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RESUMO

Jacaranda ulei é uma espécie do Cerrado utilizada na medicina tradicional e tem sido
indicada para o tratamento de doencas de pele, reumatismo, trato urinario, disenteria e
processos inflamatdrios. Estudos fitoquimicos demonstraram a presenca metabolitos
secundarios com atividade anti-inflamatoria em alvos bioldgicos de outras espécies desse
género. Contudo, até o presente momento, ndo existem estudos sobre o potencial anti-
inflamatdrio da referida espécie. Assim, o presente estudo investigou possiveis efeitos anti-
inflamatdrios e citotoxicos do extrato bruto e fragdes das partes aéreas de Jacaranda ulei em
células da linhagem J774 e em peixe zebra. Em seguida, a viabilidade celular foi avaliada
por meio do método de conversdo do azul de tiazolil (MTT) e a producdo de 6xido nitrico
(NO) foi quantificada nos sobrenadantes das culturas pelo método de Griess. Os ensaios com
embrides de peixe zebra foi realizada em microplacas de 96 pog¢os com 250 ul de
concentracdo, um total de 60 organismos por concentragdo e duracdo de 96h. Os dados
obtidos mostraram que houve reducéo da viabilidade celular em concentracGes superiores a
100 pg/mL (P < 0,05). Portanto, 0 extrato de Jacaranda ulei apresentou um efeito sobre a
citotoxicidade de modo dose-dependente estimulando a proliferacdo celular em
concentragdes menores. O extrato foi capaz de reduzir a producdo de NO em todas as
concentragdes do extrato, sendo que nas concentragdes 100 e 25 pg/mL este efeito foi mais
pronunciado. E em peixes zebra ndo foram observados efeitos subletais e letais em Jacaranda
ulei. Assim, um agente que previna a liberacdo desses mediadores pode indicar atividade
anti-inflamatoria. Contudo, mais estudos sdo necessarios para comprovar o potencial efeito
anti-inflamatorio da espécie Jacaranda ulei, além da caracteriza¢do quimica e identificacéo
dos componentes biologicamente ativos.

Palavras-chaves: Jacaranda ulei, plantas medicinais, citotoxicidade, éxido nitrico, cerrado.



ABSTRACT

Jacaranda ulei is a Cerrado species used in traditional medicine and has been indicated for
the treatment of skin diseases, rheumatism, urinary tract, dysentery and inflammatory
processes. Phytochemical studies demonstrated the presence of secondary metabolites with
anti-inflammatory activity in biological targets of other species of this genus. However, to
date, there are no studies on the anti-inflammatory potential of this species. Thus, the present
study investigated possible anti-inflammatory and cytotoxic effects of the crude extract and
aerial parts fractions of Jacaranda ulei in J774 lineage cells and in zebrafish. Then, cell
viability was evaluated using the thiazolyl blue (MTT) conversion method and the production
of nitric oxide (NO) was quantified in the culture supernatants by the Griess method. Assays
with zebrafish embryos were performed in 96-well microplates with 250 ul concentration, a
total of 60 organisms per concentration and duration of 96h. The data obtained showed that
there was a reduction in cell viability at concentrations above 100 ug/mL (P < 0.05).
Therefore, Jacaranda ulei extract showed a dose-dependent effect on cytotoxicity, stimulating
cell proliferation at lower concentrations. The extract was able to reduce the production of
NO at all concentrations of the extract, and at concentrations 100 and 25 pg/mL this effect
was more pronounced. And in zebra fish, sublethal and lethal effects were not observed in
Jacaranda ulei. Thus, an agent that prevents the release of these mediators may indicate anti-
inflammatory activity. However, more studies are needed to prove the potential anti-
inflammatory effect of the Jacaranda ulei species, in addition to the chemical

characterization and identification of biologically active components.

Keywords: Jacaranda ulei, medicinal plants, cytotoxicity, nitric oxide, shut.
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I. INTRODUCAO

1. O Cerrado

O Cerrado € o segundo maior bioma brasileiro, sendo superado em area apenas pela
Amazonia. Ele cobre aproximadamente 25% de todo o territorio do pais. Esta area abrange
o sul do Mato Grosso, o norte do Piaui, o oeste da Bahia, o sul do Maranh&o, os Estados de
Goias, Tocantins, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Rondonia e S&o Paulo, e o Distrito
Federal (Figura 1) (SOARES et al., 2017).

Figura 1. Mapa de Localizacédo do Bioma Cerrado (Adaptado de CORTELO et al,

2021). Imagem do Laboratdrio de Farmacognosia.

O Cerrado possui formacgdes campestres, savanicas e florestais, sendo muito
diversificado e peculiar. Apresenta um mosaico de vegetacdo que abrange desde plantas
herbaceas até espécies lenhosas (Figura 2) (MIRANDA, 2014). A vegetacdo do bioma é
caracterizada como aberta ou floresta semidecidual, possui habitats xerofiticos, mésicos e
enclaves com regiGes Umidas, caracterizada por arvores de médio porte, galhos e troncos
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retorcidos, raizes densas e acomodadas a uma menor pluviosidade (REIS et al, 2019). Os
principais fatores responsaveis pelas diferentes fisionomias da vegetacdo e padrdes de
composicoes floristicas sdo as duas estacdes bem definidas: seca e chuvosa, disponibilidade
hidrica, textura e disponibilidade de nutrientes no solo, fogo, herbivora entre outros fatores
(SILVA JUNIOR et al, 2012).

Figura 2. Bioma Cerrado: vegetacdo do cerrado (Foto tirada no condominio

residencial Santos Dumont, Santa Maria-DF).

Essa variedade nos tipos de vegetacdo do Cerrado explica a sua vasta biodiversidade.
O Cerrado € o lar de aproximadamente 12.700 espécies de plantas vasculares conhecidas, das
quais 35% sdo endémicas e possui a maior diversidade de plantas de qualquer regido de
savana do mundo (FORZZA et al. 2012; BFG 2018). Porém, o Cerrado tem sido
historicamente desvalorizado, apesar de sua biodiversidade. Tanto pelo governo brasileiro,
como por ONGs internacionais que véem as florestas tropicais da Amazénia e do Atlantico
como mais valiosas (ANTAR, 2019).

O Cerrado ¢é predominantemente dominado pelo clima tropical, com estacOes
chuvosas e secas claramente diferenciadas e temperaturas médias anuais que variam de 18 a
22°C e 23 a 27°C no centro-sul e norte da regido, respectivamente. A umidade relativa do ar
alcanca taxas entre 38 e 40% no inverno seco, enquanto no periodo chuvoso, a umidade é
elevada, atingindo 97%. A maioria dos solos sdo latossolos acidos (mais de 45%), areias

quartzosas, podzolicos, plintossolo, litossolos entre outros, com alta saturacdo de aluminio e

16



capacidade de fixacdo de fosforo, mas baixa disponibilidade de nutrientes e capacidade de
retencdo de 4gua (PEREIRA et al., 2019).

Cerca de metade dos 2 milhdes de kmz2 originais do Cerrado foram transformados em
pastagens, culturas anuais e outros tipos de uso. Desde a década de 1970, esse bioma sofreu
grandes perdas de sua vegetacao natural devido a expansao agricola. A taxa de desmatamento
¢ de cerca de 1,6% ao ano (ARANTES et al. 2016), levando a conversdo da vegetagdo nativa
em terras agricolas, que ja afetaram mais de 40% da é4rea original desse bioma (SILVEIRA
et al, 2019). O Cerrado ¢ um dos hotspots (definido como areas com grande biodiversidade,
ricas principalmente em espécies endémicas, e que apresentam alto grau de ameaca) mundiais
de biodiversidade. E pelo menos 137 espécies de animais que ocorrem no Cerrado estdo
ameagadas de extingdo. A degradagdo do solo e dos ecossistemas nativos e a dispersdo de
espécies exoéticas sdo as maiores € mais amplas ameagas a biodiversidade em fungdo da

grande expansdo da agricultura e intensa exploragao local de produtos nativos (KLINK et al,

2005).

As plantas do Cerrado sdo adaptadas as condigdes ambientais distintas: extensos
periodos de seca (abril a setembro), ao mesmo tempo periodos de alta precipitagao (outubro
a marco), solos pobres em nutrientes, grande ocorréncia de incéndios e alta incidéncia de
radiacao UV. Diante disto, as plantas utilizam mecanismos de defesa para se protegerem de
agentes fisicos, quimicos e biologicos. O que pode ser associado a producdo e

armazenamento de compostos bioativos nos individuos (REIS et al, 2019).
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2. Jacaranda ulei Bureau & K. Schum

Jacaranda ulei Bureau & K. Schum. é uma espécie endémica do Cerrado pertencente
a familia Bignoniaceae. Conhecida popularmente como caroba, carobinha-do-campo,
carobinha-mirim, carobinha e carabo-de-goidas (MIRANDA, 2014) (Figura 3). Outras

sinonimias aceitaveis para a planta sdo Jacaranda crystallana, Jacaranda bahiensis,
Jacaranda morii (CNCFlora, 2012).

B

Figura 3. Jacaranda ulei Bureau & K. Schum. (Bignoniaceae). A. Aspecto geral da planta.
B. Exsicata de Jacaranda ulei coletado em 23/03/1971, Chapada dos Veadeiros, Go.
(Adaptado de MMA/SBF, 2011; Reflora, Herbario Virtual, disponivel em:
<<http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/herbarioVirtual/ConsultaPublicoHVUC/ConsultaP
ublicoHVUC.do?idTestemunho=3552285> Acesso em 29/4/2020)

A planta esta amplamente distribuida pelos estados da Bahia (BA), Mato Grosso
(MT), Goias (GO), Distrito Federal (DF) e Minas Gerais (MG), como mostra a figura 4. Além
disso, o Jacaranda ulei é encontrado no habitat da borda de mata de galeria, Cerrado (stricto
sensu) e campo limpo (MEDEIRQS, 2011).
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Figura 4. Distribuicdo Geografica do Jacaranda ulei Bureau & K. Schum
(Disponivel em: <https://ferramentas.sibbr.gov.br/ficha/bin/view/especie/jacaranda_ulei>.
Acesso em: 30/04/2020).

