de
defesa que leva a liberacdo de mediadores inflamatorios em doencas autoimunes e anafilaticas
como a asma, por exemplo. Cucurbitacina I (Cul) foi estudada por Cui et al. (2017)
demonstrando ser um imunossupressor seletivo de IgE. Sabe-se que a sindrome hiper-IgE esta
relacionada a uma mutacdo STAT3, a qual ja foi comprovada a inibicdo por Cul.
Coletivamente, esses dados apontam que Cul é capaz de inibir a expressdo de IgE pela via
STATS3, sem afetar a producdo de IgG que é essencial para a imunidade de memoria do

hospedeiro.
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Concluséo e Perspectivas Futuras

Torna-se inegavel a versatilidade das estruturas quimicas pertencentes a classe das
cucurbitacinas. As atividades farmacoldgicas relatadas nos estudos discutidos nesta reviséo
mostram que tais moléculas sdo capazes de atuar em diferentes tipos celulares, exercendo
funcbes que envolvem, primariamente, o reparo tecidual. A quantidade de compostos
evidenciados nos Gltimos anos demonstra a crescente procura por mais varia¢oes estruturais, as
quais proporcionam todo o diferencial farmacoférico.

CuB e CuE foram as cucurbitacinas mais investigadas pelos estudos aqui mencionados,
tanto na atualizacdo das bioatividades quanto na fungdo imunoldgica, totalizando juntas mais
de 20 cita¢Ges. Seus mecanismos de acdo ocorrem a nivel citoplasmatico, membranar e nuclear,
por meio de interagbes com proteinas, quimiocinas, mediadores quimicos e fatores de
crescimento. Ja haviam sido identificadas vias de atuacdo de cucurbitacinas importantes na
proliferacdo celular como STAT3 mediada por NF-kB no controle de reproducéo de células
tumorais, e que agora surgem também como alternativa no equilibrio do sistema imunoldgico
pela mesma via, que em disturbios atopicos apresenta proliferacdo leucocitaria desregulada.

Inimeros processos patologicos estdo diretamente associados a proliferacdo celular
desordenada, como o préprio sistema imunoldgico, no qual tal desequilibrio acarreta a producéo
de marcadores inflamatorios cruciais no aparecimento de sintomas e agravamento de quadros
anafilaticos. Dessa forma, esta revisdo reforca a importancia quimica e farmacologica das
cucurbitacinas, trazendo novas perspectivas de inovacdo terapéutica que vdo além do cancer

propriamente dito.

*Este artigo sera submetido no periddico Pharmaceutics (ISSN 1999-4923)
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Resumo

Apodanthera congestiflora é uma Cucurbitacea endémica da caatinga brasileira utilizada na
medicina popular para o tratamento de dores nas costas, manchas na pele e como depurativo do
sangue. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a droga vegetal do caule de A. congestiflora
por meio de meétodos fisico-quimicos e analise térmica, alem de quantificar metabolitos
secundarios em extratos aquosos. A droga vegetal foi separada em sete classes granulométricas
e submetidas a testes farmacopeicos e analise térmica: termogravimetria (TG) e andlise térmica
diferencial (DTA). Extratos aquosos foram obtidos por infusdo assistida por ultrassom e
avaliados quanto a presenca de metabolitos por métodos fitoquimicos. Os pos de A.
congestiflora apresentaram granulometria variada e umidade, cinzas, pH e densidade aceitaveis.
Na analise TG, quatro etapas de decomposicdo térmica foram observadas para todas as
amostras, sendo as duas primeiras etapas referentes a desidratacdo e as duas ultimas etapas
indicativas da carbonizacdo da matéria organica com massa residual variando entre 20,50% e
23,74%. Para todas as amostras, as curvas DTA tiveram trés picos, sendo o primeiro um pico
endotérmico e os outros dois picos exotérmicos, que sdo compativeis com eventos térmicos TG.
A triagem qualitativa foi positiva apenas para saponinas, porém, nos testes quantitativos,
observou-se alta concentracao dessa classe de compostos (entre 18,99% e 56,90%), sugerindo
interferéncia do tamanho de particula nas concentracfes finais das saponinas. Este estudo
revelou importantes propriedades fisico-quimicas de A. congestiflora que podem ser usadas em

estudos de pré-formulacdo de produtos fitoterapicos.

Palavras-chave: Cabeca-de-nego; Analise térmica; Métodos Farmacopeicos; Saponinas;
Produtos fitoterapicos.
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Introducéo

A funcéo terapéutica das plantas medicinais € conhecida desde a origem da civilizacao
e se estende até os dias atuais. A fitoterapia inclui medicamentos desenvolvidos a partir de
materiais vegetais processados ou naturais obtidos de plantas medicinais (LI et al., 2020). Sabe-
se que em uma mesma planta podem existir centenas ou até milhares de metabdlitos secundarios
capazes de desencadear respostas farmacoldgicas que atuam em diferentes alvos e que possuem
diferentes mecanismos de acao que podem ou ndo ser sinérgicos (KIBBLE et al., 2015). Com
0 advento da tecnologia e do conhecimento sobre as caracteristicas dessas matérias-primas, o
controle de qualidade dos medicamentos fitoterapicos tornou-se essencial para garantir a
seguranca e eficacia desses medicamentos (MAKARSKA-BIALOKOZ, 2020).

Os achados etnoboténicos sdo o ponto de partida para a comprovacao cientifica dos
efeitos farmacolégicos das espécies vegetais e esses estudos servem como diretrizes para a
padronizacdo das matérias-primas (ELISABETSKY; SOUZA, 2007). Nesse processo, é criada
uma rede de conhecimento que converge e promove a inovagdo terapéutica por meio da
descoberta de novas fontes de compostos biologicamente ativos, seguros, eficazes e acessiveis
(PATWARDHAN, 2005).

A espécie Apodanthera congestiflora, também denominada por Martinez Crovetto em
1954 como Melothria congestiflora Mart. Crov., popularmente conhecida como “teid” e
“cabeca-de-nego”, ¢ uma trepadeira lenhosa endémica do Nordeste brasileiro e nativa da
Caatinga. Possui uma estrutura tuberosa localizada entre o caule e a raiz que armazena agua e
permite que a planta sobreviva na estacdo seca quando o clima é arido. Roque, Rocha e Loiola
(2010) afirmam que A. congestiflora é uma das plantas medicinais mais utilizadas na regido
para o alivio de dores nas costas e como purificador do sangue (“sangue grosso™), sendo
utilizado principalmente na regido em forma de cha. Também é usada externamente para tratar
manchas na pele e coceira (SILVA et al., 2015).

Até o momento, os relatos sobre esta espécie sdo escassos, com poucas investigacdes
cientificas que se referem apenas as raizes (PEREIRA et al., 2019; VIDERES, 2017). E
importante estudar outras partes da planta ainda desconhecidas, visando subsidiar o uso da
espécie na medicina popular, bem como delinear suas principais caracteristicas e direciona-la
para o desenvolvimento de fitoprodutos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade do
farmaco vegetal de caules de A. congestiflora por meio de testes fisico-quimicos,

termoanaliticos e fitoquimicos.
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Materiais e Métodos

Material vegetal

Os caules de A. congestiflora foram coletados no municipio de Barra de Santana, na
regido semiarida da Paraiba Brasil (6 © 43°18”’S, 36 © 03°46°"'W). Uma exsicata foi produzida
com o material vegetal e depositada no Herbario Manuel de Arruda Camara (ACAM) da
Universidade Estadual da Paraiba sob o nimero 1000.

O material vegetal foi seco em estufa a 40 °C até massa constante. A droga vegetal (DV-
1) foi submetida a tamisacdo com diferentes malhas em um aparelho que reproduz os
movimentos horizontais e verticais de operacdo manual por meio de acdo mecéanica uniforme.
Um conjunto de seis peneiras foi montado, uma sobre a outra, em ordem crescente de nimero
de malha. Em seguida, 200 g de DV-1 foram transferidos para o agitador eletromagnético que
foi programado para operar em vibragdo maxima por 15 min, produzindo 6 amostras,
denominadas DV-2 (> 350 um), DV-3 (> 180 um), DV-4 (> 150 um), DV-5 (> 75 um), DV-6
(>38 um) e DV-7 (< 38 um). DV-1 e seus pos (DV-2 a DV-7) foram embalados separadamente
em frascos de polietileno devidamente fechados, protegidos da luz e da umidade e armazenados
a 25 °C.

Métodos Farmacopeicos

Todas as amostras das drogas vegetais (DV-1 a DV-7) foram avaliadas quanto a
densidade aparente, densidade compactada e reologia do p6 de acordo com a razdo de Hausner
e indice de Carr (compressibilidade), empregando métodos da Farmacopeia Brasileira
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019) e Americana (USP, 2016). A amostra DV-1 também

foi avaliada quanto ao seu pH, umidade, teor de sélidos totais e teor de cinzas totais.
Microscopia Optica
Os parametros fisicos, como circunferéncia, raio, didmetro e area das particulas do po,

foram avaliados por video-microscopia em microscépio éptico digital Hirox®, modelo KH 770.
Essas medidas foram determinadas a partir da média de 20 medidas.
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Anélise térmica

A andlise termogravimétrica (TG) e térmica diferencial (DTA) foram obtidas em um
termopar TG/DTA simultaneo, modelo Q600 (TA Instruments, EUA), utilizando cadinhos de
aluminio com cerca de 8,00 + 0,10 mg de amostra sob atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50
mL min ~1. Os experimentos foram realizados entre 25 e 900 °C, com taxa de aquecimento de
10 °C min — 1. Todas as sete drogas vegetais foram analisadas nesses testes. Os dados foram

analisados usando o software TA Universal Analysis 2000.

Extratos Aquosos

Dez gramas de cada amostra, incluindo DV-1, foram submetidos a infusao assistida por
ultrassom usando agua destilada a 100 °C para a extracdo (1:10, p/v) e foram mantidos em
banho de ultrassom (ECO-SONICS) por 15 min. Em seguida, a solugdo extraida foi filtrada e
liofilizada (JJ Scientific, modelo LJJO5), resultando na obtencdo dos extratos aquosos EA-1,
EA-2, EA-3, EA-4, EA-5, EA-6 e EA-7, mantendo a mesma ordem dos pds peneirados.

Triagem Fitoquimica

A triagem fitoquimica foi realizada com os extratos aquosos liofilizados seguindo os
métodos de identificacdo de metabolitos secundarios (MATOS, 2009) apresentados na Tabela
1. Além da identificacdo qualitativa, o teor de saponina total dos extratos também foi medido
por espectroscopia no ultravioleta-visivel regido em 544 nm (SHIMADZU ™ UV-1900)
usando diosgenina (Merck®) como o padrdo (MAKKAR; SIDDHURAJU; BECKER, 2007).

Tabela 1 — Triagem fitoquimica dos extratos aquosos de A. congestiflora

Grupo metabdlico Teste aplicado

Saponinas indice de espuma

Alcaloides Drangedorf, Mayer, Bouchardat
Esteroides/triterpenoides Liebermann-Buchard

Taninos FeCls 1%

Flavonoides Shinoda

Polissacarideos Lugol

Fonte: Autoria prépria.
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Resultados e Discussao

Métodos Farmacopeicos

O perfil fisico-quimico de DV-1 foi tragado por meio de analises preliminares baseadas
em métodos farmacopeicos (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019; USP, 2016). Parametros
importantes foram avaliados para definir um padrdo de qualidade da matéria-prima. Segundo
Kumari (2016), os protocolos farmacopeicos abrangem os métodos convencionais de
padronizacdo da matéria-prima bruta de medicamentos fitoterapicos. Nesse contexto, o0 DV-1
foi avaliado quanto ao pH, perda por secagem, incluindo umidade / slidos totais e cinzas totais
(Tab. 2) e granulometria (Tab. 3). Os pds obtidos do dimensionamento DV-1 foram avaliados
guanto a densidade, vazdo e compressibilidade (Tab. 4), a fim de compara-los e definir o

tamanho de particula ideal para o desenvolvimento de um produto farmacéutico fitoterapico.

Tabela 2 — Perfil fisico-quimico da droga vegetal (DV-1) baseado nos métodos farmacopeicos

Teste Farmacopeico Valores de DV-1 + DP
pH 6,10+ 0,1

Umidade 11,18% £ 1,3

Sélidos Totais 88,82% + 1,3

Cinzas Totais 6,05% = 0,8

Fonte: Autoria prdpria.

