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RESUMO

Corymbia torelliana (F. Muell.) K.D. Hill & L.A.S. Johnson (Myrtaceae) é uma espécie
polinifera, de facil adaptacdo, grande resisténcia e possiveis potencialidades terapéuticas.
Considerando que o pdlen tem demonstrado potencial medicinal, este estudo teve como
objetivo avaliar a composic¢do quimica e atividade biolégica do polen dessa espécie. A coleta
do material foi realizada na empresa Bahia Specialty Cellulose/Copener. A partir do extrato
bruto etanolico do pdlen (EEP) foi avaliada a composicdo quimica (teor de fenolicos,
flavonoides totais e triagem fitoquimica) e realizado testes bioldgicos de atividade
antioxidante, método 2,2-Difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), utilizando camundongos
analisou-se toxidade aguda, coordenacdo motora (Rota rod), atividade analgésica (testes das
contorcdes abdominal induzido pelo acido acético, da formalina e da placa quente) e anti-
inflamatoria (teste do edema da pata induzido por carragenina). Foi identificada a presenca de
terpenos, esteroides e compostos fenolicos e o EEP apresentou 116,21+7,80 mgEAG/g de
compostos fendlicos e 35,81+8,37 mgEQ/g de flavonoides. No teste de atividade antioxidante
0 polen foi capaz de sequestrar o DPPH com CEs de 60,85+4,70 pg/mL. Quanto a toxidade
aguda ndo foi observada nenhuma alteracdo no teste utilizado, bem como néo foi verificada
alteragdes da coordenacdo motora no teste do Rota rod. Foi verificada a presenca de atividade
analgésica e anti-inflamatdria do EEP nas doses utilizadas (75, 150 e 300 mg/kg), sendo que a
dose de 75 mg/kg apresentou o melhor resultado. Os resultados obtidos apontam um potencial
antioxidante, analgésico e anti-inflamatério para o EEP dessa espécie, além de uma possivel
atividade periférica e central.

Palavras-chave: Corymbia. Compostos fendlicos. Antioxidante. Analgesia. Anti-
inflamatorio.



CHEMICAL COMPOSITION AND BIOLOGICAL ACTIVITY OF THE
ETHANOLIC GROSS EXTRACT OF THE Corymbia torelliana POLLEN (F. Muell.)
K.D. Hill & L.A.S. Johnson. (MYRTACEAE).

ABSTRACT

Corymbia torelliana (F. Muell.) K.D. Hill & L.A.S. Johnson (Myrtaceae) is a pollinated
species, easy to adapt, high resistance and therapeutic potential. Considering that pollen has
demonstrated medicinal potential, this study aimed to evaluate the chemical composition and
biological activity of the pollen of this species. The material was collected at Bahia Specialty
Cellulose / Copener. The chemical composition (phenolic content, total flavonoids and
phytochemical screening) was evaluated from the raw ethanolic pollen extract (EEP) and the
biological tests of antioxidant activity, 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazila (DPPH) (Rota rod),
analgesic activity (tests of abdominal contortions induced by acetic acid, formalin and hot
plate) and anti-inflammatory (carrageenan-induced paw edema test) were analyzed using
mice. The presence of terpenes, steroids and phenolic compounds was identified and the EEP
presented 116.21 + 7.80 mgEAG / g of phenolic compounds and 35.81 + 8.37 mgEQ / g of
flavonoids. In the antioxidant activity test, pollen was able to sequester DPPH with ECs of
60.85 £ 4.70 ug / mL. As for the acute toxicity, no change was observed in the test used, nor
was there any alteration in motor coordination in the Rota rod test. It was verified the
presence of analgesic and anti-inflammatory activity of the EEP in the doses used (75, 150
and 300 mg / kg), and the dose of 75 mg / kg presented the best result. The results indicate an
antioxidant, analgesic and anti-inflammatory potential for the EEP of this species, besides a

possible peripheral and central activity.

Keywords: Corymbia. Phenolic compounds. Antioxidant. Analgesia. Anti-inflammatory.
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1 INTRODUCAO

H& muitos anos varios produtos apicolas tém sido usados na medicina tradicional,
assim como em dietas e complemento nutricional, devido as propriedades nutricionais e
fisioldgicas que beneficiam a saide humana (PARK et al., 1998; CARPES, 2008). Monsanto
(2013), afirma que os mais relevantes produtos apicolas sdo o mel, o pdlen, a geleia real, cera,
propolis e 0 veneno de abelha (apitoxina). Estes produtos ha muitos anos tém tido grande
destaque e procura, sendo valorizados pelas suas propriedades terapéuticas e nutricionais,
assim como tem-se intensificado o seu uso na medicina tradicional, dietas e nutrigdo
suplementar.

O pdlen apicola contém nutrientes essenciais, sendo apropriado, considerando a
quantidade de substancias polifendlicas com possivel atividade antioxidante existente nesse
produto. Além disso, de forma a contrastar aos varios alimentos, o pdlen é rico em proteinas,
possui reduzido teor em gordura e elevado teor em minerais e vitaminas (CARPES et al.,
2008). Neves et al. (2009), consideram o pdlen apicola como fonte de substancias
polifendlicas, a exemplo dos flavonoides, que pode possuir a¢do antioxidante e sequestradora
de radicais livres danosos a satde humana.

Menezes (2005; 2010) menciona uma correlagdo entre o valor nutritivo do polen e a
variacdo que esse sofre em funcdo da espécie vegetal a que esse polen pertence. Informacdes
como esses demonstram a necessidade de ampliar os estudos em espécies pertencentes a
familia Myrtaceae, a qual vem se destacando em trabalhos, assim como o citado a cima, sendo
um dos tipos mais frequentes em amostras de pdlen apicola estudados, pressupondo o grande
potencial que as espécies desse género possuem no que se refere a producgdo de pélen apicola
a ser comercializado (FERREIRA, 2010).

A escolha da espécie estudada levou em consideracdo a importancia econémica, social
e ambiental da familia a que esse género pertence, baseando-se em critérios tais como a
relevancia deste na qualidade de fonte de recursos tréficos para abelhas. O pdlen da espécie
Corymbia torelliana (basiénimo: Eucalyptus torelliana F. Muell.) € bastante utilizado pelas
abelhas como fonte de alimentacdo, sendo crucial em momentos de escassez, onde a
subsisténcia da colmeia depende de espécies vegetais com amplo periodo de floracdo. Outro
fator € a ampla distribuicdo geografica que a espécie C. torelliana possui. Mesmo sendo um

género introduzido, 0 mesmo conseguiu se adaptar muito bem ao clima do pais, possuindo
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hoje uma ampla distribuigdo, sendo encontrado nos mais diversos locais do pais, facilitando
dessa forma a coleta do material a ser estudado.

Outro fator de grande relevancia é o ciclo reprodutivo de longa duragdo. A espécie
estudada C. torelliana, tem se demonstrado com ciclo reprodutivo bastante intenso, se
destacando por possuir um periodo de floracdo praticamente anual, o que amplia, portanto o
potencial polinifero dessa espécie, aumentando as chances de obtencdo de material suficiente
para a realizacao das analises a serem realizadas no trabalho.

Vale ressaltar que ainda existe escassez na literatura no que se trata do estudo do pélen
coletado diretamente das estruturas florais das plantas. A auséncia desse tipo de trabalho
deixa em aberto conhecimentos cientificos acerca das particularidades encontrado na
composicdo das diversas espécies vegetais existentes, o que influencia diretamente no
potencial medicinal do pdlen dessas espécies. Muitos dos estudos existentes séo realizados
com polen apicola, os quais sdo compostos por polens das mais diversas plantas, o que leva a
resultados generalizados, impedindo dessa forma a obtengdo de informacéo especifica sobre
0S componentes das espécies em questao.

Levando-se em consideracdo os fatores acima citados, principalmente a escassez de
estudos desse tipo, € que se torna de vital relevancia trabalhos, enfocando as potencialidades
alimentar e medicinal dos polens na dieta alimentar humana, assim como no combate de
inimeras doengas. E nesse sentido que a analise da composi¢do quimica, assim como a
atividade bioldgica, tem se demonstrado grandes aliadas na contribuicéo de estudos que levem
a um melhor conhecimento das propriedades antioxidante, anti-inflamatdria e analgésica dos
graos de pélen e da sua atuacdo na melhora da qualidade de vida da humanidade.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a composigéo quimica e a
atividade bioldgica do extrato bruto etandlico do polen da espécie C. torelliana (F. Muell.)
K.D. Hill & L.A.S. Johnson. Sendo os objetivos especificos: a) Indicar as classes de
metabolitos presentes no extrato bruto do poélen da espécie C. torelliana; b) Determinar o teor
de compostos fendlicos e flavonoides do extrato bruto do pélen da espécie C. torelliana; c)
Verificar a acdo antioxidante do extrato bruto dos graos de polen da espécie C. torelliana; d)
Investigar a atividade biologica (analgésica e anti-inflamatoria) do extrato bruto do polen da

espécie C. torelliana.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A Familia Myrtaceae

Na familia Myrtaceae estdo presentes aproximadamente 100 géneros e 3.500 espécies
de arbustos e arvores, estas espalhadas por todo continente, excluindo a Antartica, sendo
dominante nas regides tropicais e subtropicais do mundo (BARROSO, 1991; MARCHIORI e
SOBRAL, 1997; GRESSELER et al., 2006).

A organizacdo tradicional das Myrtaceae as insere em duas subfamilias,
Leptospermoideae e Myrtoideae, estando todas as Myrtaceae americanas encaixadas nesta
altima, com excecdo do género Monotipico tepualia (MARCHIORI e SOBRAL, 1997
GRESSELER et al., 2006)

A importéncia dessa familia encontra-se nas mais diversas areas, a exemplo de areas
relatadas em trabalhos realizados por Lorenzi et al. (2006) que menciona a relevancia
econdmica (alimentar de formas diversas) de espécies como Psidium guajava L. e Eugenia
uniflora L. Outras espécies dessa familia distinguem-se por suas propriedades medicinais,
como Eucalyptus globulus L., utilizado terapeuticamente para sinusite, gripe, congestao nasal;
além disso indicagdes etnofarmacoldgicas apontam Myrciaria dubia (Kunth) Mc Vaugh,
como excelente fonte de vitamina C (LORENZI; MATOS, 2002). Em tratamentos populares a
espécie Syzygium malaccense (L.) Merr. & L. M. Perry é empregada como terapéutica nas
infeccbes dérmicas, diurética, trato gastrintestinal, respiratorio além de inflamacdes, o que ta
relacionado com sua capacidade de impedir a acdo da COX-1 no decorrer da biossintese das
prostaglandinas (DUNSTAN et al.,1997; MELO et al., 2009).

Seu fruto carnoso trata-se de mais um recurso, sendo este de carater alimentar para a
fauna silvestre, confirmando ainda a relevancia ecoldgica dessa familia, sendo a dispersdo das
sementes uma das formas de manutencdo desse grupo (P1ZZO, 2003; GRESSLER et al.,
2006). Além disso, muitas especies dessa familia sdo extremamente relevantes na
manutencdo e sobrevivéncia de espécies animais como, por exemplo, as abelhas, que se
utilizam do polen das mais variadas espécies dessa familia para manutencdo da colmeia.
Proenca & Gibbs, (1994 apud Gressler et al, 2006), afirmam a relevancia dessa familia
apicola no Brasil, 0 que é comprovado pela constante presenca desse grupo nos inumeros

trabalhos que caracterizam espécies vegetais de importancia para abelhas.
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2.1.1 A especie Corymbia torelliana (F. Muell.) K.D. Hill & L.A.S. Johnson

De acordo com Segura (2015), o género Eucalyptus engloba acima de 700 espécies
sendo este predominantemente nativo da Australia, na classificagdo boténica estdo inseridas
na familia Myrtaceae,. A partir dos anos 1970, alguns estudos indicaram que 0 género
Eucalyptus era um agrupamento taxondmico anormal, apresentando duas diferentes estirpes, a
primeira englobando os até entdo subgéneros Angophoras e Corymbia, e a outra abarcando o
subgénero Eucalyptus. Nos anos 1990, o género Eucalyptus foi reorganizado, fazendo com
que os Angophoras e Corymbia fossem criados. O género Corymbia possui 113 espécies, este
possui madeira com grande densidade basica, altos teores de extrativos e carboidratos, além
de uma pequena proporcdo de lignina. Essas espécies possuem importancia comercial
principalmente para a obtencdo de 0leos essesnciais de suas folhas e utilizagdo de madeira na
contrucdo civil, para a producdo de carvao vegetal e geragdo de energia.

A primeira descri¢do da espécie Corymbia torelliana (Figura 1) ocorreu em 1877 por
Mueller, sendo nomeada como Eucalyptus torelliana (FORESTRY COMPENDIUM, 2014
apud SEGURA, 2015). Hill e Johson (1995) realizaram estudos taxondémicos que conduziram
formalmente Corymbia a categoria de género, sendo a espécie Eucalyptus torelliana,
reclassificada como Corymbia torelliana. Essa espécie possui &rvores altas (de 20 a 30
metros), quando adultas possuem troncos com diametros de até um metro, seu habitat natural
sdo margens e interiores de florestas. Uma caracteristica é a coloracdo esverdeada que suas
cascas possuem (FORESTRY COMPENDIUM, 2014 apud SEGURA, 2015), sua madeira ¢
bem aproveitada na construcdo civil devido suas caracteristicas de resistencia (LORENZI et
al., 2003).

A espécie possui uma boa resisténcia ao vento, minimizando os danos causados por
este, e tem demostrado resultados significativos com boas possibilidades na hibridagdo com
Corymbia citriodora, havendo indicios de maior crescimento e resisténcia a pragas (REIS et
al., 2014).

Assim, espécies incluidas no género Corymbia como C. citriodora, C. maculata, C.
torelliana e alguns de seus hibridos interespecificos, vém sendo citado como relevante no que
diz respeito a qualidade da madeira e facil adaptacdo a condi¢cbes ambientais adversas (REIS
et al., 2014).

Recentemente, existe um vasto nimero de plantas medicinais incluidas nas mais

diversas familias botanicas com possiveis propriedades terapéuticas, sendo investigadas
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através de diversos modelos animais, assim como, seus mecanismos de acdo averiguados por
meio de ensaios neuroquimicos (SOUSA et al., 2008).

Em relacdo ao potencial terapéutico dessa espécie, estudos vém relatando possiveis
atividades medicinais a exemplo de estudos bioldgicos realizados por Adeniyi et al (2006) que
evidenciam que o extrato bruto da folha do Corymbia torelliana indica uma certa atividade
anti-secretora e gastro-protetora.