Estudos e colaboragdes pioneiras, como de Italo de Vattimo em 1984, utilizou-se de
espécimes do herbario do Jardim Boténico do Rio de Janeiro para o estabelecimento de
caracteristicas anatdmicas da espécie. No estudo em questdo, a planta foi nomeada por sua
sinonimia, Jacaranda bahiensis. Além disso, em 1897 estd o primeiro registro histérico de
Jacaranda ulei langado na literatura pelos autores que a identificaram e acrescentaram seu
nome a espécie, Edouard Bureau e Karl Moritz Schumann pela revista Flora do Brasiliensis
(BUREAU & SCHUMANN, 1897).

Jacaranda ulei é um sub-arbusto do Cerrado, com altura de 0,38 a 2,60 m
(SILVEIRA, 2018). A planta possui folhas bipinadas (Figura 5b), folidlulos simétricos,
inteiros e bulados. E suas inflorescéncias sdo terminais ou apicais. As flores sdo
hermafroditas, zigomorfas, gamossépalas, diclamideas, com calice hirsuto e corola tubulosa-
campanulada, de cor vinacea. Como mostra a figura 5, os frutos séo capsulas secas de
formato arredondado a eliptico, rigidos e de cor verde-claro quando jovens, e castanhos

quando maduros. As sementes sdo grandes, aladas, de coloragdo castanha e formato
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arredondado a eliptico (MIRANDA, 2014). O periodo de longo florescimento da espécie é
de agosto a novembro, florescendo anualmente. E entre os periodos de abril a agosto, 0s
frutos iniciam sua fase de deiscéncia (RIBEIRO, 2003).

Figura 5. Caracteristicas da planta Jacaranda ulei. A. Ramo florido e Fruto Deiscente.
B. Foliolos em detalhe. (Adaptado de LOHMANN et al., 2018; LOHMANN & PIRANI,
1996).

Outra caracteristica interessante desta planta é a presenca de um Xxilopddio nos
individuos adultos. Um xilopddio (Figura 6) é uma estrutura subterranea espessa que acumula
substancias como amido, agua, taninos, fendis e diversos outros metabdlitos secundarios
(PALHARES et al., 2007; SILVEIRA et al., 2018). Em geral, o xilopodio é originario da
regido da raiz da planta e tem a capacidade de brotar. Essa caracteristica € particularmente
importante nas espécies de Cerrado, devido a frequéncia de incéndios ou uma longa estacéo
de seca (SILVEIRA etal., 2018).
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Figura 6. Jacaranda ulei: presenca de xilopodio (seta). (Adaptado de MIRANDA,
2014).

Conhecida pelas suas propriedades medicinais, a espécie é amplamente utilizada para
o0 tratamento de reumatismo, dores na coluna, inflamacéo vaginal, feridas, coceiras e como
depurativo do sangue (MIRANDA, 2014). O Jacaranda ulei apresenta ainda atividade
antifungica e acdo antioxidante (FARIAS, 2013).

Estudos mostram que a presenca de compostos fendlicos esta nas folhas e no sistema
subterraneo. As folhas de J. ulei sdo comercializadas em farmacias, que as indicam para
disenteria amebiana, doencas da pele e vias urinarias (FUKUDA, 2011). Além da acédo
terapéutica, a espécie apresenta grande potencial ornamental devido a beleza e abundéncia
de suas flores (SILVEIRA et al, 2016).

Apesar de ja existir trabalhos descrevendo a atividade em alvos bioldgicos e
fitogquimica com outras espécies desse género, a espécie Jacaranda ulei pode nos surpreender
com substancias ainda ndo descritas na literatura e novas propriedades medicinais, pois
podem ser Unicos nessa espécie além de fatores bidticos e abi6ticos que podem estar
estimulando a biossintese de novas moléculas (RODRIGUES & CARVALHO, 2001). O que
justifica 0 nosso trabalho de busca do (s) compostos que apresentam atividade anti-

inflamatoria. Uma vez que ainda ndo existem relatos na literatura nesse sentido.

21



3. A familia: Bignoniaceae

A familia Bignoniaceae (Dicotyledonae) pertence a ordem Lamiales e subclasse
Euasteridae, retne cerca de 120 géneros, com aproximadamente 800 espécies, distribuidas
principalmente nas regides tropicais e subtropicais do planeta como Américas, Africa, Asia
e Oceania (Figura 7) (LOHMANN et al, 2018; CHASE et al, 2016). A maior parte dos
representantes da familia sdo arvores, arbustos ou lianas, com folhas compostas e opostas,
flores vistosas com corola gamopétala e zigomorfa, androceu composto por quatro estames
e um estaminddio, gineceu bicarpelar e bilocular, com muitos 6vulos por loculo, e fruto
capsula (MIRANDA, 2014). Atualmente, Bignoniaceae possui seis tribos monofiléticas
(Bignonieae, Catalpeae, Jacarandeae, Oroxyleae, Tecomeae e Tourrettieae) e dois clados
denominados informalmente de alianca Tabebuia e clado Paleotropical (OLMSTEAD et al.
2009). Tendo o Brasil como centro da sua diversidade. No pais ocorrem 34 géneros e 420
espécies, das quais 212 sdo endémicas (LOHMANN, 2015).

Figura 7. Distribui¢do da familia Bignoniaceae no mundo. (Adaptado de LECA
et al, 2015).

Abaixo segue alguns quantitavos relativos ao género Bignoniaceae, tabela 1:

Tabela 1. Dados sobre a prevaléncia da familia Bignoniaceae no Brasil. (Adaptado de
LOHMANN, 2015). Site: Reflora.
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FAMILIA BIGNONIACEAE

Aceitos | Endémicos | Sinénimos
Género 34 1 82
Espécie 420 212 1394
Subespécie 1 0 5
Variedades 0 0 215

Apesar dos representantes arboreos serem os mais conhecidos, esta familia botanica
inclui espécies com flores muito vistosas e madeira altamente resistente, sendo muito
utilizada na arborizacdo urbana e paisagismo. A familia também inclui um grande nimero
de cipds e trepadeiras como o “cipo-de-Sdo-Joao” (MATTOS et al, 2019). Os géneros mais
importantes da familia, com ampla distribuicdo nas regides tropicais, sdo Tabebuia e
Jacaranda (ZAPPI et al, 2015).

Estudos pertencentes a diferentes espécies do género Bignoniaceae demonstraram
baixa toxicidade no modelo experimental de toxicidade aguda e nas doses avaliadas, como é
0 caso da planta Memora nodosa (Silva Manso) Miers (TRESVENZOL et al, 2013).
ANTUNES (2013) observou que o extrato etanolico de folhas de Jacaranda decurrens subsp.
symmetrifoliolata (ExJds) reduziu o tecido adiposo branco em ratos Wistar sem causar
efeitos toxicos. Além do mais, entre os constituintes quimicos reconhecidos na familia
Bignoniaceae tém-se naftoquinonas do tipo lapachol, monoterpenos (principalmente
iridoides), triterpenos, alcaloides monoterpénicos, flavonoides, taninos e lignanas (GACHET
et al, 2009).

Considerada uma familia com alto potencial econdmico, diversos usos sdo relatados
principalmente na horticultura, culinaria, artesanato, corantes em rituais religiosos, com
recurso madeireiro e medicinal (LECA et al, 2015). Muitos representantes desta familia sdo
usadas mundialmente como plantas ornamentais, devido a beleza de suas flores. Diversas
espécies de Bignoniaceae possuem flavonoides, taninos e alcaldides. E ja demonstraram
atividade antibacteriana, antifingica, anti-inflamatoria, antiviral, antioxidante, adstringente
e diurética (MIRANDA, 2014).
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4. O género: Jacaranda Juss.

O género Jacaranda pertence a tribo Tecomeae assim como o género Tabebuia. Essa
tribo da familia Bignoniaceae é reconhecida como Unica que ocorre no Velho e no Novo
Mundo (GACHET & SCHUHLY, 2009). A tribo Jacarandeae foi circunscrita pela primeira
vez por Fenzl em 1841 (RAGSAC et al, 2019).

O género contém ao todo 47 espécies em todo o mundo. Nativas da América Central,
do Sul e Caribe. A maioria dos jacarandas sdo arvores de 1 a 45 metros de altura, entretanto
podem ser encontradas como arbustos e sub-arbustos. Das 47 espécies do género, 35 espécies
sdo encontradas no Brasil e 31 s&o endémicas (GACHET & SCHUHLY, 2009; MIRANDA,
2014).

As espécies do género Jacaranda tém sido usadas para o tratamento de doencas
venéreas e da pele, 0 estbmago e os intestinos (GENTRY, 1992). Como por exemplo, o infuso
das folhas e das cascas do caule e da raiz de Jacaranda caroba indicado como adstringente,
antirreumatico, diurético, possui acdo sudorifica e cura afec¢des cutaneas. Do mesmo modo,
as folhas de Jacaranda brasiliana sdo usadas na forma de chas para combater as afec¢des
cuténeas, o reumatismo, a sifilis, a desinteria amebiana, além de serem utilizadas na forma
de p6 para o combate a Ulceras, aplicando-o por cima da mesma. E ainda com a casca da raiz
prepara-se um ché de acdo sudorifica. Além do mais, as plantas do género possuem uso no

setor madeireiro e ornamental, como o Jacaranda cuspidifolia (MIRANDA, 2014).

Uma revisao sobre a composicdo quimica e atividades bioativas do género Jacaranda
podem ser vistas em Gachet e Schiihly (2009) onde foi observado que as espécies do género
possuem grupos quimicos em comum, mas nem sempre a mesma composi¢ao quimica, e que
espécies diferentes promovem atividades biologicas também diferentes. O género Jacaranda
é bem conhecido devido as propriedades bioldgicas e composicao quimica. Diferentes classes
de substancias foram identificadas em espécies de Jacaranda e os principais metabdlitos
descritos sdo esterdis, triterpenos, flavonoides, fenilpropanoides, feniletanoides e quinonas
(AVANCINI, 2018).