Tabela 3 — Pos obtidos da granulometria de DV-1

Tamanho de particula % de retencdo Amostra
> 350 um 19,91 % DV-2
> 180 um 40,06 % DV-3
> 150 um 4,20 % DV-4
> 75 um 14,80 % DV-5
> 38 um 4,33 % DV-6
<38 um 15,81 % DV-7

Fonte: Autoria prépria.
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Tabela 4 — indice reolégico de DV-1 e de seus pds derivados, calculados a partir da densidade

Amostra Densidade Densidade indicede  Compres- Fluidez
bruta compactada Hausner  sibilidade

DV-1 0,4114gmL?* 0,5413gmL* 1,31 23,9 % Pobre
DV-2  05005gmL? 0,5460 g mL* 1,09 8,3 % Excelente
DV-3 0,4036 g mL*  0,4656 g mL™* 1,15 13,3 % Boa
DV-4 03746 gmL? 0,4597 gmL? 1,22 18,5 % Aceitavel
DV-5  0,3755gmL? 0,4005¢gmL? 1,06 6,2 % Excelente
DV-6  0,2729gmL* 0,4619gmL™* 1,69 38,8 % Muito pobre
DV-7 03336 gmL? 05459 gmL? 1,63 40,9 % Muito pobre

Fonte: Autoria propria.

A imersdo de DV-1 em agua resultou em um pH de 6,10 = 0,1, que esta dentro da faixa
limite recomendada para materiais vegetais (entre 4,0 e 7,5) (VAIKOSEN; ALADE, 2011). O
carater levemente &cido sugere a presenca discreta de substancias acidas em sua composicao.
A umidade do DV-1 foi de 11,18%, dentro do limite indicado pela Farmacopeia Brasileira (0
limite é de 14%). No entanto, este € um parametro que pode variar drasticamente dependendo
das condi¢cbes ambientais e da natureza do material. A higroscopicidade dos sélidos
farmacéuticos esta frequentemente associada a estabilidade do produto devido a capacidade da
agua de causar alteraces fisicas e quimicas, além da deterioracdo microbiolégica (ALLADA
et al., 2016). O teor de cinzas ficou abaixo de 14%, citado por Vaikosen e Alade (2011) como
limite maximo para o teor de matéria inorganica em drogas vegetais. O teor de cinzas é um
parametro importante para medir a presenca de residuos inorganicos e impurezas. A
granulometria indicou a presenca de particulas de 6 tamanhos diferentes; dos quais, 0 mais
abundante foi DV-3 (>180 um) com 40,06% de retencdo, enquanto DV-4 (>150 um) foi o
menos abundante com 4,20% de retencdo. A morfologia dos p6s em tamanhos variados
contidos neste material vegetal é observada a microscopia éptica, conforme mostra a Figura 1.

As caracteristicas reoldgicas dos pos variaram, destacando-se o DV-2 e o DV-5 pelo
excelente escoamento. Em contraste, DV-6 e DV-7 mostraram pouca fluidez e foram
classificados como tendo fluxo muito pobre. E possivel observar que quanto maior o indice de
compressibilidade (Tab. 3), mais deficiente € o fluxo do po. Isso geralmente é considerado em
estudos de pré-formulacdo de medicamentos. O equilibrio entre esses dois parametros é
importante uma vez que boas propriedades de fluxo de um pé farmacéutico sdo essenciais para
garantir a eficiéncia da producdo (MOHAN, 2012).
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Microscopia Optica

A observacdo microscopica de pds de espécies vegetais € considerada essencial na
definicdo do padrdo de qualidade de um produto fitoterapico intermediario, uma vez que é uma
técnica atil para avaliar o tamanho e a distribuicdo de particulas (MEDEIROS; MEDEIROS;
MACEDO, 2002). A Figura 1 compara os diferentes aspectos morfol4gicos das particulas de
drogas vegetais de A. congestiflora. Por se tratar de uma amostra ndo tamisada, DV-1
apresentou um maior grau de variacdo do tamanho de particula, conforme o esperado. Ao
analisar DV-2, DV-3, DV-4 e DV-5, observou-se que sdo compostos principalmente de
particulas filamentosas em forma de bastdo, enquanto DV-6 e DV-7 sdo principalmente
esféricos ou sem um formato definido.

E comum que espécimes fitoterapicos ndo possuam particulas morfoldgicas uniformes,
principalmente devido a natureza do material vegetal, além do processo de moagem e
peneiramento, que nem sempre promove uma separacao eficiente (ANDRADE et al., 2019). A
estrutura morfoldgica das plantas é bastante diversa, com variagdes significativas na histologia
dependendo do érgdo. As amostras analisadas s@o apresentadas em texturas variadas, tipicas de
caules (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2007). O tamanho de particula escolhido para a
formulacdo farmacéutica deve seguir padrbes morfologicos pré-determinados, utilizando
técnicas de pulverizacdo adicionais, se necessario, uma vez que o formato das particulas
interfere diretamente no desempenho e reprodutibilidade dos processos de fabricacdo (TITA;
FULIAS; TITA, 2011).
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Figura 1 — Microscopia Optica da droga vegetal de A. congestiflora e seus pds derivados em
diferentes tamanhos de particula: DV-1 (sem tamisa¢do), DV-2 (> 350 um), DV-3 (> 180
pm), DV-4 (> 150 um), DV-5 (> 75 um), DV-6 (> 38 um) ¢ DV-7 (<38 pum)

Fonte: Acervo préprio.

Termogravimetria (TG)

A termogravimetria foi usada para tracar um perfil de decomposi¢do térmica da droga
vegetal em diferentes tamanhos de particula de A. congestiflora. As curvas TG sdo mostradas
na Figura 2 e seus respectivos dados sdo mostrados na Tabela 5. Quatro estagios de
decomposicdo térmica foram observados para todas as amostras. O primeiro estagio de
degradacéo ocorreu entre 39,46 e 120,27°C, com a maior perda de massa sendo 9,06% para
DV-6 e a menor 5,68% para DV-7. Este primeiro evento térmico é geralmente atribuido a perda
de agua residual e compostos volateis (FERNANDES et al., 2018). A perda de massa do DV-1
com esta técnica foi de 7,93%, valor inferior ao obtido pela técnica de perda por dessecacdo no
presente estudo (11,18%). A discrepancia entre esses valores pode ter ocorrido devido a

flutuacdo nas condicdes experimentais e ambientais. Segundo Costa et al. (2013), a analise
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termogravimétrica € mais confiavel do que as técnicas gravimétricas convencionais devido a
precisdo e eficiéncia de sua resposta.

ApOs a etapa de desidratacdo, o segundo evento térmico ocorreu entre 92,79 e 231,27
°C, correspondendo a volatilizacdo da dgua adsorvida ou ligada que esta ligada a sitios polares
de macromoléculas em estruturas vegetais (PEREIRA et al., 2019). Nessa etapa, foram
observadas perdas de massa entre 4,98% e 5,35%, a menor entre as quatro etapas. 1sso pode
justificar a diferenca entre o valor de umidade do DV-1 obtido pelo método farmacopeico
(11,18%) e o presente método analitico (7,93%), presumindo-se que o resultado obtido por
dessecacdo seja semelhante aos resultados de perda de massa dos dois primeiros estagios de TG
(7,93% e 4,98%).

Tabela 5 — Dados de decomposic¢éo térmica dos pos vegetais de A. congestiflora

1 2

Amostras Tonset/°C Tendset/°C Perda (:I)e Tonset/°C Tendset/°C Perda de

massa % massa %
DV-1 39,46 112,28 7,93 112,28 209,96 4,98
DV-2 42,12 97,18 7,58 97,18 201,08 5,02
DV-3 48,34 105,17 8,08 105,17 217,06 5,06
DV-4 45,68 92,74 7,38 92,74 199,30 5,14
DV-5 39,46 78,53 6,14 78,53 195,75 5,00
DV-6 40,35 100,73 9,06 100,73 231,27 5,64
DV-7 59,00 120,27 5,68 120,27 227,72 5,34

3 4

Tonset/OC Tendset/OC I:e;:szciz Tonset/OC Tendset/OC ;Z:SZ C(j)/i resl,\i/(ljajasla %
209,96 365,36 43,56 365,36 534,08 14,60 23,74
201,08 355,59 45,47 355,59 513,65 13,54 21,83
217,06 333,47 44,36 333,47 483,46 12,33 21,90
199,30 352,04 44,01 352,04 461,26 11,28 22,72
195,75 361,80 50,01 361,80 499,44 10,72 21,60
231,27 340,49 46,93 340,49 474,58 10,70 20,50
227,72 352,92 44,33 352,92 495,59 13,38 22,85

Fonte: Autoria prdpria.

A terceira fase de decomposicdo apresentou a maior perda de massa (entre 43,65% e
50,01%), sendo considerada a primeira fase da decomposicdo térmica dos componentes
quimicos dos materiais vegetais (BRANDAO et al., 2016), estando diretamente associada &
combustdo de carboidratos e outras macromoléculas (MOURA et al., 2020). Essa degradacao
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quimica é importante para descrever o perfil termoanalitico de drogas vegetais (PEREIRA et
al., 2019), pois é um parametro gue interfere consideravelmente na delimitacdo da estabilidade
do produto em estudos de pré-formulacdo de medicamentos (COSTA et al., 2013). O quarto e
Gltimo estagio de degradacdo dos compostos organicos iniciou em 333,47°C e terminou em
534,08 °C, com perdas de massa variando entre aproximadamente 10% e 15%. Nessa fase,
ocorreu a formacdo de massas residuais entre 20,50% e 23,74%, o que é atribuido & matéria
inorganica que compde as estruturas da planta (BRANDAO et al., 2016)

Observou-se semelhanca no perfil de degradagdo encontrado no presente estudo com o
de um estudo de caracterizacao termoanalitica realizado com um farmaco vegetal de raizes de
A. congestiflora, embora a amostra utilizada na referéncia tenha sido produzida em outra parte
da planta (PEREIRA et al., 2019). Foi possivel notar o mesmo nimero de etapas de degradacao
e semelhanca entre as faixas de temperatura dos eventos térmicos. Além disso, as massas
residuais foram proximas a 26,11% e 23,74%, referentes a droga vegetal das raizes (PEREIRA
et al., 2019) e do caule, respectivamente. Sup8e-se que possam haver compostos em comum

em ambas as partes da planta, fato reforcado pelos resultados obtidos na triagem fitoquimica.

Analise Térmica Diferencial (DTA)

As curvas DTA dos p6s de farmacos vegetais em diferentes tamanhos de particulas
(Figura 2) sdo compostas por trés eventos térmicos, referentes as transicdes de fase em funcéo
da temperatura. O primeiro evento foi endotérmico e ocorreu entre 56,71 °C e 71,84 °C, com
diferentes valores de entalpia (Tab. 6). Os eventos endotérmicos podem ser atribuidos a perda
de gua livre do material analisado, o0 que é consistente com o primeiro estagio de degradacédo
das curvas TG. O segundo evento encontrado nas curvas consistiu em picos exotérmicos, sendo
0 DV-6 pico com valor de entalpia de 732,20 J g — 1 (126,18 °C) e o DV-7 com entalpia de
1968,00 J g — 1 (122,74 °C) representou 0s picos de energia mais altos e mais baixos,
respectivamente. Para o terceiro evento exotérmico, as curvas apresentaram picos entre 316,63
°C e 370,34 °C, que estdo na mesma faixa de temperatura do terceiro e quarto estagio de
degradacéo térmica presentes nas curvas TG, indicando que as amostras se decompdem durante
este intervalo térmico. Além disso, sabe-se que em temperaturas acima de 300 °C ocorre a
quebra de ligagBes saturadas e anéis aromaticos, que estdo presentes em algumas estruturas
quimicas de certos grupos de metabdlitos secundarios, como polifenois, triterpenoides e
glicosideos (BRANDAO et al., 2016).
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Tabela 6 — Anélise térmica diferencial dos pos vegetais de A. congestiflora

Amostra Priemeiro pico Segundo pico Terceiro pico
Tpicd/®C  Entalpia/J g | Tpico/®C  Entalpia/d gt | Tpico®C  Entalpia/J g
DV-1 71,84 2050,00 136,38 1077,00 320,24 776,20
DV-2 71,02 2253,00 129,69 1717,00 323,51 585,50
DV-3 63,78 2267,00 127,72 1239,00 319,98 580,50
DV-4 66,14 1866,00 126,03 1601,00 316,63 985,00
DV-5 56,78 626,90 116,72 1356,00 370,34 2189,00
DV-6 59,53 1288,00 126,18 732,20 307,87 1623,00
DV-7 61,64 974,00 122,74 1968,00 326,20 1106,00

Fonte: Autoria propria.