Segundo Oyedeji et al (1999), na Nigéria, C. torelliana tém sido empregado no
tratamento de tosse associada a tuberculose, além de outros tipos de infeccdes do aparelho
respiratorio. Os Oleos essenciais de C. torelliana foi descrito com certa atuacdo

antimicrobianas.

Figura 1. Imagem da planta Corymbia torelliana. A- exemplar da espécie C. torelliana; B- Detalhe das partes
vegetais e reprodutiva da planta; C- Inflorescencia (botGes e flores da C. torelliana).

2.2 Pélen

O gréo de pdlen é uma estrutura microscopica pertencente as fanerégamas que carrega
a célula reprodutora masculina desses vegetais, portanto, estdo absolutamente relacionados
com a reproducdo e perpetuacdo da espécie (GASPARINO; CRUZ-BARROS, 2006).
Diversas séo as relagdes conhecidas entre plantas e animais, entre elas a polinizagdo, que pode
ser definida como a transmissdo de grdos de polen das anteras para o estigma, podendo

ocorrer na mesma flor ou entre flores diferentes (ARAUJO, J. L. O. et al., 2009).
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Os graos de polen sdo revertidos por uma parede denominada de esporoderme, essa é
formada de duas, as vezes trés, camadas principais: a perina (mais externa), a exina (mais
resistente) e a intina (mais interna). Quimicamente, a exina é composta pela esporopolenina,
uma substancia muito resistente, sendo uma das substancias organica mais resistente que
existe; enquanto a intina é de natureza celulésica (SANTOS, 2006).

A esporopolenina é encontrada em palinomorfos desde o pré-cambriano, mas é no
ordovinciano que passa a ser mais comum. Esta substancia € um polimero de carotenoide, um
poliéster de varios mondmeros dos quais B-caroteno e a zeaxantina sdo 0s mais comuns. Sua
biossintese ainda ndo esta definida, mas, ao menos na exina de graos de pélen, acredita-se que
sejam sintetizadas conjuntamente pelo préprio grdo e pelas células do tapete que o rodeiam
(JUNIPER; JEFFREE, 1983; SANTOS, 2006).

Os gréos de pdlen variam muito em forma, tamanho, tipo de abertura, ornamentacéo,
composi¢cdo quimica, estando essa variacdo relacionada com o tipo vegetal ao qual esses
pertencem, podendo dessa forma auxiliar na identificacdo de espécies vegetais, nos compostos
quimicos encontrados nas diversas espécies, assim como em sua origem geogréafica.

A composicdo e propriedade do pdlen trouxe destaque para esse produto, o que
incentivou seu uso na suplementacdo de dietas humanas, na preservacdo de um organismo
saudavel e como perspectiva de tratamento em certas enfermidades. Na década de 80 sua
producdo se iniciou no Brasil de forma singela e atualmente o mercado favoravel ao consumo
de produtos naturais, vem incentivando e impulsionando essa modalidade de cadeia produtiva
apicola (ALVES, 2013).

O principal componente dos pdlens é o carboidrato, principalmente os polissacarideos
ins6luveis, além de amido, frutose, glicose e sacarose. Nesse ainda se encontra proteinas
(principalmente enzimas), aminoacidos, sendo a principal nutricdo das abelhas. A gordura é
formada de variados lipidios, &cidos graxos, esteréis e hidrocarbonetos e diferentes

componentes menores (minerais, flavonoides e vitaminas) (BOGDANOQV, 2004).

2.3 Atividade Farmacoldgica em Plantas

No Brasil as plantas medicinais ajudam a integrar uma das maiores biodiversidades
existentes no planeta. Esses vegetais sdo matérias-primas para a producdo de fitoterapicos e
outras drogas. O auxilio a pesquisa, a ampliacdo tecnologica e a inovacdo baseada na

biodiversidade brasileira e de acordo com as necessidades epidemioldgicas da populacéo,
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constitui relevante artificio para a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF) (BRASIL, 2009).

E necessario salientar que dentre a grande quantidade de plantas existente no planeta, a
maioria destas é ignorada sob o ponto de vista cientifico. Entre 250-500 mil espécies, apenas
cerca de 5% tém sido examinados fitoquimicamente e um nimero ainda menor é analisado
sob os aspectos bioldgicos (FILHOS; YUNES, 1998).

Ha& milhares de anos populacBes de diversos paises usam produtos naturais com a
finalidade de curar véarias doencas. Esses eram usados pela populagdo de forma a suplementar
as drogas artificiais. E de grande relevancia o papel das plantas medicinais na salde do
planeta. Mesmo com todo progresso na medicina atual, esses vegetais continuam sendo
usados até hoje, contribuindo com a producdo de aproximadamente 27% dos medicamentos
considerados como agentes terapéuticos (CALIXTO, 2005).

Visando essa relevancia, ocorreram alteragdes que acrescentaram alternativas
terapéuticas aos usuarios do Sistema Unico de Satde (SUS), que assegura o alcance as plantas
medicinais e fitoterapicas de forma segura, eficiente e com qualidade, nos desiguais niveis de
dificuldade do sistema, com destaque para a atencdo basica, através de atos preventivos de
enfermidades, que visem proporcionar o restabelecimento da saude além de estratégia, que
vise a melhoria da atencdo a saude da populacdo e a insercdo social. A politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicas e a Politica Nacional de Praticas Interativas e
Complementares no SUS, aprovada por meio da Portaria n® 971, de 03 de maio de 2006 e da
Portaria n° 1600, de 17 de julho de 2006, que cria diretrizes, estratégias e responsabilidades
para insercdo das Plantas Medicinais/Fitoterapia, Homeopatia, Medicina Tradicional
Chinesa/Acupuntura, Termalismo Social/Crenoterapia e Medicina Antroposofica, como
alternativas de terapia no sistema publico de saude sdo estratégias de grande relevancia para o
SUS (BRASIL, 2009).

Além disso, pesquisas quimicas e farmacoldgicas com plantas medicinais para a
aquisicdo de novos componentes com caracteristicas terapéuticas tém progredido nos Gltimos
tempos. O que é reiterado pelo acréscimo em publica¢es nacionais e internacionais nessa
area, além de terem despontado recentes periodicos especificos acerca de produtos naturais
ativos, como Phytomedicine, Phytochemical Analysis, Natural Product Letter, etc (FILHOS;
YUNES, 1998).

Esses avancgos dependem em grande parte da analise e conhecimento dos componentes
existentes na maioria das espécies analisadas, o que permite sugerir o potencial de

determinadas espécies, através da diversidade encontrada em seus constituintes, assim como
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do mecanismo de agdo envolvido. Entre os componentes que apresentam grande relevancia
estdo compostos quimicos associados a varios mecanismos organicos como defesa e suporte

estrutural.

2.4 Compostos Quimicos Presentes no Pdlen

Os componentes quimicos que compdem o pdlen sofrem modificacdo a depender da
origem floral, estado de nutrigdo, clima, idade, geografia, condi¢cbes ambientais do vegetal,
assim como o periodo do ano. O podlen coletado por abelhas possui elementos nutricionais
como vitaminas, aminoacidos, carboidratos, lipidios, proteinas, macro e microelementos
minerais.  Ademais, o pdlen também possui quantidades relevantes de componentes
polifendlicos, especialmente da classe dos flavonoides (ANDRADE et al., 1999).

Essas substancias (polifendlicos) integram a classe dos metabdlitos secundarios, 0s
quais incluem diversas outras substancias associadas diretamente ao sistema de defesa das
plantas assim como as estratégias por elas utilizadas. Segundo Naczk; Shahidi (2004), os
compostos fendlicos sdo produzidos em condi¢Bes adversas, onde circunstancias externas
como infecgOes, ferimentos, radiacbes UV, ataque de predadores, entre outras situacoes,
ativam o mecanismo de producdo dessas substancias, estando estas também envolvidas no
crescimento e reproducao da planta.

Os grupos dos terpenos, compostos fenodlicos e compostos nitrogenados, formam a
diversidade encontrada nos metabdlitos secundarios.

Os compostos fendlicos encontram-se entre 0s metabolitos secundarios que
apresentam substancias com capacidade de inibir parte do processo oxidativo, ao qual a célula
é submetida constantemente, sendo, portanto, considerados bons antioxidantes naturais.

Existem duas classes de antioxidantes, os que possuem atividade enzimatica (estes sao
compostos com habilidade de impedir a iniciagdo da oxidagdo, isto &, enzimas que retiram
espécies que reagem com 0 0xigénio); e 0s sem essa atividade enzimatica (nessas, moléculas
relacionam-se com espécies radicalares sendo gastas no decorrer da reacdo). Nesta categoria,
estdo inseridos 0s antioxidantes naturais e sintéticos a exemplo dos compostos fendlicos
(MOREIRA; FILHO, 2004).

Pelo ponto de vista quimico as substancias fendlicas (figura 2), podem ser descritos
como compostos que contém anel aromatico, possuindo um ou mais componentes

hidroxilicos, podendo vir a serem inseridos seus grupos funcionais (LEE et al ,2005).



23

OH

Figura 2: Representacéo estrutural basica dos compostos fenélicos.

As fungdes dos compostos fendlicos sdo diversas dentre 0s vegetais, 0 que se atribui a
variedade quimica que esses possuem. Alguns atuam como compostos de defesa combatendo
patdgenos e herbivoros; outros funcionam dando suporte mecénico; alguns atraem ainda
polinizadores ou dispersores de frutos; defesa contra radiagdo ultravioleta ou restringindo o
crescimento de plantas concorrentes proximas (TAIZ; ZEIGER, 2011). Ajudando a compor
essa variedade estdo os flavonoides que sdo uns dos compostos fenolicos mais pesquisados.

Os flavonoides sdo compostos grandemente difundidos no reino vegetal, estando
presentes em varias partes da planta, como: sementes, frutas, folhas, e demais partes,
encontrando-se na conformacéo de glicosidios ou agliconas. Sua formula é composta por 15
atomos de carbonos organizados na conformagdo Cg¢-C3-Cs € possui baixo peso molecular
(ANGELO; JORGE, 2007).

Representa a maior classe de fenolicos vegetais; nas plantas os diversos tipos de
flavonoides exercem atividades distintas como defesa e pigmentacdo. Os carbonos nesse
grupo formam um esqueleto (figura 3) com 15 carbonos estruturados em dois anéis
aromaticos, unidos por uma cadeia de trés carbonos. Sdo dois os tipos de rotas biossintéticas
distintas (rota do acido chiquimico e a rota do acido maldnico) que resultam na estrutura
béasica dos flavonoides (TAIZ; ZEIGER, 2011).
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Figura 3: Representacéo estrutural do esqueleto basico dos flavonoides.

2.5 Atividade Biologica

Segundo Vilas-Boas, et al. (2004); Carnevalli e Araujo (2013), pode-se relacionar a
atuacdo biologica dos componentes naturais a habilidade desses em serem metabolizados pelo
organismo, através da ligacdo destes componentes a seus receptores exclusivos, estimulando
uma reacdo organica, ou seja uma resposta bioldgica. Caracteristicas como dose ingerida,
diferencas na sensibilidade organica dos seres e perfil farmacocinético dos constituintes, é que
levam a essa resposta bioldgica.

A natureza dispde de varias plantas que possuem substancias capazes de atuar como
drogas com os mais diversos efeitos, sendo muitas vezes a atividade bioldgica desenvolvida
por essas de atuacao direcionada ao sistema nervoso central, periférico ou ambos.

Mesmo obtendo varias defini¢des, “droga” segundo Almeida R. N. (2006), é
regularmente a expressdo utilizada para indicar os diversos agentes quimicos que modificam o
sistema bioldgico nos seres vivos, a exemplo dos medicamentos “psicotropicoS” os quais sao
capazes de mudar o desempenho do sistema nervoso central, levando a transformar processos
mentais e comportamentais.

J& no que diz respeito ao termo “farmaco”, este é o constituinte quimico que ¢ o
principio ativo do medicamento, ou seja, 0 componente indispensavel a producdo de um
medicamento, sendo este encarregado pela eficacia curativa do mesmo (BRASIL, 2009).

A atividade bioldgica de diversas plantas por muitos anos continuaram ignoradas
mesmo havendo estudos que isolassem, detectassem e publicassem 0s componentes vegetais

de muitas espécies. Estudos envolvendo a atividade bioldgica de extratos de plantas permitem
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ampliar o conhecimento sobre os grupos botanicos, colaborando para a inclusdo destas na
terapéutica (LAHLOU, 2004).

Muitas das atividades biologicas de drogas e farmacos sdo observadas através de
estudos com modelos animais, 0s quais permitem elucidar a contribuicdo e eficacia das
plantas nos processos curativos.

Segundo Morales (2008), para o entendimento de fatos biologicos é fundamental o uso
de modelos animais, assim como, métodos distintos, vindo a gerar beneficios para a saude
humana assim como para outros animais.

Conhecimentos e técnicas atuais como modelos animais utilizados em testes
bioldgicos, técnicas bioquimicas e ampliagdo do conhecimento da relagdo droga-receptor,
vieram contribuir com entendimentos da psicofarmacologia ja construida. Terapias
farmacologicas tornaram-se mais eficazes através desses novos aprendizados e técnicas
adquiridas (ALMEIDA, R. N., 2006).

Por esse motivo, procedimentos de averiguagdo onde sdo sondadas a contar da
elaboracdo do produto até a inscricdo de uma patente, seguindo-se a sua venda, tém como
procedimento requisitar sempre pesquisas, nas quais modelos animais sdo constantemente
empregados (ECOBICHON, 1997; CAZARIN, 2004). Essa pratica cada vez mais comum
vem colaborando para ajudar na elucidacdo de novos conhecimentos relativos a

potencialidade de varias substancias ainda ignoradas pelo mundo cientifico.

2.5.1 Atividade Antioxidante

Os compostos quimicos que tém propriedades preventivas ou capacidade de minimizar
danos oxidativos de varias substancias como as proteinas, lipidios, acidos nucleicos
provocados por espécies de oxigénio reativo, sdo denominados de antioxidantes. Espécies
como essas sdo produzidas no organismo e sdo responsaveis por varios danos celulares que
geram diversas anomalias fisioldgicas e doencas, assim como cancer, inflamacéo,
envelhecimento precoce e doencas cardiovasculares (FREIRE et al., 2013).

Entre os métodos utilizados para avaliar a atuacdo dos antioxidantes encontra-se a
técnica de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). O DPPH é um radical
livre com tempo de vida longa, boa estabilidade molecular e pequena reatividade. Por se unir
a qualquer radical livre acessivel, esse se torna um método bastante abrangente. Segundo

Brand-Williams et al. (1995) e Rufino (2007), antioxidantes capazes de aprisionar o radical
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DPPH sdo a base desse método, gerando uma diminuicdo da absorbancia a 515 nm. Em 1998
Sanchez-Moreno e colaboradores modificaram o método com o objetivo de medir 0s
parametros cinéticos.