Em um estudo recente com extratos de folhas de J. caroba identificaram-se treze
compostos fendlicos (FERRERES et al., 2013), enquanto quatro triterpenos foram isolados
de folhas de J. puberula (ALMEIDA et al., 2014). A triagem fitoquimica de extratos de J.

caroba e J. decurrens mostraram a presenca de saponinas, flavonoides, taninos e
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antraquinonas (somente para J. decurrens) e negativos para alcaloides e 6leos volateis
(HERNANDES et al., 2014).

5. Inflamacéo

A inflamac&o pode ser definida como a reagdo do tecido vivo vascularizado a injuria
local. E um processo desenvolvido em resposta a condi¢ées nocivas, como lesdes nos tecidos
e infeccOes microbianas. Como uma resposta imune essencial, a inflamagdo permite a
remocdo de estimulos prejudiciais do corpo hospedeiro e a cicatrizagdo dos tecidos
danificados (KAZEMIL et al, 2018). O termo anti-inflamatorio é definido, portanto, como a
capacidade de uma substdncia ou tratamento (natural ou sintético) em minimizar a
inflamacdo (CHEUNG et al, 2015).

O processo inflamatorio, sob determinado ponto de vista, pode ser encarado como um
mecanismo de defesa do organismo e, como tal, atua destruindo (fagocitose e anticorpos),
diluindo (plasma extravasado) e isolando ou sequestrando (malha de fibrina) o agente
agressor, além de abrir caminho para 0s processos para reparar o tecido afetado (BECHARA
& SZABO, 2006). Manter o dano sob controle é uma consequéncia benéfica da inflamag&o,
mas a inflamacé&o se torna uma complicacdo quando o corpo sofre de inflamacédo grave ou 0s
estimulos inflamatdrios sdo persistentes (CHEUNG et al, 2015). As lesbes inflamatdrias
induzem a liberagéo de diversos mediadores sistémicos, de citocinas e quimiocinas, que por
sua vez orquestram a infiltracdo celular e consequentemente causa a resolucéo da resposta
inflamatdria e a restauracdo da integridade do tecido (MAIONE et al, 2016). Esses
mediadores inflamatdrios incluem citocinas, histamina, ¢xido nitrico, leucotrienos e
prostaglandinas que séo fatores reconhecidos pelas células imunes (macréfagos, leucécitos,
neutréfilos e mastdcitos) e atraidas para o local da lesdo, como mostra a figura 8
(DVORAKOVA & LANDA, 2017).
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Lesdo de um tecido por agentes fisicos, quimicos ou microrganismos patogénicos

Vasodilataco Aumento da Quimiotaxia  Resposta sistémica
" permeabilidade 7

os capilares |

Aumnto ; mgragéo de — ngre e
do fluxo Libertacao leucdcitos para proliferacao
sanguineo de fluido azonalesada de leucocitos

. Calor  Rubor Edema  Dor:

Figura 8. Resposta inflamatéria: calor, rubor, edema e dor. (Disponivel em:

<https://i.ytimg.com/vi/gqClIpHIfqw/maxresdefault.jpg> acesso em: 20/04/2020).

Os mediadores pré e pro-inflamatorios que sdo originarios do exsudato e do infiltrado
celular durante a inflamacéo, possuem grande importancia terapéutica. Isto porque podem
ser inibidos ou estimulados, o que permite o controle de sinais e sintomas do processo
infeccioso (CHAMUSCA et al., 2012).

Citocinas como o fator de necrose tumoral o (TNFa) e interleucinas (ILs) s@o
liberadas pelos macréfagos e reparam os danos locais. A histamina é liberada pelos
mastdcitos e causa vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular. O éxido nitrico
(NO), liberado pelas células endoteliais, difunde-se entre as células musculares lisas
promovendo a vasodilatagdo. Prostaglandinas e leucotrienos também séo sintetizados por
células endoteliais a partir de fosfolipidios de membranas danificadas e promovem o aumento
da dilatacdo e da permeabilidade dos vasos. Com o recrutamento adicional de células
imunes, esses mediadores inflamatdrios provocam febre, vermelhiddo, edema e dor
(NEWTON & DIXIT, 2012).

O 6xido nitrico € um radical livre gasoso sintetizado por um grande nimero de células
que participam de vias de resposta inflamatéria variadas e pode levar a destruicdo
proeminente do tecido quando produzido em concentracfes mais altas. NOS tem trés
isoformas diferentes: NOS neuronal, NOS endotelial e NOS induzivel. As duas primeiras

formas sdo predominantemente sintetizadas no corpo, enquanto a ultima, sendo uma enzima
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induzivel, é abundantemente sintetizada durante uma resposta inflamatdria. NOS induzivel é
expresso apds estimulacdo por mediadores inflamatorios (por exemplo, TNF-a, IL-1B) ¢
lipopolissacarideo bacteriano (LPS) (MOLLACE et al, 2005). Niveis elevados de NO
sintetizado por macrofagos durante a resposta inflamatoria causam um dano oxidativo
predominante. Nessas condic¢des, 0s macrdéfagos ativados ndo s6 aumentam a producéo de
NO, mas também de anions superdxidos. Além disso, o éxido nitrico (NO) também pode
reagir com outros radicais livres, formando peroxinitrito altamente perigoso, que tem o
potencial de oxidar diretamente lipidios de baixa densidade, causando danos irreparaveis as

membranas celulares dos tecidos afetados (DAR et al, 2016).

Além disso, durante a inflamagdo, uma enorme quantidade de espécies reativas de
oxigénio (ROS) é gerada. As ROS produzidas intracelularmente sdo supressores-chave da
inflamacdo, pois iniciam a apoptose de neutrofilos. No entanto, reacfes inflamatorias e
oxidativas prolongadas levam a inflamacdo crénica caracterizada por acimulo anormal de
células inflamatdrias e liberacdo de mediadores inflamat6rios juntamente com reacdes
oxidativas toxicas mediadas por ROS, danificando lipidios, proteinas e acidos nucleicos
(DVORAKOVA & LANDA, 2017).

A inflamacdo esta ligada ao envelhecimento, a obesidade, ao acidente vascular
cerebral (AVC), a fadiga, a depressdo e até mesmo as reacfes alérgicas. Também causa danos
aos tecidos do corpo através da esclerose multipla, artrite reumatoide, lGpus eritematoso
sistémico e outras doengas autoimunes. Nosso corpo deve sempre manter um equilibrio entre
inflamacdo e anti-inflamatério. A inflamacdo excessiva causa todas essas doencas acima
citadas, contudo uma completa falta de inflamacéo atenua nosso sistema imunologico, o que
resulta em propensdo a infeccdo. O que sera por fim fatal em ambos os casos (CHEUNG et
al, 2015).

Os medicamentos anti-inflamatérios mais comuns sdo os anti-inflamatérios
esterdides e ndo esteroidais (AINES), usados para tratar febre, dor e inchaco. No entanto,
eles ndo estdo livres de efeitos colaterais. Portanto, existe uma necessidade urgente de
introduzir novos compostos anti-inflamatérios potentes, que sejam ndo téxicos ou menos
toxicos (CHEUNG et al, 2015). Sabe-se que a eficacia e tolerabilidade dos medicamentos
anti-inflamatorios e analgésicos convencionais podem ser ofuscadas, de certo modo, por seus
efeitos colaterais indesejados, apesar do rapido progresso no desenvolvimento de varios
tratamentos para a inflamacgdo. Pesquisas sobre compostos naturais baseados em suas
informagdes etnofarmacoldgicas forneceram contribuicbes significativas para o
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aprimoramento de medicamentos e abriram o0 caminho para novas ferramentas
farmacolégicas (MAIONE et al, 2016).
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1. JUSTIFICATIVA

Vérios classes de medicamentos sdo usadas para tratar distarbios inflamatoérios. Séo
drogas anti-inflamatorias biologicas, esteroides e ndo esterdides. No entanto, provocam
efeitos adversos e, no caso de produtos bioldgicos, o tratamento é caro. Produtos naturais sao
alternativas a esses medicamentos. Eles oferecem esperanca na descoberta de compostos de
bioativos que podem ser desenvolvidos em agentes terapéuticos para combater distdrbios
inflamatorios (CHEUNG et al, 2015). Sabe-se que o Jacaranda ulei é uma planta
extensivamente usada na medicina popular e produz varios compostos de interesse
farmacéutico. Contudo, ndo existem trabalhos que tenham avaliado o potencial anti-inflamatério

dessa importante espécie do Cerrado brasileiro.

Assim, no presente estudo investigamos o possiveil efeito anti-inflamatério do extrato
aquoso das folhas de Jacaranda ulei em células macrofago J774 para possivelmente determinar

as moléculas biologicamente ativas.

Esse trabalho realizou uma triagem com 82 plantas e apds um levantamento de
espécies que eram utilizadas popularmente como anti-inflamatorias e que tinham poucos
estudos na literatura, a espécie Jacaranda ulei foi selecionada para o trabalho. A triagem foi
realizada por meio de uma cultura de células in vitro, em que buscou-se avaliar 0s extratos
vegetais na citotoxicidade e producdo de éxido nitrico. Foi também realizado um
fracionamento quimico para se avaliar qual o composto responsavel por essa atividade,

porém devido a problemas alheios essa parte ficard como perspectivas futuras do trabalho.
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I11. OBJETIVO

1. Objetivo Geral

O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar os extratos vegetais do bioma Cerrado
em células de macrofago J774 quanto a presenca de atividade anti-inflamatoria.

2. Objetivos Especificos

- Obter o extrato de Jacaranda ulei em quantidade suficente para 0s experimentos,

por meio da coleta, secagem e producdo do extrato.

- Avaliar a citotoxicidade dos extratos brutos vegetais em diferentes concentragdes

pela determinacdo da viabilidade das células pelo teste do MTT.

- Avaliar a producéo de éxido nitrico pelo macréfago em resposta ao tratamento com
diferentes concentragdes do extrato pelo método de Griess.