A analise combinada de TG e DTA permitiu observar que diferentes matrizes vegetais
podem existir dependendo do tamanho das particulas (ANDRADE et al., 2019). Os eventos
térmicos apresentados nas curvas DTA foram compativeis com os estagios de degradacdo das
curvas TG, com faixas de temperatura semelhantes. E importante ressaltar que drogas vegetais
sdo compostas por uma mistura complexa de moléculas organicas e inorganicas, que podem ter
caracteristicas térmicas diferentes e podem variar de acordo com a granulometria dos pos
obtidos. O estudo termoanalitico de farmacos vegetais é essencial na caracterizagdo de novos
medicamentos fitoterapicos, pois permite a padronizacdo de medidas importantes, como as
temperaturas de degradacdo orgénica, servindo de modelo para estudos posteriores
(FERNANDES et al., 2018).
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Figura 2 — Curvas TG e DTA da droga vegetal de A. congestiflora e seus pds em diferentes

tamanhos de particula: a) DV-1, b) DV-2, ¢) DV-3, d) DV-4, e) DV-5, f) DV-6, g) DV-7.
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Triagem Fitoquimica

A infusdo assistida por ultrassom mostrou-se eficiente no processo de extracdo utilizado
no experimento. O rendimento do extrato (Tab. 7) foi consideravelmente alto quando
comparado a outros estudos (VIDERES, 2017), variando entre 13,24% e 27,11% para EA-4 e
EA-3, respectivamente. Embora Videres (2017) usasse um método de extracdo (Soxhlet) e
diferentes solventes (metanol, acetato de etila e hexano), os valores de rendimento foram muito
diferentes e foram menores que 5% para todos os casos. 1sso destaca a vantagem das condicoes
extrativas aplicadas neste estudo. Durante a triagem fitoquimica preliminar, o resultado foi
positivo apenas para saponinas, 0 que pode ser explicado pela temperatura de extracdo, que
girava em torno de 100 °C, favorecendo a evaporacdo de compostos com baixo ponto de
ebulicdo, como os 6leos volateis, além de compostos degradantes com instabilidade térmica
(FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2007). A escolha da 4gua como solvente também
interfere na extracdo de metabdlitos secundarios e € uma variavel importante a ser considerada.
Nesse caso, a agua foi escolhida por ser um solvente de baixo custo e por A. congestiflora ser

utilizada na medicina popular na forma de cha.

Tabela 7 — Rendimento e teor total de saponinas dos extratos aquosos de A. congestiflora

Tamanho de particula Rendimento  Saponinas totais Teor de
Amostra  submetido a extracao % mg ED g saponinas
extrato + DP totais %
EA-1 DV-1  N&o tamisado 14.35 568.03 + 1.1 56.80
EA-2 DV-2 > 350 um 17.59 239.03+0.9 23.90
EA-3 DV-3 > 180 um 27.11 24815+ 1.1 24.81
EA-4 DV-4 > 150 um 13.24 37524+ 1.2 37.52
EA-5 DV-5 > 75 um 16.32 289.15+1.2 28.91
EA-6 DV-6 > 38 um 15.09 300.71+1.0 30.07
EA-7 DV-7 <38 um 23.00 189.91+£0.9 18.99

mg ED g extrato = mg de saponinas equivalente a diosgenina (padrio) por grama de extrato
Fonte: Autoria propria.

A presenca de saponinas ja foi evidenciada nas raizes de A. congestiflora (PEREIRA et
al., 2019; VIDERES, 2017), mas nunca no caule. A familia Cucurbitaceae, da qual A.
congestiflora faz parte, contém uma ampla gama de classes de metabdlitos secundarios ja
descritos na literatura, principalmente as cucurbitacinas. Segundo Valente (2004), as

cucurbitacinas sdo triterpenos tetraciclicos que apresentam estruturas extremamente oxigenadas
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e sdo encontrados na natureza na forma livre (aglicona) ou na forma glicosilada (saponina),
sendo que a forma glicosilada pode estar presente nos extratos deste estudo. Em um ensaio de
cromatografia liquida de alta performance, Videres (2017) detectou a presenca de terpenoides
com nucleo de cucurbitano.

A quantificacéo do teor de saponina total (Tab. 7) indicou que EA-1 apresentou a maior
concentracdo com 56,80%, seguido de EA-4 com concentracdo de 37,52%. Esta € uma
quantidade significativa, o que pode indicar que essa classe é predominante em extratos. 1sso
requer investigagcdes fitoquimicas mais aprofundadas, a fim de identificar substancias e
quantificar marcadores. Diante desses resultados, foi possivel verificar que os extratos aquosos
possuem composi¢des quimicas distintas, o que foi inferido pela andlise térmica devido a
diferenca nas curvas TG-DTA. Observou-se também que apesar do rendimento dos extratos
diferir de acordo com o tamanho da particula, este parametro ndo esta relacionado
quantitativamente ao teor de saponina, como € o caso do EA-7, que teve o segundo melhor
rendimento, mas seu teor de saponina foi 0 mais baixo. Em relagdo ao tamanho ideal de
particula de um fitoterapico, é necessario levar em consideracdo as condicdes ideais durante o
processo de fabricacdo, como a fluidez do po e o rendimento dos extratos, que indicaram DV-
3 como o melhor tamanho de particula, pois tem bom fluxo e excelente rendimento de extrato
(EA-3). Em relacdo ao teor de saponinas, € necessario estabelecer alguns parametros
importantes antes de escolher a concentracdo ideal desses compostos, como a toxicidade, a
finalidade terapéutica do farmaco e a concentracdo minima capaz de produzir um efeito

farmacologico.

Conclusao

Realizar o controle de qualidade de produtos derivados de plantas medicinais € uma das
primeiras etapas para o desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos. A presente pesquisa
descreveu algumas das propriedades fisico-quimicas e termoanaliticas mais importantes da
droga vegetal de A. congestiflora, um requisito fundamental para o desenvolvimento de
produtos fitoterapicos intermediarios. A partir dos métodos de farmacopeia e microscopia
Optica, foi possivel observar diversos aspectos dos pos obtidos dos caules de A. congestiflora,
como pH, umidade, cinzas e granulometria, que servirdo de base para futuros estudos de pré-
formulagdes. A analise térmica mostrou que o perfil de degradacdo das particulas depende do
tamanho da particula. As curvas TG apresentaram quatro estagios de degradacao térmica para

todas as amostras, porem, com temperaturas diferentes no inicio e no final dos eventos. Trés
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eventos térmicos foram observados nas curvas DTA, os quais foram compativeis com as
temperaturas de decomposicdo térmica verificadas por TG. Na triagem fitoquimica foi
verificada a presenca de saponinas, quantificadas entre 18,99% e 56,80%, demonstrando a
elevada concentracdo desta classe de metabdlitos nos extratos aquosos liofilizados obtidos das
espécies. Nosso grupo de pesquisa estd conduzindo estudos fitoquimicos e bioldgicos para
corroborar 0o uso medicinal dessa espécie vegetal, elucidando sua composi¢cdo quimica e

analisando seus efeitos farmacoldgicos.

*Este artigo foi submetido no periddico Journal of Thermal Analysis and Calorimetry (ISSN
1588-2926). Comprovante de submissdo em ANEXO (p. 135).
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de Farmacia - Universidade Estadual da Paraiba

Resumo

Apodanthera congestiflora Cogn. € uma Cucurbitdcea endémica da Caatinga Brasileira,
utilizada na medicina popular para tratar dores na coluna, manchas na pele e como depurativo
sanguineo, tendo esse trabalho o objetivo de investigar sua composi¢do quimica e potencial
farmacologico. O extrato hidroetandlico dos caules (EHC-Ac) foi particionado, fornecendo as
fases hexanica (FHC-Ac) e diclorometano (FDC-Ac), as quais foram submetidas a processos
cromatogréaficos que renderam uma mistura dos fitosterois B-sitosterol (Ac-1), estigmasterol
(Ac-2) e espinasterol (Ac-3), aléem de trés cucurbitacinas, também em mistura, denominadas
cayaponosideo Csyp (Ac-4), cabenosideo C (Ac-5) e fevicordina C; glicosideo (Ac-6), sendo esta
altima uma estrutura inédita na literatura. As fases foram testadas em eritrocitos humanos,
demonstrando baixa citotoxicidade. A FDC-Ac foi avaliada também em teste de toxicidade in
vivo, mas desta vez apresentou toxicidade significativa, com alteragdes macroscopicas e
bioquimicas. Ademais, investigou-se a atividade anti-inflamatéria in vivo de FDC-Ac,
utilizando o modelo de edema de pata. Foi observado uma diminuicao dos sinais inflamatérios
nas primeiras 5h, sendo 7,5 mg kg™ a dose mais eficaz na reducdo do edema (66,6 %). A
investigagdo fitoquimica, juntamente com os ensaios bioldgicos realizados no presente estudo
demonstram que A. congestiflora é uma espécie promissora na busca por inovacao terapéutica,

pois carrega em sua composicao substancias com alto potencial farmacolégico.

Palavras-chave: Cabeca-de-nego; Cucurbitacinas; Toxicidade aguda; Atividade anti-

inflamatoria.
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Introducéo

Com uma vasta distribuicdo mundial e um elevado numero de espécies, a familia
Cucurbitaceae Juss. € considerada uma das familias mais importantes da flora mundial (XU;
CHANG, 2017). S6 no Brasil sdo registrados 30 géneros e 160 espécies distribuidas em todas
as regides do pais (GOMES-KLEIN; HALL; GIL, 2016) e, de acordo com Silva et al. (2016),
estas possuem uma importancia econémica consideravel, devido ao consumo de suas hortalicas
que sdo produzidas e valorizadas pela populagdo, como é o caso das espécies variantes de melao
(Cucumis melo L.), melancia [Citrullus lanatus (Thunb. Matsum & Nakai)] e aboboras
(Cucurbita sp.).

Além de seus frutos, registros etnobotanicos apontam o uso de diversas espécies da
familia Cucurbitaceae na medicina popular, bem como evidenciam a presenca de compostos
com amplo espectro bioldgico, como é o caso das cucurbitacinas. Esse grupo de metabolitos
secundarios possui grande relevancia quimica e bioldgica, pois apresenta uma vasta diversidade
estrutural e potencial farmacolédgico, podendo-se citar suas propriedades anti-inflamatoria,
antidiabética, antiulcerogénica, analgésica, antiparasitaria e antitumoral (MENDEZ-CUESTA
et al., 2018; MORALES-VELA et al., 2019).

Em pesquisas de campo, Madaleno (2011) e Roque e Loiola (2013) observaram que
na Caatinga do Nordeste Brasileiro, a espécie Apodanthera congestiflora Cogn é uma das
Cucurbitdceas mais citadas nos estudos de espécies com fins medicinais. Apodanthera
congestiflora, também denominada por Martinez Crovetto em 1954 como Melothria
congestiflora Mart. Crov., € uma trepadeira lenhosa endémica do Brasil. Conhecida
popularmente como “teit” e “cabega-de-nego”, € empregada na medicina popular
principalmente na forma de cha/lambedor, para o alivio de dores na coluna e como depurativo
do sangue (“sangue grosso”). Seu cha também € indicado para uso externo para o tratamento
de manchas na pele e coceira (SILVA et al., 2015).

Embora A. congestiflora seja citada na literatura como planta medicinal, a auséncia de
estudos relacionados a espécie € um fator que motiva a investigacdo quimico-farmacologica
com foco na descoberta de agentes terapéuticos e no desenvolvimento de novos medicamentos.
Até 0 momento, os relatos sobre esta especie sdo escassos e se referem apenas as raizes
(PEREIRA, 2017; PEREIRA et al., 2019; VIDERES, 2017). O objetivo dessa pesquisa foi
realizar um estudo fitoquimico dos caules de A. congestiflora, além de avaliar a seguranga de

uso e a atividade anti-inflamatdria dos produtos derivados da espécie.
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Materiais e Métodos

Material Vegetal

Os caules de A. congestiflora foram coletados no municipio de Barra de Santana, na
regido do semiarido paraibano, sob as coordenadas (6°43°18°’Sul — 36°03°46°’Oeste) a partir
de plantas adultas selecionadas. As partes coletadas foram submetidas a processos de selecao,
corte e limpeza, sendo reservados os galhos contendo partes reprodutivas da planta para a
confeccdo e deposito de exsicata no herbario Manuel de Arruda Camara - niamero 1000 da
Universidade Estadual da Paraiba, Campina Grande — PB.

A secagem foi realizada em estufa com renovacao e circulacdo de ar, a temperatura de
40 °C, até a estabilizacdo da umidade. Apds a secagem, o material foi triturado em moinho de
facas, com granulometria definida em torno de 10 mesh. Em seguida, a droga vegetal foi

acondicionada em frasco hermeticamente fechado, protegida do ar e da radiagéo solar.

Extracéo e Particdo Liquido-liquido

O material vegetal seco e pulverizado (1,5 kg) foi submetido a extragdo por maceracao
com uma solucéo de etanol a 70° GL. Foram realizadas 12 extra¢des utilizando 5 litros de
solvente a cada troca, num intervalo de 72 horas. O macerado obtido passou por um processo
de evaporacéo do alcool, sob pressdo reduzida, em evaporador rotativo Technal TE-211 a uma
temperatura de 50°C. Em seguida, a solucdo extrativa foi submetida a secagem em liofilizador
(modelo Terroni LS3000) fornecendo 233 g (15,53%) de extrato hidroalcoolico (EHC-AC).