Para adquiri-lo, é necessario fazer uma solucdo onde se dissolve o reagente
diretamente em meio organico (RUFINO et al., 2007). Os radicais DPPH no comeco do
processo exibem uma coloracdo arroxeada, o0 que esti associado ao fato de possuirem um
elétron livre. Essa cor é modificada quando uma molécula antioxidante doa um radical de
hidrogénio que entra em contato com a molécula de DPPH (MENEZES et al., 2010).

Esse método apresenta vantagens e desvantagens quando comparado a outros
utilizados. Segundo Lima, A. (2008) essa técnica é vantajosa quando se considera a facil
aquisicdo do produto, além dos radicais envolvidos serem estaveis, impedindo que este seja
produzido de formas diferentes a exemplo do método ABTS, o que simplifica sua utilizagéo.

A desvantagem é que por ser um radical estavel e de baixa reatividade, esse nédo
consegue simular muito bem o que acontece no sistema bioldgico, portanto o que se observa
geralmente é que os extratos nem sempre demonstram a mesma equivaléncia quando utilizado
no sistema bioldgico. Esse fator faz com que o método DPPH seja utilizado geralmente
associado a outros métodos antioxidantes, aumentando dessa forma a precisao dos resultados.

Segundo Daglia et al. (2000) e Menezes (2009), o polen apicola possui atividade
antioxidante capaz de impedir a atuacdo de radicais livres. Estes sdo fabricados pelo
organismo sadio constantemente, porém sua producdo € ampliada no desenvolvimento de
doengas cardiovasculares, canceres variados, doengas neurodegenerativas, a exemplo de
Parkinson e Alzheimer, cirrose hepética, diabetes mellitus, dentre outros.

Atualmente, o p6len apicola tem se destacado entre estudiosos de todo planeta devido
as propriedades antioxidantes existentes nesse produto, tendo destaque especial para as
propriedades biologicas, a exemplo de atuagdes antifingica, imunodulatdria, antibacteriana,
anti-inflamatoria, anticarcinogénica (MENEZES, 2009; NEVES et al., 2009).

O polen possui componentes nutritivos que intensificam a atuacdo das reacGes
celulares, a biossintese de substancias imprescindiveis no funcionamento glandular, anula
formacéo dos radicais, fortalecer o sistema imune, minimizar a possibilidade de desenvolver
cancer, doencas cardiovasculares, enfim, sendo esse alimento bastante relevante na
manutencdo da saude (CASTAGNINO 2002; MENEZES, 2009).
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2.6 Atividade Analgésica e Anti-inflamatéria.

A palavra analgesia na compreensao do vocabulo significa inexisténcia de dor. O ser
humano consegue descrever sensacfes percebidas que permitam uma melhor avaliacdo da dor
e analgesia, ja em animais essa analise se da indiretamente atraves de aspectos fisiologicos e
comportamentais (RIVERA, 2002).

Ja em relacdo a atividade anti-inflamatdria, pode-se referir a qualquer atividade
desempenhada por agentes externos a exemplo dos medicamentos anti-inflamatoérios, que

combatam alguns processos inflamatérios gerados pelo organismo.

2.6.1 Dor

Ao longo do desenvolvimento progressivo (aperfeicoamento) obtido pela humanidade
a dor € caracterizada como um evento universal, vivenciado de certa maneira em algum
periodo da vida. O termo dor provém do latim da palavra “poena” tendo como designagdo “a
sensacao a qual a pessoa experiencia desconforto, aflicdo, ou sofrimento devido a impulsos de
nervos sensitivos” (FREE, 2002; SABINO, 2015).

Segundo Paiva (2013) a dor é um mecanismo de defesa, que aciona processos
fisioldgicos fundamentais. Ela permite que o individuo tome conhecimento de alteracdes em
seu organismo que podem colocar em risco sua integridade.

Porém uma definicdo bastante aceita até os dias atuais foi cunhada pela IASP (1979), a
qual define dor como “uma experiéncia tanto de cunho sensorial e emocional desagradavel
que esta relacionada a lesdes reais ou potenciais de tecidos ou descrita em termos de tal dano”
(IASP, 2010).

Segundo Ledo et al. (2013) a ocorréncia da dor segue a histéria da raga humana assim
como da medicina. A inquietacdo na tentativa de entender os eventos dolorosos, assim como a
investigacdo de recursos para cuidar e conter de forma eficaz desses eventos, é evidenciada
em descri¢cdes muito antigas.

Com o decorrer dos anos e com o surgimento da International Association for the
Study of Pain (IASP) a partir dos anos 1970, teorias foram sendo sugeridas e os estudos sobre
dor obtiveram um maior &nimo. Estudos cientificos vém destacando mecanismos dolorosos

tais quais, os variados tratamentos, assim como em todo mundo dados de estudos sdo
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publicados, aumentando significativamente a geracdo de conhecimento nessa area (ROBERT,
etal., 2010; LEAO et al., 2013).

Alguns estudos analisaram as proporcdes da dor, a qual varia conforme o tipo de dor
(aguda, recorrente ou mesmo crénica), as circunstancias da dor (técnicas ou exames invasivos
dolorosos, cirurgia ou aspecto clinico), bem como as caracteristicas da dor (local, intensidade,
duracéo e qualidade efetiva) (LINHARES; DOCAS, 2010; SABINO, 2015).

Segundo Teixeira (2001), a dor possui como causa o0 descontrole demasiado de
estimulos nociceptivos, ou mesmo, o acréscimo na atividade do sistema supressor de dor, a
exemplo, da dor provocada por desaferentacdo (dor neuropatica).

Em condicdes naturais, a mensagem sensorial é percebida e assimilada pelas estruturas
do Sistema Nervoso Periférico (SNP) e propagada para as unidades do Sistema Nervoso
Central (SNC), onde é decodificada e traduzida. Os mecanismos modulatérios impulsionam
ou suprimem a nocicepcdo em todos os estagios em que ela ocorre (TEIXEIRA, 2001).

A etapa inicial na sequencia dos eventos que inicia o fenémeno sensitivo-doloroso é a
modificacdo dos estimulos ambientais fisicos ou quimico intensos, em potencial de acdo, 0s
quais eram transmitidos ao SNC a partir das fibras nervosas periféricas. As fibras mielinicas
finas A-d e amielinicas possuem terminacGes nervosas livres que representam os receptores
nociceptivos. A sua classificacdo esta associada aos tipos de estimulos que os acionam, sendo
estes descritos como, termomecanicos, quimicos e polimodais inespecificos (TEIXEIRA,
1990).

A dor (nocicepcao) também pode ser induzida de forma indireta, a partir de alguns
tipos de ensaio, a exemplo do teste do acido acético. Nesse ha influéncia de mediadores
enddgenos, a exemplo da bradicinina, serotonina, histamina, substancia P e prostaglandinas.
Estes mediadores incitam os neurdnios nociceptivos periféricos vulneraveis a analgésicos
narcéticos e anti-inflamatdrios no esteroidais (AINES) (COLLIER et al., 1968; CECILIA e
MURGAS, 2014). Nesse caso 0 mecanismo de nocicep¢do pode ocorrer ainda através da
dissociacdo de protons presentes no acido acético, que estimulam os canais Receptor
Vanilide de Potencial Transitorio tipo 1 (TRPV1) e Canais ldnicos Sensiveis a Acido
(ASICs), sensiveis ao pH, e que ficam localizados nos neurbnios aferentes primarios
(LEFFLER et al., 2006).

A analgesia provocada pelos agonistas do receptor TRPV1 ocorre por diversos

procedimentos como dessensibiliza¢do, disturbio no nociceptor, devastacdo dos terminais



29

simpaticos que traduzem os TRPV1 e desgaste de neuropeptideos (SCHUMACHER et al.,
2010).

O TRPV1 faz parte da superfamilia dos TRPs e estdo implicados em varias doencas ja
descritas, porém, predomina hoje em dia como foco de pesquisa nos distdrbios dolorosos
(SCHUMACHER, 2010).

Ja os canais i6nicos sensiveis ao acido (ASICs), sdo codificados por 4 genes, gerando
subunidades denominadas de ASICsl até ASIC4, sendo ainda encontradas muitas variacdes
do ASIC. Esses canais sdo trimeros de proteinas, podendo sua constituicdo variar em distintas
combinages de subunidades (FEIN, 2011; DIAS, 2012).

2.6.2 Inflamacéo

A palavra inflamacdo expressa um complicado fendbmeno orgénico diante de uma
manifestacdo infecciosa, por meio de antigeno ou lesdo celular ou tecidual, com
caracteristicas benéficas, buscando eliminar o agente invasor e danoso para estimular a
reparacao tecidual (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; PIORNEDO, 2010).

Muitos sé@o 0os mecanismos que acionam o feedback de defesa do organismo, entre
essas respostas esta a inflamagdo que ocorre ap6s danos celulares provocados pelos mais
diversos fatores a exemplo de agentes quimicos (substancias causticas, toxinas), fisicos
(queimaduras, trauma, radiacdo), micrdbios, necrose tecidual e/ou reagbes imunoldgicas
(ABBAS; JANEWA, 2000; LIMA, R. R. et al., 2007).

O processo inflamatério (resposta de defesa) traz inimeras vantagens ao organismo;
este mecanismo restringe a sobrevivéncia e multiplicacdo dos organismos causadores de
doencas, além de estimular a sobrevivéncia do tecido através da melhora e restabelecimento
do mesmo, além de preservar a energia do organismo. Contudo, uma inflamacéo abrangente,
prolongada, ndo controlada, causa danos bastante relevantes ao organismo. O controle dos
processos pro-inflamatdrios ocorre por uma sequéncia similar de processos anti-inflamatérios
teciduais (ABBAS; JANEWA, 2000; LIMA, R. R. et al., 2007).

Segundo Nunes (2012) sdo os mediadores quimicos da inflamacdo (constituintes
enddgenos disponibilizados pelo organismo ap6s uma incitacdo de alguma lesdo) que
possibilitam o surgimento de manifestacdes semelhantes que definem a resposta inflamatéria.

Esses mediadores disponibilizados agem no local da inflamagcdo favorecendo o

surgimento das manifestacdes cardinais peculiares desse processo (dor, calor, rubor e tumor),
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podendo estes sintomas estar associados ou ndo a auséncia da funcdo do tecido ou 6rgao
afetado (ROCHA e SILVA, 1994; LEITE, 2012).

Células que se deslocam assim como tecidos lesionados viabiliza o surgimento de
mediadores quimicos que sdo disponibilizados desencadeando o processo inflamatorio.
Muitos sdo os mediadores, porém entre 0s imprescindiveis estdo a histamina, as proteases
plasmaticas, 0s metabolitos do 4&cido araquiddnico (prostaglandinas, tromboxanos e
leucotrienos), o aspecto ativador de plaquetas, as interleucinas, o Oxido nitrico, 0sS
constituintes lisossdmicos dos leucdcitos e as espécies reativas de oxigénio sendo esses 0S
principais (CALIXTO et al., 2000; BERNARDI, 2009).

J& Serhan; Oliw (2001), apontam entre os mediadores dos processos inflamatérios, os
eicosanoides. Apds danos sofridos pela membrana essas moléculas sdo produzidas através do
acido araquidonico, os quais sdo liberados por fosfolipidios de membranas celulares, através
da atuacdo da enzima fosfolipase A,. O acido araquidonico serve de estrutura para a formacéo
de quatro grupos de enzimas: ciclooxigenase, 5-lipoxigenase, 12-lipoxigenase e 15-
lipoxigenase. Desta forma diversas reacbes em cascata originam os mediadores pro-
inflamatorios prostaglandinas, tromboxanas e leucotrienos (Figura 4).

Integralmente o processo inflamatorio corresponde a trés etapas distintas. Fase aguda
determinada por acontecimentos vasculares (ocorréncia de vasodilatagdo local e expansdo da
permeabilidade vascular). Na fase tardia ocorre transmigracdo das células, com infiltracdo de
leucdcitos e células fagocitarias e a etapa proliferativa crénica, onde acontece a degradacao
tecidual e fibrose, vindo a ocasionar a dor por intermédio da sensibilizacdo e ativacdo dos
nociceptores (LEES et al., 2004).

Inflamacéo com periodo curto e manifestando sinais cardiais (dor, rubor, calor tumor e
auséncia de funcgdes) caracteriza-se por estar na fase aguda. Porém se a duracdo tem periodo
indeterminado, diferenciando de acordo com os mediadores celulares e humorais implicadas
no processo, ja passa a ser a fase cronica. Alteragdes resultantes da liberagdo desses
mediadores induzem ao intumescimento tecidual por meio do extravasamento de proteinas
plasmaticas, com decorrente saida de dgua para o tecido e a invasdo de células inflamatérias,
com intencdo de anular o agente nocivo (GILMAN et al., 2006; CASTRO, 2011).

A enzima cicloxigenase responsavel por impossibilitar a producdo de prostanoides, €
inibida por alguns farmacos anti-inflamatérios. Todavia, esses mediadores além de
encarregados em promover a inflamagdo, atuam com relevancia também na modulagdo de
varios acontecimentos fisioldgicos a exemplo da secrecdo acida gastrica, sendo indispensavel

no bom andamento do equilibrio organico. Sendo assim, novos constituintes com
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potencialidade anti-inflamatdria, diminuicdo de efeitos adversos e com custo reduzido, tem
sido pesquisado com o intuito de substituir os varios agentes terapéuticos atuais que

apresentam inumeros efeitos secundarios e desagradaveis (CASTRO, 2011).
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Figura 4: Cascata do &cido araquidonico, mostrando a formagao dos mediadores pré-inflamatério, apos lesao.
Disponivel em: https://pt.slideshare.net/borajon/inflamacao-e-dor
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de Coleta

O material a ser utilizado na pesquisa foi coletado em uma area de plantio de
Eucalyptus, pertencente a empresa, Bahia Specialty Cellulose/Copener, na cidade de
Inhambupe — BA.

A empresa em questdo possui uma unidade industrial situada no complexo de
Camacari, a qual se soma a varios plantios de Eucalyptus, distribuidos em 21 municipios do
Litoral Norte do Estado, conhecidos como Distrito Florestal Norte da Bahia (figura 5). Esta
regido esta situada entre as latitudes 11° 16° 10” e 12° 36” 177 s, e longitudes de 38° 59 15” ¢
37°25° 19” W e os municipios compreendidos sdo: Acajutiba, Agua Fria, Alagoinhas, Apora,
Aracas, Aramari, Biritinga, Cardeal da Silva, Catu, Conde, Crisopolis, Entre Rios, Esplanada,
Inhambupe, Itanagra, Jandaira, Mata de So Jodo, Olindina, Ouricangas, Rio Real e Satiro

Dias.