- Adicionalmente, avaliar a toxicidade do extrato em peixes-zebra
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IV. MATERIAIS E METODOS

1. Coleta do material vegetal

A espécie selecionada para o estudo foi coletada e identificada pelo aluno de pos-
doutorado Thiago de Roure Bandeira de Mello do Laboratério de Farmacognosia da UnB.
Foram coletadas partes aéreas (folhas e o caule, o fruto foi separado para outros projetos). A
planta foi coletada em 19 de fevereiro de 2020, crescendo em condig¢des naturais, na Reserva

Ecoldgica do IBGE, Brasilia-DF, em area de cerrado tipico.

Logo apds a coleta, o material foi limpo, cortado em pedacos menores e seco em
estufa a 40 °C.

2. Obtencéo do extrato bruto

O extrato bruto obtido foi obtido do Laboratério de Farmacognosia. Apds a completa
secagem do material vegetal, as folhas foram separadas do caule para melhor passagem no
Moinho de Facas (SL 32 da Solab).

Para realizar a producdo do extrato foi usado o método de maceracao em ultrassom,o
solvente acetato de etila foi vertido em todo o contetdo seco da planta triturada. O extrato
foi submetido a 6 ciclos de 30 minutos, um total de 3 horas, utilizando-se 0 equipamento
Ultrassom (Digital Ultrasonic Cleaner). A temperatura foi ajustada para 40 °C. O ultrassom
por sua vez atua aumentando a penetracdo do solvente a matriz do soluto, através da

fragmentacdo das membranas celulares.

Durante a maceracao, a cada 1 hora, ou seja, a cada 2 ciclos de 30 minutos no Ultrassom,
o0 extrato era filtrado com papel filtro e concentrado no Rotaevaporador. Apds a completa
evaporacao de seus solventes, o extrato concentrado foi deixado na estufa para secagem.

3. Triagem dos extratos brutos vegetais
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Foi feita uma triagem com 82 extratos brutos fornecidos pelo Laboratorio de

Farmacognosia da UnB (Tabela 2) em células J744 utilizando placas de 96 pogos pelo

método MTT.

Tabela 2. Lista com os 82 extratos brutos vegetais fornecidos pelo Laboratério de

Farmacognosia, com respectivas familias, partes da planta e solventes utilizados.

Caodigo Arbo \ Familia Espécie Parte da planta Solvente
Arbo091 casca do caule hexano
Arbo092 casca da raiz hexano
Arbo093 casca da raiz etanol
Arbo094 madeira do caule etanol
Arbo095 madeira do caule hexano
Arbo096 casca do caule hexano
Arbo097 casca do caule diclorometano
Arbo098 Apocynaceae Aspidosperma macrocarpa casca do caule | hidroalcoolico
Arbo099 madeira do caule | hidroalcoolico
Arbo100 madeira do caule | diclorometano
Arbo102 raiz (c+m) hidroalcoolico
Arbo103 raiz (c+m) diclorometano
Arbo105 folha hidroalcoolico
Arbo106 folha acetato de etila
Arbol107 folha hexano
Arbo191 partes aéreas acetato de Etila
Arbo192 partes aéreas acetato de Etila
Arbo193 Jacaranda ulei rizoma etanol
Arbo194 rizoma acetato de Etila
Arbo195 rizoma ciclohexano
Arbo198 casca da raiz etanol
Arbo199 madeira do caule etanol
Arbo200 . ) madeira do caule | hidroalcoolico
Bignoniaceae .
Arbo201 madeira do caule etanol
Arbo202 madeira do caule hexano
Arbo203 Tabebuia caraiba madeira do caule hexano
Arbo204 casca do caule etanol
Arbo205 casca do caule hexano
Arbo206 folha etanol
Arbo207 folha etanol
Arbo208 folha hexano
Arbo215 madeira da raiz etanol
Arbo218 Burseraceae Protium heptaphyllum casca da raiz etanol
Arbo219 casca do caule etanol
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Arbo221 madeira do caule etanol
Arbo0222 folha hexano
Arbo223 folha etanol
Arbo353 folha acetato de Etila
AT Dilleniaceae Davilla elliptica el L2
Arbo355 madeira do caule etanol
Arbo357 casca do caule hexano
Arbo371 raiz (c+m) etanol
Arbo373 Euphorbiaceae Croton goyazensis (90) partes aéreas etanol
Arbo374 partes aéreas acetato de Etila
Arbo434 Flacourtiaceae Casearia sylvestris var. lingua | madeira da raiz hexano
Arbo535 casca do caule hexano
Arbo536 Plathymenia reticulata casca do caule etanol
Arbo537 madeira do caule | acetato de Etila
Arbo538 madeira da raiz hexano
Arbo540 folha acetato de Etila
Arbo541 Mimosaceae folha hexano
Arbo542 folha diclorometano
Arbo544 Stryphnodendron adstringens | casca do caule | hidroalcoolico
Arbo545 casca do caule hexano
Arbo546 casca do caule diclorometano
Arbo549 casca da raiz hexano
Arbo618 raiz (c+m) diclorometano
Arbo619 Rubiaceae Palicourea rigida raiz (c+m) hidroalcoolico
Arbo621 partes aéreas hexano
Arbo622 partes aéreas etanol
Arbo631 folha hexano
Arbo632 folha acetato de Etila
Arbo633 folha etanol
ATEE, Rutaceae Spiranthera odoratissima I\ CHID) LI
Arbo635 raiz (c+m) etanol
Arbo636 raiz (c+m) acetato de Etila
Arbo637 raiz (c+m) acetato de Etila
Arbo638 fruto hexano
Arbo659 casca do caule hexano
Arbo660 casca do caule etanol
Arbo661 madeiro do caule hexano
Arbo662 madeira do caule etanol
Arbo663 Sapindaceae Cupania vernalis madeira da raiz hexano
Arbo664 madeira da raiz etanol
Arbo665 casca da raiz etanol
Arbo667 raiz (c+m) etanol
Arbo668 folha etanol
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Arbo693 Casca do caule etanol
Arbo694 folha hexano
Arbo695 Sapindaceae Serjania lethalis folha etanol
Arbo696 Madeira do caule etanol
Arbo699 casca da raiz etanol

Fluxograma da selecdo do extrato para o projeto:

82 extratos
brutos

Teste de Citotoxicidade
(MTT)

Cuttoff
1 80%

O Teste de citotoxicidade selecionou 0s extratos vegetais mais promissores,
considerando um cuttoff de viabilidade de 80% de inibi¢do. Os extratos escolhidos foram

submetidos posteriormente ao Teste do Oxido Nitrico.

4. Cultura de células in vitro

Para os experimentos deste trabalho, foi utilizada a linhagem celular J774. A escolha
das células de linhagem J774 nos ensaios foi baseada na premissa que tais células € parte de
um dos modelos in vitro mais aceitos para a selecdo de drogas anti-inflamatorias. Células de
linhagem J774 oriundas de tumor em camundongos fémeas BALB/C foram cultivadas em

meio de cultura de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado com 10% de
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soro bovino fetal inativado (GIBCO), 50 Ul/ml de penicilina, 50ug/ml de estreptomicina
estando prontas para serem utilizadas nos ensaios (Almeida, 2014).

As células foram mantidas em nitrogénio liquido (criopreservacao) em solucdo de
congelamento contendo 5% de dimetilsulféxido (DMSO) e 22% de Soro Fetal Bovino (SFB).
Para os ensaios de estimulagdo in vitro, as células foram descongeladas em banho maria a

37°C e transferidas para frasco de 75 cm? contendo meio DMEM suplementado com SFB.

As culturas foram mantidas em estufa a 37 °C, numa atmosfera imida contendo 5%
de COz. O crescimento celular foi avaliado a cada 24 horas, utilizando-se microscopio
invertido de fase. Repiques semanais para o estabelecimento da cultura celular foram

realizados.

A linhagens celular utilizada neste estudo foi adquirida do banco de células do
Instituto Adolfo Lutz (Sdo Paulo - SP). As caracteristicas dessas linhagens e orientagdes de
cultivo estdo descritas pela American Type Culture Colection ATCC® especificas para cada

linhagem celular, e foram seguidas neste estudo.

5. Teste de Citotoxicidade (MTT) utilizando células J774

Os estudos de citotoxicidade foram realizados no Laboratorio Interdisciplinar de
Biociéncias (LabIBC) da Universidade de Brasilia. Os extratos foram cultivados em células
J774 em meio DMEM suplementado com 10% de SFB. As culturas foram mantidas em
incubadora a 37°C e atmosfera de 5% de CO; até atingirem confluéncia de 80-100%. A
contagem de ceélulas foi feita utilizando um contador de células automatizado e a

porcentagem de células viaveis foi calculada para a diluicéo.

A avaliacdo da citotoxicidade dos extratos foi feita pela reducdo do MTT (tetrazolio
de metiltiazol), um sal de coloracdo amarela e solivel em agua a formazan, sal de coloracéo
arroxeada e insoltvel em agua. (MOSMANN, 1983). A viabilidade é portanto, quantificada
pela reducdo do MTT, pela atividade metabolica celular ligada ao NADH e NADHP, a
formazan. O formazan é impermeavel para as membranas celulares, desta forma, ele se
acumula nas células saudaveis, e pode ser quantificado por espectrofotometria (BOCHNIE
et al, 2016).
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Figura 9. Reducdo do MTT, coloracdo do amarelo (MTT) ao arroxeado
(Formazan). Adaptado de SANTOS, 2019.

O teste foi realizado em placa de 96 pogos, com 150.000 células viaveis por poco. Os
extratos foram diluidos em DMSO e foram testados em triplicata, nas concentracfes: 6,25
pg/mL, 12,5 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL e 200 pg/mL de J. ulei; os extratos
brutos iniciais estavam na concentragdo de 50 pg/mL, concentragdo determinada conforme
experimentos anteriores de NO em extratos brutos de plantas do cerrado (MESQUITA,
2009). As placas foram incubadas por 24h. Apds esse periodo, foi retirado o sobrenadante
dos pocos e aplicou-se a solucdo de MTT a uma concentracdo de 5 mg/mL, previamente
preparada, a placa foi novamente incubada por 3h30min. Apds o periodo de incubacéo,
retirou-se a solucdo de MTT e foi adicionado SDS 10%, , por fim, as placas foram novamente
incubadas durante 30 min. Apos o término do periodo de incubacédo, as placas foram lidas
em espectrofotdmetro a 570 nm. Os resultados da triagem citotdxica sdo expressos pela
porcentagem (%) de inibicdo da proliferagéo celular ocasionada por cada extrato nas culturas

celulares.