Parte do EHC-Ac (200 g) foi solubilizado em solucdo de metanol:agua (7:3 — viv) e
particionado em solventes organicos fornecendo 12,89 g da fase hexéanica (FHC-Ac) e 31,18 g

da fase diclorometano (FDC-Ac).

Processo de obtencdo dos compostos

Inicialmente, 8,3 g da FHC-Ac foram submetidas a cromatografia em coluna (C1)
utilizando gel de silica 60 (0,2-0,5 mm-MERCK™) como fase estacionaria e hexano,
diclorometano, cloroférmio, acetato de etila e metanol como fase moével. O processo
cromatografico forneceu 69 fracdes (Fluxograma 1), das quais as fracdes de 21-26 apresentaram

formacéo de precipitado cristalino e fatores de retencdo (FR) idénticos. Os cristais (126 mg)
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foram lavados com metanol para retirar resquicios de impureza e encaminhados para analise

espectroscapica, que indicou a presenca de uma mistura de 3 compostos, codificados como Ac-
1, Ac-2 e Ac-3.

Fluxograma 1 — Esquema cromatogréafico para a obtencdo dos compostos Ac-1, Ac-2 e Ac-3
da fase hexanica (FHC-Ac)

Coluna de silica (C1)
Fase Hexano - 8,3 g

69 Fraghes Fragdo 21-26 (345 mg)

Precipitado cristalino
Hexano/CH,Cl,
1:1

Mistura ;
(129mg) | 3

O precipitado foi
filtrado em metanol

Fonte: Autoria prépria.

A FDC-Ac (8,5 g) também foi cromatografada em coluna (C2) com gel de silica,
fornecendo 58 fracdes. A fracdo 35 (500 mg) da C2 apresentou precipitado amarelado solGvel
em metanol e foi purificada em coluna com Sephadex LH-20 (SIGMA™) e solucdo de
MeOH:CHCl3 (1:1 —v:v), fornecendo 3 compostos (Ac-4), (Ac-5) e (Ac-6) obtidos em mistura.
O monitoramento das fracdes foi realizado por meio de cromatografia em camada delgada
analitica (CCDA), reveladas em cémara de luz ultravioleta (Cromat UVE 254-366 nm) e
vapores de iodo sublimado. O esquema cromatografico da FDC-Ac esta apresentado no
Fluxograma 2.
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Fluxograma 2 — Esquema cromatogréfico para a obtencdo dos compostos Ac-4, Ac-5 e Ac-6
da fase diclorometano (FDC-Ac)

Coluna de Silica (C2)
Fase Diclorometano (8,5 g)

S8 Fragdes Coluna de Sephadex (C2.1)
Fracdo 35 (500 mg)
F.M.: MeOH/CHCJ, 1:1
AcOEt/CH,Cl,
8:2

10 Fragdes Coluna de Sephadex (C2.1.1)
Fracdao 3 - 6 (128,3 mg)
F. M.: MeOH/CHCI; 1:1

9 Fracoes
Fracdo 7 (14 mg)
4
Mistura 5
6 Fragédo 1-4 (86 mg)

4

Mistura { 5

6

Fonte: Autoria prdpria.

Identificacéo espectroscopica dos compostos isolados

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi realizada
em equipamento Spectrum 400 da Perkin Elmer, utilizando pastilhas de KBr para dispersdo das
amostras e uma faixa de varredura entre 4000 a 650 cm™.

Os espectros de Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de H) e de
Carbono (RMN de 3C), e técnicas bidimensionais, foram registrados em espectrometro
BRUKER AVANCE Il operando a 400 MHz para o *H e 100 MHz para o 13C, empregando a
técnica Attached proton test (APT) para os carbonos. Os solventes deuterados utilizados foram
0 CDCl3 e a Acetona-d6. Os deslocamentos quimicos (o) foram expressos em partes por milhdo
(ppm), sendo utilizado o prdprio solvente como referéncia interna e as constantes de

acoplamento (J) foram dadas em Hz.
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Toxicidade em Eritrécitos Humanos

O ensaio de atividade hemolitica foi baseado no método de Pinto et al. (2012) com
adaptacOes. Para realizacdo deste experimento, foram obtidas amostras de sangue humano do
tipo O" recém-coletadas em tubos contendo anticoagulante EDTA. Os eritrocitos foram
separados por centrifugacdo (3.000 rpm, 5 minutos), lavados com solucdo fisiologica e
novamente centrifugados. Esse processo foi repetido 3 vezes para a completa remocgdo do
plasma. Apo6s a lavagem, os eritrécitos foram ressuspensos em solucdo fisioldgica na
concentragdo de 1%. As amostras da FHC-Ac e FDC-Ac foram dissolvidas em solugdo
fisiologica e Tween 80®a 0,2% nas concentragdes de 10, 100 e 1000 pug mL™. Foi feita a mistura
de 2 mL da suspensdo de hemécias + 500 pL das solugdes-teste e aguardou-se 1h em
temperatura ambiente para que ocorresse a hemolise. Concomitantemente, foi utilizado controle
negativo (solugio fisiologica + Tween 80%® a 0,2%) e controle positivo (Triton X-100 a 1%)
para hemolise.

Apo6s 0 periodo de incubagdo, as amostras foram centrifugadas e o liquido
sobrenadante foi submetido a analise em espectofotébmetro UV-VIS SHIMADZU no
comprimento de onda 540 nm. O potencial hemolisante das amostras testadas foi calculado a
partir da seguinte equacao:

(Ae — Ab)
= X
Ph = Potencial hemolisante (em porcentagem);

Ph 100

Ae = Absorbancia do extrato;
Ab = Absorbancia do branco (controle negativo);

At = Absorbancia do Triton-X 100 (controle positivo).

Ensaios Bioldgicos in vivo

Animais Experimentais

Neste trabalho foram utilizados 52 camundongos fémeas adultas (com cerca de 60 dias
de nascidos) albinos swiss (Mus musculus), pesando entre 25 e 35 g - provenientes do biotério
da Universidade Estadual da Paraiba e aclimatados por 15 dias no Laboratério de Ensaios
Farmacoldgicos, onde foram utilizados para a realizagdo dos experimentos de toxicidade aguda

e inflamagao.
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Os animais foram acondicionados em gaiolas de polietileno com grades de ago
inoxidavel e maravalha como cobertura, tendo acesso livre a dgua e racao balanceada, mantidos
num ambiente com temperatura de 22 £ 2 °C e luminosidade controlada, proporcionando um
ciclo claro-escuro de 12 horas. Todos os animais foram submetidos a jejum, com a retirada da
racao cerca de 4 horas antes do inicio dos experimentos. Durante 0s ensaios 0s animais tiveram
livre acesso a ingestdo de agua. Os animais foram mantidos de acordo com as normas

internacionais do Conselho de Laboratério de Animais Experimentais (ICLAS).

Procedimentos Eticos

Todos os experimentos foram realizados de acordo com as normas estabelecidas pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animal de Laboratério (SBCAL) e com as normas
estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals.
O Comité de Etica no Uso em Animais (CEUA-UEPB) aprovou este estudo que foi registrado

como processo n° 002/2020.

Avaliacéo da Toxicidade Aguda

Para a avaliacdo da toxicidade aguda foi utilizada a metodologia recomendada pela
Organization for Economic Cooperation and Development - Guideline 423 (OECD, 2001).
Camundongos fémeas (60 dias) foram aleatoriamente distribuidos em dois grupos de trés
animais. Uma dose Unica foi administrada via oral nos animais do grupo teste. O grupo controle
(n=3) recebeu o veiculo (dgua + Tween 80 a 5% - v:v) e o grupo tratado (n=3) recebeu a FDC-
Ac na dose de 2.000 mg kg™

Os animais foram observados nas primeiras duas horas e depois a cada 24 horas
diariamente, durante 14 dias, apés a administracdo da FDC-Ac. A avaliacédo foi realizada pelo
método de screening hipocratico e, além disso, a massa, 0 consumo de agua e racdo foram
avaliados diariamente. No 14° dia, os animais foram anestesiados com cetamina e xilazina (2:1
— V:V) por via intraperitoneal e, em seguida, foi coletado o sangue por puncéo cardiaca para
realizacdo dos exames hematoldgicos e bioquimicos. A eutanasia dos animais foi cumprida
utilizando a mesma associacdo de anestésicos em dose letal. Os érgdos figado, rins, baco,
pulmao e coracdo foram coletados para anélise macroscépica, bem como para a determinacao

do indice de 6rdos calculado seguindo a formula:
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. . Peso do 6rgao (g)
Peso relativo dos 6rgaos = - x 10
Peso do animal (g)

Posteriormente, foi repetido todo o experimento conforme as mesmas condi¢des iniciais
para confirmacdo dos resultados obtidos. Os resultados encontrados foram analisados e

avaliados de igual forma sendo expressos por média entre 0s grupos.

Edema de pata induzido por carragenina

Esta é uma metodologia que permite a observacdo do efeito sistémico da substancia-
teste através da indugdo de um estimulo inflamatorio local. Neste ensaio os animais foram
divididos em 5 grupos, cada um contendo 8 animais. Os grupos receberam as substancias via
oral: FDC-Ac nas doses de 30, 15 e 7,5 mg kg*, um grupo controle (a4gua + 5% de Tween 80™)
e um grupo farmaco padrdo (dexametasona 10 mg kg?).

Uma hora ap0s o tratamento de cada grupo, foi induzido o processo inflamatorio através
de uma injecéo intra-plantar (i.pl.) de 50 pL de carragenina (1%) na pata posterior direita
(WINTER etal., 1962; HENRIQUES et al., 1987). A outra pata do animal também foi analisada
para afericdo do volume e comparada com as patas que receberam a carragenina. Os volumes
das patas foram medidos antes da inducdo pelo agente flogistico e posteriormente a inducéo,
em intervalos pré-estabelecidos de 1, 2, 3, 4 e 5 horas apds a administracdo de carragenina. O
volume do edema, em mililitros (mL), foi registrado através de um pletismémetro (Ugo Basile,
Italia). A pata posterior do animal foi submersa até a juncéo tibio-tarsal na cdmara de leitura do
aparelho. O volume de liquido deslocado foi registrado digitalmente e correspondeu ao volume
da pata. Os resultados foram expressos como a diferenca de volume (mL) entre a pata que

recebeu a carragenina e a pata contralateral que ndo recebeu a carragenina.

Andlise dos Dados

Os experimentos de edema de pata induzido por carragenina foram avaliados por meio
de andlise de variancia (ANOVA) por duas vias, seguida pelo teste de Bonferroni com intervalo
de confianga de 95%, utilizando-se o software Graph Pad Prism 5.0. Valores de “p” menores
que 0,05 (p<0,05) foram considerados como indicativos de significancia. Os demais
experimentos foram estatisticamente avaliados atraves da analise de variancia (ANOVA) de

uma via, seguido pelo teste de Newman-Keuls com intervalo de confianga de 99%, utilizando-



89

se o software Graph Pad Prism 7.0. Valores de “p” menores que 0,01 (p<0,01) foram

considerados como indicativos de significancia.

Resultados e Discussao

Caracterizacdo dos compostos quimicos Ac-1, Ac-2 e Ac-3

O espectro de infravermelho (Fig. 2, p. 92) dos cristais purificados da fragcdo 21-26 do
processo cromatografico (C1) mostrou uma banda larga em 3429 cm™ caracteristica de
estiramento de ligagdo O—H, bandas intensas entre 2958 e 2866 cm™ sugestivas de ligagdo C—
H de carbonos sp® uma banda de fraca intensidade em 1639 cm™ que pode ser atribuida a
estiramento de ligagdo C=C nio conjugada, duas bandas em 1466 e 1381 cm™ tipicas de
dobramento de ligagdo CH, e CHa, respectivamente, além de uma banda em 1053 cm™ de
ligagdo C—O (PAVIA et al., 2012). Foi vista ainda uma banda em 968 cm™ indicativa de dupla
ligacdo com estereoquimica trans (VILLASENOR et al., 1996).

A analise do espectro de RMN de H (5, CDCls, 400 MHz) permitiu visualizar um
envelope de sinais entre Jon 2,3-0,53 (Fig. 3, p. 92) sugestivos de hidrogénios metilénicos e
metilicos de ndcleo triterpénico e/ou esteroidal. Dois multipletos em 4 3,59 e 3,52 foram
sugestivos para a presenca de hidrogénio oximetinico na posi¢cdo 3 de triterpenos e/ou
esteroides, que podem caracterizar uma mistura de um sitosterol (Ac-1) e de um estigmasterol
(Ac-2) (ALVES et al., 2010). A presenca de sinais em on 5,35 e Jon 5,34 (Fig. 4, p. 94)
caracterizam os hidrogénios da posi¢do H-6 de um sitosterol (Ac-1) e de um estigmasterol (Ac-
2), corroborando os sinais anteriores. Os duplos dubletos em 61 5,16 (J=2,0 e 12,1 Hz, 2H) e
5,03 (J= 3,6 e 12 Hz, 2H) foram sugestivos dos H-22 e H-23 do estigmasterol (ALVES et al.,
2010).