Figura 5: A- Mapa contendo os 21 municipios pertencentes ao Distrito Florestal Norte da Bahia, com destaque
para Inhambupe (cidade da coleta); B- Area referente ao viveiro de pesquisa da Copener onde as espécies se
encontram; C- Visdo ampla da area de coleta.

Entre essas regides ocorrem quatro tipos bioclimaticos que se sucedem do litoral em
direcdo ao interior: clima imido, subumido umido, subimido seco e semiarido. A temperatura

média anual estd em torno de 25° C, com pequenas oscilacdes mensais, sendo a média das
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méaximas de 29° C e a média das minimas de 20° C. As chuvas concentram-se no periodo de
abril a julho, com ocorréncia de um pequeno pico secundario em novembro/dezembro. As
precipitacbes médias anuais variam de 700 a 2000 mm/ano, do interior para o litoral
(COPENER, 2014).

3.1.2 Coleta do Material Polinico

A coleta do material polinifero da espécie C. torelliana, foi realizada em populacdes
ocorrentes em uma area de plantio de Eucalyptus pertencente a empresa, Bahia Specialty
Cellulose/Copener, na cidade de Inhambupe - BA.

Foram utilizados alguns exemplares das espécies a serem trabalhadas, sendo coletada a
inflorescéncia destas, para posterior retirada do polen e analise da composi¢do quimica e
atividade bioldgica desse material.

Foram realizadas quatro coletas, sendo estas nas seguintes datas: 16/03; 14/04; 03/06;
10/07, seguindo-se o critério de disponibilidade de material (periodo de floragéo), totalizando
45.77g de pdlen coletado no ano de 2015. As amostras de pélen retiradas dos estames foram
limpas manualmente, retirando 0s excessos, sendo posteriormente armazenadas em locais
devidamente resfriados (congelamento).

Foram coletados ramos florais da espécie analisada, para produgdo das exsicatas e
deposito no Herbario da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), com o nimero
de registro 225737.

3.1.3 Preparacdo do Extrato Bruto Etandlico

As amostras de pélen coletadas foram reunidas para preparacdo do extrato bruto
etanolico. O preparo do extrato (figura 6) foi feito com base em Carpes et al. (2007), com
adaptacOes. Foram utilizados 14 g de polen para 105 ml de etanol a 70%, a 70°C em banho
Maria com 6leo de silicone, por 30 minutos sobre agitacdo permanente. Apds esse tempo a
solucdo foi filtrada, e colocada na capela de exaustdo para evaporacdo do solvente. Apds
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alguns dias a mesma foi colocada na estufa para secagem, gerando um extrato bruto final. O

procedimento foi realizado em triplicata.

Figura 6: Preparo do extrato bruto etanélico do pdlen de Corymbia torelliana. A- Amostra de pdlen de C.
torelliana homogenizada; B- Pesagem do polen para producéo da solugdo; C- Preparo da solucéo etandlica do
polen; D- Amostra em banho Maria em 6leo de silicone a 70°C; E- EEP de C. torelliana.

3.2 ANALISES QUIMICAS

3.2.1 Preparo da Solucéo para os Testes Quimicos

A solucdo inicial foi produzida com a utilizacdo de 0,01 g do EEP da espécie C.

torelliana dissolvido em 10 ml de etanol a 70%. Seguindo-se, a mesma foi colocada no
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ultrassom, para a total dissolucdo do extrato no solvente. As analises fotoquimicas foram
realizadas em triplicata.
A solucdo inicial foi utilizada nos testes de quantificacdo de fendlicos totais,

flavonoides totais e determinacdo da atividade antioxidante através do método DHHP.

3.2.2 Determinacdo do Teor de Fendlicos Totais

O teor de fenodlicos totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu
empregando-se acido galico como padrdo, segundo Peres et al. (2009) com modificagdes.
Uma aliquota de 100 uL da solucdo inicial foi transferida para um balao volumétrico de 5 mL,
seguido da adi¢do de 1000 pL de agua ultrapura e 200 uL do reagente de Folin-Ciocalteau.
Apos repouso de cinco minutos e protegido da luz, 600 uL de uma solugdo de carbonato de
sodio (Na,COs) a 15% foi acrescentada. Apos nova homogeneizacgdo a solucgéo foi finalizada,
completando-se o volume do baldo (5ml) com agua ultrapura, com agitacdo em vortex. Apds
repouso de noventa minutos em temperatura ambiente e com protecdo da luz, as absorbancias
das amostras foram lidas a 750 nm, (figura 6). O resultado foi expresso como mg de EAG
(equivalentes em acido galico) por g de EEP utilizados no preparo da solugdo. Os testes foram
realizados em triplicata.

O Folin Ciocalteau é um reagente formado por uma solucdo de ions complexos
poliméricos constituidos com base em heteropolidcidos fosfomolibdicos e fosfotungsticos.
Esse reagente reduz os acidos a um complexo azul MO-W, através do processo de oxidacao
dos fenolatos (NEVES et al., 2009).

A curva abaixo (R2 = 0,9993) foi adotada para calcular o teor de compostos fenolicos

dos extratos (Gréafico 1).
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Grafico 1: Curva padrdo de acido gélico para determinacédo do teor de fendlicos.

3.2.3 Determinacédo do Teor de Flavonoides Totais

O teor de flavonoides totais foi determinado utilizando o método do cloreto de
aluminio (BANQV et al., 2006; WOISKY, 1996). Uma aliquota de 1,5 mL da soluc¢éo inicial
do EEP foi transferida para um baldo volumétrico de 5 mL, seguido da adigdo de 100 uL de
solucdo metandlica de AICI; a 5%, completando-se o volume do baldo com solugdo
metanolica de acido acético a 5%, homogeneizando a solucdo. Apos repouso de 30 minutos
protegido da luz, as absorbancias das amostras foram lidas a 425 nm, (figura 7). O resultado
foi expresso como mg de EQ (equivalentes em quercetina) por g de extrato de polen. Os testes
foram realizados em triplicata.

A curva abaixo (R* = 0,9922) foi adotada para calcular o teor de flavonoides dos

extratos (Gréafico 2).
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Gréfico 2: Curva padrao de quercetina para determinagdo do teor de flavonoides

Figura 7: Metodologia adotada na realizagdo das analises de fendlicos e flavonoides totais: A- Solugéo
inicial para o preparo dos testes de fendlicos e flavonoides; B- Solugdo em banho Maria no ultrassom; C-
Amostras protegidas da luz e em descanso; D- Espectrofotdmetro (aparelho utilizado na leitura das amostras); E-
Amostras de fendlicos no inicio da leitura; F- Amostras de fendlicos no final da leitura; G- Amostras de
flavonoide no inicio da leitura; H- Amostras de flavonoide no final da leitura.
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3.2.4 DETERMINACAO DA CLASSES DE METABOLITOS

3.2.4.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

O extrato bruto etandlico do polen de C. torelliana (EEP) foi submetido a avaliagdo por
cromatografia em camada delgada (CCD), sendo revelados com a utilizacdo de reveladores
quimicos para as seguintes classes de metabolitos: compostos nitrogenados (alcaloides),
compostos fendlicos (flavonoides, cumarinas, terpenos), terpenos e esteroides.

Para a realizacdo da cromatografia em camada delgada (CCD), preparou-se inicialmente
a solucdo do extrato (EEP), 0,059 de extrato em 1 mL de etanol, em seguida placas de
aluminio do tipo TLC silica gel 60F 254 nm, foram aquecidas em estufa a 100°C por 40
minutos para ativagdo da mesma. As solugGes iniciais foram colocadas nas placas com a
ajuda de capilares, as diversas placas receberam a mesma concentracdo da solucdo (EEP),
sendo em seguida expostas a eluicdo em fases moveis pré-selecionadas (figura 8).

Foram realizados ainda testes com sistemas de eluicdo para detectar o melhor sistema de
solvente a ser utilizado (acetona; acetato de etila 50 ml + 6,75 ml de metanol + 5 ml de H,O
destilada; cloroférmio; hexano; diclorometano; metanol; diclorometano 7/3 acetona; acetato
de etila; metanol + um pouco de acido acético; diclorometanol/1 acetona + uma gota de acido
acético), sendo o ultimo sistema de elui¢do o que demonstrou eficacia e por isso o utilizado no
teste. Em seguida, as placas contendo gotas das amostras foram colocadas em cubas
cromatrograficas de vidro contendo o sistema de eluicdo (diclorometanol/1 acetona + uma
gota de 4cido acético). Foram preparadas 6 placas para revelagdo, sendo que uma das placas
serviu como padrdo e as cinco restantes contendo amostras (EEP), levando a indicacdo das
classes de compostos existentes no polen.

Segundo Wagner e Bladt (2001), a identificacdo das cumarinas nos extratos € realizada
usando como revelador o reagente hidréxido de potéassio (KOH), em uma concentracéo de 5 a
10% com etanol (C,HgO). Essa classe de metabdlitos em solucéo alcalina se expressa através
da coloracdo amarelada, devido a quebra do anel lacténico e sua observacdo se da sob luz
ultravioleta (360 nm), tendo na maioria das vezes fluorescéncia azul-brilhante ou verde
(SIMOES et al., 2007).

Ja os flavonoides sdo revelados, utilizado o reagente polietilenoglicol (NP/ PEG),
utilizado em produtos naturais. O preparo desse reagente seguiu a metodologia descrita por

Wagner; Bladt (2001), onde o reagente difenilbdrico &cido-B-etilamino foi dissolvido em
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metanol na concentragdo de 1% (NP). O polietilenoglicol-400 foi diluido em etanol na
concentracdo de 5% (PEG), sendo essa solucdo utilizada para pulverizar as placas apds a
aplicacdo de NP. Caso existissem flavonoides na amostra analisada esta demonstrariam
fluorescéncia, sendo a mesma observada sob a luz ultravioleta (360 nm).

Em relacdo a identificacdo de terpenos e esteroides, Wagner e Bladt (2001), relatam
como revelador para essa classe anisaldeido, em combinagdo com &cido sulfurico (H,SO4). A
placa, depois de pulverizada pela mistura ja mencionada, foi colocada na estufa a 100°C por
5-10 minutos, sendo analisada a olho nu sua coloracdo logo apés a retirada da mesma. A
presenca de manchas com cores entre vermelho e violeta indica a presenca dessa classe de
compostos.

Para constatar a existéncia de triterpenos e esteroides, o reagente empregado foi
Libermann- Burchard. Seu preparo é feito utilizando 5 mL de anidrido acético mais 5 mL de
acido sulfurico concentrado, sendo esses adicionados cuidadosamente a 50 mL de etanol
(WAGNER; BLADT, 2001). A placa foi pulverizada com o revelador mencionado, indo em
seguida para a estufa a 100°C durante 5-10 minutos. Ap0s sua retirada, a observacdo é feita
em luz UV-365 nm e luz germicida 254 nm, sendo a presenca de fluorescéncia a confirmacéo
da existéncia destes compostos na amostra.

Por ultimo, foi utilizado o reagente de Dragendorff (iodo-bismutato de potéssio), que
detecta alcaloides. Essa solugéo foi preparada dissolvendo-se 0,859 de nitrato de bismuto em
10 mL de 4cido acético e 40 mL de &gua aquecida; em seguida, uma solucdo estoque foi
preparada dissolvendo-se em outro recipiente 8g de iodeto de potassio em 30 mL de agua.
Depois de prontas, as solu¢des foram misturadas em uma proporcao de 1:1. Dessa mistura foi
retirado 1 mL e misturado a 2 mL de &cido acético e 10 mL de &gua para a pulverizacdo da
placa. A observacdo da placa acontece a olho nu e o resultado € considerado positivo quando
h& manchas de coloracdo marrom (WAGNER; BLADT, 2001).
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Figura 8: Metodologia adotada no teste da Cromatografia em Camada delgada (CCD). A- solucéo feita com o
extrato etandlico bruto da espécie C. torelliana, B- Ativacdo da placa de aluminio a ser utilizada no teste, C-
Placa de aluminio com gota da solugéo do extrato C. torelliana, D- cubas cromatrografica de vidro contendo

sistem de eluig&o (diclorometano1/1 acetona + uma gota de acido acético), E- Caixa onde as placas s&o

pulverizadas com reveladores, F- aparelho para observagéo das placas em luz UV-365 nm e luz germicida 254

nm.

3.3 ENSAIOS BIOLOGICOS

3.3.1 Determinagao da Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante das amostras foi avaliada utilizando o método de sequestro de
radical difenilpicrilhidrazila (DPPH), empregando espectrofotometria no UV-VIS.

A partir da solucdo inicial (0,01g de extrato bruto etandlico do pdlen para 10 ml de
alcool etilico a 70%), diferentes concentragcdes (20 a 100 pg/mL) dos extratos foram
preparadas sendo 1 mL de cada amostra adicionado a 2 mL de uma solucdo de DPPH (40
pg/mL). Apos 30 minutos protegido da luz a absorbancia das amostras foi determinada a 517
nm (figura 9). O percentual de inibicdo das amostras foi calculado pela férmula que segue: %
Inibicdo = [Abs DPPH — (Abs. da Amostra — Abs. Controle da Amostra) x 100]/ Abs. O valor
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de CE50 (concentragdo de antioxidante necessaria para sequestrar 50% dos radicais livres de
DPPH) foi calculado a partir de regressao linear da triplicata das amostras. Trolox e acido
ascorbico foram utilizados como controles positivos.

O método de DPPH avalia a agdo antioxidante por meio do valor do CEs
(concentracdo minima necessaria para o antioxidante reduzir em 50% o DPPH inicial da
reacdo). Quanto menor o valor de CEsy encontrado, melhor o potencial antioxidante da
amostra analisada (BRAND-WILLIAMS et al., 1995) .

A avaliacdo antioxidante foi feita seguindo metodologia descrita por Re et al. (1999) e

Sa et al. (2012) com adaptacdes.

Figura 9: preparacdo para a realizacdo do teste de DPPH. A- Solugdo inicial utilizada no teste; B-
solucdo no ultrassom para dissolucdo da substancia (pélen); C- Amostras em banho Maria durante a leitura das
amostras; D- Leitura das amostras no espectrofotdmetro; E- Amostras no inicio da leitura; F- Amostras no final

da leitura.