6. Teste do Oxido Nitrico (NO)

Para avaliar o efeito anti-inflamatério, as amostras foram analisadas quanto a
produgdo de Oxido nitrico, 10° células da linhagem J774 foram incubadas em placa de 96
pogos por 24h. O experimento foi realizado em triplicata. Como controle positivo foi
utilizado o LPS 1pg/mL. A producgdo de oxido nitrico foi quantificada no sobrenadante das
células pela reagdo de Griess (100 pL do reagente de Griess — [NEED 0,1% e sulfanilamida
a 1% em H3PO4 a 5%] com 100uL do sobrenadante da amostra).

A leitura foi feita em espectrofotdmetro em 540 nm. A curva padrdo de 6xido nitrico
foi feita pela a diluicdo seriada de nitrito de sodio (NaNOz). A dilui¢do iniciou com 200uM,
sequido das diluicdes com 50uM, 25uM, 12,5 uM, 6,25uM, 3,125uM e 1,56uM em agua
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destilada. Para o valor zero, foi utilizado apenas dgua destilada. As leituras da curva padréo

e dos testes foram feitas a0 mesmo tempo.

7. Fracionamento do extrato Bruto

7.1 Fracionamento em Fase Sdélida (SPE-Diol)

O pré-fracionamento do extrato bruto selecionado foi conforme POP0013 — Pré-
fracionamento das amostras em SPE. Para tanto, foram pesados, aproximadamente, 100 mg
de cada extrato. Cada extrato foi fracionado em 6 pré-fracdes, conforme o seguinte gradiente:

Fracdo A — hexano; Fracdo B — Acetato de etila; Fragdo C — Metanol.

Para o caculo do rendimento das fracdes, considerou-se 100% o peso inicial da coluna
de silica 104,3mg e do diol 105,2mg para o extrato de acetatol de etila das partes aéreas de
Jacaranda ulei. E do extrato etanolico das folhas de Tabebuia caraiba, o peso correspondente
a 100% foi de 106mg de silica e 104,4mg de diol. O calculo do rendimento foi realizado pela

porcentagem de cada fracdo pesada.

7.1.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A técnica de cromatografia em camada delgada (CCD) foi utilizada para acompanhar
o fracionamento e permitir a reunido de fracdes segundo o perfil observado na cromatografia.
Foram utilizadas placas de CCD silica gel 60 de 0,20 mm de espessura com indicador de
fluorescéncia UV 254 (Macherey-Nagel®). As placas foram acompanhadas pela

fluorescéncia quando expostas a luz ultravioleta e reveladas com vanilina sulfurica.

7.1.2 Cromatografia em Coluna Aberta de Silica

O extrato bruto selecionado foi fracionado em coluna aberta de silica gel 60 (Vetec®, 70-
230 mesh), utilizando a proporc¢éo de 1 g de extrato bruto para cada 20 g de silica. Como fase
movel foram utilizados gradientes dos solventes hexano, acetato de etila e metanol. As
fragOes obtidas foram reunidas segundo o perfil em cromatografia em camada delgada
(CCD).
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A cromatografia em coluna (CC) foi realizada em silica-gel de fase normal, e a fase mével

foi hexano: acetato de etila: metanol nas proporc6es mostradas na tabela abaixo (Tabela 3).

Tabela 3: Coluna Cromatogréfica Aberta: Frac6es e proporcéo dos solventes em mL.

Solventes Proporcéo Numeracao das Fracoes
Hexano: 1% lal4
Acetato 3% 15a22

5% 23a39
10% 40a50
15% 51 a56
30% 57 a59
Acetato de etila 100% 60 a 63
Acetato de etila: 1% 64 a 69
Metanol 5% 70a72
20% 73e74

8. Sistema de cultivo e obtencdo dos embrides de peixe-zebra

Os embrides do peixe-zebra utilizados nos presentes testes de embriotoxicidade foram
fornecidos pelo sistema de cultivo do laboratério de Genética Toxicologica (G-Tox) da
Universidade de Brasilia - UnB, onde os peixes adultos sdo mantidos em um sistema
recirculante de 4gua automatizado, abastecido com agua filtrada por carvao ativado e aerada
para eliminacdo de cloro (ZebTec, Tecniplast, Italia). As caracteristicas fisicas e quimicas do
sistema sdo mantidas em: pH 7,2 - 7,6; dureza 6.7° dH; temperatura de 26 + 1 °C;
condutividade 728 pS. A sala de aquérios dispde de um fotoperiodo de 12 hde luz e 12 h de
escuro. Os peixes sdo alimentados de duas a trés vezes ao dia com a ragdo comercial

(SERAVipan®©; Tetramin®©) e alimentag&o viva (nauplii de Artemia salina).

Para a obtencdo de embriGes, grupos de peixes machos e fémeas, na proporcao de 2:1,
respectivamente, foram colocados em um aquério de reproducéo (iSpawn-Tecniplast, Italia),
no dia anterior ao teste, separados por uma barreira. O fundo do aquério de desova € equipado
com uma rede para evitar a predacdo dos embrides pelos adultos. No dia posterior a
preparacdo do aquario de reproducdo a barreira foi retirada pela manha cinco minutos antes
das luzes da sala de cultivo acenderem, permitindo, assim, o contato entre os peixes machos
e fémeas e, consequentemente, a desova. Foi respeitado o intervalo de desova entre 30 - 120

min e posteriormente os peixes adultos foram recolhidos e devolvidos para o sistema de
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cultivo. A agua dos aquarios foi filtrada por uma peneira para a separacdo dos ovos, 0s quais
foram lavados para remogéo de restos de fezes e alimento. Posteriormente foi feita uma
primeira triagem dos ovos viaveis a olho nu, seguida de uma selegdo criteriosa dos ovos
fertilizados ao estereomicroscépio (Sterioscopic STEMI 2000 - Zeiss). Por fim, esses foram
distribuidos, um ovo por pogo, em microplacas de 96 pocos, contendo as diferentes solugdes

teste.
8.1 Testes de toxicidade com embrides de peixe zebra (FET)

Os ensaios com embrides foram baseados no protocolo para avaliagéo de toxicidade da
OCDE: Fish Embryo Toxicity — FET test — (OECD n° 236, 2013). Apo6s o recolhimento dos
ovos dos aquarios de coleta de embrides, os mesmos foram lavados e distribuidos
imediatamente em microplacas com “solugdes teste” para garantir o inicio da exposi¢do nos
estagios iniciais. A exposicao foi realizada em microplacas de 96 pogos com 250 ul de cada
concentracdo. Os testes foram condicionados em uma camara climatica com condigdes
idénticas a sala de cultivo. As solucBes testes foram preparadas com a agua de cultivo de
peixe-zebra (caracteristicas fisicas e quimicas previamente descritas). Todos os testes foram
feitos em triplicata com um total de 60 organismos por poco. A duracdo dos testes foi de 96
h (design do teste — Figura 9).
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Figura 10. Design experimental do teste de embriotoxicidade utilizando o peixe-zebra
como organismo modelo. Solugdes testadas: ArboS187; Arbo21A085C; ArboBR3212;
ArboBR191; Arbo20A29PR; Arbo21A018G; Formulagédo F1C. O experimento foi realizado
em placas de 96 pogos, um embrido por pogo em 250uL das diferentes concentracGes. O
experimento foi realizado em triplicata e o tempo total de exposicao foi de 96 h. 1-6 grupo

experimental, verde: controle solvente (DMSO 1%); azul: controle negativo. Vale destacar
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que foram realizados bioensaios para avaliar a influéncia da volatilizacdo das seguintes
substancias: F1C e ArboS187. A mesma metodologia foi empregada para a realizagdo dos
referidos testes, entretanto, houve a substituicao das microplacas de 96 pocos pelos vials com

tampas.

Na fase de embrido foi avaliada a mortalidade antes e apos a ecloséo (coagulacdo dos
ovos e morte de embrides). Ademais, foram avaliadas alteracbes em parametros de
desenvolvimento embrionario como: formacgéo do oto6lito, pigmentacdo do corpo e olhos,
formacéo dos somitos, presenca de batimento cardiaco, separacdo da cauda do saco vitelino,
edema, acimulo de hemécias, liquido amnidtico, absorcdo do saco vitelino, formagdo do
telencéfalo e eclosdo. Apds a eclosdo foram avaliados: pigmentacdo do corpo e olhos,
batimento cardiaco, edema, acimulo de hemaécias, absorcdo do saco vitelino, inflacdo da
bexiga natatdria, malformacdes da cauda, resposta ao estimulo mecéanico (equilibrio, definido

como o embrido deitado lateralmente no fundo do pogo da microplaca).

9. Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada através da Analise de Variancia (ANOVA) de
acordo com o programa GraphPad Prism verséo 7.0 (GraphPad Software, San Diego,
California, USA). Sendo consideradas diferencas estatisticamente significantes quando p <
0,05.

O pacote estatistico Sigma Plot 12.5 foi utilizado para andlises estatisticas em peixes-
zebra. As concentragdOes efetivas (CEsp) foram calculadas usando uma funcao de decaimento
alostérico nao linear em uma planilha construida sobre o Microsoft Excel. A ANOVA
unidirecional foi utilizada para detectar as diferencas entre 0s grupos para 0s conjuntos de
dados normalmente distribuidos. Quando os dados ndo passam no teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov e o teste de homogeneidade de variancia de Levene, o teste de Kruskal-
Wallis foi utilizado. O teste de Dunnett ou Dunn (para testes paramétricos ou nao
paramétricos, respectivamente) foi utilizado para detectar diferencas significativas entre as

concentracgdes testadas e o controle (p <0,05).
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Resultado do screening inicial com diferentes extratos

1.1 Teste de Citotoxicidade (MTT) - Todos os extratos

Foi avaliada a viabilidade celular em todos os extratos de plantas do projeto (Figura
10). Dentre os 82 extratos apenas 21 (25,60%) apresentaram o efeito desejado. Houve
similaridade destes extratos quanto a familia vegetal, muitos deles eram da mesma espécie.
Os extratos foram selecionados por apresentarem baixa citotocixidade, ou seja, viabilidade

celular acima de 80% (p<0,05), conforme tabela a seguir:

Tabela 4. Identificacdo das espécies viaveis pelo método MTT.