A presenca do terceiro composto foi visualizada pelos sinais em on 5,14 e 04 5,01, além
do sinal em 61 0,54 (d, J=5,8 Hz) (Fig. 5, p. 94) que é caracteristico do grupamento metilico do
carbono 18 do composto conhecido por espinasterol (Ac-3) (KOJIMA et al., 1990; MENESES-
SAGRERO et al., 2017).

No espectro de RMN de 3C (¢, CDCls, 100 MHz) (Fig. 6, p. 94), técnica APT, foram
visualizados sinais em Jc 121,8 e 140,9 caracteristicos de esteroides com uma ligagdo dupla
entre C-5 e C-6, além dos sinais em oc 138,4 e 129,4 (Fig. 7, p. 94) sugestivos de uma ligagédo
dupla entre C-22 e C-23 presente no estigmasterol (TOMAZ et al., 2008). Nesse mesmo

espectro ainda foi registrada a presenca dos sinais em oJc 117,6 e 139,7, caracteristicos de



90

carbonos metinico e ndo hidrogenado, com hibridizagao sp?, e sugeridos para os C-7 e C-8 do
espinasterol. Os sinais registrados em oJc 138,3 e 129,6 mostram que o terceiro composto
também tem uma dupla entre os C-22 e C-23 e reforca a presenca do espinasterol (KOJIMA et
al., 1990; VILLASENOR et al., 1996). As Figuras 8 e 9 (p. 95) mostram as expansdes do
espectro de carbono.

A analise dos dados espectrais de RMN de *H e *C e de IV (Tab. 1, p. 92), juntamente
com os dados obtidos da literatura (ALVES et al., 2010; MENESES-SAGRERO et al., 2017),
permitiu identificar que Ac-1, Ac-2 e Ac-3 tratava-se de trés fitosterois f-sitosterol,
estigmasterol e espinasterol em mistura (Fig. 1) amplamente encontrados no reino vegetal.

Vérios estudos conferem bioatividade ao f-sitosterol e ao estigmasterol, como por
exemplo, atividade analgésica (VILLASENOR; ANGELADA; CANLAS, 2002),
antihepatotoxica (GAWADE; CHANDRASHEKAR RAO, 2012), antiproliferativa (GHOSH,;
MAITY; JAGADISH, 2011) e hipolipemiante (CHANDLER; HOOPER; ISMAIL, 1979). -
sitosterol e estigmasterol foram isolados anteriormente em espécies da familia Cucurbitaceae,
como a Luffa cylindrica (SAAB et al., 2013), e o espinasterol em Cucurbita maxima
(VILLASENOR et al., 1996), porém isolados pela primeira vez nas partes aéreas da espécie

Apodanthera congestiflora.

Figura 1 — Estruturas quimicas do f-sitosterol (Ac-1), estigmasterol (Ac-2) e

espinasterol (Ac-3)

Fonte: Autoria propria.



91

Tabela 1 — Dados espectroscopicos de RMN de *H e 13C (5, CDCls, 400 e 100 MHz) de f-

sitosterol (Ac-1), estigmasterol (Ac-2) e espinasterol (Ac-3)

p-Sitosterol Estigmasterol Espinasterol
N oc Tipo on(JemHz) oc Tipo on(JemHz) oc  Tipo 5y (Jem Hz)
1 373 CH 374 CH 373 CH
2 318 CH 31,8 CH; 316 CH;
3 719 CH 352tt(36e 722 CH 352,tt(36e 71,2 CH 359, tt(3,7¢
8,9) 8,9) 8,8)
4 424 CH; 42,4 CH, 38,1 CH:
5 1409 C 1409 C 404 CH
6 121,8 CH 535m 121,8 CH  534,m 298 CH:
7 318 CH 31,8 CH 1176 CH 5,15dd(2,0¢e
5,1)
8 321 CH 32,03 CH 139,7 C
9 503 CH 50,3 CH 496 CH
10 36,6 C 36,6 C 34,1 Cc
11 21,2 CHp 212 CH 21,7 CH,
12 399 CH: 39,9 CH» 39,7 CH:
13 424 C 42,4 C 42,4 Cc
14 569 CH 570 CH 55,3 CH
15 231 CH: 23,2 CH2 23,1 CH;
16 26,2 CH 26,2 CH 284 CH;
17 562 CH 56,1 CH 56,1 CH
18 12,0 CHsz 0,69, sl 122 CHs; 0,685l 123 CHsz 054,s
19 195 CHs 1,0,s 19,9 CHs; 10,5 13,1 CH; 0,80, s
20 36,3 CH 40,6 CH 40,4 CH
21 189 CHz 0,92,d(51) 21,3  CHs 1,01,sl 212 CHs 1,025l
22 338 CH: 1384 CH 5,16, dd (2,0 138,3 CH 5,14,dd(2,0e
e12,1) 12,1)
23 263 CH: 1294 CH 5,03, dd (3,6 1296 CH 5,01,dd(3,6e
e12,1) 12,1)
24 46,0 CH 51,4 CH 50,3 CH
25 293 CH 32,1 CH 32,0 CH
26 199 CHs 082,d 21,3 CH; 0,84,d 21,2 CHs; 0,85,d
27 195 CH; 078,d 195 CHs 0,805l 195 CHs; 0,80, sl
28 232 CH: 244  CH, 245  CH;
29 120 CHs 08235l 12,3 CHs; 0,80, sl 12,2 CHsz 0,80, sl

Fonte: Autoria propria.
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Figura 2 — Espectro de infravermelho da mistura de Ac-1, Ac-2 e Ac-3
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Figura 3 - Espectro de RMN de H (6, CDCls, 400 MHz) de Ac-1, Ac-2 e Ac-3
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Figura 4 — Expans&o do espectro de RMN de H (5, CDCls, 400 MHz)
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Figura 6 — Espectro de RMN de 3C (5, CDCls, 100 MHz) de Ac-1, Ac-2 e Ac-3
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Figura 7 — Expansio do espectro de RMN de **C (¢, CDCls, 100 MHz)
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Figura 8 — Expanséo do espectro de RMN de **C (6, CDCls, 100 MHz)
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Figura 9 — Expansio do espectro de RMN de **C (5, CDCls, 100 MHz)
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Caracterizacdo dos compostos quimicos Ac-4, Ac-5 e Ac-6

O espectro de IV (Fig. 11, p. 102) dos cristais amarelados retirados da C2.1 apresentou
uma banda larga em 3402 cm™ caracteristica de estiramento O—H, bandas em 2970 e 2924 cm"
L tipicas de ligagdo C—H de carbono sp®, além de uma banda de média intensidade em 1685 cm-
! sugerindo a presenca de carbonila. As duas bandas em 1485 e 1388 cm™ indicam dobramento
de ligagdo C-H, além de uma banda em 1076 cm™ sugestiva de ligacio C—O (PAVIA et al.,
2012).

Na analise dos dados de RMN de *H (5, Acetona-ds, 400 MHz) foi visualizado um
envelope de sinais entre on 2,5 — 0,95 (Fig. 12, p. 103) sugestivos de hidrogénios ligados a
carbono sp?, dos quais 7 deles foram associados a grupos metilicos em d4 0,95 (C-18); 1,20 (C-
19); 1,38 (C-21); 1,13 (C-26); 1,12 (C-27); 2,21 (C-28) e 1,01 (C-30). Na regido entre 1 5,80
— 6,94 (Fig. 13, p. 103) foram vistos sinais tipicos de prétons ligados a carbonos sp2. Além
disso, singletos em 01 6,60, 6,58 e 6,55 sugerem a presenca de hidrogénios aromaticos presentes
em estruturas do tipo norcucurbitacinas. (Achenbach et al, 1993). Através da observacdo da
integral desses ultimos sinais (Fig. 13, p. 103), numa proporcdo de 70 %, 25 % e 5 %,
respectivamente, foi possivel deduzir que a amostra se tratava de uma mistura de 3 compostos.

Na expansao do espectro mostrado na Figura 14 (p. 104) foi possivel perceber sinais
entre on 3,6 e 3,4 (m, H-2°, H-3’, H-4’ ¢ H-5") indicando a presenga de unidade osidica na
molécula, além de um dubleto em 6n 4,65 (J= 7,4 Hz, H-1") caracteristico de proton anomérico.
Tais dados sugerem a presenca de uma molécula de acucar do tipo g-glicose. (Tab. 5, p. 102)
(ACHENBACH et al., 1993; NAKANO et al., 1994).

No espectro de RMN de *C (Fig. 16, p. 105), técnica APT, foi possivel visualizar
aproximadamente 80 sinais, o que confirmou a presenca de mais de um composto na fracao
analisada. Foram observados dois sinais em campo baixo (Jc 213,8 e 212,7 — Fig. 17, p. 105)
sugestivos de carbonilas cetnicas presentes em triterpenos tetraciclicos de nucleo cucurbitano
(VALENTE, 2004) corroborando com o espectro de IV. Foi possivel visualizar ainda sinais na
regido de anéis aromaticos em oc 112,8; 145,2; 144,9; 122,3; 129,3 e 129,4 (Fig. 18, p. 106)
referentes aos carbonos do anel A do ndcleo tetraciclico C-1, C-2, C-3, C-4, C-5 e C-10, além
de sinais entre Jc 70,3 — 77,7 (Fig. 19, p. 106) que séo tipicos de carbonos de agucar, 0 que
reforca a presenca de unidade glicosidica ligada a um nucleo triterpénico.

Foi observado um sinal em aproximadamente em oJc 58,7 (Fig. 20, 107) que é
caracteristico do C-17 que possui uma cadeia lateral diretamente ligado a ele (ACHENBACH

et al., 1993). Nessa cadeia lateral foi identificada, alem da carbonila em oc 215,6 (C-22), 0s
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sinais em oc 29,6 e dc 29,4 (C-26 e C-27 — Fig. 21, p. 107), sugestivos de carbonos metilicos e
um sinal em Jc 79,6 (C-25), o que permitiu deduzir que o carbono 25 sustentava duas metilas e
uma hidroxila (HIMENO et al., 1992). Esses sinais foram atribuidos a0 composto majoritario
denominado de cayaponosideo Csy (Tab. 2, p. 99). Contudo, foi visualizado, também, um sinal
em oc 67,5 (Fig. 19, p. 106) referente ao carbono 17, quando este ndo sustenta uma cadeia
lateral e um outro sinal em Jc 208,6 (Fig. 17, p. 105) compativel com carbono de cetona da
posicdo 20 para este tipo de estrutura (ACHENBACH; HEFTER-BUBL; CONSTENLA,
1987). A presenca desse valor para o carbono 17 foi reforcada pelas interagdes vistas no mapa
de correlagéo heteronuclear HSQC entre o1 3,07/0c 67,8 (Fig. 22, p. 108) e no HMBC entre on
3,07/oc 49,5, 72,0, 208,4 e 19,7 (Fig. 23, p. 108) confirmando que o segundo composto ndo
tinha a cadeia lateral e que se tratava do cabenosideo C (Tab. 3, p. 100)

Para os carbonos 23 e 24 da cadeia lateral do cayaponosideo Csp (Ac-4) foram
visualizadas as correlacdes entre dn 2,85/0c 32,1 e o1 1,69/d¢ 38,0, no HSQC (Fig. 22, p. 108)
e entre on 2,86/0c 37,7; 215,3 e o1 1,69/6c 215,4; 32,0 e 29,3, no HMBC (Fig. 23, p. 108),
respectivamente, o que confirma que esses dois carbonos tém hibridizacio sp® e que os valores
em oc 32,0, 37,7, 215,4, e 29,3 podem ser atribuidos aos carbonos das posigdes 23, 24, 22 e 26-
27, respectivamente. Entretanto, a ocorréncia dos sinais em dc 120,6 e 155,3 (Fig. 18, p. 105)
apontam para a presenca de carbonos insaturados nas posic¢oes 23 e 24 indicando a presenca de
um isémero do composto Ac-4, ainda ndo evidenciado na literatura. No espectro de RMN de
'H foram vistos dois dubletos em on 6,81 e 6,94 (Fig. 13, p. 103), com constantes de
acoplamento de J =15,4 Hz, que juntamente com o sinal em Jc, 203,6 visto no RMN de *C
(Fig. 17, p. 105), sugere a presenca de hidrogénios vinilicos pertencentes a um grupamento
com carbonila a,fB-insaturada. Para dar suporte a esses dados foram visualizados, também, no
mapa de correlacdo heteronuclear - HSQC os sinais em 6+ 6,81/dc 120,6 e on6,94/6c 155,3 (Fig.
22, p. 108) e no HMBC, por meio de correlacGes indiretas, os acoplamentos entre on 6,81/d¢c
70,4, 155,2 e 203,5 e de dn 6,94/0c 70,4, 120,3, 203,3 e 29,4 (Fig. 23, p. 108), confirmando
30,4, 70,4, 120,3, 155,2 e 203,3 para as posicOes 26, 25, 23, 24 e 22, respectivamente.