3.3.2 Animais Utilizados

Para os testes farmacoldgicos foram utilizados camundongos da espécie Mus
musculus, linhagem Swiss, heterogéneos, adultos, machos com excecao do teste toxicologico,
onde foram utilizadas fémeas (motivo maior sensibilidade), com peso entre 25 a 35 g, 0s quais
foram fornecidos pelo Biotério Central da UEFS. Os animais foram separados por grupos
(controle, padrdo e doses de 75, 150 e 300 mg/kg), e mantidos em gaiolas de polipropileno

com tampas, contendo uma cama de serragem selecionada, com garrafa acoplada a um bico


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-05722015000100036#B8
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de aco inoxidavel para agua, e cocho para ragdo do tipo peletizada (figura 10), ambos

fornecidos ad libitum.

Figura 10: Gaiola de polipropileno utilizada no armazenamento dos animais

A sala foi mantida a uma temperatura estdvel com variacdo entre de 20 a 22°C, com
ciclos de 12 h claro / 12 h escuro (fase clara de 06h00 as 18h00), de acordo com os padrdes
recomendados para roedores (GHIRALDINI, 1995; MERUSSE; LAPICHICK, 1996).

Para a realizacdo dos experimentos os animais foram transferidos nas devidas gaiolas
para a sala de experimentacdo com no minimo duas horas de antecedéncia, para que se
ambientalizasem, a fim de se evitar possiveis alteracdes fisiologicas e comportamentais
decorrentes do estresse que pode ser causado pela remoc¢édo e manuseio dos animais.

Os animais foram utilizados nos experimentos uma Gnica vez, com excecao dos testes
que necessitaram de pré-teste (nesses 0s animais foram submetidos a um pré-teste que
verificou sua aptiddo para o teste do dia seguinte). Apos os testes, os camundongos foram
sacrificados por aprofundamento da anestesia (cetamina associada a xilazina na dose de 5
mg/kg), administragdo por via intraperitoneal. Os testes foram realizados no decorrer de todo
dia (entre 8:00 e 17:00 h).

A higienizagcdo das bancadas para a realizacdo dos experimentos foi realizada
utilizando etanol a 70%, sendo que durante a execucao dos testes foi utilizado uma solucao de
etanol a 10% (de baixa graduacdo) nas bancadas e nos aparelhos para evitar assim qualquer
tipo de interferéncia nos resultados.

Este projeto foi submetido a anélise e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais CEUA/ UEFS, sendo registrado sob o nimero de protocolo 010/2015 CEUA/UEFS,

(anexo 1).



43

3.3.3 Teste Toxicoldgico

Estudo de Toxicidade Aguda

O experimento foi realizado baseado na Organization for Economic Cooperation and
Development, Guia OECD-420/2001 com algumas alteracBes. Foram selecionados dois
grupos de animais, camundongos fémeas com peso entre 25 a 30g, para administracdo das
substancias. Foram formados; grupos (controle e dose 300 mg) contendo 5 camundongos
cada. A amostra do EEP da espécie C. torelliana foi pesada (calculos da dosagem baseados na
média do peso do animal e dose a ser administrada) e diluidos em soro fisiologico (Solugédo
salina (NaCl 0,9%)), sendo administrado por via oral nos animais (dose 300 mg/kg) em dose
Unica. No grupo controle foi administrado solucédo salina (NaCl 0,9%) também por via oral.

Apoés a administragdo das substancias, os camundongos foram observados durante 24
horas, principalmente nas primeiras 4 horas iniciais (0s primeiros 0:30m, 1:00h e ap0s a cada
uma hora), onde se analisou alteracbes morfoldgicas e fisiologicas a exemplo de
agressividade, piloerecéo, ptose, diarreia, cianose, limpeza, atividade motora, convulsdes, etc.
A anélise do comportamento do animal seguiu-se diariamente até completar 14 dias de
experimentacdo. Houve ainda anélise do peso corporeo dos camundongos no 1°, 7° e 14° dia.

Apos o ultimo dia de observacdo os animais foram sacrificados por aprofundamento

da anestesia e seus orgaos foram pesados.

3.3.4 Teste para Avaliar a Coordenacdo Motora (Rota Rod)

Neste teste 0s animais sdo colocados sobre um cilindro giratério, aparelho Rota Rod,
marca insight (figura 11), durante velocidade constante, Sendo analisada a habilidade de
permanéncia (equilibrio) desses animais na barra giratéria. (MATTEI; FRANCA, 2006).
Houve uma pré-selecdo 24h antes da execucdo desse teste. Aos camundongos pré-selecdo nao
foi administrado nenhuma substéncia, o que evita interpretacdo inadequada de dados obtidos
devido a inaptiddo normal dos animais em manter-se equilibrados e em locomocéo na barra
giratéria. Todos os animais que se mantém na barra giratéria (velocidade de 7 r.p.m) no
periodo de 180 segundos, por até trés tentativas, sdo considerados adequados para o teste.

(MENDES et al, 2002). Os camundongos pré-selecionados foram divididos em cinco grupos
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de seis animais (controle, padréo e doses), foi realizada uma leitura basal antes da realizacdo
do tratamento, medindo-se o tempo de permanéncia no aparelho conforme descrito
anteriormente. Em sequéncia, os camundongos foram tratados com o veiculo (grupo controle)
ou com as fracOes do extrato do p6len da espécie C. torelliana, (v.0.) nas doses de 75, 150 ou
300 mg/Kg e um grupo padréo (diazepam 1,5 mg/Kg), e submetidos ao teste aos 60 e 120
minutos apds o tratamento, para novamente ser feito o registro do tempo de permanéncia (s)

de cada animal na barra giratoria.

Figura 11: Aparelho de Rota Rod utilizado no teste da coordenagdo motora de animais

3.3.5 Teste das Contor¢des Abdominais Induzidas pelo Acido Acético

Nesse teste, a injecdo intraperitoneal (i.p.) de acido acético (0,8%) promove uma
reacdo nociceptiva, que provoca contorcdoes abdominais sequenciadas de extensGes dos
membros posteriores (ALMEIDA, R. N., 2006).

O 4cido acético atua promovendo uma irritacdo local, gerando a dor indiretamente
através da liberacdo de mediadores enddgenos que sdo responsaveis pela estimulacdo dos
neurdnios nociceptivos periféricos (COLLIER et al., 1968; DERAEDT et al., 1980).

Nesse experimento foram utilizados cinco grupos com seis animais, onde 0s mesmos
foram tratados com as fragcdes do EEP da espécie C. torelliana, nas doses de 75, 150 ou 300
mg/Kg (v.0), um grupo controle, recebeu o veiculo (NaCl 0,9%) e um grupo padrdo, tratado

com indometacina (20 mg/Kg). Apos 30 e 60 minutos da administracdo dos tratamentos para
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padrdo e doses respectivamente, os animais foram tratados com solucédo de &cido acético 0,8%
(i.p), sendo colocados em caixas de polipropileno individuais, medindo 12 cm de altura, 19
cm de largura e 30 cm de comprimento (figura 12), onde foram registrados o numero total de
contor¢des abdominais apresentadas por cada animal durante 20 minutos, sendo que nos
primeiros 5 minutos as contor¢des ndo foram contabilizadas. O controle ndo necessita de
tempo para reacdo, j& que nesse grupo ndo é administrado nenhum tipo de droga, o qual

recebe apenas solucdo salina.

Figura 12: Caixa de polipropileno utilizada para observagéo de animais durante o teste

do &cido acético.

3.3.6 Teste da Formalina

O teste da formalina é uma técnica consolidada que investiga de forma confiavel a
atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria em camundongos, sendo considerado um
modelo bifasico de comportamento indicativo de dor persistente, produzida pela injecdo
subplantar do agente nociceptivo (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

Foram utilizados nesse experimento grupos com seis camundongos cada, sendo que 0s
animais foram tratados com trés doses das fracdes do extrato do pdlen da espécie C.
torelliana, nas doses de 75, 150 ou 300 mg/Kg (v.0.), o grupo controle recebeu o veiculo
(NaCl 0,9%) e outro grupo foi tratado com o padrdo (indometacina 10 mg/kg). Apds 30 e 60
minutos o grupo padrdo e doses respectivamente, receberam 20 pL de formalina (2,5%

formaldeido em solucdo salina), a qual foi injetada na regido subplantar da pata posterior
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direita. Em seguida os animais foram colocados em caixas de vidro individuais de observacgao
(figura 13) e o tempo gasto, em segundos, na lambida da pata injetada foi considerado
indicativo de nocicepcdo. A primeira fase da resposta nociceptiva normalmente ocorre entre
0-5 minutos e a segunda ocorre entre 15-30 minutos apds a injecdo de formalina. Para o grupo

controle ndo é necessario aguardar tempo de reacao.

Figura 13: Caixa de vidro utilizada na observagéo dos animais no teste da formalina.

3.3.7 Teste da Placa Quente

O teste da placa quente é usado para medir as laténcias de resposta de acordo com 0
método de Vaz, et al. (1997 apud Chol, 2007). Nesse teste os animais sdo pré-selecionados
24h antes da execucdo do mesmo, sendo critério para serem considerados aptos a sua
permanéncia na placa quente a uma temperatura entre 50 e 55°C por 10s sem lamber as patas
posteriores ou saltar. Para o teste, foram utilizados cinco grupos contendo seis camundongos
cada (controle, padrdo e doses 75, 150 e 300 mg/kg). Os camundongos foram colocados numa
proveta de vidro de 50 cm de diametro sobre a superficie aquecida do aparelho hot plate da
marca insight (figura 14), e o tempo em segundos (s), entre a colocacdo destes, e as reacOes de
agitacdo ou lambida nas patas ou mesmo pulo foi registrado como o indice de laténcia de
resposta. Um automatico de 30 s de corte é utilizado para prevenir danos nos tecidos. Os
animais foram pré-tratados 30 minutos antes da colocacdo destes na placa quente com doses
75, 150 e 300mg/kg, o grupo padrao (morfina 10 mg/Kg) e o controle com veiculo (NaCl a
9%), sendo que o grupo controle ndo necessita aguardar tempo de reacao.
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Figura 14: Equipamento hot plate, utilizado no teste da placa quente.

3.3.8 Teste do Edema da Pata Induzido por Carragenina

Sdo trés as diferentes etapas envolvidas no teste do edema de pata induzido pela
carragenina, conforme os mediadores implicados nesse processo. Na primeira fase (0-90
minutos), ocorre a liberagdo de mediadores quimicos como as aminas vasoativas (histamina e
serotonina). Essas elevam a permeabilidade vascular, além de causar vasodilatacdo no
principio do processo inflamatério. Entre 90-150 minutos é decorrente a segunda etapa do
processo, nesta fase as cininas estimulam o acréscimo na permeabilidade dos vasos
sanguineos e a biossintese de prostaciclinas e outros autacéides envolvidos no processo
inflamatorio. A partir de 150 minutos inicia-se a terceira e Ultima etapa do processo, nesse
periodo h& uma elevacdo na producédo de prostaglandinas no tecido inflamado, demonstrando
seu maior pico em 180 minutos. E nesse momento que os leucdcitos polimorfonucleares serdo
introduzidos macicamente (UENO et al., 2000; BATISTA, et al., 2016).

O teste do edema de pata induzido pela carragenina é feito utilizando-se cinco grupos
com seis camundongos. Os animais foram tratados com a solucdo do EEP da espécie C.
torelliana, por via oral nas doses de 75, 150 e 300 mg/Kg. Outro grupo de animais foi tratado
com indometacina na dose de 10 mg/kg e o grupo controle, tratados com veiculo (NaCl a
0,9%). Ap6s 30 e 60 minutos, os animais do grupo padrdo e doses, respectivamente,
receberam 50 pL de carragenina (2,5% diluida em solucgdo salina) a qual foi injetada na regido
subplantar da pata posterior esquerda, e igual volume de solucéo salina (NaCl a 0,9%) na pata
posterior direita (NSONDE NTANDOU et al, 2010). O volume das patas foi medido
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utilizando um pletismdmetro de pata da marca insight (figura 15) imediatamente apds a
administracdo da carragenina e da solugédo salina na regido subplantar e apés 60, 120, 180 e
240 minutos. Foi considerado edema a diferenca do volume entre a pata tratada com

carragenina e a que recebeu a solugéo salina.

Figura 15: Pletismdmetro, aparelho utilizado no teste do edema de pata induzido por carragenina.
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4 ANALISES ESTATISTICAS

4.1 Analise Estatistica dos Testes Quimicos

No teste quimico foi utilizado o programa Excel para o calculo da média e desvio

padrdo do teor de fendlicos e flavonoides totais, do extrato da espécie Corymbia torelliana.

4.2 Analise Estatistica dos Testes Bioldgicos

Os dados obtidos nos experimentos foram expressos como média + erro padrdo da
média (E.P.M) e analisados pelo teste ANOVA (anélise de variancia) de uma via seguida do
teste Tukey para as multiplas comparacgdes entre 0s grupos ou quando necessario o teste de
Dunnett, sendo excecéo para o teste do Edema de Pata, onde o teste utilizado foi ANOVA two
way. O programa estatistico utilizado foi o Graph Pad Prism, versdo 5.0. Os resultados foram

considerados significativos quando p<0,05 (WINER, et al, 1991).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composigdo quimica

O extrato etanolico do pélen (EEP) da espécie C. torelliana apresentou rendimento
equivalente a 27,5%, valor este mais expressivo do que os encontrados por Villarreal et al.
(2009), que ao estudar compostos fendlicos e atividade antioxidante do pdlen coletado pela
abelha sem ferrdo Melipona seminigra na regido amazOnica, encontrou extrativos
equivalentes a 15,6%.

Segundo Tiwari et al. (2011), varios sdo os fatores que interferem na extracdo de
substancias, estando entre esses fatores o método utilizado, o material a ser extraido, tamanho
da particula, solvente empregado, temperatura, tempo de remocéo, concentracdo do solvente e
polaridade.

Sendo assim, pode-se presumir que a diferenca entre os rendimentos no extrato
estudado e o citado na literatura, pode estar associada a alguns fatores, a exemplo da
concentracdo do solvente utilizado na extracdo (etanol 70%). Carpes et al. (2007), em estudo
das preparacdes de extratos de pdlen apicola em diversas concentragdes (40, 50, 60, 70, 80,
90%), detectaram um melhor rendimento em amostras extraidas em etanol a 70 e 80%. Outro
fator que pode ter influenciando na obtencdo de um melhor rendimento do extrato é a
temperatura de extracdo, levando em consideracdo que a extracdo a quente, muitas vezes
potencializa esse processo.

Na triagem fitoquimica por cromatografia em camada delgada foram obtidos
resultados positivos para os reagentes anisaldeido em &cido sulfurico (terpenos e esteroides),
Libermann-Burchard (triterpenos e esteroides) e NP/PEG (acidos fenolicos e flavonoides). A
presenca de classes como cumarinas e alcaloides ndo foram detectadas.