Viabilidade
Cadigo Espécie Celular
Arbo619 Extrato hidroalcoolico da Palicourea rigida 81,76%
Arbo665 Extrato etandlico da casca da raiz de Cupania vernalis 95,99%
Arbo541 Extrato hexanico das folhas de Stryphnodendron adstringens 81,94%
Arbo538 Extrato hexanico da madeira da raiz de Plathymenia reticulata 81,41%
Extrato em acetato de etila das partes aéreas do Croton
Arbo374 goyazensis 81,94%
Arbo373 Extrato etandlico das partes aéreas do Croton goyazensis 86,88%
Arbo222 Extrato hexanico das folhas de Protium heptaphyllum 89,80%
Arbo218 Extrato etandlico da casca da raiz de Protium heptaphyllum 104,66%
Arbo207 Extrato etandlico das folhas de Tabebuia caraiba 96,79%
Arbo206 Extrato etandlico das folhas de Tabebuia caraiba 104,00%
Arbo204 Extrato etandlico da casca do caule de Tabebuia caraiba 92,55%
Arbo202 Extrato hexanico da madeira do caule de Tabebuia caraiba 88,41%
Arbo205 Extrato hexanico da casca do caule de Tabebuia caraiba 87,33%
Arbo203 Extrato hex&nico da madeira do caule de Tabebuia caraiba 83,02%
Arbo199 Extrato etandlico da madeira do caule de Tabebuia caraiba 89,80%
Arbo191 Extrato em acetato de etila de partes aéreas de Jacaranda ulei 93,35%
Arbol07 Extrato hexanico da folha de Aspidosperma macrocarpa 121,88%
Arbo105 Extrato hidroalcoolico da folha de Aspidosperma macrocarpa 97,87%
Extrato em acetato de etila da folha de Aspidosperma
Arbo106 macrocarpa 113,18%
Arbo97 Extrato em diclorometano da casca do caule de A. macrocarpa 83,54%
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Extrato hexanico da casca do caule de Aspidosperma
Arbo96

macrocarpa 102,01%
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Figura 11. Ensaio da viabilidade celular utilizando células J774. (1x10° células / 200
uL/pogo) foram cultivadas em placas de 96 pogos a 37 °C e 5% de CO> durante 24 horas e

tratadas com 50 pg/mL do extrato aquoso de Jacaranda ulei por 24 horas. (Teste ANOVA, p
< 0,05).

Nota-se na Figura 10 que a maioria dos extratos reduziram a viabilidade celular na
linhagem de células J774. Dados de citotoxicidade sdo importantes em experimentos in vitro
para triagem de compostos com atividade biologica. Nestes estudos de compostos, tém-se

encontrado uma razoavel correlacdo entre citotoxicidade celular e toxicidade aguda em
animais e humanos (CELMER, 2010).

Foi avaliado por SANTOS (2014) a citotoxicidade de cinquenta e cinco extratos de
plantas do cerrado e foram selecionados os extratos que induziram a inibicao da viabilidade

celular (£50%). Com esse critério, 14 dentre os 55 extratos analisados (26%) apresentaram o
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efeito de citotoxicidade desejado. O estudo em questdo verificou a atividade antitumoral em

linhagem celular de Feocromocitoma.

Os demais extratos avaliados que apresentaram citotoxicidade maior que 80%, néo
atendendo aos nossos critérios estabelecidos nesta pesquisa, ndo devem ter sua atividade anti-
inflamatoria descartada, podendo ser objeto de pesquisa futura. Pois podem apresentar esta
atividade em outras linhagens celulares, como a linhagem celular macrophage-like RAW
264.7 frequentemente usada para avaliar atividade bioldgica de extratos naturais (MERLY,
2017).

1.2 Oxido Nitrico — extratos selecionados pelo MTT

A producéo de NO foi quantificada em sobrenadantes de culturas de células J774 por
meio do método de Griess. Os extratos selecionados do teste de viabilidade celular foram
avaliados e os que apresentaram efeito inflamatério >70% comparado ao LPS (controle
positivo) foram excluidos da pesquisa. Dentre os 21 extratos brutos selecionados no teste de
citotoxicidade (tabela 5), 2 deles foram excluidos ap6s os testes de 6xido nitrico, o extrato
etanolico da casca da raiz de Protium heptaphyllum (Arbo218) e o extrato etandlico da casca

da raiz de Cupania vernalis (Arbo665) (Figura 11).

O estimulo com LPS induz a producdo de 6xido nitrico, pela enzima 6xido nitrico
sintetase induzivel (iNOS). O o6xido nitrico € reconhecido como um mediador de respostas
inflamatdrias. Portanto, os extratos que apresentam atividade capaz de reduzir esta producao
podem possuir atividade anti-inflamatoria (HONG et al., 2014). O que foi compativel com a
grande maioria dos extratos analisados, que diminuiram significativamente a producdo de
oxido nitrico. Esses extratos podem indicar atividade anti-inflamatéria e ser alvo para
formulacdo de farmécos. Nem todos os estudos com extratos de plantas apresentam
resultados satisfatorios quanto ao Oxido Nitrico, como é o caso de SILVA (2019), que
estudou o extrato aquoso das folhas da Eugenia dysenterica, porém ndo houve inducgéo da

producdo de NO em células RAW 264.7 tratadas com o extrato.
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Figura 12. Producéo de 6xido nitrico (NO) em células J774 tratadas com extrato
aquoso de Jacaranda ulei. (1x10° células/200 puL/pogo) foram cultivadas em placas de 96
pocos durante 24 horas e tratadas com 50 pg/mL do extrato Jacaranda ulei, ou com LPS
(1pg/mL). (Teste ANOVA, p <0,05).

2. Resultado das fracdes obtidas por SPE-Diol

Apdbs pesquisas na literatura em bases de dados como PUBMED, Scielo, Science
Direct e CAPES, os extratos foram selecionados utilizando-se como critério aqueles que
apresentaram pouco ou nenhum estudo envolvendo extratos anti-inflamatdrios. As espécies
selecionadas para o fracionamento foram: extrato de acetato de etila das partes aéreas de
Jacaranda ulei, extrato etanolico das folhas de Tabebuia caraiba e extrato etanolico/acetato

de etila das partes aéreas do Croton goyazensis.

2.1 Rendimento das Fragdes

Ao realizar a extracdo em fase solida dos extratos foi calculado o rendimentos de cada

fracdo obtida (Tabela 5): O célculo dos rendimentos foi realizado considerando 100% os
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pesos medidos para 0 Arbol191 na coluna de silica 104,3mg e de diol 105,2mg. E para o
Arbo206 na silica 106mg e no diol 104,4mg.

Tabela 5. Rendimentos para os solventes Hexano, Acetato e Metanol.

Tabela Rendimentos - Fracdes
Fracdo Peso (mg) Rendimento (%)
Diol | Silica Diol | Silica
HEXANO
Arbo191 3,900 2,200 3,700 2,100
Arbo206 3,700 2,100 3,540 1,980
ACETATO
Arbo191 62,400 49,600 59,310 47,550
Arbo206 41,100 29,300 39,360 27,640
METANOL
Arbo191 29,800 40,700 28,320 39,020
Arbo206 60,400 114,500 57,850 108,100

Os rendimentos do extrato em acetato de etila de partes aéreas de Jacaranda ulei que
apresentaram melhores resultados foram com o solvente acetato, com porcentagens de 59,31
% e 47,55 %. Os resultados apresentaram valores superiores aos demais solventes analisados.
Na literatura foram encontrados relatos de teores variaveis, dependendo da espécie e da parte
da planta testada. Um dos fatores que pode influenciar significativamente nos rendimentos
dos extratos obtidos sdo os solventes utilizados, como: agua, metanol, etanol, acetona,
solucdes aquosas e acetato de etila. (FRANZEN et al, 2018). O solvente utilizado e a
polaridade podem afetar a transferéncia de elétrons e de &tomos de hidrogénio, que é aspecto-
chave na extracdo de polifenois, por exemplo (OLIVEIRA et al, 2016). HAYOUNI (2007)
relatou em diversos extratos de frutos de J. phoenicea L. e Q. coccifera L. que os solventes
mais eficientes para extracdo de polifendis foram os solventes polares, como: acetona / eau /
acido acético (95/4,5/0,5), acetato de etila / metanol / &gua (60/30/10) e agua. Alem disso,
GRUNER et al., (2012) ao realizar extratos aquoso e metandlico das folhas de erva-de-passarinho
(Tripodanthus acutifolius) obtidos através da técnica de maceragéo, por um periodo de 24 horas,
foram obtidos rendimentos dos extratos de 30 g de extrato aquoso bruto (rendimento de 30%), e

20 g de extrato metanolico bruto (rendimento de 20%).
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2.2. Teste de Citotoxicidade (MTT) — FracGes dos extratos

Todas as fracbes obtidas do extrato acetato de etila das partes aéreas de Jacaranda
ulei foram consideradas viaveis, as fragdes com o solvente metanol na coluna de silica -
ARBO191 M (S) - e hexano em diol — Arbo191 H (D) apresentaram ligeira diminui¢éo na

viabilidade celular, mas néo foi estaticamente significativo (Figura 12).

Os demais extratos de Tabebuia caraiba e Croton goyazensis, algumas fragdes
tiveram 6timos desempenho de viabilidade celular, como da Tabebuia caraiba dissolvido em
acetato de etila na coluna de silica — ARBO206 A (S) - e do Croton goyazensis dissolvido
em acetato na coluna de diol — ARBO374 A (D). Algumas fracdes foram consideradas mais
citotdxicas, como ARBO206 H (S) da Tabebuia caraiba e 0 ARBO373 A (D), ARBO373 M

(D) e ARBO374 do Croton goyazensis, mas ndo houve diferenca estatistica.
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Figura 13. Ensaio da viabilidade celular — Fragdes do extrato. (1x10° células / 200
uL/pogo) foram cultivadas em placas de 96 pogos durante 24 horas e tratadas com 50pg/mL
das fracdes dos extratos de Jacaranda ulei, Tabebuia caraiba e Croton goyazensis por 24
horas. H = Hexano; M = Metanol; A = Acetato de etila; S = Silica; D = Diol; Codigo ARBO
numeracgéo padronizada dos extratos advindos do Laboratorio de Farmacognosia da UnB. A
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viabilidade celular foi analisada usando o método de conversdo de MTT. (Teste ANOVA, p <
0,05).