De acordo com a interpretacdo dos sinais de IV e RMN, utilizando técnicas uni e
bidimensionais e, auxiliados pela comparacdo com os dados descritos na literatura
(ACHENBACH et al., 1993; HIMENO et al., 1994; NAKANO et al., 1994), foi possivel
deduzir que a mistura dos compostos tratavam-se de norcucurbitacinas, que possuem um anel
aromatico A comumente assinalado como um derivado 2,3-di-O-substituido. Foram
identificados 3 compostos nessa mistura (Fig. 10, p. 98), sendo 2 ja conhecidos na literatura:

cayaponosideo Csp (Tab. 2, p. 99) e cabenosideo C (Tab. 3, p. 100), bem como uma nova
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norcucurbitacina de nome quimico (9R, 13R, 14S, 16R)-17-((R, E)-2,6-dihidroxi-6-metil-3-
oxohept-4-en-2-il)-3,16-dihidroxi-4, 9, 13, 14-tetrametil-2-(((2R, 3R, 4S, 5S, 6R)-3,4,5-
trihidroxi-6-(hidroximetil) tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)-8,9,12,13,14,15,16,17-octa-hidro-
11H-ciclopenta [a] fenantreno-11-ona, denominada provisoriamente de fevicordina C»
glicosideo (Tab. 4, p. 101). As norcucurbitacinas sdo uma subclasse das cucurbitacinas e
apresentam estruturas conhecidas pela auséncia de uma metila na posicdo C-28 ou C-29. Ja
foram evidenciadas em espécies do género Fevillea, Cayaponia e Wilbrandia, todas
pertencentes a familia Cucurbitaceae (CHEN et al., 2005), porém identificadas pela primeira

vez no género Apodanthera.

Figura 10 — Estruturas quimicas de cayaponosideo Csh (Ac-4), cabenosideo C (Ac-5) e

fevicordina C; glicosideo (Ac-6)
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Fonte: Autoria propria.
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Tabela 2 — Dados espectroscopicos de RMN de *H e 3C (g, Acetona-d6, 400 e 100 MHz) de
cayaponosideo Csy (Ac-4) em comparacdo com Himeno et al., 1994 (6, CD30D, 400 e 100

MHz)

Cayaponosideo Csp

Himeno et al. (1994)

N©° oc, Tipo oH (J em Hz) oc Tipo oH (J em Hz)

1 1128 CH 6,60 (s) 1136 CH 6,57 (s)

2 1452 C 146,1 C

3 1449 C 1465 C

4 1223 C 1241 C

5 1293 C 1306 C

6 1256 CH  6,87(d, 10) 126,9 CH 6,87 (d, 10)

7 1272 CH  5,80(dd, 6,2, 10) 128,0 CH 5,80 (dd, 6, 10)

8 474 CH  256(m) 490 CH  256(d,6)

9 517 C 529 C

10 1294 C 129,1 C

11 2138 C 216,8 C

12 511 CH: 2,71 (d, 14,9) 52,7 CH: 2,72 (d, 15)
3,05 (d, 14,9) 3,02 (d, 15)

13 500 C 513 C

14 48,7 C 504 C

15 445 CHx 1,33(sl) 456 CH:  1,32(d, 14)
2,05 (m) 2,03 (dd, 9, 14)

16 70,7 CH  4,34(t,7,5) 726 CH  443(t7)

17 587 CH  253(m) 605 CH  247(d,7)

18 179 CHz 0,95(s) 21,1 CHs 0,94 (s)

19 26,7 CHs 1,20(s) 274 CHz 1,22 ()

20 798 C 816 C

21 252 CHs 1,38(s) 26,3 CHz 1,38 (9)

22 2156 C 2174 C

23 321 CH, 2,86(m) 336 CHy, 27-28(m)

24 379 CHx 1,69(79) 36,6 CH: 1,7(m)

25 799 C 839 C

26 294 CHs 1,13(5) 270 CHs 1,17 (s)

27 294 CHs 1,12(s) 271 CHz 1,17 (5)

28 112 CHs 221(s) 120 CHz  2,22(s)

30 20,2 CHs 1,01(s) 189 CHs  1,02(s)

Fonte: Autoria prépria.
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Tabela 3 — Dados espectroscopicos de RMN de *H e 3C (g, Acetona-d6, 400 e 100 MHz) de
cabenosideo C (Ac-5) em comparacdo com Nakano et al., 1994 (6, CsDsN, 400 e 100 MHz)

Cabenosideo C

Nakano et al. (1994)

N° oc  Tipo oH (J em Hz) oc Tipo on (J em Hz)

1 1127 CH 6,58 (s) 1134 CH 7,23 (s)

2 1449 C 1456 C

3 1451 C 146,1 C

4 1223 C 1230 C

5 1278 C 1276 C

6 1256 CH 6,88(d, 9,9) 125,3 CH 6,96 (d, 10,0)

7 1269 CH 5,82(dd, 6,2, 10) 126,4 CH 5,85 (dd, 6,35 e 10,25)

8 476 CH 254 (m) 474 CH 2,58 (d, 5,86)

9 505 C 513 C

10 1292 C 1289 C

11 212,7 C 2121 C

12 49,7 CH. 2,87 (m) 495 CH:  2,79(d, 14,65)
3,17 (m) 3,16 (d, 14,65)

13 490 C 490 C

14 495 C 492 C

15 442 CH. 221(sl) 442 CH:,  1,83(d, 13,68)

2,21 (dd, 8,78 e 13,68)

16 71,7 CH 4,66 (m) 71,7 CH 5,37 (t, 7,33)

17 67,7 CH 3,07 (m) 68,0 CH 3,40 (d, 6,35)

18 19,7 CHs 0,95 (s) 19,7 CHsz  0,88(s)

19 26,5 CHs 1,38(s) 26,8 CHz  1,46(s)

20 2086 C 2085 C

21 31,7 CHz 2,13(s) 31,7 CHs  215(s)

28 112 CHz 2,22(s) 11,7 CHsz  2,48(s)

30 178 CHz 1,01(s) 180 CHs  1,30(s)

Fonte: Autoria prépria.



101

Tabela 4 — Dados espectroscopicos de RMN de *H e 3C (g, Acetona-d6, 400 e 100 MHz) de
fevicordina C; glicosideo (Ac-6) em comparacdo com Achenbach et al., 1993 (J, CD30OD, 360

e 90,5 MHz)

Glicosideo de fevicordina C;

Achenbach et al. (1993)
Glicosideo de fevicordina C

N° oc Tipo oH (J em Hz) oc, Tipo oH (J em Hz)
1 1128 CH 6,58 (s) 1132 CH 6,66 (s)
2 1451 C 1446 C
3 1451 C 1447 C
4 1224 C 1248 C
5 1294 C 1312 C
6 1256 CH 6,88(d, 9,9) 24,8 CH; 2,84 (ddd, 18,9, 9)
2,64 (brdd, 18, 9, 9)
7 127,3 CH 5,82 (dd, 6, 2, 10) 20,2 CH 2,25(dddd, 15,9,9,7)
8 475 CH 440 CH 212 (brd, 7)
9 501 C 520 C
10 1293 C 1298 C
11 2138 C 2170 C
12 509 CH., 2,87 (m) 51,8 CH:> 2,90(d, 14,5)
2,67 (m) 2,64 (d, 14,5)
13 505 C 51,3 C
14 509 C 49,7 C
15 486 CH. 1,33(sl) 46,3 CH, 1,48 (brd, 13,5)
16 703 CH 4,48 (m) 71,6 CH 4,45 (brdd, 7,5, 7,0)
17 588 CH 266(d,7,9) 595 CH 253(d,7)
18 20,0 CHs 0,95 (s) 20,6 CHsz 0,94 (s)
19 298 CHs 1,20(s) 29,2 CHs 1,30(s)
20 799 C 799 C
21 26,0 CHz 1,37(s) 252 CHs 1,35(s)
22 2036 C 2050 C
23 1206 CH 6,81(d,15,4) 121,1 CH 6,76 (d, 15,5)
24 1553 CH 6,94 (d, 15,3) 1554 CH 6,94 (d, 15,5)
25 69,7 C 714 C
26 304 CHz 1,26(s) 29,2 CHz 1,28(s)
27 29,7 CHs 1,27 (s) 29,3 CHs 1,28(s)
28 112 CHz 2,22(s) 115 CHz 2,08 (s)
30 19,7 CHs 1,01(s) 20,0 CHs 1,00 (s)

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 5 — Dados espectroscopicos de RMN de *H e 3C (g, Acetona-d6, 400 e 100 MHz) do
radical D-glucopiranosil em comparacdo com Achenbach et al., 1993 (5, CD30D, 360 e 90,5

Transmittance £ (%T)

MHz)
D-glucopiranosil Achenbach et al. (1993)

N° oc Tipo oH (J em Hz) oc Tipo oH (J em Hz)
1’ 1045 CH 4,65 (d, 7,4) 105,0 CH 4,58 (d, 7,5)
2> 743 CH 3,6-3,4 (m) 74,7 CH 3,5-3,4 (m)
3 773 CH 3,6-3,4 (m) 776 CH 3,5-3,4 (m)
4 70,7 CH 3,6-3,4 (m) 70,8 CH 3,5-3,4 (m)
5> 77,7 CH 3,39 (m) 780 CH 3,34 (ddd)
6° 620 CH: 392(dd,2,8¢e12) 62,0 CH: 3,96 (dd, 12, 4)

3,80 (dd, 4,5 e 12) 3,84 (dd, 12, 4)

Fonte: Autoria propria.

Figura 11 — Espectro de infravermelho da mistura de Ac-4, Ac-5 e Ac-6
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Figura 12 - Espectro de RMN de H (d, Acetona-d6, 400 MHz) de Ac-4, Ac-5 e Ac-6
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Figura 13 — Expansdo do espectro de RMN de 'H (5, Acetona-d6, 400 MHz)
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Figura 14 — Expansdo do espectro de RMN de 'H (6, Acetona-d6, 400 MHz)
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Figura 15 — Expansdo do espectro de RMN de 'H (6, Acetona-d6, 400 MHz)
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Figura 16 — Espectro de RMN de °C (6, Acetona-d6, 100 MHz) de Ac-4, Ac-5 e Ac-6
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Figura 17 — Expansdo do espectro de RMN de *C (5, Acetona-d6, 100 MHz)
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Figura 18 — Expansio do espectro de RMN de **C (6, Acetona-ds,
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Figura 19 — Expanséo do espectro de RMN de **C (o, Acetona-ds6,
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Figura 20 — Expanséo do espectro de RMN de *3C (5, Acetona-d6, 100 MHz)
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Figura 21 — Expansio do espectro de RMN de *C (5, Acetona-d6, 100 MHz)
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Figura 22 — Mapa de contorno HSQC — 'H x *C de Ac-4, Ac-5 e Ac-6
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Figura 23 — Mapa de contorno HMBC — 'H x *C de Ac-4, Ac-5 e Ac-6
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Atividade Hemolitica

O potencial da FHC-Ac e FDC-Ac para promover danos a membrana eritrocitaria foi
avaliado pelo ensaio hemolitico, que permite investigar a capacidade de um produto promover
a formacéo de poros ou causar ruptura da membrana dos eritrécitos. N&o ocorreu hemolise para
as concentragGes de 10 e 100 pg mL™. Logo, o potencial hemolisante (Ph) foi calculado apenas
para a concentragdo de 1000 pug mL™, apresentando Ph = 1,80% para a FHC-Ac e Ph = 0,28%
para a FDC-Ac.

Embora estes estudos relatem a baixa ou nenhuma toxicidade, o fato de haver a
presenca de saponinas nos extratos poderia acarretar numa maior toxicidade, pois as saponinas,
por possuir carater anfifilico, geralmente apresentam interacées com as membranas celulares,
incluindo acdo hemolitica e ictiotoxica (SIMOES et al., 2007).

O potencial dos extratos A. Congestiflora para promover danos a membrana dos
eritrocitos também foi avaliado neste por Pereira (2017), e Videres (2017), usando 0 ensaio
hemolitico. Nesses estudos foram investigados os extratos obtidos das raizes. Videres (2017)
ndo verificou capacidade hemolitica significante do extrato hidroalcoodlico, enquanto Pereira

(2017), na investigacdo da fase acetato ndo evidenciou indicios de hemolise.