Lawal et al. (2012) através da triagem fitoquimica de extratos de Corymbia torelliana
detectou a presenca de taninos, saponinas triterpénicas e glicosideos cardiacos nas folhas e
cascas da especie e antraquinonas apenas nas folha de C. torelliana. Dados esses que
corroboram em parte com 0s encontrados no presente estudo para poélen da mesma planta
(presenga de terpenos, flavonoides e esteroides).

Para outras espécies da mesma familia é possivel verificar a presenca de grande parte
dos metabolitos identificados para a espécie analisada no presente estudo. Um exemplo é o

estudo realizado por Fiuza et al. (2008), que na triagem fitoquimica de folhas da espécie
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Eugenia uniflora (Myrtaceae) detectou a presenca de antraquinonas, esteroides, triterpenos,
heterosideos flavonoidicos, heterosideos saponinicos e taninos. O referido autor ndo detectou
presenca de alcaloides, amido, cumarinas e heterosideos digitalico. J& Silva e Lima (2016)
estudando as classes de metabdlitos secundarios no extrato etandlico dos frutos e folhas
também da espécie Eugenia uniflora L. confirmou a presenca de flavonoides, esteroides e
terpenos, entre outros metabolitos.

Dados semelhantes foram encontrados por Valério (2014), que ao analisar 0 extrato
hidroetandlico de Eucalyptus alba (Myrtaceae) detectou a presenca de acidos organicos,
saponinas espumidicas, fendis e taninos, lactonas sesquiterpénicas, esteroides e triterpenoides.
Esses dados corroboram em grande parte com os dados apresentados para espécies
pertencentes a familia Myrtaceae, a qual tem demonstrado presenca constante de grande parte
desses metabaolitos, assim como foi detectado para o polen da espécie C. torelliana.

Os resultados encontrados para a triagem fitoquimica colocam o p6len de C. torelliana
como uma boa fonte nutricional, visto que, essa fonte alimentar se demonstrou rica em
componentes essenciais ao bom funcionamento do organismo humano. Segundo Podsedek
(2007); Silva, M. L. C. et al. (2010), pesquisas apontam que o elevado consumo de vegetais
esta relacionado com a diminuigéo no risco de diversas doengas como aterosclerose e cancer.
Atuacédo essa imputada a compostos com atividade antioxidante a exemplo dos compostos
fenolicos, um dos principais antioxidante presente em diversas partes dos vegetais, inclusive

no polen.

Os dados encontrados na determinacdo do teor de compostos fendlicos e flavonoides

estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1: Media e desvio padrdo de fenolicos e flavonoides totais do extrato etandlico do polen de C. torelliana.

L - Concentracoes do extrato
Média ¢

Extrato Abs Valores Média + desvio
individuais padrdo
. 0,487 26,43
EXT. ETAN. BRUTO DO POLEN DE C. 0.681 38.48 35,81 + 8,37
torelliana (Flavonoides totais) ' ' mg EQ/g
0,746 42,51
. 0,242 107,36
EXT. ETAN. BRUTO DO POLEN DE C. 0268 11918 116,21 + 7,80
torelliana (Fendlicos totais) ' ’ mg EAG/g

0,274 122,09
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As analises demonstraram médias de fendlicos totais de 116,21 + 7,80 mg EAG/g de
extrato, superior a alguns encontrados na literatura, a exemplo de Menezes (2009) que ao
investigar polen apicola, encontrou valores médios de fendlicos totais de 44,28 mg EAG/g de
extrato bruto de pélen, variando entre 14,31 e 132,39 mg EAG/g de extrato. Porém a mesma
autora, Menezes (2010), analisando compostos bioativos e potencial antioxidante do pélen
apicola produzido por abelhas africanizadas (Apis mellifera L.), verificou que em amostras de
polen apicola com excessiva ocorréncia de Eucalyptus (mesma familia da espécie analisada),
ocorreu um aumento no teor de compostos fendlicos observados, variando de 26,48 a 132,38
mg EAG/g de extrato.

Magina et al. (2010) encontrou para extratos de folhas de espécies da familia
Myrtaceae como Eugenia brasiliensis, Eugenia beaurepaireana, Eugenia umbelliflora,
valores de fendlicos totais de 162,6 + 3,3, 138,0 £ 2,7, 128,1 + 2,9 mg AG/g respectivamente,
valores estes proximos aos valores encontrados para C. torelliana.

O ter de flavonoides detectado nas amostras analisadas, demonstrou uma média de
35,8 + 8,37 mg EQ por grama de pélen analisada, sendo quantificados através de uma curva
padréo de quercetina (R? = 0,9922) (Gréafico 2).

Em polen apicola valores inferiores de flavonoides totais sdo relatados, como em
Menezes (2009) que ao analisar o extrato de polen apicola, encontrou um teor médio de 1,40
mg EQ/g de extrato de pélen apicola, variando de 0,62 a 2,51 mg EQ/g de extrato. Ainda a
mesma autora em 2010, analisando compostos bioativos e potencial antioxidante do polen
apicola produzido por abelhas africanizadas (Apis mellifera L.), encontrou teores de
flavonoides totais para o extrato do pélen apicola, que variaram de 0,72 a 1,99 mg EQ/g de
extrato, com média de 1,10+0,03 mg EQ/g de extrato. Rocha (2013) identificou valores
médios de 6,99 + 0,33 mg CAE/g para polen seco e 6,58 +0,29 mg CAE/g para poélen fresco,
valores estes superiores a Menezes (2009; 2010), porém inferiores ao encontrado no presente
estudo.

J& quando comparado os resultados encontrados para o EEP de C. torelliana com
dados de Magina et al. (2010) com extrato de folhas de espécies pertencentes a mesma familia
botanica (Myrtaceae), onde os autores encontraram teores de flavonoides para Eugenia
brasiliensis, Eugenia beaurepaireana, Eugenia umbelliflora de 14,4 +1,1,31,2 +1,7, 104
1,1 mg QE/g, respectivamente, nota-se que o0s valores encontrados sdo inferiores ao
encontrado no presente estudo.

O teor de compostos fenolicos totais e flavonoides totais, encontrado para o EEP de C.

torelliana, evidencia o potencial dessa especie para futuras contribuicbes como fonte
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nutricional e terapéutica. Estudos apontam flavonoides e terpenos como substancias que
possuem um bom potencia terapéutico em relacdo a varias enfermidades a exemplo de
processos inflamatorios. Segundo Mello e Santos (2001), A atuagdo do tanino em processos
inflamatorios ocorre através da construcdo de um revestimento (complexo tanino-proteina
e/ou polissacarideo) sobre o tecido lesado, o que possibilita 0 mecanismo de restauracdo de
forma mais natural e eficaz.

Koo e Suhaila (2001), mencionam a diversidade dos efeitos farmacoldgicos e
bioldgicos dos flavonoides, entre 0s quais sobressaem acfes antioxidante, antiinflamatéria e
antiplaquetaria, assim como funcdo antialergénica. Ainda ocorre inibicdo de enzimas
distinguindo-se as prostaglandina sintetase, lipoxigenase e a ciclooxigenase, enzimas estas
correlacionadas com a tumorogénese. Outra funcdo é a incitacdo de enzimas do sistema
desentoxicante a exemplo da glutationa S-transferase. Em relacdo a atuacdo dos flavonoides
em alimentos, esses atuam reduzindo o consumo de vitamina C, impossibilitando a formacéo

de radicais livres.

5.2 ATIVIDADE BIOLOGICA

5.2.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

No extrato bruto etandlico do polen de C. torelliana (EEP) analisado, foi encontrada
uma média e desvio padrdo de CEsq de 60,85 + 4,70 pug/mL (Tabela 2). Embora o valor de
CEso obtido tenha sido superior ao valor dos controles (Trolox e Acido Ascorbico), o material
encontrado demonstrou um potencial antioxidante, principalmente se considerarmos que 0s
extratos sdo misturas complexas, o que pode vir a interferir em algumas atividades
desempenhadas, podendo ocorrer uma provavel reducdo nas propriedades demonstradas. Ja 0s
controles, sdo substancias utilizadas puras e com alta capacidade de sequestro de radial,

facilitando desta forma a sua atuacéo.

Tabela 2: Atividade antioxidante do extrato bruto etanélico do po6len de C. torelliana avaliada através do CEsy,
valores expressos em: pg/mL.



54

Amostra CE 5o+ DP (ug/mL)
EEP Corymbia torelliana 60,85 + 4,70
Trolox 9,49 + 0,82
Acido Ascorbico 7,12 + 0,66

A eficiéncia do extrato estudado é presumivel, quando comparamos o0s resultados de
CEsp encontrados no estudo a alguns resultados da literatura como Carpes (2008), que fez o
estudo das caracteristicas fisico—quimicas e bioldgicas do polen apicola de Apis mellifera L.
da regido Sul do Brasil, onde encontrou uma média e desvio padrdo de CEs, de 1920 + 103
ug/mL. Rocha (2013), encontrou valores médios de CEsp de 1,16 + 0,001 mg/mL, para o
extrato de pdlen seco e 0,74 + 0,001 para o extrato do pdlen fresco. Quando analisada a
medida adotada pelo autor, fica claro que o resultado encontrado para o extrato bruto do pélen
de C. torelliana no presente estudo demonstrou-se mais significativo.

Os calculos de CEs sdo realizados através de uma equacdo, a qual é gerada por uma
curva, onde sdo utilizados os dados de concentracdo (ug/mL) e porcentagem de inibicdo dos
extratos testados para a realizacdo dos mesmos. Os calculos de CEsy dos extratos analisados
encontram-se nos gréaficos 3, 4, 5.

Vale ressaltar que a atividade antioxidante demonstrada pelo EEP da espécie C.
torelliana pode ser atribuida a presenga de compostos fenélicos em sua composi¢do quimica,
como acidos fendlicos e flavonoides. Segundo Heim et al (2002), os flavonoides demonstram
a habilidade de transmitir elétrons aos radicais livres, permitindo o seu equilibrio. Além disso,
estes metabolitos permitem a atuacdo quelante de ifons metélicos, acionam enzimas
antioxidantes, diminuem os radicais livres e inibem as oxidases, sendo todas essas fungdes

atribuidas a protecdo que os flavonoides exercem em sistemas biologicos.
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Grafico 3: Curva para célculo de CEs, de extratos etandlicos da espécie C. torelliana, amostra 1.
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Gréfico 4: Curva para

calculo de CEs, de extratos etanolicos da espécie C. torelliana, amostra 2.
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Gréfico 5: Curva para célculo de CEsx, de extratos etandlicos da espécie C. torelliana, amostra 3.

5.2.2 Teste de Toxidade Aguda
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Um dos mais relevantes problemas no uso indiscriminado e inadequado de plantas

medicinais é a conviccao de que produtos oriundos de origem vegetal ndo causam prejuizo a

salide, inexistindo efeitos danosos e ou téxicos relacionado a esses. Contudo, 0 usO no

decorrer dos milhares de anos demonstrou que algumas plantas medicinais possuem

constituintes com potencialidade para colocar a saude em risco. Estudos indicam que

inmeras dessas plantas contem substancias com potencialidade para toxidade, sendo

necessaria sua aplicagdo com prudéncia, respeitando os riscos toxicoldgicos que estas
possuem (RODRIGUES et al, 2011; ALMEIDA, 2014).

Chama-se de toxidade a caracteristica potencial que uma substancia tem em gerar uma

enfermidade quando utilizada, ou a interferéncia causada por esta, quando interage com o
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organismo. Algumas informagdes, tais como sinais, efeitos gerados, dosagens administradas
levam a identificacdo da capacidade de toxidade das substancias avaliadas, conduzindo a
estimativa do grau de toxidade das mesmas. Uma maneira de conduzir estudos de toxidade é
utilizando animais nos quais serdo melhor administrados compostos ou doses de extratos em
quantidades variadas ou dose fixa, podendo efetuar ensaios de toxidade aguda, subcrdnica ou
cronica (LIMA, A. P., 2009; TURMINA, 2012).

O teste da toxidade aguda desenvolvido teve como finalidade avaliar a toxidade do
extrato bruto etandlico do pdlen da espécie C. torelliana na dose de 300 mg/kg, dose maxima
a ser administrada nos testes bioldgicos de analgesia e anti-inflamacdo em camundongos da
espécie Mus musculus.

N&o foi observada nenhuma toxidade em relacdo ao tipo de metodologia adotada para
o teste, ndo havendo ocorréncia de mortes entres os 14 dias de observacgao, assim como, na
avaliacdo da parte comportamental e morfolégica ndo foram detectados nenhuma
irregularidade, aspectos esses analisados com base em orientagcbes da OECD 2001. Foram
observadas alteracGes (pele, olhos membros mucosos e respiratérios, sistema circulatorio,
nervoso auténomo e central, atividade somatomotora e o padrdo de comportamento), Havendo
atencdo especial para observacdes de convulsbes, tremores, salivacdo, diarreia, letargia,
sonoléncia e coma, revelando uma presumivel auséncia de toxidade na dose Unica de 300
mg/kg utilizada.

Em relacdo aos dados estatisticos, o teste em questdo ndo revelou nenhuma diferenca
significativa entre o controle e a dose de 300 mg/kg do extrato etandlico do polen de C.
torelliana utilizada, quando comparado o peso dos animais nos dias 1, 7 e 14 (Tabela 3 e
Grafico 6).

Em estudo realizado por Vereda (2013) com uma espécie da mesma familia foi
observado um efeito sobre os rins de animais tratados com extrato de Myrcia bela,
demonstrando possivel toxicidade dessa referida espécie. Mesmo sendo da mesma familia, a
espécie C. torelliana ndo apresentou alteracdo quando foram analisados macroscopicamente

0s Orgaos tratados pelo EEP.

Tabela 3: Peso corporal dos camundongos (controle e dose 300 mg/kg do EEP de Corymbia torelliana

administrado oralmente).



Peso (dia) Controle (g) EEP C.t. ()
Dial 25+1,30 26 £2,35
Dia 7 26 £1,14 26 £2,55
Dia 14 27+£0,84 27 £3,27
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Grafico 6: Representacdo da média do peso dos camundongos nos dias 1, 7 e 14, no teste de toxidade
Aguda. (n=5 animais; ANOVA).

Na andlise do peso dos érgdos (coragdo, pulmao, figado, estbmago, intestino, rim
direito e esquerdo e baco) dos camundongos tratados com o EEP de C. torelliana ao final do
experimento, assim como nos dados anteriores, ndo se evidenciou nenhuma diferenca

significativa em relacdo ao controle e as doses utilizadas. Dados esses expressos na Tabela 4.