Outros estudos na literatura, observa-se 0 mesmo aumento da viabilidade celular que as
fracdes obtidas dos extratos do cerrado. SILVA (2019) avaliou a viabilidade celular usando o
método de conversdo de MTT no extrato aquoso de E. Dysenterica que ndo apresentou efeitos
citotoxicos sobre as células RAW 264.7. Ao contrério, os resultados obtidos sugerem efeito
proliferativo dose-dependente como demonstrado pela maior viabilidade nas células tratadas com
as concentragdes 31,25 e 62,5 ug/ml do extrato. Embora os resultados dos testes que avaliam a
citotoxicidade in vitro possam ndo ter uma correlacdo direta com os in vivo, € seguro afirmar
que, se um material induz, comprovadamente, uma reacao citotéxica em testes envolvendo
cultura de células, € muito provavel que desenvolva toxicidade quando aplicado em tecido
vivo (MARTINS et al, 2009).

Quanto a Tabebuia caraiba, Segundo CAMARA (2019) observa-se uma tendéncia
prévia de que hd uma concentracdo maior de compostos polares do que de compostos
apolares nesta planta. De acordo com a diferenca dos solventes utilizados, a extracdo da
Tabebuia caraiba em agua foi a mais efetiva, aparecendo inclusive com o maior rendimento
(extrato aquoso de folhas): 15,80%. Extratos etandlicos se mostraram com rendimentos
intermediarios, enquanto os hexanicos apresentaram os tres piores rendimentos no geral — sendo
eles folhas: 0,37%, galhos: 0,15% e cascas: 0,12%. O que explica os melhores resultados de
viabilidade celular do nosso estudo nas fracdes do extrato etandlico das folhas de Tabebuia
caraiba com o solvente polar acetato de etila principalmente quando comparado ao solvente

hexanico.

Quanto ao Croton goyasensis, a fitoquimica do género Croton tem sido explorada e
os estudos efetuados tém conduzido ao isolamento de compostos das classes dos alcaldides,
flavonoides, triterpendides e uma grande variedade estrutural de diterpendides (ARRAIS,
2012). Croton goyazensis € uma planta pouco explorada, tanto do ponto de vista quimico
quanto bioldgico. Portanto, os estudos seja de citotoxicidade ou 0xido nitrico desta espécie
sdo importantes e contribuem para o conhecimento de uma espécie ainda inexplorada. Um
artigo recente sobre a espécie do mesmo género, o extrato hidroetanélico da raiz de Croton
floribundus, caracterizou cinco diterpendides de clerodano e a estereoquimica absoluta de 1
foi estabelecida como 3R, 4R, 5R, 8R, 9R, 10S, 12S. Além do mais, foram avaliados efeitos
inibitorios na producdo de nitrito induzida por lipopolissacarideo (LPS) em células de

macrofago RAW 264. Porém, nas concentragdes testadas, as amostras apresentaram baixa
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toxicidade em macrofagos (QUEIROZ et al., 2019). Segundo ARRAIS (2012), no Croton
pulegioides foi observada auséncia de toxicidade nas doses de 2000, 3000 e 4000 mg/Kg
para os trés extratos testados, raiz, caule e folhas, oferecendo uma grande margem de
seguranca para ensaios posteriores e a atividade anti-inflamatdria, testada apenas com o
extrato da raiz, mostrou significativa inibicdo da migracdo celular. O Croton goyazensis
possui portanto, interessante na busca por compostos lideres para o tratamento de doengas

inflamatorias.

2.3 Teste de Oxido Nitrico (NO) — Fracdes dos extratos

Com as fragOes do extrato em acetato de etila das partes aéreas de Jacaranda ulei
anteriormente obtidas foi também realizado o teste do Oxido Nitrico, os resultados mostraram
que todas as fracGes do extrato, exceto a hexanica obtiveram reducdo maiores que 50% no
nivel de NO (p<0,05). A fracdo hexanica do extrato de J. ulei apresentou inflamacéo e foi

excluida do estudo.
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Figura 14. Producdo de 6xido nitrico (NO) nas fracbes de Jacaranda ulei em

células J774. (1x10° células/200 pL/poco) foram cultivadas em placas de 96 pogos durante
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24 horas e tratadas com 50 pg/mL do extrato aquoso do Jacaranda ulei, ou com LPS
(1pg/mL). Os dados estdo expressos como média + S.E.M. de valores da concentragdo de
NO (uM) e sdo representativos de experimentos realizados em triplicata. (Testes ANOVA, p
< 0,05).

3. Resultados com o extrato bruto de Jacaranda ulei

3.1 Teste de Citotoxicidade — MTT

Apds os testes iniciais com o extrato bruto de Jacaranda ulei, que apresentou
sugestiva atividade contra a inflamacdo, foi entdo coletado uma maior quantidade da planta

para realizar as demais analises.

O extrato em acetato de etila das partes aéreas de Jacaranda ulei apresentou baixa
citotoxicidade, apenas em concentragdes superiores a 100 pg/mL (p<0,05), quando
comparada aquela de células ndo-tratadas (controles). A maior dose do extrato utilizada (200
pg/mL) ndo foi suficiente para a determinagdo do valor da ICso (concentracdo do extrato
citotoxica em 50% das células), ja que nesta dose ndo obteve citotoxicidade maxima. Das seis
concentragdes utilizadas duas apresentaram alguma citotoxicidade para as células: 100 e 200
pg /mL (figura 14), principalmente 200 pg /mL, que diminuiu a viabilidade em 30% a partir de
100 pg/mL. Os dados obtidos sugerem que o extrato da planta Jacaranda ulei apresenta efeito

citotoxico de modo dose-dependente.
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Figura 15. Ensaio de Citotoxicidade — MTT: extrato bruto de Jacaranda ulei. (1x10°
células / 200 uL/pogo) foram cultivadas em placas de 96 pocos durante 24 horas e tratadas
com diferentes concentracdes: 6,25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pug/mL, 100 pg/mL
e 200 pug/mL do extrato aquoso de Jacaranda ulei por 24 horas. Células tratadas apenas com
meio DMEM 10% de SFB foram utilizadas como controle postivo (100% de viabilidade).
(Testes ANOVA, p < 0,05).

Outras pesquisas corroboram para avaliacdo de baixa citotoxicidade em outras
espécias da familia. RIBEIRO E COLABORADORES (2014) avaliaram a citotoxicidade do
extrato etandlico de folhas de J. caroba e J. cuspidifolia contra macréfagos murinos nao
apresentando citotoxicidade. A fracdo derivada das folhas de J. copaia também foi citotoxica
apenas em concentracdes muito altas do extrato, o extrato apresentou citotoxicidade a partir
de 100 pg/mL em células RAW 264.7 (RAMOS et al, 2011). As linhagens J774.A1 que
foram testadas nos nossos experimentos, € uma linhagem de macréfagos de camundongos
BALB/c (ATCC, TIB-67) de origem murina e derivada do sarcoma reticular (CELMER,
2010).

Amancio (2019) avaliou o efeito citotoxico dos extratos etanolicos de espécies do
género Jacaranda frente a linhagens de células tumorais utilizando o metodo colorimétrico
MTT. Todas as células foram expostas a oito concentracdes, variando de 400, 200, 100, 50,

25, 12.5, 6.250 e 3.125 pg/mL dos extratos etandlicos. Entre os 15 extratos testados, sete
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deles apresentaram pouco efeito citotoxico contra as células utilizadas. Por outro lado, oito
extratos etandlicos (folhas de J. caroba, folhas de J. cuspidifolia, caule/folhas de J.
macrantha, folhas e frutos de J. micrantha, caule e folhas de J. mimosifilia e folhas de J.
puberula) revelaram uma diminuicdo da viabilidade celular nas linhagens celulares tumorais

testadas abaixo de 100 pg/mL.

3.2 Ensaio do Oxido Nitrico em células J774 tratadas com o extrato de Jacaranda

ulei

Os resultados apresentados na figura 15, evidenciam que o extrato reduziu
significativamente a producdo de éxido nitrico em todas as concentra¢des do extrato analisadas
quando comparadas a producdo de NO induzida pelo estimulo com LPS. Nas concentracGes de
100 e 25 pg/mL (p<0,05), observou-se uma reducdo de NO maior que 80% em relacdo ao
controle positivo (LPS). Portanto, em concentra¢cBes ndo citotoxicas, o extrato constituiu
estimulo suficiente para inibir a producdo de NO, das quais algumas concentragdes foram mais

acentuadas.
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Figura 16. Producéo de 6xido nitrico (NO) em células J774 tratadas com extrato

bruto de Jacaranda ulei. Células de macrofago J774 (1x10° células/200 pL/pogo) foram
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cultivadas em placas de 96 pocos durante 24 horas e tratadas com diferentes concentragdes do
extrato de Jacaranda ulei, ou com LPS (1 ug/mL). O experimento foi realizado em triplicata.
(Teste ANOVA, p < 0,05).

Embora o extrato ndo tenha obtido uma reducdo da producdo de NO de forma dose-
dependente, no nosso estudo mostramos que a producdo de Oxido nitrico aumentou
consideravelmente em células tratadas com LPS (controle positivo) quando comparado com
as células ndo estimuladas (controle negativo), esse resultado corrobora com os dados de
outros estudos (KACEM et al., 2015; ZHOU R. et al., 2015; SONG et al., 2014; KIM et al.,
2013). Muitos metabolitos secundarios dos extratos de plantas tem a capacidade de inibir a
producdo de mediadores inflamatdrios, como também a atividade de mensageiros
secundarios, fatores de transcricdo e expressdo das principais moléculas pro-inflamatorias
(GUEDES, 2016). O que se determinou neste caso é que 0 extrato em acetato de etila das
partes aéreas de Jacaranda ulei produziu uma atividade anti-inflamatoria, no entanto este

efeito ndo foi dose-dependente.