Toxicidade Aguda

As plantas sintetizam uma enorme gama de metabolitos secundarios, frequentemente
relacionados a mecanismos de defesa do vegetal frente a predadores e patdgenos. As espécies
toxicas sdo aquelas com capacidade de produzir substancias que podem causar alteracoes
metabdlicas danosas ao homem e aos animais. A toxicidade apresentada por uma espécie
vegetal pode estar associada a fatores relacionados ao individuo, a planta, ao modo de exposic¢ao
e a questdes ambientais. A intoxicacdo, aguda ou cronica, causada por plantas é de dificil
diagndstico, assim como a associa¢ao entre os sintomas e 0 consumo e/ou contato com algumas
espécies apresenta uma grande dificuldade de ser estabelecida (CAMPOS et al., 2016).

Nessa perspectiva, os testes de toxicidade aguda e cronica realizadas de forma pré-
clinica constituem estratégias importantes na triagem de espécies vegetais com potencialidade
terapéutica. 1sso porque os registros etnofarmacoldgicos de plantas ndo sdo suficientes para
atestar a sua seguranca.

As potencialidades terapéuticas de plantas que pertencem a familia Cucurbitaceae é

reconhecida desde a historia antiga. Essas espécies eram valorizadas por causa das propriedades
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medicinais a elas atribuidas. Por outro lado, frequentemente causavam medo por causa de sua
alta toxicidade (DANTAS, 2008).

Assim, uma etapa inicial para a validacéo das propriedades medicinais do caule de A.
Congestiflora foi a realizagdo dos testes de toxicidade aguda. Segundo a OECD 423 a dose
inicial nos experimentos deve ser selecionada entre um dos quatro niveis fixados (5, 50, 300
e 2000 mg kg de massa corporal), sendo escolhida aquela com maior probabilidade de
causar mortalidade nos animais testados. Nesse sentido, os animais foram tratados com a
FDC-Ac na dose de 2000 mg kg™ via oral (v.0), tendo em vista a constatagdo de sinais de
toxicidade pelos animais em um estudo de Pereira (2017), realizado com a fase acetato obtida
das raizes da planta.

Na primeira etapa da avaliacdo, denominado teste hipocratico, foram observados
sinais clinicos de toxicidade. Por conseguinte, 0os animais apresentaram varias alteracoes
comportamentais, sobretudo, 4 horas ap6s a administracdo da fase, tais como: aumento da
micgdo e defecacéo, perda de reflexo de endireitamento, ataxia, ptose palpebral, taquicardia
e alteracBes respiratorias. Além disso, a FDC-Ac causou mortalidade de um animal no
periodo de 24 horas. Esse ultimo evento motivou a repeticdo do experimento, de acordo com
o0 protocolo OCDE 423, sendo constatada novamente um 6bito ao longo dos 14 dias.

Na Tabela 6, pode ser observado um aumento no consumo de &gua e redugdo no
consumo de ragéo pelos animais testados em relagdo aos do grupo controle, sinais sugestivos
de toxicidade que devem ser levados em consideracao, ainda que discretos, ja que 0s animais

ndo apresentaram ganho de peso na mesma propor¢do que os do grupo controle.

Tabela 6 — Evolucéo ponderal e consumo de &gua e racdo dos grupos controle e tratado com a
FDC-Ac do caule de A. congestiflora no experimento de toxicidade aguda (2000 mg kg™)

Massa (g) Consumo de 4gua  Consumo de ragao
por animal (mL) por animal (g)
Inicial Final
Controle 28,2+ 1,58 36,0+1,01 9,97 +£0,15 7,89 +£0,25
FDC-Ac 26,3+1,81 30,6 +1,47* 12,84+ 0,87* 6,49 £ 0,98

*p<0,05. Significativos apds analise de variancia (ANOVA) de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni com
intervalo de confianca de 95%, quando comparados ao grupo controle.
Fonte: Autoria prépria.

A reducéo no consumo de ragéo pelo grupo tratado com a FDC-Ac, corrobora os dados
do peso final dos animais, denota um ganho ponderal inferior ao obtido pelo grupo controle ao



111

longo dos 14 dias de experimento, sugerindo uma possivel toxicidade atrelada a fase na dose
testada. Esse fato pode ser explicado pela capacidade de alguns principios ativos toxicos
causarem apatia, anorexia e diarreia, sintomas que podem levar a uma perda de peso ou
emagrecimento progressivo de individuos expostos (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO,
2008).

Nesse aspecto, ao longo da investigacdo quimica da FDC-Ac realizada no presente
trabalho foram isoladas 3 norcucurbitacinas, identificadas como cayaponosideo Csp,
cabenosideo C e fevicordina C. glicosideo. As cucurbitacinas sdo compostos bioativos
encontrados na maioria das espécies da familia Cucurbitaceae e de seus géneros. Esses
compostos apresentam em sua maioria elevada toxicidade e amplo espectro de atividades
bioldgicas, incluindo a citotoxica (VALENTE, 2004). A presenca desses constituintes pode
explicar a relativa toxicidade da FDC-Ac, muito embora os testes in vitro da atividade
hemolitica dessa fase ndo tenham evidenciado toxicidade significativa.

Foi evidenciado, ainda, um aumento significativo do tamanho e da massa do figado dos
animais tratados com o FDC-Ac na dose utilizada (Tab. 7), fato sugestivo de hepatomegalia
provocada por constituintes presentes na fase. Podemos sugerir que na dose utilizada, a FDC-
Ac pode estar envolvida em vias metabdlicas que estejam ligadas diretamente ao figado, ja que
0 mesmo é responsavel pela metabolizagdo de véarias substancias enddgenas e exdgenas
(GUYTON; HALL, 2017). Somado a isso, também foi observado um aumento dos niveis
séricos das transaminases (Tab. 8), enzimas importantes em eventos de dano hepatico,

corroborando a hepatomegalia constatada na avaliagdo macroscopica e quantitativa.

Tabela 7 — Massa absoluta dos érgdos dos grupos controle e tratado com a FDC-Ac no

experimento de toxicidade aguda na dose de 2000 mg kg

Indice dos 6rgaos
Pulmao Coracao Rim Figado Baco
Controle 0,15+0,01 0,13+0,01 0,42+0,03 1,66 + 0,04 0,22 £ 0,07
FDC-Ac 0,14+0,02 0,12+0,02 046+0,01 247+0,06* 0,24+0,03

Grupo

*p<0,05. Significativos apos andlise de variancia (ANOVA) de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni com
intervalo de confianca de 95%, quando comparados ao grupo controle.
Fonte: Autoria propria.

A aparente dissociacdo ou divergéncia de resultados bioldgicos in vitro quando
comparados aos in vivo € um episodio muito frequente e recorrente na pesquisa quimico-

medicinal, principalmente por conta da complexidade da fisiologia e dos processos
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metabolicos. Por esse motivo, 0s ensaios in vitro devem ser considerados como uma etapa
inicial na fase ndo clinica de estudos com novas substancias.

Além disso, a toxicidade evidenciada no ensaio in vivo pode ndo estar relacionada
diretamente a toxicidade em hemacias. Essa proposicdo foi confirmada pelo hemograma
completo do sangue periférico dos animais (Tab. 8) que ndo apresentou alteracbes nos

parametros hematologicos, corroborando os dados obtidos in vitro no teste de hemdlise.

Tabela 8 — Parametros bioquimicos e hematoldgicos dos grupos controle e tratado com a fase

FDC-Ac no experimento de toxicidade aguda (2000 mg kg™)

Teste Controle FDC-Ac
Ureia (mg dL?) 16,43 + 2,03 18,1 + 1,33
Creatinina (mg dL?) 0,41 +£0,09 0,42 £0,03
AST (U LY 10,93 £ 4,30 12,42 £ 5,61
ALT (ULY 16,57 £ 9,50 19,28 + 8,65
8 | F. Alcalina (U LY) 26,42 £6,71 31,36 + 8,24
E | P. Total (g dL?) 3,67 +1,12 4,63 +0,62
S | Albumina (g dL™) 1,44 +0,26 1,68 +0,11
@ | Glicose (mg dLY) 101+8,8 116 £4,21
Colesterol Total (mg dL?) 127,67 £ 29,38 116, 23 £ 32,3
Triglicerideos (mg dL?) 47,33 +7,48 43,67 + 3,61
Bilirrubina Total (mg dL™?) 0,62+ 0,17 0,61+ 0,12
Gama-GT (mg dL™?) 20,36 +4,29 19,37 + 3,84
Hemacias (mm?®) 5,29 £ 0,33 574+ 0,41
Hemoglobina (g dL™) 15,14 £ 0,03 14,63 £ 0,05
Hematdcrito (%) 46 + 1,31 44 + 1,46
o | VCM (fL) 45,53 + 0,05 44,24 + 0,07
:§, HCM (pg) 16,54 + 0,07 15,39 + 0,01
S | CHCM (%) 35,67 £ 0,32 34,93+0,28
£ | Plaguetas (mm®) 162,08 + 0,26 148,68 + 0,21
T | Leucdcitos totais (mm?3) 6,00 + 0,48 4,50 + 0,29
Neutréfilos segmentados (%) 40 45
Eosinofilos (%) 01 04
Linfocitos (%) 57 50
Monocitos (%) 02 01

*p<0,05. Significativos apds analise de variancia (ANOVA) de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni com

Diferentemente dos resultados da analise macroscopica do figado dos animais

submetidos ao teste de toxicidade aguda, na avaliacdo de outras enzimas hepéticas e metabdlitos

intervalo de confianca de 95%, quando comparados ao grupo controle.
Fonte: Autoria prépria.
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envolvidos diretamente em vias hepéticas, como a Gama — GT e a bilirrubina, ndo foram
constatadas alteracGes significativas. Nesse sentido, se faz necessaria a realizacao de avaliacdes
mais especificas de lesdes do tecido hepatico, tais como a avaliagdo imuno-histoquimica e ultra
estrutural das lesbes, pois sdo técnicas que exibem ampla dimensdo do grau de
comprometimento hepatico induzido por produtos naturais (SCHONS et al., 2007).

A toxicidade de um composto exdgeno pode se manifestar por meio de danos celulares
em diferentes estruturas teciduais, desencadeando modificagdes fisioldgicas, principalmente na
funcdo hepatica e renal. O metabolismo de uma forma geral também é susceptivel a alteraces,
as quais foram observadas neste estudo através dos parametros hematolégicos e bioquimicos.
E por esse motivo que a analise da toxicidade de qualquer substancia é um processo complexo
e multifatorial, pois a manifestacdo dos danos pode ser silenciosa, aparente ou até ser expressa
devido a multiplas exposi¢Ges ao agente supostamente toxico. Por causa desses fatores, este
experimento é uma etapa inicial e preliminar no estudo da toxicidade de qualquer agente,
incluindo os de origem natural (OECD, 2001).

Entdo, baseado nessas premissas ndo € possivel estabelecer ou chancelar a toxicidade
de uma substancia de forma simples. Nesse sentido, apesar dos aparentes danos hepaticos
preliminares, ndo ocorreram alterac@es significativas nos demais 6rgdos analisados e também

nos exames séricos, principalmente de fungéo renal e de metabolismo da glicose e do colesterol.

Atividade anti-inflamatéria

A resposta inflamatéria num determinado sitio anatdmico significa um conjunto de
reacGes pontuais e gerais de um organismo frente a um agressor. Ela é formada de uma
variedade de fenbmenos complexos, os quais se ligam e se complementam entre si numa reacdo
em cascata (COELHO, 2009).

O processo inflamatorio pode se constituir num fendmeno benéfico para a manutencéo
da homeostase do organismo. Entretanto, seus efeitos subsequentes podem se reverter em danos
até mais relevantes que o processo patoldgico que lhe deu origem. Um exemplo claro e
contemporaneo desse processo é o fendbmeno batizado como tempestade de citocinas, a qual
provoca um dano celular e tecidual dramatico e perturbador para o0 organismo, cursando como
um evento sistémico. Nesse caso, uma das terapias testadas com relativo sucesso € a aplicacdo
de corticoide sisttmico, um potente medicamento anti-inflamatério. Os glicocorticoides
poderiam modular a lesdo inflamatoéria do pulmao e, assim, diminuir os casos de evolucdo para
insuficiéncia respiratéria e morte (RECOVERY COLLABORATIVE GROUP, 2020).
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Na perspectiva de terapias farmacoldgicas efetivas, a classe dos medicamentos anti-
inflamatorios é considerada de elevada efetividade e seguranca, entretanto um fator
complicador para essas substancias sdo os seus efeitos colaterais, sobretudo gastrointestinais e
renais no caso dos anti-inflamatdrios ndo esteroides (AINES) ou Sindrome de Cushing,
hiperglicemia, retencdo de liquidos, entre outros, quando tratamos dos agentes corticoides
(RANG; DALE, 2016). Essas desvantagens dos medicamentos anti-inflamatérios sintéticos
motivam a pesquisa de alternativas terapéuticas eficazes e de menor espectro de reacdes
adversas. Assim, os produtos de origem natural se constituem em alvos importantes para a
descoberta de novos principios ativos, de menor custo e menores danos ao organismo do
paciente.