Tabela 4. Peso dos 6rgdos dos camundongos fémeas (controle e dose 300mg/kg apds EEP da espécie C.

LI DA N D B B B | T
Q'\r'lz'bb")b’\‘b%@»’\r

dias de pesagem

torelliana) administrado via oral. (n=5 animais; ANOVA-seguido de Tukey).

ORGAOS CONTROLE (g) EEP C. toreliana (g)
Coracéo 0,11 + 0,006 0,13 + 0,009
Pulméo 0,23 £0,013 0,17 £0,018
Figado 1,25+ 0,076 1,28 £ 0,104
Estdmago 0,91+0,184 0,61 £ 0,050
Rim direito 0,14 + 0,005 0,16 £ 0,013
Rim esquerdo 0,14 + 0,009 0,15+ 0,011
Intestino 3,71 £0,210 3,77 £ 0,367
Baco 0,10 £ 0,008 0,09 £0,011
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Segundo Jahn e Giinzel (1997), algumas pesquisas desenvolvidas com foco em
toxidade, andlises clinicas, averiguacao do peso de orgaos, assim como modifica¢des do peso
corporal, ¢ um bom parametro para fornecer uma avaliacdo do bom funcionamento organico
de animais. Sendo assim, a ausé€ncia de alteragdes entre os pesos dos 6rgaos assim como o
peso dos animais do grupo controle ¢ o grupo tratado com o EEP, inexisténcia de alteragdes
comportamentais entre esses grupos e auséncia de mortalidade, sdo bons indicativos da
presumivel escassez de toxidade do extrato analisado, visto que a toxidade traz maleficios que
alteram o funcionamento organico e com isso modificagdes na estrutura organica dos seres.

Embora o EEP ndo tenha apresentado sinais visiveis de toxicidade, ndo acarretando
mortes, nem alteragfes nos animais no periodo do experimento, seria interessante a realizacéo
de estudos mais aprofundados sobre a toxidade, utilizando outras técnicas a exemplo dos
estudos de toxidade aguda com doses repetidas, garantindo dessa forma maior seguranca no

uso dessa substancia futuramente.

5.2.3 Teste Rota Rod

O teste do Rota Rod vem sendo utilizado em fases antecipadas nos estudos
experimentais pré-clinicos de medicamentos com o proposito de detectar efeitos contrarios
motores e sistémicos que possivelmente apareceriam de forma tardia na fase IV de estudos
clinicos, na fase de farmacovigilancia, e em pesquisas experimentais para efeitos motores
adversos de farmacos, como etanol e benzodiazepinicos (PINTO; KO, 2012).

Segundo Lopes et al. (2014), esse teste foi realizado com o intuito de verificar a
coordenagdo motora e equilibrio em roedores, podendo desta forma avaliar as suas func¢des
motoras. Camundongos foram avaliados ap06s a administracdo de doses (75, 150, 300 mg/kg)
do extrato bruto etandlico do polen da especie C. torelliana. Nenhuma diferenga significativa
foi observada entre as doses utilizadas (75, 150 e 300 mg/kg) e o controle, (Gréaficos 7 e 8),
sendo detectado 0% de interferéncia das doses na coordenacdo motora dos animais analisados,
dado esse de grande relevancia na analise das atividades farmacoldgicas de uma determinada
substancia.

Nunes (2012), avaliando o efeito do extrato hidroalcoolico de Myrcia bella cambess,
familia Myrtaceae na dor aguda e na inflamagdo em modelos experimentais de roedores,
observou que o extrato ndo demonstrou altera¢cdes no nimero de quedas dos animais durante

0 periodo avaliado para a Unica dose administrada no estudo (250 mg/kg).
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Em pesquisa realizada por Almeida, (2014), onde o autor estudou o efeito
farmacologico do extrato aquoso bruto e do 6leo essencial das folhas de Myrcia sylvatica,
espécie pertencente a familia Myrtaceae, também ndo foi detectado pelo autor nenhuma
incoordenagdo motora nos animais analisados.

Outro fator observado no estudo foi a auséncia de implicagdes locomotoras bifasicas,
quando da administragcdo de doses variadas do EEP (75, 150, 300 mg/kg), onde os efeitos se
mantiveram constantes entre as doses estudadas. Segundo Rustay et al. (2003); Aradujo, F. Y.
R. (2011), este efeito bifasico é comum em agentes depressores, 0s quais, a depender da
dosagem administrada, podem apresentar estimulo em dosagem baixa e em doses maiores

apresentar quadro de sedacao.
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Grafico 7: Efeito do EEP de C. torelliana sobre a coordenagdo motora dos camundongos no tempo de
60 min. (n=5 animais; ANOVA-seguido de Tukey).
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Grafico 8: Efeito do EEP de C. torelliana sobre a coordenacdo motora dos camundongos no tempo de
120 min. (n=5 animais; ANOVA-seguido de Tukey).
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Vale ressaltar que no momento do teste, foi observada uma diminuigdo na agitacdo dos
camundongos, sem nenhuma alteracdo das funcdes motoras analisadas no experimento em
questdo, dado esse que precisa ser investigado em testes posteriores, para a averiguacao de
outros tipos de atividade desempenhada pelo EEP em questdo, a exemplo de testes
ansioliticos, como teste do campo aberto, teste do labirinto em cruz elevada, etc.

5.2.4 Teste do Acido Acético

No teste do acido acético realizado, todas as doses (75, 150, 300 mg/kg) do extrato do
polen de C. torelliana demonstraram diferencas significativas em relacdo ao controle
analisado, evidenciando uma reducdo significativa das contor¢des abdominais nos animais
utilizados. A eficiéncia do extrato analisada foi comparadvel ao padrdo empregado
(indometacina 10 mg/kg), entre os quais ndo houve diferenca estatistica (Gréfico 9).

Embora todas as doses tenham apresentado uma resposta satisfatoria, reduzindo as
contorcdes abdominais em 78%, 62,5% e 62,5% para as doses administradas (75, 150, 300
mg/kg) respectivamente, foi verificada uma melhor resposta na menor dose administrada (75
mg/kg), sugerindo um potencial analgésico significativo, além de uma vantagem econdmica
na obtencdo da matéria-prima a ser utilizado para a producdo do extrato, o que torna
futuramente a aquisicédo e produgdo do EEP economicamente mais viavel.

Nunes (2012), avaliando o efeito do extrato hidroalcodlico de Myrcia bella cambess
(Myrtaceae) na dor aguda e na inflamag&o em modelos experimentais de roedores, verificou
uma reducdo no numero de contor¢des abdominais em 32,57% e 55,79% para as doses
analisadas, respectivamente (125 e 250 mg/kg), valores esses menos expressivos que 0S
valores encontrados no estudo para EEP de C. torelliana.

J& Alvarenda et al. (2015), estudando a atividade antinociceptiva e antimicrobiana da
casca do caule de Psidium Cattleyanum Sabine (Myrtaceae) detectou um indice de inibigdo
das contor¢des abdominais em 54,39%; 75,31% e 86,19% em resposta ao tratamento com o
extrato nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg respectivamente. Os dados encontrados pelos
autores sdo proximos ao encontrado no presente estudo, sendo que o referido autor encontrou
dados que levam a uma curva de dose dependéncia. Ja os resultados para EEP de C. torelliana
indicaram uma inibicdo maior na menor dose administrada (75 mg/kg). Presume-se que este
fato esteja associado a uma especificidade de atuacdo nessa dose, sendo as doses de (150, 300

mg/kg) mais amplas no seu funcionamento, vindo a alcancar alvos de forma mais ampla.



61

Com base nos dados encontrados até 0 momento e nos resultados da composi¢do
quimica do EEP, a qual detectou a presenca de metabdlitos secundarios, como compostos
fenolicos, terpenos e esteroides, é possivel sugerir uma presumivel atuacdo do EEP sobre os
canais (TRP) a exemplo dos Vanildides (TRPV), canais ASICs ou mesmo canais de atuago
semelhante a esses. Esses canais podem ser estimulados através da dissociacdo de prétons
presentes no acido acético, vindo a influenciar na atuacdo dos mediadores endogenos, a
exemplo da prostaglandina ou mediadores semelhantes a esse.

Segundo Rotelli et al. (2003), certos flavonoides demonstram a habilidade de
impossibilitar a acdo da ciclooxigenase e a lipoxigenase no metabolismo do 4&cido
araquiddnico, o que pode colaborar para as caracteristicas anti-inflamatorias.

Além disso, Middleton et al. (2000), afirma que os flavonoides sdo capazes de
bloquear a atuacdo das enzimas fosfolipase A2 e a fosfolipase C, presentes na membrana
plasmaticas das células, sendo essas enzimas de grande relevancia no mecanismo que aciona
os mediadores dos processos inflamatérios. Vale ressaltar que as enzimas em questdo estao
envolvidas na producdo de prostaglandinas, mediadores enddgenos esses envolvidos no
mecanismo da dor.

Embora tenha sido detectado o indicativo de atividade analgésica no EEP, outros

testes que podem confirmar essa atividade foram realizados e discutidos logo a seguir.
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Grafico 9: Efeito do EEP de C. torelliana no nimero de contor¢fes abdominais induzidas por acido acético
(0,8%) em camundongos. (h= 5 animais; ANOVA-seguido de Tukey).
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5.2.5 Teste da Formalina

No teste da formalina ocorre a avaliacdo de duas fases (aguda e tardia). Ambas as
fases apresentam propriedades distintas que permitem investigar substancias analgésicas,
assim como esclarecer o mecanismo de analgesia (SHIBATA et al., 1989; CECILIA e
MURGAS, 2014).

Efeitos diversos estudados em trés classes de analgésicos, testados isoladamente em
ambas as fases, surgere que a etapa inicial deve ser devido a sua eficiéncia sobre nociceptores
de forma direta, podendo essa fase ser interrompida por analgésicos de acdo central. Em
contraposicdo, a fase tardia presume-se ocorrer devido a uma resposta inflamatéria em parte
intermediada por prostaglandinas, podendo ser inibida por AINEs e esteroides, bem como
farmacos de acdo central (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

O teste da formalina realizado nesse estudo demonstrou que, mesmo havendo uma
reducdo no tempo de lambida das patas dos camundongos na primeira fase (fase neurogénica),
ndo houve diferencas significativas entre o controle e nenhuma das doses administradas (75,
150, 300 mg/kg) do extrato do pdlen da espécie Corymbia torelliana utilizada. Ja na segunda
fase (fase inflamatoria) houve uma diferenca significativa entre o controle e as doses
utilizadas (Graficos 10 e 11). As doses demonstraram agdo equivalente aquela apresentada
pelo padrdo utilizado (indometacina), o que sugere uma possivel semelhangca no mecanismo
de acdo dos extratos utilizados com o padréo, o qual possui acdo anti-inflamatoria, atuando na
inibicdo da sintese de mediadores quimicos (prostaglandinas), diminuindo consideravelmente
a resposta inflamatoria.

Os resultados ainda indicam uma agdo analgésica por parte do extrato analisado, a qual
fica evidenciada pela elevada inibicdo da nocicepcdo gerada no processo inflamatorio
caracterizada na segunda fase do teste, onde o extrato utilizado inibiu em 98%, 97% e 97% o
tempo de lambida da pata para as doses de 75, 150 e 300 mg/kg respectivamente, nédo
havendo diferenca significativa entre as doses analisadas e o padréo (inibigédo de 97%).

Em estudos realizados por Basting et al. (2014), onde foram analisados os efeitos
antinociceptivos e anti-inflamatério do extrato da folha de Eugenia punicifolia (Myrtaceae),
foi detectado um efeito antinociceptivo na segunda fase do teste da formalina, havendo uma
inibicdo de 41, 63 e 36%, para as doses de 125, 250 e 500 mg/kg, respectivamente. Quando
comparado os resultados dos autores com os dados encontrados no presente estudo, oS

resultados de nocicepc¢do do EEP de Corymbia torelliana se demonstraram mais expressivos.
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Componentes quimicos como compostos fenolicos e terpenos possuem relatos da sua
participacdo em processos analgésicos e anti-inflamatérios. Hosseinzadeh et al. (2011), em
estudo com o0s extratos aquoso e etandlico das partes aéreas de Myrtus. communis L. familia
Myrtaceae, detectaram uma atuacdo central e periférica quando analisado os efeitos
antinociceptivos e anti-infalamatorio para mesma. O mesmo autor ainda atribui os efeitos
mencionados a presenca de flavonoides e ou terpenos.

Com os resultados observados, € possivel sugerir uma presumivel atuacdo do EEP de
C. torelliana sobre as enzimas COX ou enzimas com atuacdo semelhante a estas, as quais
influenciam no processo de atuacgdo e sintese de prostandides, a exemplo da prostaglandinas,
ou de mediadores equivalentes a esses. Foi ainda observada, além da possivel acdo analgésica
para essa espécie, uma atividade anti-inflamatoria, a qual pode ter uma confirmacéo no teste

do edema de pata induzido por carragenina realizado posteriormente.
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Grafico 10: Efeito do EEP de C. torelliana no tempo de lambida das patas dos camundongos na 12 fase (fase
neurogénica) do teste da formalina. (n= 5 animais; ANOVA-seguido de Tukey).
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Gréfico 11: Efeito do EEP de C. torelliana no tempo de lambida das patas dos camundongos na 22 fase (fase
inflamatéria) do teste da formalina. (n= 5 animais; ANOVA-seguido de Tukey).
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5.2.6 Teste da Placa Quente

Nesse tipo de teste os camundongos analisados demonstram uma reacao a incitacdo
térmica relacionada a neurotransmissores centrais, estes sdo vulneraveis aos analgésicos de
intervencdo central. Nesse procedimento, estimulos térmicos provocam nociceptores que
conduzem informacéo a locais precisos do sistema nervoso central, levando a um feedback
nociceptivo organizado (MEKONNEN et al., 2009; BATISTA et al., 2016).

O teste em questdo revela a existéncia de diferencas significativas entre o controle e a
dose de 75 mg/kg do extrato administrada em todos os tempos do experimento (30, 60 120
min), assim como foi constatado com o padrao utilizado (morfina 10 mg/kg), substancia esta
de atuacdo conhecidamente central (Gréafico 12).