Apesar de ndo haver dados disponiveis na literatura que avaliem os efeitos anti-
inflamatorios da espécie Jacaranda ulei, alguns estudos realizados com outros espécies do
mesmo género Jacaranda, corroboram com os resultados encontrados. Como relatado por
Ramos (2011) que avaliou o extrato bruto e as fracdes de J. copaia sobre a producéo de 6xido
nitrico em células de macrofagos. Uma diminuicdo significativa na producdo de NO foi
observada na presenga do extrato bruto de 1 ug/mL para 30 pg/mL, nesta ultima concentragao
apenas 2,3 uM de NO foi produzido, correspondendo a 66% de inibi¢do em relagdo ao
controle sem tratamento. A fracdo E1 diminuiu a producdo de NO de 1 pug/mL, o efeito nas
seguintes concentracdes foi altamente variavel, no entanto, nenhuma das concentragdes
testadas foi citotdxica para células RAW. A fracdo E2 foi a que apresentou maior inibicdo da
producdo de NO (a partir de 0,3 pg/mL), a 30 pg/mL foi produzido 0,9 uM de NO,
correspondendo a 87% de inibicdo. Na presenca de altas concentragdes (100 pg/mL e 300

pg/mL) do extrato bruto e da fragdo E2, observou-se citotoxicidade.

Além do mais, TEOTONIO (2015) avaliou a atividade anti-inflamatéria de extratos de
Pouteria torta e Pouteria ramiflora em macrofagos RAW 264.7 inflamados com 1ug/mL de
LPS. Os resultados demonstraram que nas concentracdes 0,078, 0,039, 0,020 mg/mL todos 0s
extratos testados ndo apresentam toxicidade e apresentaram atividade anti-inflamatoria e
antioxidante em células RAW 264.7 estimuladas com LPS, reduzindo em todas as concentragdes

0s niveis de NO.
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Para elucidar e investigar as possiveis vias de sinalizacao pelas quais 0s componentes
ativos de J. ulei poderiam estar atuando, seria de grande interesse avaliar o efeito sobre outros
fatores, como TNF-a, NF-kB INF-y e dosagem de citocinas inflamatorias e assim determinar
se na presenca dos compostos derivados das folhas de J. ulei, é realizada a supressdo da

cadeia inflamatéria.

E necessario considerar as possiveis limitagdes dos ensaios aqui realizados, que dizem
respeito principalmente a variabilidade intrinseca dos resultados observados com células em
cultura. Entretanto, a identificacdo do extrato com atividade citotoxica dose-dependente e
sustentada, e de seus componentes quimicos principais, a partir de uma triagem inicial de 82
extratos do Cerrado, torna esse estudo util para o seguimento de experimentos biomonitorados

COom 0S mesmos.

3.3 Cromatografia em Coluna Aberta (CC) no extrato de Jacaranda ulei

Foram obtidas 74 fracbes do extrato em acetato de etila das partes aéreas de
Jacaranda ulei (Figura 16). Essas fragdes serdo avaliadas em UHPLC MS/MS futuramente

para anotacao de provaveis compostos presentes.

Figura 17. 74 fragdes obtidas do extrato acetato de etila das partes aereas de J.

ulei da Coluna Cromatogréafica Aberta.

Nunes e colaboradores (2020) realizaram um estudo recente sobre Jacaranda ulei que
analisa a composicao quimica e a variabilidade sazonal nos 6leos volateis das folhas durante
11 meses. Entre os compostos identificados, 2,6% eram monoterpenos oxigenados, 2,0-
33,6% eram hidrocarbonetos sesquiterpénicos, 0,5-22,7% eram sesquiterpenos oxigenados e
54,7-79,7% eram outros compostos. Foi observada grande variabilidade nos compostos
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quimicos dos 6leos volateis. Essa variabilidade pode ser resultado de diversos fatores, como
variacOes fisioldgicas e genéticas ou das condi¢cbes ambientais a que as plantas foram
submetidas. Neste estudo, que foi o primeiro sobre os éleos volateis de Jacaranda ulei, os
principais componentes quimicos dos 6leos volateis das folhas foram y-amorfeno (1,3-
27,1%), n - heneicosano (0,4-59,5%), etil hexadecanoato (0,4-8,1%), eicosano-3-fenil (0,9-
18,5%), esqualeno (margo - 66,4%, maio - 8,3%, agosto - 17,6%, setembro - 0,64% e
novembro - 6,47%) e 9-octadecenamida (50,9% na amostra de junho). Ainda assim, se faz
necessario o estudo e identificacdo quimica do extrato de Jacaranda ulei, ja que o Oleo
essencial tem composicdo quimica diferente da planta. Sabendo-se, entretanto, que como no
6leo essencial, pode haver também variagdo dos seus componentes quimicos conforme a

época que for coletado e as condices fisioldgicas e genéticas inerentes a planta.

Na literatura tém-se pesquisas de diferentes sistemas de eluentes e reveladores
seletivos para cada classe de produto natural e os resultados da prospecéao fitoquimica por
CCD no género Jacaranda atestam a presenca de flavondides (FERRERES et al, 2013),
antraquinonas, saponinas (ARRUDA et al, 2011) e terpenos (ALMEIDA, 2014).
Heterosidedos cardiotbnicos também ndo sdo encontrados em Bignoniaceae (MORSY,
2017). Ha relatos também de alcaloides do tipo monoterpénicos em Jacaranda (ARRUDA et
al, 2011).

3.4 Resultado do testes de toxicidade com embrides de peixes-zebra

No ensaio em peixe zebra, foi observado que as diferentes concentragcdes do extrato
em acetato de etila das partes aéreas de Jacaranda ulei se apresentaram homogéneas no
momento de sua dissolucdo e permaneceram dessa forma até o termino do teste. A Figura 17
mostra a viséo geral do teste de embriotoxicidade. As concentragdes testadas foram: DMSO
0.1% (controle solvente); 0 (controle negativo — agua do sistema de cultivo); 6.25; 12.5; 25;

50 e 100 mg/L e o tempo total de exposicao foi de 96h.
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Figura 17. Gréfico “visdo global” do teste de embriotoxicidade do composto Arbo191.

SC: Solvent control.

Durante as 96 h de exposicdo ndo foram observados efeitos subletais e letais
significativos para a fragdo do extrato bruto de Jacaranda ulei, Arbo191. O peixe-zebra
(Danio rerio) é um vertebrado modelo grandemente utilizado em investigacdo cientifica em
todo 0 mundo. Nas ultimas décadas, foram desenvolvidos protocolos e técnicas que permitem
0 uso deste organismo na avaliacdo de ecotoxicidade. O peixe € um grupo taxonémico
importante e tradicionalmente usado em testes de toxicidade de substancias e efluentes
individuais. Devido a crescente importancia do peixe-zebra como um sistema modelo de
pesquisa, é imperativo que padrdes para seu manejo (nutricdo, criacdo, bem-estar) sejam
desenvolvidos para melhorar a reprodutibilidade dos experimentos e a eficiéncia do uso deste
modelo em ambiente de pesquisa (OLVEIRA, 2009).

Técnicas in vitro, como cultura de células, permitem o monitoramento de respostas
bioldgicas de forma rapida e com baixo custo (GOSH et al, 1994). Assim, 0 peixe-zebra €
um modelo emergente para triagem de toxicidade de drogas e biomedicina. E esta bem
estabelecido como modelo para estudar a ecotoxicidade de solventes, metais pesados,
produtos farmacéuticos e pesticidas (OLVEIRA, 2009).

Portanto, a citotoxicidade do extrato de Jacaranda ulei foi avaliada in vitro pelos
métodos de MTT e em embrides de peixes-zebras, dos quais em ambos apresentou resultados

de baixa citotoxicidade.
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VI. CONCLUSAO

A investigacdo da existéncia de atividade anti-inflamatdria de extratos de plantas do

Cerrado em linhagem de células J774 é importante para a busca de moléculas para o

desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da Inflamacéo.

1.

Os resultados obtidos pela anélise da citotoxicidade dos extratos nos permitiram concluir:

61 extratos de plantas nativas do Cerrado apresentaram atividade citotoxica em
linhagem celular J774. Apenas 21 extratos foram considerados viaveis e
selecionados para o estudo.

Seis fragdes do extrato de Jacaranda ulei nos solventes hexano, metanol e acetato
de etila ndo apresentaram atividade citotoxica significante, porém observa-se
melhor desempenho nos solventes mais polares.

O extrato bruto de Jacaranda ulei apresenta citotoxicidade em concentracfes

superiores a 100 pg/mL de modo dose-dependente.

Da mesma forma, pode-se concluir pela analise do 6xido nitrico:

1.

da

Os extratos de Protium heptaphyllum e Cupania vernalis ndo apresentaram
diminuicdo na producdo do éxido nitrico e foram excluidos do estudo.

As fragcbes do extrato da Tabebuia caraiba e do Croton goyasensis apresentaram
efeito anti-inflamatdrio consideravel, sendo promissoras para pesquisas futuras.
A fracdo do extrato hexanico utilizando as partes aéreas de J. ulei ndo apresentou
diminuicdo na producéo do 6xido nitrico e foram excluidos do estudo.

O extrato bruto de J. ulei apresentou reducdo da producdo de déxido nitrico em
todas as concentragdes analisadas. Nas concentragdes 100 e 25 pg/mL, este efeito
foi mais pronunciado.

O extrato acetato de etila das partes aéreas de J. ulei ndo apresentou efeito toxico

em peixe zebra.

Mais estudos sdo necessarios para comprovar o potencial efeito anti-inflamatorio

espécie J. ulei. Como perspectiva futura, mais testes com diferentes mediadores da

inflamacdo sdo necessarios para confirmar os resultados aqui apresentados, além da

caracterizacdo quimica e identificacdo dos componentes biologicamente ativos.
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