Os ensaios ndo clinicos sdo a primeira visualizacdo de eficacia e seguranca de qualquer
substancia de interesse, constituindo uma triagem importante. O edema de pata induzido por
carragenina é um dos modelos animais mais consolidados e de relativa eficiéncia na pesquisa
de substancias com atividade anti-inflamatdria. Esse modelo é frequentemente estudado para
compreender a eficacia de um composto frente a inflamacéo aguda. Os processos de sinalizacédo
que sdo direcionados por esses compostos demonstram seu potencial para a mitigacdo da
inflamacgéo (BASU et al., 2017).

Para a avaliacdo do potencial anti-inflamatério da FDC-Ac foi escolhido o modelo de
edema de pata induzido por carragenina nas doses de 7,5, 15 e 30 mg kg™ por massa de animal.
As doses escolhidas foram baseadas em experimentos realizados anteriormente pelo nosso
grupo de pesquisa tendo em vista que a partir da avaliacdo da toxicidade aguda na dose de 2.000
mg kg foi constatado o dbito de um animal. O experimento foi repetido com a dose de 300 mg
kg™, o qual corroborou o resultado obtido no teste anterior. Desta forma foi escolhida como a
maior dose a ser testada a de 30 mg kg™ correspondente a 10% da segunda maior dose
recomendada pelo protocolo da OCDE.

A partir da Figura 24 foi possivel observar que a fase diclorometano (codificada como
FDPA-Ac) foi capaz de reduzir o edema de forma continua e sustentada nas 5 horas de
observacdo, ndo havendo diferenca estatistica entre as doses testadas. Nessa perspectiva,
sugere-se que o efeito dessa fase ndo é dose-dependente, algo positivo, pois esse fato permite
que seja obtido um efeito anti-inflamatdrio pronunciado mesmo com a administracao de baixas

doses, o que levaria supostamente a um menor risco de toxicidade.
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Figura 24 — Edema de pata induzido por carragenina em camundongos dos grupos controles e
tratados com a fase FDPA-Ac. (A) Aumento da espessura da pata apds 1 hora de avaliacéo.
(B) Aumento da espessura da pata ap0s 2 horas de avaliacdo. (C) Aumento da espessura da

pata apos 3 horas de avaliagdo. (D) Aumento da espessura da pata apés 4 horas de avaliacéo.
(E) Aumento da espessura da pata apds 5 horas de avaliacao.
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Os resultados sdo expressos como média + SEM de trés repeticoes.

Fonte: Autoria propria.
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O maior percentual de inibicdo do edema (Tab. 9) ocorreu ap6s 2 horas, na dose de 7,5
mg kg (66,6%), fato que se repetiu de forma semelhante até a quarta hora de observagdo. Na
quinta hora a dose mais efetiva foi a 30 mg kg™ (64,3%). Esse fendmeno pode ser explicado
pelo fato da administracdo da maior dose conseguir manter uma concentracdo plasmatica
suficiente para manter a inibicdo da inflamagdo por um maior tempo. Nesse caso, se faz
necessaria uma avaliagdo posterior da farmacocinética dessa fase para verificar e validar essas

observacdes preliminares.

Tabela 9 — Inibicdo do edema de pata induzido por carragenina em camundongos dos grupos

controles e tratados com a fase FDC-Ac

Grupo Dose (v.0.) Inibicdo (%)

1h 2h 3h 4 h 5h
Controle negativo
Dexametaxona 10,0 mg kgt 70,2 81,8 88,5 83,6 79,5
FDPA-Ac 1 30,0mgkg! 375 48,4 49,7 51,2 64,3
FDPA-Ac 2 150 mg kgt 27,6 42,8 52,4 51,6 57,3
FDPA-Ac 3 7,5 mg kg™ 58,7 66,6 62,7 61,3 60,9

Fonte: Autoria prépria.

A atividade anti-inflamatdria de Apodanthera congestiflora foi citada por levantamentos
etnofarmacoldgicos e em estudos anteriores realizados com as suas raizes, 0s quais também
validaram o conhecimento popular a cerca dessa espéecie (PEREIRA, 2017; VIDERES, 2017).
Vale salientar que as 3 norcucurbitacinas (Figura 2) evidenciadas no estudo de bioprospeccao
quimica estavam presentes na FDC-Ac e podem estar envolvidas na atividade anti-inflamatéria
observada nos ensaios farmacoldgicos (VALENTE, 2004; CHEN, 2005).

Conclusdo

Os dados obtidos demonstraram que Apodanthera congestiflora (cabega-de-nego) é uma
espécie relevante na busca por compostos farmacologicamente ativos. Das fases hexanica
(FHC-AC) e diclorometano (FDC-Ac), provenientes do extrato dos caules, foram obtidos 6
compostos. A andlise espectroscopica permitiu identifica-los como sendo 3 fitosterois
comumente encontrados em espécies vegetais, denominados f-sitosterol (Ac-1), estigmasterol
(Ac-2) e espinasterol (Ac-3), duas saponinas triterpénicas de nucleo cucurbitano pertencentes a
classe das 29-norcucurbitacinas e identificadas como cayaponosideo Csy (Ac-4) e cabenosideo
C (Ac-5), obtidas pela primeira vez no género Apodanthera, além de uma nova substancia da

mesma classe denominada fevicordina C glicosideo (Ac-6).
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O teste de hemolise in vitro apresentou baixo potencial toxico das fases, no entanto, o
ensaio de toxicidade aguda indicou que a fase FDC-Ac tem toxicidade importante nas condi¢des
avaliadas. Foi evidenciado que a FDC-Ac possui atividade anti-inflamatoria durante as 5h
subsequentes a injuria (edema de pata) induzida por carragenina. A resposta observada nao foi
dose-dependente e a dose de 7,5 mg kg™ atingiu 66,6% de reducdo da inflamacéo na segunda
hora de observacgéo, sendo uma dose consideravelmente baixa, levando-se em consideracédo que
se trata de uma fase organica e ndo de substancia isolada.

Esses dados revelam que A. congestiflora é uma fonte de cucurbitacinas e, por isso, €
possivel atribuir a ela uma gama enorme de potencialidades farmacolégicas. As cucurbitacinas
sdo massivamente estudadas quanto a sua toxicidade na busca por agentes anti-neoplasicos,
como também outras diversas atividades biologicas incluindo o efeito anti-inflamatorio
apontado neste estudo. Mais investigacGes devem ser realizadas a fim de testar as moléculas
isoladas e purificadas, visando elucidar os mecanismos de acao tanto da toxicidade quanto da

reducdo da inflamacao.

*Este artigo sera submetido no periddico Molecules (ISSN 1420-3049).
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6 CONCLUSOES

O presente estudo permitiu construir um importante arcabouco cientifico a respeito da
espécie Apodanthera congestiflora. A caracterizacdo fisico-quimica da droga vegetal obtida
dos caules forneceu dados como pH, umidade, cinzas, tamanho de particula, fluxo de
escoamento e perfil de degradacéo térmica por métodos analiticos, informacdes fundamentais
no processo de desenvolvimento de produtos fitoterapicos que poderdo servir de base para
futuras investigacOes envolvendo os caules da espécie.

No estudo fitoquimico, a fase diclorometano dos caules de A. congestiflora (FDC-Ac)
proporcionou a obtencdo e identificacdo de uma nova saponina triterpénica de nucleo
cucurbitano pertencente a classe das norcucurbitacinas, denominada temporariamente de
fevicordina C; glicosideo, além de outras duas substancias da mesma classe ja conhecidas na
literatura como cayaponosideo Cs, e cabenosideo C (evidenciadas anteriormente nas espécies
Cayaponia tayuya e Caputo nigri, respectivamente) detectadas pela primeira vez no género
Apodanthera.

Ensaios de toxicidade in vitro apontaram que a fase hexano (FHC-Ac) e FDC-Ac
possuem baixa toxicidade em eritrocitos humanos, porém o ensaio de toxicidade aguda in vivo
realizado apenas com a FDC-Ac apresentou mortalidade de um animal do grupo tratado no
periodo de 24 horas, além de alteracbes bioquimicas, morfologicas (hepatomegalia) e
comportamentais dos outros camundongos que indicam toxicidade, como aumento da micgéo
e defecacdo, perda de reflexo, ataxia, ptose palpebral, taquicardia e alteracdes respiratorias,
constatando assim que a FDC-Ac é toxica na dose de 2000 mg kg™.

A atividade anti-inflamatoria in vivo foi proposta para a FDC-Ac, que mostrou ser capaz
de reduzir o edema de pata induzido por carragenina de forma continua e sustentada nas 5 horas
de observacéo, ndo havendo diferenca estatistica entre as doses testadas (30, 15 e 7,5 mg kg™2).
E importante salientar que a mistura de cucurbitacinas obtidas no processo fitoquimico pode
sugerir que os efeitos toxicos e anti-inflamatdrios observados nos ensaios in vivo sejam fruto

da acdo destas substancias.
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ANEXO 1 — Certificado de aprovacéo da pesquisa com animais pela CEUA/UEPB

Pré-Reitoria de P6s-Graduagéo e Pesquisa

% Universidade Estadual da Paraiba

Y, COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

Campus | — Campina Grande - PB.

U E P B e-mail: ceuauepb@gmail.com

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado ESTUDO FITOQUIMICO E FARMACOLOGICO DO
CAULE DE Apodanthera congestiflora (CUCURBITACEAE) VISANDO A OBTENGAO
DE BIOPRODUTOS, protocolado sob o CEUA n° 002/2020, sob a responsabilidade do
Prof. Dr. Harley da Silva Alves envolve o uso de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebra (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica - encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei 11.794, de 8 de outubro de 2008, com 0 decreto 6.899
de 5 de julho de 2009, com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Estadual da Paraiba, em reuniao de 13/10/2020.

Vigéncia da Proposta: de 10/2020 a 12/2020

Procedéncia dos animais: Centro de Bioterismo da UEPB
Espécie: Mus musculus (camundongos)

Linhagem: Swiss

Sexo: Machos e Fémeas

Idade: 60 dias

Numero de animais autorizados: 75 (60 machos e 15 fémeas)
Peso: 25a35¢g

Infor magao ao pesquisador :

Lembramos que o pesquisador responsavel devera encaminhar 8 CEUA-UEPB o Relatério Final
baseado na conclusao do estudo e na incidéncia de publicagdes decorrentes deste, de acordo com o
disposto na Lei n°. 11.794 de 08/10/2008, e Resolugdo Normativa n°. 01, de 09/07/2010 do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal-CONCEA. O prazo para entrega do
Relatério é de até 30 dias apés 0 encerramento da pesquisa, prevista para conclusao em
12/2020.

Campina Grande, 14 de outubro de 2020

e'//(,ggxé fedia cddor Srorler
Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais/UEPB
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ANEXO 2 — Comprovante de submissdo de artigo no periodico Journal of Thermal Analysis
and Calorimetry (JTAC)

29/10/2020 Email — Geovana Guedes — Outlook

JTAC-D-20-02919 - Submission Notification to co-author

Journal of Thermal Analysis and Calorimetry (JTAC) <em@editorialmanager.com>
Sab, 05/09/2020 12:06
Para: Geovana Silvestre <geovana_guedes@hotmail.com>

Re: "Quality control design from Apodanthera congestiflora Cogn. plant drug: a Cucurbitaceae
from Northeast Brazil"

Full author list: Harley Alves; Geovana Silvestre; Renally Lucena; Sara Araujo; Genil Oliveira;
Geovani Guimaraes

Dear Miss Silvestre,

We have received the submission entitled: "Quality control design from Apodanthera congestiflora
Cogn. plant drug: a Cucurbitaceae from Northeast Brazil" for possible publication in Journal of
Thermal Analysis and Calorimetry, and you are listed as one of the co-authors.

The manuscript has been submitted to the journal by Dr. Dr. Harley Alves who will be able to track
the status of the paper through his/her login.

If you have any objections, please contact the editorial office as soon as possible. If we do not
hear back from you, we will assume you agree with your co-authorship.

Thank you very much.
With kind regards,

Springer Journals Editorial Office
Journal of Thermal Analysis and Calorimetry

**Qur flexible approach during the COVID-19 pandemic**

If you need more time at any stage of the peer-review process, please do let us know. While our
systems will continue to remind you of the original timelines, we aim to be as flexible as possible
during the current pandemic.

This letter contains confidential information, is for your own use, and should not be forwarded to
third parties.

Recipients of this email are registered users within the Editorial Manager database for this journal.
We will keep your information on file to use in the process of submitting, evaluating and publishing
a manuscript. For more information on how we use your personal details please see our privacy
policy at https://eur02.safelinks.protection.outlook.com/?
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In compliance with data protection regulations, you may request that we remove your personal
registration details at any time. (Use the following URL:
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