Embora os resultados tenham sido obtidos em todos os tempos do experimento, foi
verificado um melhor resultado no tempo de 30 minutos, quando os camundongos
aumentaram o tempo de laténcia, resultando em um aumento do tempo de permanéncia na
placa quente sem saltar nem lamber ou morder as patas traseiras em até 109%, 54,5% e 100%
para as doses do extrato de C. torelliana administradas de 75, 150 e 300 mg/kg,
respectivamente. A dose de 75 mg/kg nesse tempo alcangou uma percentagem ainda superior
ao padrdo utilizado, o que sugere uma eficiéncia equivalente ao mesmo. Embora os resultados
obtidos até o momento nos demais testes tenha sugerido uma atuacgao periférica, o teste da
placa quente sinaliza também para uma possivel atuacdo analgésica central do extrato
analisado, onde os resultados mostram uma eficiéncia da dose de 75 mg/kg em todos 0s
tempos e de forma continua como ja mencionado, caracteristica essa geralmente verificada em
drogas com agéo central.

Em estudo com extrato de folhas da espécie Eugenia punicifolia (pertencente a familia
Myrtacea), Basting et al. (2014) encontraram um aumento na laténcia como resposta
nociceptiva induzida pelo calor, sendo que de trés doses (125, 250 e 500 mg / kg) utilizadas
pelo autor, a menor dose ndo demonstrou nenhum efeito. Quando compara-se esses resultados
aos encontrados no presente estudo, fica evidente a maior potencialidade analgesica do EEP
da espécie Corymbia torelliana, que foi eficaz em todas as doses administradas.

Levando em consideracdo o tipo de teste realizado (placa quente) e o consideravel
aumento no tempo de permanéncia dos animais na placa em todos os tempos analisados, €
possivel supor que o EEP da espécie Corymbia torelliana estd atuando na ativacdo de
nociceptores existentes nas fibras aferentes periféricas, exemplo da fibra C, a qual, segundo

Millan (1999) apresenta receptores termossensiveis, respondendo ao aquecimento, assim
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como a diminuicdo de temperatura. Esses receptores possuem mecanorreceptores de baixo
limiar e receptores exclusivos para substancias que promovem a sensa¢do dolorosa, a exemplo
da prostaglandina, havendo ainda um tipo fundamental de fibra C, que responde a altos
impulsos de grande intensidade e quando associada a fibras polimodal h& indicio de sua
participacdo como mediadores na resposta apos danos teciduais.

Os nociceptores fibra C sdo incitados ap6s serem acionados os receptores vaniloides
estritamente aos receptores do tipo VR-1, que sdo acionados em uma temperatura de 43°C,
bem como os do tipo VRL-1, que iniciam sua atuacdo aos 52 °C, sendo esses Ultimos 0s
motivadores da reacdo em virtude do aumento da temperatura (JULIUS e BASBAUM, 2001,
SILVA et al, 2013).

Outra possibilidade de acao do extrato etandlico bruto da espécie C. torelliana no teste
em questdo € a atuacdo da fibra A-Delta do tipo Il que segundo Millan (1999), possui
receptores mecanotermais para elevadas temperaturas (45-53 °C), temperatura esta utilizada

no teste em questdo, sendo possivel que o extrato esteja atuando por mais de uma via.
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Grafico 12: Efeito do EEP de C. torelliana sobre o tempo de laténcia dos camundongos expostos a placa quente.
(n=5 animais; ANOVA-seguido de Tukey).

5.2.7 Teste do Edema de Pata Induzido por Carragenina

A carragenina € um agente que promove o0 processo inflamatério, através do
desbloqueio de prostaglandinas, promovendo a producdo de edema. A biossintese de

prostaglandina pode ser diminuida através do blogueio da cicloxigenase, efeito este atribuido
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a anti-inflamatérios ndo-esteroidais como a indometacina (FARSAM et al., 2000; SOUZA et
al., 2007).

O extrato de C. torelliana demonstrou diferenca significativa em relagcdo aos controles
utilizados em todas as doses administradas (75, 150, 300 mg/kg), inibindo significativamente
0 edema das patas dos camundongos no tempo de 180 min (3 horas de experimento),
reduzindo em 68%, 67% e 59% de forma respectiva para as doses mencionadas. O padréo
utilizado (indometacina) inibiu o edema em 91%. N&o foram encontradas diferencas
significativas entre as doses utilizadas e o padrdo nesse tempo. Vale ressaltar que 0s
resultados encontrados confirmam a potencialidade anti-inflamatéria, presumida através dos
resultados adquiridos na segunda fase do teste da formalina.

Esses resultados se demonstraram mais relevantes do que os dados apresentados por
Basting et al. (2014), que ao analisarem extratos de folhas de Eugenia punicifolia
(Myrtaceae), verificaram uma eficiéncia de 50% na Unica dose administrada para o teste (250
mg/kg).

Indicativos de uma atuacdo anti- secretora e gastro-protetora para essa espécie E.
torelliana ja haviam sido mencionados por Adeniyi et al. (2006). Ao estudar o extrato bruto
da folha dessa espécie, os autores sugerem o impedimento do processo inflamatorio cronico
gerado por Ulceras e feridas, quando utilizado o extrato da mesma.

Essa atividade anti-inflamat6ria pode ser relacionada aos compostos fendlicos
encontrados no extrato bruto etanolico do polen da espécie analisada, relagdo esta ja
mencionada por Lima, L. A. et al. (2007), que relacionou 0 aumento da atividade anti-
inflamat6ria com o acréscimo nos niveis de compostos fenolicos nas folhas de Syzygium
cumini (1.) Skeels (Myrtaceae), espécie pertencente a mesma familia da espécie estudada.

Através dos dados encontrados, podemos sugerir que o EEP de C. torelliana pode
estar possivelmente atuando sobre processos celulares a exemplo da inflamacdo por
interferéncia de proteinas quinases a exemplo da p38 MAPK. Segundo Basting et al. (2014),
as proteinas quinases encontram-se implicadas no blogueio ou mesmo regulando a liberagéo
de citocinas pro-inflamatoria. Os mesmos autores ainda encontraram no mesmo estudo a
inibicdo da fosforilacdo de p38a MAPK em todas as concentracdes testadas para o extrato das
folhas da espécie Eugenia punicifolia, chegando a uma inibicdo de até 90% em concentragdes
mais elevadas. Em outro estudo realizado por Meotti et al. (2007), foi descrita pelos autores a
implicagdo da proteina p38a MAPK na agao antinociceptiva da miricitrina em camundongos,

assim como a presenca deste flavonoide em planta do género Eugenia (Myrtaceae).
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Kobuchi et al. (1999) e Vieira et al. (2014), estudando gengibre, atribuiram aos fenois
a aptiddo de capturar e anular as espécies reativas de oxigénio, demonstrando dessa forma a
propensdo anti-inflamatéria baseada na modulacdo de vias de sinalizacdo celular
imprescindiveis.

Os resultados obtidos no teste do edema de pata indicam mais uma possivel atividade
do extrato da espécie C. torreliana (atividade anti-inflamatdria), indicada no grafico abaixo
(grafico 13). Foi observada uma diminuicdo pronunciada no edema das patas dos
camundongos no tempo de 180 minutos, sugerindo uma possivel acao periférica da substancia
empregada. Essa atuacdo pode indicar uma diminui¢do na producédo de substancias com agoes
semelhantes a prostaglandina. Embora haja indicagdo dessa atuacdo, sdo necessarios estudos
mais amplos que demonstrem as vias utilizadas pela substancia, esclarecendo o0 mecanismo de

acao utilizado por este.
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Grafico 13: Efeito do EEP de C. torelliana sobre a inibicdo dos edemas das patas dos camundongos induzido
por carragenina. (n=5 animais; ANOVA seguido Two- way).
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6 CONCLUSAO

> O teste de Cromatografia de Camada Delgada (CCD) indicou a presenca de terpenos,
esteroides e compostos fenolicos no extrato etandlico bruto da espécie C. torelliana.

> O extrato etandlico bruto da espécie C. torelliana apresentou teor de compostos
fenolicos e flavonoides em proporcdes superiores quando comparados a alguns dados
descritos na literatura.

> O extrato da espécie C. torelliana possui acdo antioxidante, mesmo demonstrando
valores superiores aos controles utilizados. Esta atividade antioxidante verificada nos
testes realizados pode ser atribuida a presenca de compostos fendlicos encontrados na
composicdo quimica do extrato da espécie C. torelliana.

> Em relacdo as analises biolégicas, ndo foi demonstrado nenhuma toxidade quando
administrado o EEP na dose de 300 mg/kg em camundongos da espécie Mus
musculus.

> O EEP de C. torelliana demonstrou uma possivel atividade analgésica, a qual foi
indicada pela consideravel reducdo nas porcentagens de inibicdo da nocicep¢do nos
testes realizados nesse experimento.

> O extrato de C. torelliana demonstrou atividade anti-inflamatéria, a qual foi
confirmada atraveés dos resultados obtidos no teste do edema de pata onde foi
registrada uma reducdo significativa do edema nas patas dos camundongos da espécie
Mus musculus.

> Foi demonstrada uma melhor atividade do EEP na dosagem de 75 mg/kg (menor
dosagem administrada), o que pode ser justificado por uma atuacdo mais especifica da
dose, sobre os receptores, intensificando a atuacdo da dose em questdo, além disso,
esse fator se torna relevante quando analisado o critério aquisi¢cdo do material polinico
e producéo do EEP.

> Os estudos apontam uma possivel atividade periférica e central para o EEP quando
analisado os efeitos encontrados nos testes biologicos realizados, 0 que precisa ser
melhor estudado no futuro.

> Sendo assim, pode se inferir que a espécie Corymbia torelliana tem um bom potencial
antioxidante, analgésico e anti-inflamatorio, dados estes que devem ser ampliados em
estudos posteriores, com a identificacdo das substancias presentes no extrato e

determinacgdo do mecanismo de agéo.
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ANEXO A

Parecer da Comissdo de Etica no Uso de Animais em Pesquisa (Ceua) autorizando a pesquisa
com cobaias.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS EM PESQUISA

Oficio: 01/32016 Feira de Santana, 11 de Marco de 2016.

DE: Prof. Dr2 Iraci Gomes Bonfim

Coordenadora da Comisséo de Etica no Uso de Animais da UEFS

PARA: Profa. Dr2. Angélica Maria Lucchese

Orientadora

llustrissima Professora,

Informamos que o projeto de pesquisa intitulado “Composicdo Quimica
e Atividade Bioldgica do Extrato Bruto dos Grédos de Pdlen da Espécie:
Eucalyptos torelliana F. Muell. (Myrtaceae)” da autoria de: Teresa Cristina
Souza Reboucas sob sua coordenagao e da equipe executora, registrado nesta
comissio sob o nimero de Protocolo ne 010/2015 CEUA/UEFS e datado de 24
de agosto de 2015, e com entrada na CEUA/UEFS em 28/08/2015, foi
analisado pelo parecerista, nomeado pelo CEUA/UEFS, o qual solicitou que a
autora realizasse adequacdes do projeto, visto que 0 mesmo nao apresentava
as folhas numeradas. Apos receber as devidas correcoes, em 10/03/2016, a
copia do projeto foi anexado ao processo e 0 parecerista foi de PARECER
FAVORAVEL, para que o projeto possa ser executado conforme cronograma
apresentado. Segue em anexo transcric@o do parecer.

hoed éz’“\/
ot o SR R4

Coordenadora da Comisséao de Etica no Uso de Animais da UEFS

Atenciosamente,

Portaria n® 878/2012
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TRANSCRICAO DO PARECER
ANALISE DO PROJETO

Processo registrado nesta comissao sob o numero de Protocolo n® 010/2015,
CEUA/UEFS e datado de 28/10/2015.

1- DO PROJETO

O projeto de pesquisa intitulado: “COMPOSICAO QUIMICA E ATIVIDADE
BIOLOGICA DO EXTRATO BRUTO DOS GRAOS DE POLEN DA ESPECIE
Eucalyptus torelliana F. Muell. (Myrtaceae)”.

Autora: Teresa Cristina Souza Reboucas. Professora Dr®. Angélica Maria
Lucchese (Coordenadora responsavel e Orientadora) e Professora Dr2
Marilene Lopes da Rocha (colaboradora).

2- DA FOLHA ROSTO

Todos os itens que constam na folha rosto se encontram preenchidos
adequadamente, bem como as assinaturas dos termos de compromisso e
declaracoes dos responsaveis pelo experimento.

3. DOS OBJETIVOS E METODOLOGIAA

Apods leitura e andlise do projeto, verifiquei que os objetivos e metodologias
estdo em consonancia com as normas propostas pelo Comité de Etica no Uso
de animais da UEFS.

Os objetivos vao avaliar: (1) a composicao quimica do exirato bruto de grao de
pélen de Eucalyptus torelliana (uma planta da familia Myrtaceae) e (2) o uso do
extrato bruto de grao de pélen, avaliados em ensaios bioldgicos, para verificar
seu potencial como: atividade toxicoldgica, analgésica e anti- inflamatéria. Os
testes serdo realizados utilizando o modelo biolégico, da espécie: Mus
musculus, da linhagem: Swiss (camundongos).

A metodologia apresenta etapas bem delineadas e os métodos apresentados
estao alicercados em literatura atual e focados no tema.

Todas as etapas da pesquisa envolvendo animais seréo desenvolvidas nas
dependéncias do Biotério Central do DCBIO/UEFS, na sala de experimentacao
do biotério em ambiente com temperatura e luminosidade controlada, sera
utilizado um total de 221 animais camundongos machos, com 60 dias de
nascidos.
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4. DO PROTOCOLO

Os procedimentos experimentais estao bem detalhados no protocolo. A autora
apresenta uma literatura consistente, quanto aos procedimentos para obtencao
dos resultados, o que justifica o numero de um total de 221 animais.

No item, referente a eutandsia, 0s animais apds termino dos experimentos,
serao sacrificados por aprofundamento da anestesia cujas dosagens aplicadas
sa8o adequadas ao peso corpéreo de cada individuo e estdo de acordo com a
legislacao.

O projeto possui suporte financeiro subsidiado pela UEFS, conforme consta na
planilha de orgamento.

PARECER FINAL

Ao analisar o projeto verifiquei que a pesquisa tem mériio cientifico, esta em
consonéncia com as normas ética no uso de animais na experimentacao,
obedecendo aos 3R, o0 que € razoavel com a conduta da experimentacao
cientifica, os animais em uso terao tratamento e manutencao compativeis com
0 esperado. A pesquisa vai contribuir para o aprofundamento do conhecimento
do grao de pdlen da espécie em estudo. Consideramos ser o projeto relevante,
que O cronograma para execugao do projeto € exequivel e esta em
consonancia com as normas ética no uso de animais, conforme a Lei 11.794 e
Normas do CONCEA sobre o0 uso de animais em experimentacao, motivo pelo
qual somos de PARECER FAVORAVEL, para que o projeto possa ser
executado conforme cronograma apresentado.



